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SAZETAK

Ishemijski mozdani udar je multifaktorijalna bolest koja se razvija medudjelovanjem genske
osnove i okoli$nih ¢imbenika rizika. U nastanak i razvoj mozdanog udara ukljuceni su sustavi
zgrusavanja i fibrinolize, upalnog odgovora, metabolizma lipida, regulacije krvnog tlaka. Do
sada je znanstvenoj literaturi opisano vise desetaka potencijalnih genskih ¢imbenika rizika za
nastanak mozdanog udara, ali je njihova pojedina¢na povezanost s mozdanim udarom slaba.
Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitati: ucestalost varijanti F5 Leiden, 20210G/A gena F2,
V34L gena F13A1, -445GA gena FGB, 5G/4G gena SERPINEL, I/D gena ACE i-1131T/C gena
APOA5 u zdravih ispitanika i ispitanika s ishemijskim mozdanim udarom; razliku u
koncentraciji lipidnih parametara (ukupni kolesterol, HDL- i LDL-kolestrol i trigliceridi) i
parametara upale (CRP i broj leukocita); povezanost genskih ¢imbenika, lipidnih parametara i
parametara upale s nastankom mozdanog udara.

U istrazivanje je uklju¢eno 250 ispitanika kojima je dijagnosticiran ishemijski mozdani udar na
osnovu klinickog pregleda i kompjuterizirane tomografije i 100 zdravih ispitanika regrutiranih
tijekom sistematskog pregleda bez podatka o cerebrovaskularnom i/ili kardiovaskularnom
incidentu u osobnoj anamnezi.

Svim ispitanicima su natasSte uzeti uzorci krvi za genotipizaciju i odredivanje lipidnog statusa,
CRP-a i broja leukocita.

Rezultati su pokazali da ispitanici s mozdanim udarom imaju znacajno nize koncentracije
ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola i znacajno vise koncentracije glukoze i CRP-a te
znacajno veéi broj leukocita u odnosu na kontrolne ispitanike. Varijanta 1/D gena ACE
povezana je s tezinom mozdanog udara, a varijanta -1131T/C gena APOAS je uz dob i pretilost
neovisan ¢imbenik nastanka teskog ishemijskog mozdanog udara. Nije pronadena razlika u
ucestalosti ispitivanih genskih ¢imbenika izmedu ispitanika s mozdanim udarom i kontrolnih

ispitanika.

Kljuéne rijeci: ishemijski mozdani udar, genski ¢imbenici, lipidi, upala



SUMMARY

Introduction: Stroke is a multifactorial disease developing through the complex interaction of
both genetic and environmental risk factors. Initiation and progression of stroke involves
disorders in coagulation cascade, fibrinolytic system, inflammatory response, lipid metabolism
and blood pressure homeostasis. Until today, a large number of potential genetic risk markers
have been studied but their individual association with stroke is weak. We aimed to investigate:
the prevalence of F5 Leiden, F2 G20210A, F13A1 V34L, FGB -455G/A, SERPINEL 5G/4G,
ACE 1I/D and APOAS5 -1131T/C variants in healthy subjects and subjects with acute ishemic
stroke; differences in blood lipid concentrations (total, HDL- and LDL-cholesterol and
triglycerides) and inflammatory markers (CRP and white blood cell count); association of
genetic variations, blood lipids and inflammatory markers with the ischemic stroke risk.

Materials and methods: The study included 250 consecutive subjects who were admitted to
emergency department with the clinical signs of an acute ishemic stroke and 100 apparently
healthy subjects, regruted during general medical examination, without known cerebrovascular
and/or cardiovascular incidents in anamnesis. The consultant neurologist confirmed acute
ishemic stroke by clinical examination and computerized tomography. Severity of the stroke
was assessed using NIHSS score, whereas modifiable stroke risk factors were obtained by
interview and/or form medical record. Blood samples for genotyping and determination of
blood lipids, CRP and WBC count were drawn from all studied subjects in fasting state.

Results: The results have shown statistically significant difference in frequency of hypertension
between subjects with stroke and healty subjects (P < 0.001). Similarly, frequency of diabetes
mellitus in anamnesis was higher in the stroke subjects group (P < 0.001). Concentrations of
total and LDL-cholestrol were significantly lower in subjects with acute ischemic stroke (P <
0.001), whereas concentrations of glucose, CRP and WBC were higher in healty subjects (P <
0.001). Atrial fibrillation was the most represented modifiable risk factor in subjects with the
acute ischemic stroke (27.1 %) followed by obesity (25.8 %). Results of genotyping have shown
that there was no statistically significant differeneces in the distribution of F5 Leiden (P =
0.769), F2 G20210A (P = 0.110), F13A1 V34L (P = 0.941), FGB -455GA (P = 0.643),
SERPINE1 5G/4G (P = 0.542), ACE I/D (P = 0.371) and APOA5 -1131T/C (P = 0.960) between
control and subjects with stroke. Results of the association of biochemistry parameters and
genotypes revealed statistically significant higher HDL-cholesterol (P < 0.005) in subjects with
F5 Leiden G/G genotype in control group, whereas no statistically significant association was

found in subjects with stroke. Stroke patients with F2 G20210A G/G genotype have statistically



significant higher total and HDL-cholestrol (P = 0.018) while LDL-cholesterol was higher in
control subjects with G/A genotype (P = 0.037). Further, APOA5 T/T genotype was associated
with higher HDL-cholesterol in healthy subjects (P = 0.005). Multivariant regression analysis
has shown that are: hypertension [OR 2.39 (95 % ClI 1.18 — 4.87); P = 0.016]; sex [OR 2.86
(95 % CI 1.43 -5.69); P = 0.003]; C-reactive protein [OR 1.04 (95% CI 1.01- 1.08); P =0.017];
glucose [OR 1.76 (95% CI 1.38-2.25); P < 0.001] and white blood cell count [OR 1.37 (95 %
Cl 1.15 - 1.63); P < 0.001] associated with the risk of ischemic stroke.

ACE variant I/D has shown association with the stroke severity according to NIHSS scale (P =
0.050). APOAS variant -1131T/C [OR 3.26 (1.29 — 8.23); P = 0.012] along with age [OR 1.06
(1.01-1.11); P =0.018] and obesity [OR 0.25 (0.08 — 0.77); P = 0.016] are associated with the
stroke severity.

Conclusion: Frequency of the F5 Leiden, F2 G20210A, F13Al V34L, FGB -455G/A,
SERPINE1 5G/4G, ACE 1I/D and APOAS5 -1131T/C variants did not differ between control and
subjects with stroke. Our study have revealed that hypertension and diabetes mellitus are more
frequent in subjects with stroke. than in controls. Further, regression analysis have shown that
are APOAS -1131T/C variant, age and body mass index could be used as preditors for a very
severe stroke (NIHSS > 21).

Keywords: Acute ischemic stroke, genetic variants, blood lipids, inflammatory markers
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1 UvOD

1.1 MOZDANI UDAR - DEFINICIJA | KLASIFIKACIJA

Definicija mozdanog udara, koju je dala Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organization, WHO) 1970. godine, kaze da je mozdani udar klinicki sindrom naglo nastalog
fokalnog neuroloskog deficita u mozgu, retini ili kraljezni¢noj mozdini koji traje 24 sata i duze
(2).

Razvoj dijagnostickih tehnika i metoda ponesto je modificirao definiciju WHO pa se danas
mozdani udar definira kao akutni fokalni neuroloski deficit u mozgu, retini ili kraljezni¢noj
mozdini koji traje duze od 24 sata ili krace, ako slikovne tehnike pokazu da se radi o infarktu
ili hemoragiji (2).

Ovisno o patoloskim znacajkama mozdani se udar moze podijeliti na ishemijski i hemoragijski.
Ishemijski mozdani udar nastaje kao posljedica ishemije uzrokovane djelomi¢nom ili potpunom
okluzijom mozdane arterije ili, u malom broju slufajeva, mozdane vene. Bez obzira na
anatomsko mjesto nastanka ugruska, ishemijski mozdani udar posljedica je tromboze ili
embolije.

Hemoragijski mozdani udar uzrokuje ruptura krvne Zile unutar lubanje. Ovisno o anatomskom
mjestu, hemoragijski se mozdani udar dijeli na intracerebralno i subarahnoidalno krvarenje (3).
Svaki tip mozdanog udara podlijeze daljnjim klasifikacijama ovisno o etioloSkim 1
patofizioloskim karakteristikama, klinickoj slici, na¢inu lijeCenja, ishodima i1 drugim
obiljezjima. Svaka klasifikacija ima svoje prednosti i manjkavosti, ali ipak su se neke ustalile u
klinickoj praksi (4).

Prema NINDS (engl. National Institute of Neurological Diseases and Stroke) ishemijski
mozdani udar dijeli se na aterosklerotski (tromboza velikih arterija), lakunarni (tromboza malih
penetriraju¢ih arterija), kardioembolijski, kombinirani arterijske patologije i neutvrdenog
uzroka (4).

Druga klasifikacija u klinickoj upotrebi je TOAST (engl. Trial of Org 10 172 in Acute Stroke
Treatment) koja dijeli ishemijski mozdani udar u pet kategorija. Za razliku od NINDS, TOAST
detaljnije klasificira uzorke ishemijskog moZzdanog udara neutvrdenog uzorka. Prema TOAST
uzorci ishemijskog mozdanog udara dijele se na aterosklerozu velikih arterija (LAD, engl. large

artery disease), okluziju malih arterija (SAD, engl. small artery disease), kardioemboliju, druge



uzorke (protromboticki poremecaji i neaterosklerotske vaskulopatije) i neutvrdene uzorke
(opre¢ni nalazi, nekompletni pregledi, negativne dijagnosticke studije) (5).

Treca klasifikacija, OCSP (engl. Oxfordshire Community Stroke Project Classification) temelji
se na anatomskom mjestu i veli¢ini regije zahvaéene ishemijom pa ju ¢ini pogodnom za
predvidanje ishoda. OCSP dijeli mozdani udar na totalni anteriorni cirkulacijski infarkt (TACI),
parcijalni anteriorni cirkulacijski infarkt (PACI), lakunarni infarkt (LACI) i posteriorni
cirkulacijski infarkt (POCI) (6).

1.1.1 Epidemiologija

Mozdani udar jest goruéi zdravstveni problem s drugom najve¢om stopom smrtnosti u
Republici Hrvatskoj (RH), odmah iza sr¢anih bolesti. U razvijenim drzavama stopa smrtnosti
je niza pa je tako mozdani udar u Sjedinjenim Americkim Drzavama peti, a u Ujedinjenom
Kraljevstvu cCetvrti uzrok smrtnosti. Stopa smrtnosti od posljedica mozdanog udara je
posljednjih godina u padu, posebno u razvijenim zemljama i u dobnoj skupini > 65 godina.
Stopa smrtnosti najvisa je u crna¢koj populaciji (65/100 000), a najniza u azijata (39/100 000).
Podaci o prevalenciji pokazuju trend rasta u svim populacijama. S druge strane, incidencija
mozdanog udara je u padu u razvijenim zemljama, dok u je u manje razvijenim zemljama u
porastu. Najniza incidencija mozdanog udara je u arapskim zemljama (7, 8, 9, 10, 11). Prema
istrazivanju Kadoji¢a i suradnika iz 2012. godine, u RH ukupna prevalencija mozdanog udara
je 2,04 %. Prevalencija u muskaraca u RH je 1,88 %, dok je kod Zena ne$to visa i iznosi 2,19
%. Gledajuci po dobi, najveéa je u dobnoj skupini od 75 — 84 godina i iznosi 10,8 % (12). Isto
istrazivanje pokazalo je da je u RH incidencija mozdanog udara najveéa u Slavoniji (302/100
000), a najniza u Dalmaciji (196/100 000), dok je u cjelokupnoj populaciji 251/100 000 (12).
U drugom istrazivanju o incidenciji mozdanog udara u RH utvrdena je incidencija ishemijskog
mozdanog udara od 203/100 000. U istom istrazivanju, Pikija i suradnici pokazali su i
incidenciju prema spolu pa je tako incidencija ishemijskog moZzdanog udara u muskaraca
191/100 000, a u zena 214/100 000. Standardizirano prema dobi za hrvatsku populaciju,
incidencija ishemijskog mozdanog udara u muskaraca je 261/100 000, a u Zena 170/100 000
(13). lako studije o incidenciji i u drugim populacijama pokazuju isti trend, tj. vecu ucestalost
ishemijskog mozdanog udara kod muskaraca nego kod Zena u populaciji < 75 godina, ona se
nakon te dobi izjednacava.

Globalna statistika pokazuje da je najveci dio mozdanih udara posljedica ishemije (87 %),

intracerebralana hemoragija je prisutna u 10 %, a subarahnoidalno krvarenje u 3 % slucajeva.
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1.1.2 Patofiziologija ishemijskog moZdanog udara

Ishemijski je mozdani udar u najve¢em broju slucajeva posljedica lokalnih aterosklerotskih
promjena na karotidnim ili intracerebralnim arterijama (tromboticki) ili aterosklerotskim
promjenama na krvnim Zilama srca (emolijski). U malom broju slu¢ajeva ishemijski mozdani
udar moze nastati kao posljedica tromboze cerebralnih venskih sinusa (8, 14, 15).
Aterosklerotske promjene zapocinju u ranim fazama zivota i razvijaju se tijekom godina kao
posljedica kroni¢nog upalnog procesa 1 kompleksnih meduodnosa genetskih i1 okoliSnih
¢imbenika. Aterosklerotski procesi zapocinju ozljedom endotela krvnih zila. Vaskularni endotel
kljucan je u regulaciji krvno-mozdane izmjene iona, molekula i stanica u ¢emu bitnu ulogu
imaju njegovi antitrombocitni, antitromboticki 1 fibrinoliti€ki mehanizmi. Neozljedeni endotel
svojim protuupalnim mehanizmima sprjec¢ava ekspresiju proupalnih gena, migraciju monocita
1 razvoj aterosklerotskog plaka. Djelovanjem razliCitih rizicnih ¢imbenika (arterijska
hipertenzija, hiperglikemija, hiperkolesterolemija, pusenje, infekcije) narusava se integritet
endotela pri ¢emu se eksprimiraju povrsinske adhezijske molekule (ICAM-1, VCAM-1 i P-
selektin) i oslobadaju proupalni kemokini. Posljedi¢no dolazi do migracije mononukleara iz
krvi u unutrasnjost krvne Zile, a nastali makrofagi dalje oslobadaju proupalne medijatore
pojacavaju¢i upalni odgovor. Takoder, makrofagi pojacavaju kemotaksiju i nakupljanje
oksidiranog LDL-a te nastaju pjenaste stanice. Pjenaste stanice oslobadaju citokine i ¢imbenike
rasta koji uzrokuju povecanje lezije, proliferaciju fibroblasta i migraciju stanica glatke
muskulature iz medije u intimu gdje nastaje depozit od fibroznog ekstracelularnog matriksa koji
ukljucuje kolagen, elastin i druge proteine te zajedno tvore fibrozni pokrov koji stabilizira
lipidnu srz u podlozi.

Tromboticke promjene posljedica su pretvorbe antikoagulacijskih svojstava endotela u
prokoagulacijska uslijed ekspresije proupalnih citokina iz makrofaga. Razgradnja elastina i
kolagena iz fibroznog pokrova dovodi do destabilizacije i rupture plaka (15, 16, 17).
Normalna funkcija mozga ovisna je o aerobnom metabolizmu pa i male promjene u perfuziji
mogu potaknuti hipoksiju i hipoglikemiju. 1z toga razloga, mozak je zasticen od naglih
promjena u perfuziji mehanizmom autoregulacije koja osigurava konstantan protok Krvi.
Smanjenje protoka krvi unutar podrucja zahvacenog ishemijom uzrokuje niz biokemijskih
reakcija tzv. ishemijsku kaskadu.

Ishemijska zona sastoji se od dva dijela, podruéja zahvac¢enog infarktom i penumbre. Promjene

u podrucju infarkta su ireverzibilne, dok je u penumbri protok bitno smanjen, ali i dalje postoji,



te su promjene u njoj reverzibilne. Vrijeme reperfuzije u penumbri ima klju¢nu ulogu u
sprije¢avanju prosirenja podrucja infarkta tj. ireverzibilnog odumiranja mozdanih stanica (18).
Koncept neurovaskularne jedinice (engl. Neurovascular Unit, NVU) opisuje sinergisticko
djelovanje endotela, astrocita i neurona u patofiziologiji mozdanog udara i njenu znacajnu
ulogu u postishemijskom oporavku. Tijekom ishemije dolazi do dezintegracije NVU koja je
uzrokovana padom energije, citotoksi¢noscéu, upalnim odgovorom, poremecajima u hemostazi,
aktivacijom metaloproteinaza i utjecajem akvaporina (19).

Uslijed hipoglikemije i hipoksije dolazi do pada ATP-a i depolaziracije mitohondrijske i
staniéne membrane neurona. Posljedica je oslobadanje glutamata iz stanice i povecanje
permeabilnosti za ulazak Ca?" u stanicu. Velike koli¢ine oslobodenog glutamata rezultiraju
veéim pomakom Ca?* u stanicu gdje pojadava aktivaciju endonukleaza, proteaza, lipaza i drugih
enzima koji oStecuju stani¢nu membranu neurona i dovode do stani¢ne smrti. Zapocinjanje
anaerobne glikolize uzrokuje laktoacidozu $to dodatno poja¢ava neravnotezu iona Na*, K*, Ca?*
i CI', i tako utjece na nakupljanje izvanstani¢nog glutamata i na pomak vode iz izvanstani¢nog
prostora u stanicu te nastanak citotoksi¢nog edema. Uz poremecaj ionske ravnoteze, smatra se
da na pojacani influks vode utjee i pojacano lucenje akvaporina-4 iz astrocita uzrokovano
suviSkom glutamata. Upalni odgovor zapocinje nekoliko sati nakon ishemije. Unutar nekoliko
minuta od ishemije dolazi do ekspresije adhezijskih molekula na povrSini endotela te zapocinje
agregacija trombocita i adhezija leukocita te se povecava propusnost krvno-mozdane barijere.
Potom dolazi do izlaska leukocita, medijatora upale i makromolekula iz krvozilnog sustava. Uz
leukocite, nekroti¢ne stanice fagocitiraju i mikroglija stanice koje aktivacijom otpustaju,
izmedu ostalih medijatora upale, i reaktivne kisikove spojeve Sto rezultira disfunkcijom
endotela kapilara i aktivacijom prokoagulantnih faktora. Posljedica je oslabljena reperfuzija te
uslijed hipoksije i acidoze dolazi do daljnjeg oSteCenja tkiva. Sve to dovodi do nastanka
vazogenog edema. Smatra se da matriks metaloproteinaze imaju vaznu ulogu u hemoragijskoj
transformaciji ishemijskog mozdanog udara tako da djeluju na membranu mikovaskulature i

povecavaju propusnost krvno-mozdane barijere (18, 19, 20, 21).

1.1.3 Rizi¢ni ¢imbenici

Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak mozdanog udara dijele se na nepromjenjive i promjenjive

(Tablica 1.).



Tablica 1. Cimbenici rizika za nastanak mozdanog udara (preuzeto iz literaturnog navoda 22)

Nepromjenjivi Promjenjivi
Hipertenzija
Pusenje
Dob Omijer opsega struka i bokova
Spol Prehrana
Rasa Tjelesna neaktivnost
Genetika Dislipidemija

Seéerna bolest

Srcane bolesti

Dob

Rizik od nastanka mozdanog udara raste s godinama zivota. Nakon 55 godine incidencija
mozdanog udara se udvostucuje za svako desetljece. Prosjecna dob nastanka mozdanog udara
je 69,5 godina (22).

Spol

U mladoj zivotnoj dobi rizik za nastanak mozdanog udara u zena je nesto visi nego u muskaraca.
S porastom godina relativni rizik je ve¢i kod muskaraca nego kod Zena. Medutim, ukupno

gledajuci, zene viSe obolijevaju od muskaraca i ¢eS¢e umiru od posljedica mozdanog udara

(22).



Rasa

Ucestalost mozdanog udara u crnaca dvostruko je veca nego kod bijelaca iste dobi. Razlicite
etnicke skupine unutar jedne rase imaju razliCit rizik za nastanak mozdanog udara. Tako unutar

bijele rase najveci rizik za nastanak mozdanog udara imaju latinoamerikanci (22).

Genetika

Geneticki rizi¢ni ¢imbenici variraju s obzirom na dob, spol, rasu. Ipak, ucestalost mozdanog

udara ¢e$ca je u osoba koje imaju mozdani udar u obiteljskoj anamnezi (22).

Hipertenzija

Hipertenzija se smatra najve¢im, promjenjivim, rizicnim ¢imbenikom za nastanak moZzdanog
udara. Vise od 2/3 oboljelih u dobi > 65 godina imalo je hipertenziju u osobnoj anamnezi.
Studije takoder pokazuju da su i individualne varijacije krvnog tlaka tijekom dana neovisan

rizi¢ni ¢imbenik za nastanak mozdanog udara (22).

Fibrilacija atrija

Fibrilacija atrija ¢vrsto se povezuje s nastankom mozdanog udara. Donedavno se smatralo da
fibrilacija uzrokuje stazu u lijevom atriju i nastanak tromba te posljedi¢no kardioemolijski
mozdani udar. Novija istraZivanja pokazuju da se kardioembolijski mozdani udar javlja kod

disfunkcije atrija bez dijagnosticirane fibrilacije kao i kod bolesnika s genskim promjenama

vezanima za fibrilaciju atrija, a prije njene pojave (23, 24).

Pusenje cigareta, konzumacija alkohola i sredstva ovisnosti

Pusenje cigareta povecava rizik za nastanak ateroskleroze, a posljedicno i mozdanog udara.
Rizik se povecava kod teskih pusaca, a prestanak pusenja ga brzo smanjuje. Smatra se da je u
razdoblju od 2 — 4 godine od prestanka pusenja rizik od nastanka mozdanog udara jednak
onome kod nepuSaca. Pasivno puSenje povecava rizik za 30 % kada se iskljuce svi ostali
¢imbenici rizika (25).

Pretjerana konzumacija alkohola povecava rizik za nastanak ishemijskog mozdanog udara, dok
rizik za hemoragijski mozdani udar raste ve¢ i kod konzumacije manjih koli¢ina alkohola.
Prekomjerna konzumacija alkohola povezuje se s arterijskom hipertenzijom i loSijom

kontrolom krvnog tlaka i posljedi¢no mozdanim udarom (26).



Upotreba sredstava ovisnosti povecava rizik za nastanak oba tipa mozdanog udara, najcesce
zbog utjecaja na krvni tlak, poremecaje sr¢anog ritma, cerebralni vazospazam i oste¢enje krvnih

zila (27).

Dislipidemija

Povecana koncentracija ukupnog kolestrola u krvi povecava rizik za nastanak ishemijskog
mozdanog udara, dok ga povecéana koncentracija HDL-Kolestrola smanjuje. Utjecaj
hipertrigliceridemije povezuje se s odredenim podtipovima ishemijskog mozdanog udara. S

druge strane, niska koncentracija ukupnog kolestrola povecéava rizik za hemoragijski mozdani
udar (28).

Pretilost

Poznato je da se pretilost tj. povecani indeks tjelesne mase povezuje s pove¢anim rizikom za
nastanak mozdanog udara uslijed hipertenzije i hiperglikemije. Medutim, neke studije nisu
pokazale povezanost indeksa tjelesne mase i nastanka mozdanog udara, ve¢ da se rizik

povecéava u bolesnika s centralnim tipom debljine (29).

Prehrana

Dokazi o direktnom utjecaju nacina prehrane na povecanje rizika od mozdanog udara su
manjkavi, ali je svakako povezana preko drugih ¢imbenika rizika poput hipertenzije i Se¢erne
bolesti. Smanjen rizik za nastanak mozdanog udara povezuje se mediteranskim na¢inom

prehrane(30).

Secéerna bolest

Seéerna bolest je bitan ¢imbenik rizika za nastanak ateroskleroze i cerebrovaskularnih bolesti.
Uz osnovnu bolest, kod dijabetiara su ceS¢e zastupljeni 1 drugi ¢imbenici rizika poput
dislipidemije, pretilosti i hipertenzije Sto viSestruko povecava rizik za nastanak moZdanog udara

kod dijabeti¢ara u odnosu na zdrave osobe (31).



Tjelesna neaktivnost

Osobe koje su manje tjelesno aktivne imaju povecan rizik za mnoge bolesti pa mozdani udar
nije izuzetak. Smatra se da redovita tjelesna aktivnost smanjuje rizik od nastanka hipertenzije,

Secerne bolesti i pretilosti, najznacajnih rizika za nastanak mozdanog udara (32).

Upala

Biljezi upale, posebno visokoosjetljivi C-reaktivni protein (engl. high sensitivity C-reactive
protein, hsCRP), ¢esto se povezuju s nastankom cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti.
Medutim, opsezne studije su pronasle tek slabu povezanost povisenih koncetracija hsCRP-a i
mozdanog udara (relativni rizik 1,27). Budu¢i da se ateroskleroza smatra glavnim upalnim
procesom odgovornim za nastanak ishemijskog mozdanog udara pretpostavlja se da su
poviSene koncentracije hsCRP-a posljedica pojacanih zbivanja u aterosklerotskom plaku.
Medutim, tesko je razluéiti utjecaj drugih ¢imbenika na porast koncentracije hsCRP-a i odrediti

njegovu povezanost s rizikom od nastanka mozdanog udara (33).

1.2 GENSKE VARIJANTE | MOZDANI UDAR

Genske promjene koje utjecu na cerebrovaskularne bolesti mogu se podijeliti na tri skupine:

1. genske promjene koje primarno rezultiraju mozdanim udarom

2. genske promjene kojima je mozdani udar sekundarna posljedica

3. genske promjene koje udruzenim djelovanjem s drugim ¢imbenicima uzorkuju nastanak
mozdanog udara

Prva skupina genskih promjena nasljeduje se, naj¢esce, autosomno dominantno i uzorkuje
arteriopatije i angiopatije, a rezultiraju lakunarnim infarktom, u sluéaju ishemijskog mozdanog
udara, ili, u slucaju hemoragijskog mozdanog udara, rupturom malih kortikalnih ili
subkortikalnih krvnih zila. Neki geni ¢ije promjene mogu rezultirati mozdanim udarom su
NOTCH3 (gen koji kodira homologni protein 3 neurogenog lokusa notch), HTRA1 (gen koji
kodira serinsku proteazu HTRAL), COL4AL (gen koji kodira a1 lanac kolagena tipa IV) i druge.
Mozdani udar moZe nastati kao posljedica nekih X-vezanih bolesti poput Fabrijeve bolesti ¢ija
je posljedica ishemijski mozdani udar uzrokovan boles¢u velikih ili malih mozdanih arterija,
zatim mutacija u mitohondrijskoj DNA u bolesti poput mitohondrijske encefalopatije koja
rezultira ishemijskim mozdanim udarom, ali i u ostalim autosomno dominantno i autosomno
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recesivno prenosivim promjenama poput poremecaja povezanih sa sintezom a-aktina glatkih
misica §to uzorkuje moyamoya sindrom ili sa sintezom B-lanca globina u srpastoj anemiji pa
nastaje ishemijski mozdani udar kao posljedica okluzije velikih i malih arterija.

Prevalencija genskih promjena prve i druge skupine je rijetka u opc¢oj populaciji te je njihov
doprinos znacajniji u incidenciji mozdanog udara u mladoj dobi, dok je utjecaj Cestih genskih
promjena udruzenih s drugim ¢imbenicima rizika jos uvijek predmet mnogih istrazivanja koja
pokusavaju pronaci jake dokaze o povezanosti. NajceSce se temelje na genskim promjenama
koje se povezuju s aterosklerozom, trombozom, metabolizom lipida, atrijskom fibrilacijom,
hipertenzijom, endotelnom disfunkcijom, poremecajima u transportu iona i drugima (22, 34,
35).

121 F5 (rs6025)

Gen F5 nalazi se na p kraku kromosoma 1 na poziciji 24.2 i kodira koagulacijski ¢imbenik V.
Cimbenik V (FV) je glikoprotein veli¢ine 330 kDa koji se sintetizira se u jetri, a u cirkulaciji se
u najve¢oj mjeri nalazi u inaktivnom obliku. Aktivirani FV (FVa) djeluje kao kofaktor
aktiviranom FX (FXa) (protrombinaza kompleks) u pretvorbi protrombina u trombin i kao
kofaktor aktiviranom proteinu C (APC) u inhibiciji aktiviranog FVIII (FVIIla) u tenaza
kompleksu (FVIlla/FIXa). Regulacija aktivacije i inaktivacije FVa ovisna je o trombinu.
Trombin s jedne strane aktivira FV, a s druge strane preko trombomodulina aktivira protein C
koji inaktivira FVa.

FV se sastoji od tri A domene, B domene i dvije C domene. Ugljkohidratima bogata B domena
smjestena je izmedu domena A2 i A3 s kojima je ¢vrsto povezana i odgovorna je za inaktivni
oblik FV. Proteoliticka mjesta na B domeni Arg709, Arg1018 i Argl545 odgovorna su za
aktivaciju FV trombinom, a u manjoj mjeri putem FXa.

Inaktivacija FVaregulirana je pomo¢u APC na nacin da APC cijepa FVa na pozicijama Arg306,
Arg506 1 Arg679. Cijepanje na poziciji Arg506 dogada se puno brze nego na poziciji Arg306
pa je potpuna inaktivacija FVa rezultat cijepanja na objema pozicijama. Potpuna inaktivacija
FVa ovisi o protrombinu jer je Arg506 zastien u protrombinaza kompleksu pa tek potrosnja
protrombina otvara poziciju Arg506 za cijepanje (36).

Najznacajnije genske promjene u F5 uzrokuju poremecaje u sintezi FV koje uzrokuju manjak
FV i rezistenciju na aktivirani protein C. Deficijencija FV uzrokuje poremecaje u zgrusavanju
u smjeru krvarenja, a rezistencija na aktivirani protein C (APCR) poti¢e prekomjerno

zgrusavanje (37).



Glavni uzrok rezistencije na aktivirani protein C je gubitak mjesta cijepanja na poziciji Arg506
u genskoj varijanti F5 Leiden. U F5 Leiden dolazi zamjene gvanina adeninom na 1691 mjestu
u genu F5 i rezultira zamjenom arginina glutaminom na poziciji 506 u FV. Ova genska varijanta
javlja se u oko 5 % bjelacke populacije, a APCR uzrokovana F5 Leiden 2-3 puta povecéava rizik
za nastanak tromboze. Ostale genske varijante F5 koje uzrokuju APCR u vecoj su mjeri prisutne
u drugim rasama. Genske varijante F5 koje rezultiraju gubitkom mjesta cijepanja na Arg306 ne
dovode do APCR-a i ne smatraju se znacajnim rizicnim ¢imbenikom za nastanak tromboze
(36,37).

122 F2 (rs1799963)

Gen F2 nalazi se na p kraku kromosoma 11 na poziciji 11.2 i kodira koagulacijski ¢cimbenik 11
(FI1) (protrombin). Protrombin je zimogen veli¢ine oko 70 kDa koji se sintetizira u jetri kao
pre-propeptid, a u cirkulaciji se nalazi u svom zrelom obliku. Protrombin se sastoji od pet
domena: propeptidne, Gla, kringl, kringl-2 i domene prekursora serinske proteaze. FXa uz FVa
u nekoliko koraka cijepa protrombin do aktivne forme enzima, a-trombina, koji se sastoji od
teSkog (a) 1 lakog (PB) lanca. Trombin ima centralnu ulogu u procesima zgrusavanja i fibrinolize.
Najznacajnije genske varijante u F2 rezultiraju kvalitativnim i kvanitativnim promjenama u
sintezi protrombina. Tako se deficijencija protrombina manifestira teSkim, a
disprotrombinemije lakSim oblicima krvarenja i njihova je ucestalost u opcoj populaciji
izuzetno rijetka. Puno su ¢esc¢e promjene u sintezi protrombina koje rezultiraju trombofilijom
(38, 39).

Genska varijanta u F2 u kojoj dolazi do zamjene gvanina adeninom na 3"-kraju netranslacijske
regije (G20210A) smatra se najznacajnijom u razvoju trombofilije uzrokovane poremecajem u
sintezi protrombina. G20210A dovodi do gubitka signala za cijepanje na 3"-kraju i posljedi¢no
do pojac¢anog nakupljanja mMRNA i sinteze proteina (40).

Varijanta G20210A prisutna je u oko 2 % bjelacke populacije i povecava rizik za nastanak
tromboze 3 — 4 puta kod heterozigota. Homozigotni nositelji su izuzetno rijetki i kod njih se

rizik za nastanak tromboze povecava oko 30 puta (39).

1.2.3 SERPINEL (rs1799768)

SERPINEL gen nalazi se na q kraku kromosoma 7 na poziciji 22.1 i kodira endotelni inhibitor

aktivatora plazminogena 1 (PAI-1). PAI-1 je glikoprotein veli¢ine oko 42 kDa koji spada u

10



obitelj inhibitora serinskih proteaza i sintetiziraju ga u razli¢itim omjerima razna tkiva i organi
(jetra, endotel, adipozno tkivo i druga). Glavna uloga PAI-1 je inhibicija tkivnog aktivatora
plazminogena (tPA) i urokinaznog aktivatora plazminogena (UPA) te posljedi¢no pretvorbe
plazminogena u plazmin. Osim toga, inhibitorno djelovanje PAI-1 odituje se i kroz vezanje na
kompleks uPA/uPAR na taj nacin pojacavajuci fibrinoliti¢ko djelovanje. Plazmin ima vaznu
ulogu u razgradnji nastalog ugruska pa inhibicija pretvorbe plazminogena u plazmin znacajno
utjece na nakupljanje fibrina (41, 42).

Genske varijante u SERPINE1 rezultiraju pretezno kvantitativnim promjenama proteina PAI-1.
Prevalencija varijanti koje dovode do deficita PAI-1 nije utvrdena i zabiljezeni su rijetki
slucajevi ¢ija je klinicka manifestacija bila zna€ajan poremeca;j fibrinolize u smjeru krvarenja
(43). U opcoj populaciji puno su c¢eS¢e genske promjene koje rezultiraju poviSenim
koncetracijama PAI-1 i poremecajem fibrinolize u smjeru tromboze (41).

Najznacajnija genska varijanta SERPINE1 je insercijsko-delecijska varijanta jedne baze
gvanina u promotorskoj regiji gena (4G/5G). Sekvenca od 4G/5G nalazi se -675 bp uzvodno
od mjesta vezanja transkripcijskog faktora na gen. Oba alela, i 4G i 5G imaju o¢uvano mjesto
za vezanje transkripcijskog aktivatora. Medutim, 4G varijanta gubitkom jedne baze gubi mjesto
vezanja transkripcijskog represora Sto rezultira pove¢anom sintezom mRNA i proteina PAI-1.
Podaci pokazuju da je ucestalost heterozigota 4G/5G oko 40 % u zdravoj populaciji te je i dalje

kontradiktorna njena povezanost s rizikom od nastanka tromboze (44).

1.2.4 F13AL (rs5985)

Koagulacijski ¢imbenik XIII (FXIII) sastoji se od dvije A i dvije B podjedinice. Podjedinice A
imaju kataliticku ulogu, a podjedinice B inhibitornu.

F13Al gen smjesten je na p kraku 6. kromosoma na poziciji 25.1 i kodira podjedinicu Al
koagulacijskog ¢imbenika XIII. Podjedinica A FXIII predominantno se sintetizira u stanicama
porijeklom iz koStane srzi (trombocitima, monocitima, makrofagima) kao zimogen,
protransglutaminaza. Podjedinica A FXIII gradena je od 5 domena: aktivacijskog peptida,
kataliticke domene, B-sendvica i dvije pB-barel domene. Kataliticka je domena u inaktivnoj formi
duboko zasti¢ena. Aktivacija FXIII potaknuta je trombinom i kalcijem uslijed ¢ega se otvara
kataliticko mjesto u A podjedinici. U nedostatku podjedinice B, za aktivaciju FXIII dovoljni su
ioni Ca. Glavna uloga aktiviranog FXIII (FXIIla) u hemostazi je stabilizacija fibrinskog
ugruska (45).
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Genske varijante u F13A1 ve¢inom uzrokuju deficijencije FXIII koje rezultiraju smanjenom
aktivno$¢u plazmatskog FXIII, brzom degradacijom, smanjenom ekspresijom enzima,
smanjenom aktivno$¢u uslijed konformacijskih promjena i drugih. Klinicka manifestacija
deficijencije FXIII je sklonost krvarenju (46).

F13A je vrlo polimorfan, a najéesée ispitivana genska varijanta koja se povezuje s trombotickim
ucinkom je Val34Leu (V34L). V34L je uzrokovana zamjenom gvanina timinom na 2 eksonu
Sto rezultira zamjenom valina leucinom u enzimu FXIII podjedinici Al.

L alel se u bjelackoj populaciji javlja s uéestalo$¢u od oko 25 %, dok kod Azijata nije prisutan.
Posljedica ove genske varijante je pojacana aktivacija FXIII i njeZnija struktura fibrina pa je
kod nositelja L alela ve¢a moguénost fibrinoliticke razgradnje ugruska. lako istrazivanja idu u
smjeru protektivnog ucinka V34L, neke studije su pokazale i rizik za nastanak ishemijskog

mozdanog udara (47, 48).

125 FGB (rs1800790)

Fibrinogen je dimerni glikoprotein veli¢ine oko 340 kDa koji se sintetizira pretezno u jetri.
Sastoji se od 3 lanca, a, B iy. Svaki lanac kodira drugi gen (FGA, FGB i FGG), a svi su smjesteni
u klasteru na duzem kraku 4 kromosoma od pozicije 23 — 32.

Gen FGB smjesten je na q kraku 4. kromosoma na poziciji 31.3 i kodira 3 lanac fibrinogena.
Fibrinogen je prekursor fibrina koji nastaje proteolitickim djelovanjem trombina pri ¢emu Se S
N-terminalnih krajeva o i B lanaca odcjepljuju fibrinopeptidi A i B. Fibrinopeptidi potom
polimeriziraju, unakrsno se povezuju i stabiliziraju pomo¢u FXIIIa. Glavna uloga fibrinogena
ocituje se njegovom pretvorbom u fibrin i nastankom fibrinskog ugruska na mjestu ozljede
vaskulature. Fibrinogen ima ulogu i u agregaciji trombocita povezujuc¢i ih preko GPlla/lllb
receptora. Osim toga, fibrinogen je osjetljiv na ekspresiju citokina pa njegova koncentracija u
plazmi raste u uplanom odgovoru (49).

Genske varijante u FGB utjecu na kvantitativne i kvalitativne promjene proteina i rezultiraju
afibrinogenemijama, disfibrinogenemijama i tromboti¢kim rizikom. Neke genske varijante
rezultiraju defektnim proteinom koji se veze disulfidnim vezama s albuminom pa nastaje
fibrinogen velike molekularne mase (npr. Fibrinogen ChristChurch i Fibrinogen Nijmegen).
Istrazivanja pokazuju da Su najteze klinicke manifestacije u obliku krvarenja prisutne kod
kongenitalnih afibrinogenemija, dok druge genske varijante rijetko uzrokuju direktne klini¢ke
posljedice (50, 51).
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Istrazivanja genskih varijanti povezanih s trombotickim rizikom pretezno se orjentiraju na
varijantu u promotorskoj regiji na poziciji -455 u kojoj dolazi do zamjene gvanina adeninom
Sto rezultira pojacanom sintezom i povecanjem koncentracije plazmatskog fibrinogena.
Ucestalost A alela u populaciji je oko 20 %. Efekt ove genske varijante varira izmedu razli¢itih
ispitivanih skupina, a istrazivanja su ograni¢ena malim brojem ispitanika pa je utjecaj -455G/A

u trombotickim zbivanjima i dalje nejasan (52,53).

1.2.6 APOADS (rs662799)

Gen za APOAS smjesten je na q kraku 11. kromosoma na poziciji 23.3 i kodira apolipoprotein
A5. APOAS dio je skupine regulatornih gena APOAL/APOC3/APOA4 smjestenih na 11q23.
ApoAb5 protein predominantno se sintetizira u jetri i veli¢ine je oko 39 kDa. U cirkulaciji se
nalazi u obliku monomera vezan za hilomikrone, VLDL i HDL. Pokazalo se da su koncentracije
ApoA5 u obrnutom odnosu s koncentracijom triglicerida u plazmi. ApoAS5 potic¢e hidrolizu
triglicerida lipoprotein lipazom pa se kao glavna uloga ApoAS5 pripisuje regulacija lipoprotein
lipaze (54, 55).

Genske varijante u APOA5 mogu utjecati na funkcionalne promjene ApoAS5 proteina i povisenje
triglicerida u plazmi. Poznato je pet genskih varijanti u APOA5 smjestenih u promotorskoj regiji
(-1131T/C, SNP3), intronskoj regiji (IVS3+476G/A, SNP2), start kodonu (c.-3A/G), eksonu
(S19W) i 3"-kraju netranslacijske regije (+158C/T, SNP1) za koje je utvrdeno da utjeu na
koncentraciju ApoAb5 i triglicerida te su provedene asocijacijske studije. APOA5*1 je divlji
haplotip 1 njegova ucestalost u bjelackoj populaciji je 81,6 %. APOAS5*2 karakteriziraju
mutirani SNP1, SNP2 i SNP3 i njegova ucestalost je 8 %. Unutar APOA5*3 je mutirani SI9OW
i uéestalost ovog haplotipa je 8 % (56).

Studije povezanosti genskih varijanti APOA5 pokazale su da su varijante -1131T/C i S19W
neovisno o drugim genskim varijantama povezane sa smanjenom sintezom ApoA5 i

povecanjem koncentracije triglicerida (57, 58, 59).

1.2.7 ACE (rs4340)

Gen za ACE je smjesten na duzem kraku 17. kromosoma na poziciji 23.3 i kodira angiotenzin
konvertiraju¢i enzim (EC 3.4.15.1). ACE kodira dva izoenzima, somatski, koji se eksprimira u
vaskularnim i renalnim endotelnim stanicama i Leydigovim stanicama, i testikularni koji se
eksprimira u testisima. ACE enzim je dipeptidyl-karboksipeptidaza i glavna mu je uloga
hidroliza angiotenzina I u angiotenzin II. 1z toga razloga, ACE ima znac¢ajnu ulogu u kontroli
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krvnog tlaka i ravnotezi elektrolita. Usto, ACE inhibira bradikinin pa ima i ulogu vazodilatatora
(60).

Aktivnost ACE pod strogom je kontrolom gena ACE. lako je poznato 40 genskih varijanti,
najbolje je opisana i istrazena insercijsko-delecijska varijanta I/D. I/D je intronska varijanta
koja se sastoji od ponavljajuceg Alu slijeda dugackog 287 bp. U osoba s D/D genotipom
primijecena je dvostruko veca aktivnost ACE nego kod nositelja normalnog genotipa I/1. D alel
javlja se u populaciji s ucestalos¢u od 28 %. (61).

S obzirom na ulogu enzima ACE u organizmu i direktnu poveznost aktivnosti enzima s
genotipom, ispitivanje genske varijante I/D obuhvatilo je mnoge bolesti i stanja koja se
patofizioloski povezuju s njegovom ulogom u regulaciji vaskularnog tonusa. Tako je pokazana
povezanost I/D varijante s razvojem ateroskleroze, IgA nefropatije, dijabeticke nefropatije,
Alzheimerove bolesti 1 dr. Medutim, dosadasnja ispitivanja povezanosti varijante I/D s
hipertenzijom, kardiovaskularnim 1 ccerebrovaskularnim bolestima daju oprecne rezultate, a

pretezno ovise o ispitivanoj populaciji i dizajnu studije (60, 62).
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2  HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1 HIPOTEZA

Ishemijski mozdani udar je multifaktorijalna bolest i do sada je utvrdeno da je nastanak
mozdanog udara povezan s nizom nepromjenjivih (dob, spol, rasa, genetika) i promjenjivih
¢imbenika (puSenje, hipertenzija, SeCerna bolest, hiperlipidemija, tjelesna aktivnost).
Ateroskleroza i kardioembolija naj¢es¢i suU uzroci nastanka ishemijskog mozdanog udara.
Smatra se da sustav hemostaze ima centralnu ulogu u nastanku arterijske i venske tromboze te
ateroskleroze pa su dosadasnja istrazivanja u velikoj mjeri usmjerena na ispitivanje genskih
varijanti ¢imbenika koagulacije i fibrinolize kao neovisnih prediktora nastanka mozdanog
udara. Opsezne studije pokazuju povezanost genskih varijanti F5 Leiden i F2 s povecanim
rizikom za nastanak cerebrovaskularnih poremacaja, posebno ako su udruzene s promjenjivim
¢imbenicima rizika (63, 64). Za razliku od genskih varijanti F5 Leiden i F2, povezanost
varijanti F13A1, FGB i SERPINEL i mozdanog udara manje je istrazena. Studije ukazuju na
smanjen rizik za kardioemolijski mozdani udar kod nosioca varijante F13A1, a u slucaju
SERPINEL istrazivanja polucuju opre¢ne rezultate u povezanosti ove genske varijante i rizika
za nastanak mozdanog udara (47, 63, 65).

Hiperlipidemija je promjenjivi ¢imbenik rizika za mozdani udar iako je poznato da
hipertrigliceridemija i1 hiperkolesterolemija mogu biti povezane i s genskim ¢imbenicima. U
posljednjih godina intenzivno se pretrazuju varijante u genskom klasteru APOA1/C3/A4/A5 i
njihova poveznost s rizikom za mozdani udar (66).

U istrazivanje ¢e biti ukljuceni genski ¢imbenici koji su povezani s rizikom od nastanka
mozdanog udara preko razli¢itih patogenetskih mehanizama pa je hipoteza da bi njihov
sinergisti¢ki u¢inak mogao rezultirati boljom predikcijom rizika za nastanak mozdanog udara
od samostalnog u¢inka ovih genskih varijanti i okoli$nih ¢imbenika.

Takoder, rezultati ovog istrazivanja dat ¢e podatak o prevalenciji ispitivanih genskih varijanti

u opcoj populaciji u Republici Hrvatskoj.

15



2.2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

ispitati uCestalost genskih varijanti u F2, F5, FGB, F13A1, SERPINE1, APOA5 i ACE
u bolesnika s ishemijskim mozdanim udarom

ispitati ucestalost genskih varijanti u F2, F5, FGB, F13A1, SERPINE1, APOAS5 i ACE
u zdravoj populaciji

ispitati postoji li razlika u koncentraciji ukupnog kolesterola, HDL- i LDL-Kkolestrola,
triglicerida i CRP-a u serumu bolesnika s ishemijskim mozdanim udarom i kontrolnih
ispitanika

ispitati povezanost genskih ¢imbenika s pokazateljima lipidnog statusa i nastankom
ishemijskog mozdanog udara

izraditi regresijski model s ciljem predvidanja rizika za nastanak ishemijskog mozdanog
udara
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3 MATERIJALI I METODE
4.1 ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno u periodu od kolovoza 2002. do travnja 2004. godine u suradnji
Klinickog zavoda za kemiju i Klinike za neurologiju Klini¢kog bolnickog centra Sestre

milosrdnice u Zagrebu.

U istrazivanje je uklju¢eno 250 uzastopnih ispitanika s ishemijskim mozdanim udarom i 100
kontrolnih ispitanika regrutiranih prigodom kontrolnih zdravstvenih pregleda.

Svi ispitanici (ili ¢lanovi njihovih obitelji) koji su sudjelovali u istrazivanju potpisali su
dobrovoljni pristanak, a istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog

centra Sestre milosrdnice.

Kriterij ukljuéenja u istrazivanje bio je ishemijski mozdani udar dijagnosticiran pri primitku u
hitnu sluzbu Klinike za neurologiju Koji se temeljio na neuroloskom pregledu, anamnesti¢kim
podacima i nalazima kompjuterizirane tomografije. Za svakog ispitanika prikupljeni su osnovni
demografski podaci i uoceni ¢imbenici rizika. Napravljene su rutinske biokemijske,
hematoloske i koagulacijske pretrage s ciljem utvrdivanja etiologije mozdanog udara i
otkrivanja mogucih ¢imbenika rizika.

Kontrolni ispitanici bili su podvrgnuti opéem lije¢niCkom pregledu, napravljene su im
laboratorijske pretrage te su im pregledani anamnesticki podaci.

Kriteriji za iskljucenje iz skupine kontrolnih ispitanika bili su podaci o infarktu miokarda,

mozdanom udaru ili prolaznoj cerebrovaskularnoj ishemiji u osobnoj anamnezi.

4.2 NEUROLOSKI TESTOVI

Svim ispitanicima kojima je dijagnosticiran akutni ishemijski mozdani udar specijalist neurolog
izvr$io je procjenu tezine mozdanog udara pomoc¢u NIHSS skale (engl. National Institutes od
Health Stroke Scale). Ocjenska ljestvica za mozdani udar sastoji se od 13 kategorija koje se
procjenjuju s 0 do maksimalno 4 boda (ovisno o kategoriji), a ukupan zbroj svih kategorija

procjenjuje tezinu mozdanog udara. Najveci zbroj bodova je 42 (Tablica 2) (67).
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Tablica 2. Tezina mozdanog udara prema rezultatu NIHSS

NIHSS zbroj | TeZina moZdanog udara
0 Nema
14 Manji
5-15 Srednji
16 - 20 Srednji do teski
21-42 Teski

Prije otpusta iz bolnice svim ispitanicima odreden je Barthelov indeks (BI) kojim se procjenjuje
stupanj samostalnosti za obavljanje svakodnevnih aktivnosti. Indeks predstavlja ukupan zbroj
rezultata iz deset kategorija koje su bodovane s 0 do maksimalno 15 bodova (ovisno o
kategoriji). Barthelov indeks iznosi 0100 bodova (68).

4.3 UZORCI

Svim ispitanicima uzorci krvi uzeti su venepunkcijom iz kubitalne vene izmedu 7.00 i 9.00 sati

ujutro nakon cjelonoénog gladovanja.

Za potrebe istrazivanja ispitanicima su uzeta 2 uzorka krvi, jedan uzorak bez antikoagulansa za
odredivanje lipidnog statusa i jedan uzorak s KsEDTA antikoagulansom za izolaciju DNA i
genotipizaciju. Uzorci Krvi uzeti su u epruvete s podtlakom tvrtke Becton Dickinson (BD
Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, SAD).

Parametri lipidnog statusa odredeni su iz uzorka seruma nakon vadenja krvi, a uzorak s
KsEDTA antikoagulansom je pohranjen u hladnjak na +4°C do izolacije DNA, ne duze od
tjedan dana. Uzorci izolirane DNA pohranjeni su u hladnjaku na +4°C. Genotipizacija je

ucinjena u razdoblju od jedne do Sest godina.

4.4 ODREDIVANJE LIPIDNOG STATUSA

Odredivanje koncentracije ukupnog kolesterola, HDL- i LDL- kolesterola i triglicerida u¢injeno
je na analizatoru AU 2700 (Beckman Coulter, Brea, SAD) s originalnim reagensima tvrtke

Beckman Coulter.
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3.4.1 Ukupni kolesterol

Koncentracija ukupnog kolesterola odredena je enzimskom kolorimetrijskom metodom CHO-
PAP. Kolesterol esteraze hidroliziraju estere kolesterola u uzorku te se tako stvoreni slobodni
kolesterol oksidira pomocu kolesterol oksidaze u kolesten-3-on uz istodobno stvaranje
vodikovog peroksida. Stvoreni vodikov peroksid se uz peroksidazu veze s 4-aminopirinom i
fenolom i stvara crveno obojeni kinonimin. Boja se mjeri spektrofotometrijski pri 540/600 nm,

a intenzitet obojenja proporcionalan je koncentraciji kolesterola u serumu.

3.4.2 HDL-kolesterol

Koncentracija HDL-kolesterola odredena je istom metodom kao i ukupni kolesterol (CHO-
PAP) uz prethodno odvajanje ¢estica HDL-a. Humana-beta-lipoproteinska antitijela vezu se za
lipoproteine koji nisu HDL (VLDL, LDL i hilomikroni). Uslijed nastanka kompleksa antigen-
antitijelo kolesterol se u ovim lipoproteinskim Cesticama nece razgraditi nakon dodatka enzima,

dok je HDL kolesterol dostupan za enzimsko odredivanje pomo¢u CHO-PAP metode.

3.4.3 LDL-kolesterol

LDL-kolesterol odreden je pomoc¢u Friedwaldove formule iz koncentracija HDL-kolesterola,
ukupnog kolesterola i triglicerida (69):
LDL (mmol/L) = ukupni kolesterol (mmol/L) — (trigliceridi (mmol/L) — HDL-kolesterol
(mmol/L))

3.4.4 Trigliceridi

Koncentracija triglicerida u serumu je odredena enzimskom kolorimetrijskom metodom GPO-
PAP. Trigliceridi iz uzorka hidroliziraju se pomocu lipaza u glicerol i masne kiseline. Nastali
glicerol se fosforilira ATP-om u prisustvu glicerol-kinaze i nastaje glicerol-3-fosfat koji se
oksidira molekulom kisika u prisustvu glicerol-fosfat-oksidaze i stvara se vodikov peroksid i
dihidroksiaceton fosfat. Nastali vodikov peroksid reagira s 4-aminofenazonom i kromogenom
u pristunosti peroksidaze i nastaje kinonimin koji se o€itava spektrofotometrijski pri 660/800

nm. Povecanje apsorpcije proporcionalno je koncentraciji triglicerida u serumu.
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4.5 1ZOLACIJA DNA

Izolacija DNA iz uzoraka pune krvi s KsEDTA ucinjena je pomoc¢u komercijalnog testnog
paketa QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema uputstvima
proizvodaca.

Uzorak pune krvi inkubira se s proteinazom K i puferom za lizu pri ¢emu dolazi do denaturacije
proteina i pucanja membrane stanica. Denaturirani proteini i produkti razgradnje stanica se
odbace, a supernatant, koji sadrzava nukleinske kiseline, propusta se kroz QIAmp Spin kolonu.
Membrana kolone sadrzi polupropusnu membranu na ¢ijoj se povrSini zadrzavaju nukleinske
kiseline, a ostatni stani¢ni sadrzaji se eluiraju. DNA vezana na povr§ini membrane dva puta se
ispere, a nakon toga se eluira s kolone u sterilnu epruvetu. Izolirana DNA se pohranjuje na
+4°C.

4.6 GENOTIPIZACIJA

Genotipizacija polimorfizama je ucinjena u dva koraka. Prvo se umnozi odsjecak DNA od
interesa pomocu lan¢ane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) nakon
Cega slijedi odredivanje genotipa pomoc¢u polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (engl.
restriction fragment lenght polymorphism, RFLP).

Genotipizacija polimorfizma ACE uéinjena je elektroforetskim razdvajanjem PCR produkta.

3.4.5 Lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze je metoda umnazanja odsjecka DNA od interesa u velikom broju
kopija. Jedan ciklus PCR-a sastoji se od 3 reakcije: razdvajanja dvostrukog DNA lanca,
prijanjanja uzvodnih i nizvodnih pocetnica na jednostruke lance DNA i sinteze novog lanca.
Umnazanje DNA se uobicajeno odvija u 3040 ciklusa. U svakom ciklusu novonastala DNA
sluzi kao kalup za sintezu 1 tako broj kopija odsjecka DNA od interesa eksponencijalno raste
do 2" (n= broj ciklusa).

Za izradu PCR-a ucinjena je reakcijska smjesa koja je sadrzavala: vodu, Tag polimerazu,
nizvodne (engl. forward) i uzvodne (engl. reverse) pocetnice (engl. primer), deoksinukleotid
trifosfat (engl. deoxynucleotide triphoshate, dNTP) i reakcijski pufer koji sadrzava ione Mg?*.
Priredena reakcijska smjesa razdijeljena je u epruvete, a potom je u svaku epruvetu dodan

odgovarajuéi uzorak.
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Za PCR analize koriStene su pocetnice tvrtke MWG Biotech (Operon Biotechnologies, Koln,
Njemacka), a ostali potrebni reagensi proizvodi su tvrtke Roche (Mannheim, Njemacka). U

Tablica 3 prikazane su pocetnice koje su koristene za izradu PCR-a.

Tablica 3. Podetnice koriStene za izradu PCR analiza

Analiza Pocetnice
Fw 5-CTGATGTGTATTTTTCATAGAATAGGG-3
Fe8 Rv 5-ATGCTTATGTTTTCTGACAATGAC-3
Fw 5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3
P2 Rv 5-ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3
Fw 5-TGCCCCATTATTTAGCCAGGAG-3
F5 Leiden
Rv 5-ACCCACAGAAAATGATGCCCAG-3
Fw 5-CTTCCAGGACCGCCTTTGGAGGC-3
FISAL Rv 5-GGTTGACGCCCCGGGGCACTA-3
SERPINEL Fw 5-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3
Rv 5-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3
Fw 5-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3
ACE Rv 5-GATGTGGCCATCACATTCCGTCAGAT-3
Fw 5-CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT-3
APORS Rv 5-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3

Vrste reagensa, koncentracije i koli¢ine koje su koriStene za izradu PCR-a prikazane su u

Tablica 4. Uvjeti PCR reakcija prikazani su u Tablica 5.
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Tablica 4. Volumeni i koncentracije reagensa u reakcijskim smjesama za PCR

.. FGB F2 F5 F13A1 SERPINE1 ACE APOA5
reagens koncentracija
J ! (T I (Y T (V1 S R (1) (HL) (ML)  (pb)
5uM
Pocetnice (10 puM za F5i 1,32 198 0,88 1,32 1,32 1,65 0,83
APOADb)
dNTP 25 UM 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Taq
oolimeraza 5 U/uM 0,13 0,17 0,13 0,13 0,17 0,17 0,13
100 mM Tris-HCI
PCR pufer 15 mM MgCI2, 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
500 mM KCI
Voda 2556 24,31 26,65 25,56 25,63 2497 26,65
DNA 0,5 uM 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Tablica 5. Uvjeti PCR-a
Faza ciklusa FGB F2 F5L F13A1 SERPINE1l ACE APOA5
pocetna 97°C/5 94°C/5 92°C/50 97°C/5 o . 97°C/5 97°C/5
.. ) ) ; . 97°C/5 min ) )
denaturacija min min min min min min
denaturacija | 95°C/60s 94°C/60s 92°C/40s 95°C/60s  95°C/60s  94°C/45s 95°C/60s
sleplivanie | 5oo 455 gooc/ass  66°C/40s  65°C/45s  62°C/45s  66°C/30s  60°C/ABs
pocetnica
sinteza lanca 72°.C/ 1 72°.C/ 1 720@ 1 720?” 72°C/45s 7209/ 1 72°.C/ 1
min min min min min min
broj ciklusa 35 38 35 35 35 35 35
zavr$na 72°C/10 72°C/10 72°C/10 72°C/10 72°C/10 72°C/10  72°C/10
sinteza min min min min min min min
hladenje 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C
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3.4.6 Provjera uspjeSnosti PCR-a

Po zavrSetku umnazanja DNA izvrSena je provjera uspjeSnosti izvedene reakcije. Provjera je
ucinjena elektroforetski na komercijalnom gelu s dodatkom etidij-bromida PCR ChekIT Mini
(Elchrom Scietific, Cham, Svicarska). Za provjeru duzine umnoZenog fragmenta DNA koriiten
je molekularni marker Marker XI1I — 50 bp ladder (Roche, Mannheim, Njemacka). Uzorci su
se elektroforetski razdvajali 20 min na 120V u sustavu SEA 2000™ (Elchrom Scientific, Cham,
Svicarska), a potom su vizualizirani na transiluminatoru MacroVue™ (Hoefer, San Francisko,
Kalifornija, SAD). Snimke elferograma ucinjene su uz narancasti filter pomocu kamere

Polaroid DS-34 (Polaroid, Minnetonka, Minnesota, SAD).

3.4.7 Analiza polimorfizma ACE

Genotipizacija ACE ucinjena je nakon provjere uspjeSnosti PCR-a, elektroforetskim
razdajanjem PCR produkta 30 minuta na 120V na PCR CheklT Wide (Elchrom Scientific,
Cham, Svicarska). Vizualizacija je udinjena na transiluminatoru MacroVue™ (Hoefer, San
Francisko, Kalifornija, SAD), a elferogram je snimljen pomocu kamere Polaroid DS-34

(Polaroid, Minnetonka, Minnesota, SAD) uz narancasti filter.

3.4.8 Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata

Specifi¢ne restrikcijske endonukleaze prepoznaju palindromske sekvence i na tom mjestu
cijepaju DNA te pritom nastaju fragmenti razli¢itih duljina. Nastali fragmenti se razli¢itom
brzinom elektroforetski razdvajaju s obzirom na to da polimorfni aleli imaju razli¢it slijed
nukleotida od alela divljeg tipa.

Reakcijske smjese za cijepanje PCR produkata sadrzavale su specifi¢ne restrikcijske enzime i
PCR produkte (Tablica 6). Reakcijska smjesa inkubirala se tijekom no¢i na 37°C. Restrikcijski

enzimi proizvodi su tvrtke New England Biolabs (Ipswich, Velika Britanija).
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Tablica 6. Restrikcijski uvjeti

Genska Restrikcijski ~ Konacna koncentracija  Uvjeti Uvjeti Fragmenti
varijanta enzim enzima (U) restrikcije elektroforeze cijepanja
FGB Hae 11l 7 37°C/ preko 120V /50 Divlji: G (114+45
noci min pb)
Mutirani: A (159
pb)
F2 Hind 11 8 37°C/ 120V /60 Divlji: G (345 pb)
preko noéi min
Mutirani: A (322 +
23 pb)
F5L Mnl | 2,8 37°C/ 130V /30 Divlji: (104 + 82 +
prekono¢i  min 37 pb)
Mutirani: (141 + 82
pb)
F13A1 Dde | 14 37°C/ 130V /60 Divlji: V (114 pb)
preko noéi min
Mutirani: L (92+22
pb)
SERPINE1  Bsil 15 37°C/ 130V /60 Divlji: 5G (77+23
prekonoéi  min pb)
Mutirani: 4G (99
pb)
APOA5 Mse | 4,8 37°C/ 130V /80 Divlji: T (267 + 109
prekonoéi  min + 22 pb)

Mutirani: C (289 +
109 pb)
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4.7 STATISTICKA OBRADA

StatistiCka obrada podataka provedena je pomocu statistickog programskog paketa Medcalc
17.9.2 (Frank Schoonjans, Ostend, Belgija). Osnovna obiljezja varijabli testirana su
deskriptivnom statistikom. Kvalitativni podaci prikazani su brojem i postotkom (N, %).
Podatak o godinama prikazan je kao medijan i raspon (minimum i maksimum). Normalnost
razdiobe podataka ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Za prikazivanje podataka
koji su slijedili normalnu razdiobu (P > 0,05) koriStena je srednja vrijednost i standardna
devijacija, dok je za podatke koji nisu slijedili normalnu razdiobu (P < 0,05) koristen medijan
s pripadajuc¢im interkvartilnim rasponom.

Znaé&ajnost razlike izmedu skupina kvalitativnih podataka testirana je y?-kvadrat testom. Isti test
koriSten je 1 za ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnoteZe. Ako je dobivena P vrijednost bila >
0,05 zakljucili smo da raspodjela polimorfizama ne odstupa od Hardy-Weinbergove ravnoteze.
U slucaju kada je P < 0,05 postoji razlika izmedu ocekivane i dobivene ucestalosti genotipova
te smo zakljucili da raspodjela odstupa od Hardy-Weinbergove ravnoteze.

Znacajnost razlike izmedu skupina kvantitativnih podataka koji su slijedili normalnu razdiobu
ispitana je parametrijskim nezavisnim t-testom, a za one koji nisu slijedili normalnu razdiobu
primijenjen je neparametrijski Mann-Whitney test za nezavisne uzorke. Statisticki znac¢ajnima
smatrale su se razlike P < 0,05.

Za ispitivanje znacajnosti razlike izmedu kvalitativnih i kvantitativnih podataka koristena je
jednosmjerna ANOVA za parametrijske podatke ili Kruskal-Wallisov test za neparametrijske
podatke. U slucaju kada je dobivena P vrijednost bila < 0,05 uéinjeno je post hoc testiranje da

bi se ispitala razlika medu skupinama.

Multipla logisticka regresijska analiza ucinjena je u dva stupnja. Prvo je ucinjena univarijatna
logisticka regresija kojom je ispitana statisticka znacajnost ispitivane varijable u predvidanju
ishoda. Statisticki znacajnom se smatrala razlika P < 0,05. U drugom stupnju u¢injena je
multivarijatna regresijska analiza koja je ukljucivala statisticki znac¢ajne varijable dobivene
univarijatnom regresijskom analizom. Sve varijable se opisane pomoc¢u omjera izgleda (OR,
engl. odds ratio) s pripadaju¢im intervalom pouzdanosti (95 % CI, engl. confidence interval).
Varijable koje su u multivarijatnoj regresiji bile statisticki znacajne (P < 0,05) smatrane su

prediktivnim varijablama ishoda.
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4 REZULTATI
4.1 DEMOGRAFSKI PODACI ISPITANIKA

Osnovne karakteristike ispitanika s akutnim mozdanim udarom i kontrolnih ispitanika
prikazane su Tablica 7.

U skupini ispitanika s mozdanim udarom (N = 250) bilo je 118 Zena i 132 muskarca, dok su u
skupini kontrolnih ispitanika (N = 100) bile 63 Zene i 37 muskaraca. Skupine ispitanika
statisti¢ki su se znagajno razlikovale po dobi (P < 0,001) i po spolu (P = 0,006). Zene su bile
statisticki znacajno starije u skupini bolesnika (P < 0,001), dok se dob muskaraca nije statisticki
znacajno razlikovala izmedu skupina (P = 0,305).

S obzirom na ucestalost ¢imbenika rizika za nastanak moZdanog udara udio ispitanika s
arterijskom hipertenzijom u skupini bolesnika statisticki se znacajno razlikovao od skupine
kontrolnih ispitanika (P < 0,001), kao i u sluc¢aju Secerne bolesti (P < 0,001).

Udio pusaca kod ispitanika s mozdanim udarom i kontrolnih ispitanika bio je 12% te se nije
statisticki znacajno razlikovao izmedu skupina (P = 0,893). Statisticki znacajna razlika izmedu

skupina nije opaZena niti u slu¢aju konzumacije alkohola (P = 0,140).

Tablica 7. Demografski podaci ispitanika s akutnim mozdanim udarom i kontrolnih ispitanika

Kontrole MU*

(N=100) (N=250) P
Svi 69 (55-90) 74 (35-92) <0,001
Dob (godine) Z 68 (55-90) 76 (44-92) <0,001
m 69 (57-87) 71 (35-90) 0,305
7 63 (63) 118 (47)
Spol (N, % 0,006
pol (N, %) m 37 (37) 132 (53)
Hipertenzija (N, %) da 60 (60) 202 (81) <0,001
P 12 (%, ne 40 (40) 48 (19) ’
da 12 (12 31 (12
Pusadi (N, %) (12) (12) 0,893
ne 88 (88) 219 (88)
&ox da 8(8) 67 (27)
Secerna bolest (N, %) <0,001
ne 92 (92) 183 (73)
Konzumacija alkohola da 9(11) 42 (17) 0.140
0 )
(N, %) ne 76 (89) 200 (83)

* MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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U Tablica 8. prikazana je zastupljenost ¢cimbenika rizika za nastanak mozdanog udara u skupini
ispitanika s mozdanim udarom. Najzastupljeniji rizicni ¢imbenik bila je fibrilacija atrija
opazena kod 67/250 ispitanika. Drugi rizi¢ni ¢imbenik po zastupljenosti je bila pretilost koja je
zabiljeZzena kod 63 ispitanika. Prethodni mozdani udar u anamnezi imalo je 48 (19,4 %)
ispitanika. Najnizi udio medu rizicnim ¢imbenicima zabiljezen je u slucaju preboljenog akutnog

infarkta miokarda koji je bio zastupljen kod 11,8 % ispitanika.

Tablica 8. Cimbenici rizika u ispitanika s akutnim ishemijskim mozdanim udarom (N=250)

Cimbenik rizika N (%)
Fibrilacija atrija 67 (27,9%)
Pretilost 63 (25,8%)
Akutni infakt miokarda 29 (11,8%)
Prethodni mozdani udar 48 (19,4%)
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4.2 BIOKEMIJSKI | HEMATOLOSKI PARAMETRI U ISPITIVANIM

SKUPINAMA

Objema skupinama ispitanika izmjereni su parametri lipidnog statusa i upale (Tablica 9).

Koncentracije triglicerida i HDL-kolesterola nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu

skupine ispitanika s mozdanim udarom i kontrolnih ispitanika (P = 0,387). Statisticki znac¢ajno

nize koncentracije opazene su u skupini ispitanika s ozdanim udarom za ukupni kolesterol i

LDL-kolesterol (P < 0,001). S druge strane, koncentracije glukoze i CRP-a bile su statisticki

znacajno niZe u skupini zdravih ispitanika (P < 0,001). Broj leukocita pokazao se statisticki

znacajno Vvisi u ispitanika s mozdanim udarom (P < 0,001).

Tablica 9. Koncentracije biokemijskih parametara i broja leukocita u ispitivanim skupinama

Parametar Kontrole MU* P
(N = 100) (N = 250)
trigliceridi (mmol/L) " P . a > . 0,387
ukupni kolesterol 6.5+12 55+13 <0.001
(mmol/L) T T ’
HDL kolesterol (mmol/L) 1,4+0,3 1,3£0,8 0,302
LDL kolesterol (mmol/L) (33: 3) 3 ?ég 5) <0,001
glukoza (mmol/L) @ 57g 2) 6 é? 3) <0,001
broj leukocita (10°%/L) 6,6 +1,7 9,3+4,0 <0,001
2,3 8,5

CRP (mg/L) 2.12,7) (7.411.,9) <0,001

* MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3 UCESTALOST GENSKIH VARIJANTI U ISPITIVANIM SKUPINAMA

Odredivanje genskih varijanti u F5, F2, FGB, F13A1, SERPINE1, ACE i APOA5 ucinjeno je
za kontrolne ispitanike i ispitanike s mozdanim udarom. Ucestalosti genotipova i alela kao i

razlike u distribuciji izmedu ispitivanih skupina prikazane su za svaku gensku varijantu.

4.3.1 Ucestalost genske varijante u genu F5 (rs6025)

Ucestalost varijante Leiden na eksonu 10 gena F5 koja zbog tranzicije gvanina u adenin na
poziciji 1691 rezultira zamjenom arginina glicinom na 506 mjestu (R506Q) u proteinu faktor
V ispitana je u obje ispitivane skupine.

Na Slika 1. prikazana je kontrolna elektroforeza umnozenog PCR produkta dugackog 223 bp.

V. 24232221 20 19 18 17116115 12 13 12 TN i e B rr el s aa 2a Lo i

Slika 1. Kontrolna elektroforeza umnozenog PCR produkta za F5 Leiden. U linijama 13 nalaze
se kontrolni uzorci, u liniji 4 je slijepa proba, a u linijama 5 — 24 uzorci ispitanika. U liniji 25
nalazi se marker XI11 (50 bp).

Dobiveni PCR produkti cijepani su restrikcijskim enzimom Mnl 1. Enzim cijepa mutirani alel
(A) na dva odsjecka, od 141 bp i 82 bp. U slucaju divljeg alela (G) enzim ¢e pocijepati DNA
na poziciji 1691 te se na elektroforezi restrikcijskih odsje¢aka uocavaju odsjecci od 104 bp, 82
bp i 37 bp. Na Slika 2 prikazana je elektroforeza restrikcijskih odsjecaka varijante 1691G/A u

genu F5.
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Slika 2. Elektroforetsko razdvajanje restrikcijskih odsjecaka varijante 1691G/A u genu za F5.
U linijama 1 — 3 nalaze se kontrolni uzorci (G/G, G/A, A/A); u liniji 4 je slijepa proba; u linijama
5-9,11-13,15-20122— 24 vidljiv je genotip G/G; u linijama 10, 14 i 21 prisutan je genotip
G/A; u liniji V nalazi se maker od 50 bp.

U Tablica 10. prikazane su ucestalosti genotipova i alela u skupini zdravih ispitanika i ispitanika
s mozdanim udarom. Distribucija genotipova nije odstupala od Hardy-Weinbergove ravnoteze
(P = 0,758). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti ispitivanog genotipa izmedu

ispitivanih skupina [OR (95% CI) 1,22 (0,324,60); P = 0,769].

Tablica 10. Distribucija varijante F5 (rs6025)

Kontrole MU*

Genotip/alel N (%) N (%) OR (95% CI) P
GIG 94 (94,0) 241(96,4) 1,22 (0,324,60) 0,769
G/IA 6 (6,0) 9(3,6)

AIA / /
G 194 (97,0) 491 (98,2) 1,22 (0,334,54) 0,771
A 6 (3,0) 9(1,8)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3.2 Ucestalost genske varijante u genu F2 (rs1799963)

Genska varijanta rs1799963 karakterizirana je zamjenom gvanina adeninom na 3'-
netranslacijske regije (20210G/A) gena za F2 i rezultira pove¢anom sintezom faktora II.
Na Slika 3. prikazana je kontrolna elektroforeza umnozenog PCR produkta dugackog 345 bp.

W 0 0 1 B

R T e T e i e T i B B i T

Slika 3. Kontrolna elektroforeza PCR produkta F2. U linijama 1 i 2 nalaze se kontrolni uzorci,
u liniji 3 je slijepa proba, a linije 4 — 17 su uzorci ispitanika. U jaZice neoznacenih linija nije
nanesen uzorak. U liniji XI11 nalazi se marker od 100 bp.

Restrikcijski enzim Hind 111 cijepa mutirani alel (A) na odjecke od 322 bp i 23 bp, dok divlji
alel (G) ostaje nepocijepan restrikcijskim enzimom (345 bp). Slika 4. prikazuje elektroforezu
restrikcijskih odsjec¢aka za varijantu 20210G/A.

Slika 4. Elektroforetsko razdvajanje restrikcijskih odsjecaka varijante 20210G/A u genu za F2.
U linijama 1 i 2 vidljivi su genotipovi kontrolnih uzoraka (1 — G/A; 2 — G/G), u liniji 3 je slijepa
proba; u linijama 4 — 17, 1922 i 24 vidljiv je genotip G/G, dok je u linijama 18 i 23 vidljiv
genotip G/A. U liniji M je marker od 100 bp.

U Tablica 11. prikazana je ucestalost varijante 20210G/A u genu F2 u zdravih i ispitanika s
mozdanim udarom. Ucestalost ispitivanog genotipa nije odstupala od Hardy-Weinbergove
ravnoteze (P = 0,880). Nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti ispitivanog genotipa
izmedu skupina [OR 0,39 (95% CI 0,1 — 1,24); P = 0,110].
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Tablica 11. Distribucija varijante u genu F2 (rs1799963)

Kontrole MU*

Genotip/alel N (%) N (%) OR (95 % CI) P
GIG 97 (97,0) 244 (97,6) 0,39 (0,121,24) 0,110
GIA 3(3,0) 6 (2,4)

AJA / /
G 194 (98,5) 494 (98,8) 0,40 (0,131,25) 0,113
A 3(1,5) 6 (1,2)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3.3 Ucestalost genske varijante u genu za FGB (rs1800790)

U obje skupine ispitanika odredena je ucestalost genske varijante rs1800790 u kojoj dolazi do
zamjene gvanina s adeninom na 455 mjestu u promotoru gena za beta lanac fibrinogena (-
455G/A) sto za posljedicu ima pojacanu sintezu fibrinogena.

Uspjesnost umozavanja odjecka DNA dugackog 159 bp za analizu genotipova FGB prikazana
je na Slika 5.

Slika 5. Kontrolna elektroforeza PCR-a produkata FGB. U liniji M nalazi se molekularni
marker od 50 bp. U linijama 1 — 5 uzorci ispitanika, u liniji 6 je slijepa proba, a linije 7 — 8 su
kontrolni uzorci. U neoznaéenim linijama nije bio nanesen uzorak.

Restrikcija PCR produkta duljine 159 bp uéinjena je pomocu enzima Hae Ill. Restrikcijski
enzim cijepa alel G na odsjecke duljine 114 bp 145 bp, dok alel A ne cijepa te se na elektroforezi

restrikcijskih odsjecaka uocava kao odsjec¢ak duljine 159 bp (Slika 6).
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Slika 6. Elektroforetsko razdvajanje odsjecaka genotipova FGB. U liniji M je molekularni
marker od 50 bp. U linijama 1 i 3 vidljiv je genotip G/G, u linijama 2 i 4 genotip G/A, u liniji
5 je slijepa proba. U linijama 6 — 8 su kontrolni uzorci: linija 6 je kontrolni uzorak za genotip
A/A, u liniji 7 za genotip G/G, a u liniji 8 za genotip G/A.

Razlike u ucestalosti genetske varijante -455GA u genu za FGB izmedu skupine zdravih
ispitanika i ispitanika s mozdanim udarom prikazana je u Tablica 12. Ispitivani genotip nije
odstupao od Hardy-Weinbergove ravnoteze (P = 0,381). Analiza ucestalosti ispitivanog
genotipa nije pokazala statisti¢ki znac¢ajnu razliku izmedu ispitivanih skupina [OR 1,12 (95%

C1 0,69 —1,82); P = 0,643].

Tablica 12. Distribucija varijante u genu FGB (rs1800790)

Kontrole MU*

i 0,
Genotip/alel N (%) N (%) OR (95% CI) P

G/G 56 (56,6) 128 (52,5) 1,12(0,691,82) 0,643
G/A 39 (39,4) 100 (41,0) 1,75(0,565,47) 0,336
A/A 4 (4,0) 16 (6,6)

G 151 (76,3) 356 (73,0)

1,19 (0,811,75) 0,371
A 47 (23,7) 132 (27,0)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3.4 Ucestalost genske varijante u genu za SERPINE1 (rs1799768)

U genskoj varijanti rs1799768 dolazi do delecije jednog nukleotida gvanina (5G/4G) u
promotoru gena za SERPINEL sto rezultira nemoguénoscéu vezanja transkripcijskog represora i
posljedi¢no pojaCanom sintezom proteina.

Uspjesnost umnozavanja odsjecka DNA dugackog 100 bp za analizu genotipova SERPINE1
prikazana je na Slika 7.

5 T3 ¥ 4 T e i 3 T T 17 ]
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Slika 7. Kontrolna elektroforeza PCR produkta varijante 4G5G SERPINE1. U liniji M nalazi

se molekularni marker duljine 100 bp. Linije 1 — 12 su uzorci ispitanika, linija 13 i 15 su prazne,
a linija 14 je slijepa proba. U linijama 16 — 18 su kontrolni uzorci.

Analiza duljina restrikcijskih odsjecaka uéinjena je pomocu restrikcijskog enzima Bsi I. Enzim
cijepa divlji alel (5G) na dva odsjecka, od 77 123 bp, dok mutirani alel (4G) ostaje nepocijepan
i duljine je 99 bp.

Na Slika 8. prikazano je elektroforetsko razdvajanje genotipova 5G/4G u genu SERPINEL.
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Slika 8. Elektroforetsko razdvajanje restrikcijskih odsjecaka varijante gena SERPINEL. U liniji
M nalazi se molekularni marker od 100 bp. U linijama 1, 4 i 10 je prisutan genotip 5G/5G, u
linijjama 5, 7, 91 12 vidljiv je genotip 5G/4G, a u linijama 2, 3, 6, 8 i 11 genotip 4G/4G. U liniji
13 je slijepa proba, a linije 1416 su kontrolni uzorci. U liniji 14 je kontrola 5G/5G, u liniji 15
je 5G/4G, a u liniji 16 je kontrola 4G/4G.

Ucestalost insercijsko-delecijske varijante 1 bp (5G/4G) gena SERPINE1 prikazana je u Tablica
13. Ucestalost ispitivanog genotipa nije odstupala od Hardy-Weinbergove ravnoteze (P =
0,380). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina i genotipova: 5G/5G vs
5G/4G [OR 0,59 (95% CI 0,31 - 1,11); P = 0,103]; 5G/5G vs 4G/4G [OR 0,75 (95% CI 0,38 —
1,49); P = 0,416]. Takoder, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike niti u ucestalosti alela izmedu

ispitivanih skupina [OR 0,90 (95% CI 0,651,26); P = 0,542]. 0,75 (0,381,49)

Tablica 13. Distribucija varijante u genu SERPINEL (rs1799768)

Kontrole MU*
N (%) N (%) OR (95% CI)

0,59 (0,311,11) 0,103
5G/5G  17(16,8) 58 (23,8) ( )

Genotip/alel

5G/4G 54 (53,5) 109 (44,7 0,416
(53.9) S (0,381,49)

4G/AG  30(29,7) 77 (31,6)

5G 88 (43,6) 225 (46,1) 0,90 (0,651,26) 0,542

4G 114 (56,4) 263 (53,9)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3.5 Ucestalost genske varijante u genu F13A1 (rs5985)

Gensku varijantu rs5985 karakterizira zamjena gvanina timinom u eksonu 2 gena za F13
podjedinice Al. Zamjena G-T rezultira supstitucijom valina leucinom na 34 poziciji (V34L) u
podjedinici A faktora XIII $to za posljedicu ima sintezu proteina koji se pojacano aktivira
pomocu trombina.

Na Slika 9. prikazana je kontrolna elektroforeza PCR produkata VV34L duljine 114 bp.

m“‘-'.-‘-~~*"‘-*ﬂ——v~»A~H d i 4

Slika 9. Kontrolna elektroforeza PCR produkata F13A1. U liniji M je molekularni marker od
50 bp. U linijama 120 su uzorci ispitanika, u liniji 21 je slijepa proba, a u linijama 22 — 24 su
kontrolni uzorci.

Analiza duljine restrikcijskih odsje¢aka u¢injena je pomocu restrikcijskog enzima Dde I. Enzim
cijepa mutirani alel (L) na odsjecke duljine 92 i 22 bp, dok divlji alel (V) ostaje nepocijepan,
duljine 114 bp. Slika 10. prikazuje elektroforetsko razdvajanje genotipova V34L.

Slika 10. Elektroforetsko razdvajanje restrikcijskih odsjecaka varijanti F13A1. U liniji M je
molekularni marker od 50 bp. U linijama 1, 2, 6 — 13 je vidljiv genotip V/L, u liniji 3 je uocljiv
genotip L/L, a u liniji 4 genotip V/V. U liniji 14 je slijepa proba, u liniji 15 kontrolni uzorak za
genotip V/V, u liniji 16 za genotip V/L, a u liniji 17 kontrolni uzorak za genotip L/L.
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U Tablica 14. prikazana je ucestalost genotipa V34L u genu za podjedinicu A1 F13 (rs5985) u
skupini zdravih ispitanika i ispitanika s mozdanim udarom. Ispitivani genotip odstupao je od
Hardy-Weinbergove ravnoteze (P = 0,035). Izmedu skupina nije bio statisti¢ki znacajne razlike

u ucCestalosti ispitivanih genotipova [OR 1,02 (0,61 — 1,70), P = 0,941].

Tablica 14. Distribucija varijante u genu F13A1 (rs5985)

Kontrole MU*

Genotip/alel N (%) N (%) OR (95 % CI) P
VIV 57 (56,4) 138 (57,5) 1,02 (0,611,70) 0,941
VIL 32(31,7) 79(32,9) 0,79(0,371,70) 0,549
L/L 12 (11,9)  23(9,6)

V 146 (72,3) 355 (74,0) 0,92 (0,631,33) 0,650
L 56 (27,7) 125 (26,0)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3.6 Ucestalost varijante u genu ACE (rs4340)

Gensku varijantu rs4340 karakterizira insercija/delecija Alu ponavljajuceg slijeda 288 bp u
intronu 16 gena ACE. Delecijski alel D rezultira pojacanom sintezom enzima ACE.

Analiza genotipova za ACE ucinjena je elektroforetskim razdvajanjem PCR produkata (Slika
11). Insercijski alel (I) sadrzi Alu ponavljajuci slijed te zbog svoje duljine (490bp) zaostaje u
elektroforetskom razdvajanju za delecijskim alelom (D) (190bp).

Slika 11. Elektroforetsko razdvajanje genotipova ACE. U liniji 1 je molekulani marker 100 bp,
linije 1 — 7 su uzorci ispitanika, u liniji 8 je slijepa proba, a linije 9 — 11 su kontrolni uzorci. U
liniji 9 je kontrolni uzorak za genotip 1I/1, u liniji 10 kontrolni uzorak za genotip D/D, a u liniji
11 kontrolni uzorak za genotip I/D.

Ucestalost insercijsko-delecijske varijante u intronu 16 gena ACE (rs4340) prikazana je u
Tablica 15. Ucestalost ispitivanog genotipa nije odstupala od Hardy-Weinbergove ravnoteze (P

= 0,313). Razlika ucestalosti genotipova ACE izmedu ispitivanih skupina nije bila statisticki
znacajna [OR 0,74 (95 % CI1 0,38 — 1,43); P = 0,371)].
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Tablica 15. Distribucija varijante u genu ACE (rs4340)

Genotip/alel K,‘\’l”(tor/g’)'e ,'\\I"(UO/:) OR(95%CI) P
0 15(14,9) 47(19.2) 0,74 (0,381,43) 0371
/D 54 (53,5) 125(51,0) 0,73 (0,361,49) 0,384
DD 32(3L7) 73 (29.8)
| 84 (41,6) 219 (44,7) 0,88 (0,631,23) 0,454
D 118 (58,4) 271 (55,3)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.3.7 Ucestalost varijante u genu APOAS5 (rs662779)

Gensku varijantu rs662779 karakterizira zamjena timina citozinom na -1131 mjestu (-1131T/C)
u promotorskoj regiji gena APOAS, a rezultira smanjenom sintezom proteina Apo AV.
Kontrolna elektroforeza PCR produkata duljine 398 bp prikazana je na Slika 12.

10 11 12 13 14 15 16

Slika 12. Kontrolna elektroforeza PCR produkata APOAS. U liniji M je molekularni marker od
100 bp. U linijama 1 — 12 uzorci ispitanika, u liniji 13 je slijepa proba, a u linijama 14 -16
kontrolni uzorci. U neoznacene linije nije nanesen uzorak. U liniji 12 nema PCR produkta tj.
nije uspjelo umnazanje DNA.

Analiza duljine restrikcijskih odsje¢aka u¢injena je pomocu restrikcijskog enzima Mse I. Enzim
cijepa mutirani alel (C) na odsjecke duljine 289 i 109 bp, dok divlji alel (T) cijepa na tri odsjecka
duljine 267, 109 i 22 bp. Slika 13 prikazuje elektroforetsko razdvajanje genotipova APOADB.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 131415 16 1718 192021 22 2324 M

Slika 13. Elektroforetsko razdvajanje restrikcijskih odsje¢aka APOAS. U linijama 1 -3 nalaze
se kontrolni uzorci: u liniji 1 je kontrolni uzorak za genotip T/T, u liniji 2 za genotip T/C, a u
liniji 3 za genotip C/C. U linijama 5 — 8 i 10 — 24 vidljivi su genotipovi T/T, a u liniji 9 uocava
se genotip T/C. U liniji M je molekularni marker od 50 bp.
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U Tablica 16 prikazana je ucestalost varijante -1131T/C u genu APOAS5 u skupini zdravih

ispitanika i ispitanika s mozdanim udarom. Ucestalost ispitivanog genotipa nije odstupala od

Hardy-Weinbergove ravnoteze (P = 0,444). Ispitivanje razlike ucestalosti genotipova izmedu

skupina nije pokazalo statisti¢ki zna¢ajnu razliku [OR 1,02 (0,52 —1,99); P = 0,960].

Tablica 16. Distribucija varijante u genu APOA5 (rs662779)

Kontrole MU*

Genotip/alel N (%) N (%) OR (95% ClI) P
T 83(85,6) 204 (850) 1,02(0,52-1,99) 0,960
TIC 14 (14,4) 35(14,6) 1,22 (0,05-30,37) 0,901
C/C / 1(0,4)

T 180 (86,5) 443 (92,3) 1,07 (0,57 —2,03) 0,827
C 14 (7,2) 37 (7,7)

*MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim udarom
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4.4 POVEZANOST BIOKEMIJSKIH PARAMETARA | GENSKIH
VARIJANTI

4.4.1 Povezanost biokemijskih parametara i genotipova APOA5

U Tablica 17 prikazana je povezanost genotipova za gensku varijantu APO5 i ispitivanih
biokemijskih parametara. Koncentracija ukupnog kolesterola pokazala se statisticki znac¢ajno
nizom kod nositelja C alela APO5 u zdravih ispitanika (P = 0,005). Za ostale biokemijske
parametre nije pronadena statisticki znacajna razlika u koncentraciji u ovisnosti o genotipu -
1131T/C APOAS. U skupini ispitanika s mozdanim udarom, takoder, nije pronadena znacajna
povezanost ispitivanih genotipova APOAS i biokemijskih parametara.
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Tablica 17 Povezanost genotipova APOADS i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N =198) (N =231) (N = 329)
TIT T/C+C/C T/IT T/C+C/C TIT T/IC +CIC
Trigliceridi 15 2,0 1,5 1,5 1,5 1,6
(mmol/L) (1,1-1,9) (1,2-3,4) (1,1-2,1) (0,9-2,2) (1,1-2,1) (1,1-2,6)
P" = 0,066 P# = 0,759 PT=0,432
Ukupni 6,3 6,3 55 51 5,7 5,6
kolesterol (5,6-7,1) (5,7-7,3) (4,5-6,3) (4,7-6,4) (4,8-6,6) (4,8-6,5)
(mmol/L) P" =0,985 P#=0,573 Pf=0,708
HDL — 15 1,2 1,2 1,3 1,3 1,3
kolesterol (1,3-1,6) (1,0-1,4) (1,0-1,5) (1,1-1,7) (1,1-1,5) (1,1-1,6)
(mmol/L) P" = 0,005 P#=0,112 PT=0,941
LDL — 4,1 40 3,4 3,4 3,6 3,4
kolesterol (3,4-4,9) (3,3-4,7) (2,8-4,1) (2,8-4,0) (3,0-4,3) (2,9-4,2)
(mmol/L) P"=0,704 P# = 0,368 Pf =0,396
Glukoza 5,0 4,8 7,0 6,9 6,3 6,2
(mmol/L) (4,3-6,1) (4,3-5,4) (5,8-9,7) (6,0-7,7) (5,3-8,7) (5,1-7,4)
P"=0,397 P# = 0,402 PT=0,275
2,3 2,7 9,4 8,0 6,0 6,0
CRP (mg/L) (1,7-3,9) (2,2-15,3) (5,0-30,8) (5,0-23,3) (3,6-22,2) (4,9-20,6)
P*=0,136 P#=0,767 PT =0,627

Prazlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;
P'razlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MU — ispitanici s akutnim ishemijskim mozdanim
udarom
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4.4.2 Povezanost biokemijskih parametara i genotipova F2

U Tablica 18 prikazana je povezanost genotipova F2 i biokemijskih parametara unutar

ispitivanih skupina i za sve ispitanike. Koncentracija ukupnog kolesterola znacajno je niza u

skupini ispitanika s mozdanim udarom Koji su nositelji A alela (P = 0,018), kao i u slucaju

koncentracije HDL — kolesterola (P = 0,018). Kod nositelja alela A u kontrolnoj skupini uo¢ena

je statisti¢ki znacajno visa koncentracija LDL — kolesterola (P = 0,037). Koncentracija CRP-a

bila je statisticki znacajno visa kod nositelja A alela u skupini ispitanika s mozdanim udarom

(P =0,017).

Tablica 18. Povezanost genotipova F2 i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N =100) (N =242) (N =342)
GIG GIA GIG GIA GIG GIA
. 16 13 15 15 15 13
Trigliceridi | (15 _21) | (1,1-15 | (1L,0-21) (1,2 18) 1,1-21) 1,1-16)
(mmol/L) P* = 0,139 P* = 0,915 P = 0,359
Ukupni 63 77 55 45 57 53
kolesterol (5,677,1) (6,2 -7,8) (4,676,3) (3,974,9) (4,87 6,6) (4,57 7,7)
(mmol/L) P*=0,093 P*=0,018 P =0,908
HDL — 14 15 1.2 0,9 1,3 1,3
kolesterol (1,271,6) (1,471,5) (1,071,5) (0,970,9) (1,17 1,6) (0,97 1,5)
(mmol/L) P* = 0,385 P* = 0,018 P = 0,477
LDL — 41 57 3,4 2,8 3,6 3,4
kolesterol (3,474,7) (4,175,9) (2,874,1) (2,473,3) (3,074,2) (2,875,7)
(mmol/L) P* = 0,037 P* = 0,096 P’ = 0,684
50 50 7.0 9.4 6.3 5.4
Glukoza (4,3-6,1) (4,3-5,3) (5,8 -9,3) (5,7 -12,2) (5,3—8,4) (5,0 9,4)
(mmol/L) P = 0,646 P* = 0,407 P =0.370
2.4 17 8.2 495 6,0 6.7
CRP (mg/L) (1,84,4) (1,5-22) | (50-2872) (21,1 - 62,6) (38-212) | (1,7-495)
P" = 0,065 P* = 0,017 P = 0,704

Prazlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;
Prazlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MUispitanici s mozdanim udarom
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4.4.3 Povezanost biokemijskih parametara i genotipova F5

U Tablica 19. prikazana je povezanost biokemijskih parametara i genotipova F5 Leiden. Nije

uocena statisticki znacajna razlika u koncentracijama ispitivanih biokemijskih parametara i

genotipova F5 Leiden u kontrolnoj skupini ispitanika. Takoder, niti u skupini ispitanika s

mozdanim udarom nije pronadena statisticki znaCajna povezanost izmedu biokemijskih

parametara i genotipova F5 Leiden.

Tablica 19. Povezanost genotipova F5 Leiden i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N = 100) (N =242) (N =342
GIG GIA GIG GIA GIG GIA
o 1,6 1,6 15 2,0 1,5 1,9
Trigliceridi (12-2) (1,42,4) (1,0-21) (1,3-22 (1,1-22) (1,4-22
(mmol/L) P = 0,660 P*=0,270 P' = 0,240
Ukupni 6,4 5,5 5,5 5,3 5,7 5,4
kolesterol (57-72) (45-6,3) (45-6,3) (5,0 -5,6) (4,8-6,6) (49-6,1)
(mmol/L) P* = 0,496 P* = 0,857 Pf = 0,469
HDL — 1,4 15 1,2 11 1,3 1,2
kolesterol (1,2-16) (1,0-1,8) (1,0-15) (1,0-1,4) (1,1-15) (1,0-1,5)
(mmol/L) P*=0,928 P*=0,741 P = 0,588
LDL — 4,1 41 3,4 3,1 3,6 3,2
kolesterol (3,474,9) (2,54,4) (2,874,1) (2,973,8) (3,074,3) (2,874,0)
(mmol/L) P* = 0,502 P* = 0,560 P = 0,330
5,0 5,1 7,0 7,9 6,3 5,9
G'Uk?lza (4,36,1) (4,95,7) (5.8-9.,5) (5.6 -12,6) (53-84) (5.2-10,2)
(mmol/L) P* = 0,652 P* = 0,769 P'=0,778
2,4 18 8,6 6,0 6,0 5,1
CRP (mg/L) (1,7-42) (1,52,0) (50-29,2) (5,0 - 40,4) (3,621,6) (3,6 -18,0)
P*=0,152 P* = 0,925 Pt =0,770

Prazlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;
Prazlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MUispitanici s mozdanim udarom
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4.4.4 Povezanost biokemijskih parametara i genotipova F13A1

U skupini kontrolnih ispitanika nije pronadena statisticki znaCajna povezanost izmedu

koncentracije ispitivanih biokemijskih parametara i genotipova F13Al. Koncentracije

biokemijskih parametara nisu se znacajno razlikovale po genotipu F13A1 niti u skupini

ispitanika s mozdanim udarom. Podaci su prikazani u Tablica 20.

Tablica 20. Povezanost genotipova F13Al i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N = 100) (N = 240) (N = 340)
VIV VIL L/L VIV VIL L/L VIV VIL L/L
16 16 16 15 16 15 15 16 15
Trlgllcerldl (1 112 1) (112_ (111_ (111_ (111_ (113_ (111_ (112_ (112_
(mmol/L) T 1,9 2,9) 2,1) 2,1) 2,2) 2,1) 2,1) 2,3)
P*=0,872 P* = 0,739 Pt =0,668
_ 6,3 6.4 6,5 53 57 54 57 6,0 57
Ukupni 67— | s77e) | G5~ | (45— | @7- | (46~ | (48- | (49— | (48-
kolesterol 7.0) Ly 7.4) 6,1) 6,8) 6,4) 6,4) 7,1) 6,6)
(mmol/L)
P*=0,713 P*=0,175 Pt = 0,150
1,4 1,4 15 1,2 1,2 1,2 13 13 13
HDL - @2- | @3- | @3- | @o- | @o- | ©09- | @i- | @i- | (09-
kolesterol 1,6) 1,6) 1,6) 1,5) 1,5) 1,5) 1,5) 1,6) 1,5)
(mmol/L)
P*=0,811 P* = 0,705 Pt=0,855
4,0 42 38 34 34 35 36 38 36
LbL ~ G5 | gasg | G2~ | @7- | @9~ | @4~ | @0~ | B0~ | (28-
Kolesterol 4,7) - 4.8) 4,0) 4,4) 42) 42) 4,7) 4,3)
(mmol/L)
P*=0,625 P* = 0,343 Pt=0,293
4,9 7.0 6,8 7.9 6,3 7.0
1 5 1 5 3 ) il il 6 2 y y
Glukoza (4137 4 3y6 2 4 6y7 5 (5v87 (5187 (6117 5 2,8 3 (5137 (5147
(mmol/L) 57) | 4362 | (467.5) | Tgg | 100 | 103 | ©283) | Tgg) 9.5)
P*=0,271 P* = 0,483 Pt=0,347
2.2 2.4 36 8,0 11,3 5.2 6,0 7.2 5,0
a7- | @8- | @2- | 50- | G50- | (50— | 36— | (32- (36—
CRP (mg/L) 3,9) 4,5) 5,5) 321) | 30,4) 280) | 21,7) | 22,3) 12,5)
P* = 0,546 P¥=0,618 PT=0,621

Prazlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;
P'razlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MUispitanici s mozdanim udarom
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4.45 Povezanost biokemijskih parametara i genotipova SERPINE1

Ispitivanje povezanosti biokemijskih parametara i genotipova SERPINE1 u skupini kontrolnih

ispitanika nije pokazalo statisti¢ki znac¢ajnu razliku u koncentraciji biokemijskih parametara u

ovisnosti o0 genotipu SERPINE1. Takoder, statisticki znacajna razlika nije pronadena niti u

skupini ispitanika s mozdanim udarom (Tablica 21).

Tablica 21. Povezanost genotipova SERPINE1 i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N = 100) (N =244) (N = 344)
5G/5G | 5G/AG | 4G/AG | 5G/5G | 5G/4AG | 4GI4G | 5G/5G | 5G/AG | 4G/4G
1,4 1,7 1,5 16 1,0 14 1,5 1,6 1,5
Trigliceridi (1,1~ (1,2~ (1,2~ a 29 2 (15- a 01 9) (12- (11— (11-
(mmol/L) 1,8) 2,4) 1,8) e 2,2) o 2,1) 2,3) 1,8)
P*=0,235 P# = 0,272 Pf=0,239
) 6,2 6,4 6,4 55 54 5,4 5,6 58 5,7
Ukupni (56— | (54— | (60— | (46— | (46- | (46— | (49- | (48- | (49-
kolesterol 6,7) 7.4) 7.1) 6,2) 6,3) 6,5) 6,2) 6,7) 6,7)
(mmol/L)
P*=0,623 P* = 0,924 P = 0,449
1,4 1,5 1,3 1,2 1,3 1,3
HDL - (13— 14 (13— 1.2 1.2 @wo- | @ai- | @o- | @1i-
kolesterol 1,6) (1,21,5) 1,7) (10-13) | (10-1.5) 1,6) 1,5) 1,5) 1,6)
(mmol/L)
P*=0,488 P* = 0,596 P =0,385
4,1 4,1 4,1 35 3,6 3,7
LDL - G- | @3- | G7- 34 35 34 1 30— | @9- | @o-
kolesterol 414) 419) 4,8) (2v8'4v1) (218'412) (219'411) 4,1) 4,3) 4,5)
(mmol/L)
P*=0,775 P* = 0,752 P = 0,460
4,7 5,2 48 6,9 6,9 73 6,1 6,1 6,3
Glukoza (4,5 (43— (4,2 (5,7 - (58— (6,0 - (51— (5,3 (5,2
(mmol/L) 5,0) 6,1) 5,5) 8,7) 9,6) 9,2) 8.5) 8,2) 8,5)
P* = 0,304 P¥ = 0,499 P7=0,913
3,4 2,4 2,2 9,9 9,0 8,1 8,0 58 6,0
(1,9- (18- (1,7- (50— (50— (50— (4,8 (3,6 - (2,9-
CRP (mg/L) 6,3) 4,5) 2,7) 40,8) 31,7) 25,0) 22,7) 22,3) 18,8)
P*=0,374 P*=0,938 P = 0,494

P’razlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;

P'razlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MUispitanici s mozdanim udarom
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4.4.6 Povezanost biokemijskih parametera i genotipova FGB

U Tablica 22. prikazani su rezultati ispitivanja povezanosti genotipova FBG i ispitivanih
biokemijskih parametara. U kontrolnoj skupini pronadena je statistiCki znacajna razlika u
koncentraciji LDL — kolesterola ovisnosti o genotipu FGB. Nositelji genotipa G/G imali su
znacajno visu koncentraciju LDL — kolesterola u odnosu na nositelje genotipova G/A i A/A (P
= 0,038). Koncentracije drugih biokemijskih parametara nisu pokazale statisticki znacajnu
povezanost s genotipovima FGB. U skupini ispitanika s mozdanim udarom nije pronadena

povezanost koncentracije biokemijskih parametara u ovisnosti o genotipu FGB.

Tablica 22. Povezanost genotipova FGB i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N=199) (N =244) (N =343)
GIG GIA AIA GIG GIA AIA GIG GIA AA
o 15 16 2,4 14 16 17 14 16 18
Trigliceridi 1122 | (1.2-20) | 1534) | 1023 | @120 | 14-21) | (1,022) | (1,2-20) | (1.4-26)
(mmol/L)
P*=0,433 P¥ = 0,306 P'=0,189
Ukupni 6.3 6.4 51 53 55 5,6 538 57 53
Kolesterol G7-74) | 59-71) | (4858) | 44-63) | 48-62) | 45-64) | (48-67) | (50-66) | (4,6-64)
(mmol/L)
P =0114 P¥ = 0,967 P'=0,610
HDL — 15 14 10 12 12 12 13 13 12
Kolesterol (13-16) | (12-15) | (08-13) | (1,0-14) | 10-16) | (09-18) | (1.1-15) | (1,1-16) | (0,9-16)
(mmol/L)
P =0,071 P*=0,782 Pt = 0,661
LDL — 41 30 32 35 33 33 37 35 33
kolesterol (35-49) | (37-50) | (28-35) | (27-42) | (29-39) | (28-4.2) | (29-43) | (3.0-43) | (28-4,0)
(mmol/L)
P*=0,038 P* = 0,667 P = 0,503
Slu 4.8 51 6.4 (;'; 6.8 (g’g 6,2 63 6,7
ukoza 42-56 44-63) | 55 73 o 5887 . 51-85) | (54-81) | (6186
glukoz | (@2:50) | (4463 | 65-73) | [og | 688D | 5 | (6385 | G481 | (6180
P*=0,075 P = 0,641 Pt = 0,297
- 24 10,3 11,0 8,0 52 6,5 6,0 52
' ' 14— (5,0- (5,0- (5,0- 2.9- (38 5,0-
CRP(mglL) | (L7-39) | (L7=45) | 554 323) 29.2) 19,0) 22,4) 20,8) 20,2)
P*=0,617 P* = 0,325 P = 0,986

Prazlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;
P'razlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MUispitanici s mozdanim udarom
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4.4.7 Povezanost biokemijskih parametara i genotipova ACE

Ispitivanje povezanosti biokemijskih parametara i genotipova ACE prikazano je u Tablica 23.

Nije pronadena statisticki znacajna povezanost ispitivanih genotipova ACE i biokemijskih

parametara u skupini kontrolnih ispitanika, kao niti u skupini ispitanika s mozdanim udarom.

Tablica 23. Povezanost genotipova ACE i biokemijskih parametara

Kontrole MU** Svi
Parametar (N = 100) (N = 245) (N = 345)
I o | DD | W o | DD | I D | DD
17 14 | 16 | 16 | 14 16 16 14 | 16
Trlgllcerldl (112_ (111_ (113_ (112 - (l!o_ (l!o_ (172_ (171_ (111_
mmolil) | 24) | 20) | 23) | 23 | 21) | 20 | 24 | 21 | 21
P* = 0,461 P* = 0,393 PT = 0,257
Uk 64 | 62 | 64 | 54 | 54 | 55 | 58 | 57 | 58
okt | (59 | (56— | (8- | @6 | @6~ | (46~ | (4B~ | (48— | (48~
o |73 | 74 | 7 | 65 | 62) | 65 | 67 | 64 | 6
P = 0,917 P* = 0,768 PT = 0,823
oL 124 | 15 | 14 | 12 | 12 12 12 13 | 13
JPL- o | a3- | a2- | @o- | a0~ | @o- | @o- | @i | (@i-
o |18 | 16 | 18 | 14 | 15 | 15 | 15 | 18 | 15
P = 0,146 P* = 0,699 PT = 0,271
oL 44 | 40 | 41 | 34 | 34 | 34 | 37 | 36 | 36
DL- @2 | @4 | B7- | @8- | @8- | @8- | BO- | (29~ | (30~
o |an | a9 | an | 42 | 4y | 4y | as | a2 | a3
P* = 0,949 P* = 0,804 P = 0,929
50 | 51 | 47 | 74 | 68 | 70 | 68 | 61 | 62
Glukoza | (44— | (43— | 43— | 58— | G7- | 59— | G4- | B2- | 5,2
mmoll) | 65 | 59 | 58 | 105 | 87 | 100 | 93 | 79 | 86
P = 0,622 P* = 0,330 P" = 0,365
24 | 23 | 23 | 80 | 113 | 80 | 59 | 60 | 60
18- | 07— | @8- | 50— | Go- | Go- | G6- | Ge- | G2-
CRP (mg/L) (3,6) (4,0) (7,4) (21,1) (29,0) (39,6) (12,6) (23,8) (22,4)
P = 0,903 P* = 0,381 P = 0,968

Prazlika izmedu genotipova u kontrolnih ispitanika; P*razlika izmedu genotipova u ispitanika s MU;
Prazlika izmedu genotipova u svih ispitanika; **MUispitanici s mozdanim udarom
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4.4.8 Multivarijatna logisti¢ka regresijska analiza

Da bi se identificirali ¢imbenici koji su neovisno povezani s mozdanim udarom ucinjena je
multivarijatna logisticka regresijska analiza koja je uklju¢ila 99 zdravih ispitanika i 238
ispitanika s mozdanim udarom. U prvom koraku je u¢injena univarijatna logisti¢ka regresija da
bi se izluCili statisticki znacajni prediktori (P < 0,05), a potom su te varijable ukljucene u
multiplu logisticku regresijsku analizu. Multiplom logistickom regresijskom analizom dobiveni
su sljedec¢i prediktori mozdanog udara: koncentracija CRP-a [OR (95 % CI) = 1,04 (1,01 -
1,08); P = 0,017]; koncentracija glukoze [OR (95 % CI) = 1,76 (1,38 — 2,25); P < 0,001]; spol
[OR (95 %Cl) = 2,86 (1,43 —5,69); P = 0,003]; hipertenzija [OR (95 % CI) = 2,39 (1,18 — 4,87);
P =0,016] i broj leukocita [OR (95 % CI) = 1,37 (1,15 — 1,63)]; P <0,001) (Tablica 24).

Tablica 24. Logisticka regresija

Univarijatna logistiCka regresija Multivarijatna logisti¢ka regresija
OR Cl P OR Cl P
ACE 0,87 0,62-1,23 0,441 / / /
APOA5 0,90 0,48-1,72 0,759 / / /
F2 0,39 0,12-1,24 0,115 / / /
F5 Leiden 1,22 0,32-4,60 0,766 / / /
F13A1 0,93 0,66-1,31 0,675 / / /
FGB 1,20 0,81-1,78 0,355 / / /
SERPINE1 0,91 0,66-1,25 0,551 / / /
kolesterol 0,54 0,44-0,67 < 0,001 0,54 0,25-1,20 0,130
CRP 1,09 1,05-1,13 < 0,001 1,04 1,01-1,08 0,017
glukoza 1,64 1,39-1,94 < 0,001 1,76 1,38-2,25 <0,001
HDL kolesterol 0,52 0,31-0,89 0,015 1,64 0,67-3,98 0,275
LDLkolesterol 0,51 0,41-0,65 < 0,001 1,05 0,42-2,64 0,918
trigliceridi 0,89 0,71-1,10 0,276 / / /
dob 1,04 1,01-1,06 0,006 1,02 0,99-1,06 0,231
spol 1,94 1,20-3,11 0,006 2,86 1,43-5,69 0,003
Secerna bolest 4,21 1,94-9,14 < 0,001 0,44 0,13-1,50 0,190
alkohol 1,77 0,82-3,82 0,126 / / /
hipertenzija 2,86 1,73-4,77 < 0,001 2,39 1,18-4,87 0,016
pusenje 1,05 0,52-2,14 0,893 / / /
leukociti 1,65 1,43-1,91 < 0,001 1,37 1,15-1,63 < 0,001

HosmerLemeshow test (x> = 20,4; P < 0,008) pokazuje da odabrane varijable ne ¢ine dobar
regresijski model te pomocu ispitivanih varijabli nije moguce uciniti odgovaraju¢i prediktivni
model za mozdani udar.

logit(p) = bo + b1 X1+ baXo + b3Xs + ... +bnXn
logit(p) = -5,55 + 0,04*CRP + 0,57*GUK + 0,87*hipertenzija + 0,32*leukociti + 1,05*spol
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45 POVEZANOST GENSKIH VARIJANTI S OBILJEZJIMA MOZDANOG
UDARA

4.5.1 Podaci o tipovima mozdanog udara u ispitanika s moZdanim udarom

Ispitanicima s mozdanim udarom je kod prijema u bolnicu mjerena jakost mozdanog udara
NIHSS skalom, a stanje ispitanika pri otpustu iz bolnice procijenjeno je Barthelovim indeksom.
Takoder, ispitanicima je odreden tip mozdanog udara, a podtip mozdanog udara je odreden
prema OCSP i TOAST Kklasifikaciji, (Tablica 25). Od tipova mozdanog udara najzastupljeniji
su bili lakunarni (49,4 %) i tromboembolijski tip (48,1 %). Prema OCSP klasifikaciji, najveci
udio zauzeo je totalni anteriorni cerebralni infarkt (TACI) (37,6 %), 34,8 % ispitanika imalo je
lakunarni infarkt (LACI), posteriorni cirkulacijski infarkt imalo je 15,6 %, a posteriorni
anteriorni cirkulacijski infarkt je bio zastupljen kod 8,8 % ispitanika. U podjeli prema TOAST
klasifikaciji najzastupljeniji je bio podtip SAD (okluzija malih arterija) s 34,7 %, potom LAD
(ateroskleroza velikih arterija) s 37,3 %, a tre¢i po zastupljenosti bio je podtip udara nastao kao
posljedica sr¢ane embolije (26,1 %). Podtipovi mozdanog udara ostalih etiologija i neodredene
etiologije utvrdeni su kod 4,5 %, odnosno 7,3 % ispitanika. S obzirom na jakost moZdanog

udara medijan NIHSS skale iznosio je 15 (7 — 27), a Barthelov indeks 40 (35 — 45).

Tablica 25. Podaci o tipu, podtipu i tezini mozdanog udara u skupini ispitanika

NIHSS 15 (7-27)
Barthelov indeks 40 (35-45)
LACI (N, %) 87 (34,8)
klagﬁlf;ija TACI (N, %) 94 (37,6)
(N = 242) PACI (N, %) 22 (8,8)
POCI (N, %) 39 (15,6)
LAD (N, %) 67 (27,3)
Sréana embolija (N, %) 64 (26,1)
G —1 657
_ MU* ostalih etiologija (N, %) 11 (4,5)
(N'=245) MU* neodredene etiologije (N
%) ge v, 18 (7,3)
Lakunarni (N, %) 118 (49,4)
Tip MU* Trompoembol_i_jsk_i (N, %) 115 (48,1)
(N = 239) Kardloer_nbol_l_Jskl (N, %) 4(1,7)
Kombinacija (N, %) 1(0,4)
Nepoznat (N, %) 1(0,4)

*MU mozdani udar
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4.5.2 Distribucija genskih varijanti prema tipu mozdanog udara

Zbog malog broja kardioembolijskog (4/239), kombiniranog (1/239) i mozdanog udara

nepoznatog tipa (1/239) ispitanici s ovim tipovima mozdanog udara iskljuceni su iz obrade.

45.2.1 Genotip ACE

Distribucija genotipova ACE

(P = 0,345)
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Slika 14. Distribucija genotipova ACE prema tipu mozdanog udara. Prikazan je udio
genotipova ACE u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboemolijskim mozdanim udarom (3).

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova ACE medu tipovima mozdanog

udara (P = 0,345). Distribucija genotipova ACE prikazana je na Slika 14.
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4.5.2.2 Genotip APOA5

Distribucija genotipova APOA5
(P =0,977)
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Slika 15. Distribucija genotipova APOA5 prema tipu mozdanog udara. Prikazan je udio
genotipova APOADS u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboemolijskim mozdanim udarom (3).

Distribucija genotipova APOA5 prema tipu mozdanog udara prikazana je na Slika 15. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u raspodjeli ispitivanog genotipa po tipu mozdanog udara (P =
0,977).
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4.5.2.3 Genotip F5 Leiden

Distribucija genotipova F5 Leiden
(P =0,705)
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Slika 16. Distribucija genotipova F5 Leiden prema tipu mozdanog udara. Prikazan je udio
genotipova F5 Leiden u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboembolijskim moZdanim udarom

@3).

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u distribuciji genotipova F5 Leiden prema tipu

mozdanog udara (P = 0,705) (Slika 16).
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45.2.4 Genotip F2

Distribucija genotipova F2
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Slika 17. Distribucija genotipova F2 prema tipu mozdanog udara. Prikazan je udio
genotipova F2 u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboembolijskim mozdanim udarom (3).

Nije pronadena statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova F2 izmedu tipova

mozdanog udara (P = 0,631) (Slika 17).
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45.2.5 Genotip F13A1

Distribucija genotipova F13A1
(P =0,669)
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Slika 18 Distribucija genotipova F13A1 po tipu mozdanog udara. Prikazan je udio genotipova
F13Al u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboembolijskim mozdanim udarom (3).

Distribucija genotipova F13A1 nije se statisticki znacajno razlikovala po tipu mozdanog udara
(P =0,669). (Slika 18)
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45.2.6 Genotip FGB

Distribucija genotipova FGB
(P =0,912)
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Slika 19 Distribucija genotipova FGB po tipu mozdanog udara. Prikazana je distribucija po
genotipu FGB u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboembolijskim mozdanim udarom (3).

Nije pronadena statisticki zna¢ajna razlika u distribuciji ispitivanog genotipa po tipu mozdanog
udara (P = 0,912) (Slika 19).
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45.2.7 Genotip SERPINE1

Distribucija genotipva SERPINE1
(P =0,508)

45

40

35

30}
25
20
15
10
5
of ; !
2 3
p MU

(2 - lakunarni; 3 - tromboembolijski)

Genotip
| 5G/5G

%

W 5G/4G
W 4G/4G

Slika 20 Distribucija genotipova SERPINE1 prema tipu mozdanog udara. Prikazan je udio
genotipova 5G/4G u ispitanika s lakunarnim (2) i tromboembolijskim mozdanim udarom (3).

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova SERPINE1 prema tipu mozdanog
udara (P = 0,508) (Slika 20).
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4.5.3 Distribucija genskih varijanti u podtipovima mozdanog udara prema TOAST
klasifikaciji

45.3.1 Genotip ACE

Distribucija genotipova ACE

(P =0,313)
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Slika 21 Distribucija genotipova ACE u podtipovima mozdanog udara prema TOAST
klasifikaciji (1 = LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 = mozdani udar ostalih etiologija; 5
= mozdani udar neodredena etiologija)

Ucestalost genotipova ACE nije se statisti¢ki zna¢ajno razlikovala izmedu podtipova mozdanog
udara podijeljenima prema TOAST Kklasifikaciji (P = 0,313) (Slika 21).
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4.5.3.2 Genotip APOA5

Distribucija genotipova APOA5
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Slika 22 Distribucija genotipova APOA5 u podtipovima mozdanog udara prema TOAST
klasifikaciji (1 = LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 = mozdani udar ostalih etiologija; 5
= mozdani udar neodredene etiologija)

U skupini ispitanika s mozdanim udarom podijeljenima prema TOAST klasifikaciji nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike u raspodjeli genotipova APOAS (P = 0,108) (Slika 22).

61



4.5.3.3 Genotip F2

Distribucija genotipova F2
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Slika 23 Distribucija genotipova F2 u podtipovima mozdanim udarom prema TOAST
klasifikaciji (1 = LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 = mozdani udar ostalih etiologija; 5
= mozdani udar neodredene etiologija)

U ispitivanoj skupini nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u raspodjeli genotipova F2 po podtipu

mozdanog udara prema TOAST Kklasfikaciji (P = 0,675) (Slika 23).

62



4.5.3.4 Genotip F5 Leiden

Distribucija genotipova F5 Leiden
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Slika 24 Distribucija genotipova F5 Leiden u podtipovima prema TOAST Klasifikaciji (1 =
LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 = mozdani udar ostalih etiologija; 5 = mozdani udar
neodredene etiologija)

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli genotipova F5 Leiden u podtipovima
mozdanog udara razvrstanima prema TOAST Kklasifikaciji (P = 0,456) (Slika 24).
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45.3.5 Genotip F13A1
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Slika 25 Distribucija genotipova F13A1 u podtipovima mozdanog udara prema TOAST
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klasifikaciji (1 = LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 = mozdani udar ostalih etiologija; 5

= mozdani udar neodredene etiologija)

Raspodjela genotipova F13Al nije se statisticki znafajno razlikovala izmedu podtipova

mozdanog udara podijeljenih prema TOAST klasifikaciji (P = 0,985) (Slika 25).
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45.3.6 Genotip FGB

Distribucija genotipova FGB
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Slika 26 Distribucija genotipova FGB po podtipovima mozdanog udara prema TOAST
klasifikaciji (1 = LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 =mozdani udar ostalih etiologija; 5
= mozdani udar neodredene etiologija)

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli genotipova FGB po podtipu mozdanog

udara prema TOAST Klasifikaciji (P = 0,920) (Slika 26).

65



4.5.3.7 Genotip SERPINE1

Distribucija genotipova SERPINE1
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Slika 27 Distribucija genotipova SERPINE1 po podtipovima mozdanog udara prema TOAST
klasifikaciji (1 = LAD; 2 = kardioembolijski; 3 = SAD; 4 = mozdani udar ostalih etiologija; 5
= mozdani udar neodredene etiologija)

Nije pronadena statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova SERPINE1 izmedu

podtipova mozdanog udara prema TOAST Kklasifikaciji (P = 0,831) (Slika 27).
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4.5.4 Distribucija genskih varijanti u podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji

45.4.1 Genotip ACE

Distribucija genotipova ACE

(P=0,137)
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Slika 28. Distribucija genotipova ACE u podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3=POCI; 4 = TACI)

Distribucija genotipova ACE nije se statistiCki znacajno razlikovala izmedu podskupina
mozdanog udara Klasificiranih prema OCSP Klasifikaciji (P = 0,137) (Slika 28).
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4.5.4.2 Genotip APOA5

Distribucija genotipova APOA5
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Slika 29. Distribucija genotipova APOAS5 po podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3=POCI; 4 = TACI)

Raspodjela genotipova APOA5 nije se statistiCki znacajno razlikovala izmedu podskupina
mozdanog udara odredenih prema OCSP klasifikaciji (P = 0,189) (Slika 29).
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45.4.3 Genotip F2

Distribucija genotipova F2
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Slika 30. Distribucija genotipova F2 u podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3 =POCI; 4 = TACI)

Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u raspodjeli genotipova F2 u podskupinama
mozdanog udara prema OCSP Klasifikaciji (P = 0,236) (Slika 30).
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45.4.4 Genotip F5 Leiden

Distribucija genotipova F5 Leiden
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Slika 31. Distribucija genotipova F5 Leiden u podtipovima mozdanog udara prema OCSP

klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3 = POCI; 4 = TACI)

Raspodjela genotipova F5 Leiden statisticki je znaCajno razli¢ita medu podskupinama

mozdanog udara podijeljenima prema OCSP klasifikaciji (P = 0,025) (Slika 31).
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45.45 Genotip F13A1
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Slika 32. Distribucija genotipova F13A1 u podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3=POCI; 4 =TACI)
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Nije pronadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli genotipova F13Al izmedu podskupina

mozdanog udara Klasificiranima prema OCSP Klasifikaciji (P = 0,772) (Slika 32).
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4.5.4.6 Genotip FGB

Distribucija genotipova FGB
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Slika 33. Distribucija genotipova FGB u podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3=POCI; 4 =TACI)

Raspodjela genotipova FGB nije se statisticki znadajno razlikovala medu podskupinama
mozdanog udara Klasificiranima prema OCSP (P = 0,657) (Slika 33).
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4.5.4.7 Genotip SERPINE1

Distribucija genotipova SERPINE1
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Slika 34. Distribucija genotipova SERPINE1 u podtipovima mozdanog udara prema OCSP
klasifikaciji (1 = LACI; 2 = PACI; 3 = POCI; 4 = TACI)

Raspodjela genotipova SERPINEL nije se statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu podtipova
mozdanog udara prema klasifikaciji OCSP (P = 0,582) (Slika 34).
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45.5 Povezanost genskih varijanti i teZine moZdanog udara prema NIHSS

U Tablica 26 prikazana je povezanost genotipova svih ispitivanih genskih varijanti s tezinom

mozdanog udara odredenom prema NIHSS skali. Nositelji genotipa 1/1 (divlji tip) za varijantu

ACE imali su statisticki znac¢ajno nizi NIHSS rezultat od nositelja I/D i D/D genotipa (P =

0,050).

U slucaju ostalih genskih varijanti nije pronadena statisticki znaajna povezanost genotipova

i NIHSS rezultata.

Tablica 26. Povezanost genotipova s tezinom mozdanog udara prema NIHSS skali

Divlji tip Heterozigot

Homozigot

Genska varijanta (N) (N) (N) P
N 47 125 73 0,050
e 203 36 I 0347
N oa 243 6 I 0879

FoLecen 240 9 I 0942
Nl 137 79 23 0,700
N 128 99 16 0815
St 58 108 77 079

4.55.1 Ucestalost genskih varijanti u podskupinama prema NIHSS rezultatu

Da bi se ispitala u¢estalost odabranih genskih varijanti prema teZini mozdanog udara, ispitanici

su podijeljeni u dvije skupine prema zbroju bodova dobivenih procjenom po NIHSS skali

(Tablica 2). Prvu skupinu ¢ine ispitanici s manjim do srednje teSkim mozdanim udarom (NIHSS

< 21), a drugu skupinu ispitanici s vrlo teskim mozdanim udarom (NIHSS > 21).
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45.5.5.1 Genotip ACE

Distribucija genotipova ACE
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Slika 35. Distribucija genotipova ACE u podskupinama mozdanog udara prema NIHSS
rezultatu. Na apscisi je 0 skupina s NIHSS < 21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Raspodjela genotipova ACE nije se statistiCki znacajno razlikovala izmedu ispitivanih
podskupina (P = 0,412) (Slika 35).
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4.5.5.5.2 Genotip APOA5

Distribucija genotipova APOA5
(P =0,026)
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Slika 36. Distribucija genotipova APOA5 u podskupinama mozdanim udarom prema NIHSS.
Na apscisi je 0 skupina s NIHSS < 21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Ucestalost genotipova APOAS statistiCki je znacajno razli¢ita izmedu podskupina mozdanog

udara prema NIHSS (P = 0,026) (Slika 36).

76



45.5.5.3 Genotip F2

Distribucija genotipova F2
(P =0,870)
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Slika 37. Distribucija genotipova F2 u podskupinama mozdanog udara prema NIHSS. Na

apscisi je 0 skupina s NIHSS < 21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Ucestalost genotipova F2 nije se statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu podskupina mozdanog

udara prema NIHSS rezultatu (P = 0,870) (Slika 37).
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4.5.5.5.4 Genotip F5 Leiden

Distribucija genotipova F5 Leiden
(P =0,136)
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Slika 38. Distribucija genotipova F5 Leiden u podskupinama mozdanog udara prema NIHSS.

Na apscisi je 0 skupina s NIHSS < 21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Ucestalost genotipova F5 Leiden nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu ispitivanih
podskupina prema NIHSS rezultatu (P = 0,136) (Slika 38).
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45.5.5.5 Genotip F13A1

Distribucija genotipova F13A1
(P =0,521)
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Slika 39. Distribucija genotipova F13A1 u podskupinama mozdanog udara prema NIHSS. Na

apscisi je 0 skupina s NIHSS < 21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova F13A1 izmedu ispitivanih

podskupina prema rezultatu NIHSS (P = 0,521) (Slika 39).
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45.5.5.6 Genotip FGB

Distribucija genotipa FBG
(P =0,674)
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Slika 40. Distribucija genotipova FGB u podskupinama mozdanog udara prema NIHSS. Na

apscisi je 0 skupina s NIHSS < 21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Nije pronadena statisticki znaCajna razlika u ucestalosti genotipova FGB u ispitivanim

podskupinama mozdanog udara (P = 0,674) (Slika 40).
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4.5.5.5.7 Genotip SERPINE1

Distribucija genotipova SERPINE1
(P =0,357)
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Slika 41. Distribucija genotipova SERPINE1 u podskupinama mozdanog udara prema
NIHSS. Na apscisi je 0 skupina s NIHSS <21, a 1 skupina s NIHSS > 21.

Distribucija genotipova SERPINEL nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu ispitivanih
podskupina mozdanog udara (P = 0,357) (Slika 41).

81



4.5.6 Povezanost genskih varijanti i Barthelovog indeksa

Prije otpusta iz bolnice svim je bolesnicima odreden Barthelov indeks (Bl). Rezultati

povezanosti Bl i ispitivanih genotipova prikazani su u Tablica 27.

Tablica 27. Povezanost genskih varijanti i Barthelovog indeksa

Genska varijanta Di\z:{li)tip Hete(ﬁ)ﬂgo'[ H0n(1l3§i90t b
NA=C2E43 47 124 72 0,338
onzgg 202 36 / 0,386
N z 248 242 6 / 0,411

FS Eeziig'" 239 9 / 0,659
|\'|: 1=32Ag,18 136 79 23 0,900
NF=62E212 128 98 16 0,252

SIE\JR: Izzle ' 58 108 76 0,377

Nije pronadena statisti¢ki znac¢ajna povezanost Bl i ispitivanih genskih varijanti.
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4.5.7 Multivarijatna logisti¢ka regresijska analiza

Da bi se identificirali ¢imbenici koji neovisno pridonose nastanku teSkog mozdanog udara
(NIHSS > 21), ucinjena je smo multipla logisticka regresijska analiza koja je ukljuc¢ila 219
ispitanika. Multipla logisticka regresijska analiza ucinjena je u dva koraka. Prvo je
univarijatnom logistickom regresijom provjereno koji su prediktori statisti¢ki znacajni (P <
0,05) da bi se u sljede¢em koraku ukljuéili u multivarijatnu regresijsku analizu. Prediktori koji
su u multivarijatnoj logistickoj regresijskoj analizi ostali statisti¢ki znacajni (P < 0,05) smatraju
se predikatorima nastanka teSkog mozdanog udara prema NIHSS skali.

U Tablica 28. prikazani su rezultati univarijatne i multivarijatne regresijske analize. Kao
neovisni prediktori nastanka teSkog mozdanog udara pokazali su se genotip APOA5 [OR 3,26
(1,29 — 8,23); P =0,012], dob [OR 1,06 (1,01 — 1,11); P = 0,018] i pretilost [OR 0,25 (0,08 —
0,77); P =0,016]. Iako nije statisti¢ki znacajan prediktor, u multivarijatnu regresijsku jednadzbu

ukljucen je 1 spol.
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Tablica 28. Multivarijatna logisticka regresijska analiza

Univarijatna logisticka regresija

Multivarijatna logisti¢ka regresija

OR Cl P OR Cl P
ACE 1,25 0,79-1,99 | 0,342 / / /
APOA5 2,4 1,10-5,25 | 0,034 3,26 1,29-8,23 | 0,012
F2 0,83 0,09-7,31 | 0,870 / / /
F5 Leiden 2,50*10° / 0,047 | 2,86*10° / 0,998
F13A1 0,78 0,47-1,28 | 0,311 / / /
FGB 0,82 0,48-1,39 | 0,448 / / /
SERPINE1 0,97 0,63-1,48 | 0,870 / / /
kolesterol 0,85 0,65-1,10 | 0,212 / / /
CRP 1,00 1,00-1,02 | 0,006 1,01 1,00-1,01 | 0,164
glukoza 1,04 0,97-1,12 | 0,276 / / /
HDLkolesterol 1,05 0,73-1,52 | 0,790 / / /
LDLkolesterol 0,82 0,60-1,14 | 0,246 / / /
trigliceridi 0,55 0,34-0,91 | 0,019 0,75 0,43-1,30 | 0,306
dob 1,08 1,04-1,13 | <0,001 1,06 1,01-1,11 | 0,018
spol 0,78 0,41-1,46 | 0,432 / / /
fibrilacija atrija 1,66 0,83-3,31 | 0,153 / / /
Secerna bolest 1,15 0,57-2,31 | 0,695 / / /
infarkt miokarda 1,73 0,71-4,19 | 0,225 / / /
alkohol 0,49 0,18-1,33 | 0,163 / / /
hipertenzija 1,04 0,47-2,33 | 0,918 / / /
pretilost 0,28 0,10-0,73 | 0,010 0,25 0,08-0,77 | 0,016
pusenje 0,26 0,06-1,12 | 0,071 / / /
leukociti 1,07 0,99-1,15 | 0,088 / / /

Regresijska jednadzba prema dobivenim prediktorima prilagodena po spolu:

logit(p) = -5,45 + 1,19*APOA5 + 0,06*dob — 1,37*pretilost + 0,11*spol

v> = 3,49, P = 0,900

Analiza pokazuje da predloZeni regresijski model ispravno klasificira 83,11 % ispitanika prema

tezini mozdanog udara (Tablica 29).
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Tablica 29. Klasifikacijska tablica za predlozeni regresijski model

Ocekivani % ispravno

OpaZeni S

NIHSS <21 NIHSS >21 klasificirani
NIHSS <21 175 3 98,31
NIHSS > 21 34 7 17,07
83,11
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5 RASPRAVA

U ovom radu izlozeni su rezultati ispitivanja razlike ucestalosti genskih ¢imbenika
(20210G/A gena F2, F5 Leiden, V34L gena F13A1, -455G/A gena FGB, -1131T/C gena
APOAS5 i I/D gena ACE), koncentracije lipidnih parametara (ukupni kolesterol, HDL -, LDL
kolesterol i trigliceridi) i parametara upale (CRP i leukociti) te okolisnih ¢imbenika rizika za
nastanak mozdanog udara u ispitanika s ishemijskim mozdanim udarom i kontrolnih ispitanika.
Takoder, ispitana je povezanost genskih ¢imbenika s lipidnim parametrima i okoliSnim
¢imbenicima rizika za nastanak ishemijskog mozdanog udara.

Rezultati ispitivanja ucestalosti okoliSnih ¢imbenika rizika za nastanak mozdanog udara
pokazali su da su hipertenzija i Se¢erna bolest ucestaliji u ispitanika s mozdanim udarom (P <
0,001) $to je u skladu s rezultatima drugih istrazivanja. Istrazivanja na razli¢itim skupinama
potvrduju direktnu povezanost hipertenzije s nastankom mozdanog udara. Tako je istrazivanje
parova INTERSTROKE, koje je obuhvatilo 32 zemlje i 26919 ispitanika (13447 ispitanika s
mozdanim udarom i 13472 kontrolna ispitanika), pokazalo da je u zemljama centralne i isto¢ne
Europe 2,21 (99% CI 1,52 — 2,95) puta vedi rizik za nastanak ishemijskog mozdanog udara u
osoba s hipertenzijom, a populacijski pripisiv rizik je 40,7 % (99% CI 28,3 — 54,3) (70).
Poveznost hipertenzije i nastanka mozdanog udara raste sa zivotnom dobi, a jaCa povezanost
pokazala se i u sredinama s nedostatnom zdravstvenom zaStitom Sto se povezuje s dugotrajnim
ucinkom hipertenzije na cerebrovaskularne strukture (71). Dugotrajna hipertenzija uzrokuje
poremecaje u autoregulaciji krvnog protoka kroz mozak, poti¢e upalni odgovor endotela,
pojacava rast aterosklerotskog plaka i uzrokuje vaskularno remodeliranje (72).
lako je ovo istrazivanje pokazalo veéu ucestalost ispitanika sa Se¢ernom boleS¢u u skupini s
mozdanim udarom u odnosu na kontrolnu skupinu, rezultati studije INTERSTROKE ne
pokazuju da je ona rizi¢ni ¢cimbenik za nastanak mozdanog udara u osoba na podrucju centralne
i isto¢ne Europe (OR 1,31 (99% CI 0,95 — 1,79)), dok se u populaciji jugoistocne Azije taj rizik
povecava 1,94 puta u odnosu na zdrave (99% CI 1,13 — 3,32) (70). Sli¢ne rezultate pokazuje i
studija Ramdana i suradnika koji su pronasli da je ucestalost Sec¢erne bolesti u osoba s
mozdanim udarom 2,5 puta veca u Pakistanaca naseljenih u Ujedinjenom Kraljevstvu (UK)
nego u ostalih etnickih skupina europskog podrijetla (73). Direktnu povezanost Secerne bolesti
i nastanka mozdanog udara tesko je ustanoviti s obzirom na to da Sec¢ernu bolest prate mnogi
rizi¢ni ¢imbenici za nastanak mozdani udar poput hipertenzije, pretilosti, dislipidemije,

fibrilacije atrija i dr.
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Iako su pusenje i konzumacija alkohola poznati ¢imbenici rizika za nastanak mozdanog udara
(25, 26, 74, 75), ovo istrazivanje nije pokazalo razliku u ucestalosti ovih rizi¢nih ¢imbenika
izmedu skupine kontrolnih ispitanika i ispitanika s mozdanim udarom (P = 0,893; P = 0,140).
Ovi rezultati mogu biti posljedica niskog udjela pusaca u obje ispitivane skupine (12 %) i
konzumenata alkohola (12 %, odnosno 17 %).

Oko 20 % svih mozdanih udara moze se pripisati pusenju (70). Takoder je poznato da
dugotrajno puSenje povecava stopu smrtnosti bez obzira na uzrok smrti (75). Medutim,
istrazivanja u bolesnika s mozdanim udarom pokazuju opre¢ne rezultate u kratkorocnom i
dugoro¢nom ishodu bolesti kod pusaca i nepusaca (76, 77, 78). ,,Pusacki paradoks® pripisuje se
razlikama u dizajnu studija i statistickoj obradi rezultata (79). U sluc¢aju konzumacije alkohola,
eksperimentalne studije pokazuju da manje koli¢ine alkohola smanjuju rizik od nastanka
prolazne cerebralne ishemije (80). U prilog tome idu i druga istrazivanja ¢iji rezultati upucuju
da niski do umjereni unos alkohola nije ¢imbenik rizika za nastanak ishemijskog mozdanog
udara (22, 70, 81).

Nadalje, u ovom istrazivanju ispitane su razlike u koncentraciji biokemijskih parametara
izmedu skupine kontrolnih i ispitanika s mozdanim udarom. Rezultati pokazuju statisticki
znacajne razlike u koncentraciji ukupnog kolesterola (P <0,001); LDL — kolestrola (P < 0,001);
glukoze (P < 0,001); CRP-a (P < 0,001) i broja leukocita (P < 0,001), dok se koncentracije
triglicerida i HDL-kolesterola nisu statisti¢ki zna¢ajno razlikovale.

Iako nisu specifi¢ni biljezi upale u mozdanom udaru, povisena koncentracija CRP-a i broj
leukocita u skupini ispitanika s mozdanim udarom vjerojatno su posljedica masovnog
postishemijskog upalnog odgovora. Naime, poznato je da Klju¢nu ulogu u postishemijskom
upalnom odgovoru imaju endotelne adhezijske molekule P-, L- i E-selektin ¢ije pojacano
lu¢enje aktivira migraciju leukocita iz cirkulacije i pomaze njihovo prijanjanje uz endotel, dok
ICAM-1 i PECAM-1 uz pojacano otpustanje citokina uzrokuju daljnje privlacenje leukocita na
osteceni endotel i prolazak u mozdano tkivo (82, 83, 84). Proupalni citokini, poput interleukina-
1 i -6 te tumorskog ¢imbenika nekroze-1 stimuliraju leukopoezu u kostanoj srzi i migraciju
granulocita iz rezervnog odjeljka u cirkulaciju, kao i sintezu CRP-a (85). Rezultati mnogih
istrazivanja pokazuju poviSene koncentracije proupalnih medijatora, P- i E-selektina,
adhezijskih molekula ICAM-1 i PECAM-1 i hsCRP-a, kao i nize koncentracije protuuplanih
biljega u ispitanika s mozdanim udarom u odnosu na zdrave ispitanike, a povezuju se i s ja¢inom
neuroloskog deficita i lo§ijim ishodom (83, 84, 86, 87, 88). Istrazivanje Yana i suradnika
pokazalo je da se koncentracije citokina razlikuju u ovisnosti o0 vremenu od nastanka ishemije

pa su tako pronasli da je koncentracija interleukina-6 konstantno povisena tijekom 3 tjedna, a
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da koncentracija interleukina-10 znacajno raste tek tjedan dana od nastanka ishemije. Takoder,
pronasli su tek slabu povezanost koncentracije interleukina-6 s ja¢inom mozdanog udara (89).
Richard i suradnici u svom su istrazivanju pronasli da su povisene koncentracije CRP-a I
interleukina-6 2 — 3 dana nakon nastanka mozdanog udara povezane s loSijim tromjese¢nim
ishodom (90).
Vise koncentracije glukoze u skupini ispitanika s mozdanim udarom mogu biti posljedica vece
ucestalosti SeCerne bolesti u skupini ispitanika s mozdanim udarom, ali isto tako, moze biti i
posljedica hiperglikemije u akutnom zbivanju poput mozdanog udara. Naime, poznato je da
tijekom akutnog zbivanja dolazi do porasta glukoze u krvi, tzv. stresne hiperglikemije. Smatra
se da ona nastaje kao posljedica stresom aktivirane osi hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna
zlijezda 1 simpatiCkog Ziv€anog sustava pri ¢emu se oslobadaju hormoni stresa poput kortizola
i katekolamina koji povecavaju koncentraciju glukoze u krvi (91). Najéesce se u bolesnika sa
stresnom hiperglikemijom koncentracija glukoze u krvi vraéa na normalne vrijednosti do
zavrSetka lijeGenja. Neka istrazivanja pokazuju povezanost stresne hiperglikemije s loSim
ishodom i tezinom mozdanog udara, a to¢ni mehanizmi ove povezanosti jo§ nisu poznati (91,
92, 93).
Nize koncentracije ukupnog kolesterola i LDL-kolestrola u skupini ispitanika s mozdanim
udarom vjerojatno su posljedica metabolickih promjena povezanih s akutnim upalnim
odgovorom. Druga istrazivanja pokazuju opre¢ne rezultate koji su, vjerojatno, posljedica
razli¢itih ustroja studija. Tako su Simundié i suradnici u istraZivanju parova pokazali da su
koncentracije HDL-kolestrola i triglicerida nize u skupini ispitanika s moZdanim udarom u
prvih 24 sata od nastupa mozdanog udara, dok koncentracije ukupnog kolestrola i LDL-
kolestrola nisu bile statistiCki znacajno razli¢ite (94). Prospektivno istrazivanje Perovica i
suradnika, u kojem su mjerili koncentracije lipidnih parametara tijekom 72 sata od nastupa
mozdanog udara i pri otpustu, pokazalo je da su koncentracije ukupnog kolestrola, LDL-
kolesterola i triglicerida najviSe 24 sata od nastupa mozdanog udara, a najnize pri otpustu s
lije¢enja. Takoder, pokazali su da je niza koncentracija HDL-kolestrola prognosticki pokazatelj
losijeg ishoda bolesti (95). Sli¢ne rezultate dalo je istrazivanje Woo-a i suradnika u kojem su
ispitanici S mozdanim udarom imali viSe koncentracije ukupnog kolestrola i LDL-kolestrola
unutar 48 sati od nastupa mozdanog udara, dok su iste bile statisticki znac¢ajno nize nakon 3
mjeseca (96).

Svim ispitanicima odreden je genotip i ispitana uéestalost varijanti F5 Leiden, 20210G/A
gena F2, V34L gena F13A1, -455G/A gena FGB, I/D gena ACE i-1131T/C gena APOAS5.
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Ucestalost genske varijante F5 Leiden u skupini kontrolnih ispitanika i ispitanika s mozdanim
udarom nije se statisti¢ki znacajno razlikovala [OR 1,22 (95% CI 0,34 — 4,60); P = 0,769]. U
skupini kontrolnih ispitanika ucestalost A alela varijante F5 Leiden iznosila je 3,0 %, dok je u
skupini ispitanika s mozdanim udarom bila 1,8 %. Populacijska su istrazivanja pokazala da je
ucestalost A alela od 1 — 3 % u europskoj populaciji, dok u azijskim i africkim populacijama
genska varijanta F5 Leiden nije prisutna (97). Metaanaliza Casasa i suradnika koja je obuhvatila
4588 ispitanika s mozdanim udarom i 13798 kontrola pokazala je da nostitelji A alela imaju
1,33 puta vedéi rizik za mozdani udar u odnosu na kontrolne ispitanike, a ucestalost A alela bila
je 6,5 % (98). S druge strane, originalna istrazivanja na izoliranim populacijama pokazuju
rezultate slicne nasima. Tako je istrazivanje parova Lalouscheka i suradnika, u kojem su
ispitivali razliku uéestalosti varijante F5 Leiden na skupini ispitanika s mozdanim udarom do
60 godina starosti, pokazalo da nema razlike u ucestalosti A alela izmedu kontrolne skupine i
ispitanika s mozdanim udarom, a ucestalost A alela iznosila je 5 % u obje skupine. Ipak, ovo je
istrazivanje pronaslo vecu ucestalost A alela u zena koje puse u skupini ispitanika s mozdanim
udarom (7 % u kontrolnoj skupini vs 15 % u skupini s mozdanim udarom) te da zene koje puse
i nosioci su A alela imaju 8,8 puta veci rizk za mozdani udar [OR 8,8 (95% CI 2,038,0); P =
0,004] (99). U istrazivanju Favaretta i suradnika na talijanskoj populaciji ispitanika s
kriptogenim mozdanim udarom s i bez patent foramen ovale pokazalo se da nema razlike u
ucestalosti varijante F5 Leiden izmedu ispitivanih skupina, a ucestalost A alela je 2,6 % (100).
Istrazivanje They-They-a uvrdilo je da A alel nije zastupljen u marokanskoj populaciji (101), a
studija na populaciji Sri Lanke ustanovila je uestalost A alela od 3,3 % te da je genotip G/A
zastupljeniji u skupini ispitanika s mozdanim udarom kojem je u podlozi venska tromboza u
odnosu na mozdani udar Koji je posljedica arterijske tromboze (13,6 % vs 1,3 %; P = 0,005)
(102). U nasem istrazivanju pronasli smo da je varijanta F5 Leiden ucestalija u PACI i POCI
podtipu mozdanog udara prema OCSP Kklasifikaciji. OCSP klasifikacija opisuje anatomsko
mjesto i veli¢inu infarkta i teSko ju je povezati s patofizioloskim mehanizmima nastanka
mozdanog udara. U tom svjetlu ne mozemo zakljuéiti na koji bi na¢in varijanta F5 Leiden mogla
biti povezana s ovim podtipovima mozdanog udara, iako Bamford i suradnici opisuju vecu
ucestalost ponovnog udara kod ovih podtipova u odnosu na TACI i LACI (103).

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da je ucestalost A alela varijante G20210A gena za
protrombin 1,5 % u kontrolnoj skupini i 1,2 % u skupini ispitanika s mozdanim udarom te da
nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti izmedu ovih skupina (P = 0,113). Varijanta

varijanta G20210A gena F2 jedna je od najistrazivanijih genskih varijanti koje se povezuju s
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nastankom venske i arterijske tromboze. Dok se varijanta G20210A smatra rizicnim
¢imbenikom za nastanak venske tromboze (39), rezultati povezanosti S mozdanim udarom nisu
konzistentni (35). Ve¢éi broj studija pokazuje povezanost ove varijante i razli¢itih podtipova
mozdanog udara i sinergisticki uc¢inak s drugim rizicnim ¢imbenicima. Tako su Lalouschek i
suradnici pronasli vecu ucestalost varijante G20210A u muskih ispitanika s mozdanim udarom
nego u muskih kontrolnih ispitanika (5 % vs 2 %; P = 0,033), dok kod Zena ucestalost u obje
skupine nije bila znacajno razli¢ita. Ipak, nisu pronasli povezanost varijante G20210A i
mozdanog udara (99). S druge strane, They-They i suradnici su zaklju¢ili da postoji povezanost
G/A genotipa i LAD podtipa mozdanog udara prema TOAST klasifikaciji (P = 0,045) (101).
Gandara 1 suradnici su ispitivali ucestalost varijante G20210A u ispitanika s atrijskom
fibrilacijom i njihovu povezanost s mozdanim udarom i zakljuc¢ili su da nositelji varijante
G20210A s atrijskom fibrilacijom imaju 2,3 puta veéi rizik za mozdani udar [OR 2,28 (95 %
Cl 1,29 — 4,01)] (205). I rezultati drugih istrazivanja pokazuju povezanost varijante G20210A
i mozdanog udara u kombinaciji s drugim genskim i okolisnim ¢imbenicima rizika. Ceska
studija parova pokazala je povezanost G20210A s nastankom mozdanog udara neodredenog
uzroka [OR 3,67 (95% CI 1,52 — 8,85; P = 0,004)], dok je kod pusaca nositelji A alela rizik za
mozdani udar neodredenog uzorka 5,14 puta ve¢i [OR 5,14 (95% CI 1,65 — 16,01); P = 0,005]
(106). Pojacan rizik za mozdani udar varijante G20210A u kombinaciji s varijantom 677C/T
gena MTHFR potvrden je kod marokanskih ispitanika s mozdanim udarom (107). Rezultati
0VvOog istrazivanja nisu pokazali povezanost varijante G20210A s mozdanim udarom, kao niti
vecu ucestalost ove varijante u razli¢itim podtipovima ishemijskog mozdanog udara. Ispitivanje
povezanosti biokemijskih parametara i varijante G20210A pokazalo je da ispitanici s mozdanim
udarom, nositelji G/A genotipa, imaju znacajno nize koncentracije ukupnog kolestrola i HDL
— kolestrola od nositelja genotipa G/G i vise koncentracije CRP-a, dok su kod kontrolnih
ispitanika nositelji G/A genotipa imali znacajno vise koncentracije LDL-kolestrola. U
dostupnim literaturnim podacima nismo pronasli ovu vrstu povezanosti. S obzirom na
promijenjen metabolizam lipida u akutnom zbivanju poput ishemijskog mozdanog udara
mozemo nagadati 0 drugim potencijalnim modificiraju¢im ¢imbenicima uklju¢enima u
metabolizam kolesterola i/ili upalni odgovor koji bi mogle biti u povezanosti s varijantom
G20210A i na taj na¢in doprinijeti nizim koncentracijama ukupnog i HDL-kolesterola i jacem
upalnom odgovoru u mozdanom udaru. Potrebna su daljnja istrazivanja na vecem uzorku
ispitanika koja bi ispitala ovu povezanost.

Ucestalost A alela varijante -455G/A gena FGB u kontrolnih ispitanika iznosi 23,7 %, dok

je kod ispitanika s mozdanim udarom ucestalost 27 %. Rezultati nisu pokazali da nositelji A
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alela imaju veci rizik za mozdani udar [OR 1,19 (95 % CI 0,81 — 1,75); P = 0,371]. Prema
projektu 1000 genomes ucestalost A alela u opcoj europskoj populaciji je 21,6 %, dok je najniza
u africkoj (2 %), a najvisa u isto¢noazijskoj (22,1 %) (108). U promotorskoj regiji gena za [
lanac fibrinogena opisana je skupina koju ¢ine tri varijante, od kojih su -455G/A i -148C/T u
neravnoteznoj povezanosti (engl. linkage disequlibrium, LD). Mali broj dostupnih istrazivanja
pokazuje povezanost ove dvije varijante s povisenim koncentracijama fibrinogena u plazmi kod
ispitanika s mozdanim udarom, ali izostaje povezanost s rizikom za nastanak mozdanog udara
(52, 109). S druge strane, metaanalize na kineskoj populaciji pronalaze da je varijanta -455G/A
povezana s ve¢im rizikom za nastanak mozdanog udara (53, 110). U svojoj metaanalizi Cheng
i suradnici su analizirali i dostupna istrazivanja na bjelackoj populaciji i zakljucili su da u nema
povezanosti -455G/A i mozdanog udara. Ovaj rezultat vjerojatno je posljedica malog broja
istrazivanja parova provedenih na bjelackoj populaciji koje su pokazale nikakvu ili slabu
povezanost ove varijante I mozdanog udara (52, 111). Varijanta -148C/T, osim s poviSenim
koncentracijama fibrinogena, povezuje se i s povisenim drugim upalnim biljezima, CRP-om i
interleukinom 6, a pronadena je i povezanost s nefatalnim mozdanim udarom u perioperativnom
razdoblju nakon ugradnje sr¢ane premosnice (112). Ovo istrazivanje nije obuhvatilo ispitivanje
koncentracije fibrinogena, a nije pronadena niti povezanost varijante -455G/A s
koncentracijama CRP-a u ispitanika s ishemijskimmozdanim udarom.

Etiopatofizioloska heterogenost mozdanog udara uocava se i u rezultatima istrazivanja
varijante V34L gena F13A1. Naime, rezultati manjeg broja istraZivanja pokazali su protektivan
ucinak L alela na nastanak mozdanog udara, dok u drugim studijama ta povezanost nije
pronadena (48, 113, 114, 115, 116). Ucestalost L alela varijante V34L gena F13Al u opcoj
europskoj populaciji je 24 %, dok kod isto¢nih azijata nije zastupljena (117). U ovom
istrazivanju ucestalost L alela bila je 27,7 % u kontrolnih 1 26 % u ispitanika s mozdanim
udarom. Takoder, potvrdeni su rezultati drugih istraZivanja koja nisu pronasla znac¢ajnu razliku
u ucestalosti L alela izmedu kontrolnih i ispitanika s mozdanim udarom [OR 0,92 (95 % CI
0,63 — 1,33); P = 0,650] niti povezanost L alela s obiljezjima mozdanog udara. lako se u¢inak
varijante V34L i mozdanog udara ispituje u mnogim populacijama izostanak dokaza o
povezanosti moze biti posljedica nedovoljno definiranih podskupina mozdanog udara.
Spekulira se da bi u¢estalost ove varijante u ispitanika s mozdanim udarom mogla biti razli¢ita
u aterosklerotskom i kardioembolijskom mozdanom udaru s obzirom na negativnu povezanost
V34L s infarktom miokarda (118, 119).

Rezultati istrazivanja pokazali su da je ucestalost 4G alela varijante 5G/4G gena

SERPINEL 56,4 % u kontrolnih ispitanika, a 53,9 % u ispitanika s mozdanim udarom. Nije
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pronadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti 4G alela izmedu ispitivanih skupina.
Takoder, nije pronadena povezanost varijante 5G/4G s obiljezjima mozdanog udara, kao niti s
biokemijskim parametrima. 4G alel javlja se u opcoj europskoj populaciji s ué¢estalos¢u 53,8 %
(120). Smatra se da nositelji 4G alela imaju viSu aktivnost PAI-1 §to se povezuje s povecanim
rizikom za trombozu i koronarnu bolest, a neke genske studije povezanosti to i potvrduju (121,
122, 123). S druge strane, povezanost 4G alela i rizika za mozdani udar u mnogim
istrazivanjima nije dokazana (65, 124, 125, 126). U kardiovaskularnim bolestima uc¢inak 4G
alela se povezuje i s poviSenim lipidnim parametrima i biljezima upale $to naglasava njegovu
ulogu u nastanku ateroskleroze. To bi moglo objasniti rezultate istrazivanja koji su pronasli
povezanost LAD podtipa mozdanog udara s 4G alelom. Dobiveni rezultati nisu pokazali ve¢u
ucestalost 4G alela u ovom podtipu mozdanog udara, niti povezanost s lipidnim parametarima
u ispitanika s mozdanim udarom. Jedan od mogucih razloga je taj Sto je LAD bio zastupljen u
27,3 % ispitanika s mozdanim udarom, a drugi je taj $to se smatra da hiperlipidemija nije usko
povezana s mozdanim udarom kao $to je slu¢aj u kardiovaskularnim poremecajima. Trece, kao
Sto je i 0VO istrazivanje pokazalo, poznavaju¢i koncentracije lipidnih parametara u ispitanika s
akutnim mozdanim udarom ne moZemo donijeti zaklju¢ak 0 njihovim bazalnim
koncentracijama pa je za istrazivanje Ove povezanosti potreban drugaciji ustroj studije na vecoj
skupini ispitanika.

Ucestalost D alela I/D varijante gena ACE u populaciji kontrolnih ispitanika bila je 58,4
%, a u ispitanika s mozdanim udarom 55,3 %. Nije uoCena statisticki znacajna razlika u
ucestalosti ove varijante izmedu ispitivanih populacija [OR 0,88 (95 % CI 0,631,23); P =
0,454]. Takoder, nije pronadena povezanost I/D varijante ACE s ispitivanim biokemijskim
parametrima. Ucetalost I/D varijante ACE varira u ovisnosti o ispitivanoj populaciji. Tako je
kod bijelaca i crnaca D alel ucestaliji nego u azijata (127). Solznoki i suradnici su pronasli da
je uCestalost D alela u zdravih ispitanika 47 %, a u ispitanika s mozdanim udarom 52 % te da
je ucestalost D alela veca u skupini sa SAD (128). IstraZivanja na zambijskoj populaciji s
mozdanim udarom pokazala su ucestalost D alela od 12,2 %, a povezanost nije pronadena (129).
S druge strane, egipatska studija pokazuje ucestalost D/D genotipa u 53,3 % ispitanika s
mozdanim udarom vs 10 % kod zdravih ispitanika (P < 0,001), ali da nema povezanosti s LAD
i SAD podtipom (130). Kod Indijaca nema povezanosti I/D varijante ACE i SAD, a ucestalost
I/D genotipa u ispitanika s mozdanim udarom bila je 43,7 % (131). Velika metaanaliza Zhao i
suradnika obuhvatila je 150 istrazivanja parova o povezanosti ACE i mozdanog udara na
bjelackoj i1 azijatskoj populaciji. Rezultati ove opsezne metaanalize ukazuju da na to da je I/D

varijanta povezana s rizikom za mozdani udar u kineskoj populaciji pa nositelji D alela imaju
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1,5x ve¢éi rizik [1,51, (95% CI 1,38 —1,67) P < 0,001], dok se u bjelackoj populaciji pokazala
grani¢na povezanost s mozdanim udarom kod nositelja alela D vs. I [1,08 (95% CI 1,03-1,13)
P =0,001] (132). Osim rasne razlike, razliku u ucestalosti i povezanosti D alela s podtipovima
mozdanog udara izmedu istrazivanja moguce je objasniti i s metodoloskim razlikama u
genotipizaciji I/D varijante ACE. Naime, pokazalo se da razli¢ite modifikacije originalne
metode postavljene od Rigata i suradnika mogu pridonijeti pogresci u genotipizaciji pa je
usporedbu rezultata s drugim studijama potrebno sagledati i u tom kontekstu (133). Ovo
istrazivanje utvrdilo je povezanost I/D varijante ACE s tezinom mozdanog udara prema NIHSS
skali (P = 0,050). Do sada je poznato da nositelji D alela imaju povisene koncentracije enzima
ACE koji je odgovoran za pretvorbu angiotenzina | u angiotenzin Il pa bi rezultat povezanosti
ispitivane varijante gena za ACE i tezine mozdanog udara najprije mogli pripisati poviSenim
koncentracijama angiotenzina Il. Naime, angiotenzin Il u akutnom ishemijskom mozdanom
udaru moze djelovati tako da povecava podrucje zahvaceno infarktom na na¢in da pojacava
oksidativni stres i upalni odgovor uslijed smanjene perfuzije (134). U dostupnim literaturnim
podacima ne pronalazi se povezanost I/D varijante ACE i NIHSS, dok, s druge strane,
istrazivanje povezanosti koncentracije angiotenzina II i NIHSS pokazuje negativnu koleraciju
(135). Budu¢i dizajn istrazivanja trebao bi ukljuciti mjerenje koncentracija ACE i angiotenzina
IT u ve¢im skupinama podtipova mozdanog udara da bi se mogao izvesti jasniji zakljucak o
0VO0j povezanosti.

Alel C varijanta -1131T/C gena APOAS pokazao se s ucestalo$¢u od 7,2 % u kontrolnoj
skupini i 7,7 % u ispitanika s mozdanim udarom. Nije pronadeno da je -1131T/C varijanta gena
APOAS rizi¢ni ¢imbenik za nastanak mozdanog udara [1,07 (95 % CI 0,57 — 2,03); P =
0,827].Testiranje povezanosti genotipova -1131T/C i biokemijskih parametara pokazalo je da
zdravi nositelji T/C genotipa imaju nizu koncentraciju HDL-kolestrola u odnosu na nositelje
divljeg genotipa T/T. Nadalje, pronadena je veca ucestalost T/C genotipa u podskupini
mozdanog udara s NIHSS > 21. C alel -1131T/C gena APOAS javlja se u opéoj europskoj
populaciji s ucestalos¢u od 7 % u britanskoj do 11 % u 3Spanjolskoj populaciji. Najveca
ucestalost ove varijante je u africkoj populaciji (45 %), a u isto¢noazijskoj je prisutna oko 0,5
% (136). Smatra se da -1131T/C varijanta rezultira smanjenom sintezom ApoA5 §to za
posljedicu ima povecanje koncentracije triglicerida. Naime, pokazalo se da apoliprotein AS ima
ulogu u hidrolizi lipoproteina bogatih trigliceridima reguliraju¢i lipoprotein lipazu vezanu za
membranske proteoglikane. ApoA5 je sastavni dio lipoproteinskih frakcija hilomkrona, VLDL-
a 1 HDL-a. (55, 137). Nadalje, pretpostavlja se da ApoA5 vezan na HDL djeluje kao donor

ApoAS5 intestinalnim hilomikronima u postprandijalnom stanju. Prethodno istrazivanje u kojem
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je ispitana povezanost postprandijalne hipertrigliceridemije u zdravih ispitanika i varijante -
1131T/C gena APOADS tu povezanost nije pokazalo. Medutim, studija nije obuhvatila mjerenje
koncentracija ApoAS5 pa ne mozemo sa sigurno$¢u odbaciti tezu Merkel i suradnika (137, 138).
Varijante u genu APOAS5 cesto se povezuju s trigliceridemijom u metabolic(kom sindromu,
Se¢ernoj bolesti, kardiovaskularnim bolestima i drugima (139, 140, 141). Unato¢ tomu,
istrazivanje povezanosti -1131T/C s koncentracijom triglicerida u ispitanika sa SeCernom
bolesti nije potvrdilo rezultate drugih istrazivanja (142). U ovom istrazivanju takoder nije
pronadena povezanost -1131T/C s koncentracijom triglicerida u ispitivanim skupinama. S
druge strane, pronadena je povezanost -1131T/C s koncentracijom HDL-kolestrola.
Pretpostavljamo da bi ta povezanost mogla biti rezultat pleiotropnog u¢inka varijante -1131T/C
gena APOA5. Genomska studija povezanosti pronasla je varijante na 30 razli¢itih lokusa
povezanih s dislipidemijom 1 njihovu povezanost. Izmedu ostalog, pokazala se povezanost
HDL-a s grupom gena APOA1/APOC3/APOA4/APOAS (P = 10%2), istom s kojom se povezuju
i trigliceridi (P = 4x10%?) (143). Nedostatak povezanosti koncetracije triglicerida i -1131T/C
moze biti posljedica malog broja ispitanika da bi u€inak ove genske varijante dosao do izraZaja.
Potrebno je provesti istrazivanje na vecoj skupini ispitanika da bi se potvrdila moguca
povezanost.
Budu¢i da se dislipidemija, a posebno hipertrigliceridemija, smatra rizicnim ¢imbenikom za
nastanak mozdanog udara, neka istraZivanja parova pokazuju povezanost varijante -1131T/C s
mozdanim udarom (144, 145, 146). S druge strane, u ovom istrazivanju ta povezanost nije
pronadena, a sli¢ne rezultate pokazuje i istrazivanje Cana i suradnika (147). Unato¢ dokazima
nekoliko istraZivanja o samostalnom uc¢inku -1131T/ C gena APOAS, moguce je da ta varijanta
povecava rizik za mozdani udar udruzenim djelovanjem s drugim genima i/ili okoliSnim
¢imbenicima. Ipak, ovo je istrazivanje pokazalo da je ucestalost varijante -1131T/C APOAS
veca u skupini ispitanika s mozdanim udarom s NIHSS > 21 te da ¢e nositelj C alela imati 2,4
puta vecirizik za nastanak teskog oblika mozdanog udara [(95 % CI 1,105,25); P = 0,034](148).
Rezultati multivarijatne regresijske analize potvrduju da varijanta -1131T/C udruzena s
dobi i indeksom tjelesne mase povecava izglede za nastanak teskog oblika mozdanog udara

(NIHSS >21) 3,26 puta.
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6 ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su sljedece:

1.

Ucestalost genskih varijanti F5 Leiden, G20210A gena F2, V34L gena F13A1, -455G/A
gena FGB, I/D gena ACE i -1131T/C gena APOAS5 u kontrolnih ispitanika u skladu je s
podacima dobivenima u istrazivanjima u drugim europskim populacijama

Nema razlike u ucestalosti genskih varijanti F5 Leiden, G20210A gena F2, V34L gena
F13A1, -455G/A gena FGB, I/D gena ACE i -1131T/C gena APOAS5 izmedu skupine

kontrolnih ispitanika i ispitanika s akutnim ishemijskim mozdanim udarom

3. Hipertenzija i Se¢erna bolest ucestalije su u ispitanika s mozdanim udarom

10.

11.

12.

Ispitanici s mozdanim udarom imaju nize koncentracije ukupnog i LDL — kolesterola i
vise koncentracije glukoze i CRP-a od kontrolnih ispitanika

Pronadena je povezanost koncentracije ukupnog i HDL — kolesterola i CRP-a u
ispitanika s mozdanim udarom i koncentracije LDL — kolestrola u kontrolnih ispitanika
nositelja A alela varijante G20210A gena F2

Kontrolni ispitanici nosioci T/C genotipa varijante -1131T/C gena APOAS imaju nize
koncentracije HDL — kolestrola.

Kontrolni ispitanici nosioci A alela varijante -455G/A gena FGB imaju nize
koncentracije LDL — kolesterola

Nije pronadena povezanost genskih varijanti F5 Leiden, V34L gena F13A1, I/D gena
ACE i 5G/4G gena SERPINEL i biokemijskih parametara

Genotip G/A F5 ucestaliji je u TACI i PACI podskupinama mozdanog udara prema
OCSP Kklasifikaciji

Pronadena je povezanost tezine mozdanog udara prema NIHSS skali i varijante 1/D gena
ACE

U podskupini ispitanika s mozdanim udarom s NIHSS > 21 veca je ucestalost T/C
genotipa varijante -1131T/C gena APOA5

Poznavanjem genotipa varijante -1131T/C gena za APO5, dobi i indeksa tjelesne mase

moguce je predvidjeti teSki oblik mozdanog udara (NIHSS > 21)

Zakljuc€no, istrazivanje nije utvrdilo povezanost ispitivanih genskih varijanti s nastankom

mozdanog udara, dok se za varijante ACE i APOAS utvrdila povezanost s tezinom ishemijskog

mozdanog udara.
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POKRATE

ACE

angiotenzin konvertiraju¢i enzim

APCR

rezistencija na aktivirani protein C

APOAl

gen za apolipoprotein Al

APOA4

gen za apolipoprotein A4

APOAS

gen za apolipoprotein A5

APOC3

gen za apolipoprotein C3

Bl

Barthelov indeks

CRP

C-reaktivni protein

DNA

deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

dNTP

deoksinukleotid trifosfat (engl. deoxynucleotide triphoshate)

F13A1

gen za Al podjedinicu ¢imbenika 13

F2

gen za ¢imbenik 2

F5 Leiden

varijanta Leiden gena za ¢imbenik 5

FGA

gen za A podjedinicu fibrinogena

FGB

gen za B podjedinicu fibrinogena

FGG

gen za G podjedinicu fibrinogena

GPIla/llb

glikoproteinski receptor Illa/lllb

HDL

lipoprotein visoke gustoce

hsCRP

visokoosjetljivi C-reaktivni protein (engl. high sensitivity C-reactive

ICAM-1

medustani¢na adhezijska molekula-1 (engl. intercellular adhesion
molecule -1)

LACI

lakunarni infarkt

LAD

ateroskleroza velikih arterija (engl. large artery disease)

LD

neravnotezna povezanost (engl. linkage disequlibrium)

LDL

lipoprotein niske gustoce

MRNA

glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

NIHSS

engl. National Institutes od Health Stroke Scale

NINDS

engl. National Institute of Neurological Diseases and Stroke

NVU

neurovaskularna jedinica (engl. Neurovascular Unit)

OCSP

engl. Oxfordshire Community Stroke Project Classification

PACI

parcijalni anteriorni cirkulacijski infarkt

PAI-1

inhibitor aktivatora plazminogena 1
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PCR

lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

PECAM-1

trombocitno-endotelna adhezijska molekula-1 (engl. platelet endothelial
cell adhesion molecule -1)

POCI

posteriorni cirkulacijski infarkt

RFLP

polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment
lenght polymorphism)

RH

Republika Hrvatska

SAD

okluzija malih arterija (engl. small artery disease)

SERPINE1

gen za inhibitor serinske proteaze E1

SNP

polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polypomorphism)

TACI

totalni anteriorni cirkulacijski infarkt

TOAST

engl. Trial of Org 10 172 in Acute Stroke Treatment

tPA

tkivni aktivator plazminogena

uPA

urokinazni aktivator plazminogena

uPAR

receptor urokinaznog aktivatora plazminogena

VCAM-1

vaskularna adhezijska molekula-1 (engl. vascular cellular adhesion
molecule — 1)

VLDL

lipoprotein vrlo niske gustoce

WHO

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
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9 ZIVOTOPIS
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SAZETAK

Ishemijski mozdani udar je multifaktorijalna bolest koja se razvija medudjelovanjem genske osnove i okolisnih
¢imbenika rizika. U nastanak i razvoj mozdanog udara ukljuceni su sustavi zgrusavanja i fibrinolize, upalnog
odgovora, metabolizma lipida, regulacije krvnog pritiska. Do sada je znanstvenoj literaturi opisano vise desetaka
potencijalnih genskih ¢imbenika rizika za nastanak moZzdanog udara, ali je njihova pojedinacna povezanost s
mozdanim udarom slaba.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitati: ucestalost varijanti F5 Leiden, G20210A gena F2, VV34L gena F13A1, -
445G/A gena FGB, 5G/AG gena SERPINEL, I/D gena ACE i -1131T/C gena APOAS5 u zdravih ispitanika i
ispitanika s ishemijskim mozdanim udarom; razliku u koncentraciji lipidnih parametara (ukupni kolesterol, HDL-
i LDL-kolestrol i trigliceridi) i parametara upale (CRP i broj leukocita); povezanost genskih ¢imbenika, lipidnih
parametara i parametara upale s nastankom mozdanog udara.

U istrazivanje je uklju¢eno 250 ispitanika kojima je dijagnosticiran ishemijski mozdani udar na osnovu klinickog
pregleda i kompjuterizirane tomografije i 100 zdravih ispitanika regrutiranih tijekom sistematskog pregleda bez
podatka o cerebrovaskularnom i/ili kardiovaskularnom incidentu u osobnoj anamnezi. Svim ispitanicima su nataste
uzeti uzorci krvi za genotipizaciju i odredivanje lipidnog statusa, CRP-a i broja leukocita.

Rezultati su pokazali da ispitanici s mozdanim udarom imaju znacajno nize koncentracije ukupnog kolesterola i
LDL-kolesterola i znacajno vise koncentracije glukoze i CRP-a te znacajno veci broj leukocita u odnosu na
kontrolne ispitanike. Varijanta 1/D gena ACE povezana je s tezinom mozdanog udara, a varijanta -1131 T/C gena
APOAS je uz dob i pretilost neovisan ¢imbenik nastanka teSkog ishemijskog mozdanog udara. Nije pronadena
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SUMMARY

Stroke is a multifactorial disease developing through the complex interaction of both genetic and environmental
risk factors. Initiation and progression of stroke involves disorders in coagulation cascade, fibrinolytic system,
inflammatory response, lipid metabolism and blood pressure homeostasis. Until today a large number of potential
genetic risk markers have been studied but their individual association with stroke is weak.

We aimed to investigate: the prevalence of F5 Leiden, F2 G20210A, F13A1 V34L, FGB -455G/A, SERPINE1
5G/4G, ACE I/D and APOA5 -1131T/C variants in healthy subjects and subjects with acute ishemic stroke;
differences in blood lipid concentrations (total, HDL- and LDL-cholesterol and triglycerides) and inflammatory
markers (CRP and white blood cell count); association of genetic variations, blood lipids and inflammatory
markers with the ischemic stroke risk.

The study included 250 subjects with acute ishemic stroke which was diagnosed by clinical examination and
computerized tomography and 100 healthy subjects without known cerebrovascular and/or cardiovascular
incidents in anamnesis regruted during general medical examination. Blood samples for genotyping and
determination of blood lipids, CRP and WBC count were drawn to all subjects in fasting state.

Results have shown that subjects with acute ishemic stroke have significantly lower concentrations of total and
LDL-cholestrol whereas concentrations of glucose, CRP and WBC are significantly higher than in control subjects.
ACE variant 1/D has shown association with the stroke severity. APOA5 variant -1131T/C along with age and
obesity is independent predictor of severe stroke. There are no differences in the frequencies of the investigated
genetic variants between studied groups of subjects.
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