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SAZETAK

MoZzdani udar (MU) u djece relativno je rijetki heterogeni poremecaj s viSestrukom
etiologijom koja je joS uvijek nepoznata u priblizno 30% slucajeva. S obzirom da geneticki
¢imbenici nisu do kraja karakterizirani, a raspodjela gena kandidata za nastanak MU razliCita
je u pojedinim populacijama, ciljevi istraZivanja bili su utvrditi postojanje 1 ucestalost dosad
istrazenih 1 nedovoljno istraZzenih pojedinacnih protrombotickih i intermedijernih genetickih
riziénih ¢imbenika u djece s potvrdenim MU, kao i njihovu eventualnu udruzenost, te ispitati
postoji li razlika u pojavnosti MU u djece s obzirom na spol i dobne skupine.

U istraZivanje je bilo uklju¢eno 100 djece (63 djecaka i 37 djevojcica) starosne dobi do 18
godina s potvrdenim MU i 100 zdrave djece podudarne po dobi i spolu djeci s MU, koja su
predstavljala kontrolnu skupinu. Napravljena je genotipizacija 14 polimorfizama u 12 gena
kandidata koji kodiraju proteine ukljucene u sustav zgrusavanja i fibrinolize (FV Leiden, FV
HR2, FII G20210A, B-FBG -455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G), ljudskih
trombocitnih antigena (HPA-1, -2, -3 i1 -5), metabolizma homocisteina (MTHFR C677T,
MTHFR A1298C) i intermedijernih rizicnih ¢imbenika (ACE I/D i ApoE &2-4). Rezultati
genotipizacije analizirani su i zasebno prema spolu u djece s MU i u podskupinama prema
tipu MU: arterijski ishemijski MU (AIMU) i hemoragijski MU (HMU), te dobi pojave MU:
perinatalni (PMU) 1 arterijski ishemijski MU u dje¢joj dobi (DMU).

Dobiveni rezultati ukazuju na ¢eS¢u pojavu MU u djecaka koja je uoCena i u svim ispitivanim
podskupinama. Najveci rizik za nastanak MU utvrden je u djece u prvoj godini Zivota, s tim
Sto su prema tipu MU prevladavali slucajevi AIMU (73%) u odnosu na HMU (27%).
Rezultati genotipizacije ukazali su na prisutnost FV Leiden kao jedinog rizi€nog ¢imbenika za
nastanak MU u djece. Statisticki znacajna povezanost s AIMU dobivena je za FV Leiden
(povecan rizik) i HPA-3 (smanjeni rizik), a s DMU u nosioca najmanje jednog alela FXIII-A
Leu34. U djecaka s MU dokazana je povezanost s FXIII-A Val34Leu kao i povecani rizik za
pojavu AIMU i DMU u djecaka nosioca najmanje jednog alela FXIII-A Leu34 i u djevojCica
nosioca najmanje jednog alela apoE e4. Utvrdena je jaka povezanost FV Leiden i PMU bez
obzira na spol, te smanjeni rizik u djevojica nosioca najmanje jednog alela HPA-3b.
Dokazana je 1 povezanost kombinacije polimorfizama FV Leiden 1 FV HR2 i to dvostrukog
heterozigotnog oblika s AIMU te kombinacije genotipova GA/AA s PMU, kao i kombinacije
genotipova CC/AC polimorfizama MTHFR C677T i MTHFR A1298C u djeCaka s AIMU.
Povecani rizik za nastanak HMU dobiven je za haplotip HA2 (HPA-1a2a3a-ACED).



Ovo istrazivanje ukazalo je na povezanost dosad nedovoljno istrazenih polimorfizama kao i
kombinacija polimorfizama s etiologijom MU u djece u Hrvatskoj, $to upotpunjuje i proSiruje

dosadasnje spoznaje o etioloskim rizi¢nim ¢imbenicima.

Kljucne rijefi: moZdani udar, djeca, genski polimorfizmi, koagulacijski c¢imbenici,

metabolizam homocistein



EXTENDED ABSTRACT

Introduction: Stroke in children is a relatively rare and heterogeneous disorder with reported
incidence ranging from 1.3 to 13.0/100.000 children per year. Despite extensive
investigations and the identification of a wide range of inherited and acquired risk factors in
recent years, the etiology of stroke is still undetermined in up to 30% of children. Taking into
consideration that genetic risk factors are incompletely characterized at present and that the
frequency of genetic factors may vary among different populations, the aim of this study was
to investigate the possible role of individual inherited prothrombotic and intermediate risk
factors in children with a confirmed diagnosis of stroke and to check the possible association
of investigated risk factors with the disease.

Materials and methods: A genotype analysis of 14 polymorphisms in 12 candidate genes
encoding proteins of the coagulation and fibrinolysis systems (FV Leiden, FV HR2, FII
G20210A, B-FBG -455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G), human platelet alloantigens
(HPA-1, -2, -3 and -5), homocysteine metabolism (MTHFR C677T, MTHFR A1298C) and
intermediate risk factors (ACE I/D and apoE €2-4) was performed in 100 children with stroke
(63 boys and 37 girls) aged <18 years and compared with 100 age- and sex-matched control
subjects. Children with stroke were further classified into 2 subgroups defined according to
the type of stroke: arterial ischemic stroke (AIS) comprising 73 children (48 boys and 25
girls) and hemorrhagic stroke (HS) comprising 27 children (15 boys and 12 girls). In children
with AIS investigated polymorphisms were also analyzed in subgroups defined according to
the time of stroke onset into perinatal (n=35, 20 boys and 15 girls) and childhood AIS (n=38,
28 boys and 10 girls). Moreover, genotype and allele frequencies of investigated
polymorphisms obtained in gender-specific stroke group and subgroups were compared with
frequencies obtained in control subjects.

Results: Stroke was identified more frequently in boys (P<0.001), as well as in all tested
stroke subgroups although it was statistically significant only in AIS (P<0.001) and childhood
AIS (P<0.001). The greatest risk for the development of stroke was found in the first year of
life (younger than 1 year of life) and between 5-10 years. In children with stroke AIS was
found 2.7 times more frequently (73/100) than HS (27/100). Among investigated
polymorphisms only FV Leiden was identified as the risk factor for stroke (OR=4.00; 95 %
CI=1.08-14.79). Even a stronger association was found between the presence of FV Leiden

and AIS (OR=4.72; 95% CI=1.22-18.27), and perinatal AIS (OR=8.29; 95% CI=1.95-35.24).



The presence of at least one HPA-3b allele was associated with approximately 2-fold lower
risk for the development of AIS (OR=0.51; 95% CI1=0.26-0.98) and perinatal AIS (OR=0.40;
95% Cl1=0.18-0.92), whereas carriers of at least one FXIII-A Leu34 allele had a 2.21-fold
increased risk for childhood AIS (95% CI=1.03-4.73). A statistically significant difference
between genotype distributions was observed for FXIII-A Val34Leu in boys with stroke
compared to boys from control group (P=0.005) resulting in a modest association of the
presence of at least one FXIII-A Leu34 allele (OR=2.17; 95% CI=1.06-4.42). This association
was confirmed in boys with AIS (OR=2.31; 95% CI=1.05-5.08) and childhood AIS
(OR=3.33; 95% CI=1.28-8.70), but not in boys with perinatal AIS. Girls carrying at least one
apoE &4 allele were found to have a 4.32-fold (95% CI=1.04-17.92) increased risk for the
development of AIS and a 5.5-fold (95% CI=1.07-28.25) increased risk for childhood AIS.
The strongest association with OR>10.0 was found between FV Leiden and perinatal AIS for
both genders (OR=10.94; 95% Cl= 1.07-112.00 for boys, and OR=13.81; 95% CI=1.72-
110.52 for girls), whereas the lowest risk for perinatal AIS was observed in girls who were
carriers of at least one HPA-3b allele (OR=0.14; 95% CI=0.03-0.64). Combined
heterozygosity for FV Leiden and FV HR2 was found in children with AIS only (P=0.012).
Furthermore a 5.51-fold increased risk for perinatal AIS (95% CI=1.22-24.82) was observed
in children with the genotype combination GA/AA. The genotype combination CC/AC for
polymorphisms MTHFR C677T and MTHFR A1298C was found to cause a 4.71-fold
increase in the risk for AIS in boys. Increased risk for HMU was found in carriers of the
haplotype HA2 (HPA1a2a3a-ACED; OR=4.06; 95% Cl= 1.03-15.98).

Conclusions: This case-control study has confirmed the association between FV Leiden and
stroke that was also observed in numerous studies so far, but it has also shown that other
previously not reported polymorhisms (FXIII-A Val34Leu, HPA-3) can be related to stroke
subgroups in Croatian population, as well as the combination of FV Leiden and FV HR2
polymorphisms. Analysis performed in gender-specific stroke subgroups revealed the
association of different polymorphisms in boys (FXIII-A Val34Leu, HPA-3 and combination
of MTHFR polymorphisms) and girls (apoE &4 allele). Obtained results has at least partially
elucidated the impact of new investigatedpolymorphisms in the etiology of stroke in children

and their impact depending on gender, type of stroke and time of stroke onset.

Keywords: pediatric stroke, children, genetic polymorphisms, coagulation factors,

homocystein metabolism
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lipoprotein velike gustoce (engl. high density lipoprotein)
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ljudski trombocitni aloantigeni (engl. Human Platelet Alloantigen)
haplotip R2

intrakranijalno (intracerebralno) krvarenje (engl. intracranial hemorrhage)
insercijsko delecijski polimorfizam

lipoprotein intermedijarne gustoce (engl. intermediate density lipoprotein)
ishemijski moZdani udar

Medunarodna studija o moZdanom udaru u djece (engl. International Pediatric
Stroke Study)

Medunarodno drustvo transfuziologa (engl. International Society of Blood
Transfusion, ISBT)

Medunarodno drustvo za trombozu i hemostazu (engl. International Society on

Thrombosis and Haemostasis, ISTH)
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LDL
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mRNA
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lipoprotein a

protein slican LDL receptoru (engl. LDL receptor related protein 1)
glavni sustav tkivne snoSljivosti (engl. Major Histocompatibility Complex)
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Nacionalni centar za biotehnoloske informacije (engl. National Center for
Biotechnology Information)

odjek rizika (engl. odds ratio)

inhibitor aktivatora plazminogena (engl. Plasminogene activator inhibitor)1
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lancana reakcija polimerazom (engl. polimerase chain reaction)
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perinatalni moZdani udar
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(engl. Russel Viper venom-V)

subarahnoidalno krvarenje (engl. subarachnoid hemorrhage)
S-adenozilmetionin

standardna devijacija

polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
tromboza venskih sinusa (engl. sinovenous thrombosis)

srediS$nji Ziv€ani sustav

prolazni ishemijski napadaj (engl. transitory schemic attack)

tetrahidrofolat



t-PA
u-PA
VLDL
VWF

tkivni aktivator plazminogena (engl. tissue type plasminogen activator)
urokinazni aktivator plazminogena (engl. urokinase plasminogen activator)
lipoprotein vrlo niske gustoce (engl. very low density lipoprotein)

von Willebrandov ¢imbenik

hi-kvadrat



SADRZAJ

1. UVOD
1. 1. MOZDANI UDAR U DJECE

1. 1. 1. DEFINICIJA I KLASIFIKACIJA
1. 1. 2. EPIDEMIOLOGUJA
1. 1. 2. 1. Incidencija
1.1.2.2. Dob
1. 1. 2. 3. Spol
1. 1. 2. 4. Etni¢nost i geografska rasprostranjenost
1. 1. 3. ETIOLOGIJA
1. 1. 3. 1. Etiologija IMU
1. 1. 3. 2. Etiologija HMU
1. 1. 3. 3. Etiologija perinatalnog IMU
1. 1. 4. PATOGENEZA
1. 1. 4. 1. Krvne zile vrata i mozga (moZdana cirkulacija)

1. 1. 5. KLINICKA SLIKA

1. 2. POLIMORFIZMI U GENIMA ZA KOAGULACIJSKE I

FIBRINOLITICKE CIMBENIKE
1. 2. 1. FIBRINOGEN
1.2.2. PROTROMBIN
1. 2. 3. KOAGULACISKI CIMBENIK V
1. 2. 3. 1. Struktura i funkcije FV
1. 2. 3. 2. Nasljedna rezistencija na aktivirani protein C (APC)
1. 2. 4. KOAGULACISKI CIMBENIK XIII (FXIII)
1. 2. 4. 1. Struktura i funkcija FXIII
1. 2. 4. 2. Polimorfizam FXIII-A Val34Leu
1. 2. 5. INHIBITOR AKTIVATORA PLAZMINOGENA 1 (PAI-1)

1. 3. METABOLIZAM HOMOCISTEINA

1. 3. 1. METIONINSKI CIKLUS
1. 3. 2. TRANSSULFURACIISKI CIKLUS
1. 3. 3. POLIMORFIZMI GENA MTHFR

1. 4. GENI KOJI KONTROLIRAJU INTERMEDIJARNE RIZICNE

CIMBENIKE

R L NSNS AR e

—
W N <o

14
15
16
18
18
20
22
22
23
24
26
26
28
28

29



1. 4. 1. ANGIOTENZIN-KONVERTIRAJUCI ENZIM (ACE)
1.4. 1. 1. Polimorfizam I/D u genu ACE
1. 4. 2. APOLIPOPROTEIN E (APOE)

1. 5. LJUDSKI TROMBOCITNI ALOANTIGENI

1.5. 1. GENSKA REGULACIA. POLIMORFIZMI GLIKOPROTEINSKIH
KOMPLEKSA I PROMJENE FUNKCIJSKIH OSOBINA
TROMBOCITA

2. OBRAZLOZENJE TEME
3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
4. MATERIJALI I METODE
4.1. ISPITANICI
4.2. METODE

4.2. 1. IZDVAJANJE GENOMSKE DNA
4.2.2. DOKAZIVANJE POLIMORFIZAMA METODOM LANCANE
REAKCIJE POLIMERAZOM I HIBRIDIZACIJOM POMOCU
SUSTAVA TESTNIH TRAKA CVD STRIP ASSAY
4.2.2. 1. Umnozavanje produkata metodom M-PCR
4. 2. 2. 2. Provjera reakcije umnozavanja produkata metodom M-PCR
4. 2. 2. 3. Hibridizacija umnozenih produkata
4.2.2.4. Analiza i tumacenje dobivenih rezultata
4.2.3. GENOTIPIZACIJA HPA METODOM ALEL-SPECIFICNOG PCR-A
4.2.4. STATISTICKA ANALIZA

5. REZULTATI

5. 1.
5.2.

5.3.

5.4.

5. 5.

KARAKTERISTIKE SKUPINA ISPITANIKA
REZULTATI MORFOLOSKIH PRETRAGA MOZGA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM

5.2. 1. RASPODJELA BOLESNIKA (DJECE) PREMA TIPU MOZDANOG

UDARA

KLINICKI SIMPTOMI I RIZICNI CIMBENICI MOZDANOG UDARA
UDJECE
KARAKTERISTIKE SKUPINA DJECE PREMA TIPU MOZDANOG
UDARA
KARAKTERISTIKE SKUPINE DJECE S ARTERIJSKIM ISHEMIJSKIM

29
30
31
34

37
40
42
43
43
44
44

44
45
46
47
48
50
53
54
54

57

57

58

60



MOZDANIM UDAROM 64
5. 6. REZULTATI SLIKOVNIH MORFOLOSKIH PRETRAGA MOZGA U

DJECE S ARTERIJSKIM ISHEMIJSKIM MOZDANIM UDAROM 67
5.7. KLINICKI SIMPTOMI I RIZICNI CIMBENICI ARTERIJSKOG
ISHEMIJSKOGA MOZDANOG UDARA 70
5.8. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM I U KONTROLNOJ SKUPINI 72
5.8. 1. POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA S MOZDANIM
UDAROM U DJECE 75
5.9. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM PREMA SPOLU 77
5.9. 1. POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA S MOZDANIM
UDAROM U DJECE PREMA SPOLU 83
5.10. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM PREMA TIPU MOZDANOG UDARA 85
5.10. 1. POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA PREMA
TIPU MOZDANOG UDARA U DJECE 88

5.11. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
ARTERIJSKIM ISHEMIJSKIM MOZDANIM UDAROM PREMA

DOBI POJAVE MOZDANOG UDARA 92
5.12. UCESTALOSTI KOMBINACIJE GENOTIPOVA FV I MTHFR U DJECE
S MOZDANIM UDAROM 99
5.13. UCESTALOSTI HAPLOTIPOVA POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM 102
6. RASPRAVA 105
7. ZAKLJUCCI 118
POPIS LITERATURE 120
ZIVOTOPIS 144
POPIS OBJAVLJENIH DJELA 145
TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA 148

BASIC DOCUMENTATION CARD 149



1. UVOD

1. 1. MOZDANI UDAR U DJECE

MozZdani udar (MU) u djece je relativno rijetka bolest s viSestrukom etiologijom koja
istovremeno predstavlja znaCajan uzrok smrtnosti i kronicnog pobola. Iako je incidencija
bolesti mnogo manja u odnosu na odrasle, MU u djece je ¢esc¢i i od tumora mozga te se ubraja
u 10 najces¢ih uzroka smrtnosti u djece, s najviSom stopom smrtnosti u prvoj godini Zivota (1,
2).

Smatra se kako je neuroloski ishod nakon preboljenog MU u djece najcesc¢e povoljan te
da djeca s oSte¢enjima iste teZine i lokalizacije imaju bolju prognozu od odraslih zbog
plasticnosti mozga. Unato¢ tome, istraZivanja su pokazala kako se ponovljeni MU javlja u
priblizno 20%, dok su epilepticni napadaji ili neki drugi neuroloski poremecaji kao npr.

trajna kognitivna i motorna disfunkcija zastupljeni ¢ak u 70% djece (3-7).

1. 1. 1. DEFINICIJA I KLASIFIKACIJA

Klasi¢na definicija MU Svjetske zdravstvene organizacije prema kojoj je MU "naglo
razvijanje klinickih znakova ZariSnog ili globalnog poremecaja moZdanih funkcija, sa
simptomima koji traju 24 sata ili duZe, ili vode k smrti, bez drugog jasnog uzroka, osim
znakova oStecenja krvnih Zila" (8), ne moZe se u potpunosti primijeniti u djece. Za razliku od
odraslih, u djece sa simptomima karakteristicnima za prolazni ishemijski napadaj (engl.
transitory ischemic attack, TIA), moguce je dokazati postojanje MU slikovnim prikazima
mozga unato¢ prolaznim simptomima (9).

Nadalje, klasi¢na definicija MU je isklju¢ivo klinicka, Sto predstavlja ograni¢enje u
djece s obzirom da neki od klini¢kih simptoma, kao npr. napadaji i akutna hemipareza nisu
strogo specificni za MU, ve¢ mogu biti posljedica epizoda slicnih MU bez vaskularnog
uzroka, migrene ili metabolickog MU (9, 10). Stoga dijagnozu MU nije moguce potvrditi bez
dokaza o postojanju MU slikovnim prikazima mozga koji ujedno omogucuju i razlikovanje
MU od drugih paroksizmalnih neuroloSkih poremecaja (11).

Iako ne postoji univerzalna definicija, MU u djece nastaje zbog naglog prekida opskrbe
krvlju u dijelu sredi¥njega Zivéanog sustava (SZS) kao posljedica nagle okluzije ili rupture

mozdane cirkulacije koja dovodi do ZariSnog oStec¢enja s neuroloskim poremecajima (12, 13).



Sira definicija MU u djece obuhvaca, kao i kod odraslih, dva osnovna tipa, ishemijski
(IMU) 1 hemoragijski mozZdani udar (HMU) koji se u potpunosti razlikuju prema
patofizioloSkom uzroku nastanka (14). IMU nastaje zbog prekida dotoka krvi, odnosno
nedostatne cirkulacije i neodgovarajuce opskrbe kisikom u podrucju krvnih zila mozga i vrata
(15), dok HMU nastaje kao posljedica krvarenja iz mozdanih krvnih Zila u ekstravaskularne
intrakranijalne ili intraspinalne prostore (12). Oba tipa MU mogu se podijeliti u podtipove

koji imaju razli¢ite uzroke, klini¢ku sliku i klini¢ki tijek, ishod i terapijske strategije (Slika

1.).
MOZDANI UDAR l

ISHEMIJSKI HEMORAGIJSKI

Intracerebralno i
intrakranijalno
krvarenje

PERINATALNI
ISHEMIJSKI

ISHEMIJSKI U
DJECJOJ DOBI

Arterijski| | Venski

Subarahnoidalno
krvarenje

FETALNI NEONATALNI | |"PRETPOSTAVLJENI"

Venski Venski

Arterijski Arterijski Arterijski

Slika 1. Podjela mozdanog udara u djece (modificirano prema 16, 17).

U literaturi naj¢eSce susrecemo dvije definicije za IMU koje se minimalno razlikuju
1ako obje ukljucuju klini¢ke i objektivne neuroradioloske slikovne dokaze. Prema prvoj se

IMU definira kao Zari$ni neuroloSki poremecaj najvjerovatnije vaskularne prirode, koji traje



najmanje 1 sat 1 kod kojeg postoje slikovni dokazi moZdanog infarkta magnetskom
rezonancijom (MR) mozga (15, 18). Prema drugoj definiciji IMU je bilo kakav neuroloski
dogadaj, ukljucujuci i napadaj, koji je povezan s akutnim infarktom potvrdenim MR-om. (17,
19).

S obzirom da se IMU u djece mozZe javiti tijekom cijelog djetinjstva u razli¢itim dobnim
razdobljima za koje su karakteristi¢ni razli€iti rizini ¢imbenici, klini¢ki simptomi i ishod
(17), definirane su dvije zasebne podskupine: perinatalni IMU i IMU u djecjoj dobi.

Prema novoj definiciji, perinatalni IMU je skupina heterogenih poremecaja u kojima
postoji Zari$ni prekid protoka krvnih Zila mozga kao posljedica arterijske tromboze, tromboze
venskih sinusa (engl. sinovenous thrombosis, SVT) mozga ili embolije, u razdoblju izmedu
20. gestacijskog tjedna i 28. dana postnatalno koji je potvrden slikovnim prikazima mozga ili
neuropatoloskim obdukcijskim nalazima. Kako nije moguce sa sigurnoS$¢u utvrditi tocno
vrijeme nastanka IMU, predloZzena je klasifikacija i podjela perinatalnog IMU prema

gestacijskoj ili postnatalnoj dobi dijagnoze MU na:

1. fetalni - dijagnosticiran prije rodenja djeteta uporabom fetalnih slikovnih metoda
ili u mrtvorodene djece na temelju neuropatoloskog obdukcijskog nalaza

2. neonatalni — dijagnosticiran nakon rodenja djeteta do 28. dana postnatalno,
ukljucujuéi i u nedonoscadi

3. '"pretpostavljeni' perinatalni — dijagnosticiran nakon 28. dana postnatalno
ukljucujuéi i u nedonoscadi kod kojih se samo moZe pretpostaviti, ali bez potpune
sigurnosti da je ishemijski dogadaj nastao u razdoblju izmedu 20. gestacijskog

tjedna i 28. dana postnatalno (16)

IMU koji nastaje izmedu 28. dana postnatalno i 18. godine Zivota definira se kao IMU u
djecjoj dobi. Nadalje, i unutar perinatalnog i IMU u djec¢joj dobi razlikujemo podjelu prema
lokalizaciji IMU na arterijski IMU (AIMU) kao posljedicu okluzije unutar arterijske opskrbe
mozga i SVT kao posljedicu okluzije u venskom drenaznom sustavu mozga (Slika 1.) (20).

HMU obuhvaca spontano intrakranijalno i intracerebralno krvarenje u moZdani
parenhim koje je udruZzeno sa ZariSnim neuroloskim poremecajima i netraumatsko
subarahnoidalno krvarenje (engl. subarachnoid hemorrhage, SAH) koje Cesto nije udruZeno s

neuroloSkim poremecajima (15, 21).



1. 1. 2. EPIDEMIOLOGIJA

Epidemiologija MU u djece se znacajno razlikuje u odnosu na odrasle (22). Iako je do
danas objavljeno viSe razli¢ith populacijskih epidemioloskih studija, njima je uglavnom
obuhvacen relativno mali broj djece 1 to preteZzno iz zapadnoeuropskih 1 sjevernoamerickih

drzava, dok je vrlo mali broj studija iz ostalih dijelova svijeta (23).

1. 1. 2. 1. Incidencija

Prvi podatci o incidenciji MU potje€u iz 1970. godine kad je objavljena prva
populacijska studija, prema kojoj je godiSnja incidencija za oba tipa MU iznosila 2,52 na
100.000 djece (24). U posljednjih 25 godina biljezi se stalan porast incidencije MU kao
rezultat tehnoloSkog napretka i vece dostupnosti razli€itih tehnika slikovnih prikaza mozga
koji su omogucili lakSu dijagnostiku i klasifikaciju bolesti.

Na temelju epidemioloskih istrazivanja provedenih u razli¢itim populacijama u
posljednih 30 godina, godiSnja incidencija MU u djece mlade od 18 godina iznosi 1,3-13,0 na
100.000 djece (23, 25-27). lako se objavljene godiSnje incidencije razlikuju prema
geografskoj rasprostranjenosti ovisno o definiciji MU 1 kriterijima za ukljucivanje djece u
studiju, najveci broj autora navodi incidenciju od priblizno 3,0 na 100.000 djece (22). Pri
tome se neka istrazivanja odnose samo na IMU, dok se samo u manjem broju istrazivanja
incidencija odnosi na oba tipa MU (IMU i HMU) (23). Ucestalost pojedinog tipa MU
znacajno se razlikuje ovisno o dobi (9). Za razliku od odraslih gdje je IMU mnogo ceSce
zastupljen (80-85%) od HMU, u dje¢joj se populaciji opisuje vrlo mala razlika izmedu
zastupljenosti pojedinih tipova MU, priblizno 55% ishemijskih i 45% hemoragijskih (9, 22).
Godi$nja incidencija IMU iznosi izmedu 0,2 u japanskoj populaciji (28) i 7,9 u francuskom
registru iz Dijona (26), a za HMU izmedu 1,51 5,1 na 100.000 djece (24, 29).

Za razliku od AIMU, SVT mozga se rijetko pojavljuje u dje¢joj dobi, s godiSnjom
incidencijom od 0,3 do 0,67 na 100.000 djece (11, 15, 30). Prema dostupnim literaturnim
podatcima, perinatalni AIMU je najc¢es¢i tip mozdanog infarkta u djece i to cak 17 puta ¢eS¢i
od AIMU u djecjoj dobi (11, 31). Iako za ovo dobno razdoblje postoji relativno mali broj
epidemioloskih istraZivanja, godi$nja incidencija perinatalnog AIMU iznosi izmedu 1/1600
(32) i 1/5000 zive novorodene djece, odnosno od 17 do 63 slucaja na 100.000 Zive

novorodene djece (32, 33).



GodiSnja incidencija spontanog intrakranijalnog (intracerebralnog) krvarenja (engl.

intracranial hemorrhage, ICH) iznosi 0,8, a SAH-a 0,3 na 100.000 djece (34).

1. 1. 2. 2. Dob

Istrazivanja o utjecaju dobi kao ¢imbenika rizika za nastanak MU pokazala su znacajne
razlike. Unato¢ tome, u svim je istrazivanjima utvrdeno kako djeca mlada od godine dana
imaju najveci rizik za nastanak MU jer se javlja ¢ak u 50% od svih slucajeva MU u djecjoj
dobi (34-37). Nadalje, prema studijama u kojima su analizirana zasebno djeca mlada od
mjesec dana i starija djeca, visokorizi¢no dobno razdoblje za nastanak MU je u djece mlade
od mjesec dana kada se dogada 8-35% svih slucaja MU (23).

Za ostale dobne skupine dobiveni su proturje¢ni rezultati. Neki su autori utvrdili kako se
rizik za nastanak oba tipa MU smanjuje nakon prve godine Zivota, dostiZe nadir izmecu 5.1 9.
godine, s novim porastom rizika za pojavu IMU 1 HMU u adolescenata (34, 35). Suprotno
tome, neki autori nisu ustanovili porast rizika za IMU u adolescenata (36, 38), nego postupni
pad rizika sa starosnom dobi, s najmanjim rizikom u djece od 12 do 18 godina (37).

Sto se tice HMU u djece mlade od 10 godina, ICH je &e3éi oblik, dok se SAH esée

pojavljuje u adolescenata (39).

1. 1. 2. 3. Spol

Dobro je poznato kako su u odrasloj populaciji muskarci skloniji nastanku MU u
generativnoj Zivotnoj dobi (40). Gotovo sve su objavljene populacijske studije pokazale kako
djecaci imaju veci rizik za nastanak MU od djevoj¢ica. Samo u jednoj studiji nije utvrdena
veca zastupljenost djeCaka u odnosu na djevojCice (omjer 0,8:1) (41), a u dvije studije nije
postojala razlika izmedu spolova (28, 42). U svim ostalim studijama izracunati omjeri djecaka
u odnosu na djevojCice iznosili su od 1,15:1 do cak 4,0:1 (23). Pojedina¢ni su rezultati
potvrdeni i u velikoj medunarodnoj multicentricnoj studiji o MU u 1187 djece iz razlicitih
svjetskih centara (engl. International Pediatric Stroke Study, IPSS) u kojoj je utvrden omjer

djecaka u odnosu na djevojcice od 1,49:1 (43).



1. 1. 2. 4. Etni¢nost i geografska rasprostranjenost

Epidemioloska istrazivanja o MU u djece su gotovo iskljucivo provedena u ekonomski
razvijenim drzavama, s uglavnom prevladavaju¢om bjelaCkom populacijom. Iznimku ¢ine
dva istraZivanja s >98%-tnom zastupljenoS¢u Japanaca i Kineza (28, 44). Od populacijskih
studija samo je studija Fullerton i sur. bila etnicki heterogena s dovoljnim brojem djece u
svakoj etni¢koj podskupini za medusobnu usporedbu. U ovoj studiji dokazan je 2 puta veci
rizik za nastanak MU u crne afroamericke djece u odnosu na bijelce, ¢ak i nakon §to su iz
obrade iskljucena djeca sa srpastom anemijom. Isti rizik opaZen je za Azijate i za bijelce, dok

je relativni rizik za nastanak MU bio manji u Latinoamerikanaca (34).

1. 1. 3. ETIOLOGIJA

Etiologija MU u djece je vrlo sloZzena i znaCajno se razlikuje u odnosu na odraslu
populaciju, gdje ateroskleroza i hipertenzija predstavljaju glavne rizi¢ne cimbenike za
nastanak MU (15, 22). Danas je poznato viSe od 100 razli€itih nasljednih i steCenih rizi¢nih
¢imbenika od kojih su najceS¢e sr€ane, hematoloSke i sistemske bolesti, infekcije,
protromboticki, metabolicki i vaskularni poremecaji (Tablica 1.), dok su neki rizi¢ni
¢imbenici izrazito rijetki (15, 27, 45).

Etiologija 1 ishod MU znacajno se razlikuje s obzirom na tip MU i dob djeteta. Iako su
neki rizi¢ni ¢imbenici istovjetni 1 za nastanak IMU 1 za HMU, kao npr. anemija srpastih
stanica i Fabryjeva bolest koje uzrokuju i trombozu i krvarenje, neki se medusobno razlikuju i

karakteristi¢ni su za pojedini tip MU (18).

1. 1. 3. 1. Etiologija IMU

Iako je dosad utvrden veci broj nasljednih i steCenih rizicnih ¢imbenika za nastanak
IMU u djece, etiologija je joS uvijek nepoznata u priblizno 30% slucajeva (9, 14).

Dobro poznati rizi¢ni ¢imbenici ukljucuju nasljedne i steCene sréane bolesti, strukturne
anomalije krvnih Zila, protromboticke, metabolicke 1 vaskularne poremecaje, hematoloske

bolesti, infekcije, te traume glave i vrata (Tablica 1.).



Tablica 1. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak moZzdanog udara u djece (modificirano prema 15,
47, 48).

MOZDANI UDAR

ISHEMIJSKI

Srcéane bolesti

Nasljedne sr¢ane bolesti (stenoza aorte i
mitralne valvule, otvoreni foramen ovale,
atrijski i ventrikularni septalni defekt)
Reumatska sr¢ana bolest
Kardiomiopatija

Endokarditis/Miozitis

Poremecaji sr¢anog ritma

Hematoloske bolesti

Anemija srpastih stanica

Sideropeni¢na anemija
Mijeloproliferativne bolesti

(policitemija, trombocitemija)
Leukemija, limfomi

Nasljedna trombofilija (manjak
antitrombina, proteina C ili S, FV Leiden)
SteCena trombofilija (diseminirana
intravaskularna koagulacija,
antifosfolipidni sindrom)

Metabolicke bolesti

Mitohondrijski poremecaji
Homocistinurija/hiperhomocisteinemija
Fabryjeva bolest

Dislipidemija

Infektivne bolesti i uzrocnici

Bakterijski meningitis
Virus Varicella zoster, HIV,
Parvovirus B19, neuroborelioza

Vaskulopatije

Sindrom moya-moya (primarni ili
sekundarni)

Fibromuskularna displazija
Neurofibromatoza tip 1
Tuberozna skleroza

Disekcija krvne Zile

Prolazna moZdana arteriopatija

Vaskulitis

Postinfektivni vaskulitis
Sistemski eritemski lupus
Poliarteritis nodosa
Takayasuov sindrom
Henoch-Schonleinova purpura
Kawasakijev sindrom

HEMORAGIJSKI

Strukturne abnormalnosti krvnih Zila

e Arterio-venske malformacije
Intrakranijalne aneurizme
Kavernozni angiom
Arterijska fibromuskularna displazija
Nasljedna hemoragijska
teleangiektazija
e Sturge-Weberov sindrom

Hematoloske bolesti
¢ Hemoglobinopatija
e Trombocitopenija
e Hemofilija i ostale koagulopatije
(hipofibrinogenemija)

Traume glave
e Subduralno krvarenje
e Epiduralno krvarenje

Metabolicke bolesti
e Glutari¢na acidurija tip ['1 11
e Homocistinurija
e Fabryjeva bolest

Hipertenzija

e Prirodena adrenalna hiperplazija
e Uporaba stimulacijskih lijekova
e Koarktacija aorte

Nasljedne vaskulopatije
Ehlers-Danlosov sindrom
Neurofibromatoza

Tuberozna skleroza

Sindrom moya-moya
Osler-Weber-Rendeova bolest
Von Hippel-Lindauov sindrom



Cesto je moguée utvrditi viSe rizi¢nih ¢imbenika i to u ¢ak 60% djece s IMU (9).
Dosadasnja istrazivanja, kao i nedavno objavljeni rezultati multicentricne studije IPSS o
rizicnim C¢imbenicima, pokazali su razliCite ucestalosti pojedinih rizi¢nih c¢imbenika u
razli¢itim populacijama i geografskim podru¢jima (46). Unato¢ tome, neaterosklerotske
arteriopatije i srcane bolesti utvrdene su kao univerzalni rizi¢ni ¢imbenici, bez obzira na
geografsko podrucje (17, 46).

Osim dobro utvrdenih monogenskih poremecaja povezanih s nastankom IMU u djece
kao Sto su anemija srpastih stanica, Fabryjeva bolest, mitohondrijska encefalopatija-MELAS,
sindrom moya-moya, homocistinurija 1 nasljedni poremecaji metabolizma lipida, sve je viSe
podataka koji upucuju na vaznost protrombotickih poremec¢aja zbog promjena na razini gena
koji reguliraju ¢imbenike zgruSavanja i fibrinolize (10, 49). U multicentri¢noj studiji IPSS
dobivena je statistiCki znacajna razlika izmedu ucestalosti protrombotickih poremecaja i
drugih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak MU u razli¢itim dijelovima svijeta, a najveca ucestalost

protrombotickih poremecaja od Cak 38% zabljeZena je u Europi (46).

1. 1. 3. 2. Etiologija HMU

Krvarenje u mozgu najceS¢e nastaje kao posljedica traume (slucajnih ozljeda) ili
neurokirur§kih zahvata na mozgu. Spontani ICH najceS¢e nastaje zbog strukturnih
abnormalnosti krvnih Zila s posljedicnom rupturom, intrakranijalnih tumora mozga, najcesce
meduloblastoma i primitivnih neuroektodermalnih tumora mozga ili hematoloskih bolesti (15,
21, 50).

Od ostalih poznatih rizi¢nih ¢cimbenika navode se kavernozne malformacije (kavernozni
angiom), vaskulopatije, vaskulitis, mozdane i sistemske infekcije, hipertenzija, a ponekad,
iako rijetko, i uporaba sredstava ovisnosti. Unato¢ dosad utvrdenim rizi¢nim ¢imbenicima,
idiopatska intraparenhimska krvarenja u djece su relativno Cesta (23%) (50). NajceS¢i uzrok
krvarenja su arterio-venske malformacije (AVM), dok mnogo rjede (u priblizno 10%

slucajeva) krvarenje nastaje kao posljedica rupture intrakranijalnih aneurizmi. Za razliku od

-----

1. 1. 3. 3. Etiologija perinatalnog IMU

Etiologija perinatalnog IMU znacajno se razlikuje od IMU u djecjoj dobi jer osim

fetalnih/neonatalnih rizi¢nih ¢imbenika ukljucuje joS 1 majCine i1 perinatalne rizi¢ne ¢imbenike
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(Slika 2.) i to posebice kod teSkog i dugotrajnog poroda (2, 10, 51).

MAJCINI RIZICNI

J FETALNI/ NEONATALNI
CIMBENICI

POREMECAJI

¢ Trombofilija
¢ Neplodnost i lijeCenje
neplodnosti (in vitro
fertilizacija)

¢ Nasljedna trombofilija
e Blizanacka trudnoca
e Fetalna/neonatalna
policitemija

PERINATALNI

® Preeklampsija ISHEMIJSKI ¢ Nasljedne sr¢ane bolesti
® ProduZena ruptura MOZDANI ¢ Neonatalna hipoglikemija
membrane (>24h) UDAR

¢ Trajna fetalna cirkulacija ili
izvantjelesna membranska
oksigenacija

¢ Intrauterini zastoj u rastu

¢ Fetalne/neonatalne infekcije i
meningitis

¢ Perinatalna asfiksiia

¢ Korioamnionitis

® Majcini autoimuni
poremecaji ili
antitijela

¢ Antifosfolipidni

sindrom

NESPECIFICNI
RIZICNI
CIMBENICI
¢ Spol (muski spol)
e Rasa i etni¢nost
¢ Dehidracija

Slika 2. Rizi¢ni Cimbenici za nastanak perinatalnog IMU koji uklju¢uju majcine rizi¢ne
¢imbenike, fetalne/neonatalne poremecaje, te nespecifi¢ne rizicne ¢imbenike (prema 16).

U usporedbi s IMU u drugim dobnim razdobljima, perinatalni IMU ima jedinstvene
osobine. Normalna trudno¢a sama po sebi predstavlja fizioloSko protromboticko i proupalno
stanje, pa je tako i rizik za nastanak MU u majke 34 puta veci u prvih 3 dana nakon poroda
(52, 53). Majke i djeca su posebno podloZna trombozi i tromboembolijskim komplikacijama
tijekom trudnoce i poroda. Osim visokih vrijednosti hematokrita i povecane viskoznosti krvi u
fetusa uz istodobno smanjenu funkciju antikoagulacijskog sustava, novija istraZivanja
pokazuju da i nasljedna trombofilija u majke moZe povecati rizik za nastanak tromboze u
fetusa, iako to¢na uloga majCine trombofilije u etiologiji perinatalnog IMU jo$ uvijek nije u
potpunosti razjaSnjena (53, 54). Kako je u etiologiji perinatalnog IMU istovremeno ukljuceno

viSe rizi¢nih ¢imbenika, kako fetalnih, tako i majcinih tijekom trudnoce i poroda, smatra se



kako IMU najvjerojatnije nastaje kao rezultat sloZzenog medudjelovanja viSe rizi¢nih
¢imbenika (16, 55).
Unatoc€ sve brojnijim spoznajama o rizicnim ¢imbenicima perinatalnog IMU, u 25-47%

slucajeva nisu utvrdeni rizi¢ni ¢imbenici, slicno kao i u djec¢joj dobi (51, 56).

1. 1. 4. PATOGENEZA

Patogeneza MU razlikuje se ovisno o etiologiji 1 tipu MU (Slika 3.). Tri razlicita
mehanizma mogu uzrokovati IMU: tromboza, embolija, ili sistemska hipoperfuzija, od kojih
je mnajceS¢i uzrok tromboza mozdanih arterija zbog primarnih anatomskih strukturnih

abnormalnosti samih arterija ili nasljednih i stecenih protrombotickih poremecaja.

ISHEMIJSKI HEMORAGIJSKI
Isl!emi]skc_n podrudje INTRACEREBRALNA HEMORAGIJA
mozdanag tkiva koje I krvna Zila u mozgu prsne | prouzraéi

se moze sacuvati

~
“
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krvarenje U okolno mozdano tkivo

Infarktno
podrudje
mrtvog
moidanog .
tkiva e

' Subarahnoidni prostor
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Slika 3. Patogeneza ishemijskog i hemoragijskoga mozdanog udara (prema 59).
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Lokalizirana okluzija moZzdane arterije nastaje u policitemiji ili u hiperkoagulabilnim
stanjima. Alternativno, anatomske strukturne abnormalnosti mogu uzrokovati nastajanje
tromba ili mehanicku opstrukciju kao npr. u fibromuskularnoj displaziji, arteritisu ili
arterijskoj disekciji (12, 15). Tromboza i embolija mozga mogu uzrokovati stenozu i potpunu
okluziju krvnih Zila vrata i mozga.

Embolija moZdanih arterija najc¢es¢i je uzrok IMU u djece s nasljednim sréanim
greSkama i strukturnim promjenama mozdanih arterija. Embolus iz srca moze izravno u¢i u
mozdanu cirkulaciju ili kroz desno-lijevi intrakardijalni spoj kod atrijskoga septalnog defekta,
otvorenog foramena ovale ili Fallotove tetralogije (12).

U patogenezi perinatalnog MU najvazniju ulogu imaju tromboza intrakranijalnih krvnih
zila ili embolija zbog tromba nastalih u ekstrakranijalnim krvnim zilama, srcu, umbilikalnoj
veni ili posteljici. lako nije moguée u potpunosti utvrditi tocan izvor, posteljica sa svojim
zasebnim hemostatskim mehanizmom vjerovatno predstavlja najvazniji lokus u patologiji
perinatalnog IMU, pa se fetalna strana posteljice smatra najéeS¢im izvorom embolusa (16,
53). Otvoreni foramen ovale omogucuje trombima podrijetlom iz fetalne strane posteljice
embolizaciju u fetusu tako Sto zaobilazeci jetrenu i pluénu cirkulaciju dolaze izravno u fetalni
mozak (57).

U sluCaju naglog pada tlaka dolazi do naruSene mozdane perfuzije zbog smanjene
sistemske perfuzije, §to uzrokuje osteéenje SZS. Sistemska hipoperfuzija kao i zatajenje srca
zbog hipovolemije (sistemske hipotenzije) moze uzrokovati ishemijsko oste¢enje mozga koje
je Cesto difuznije u usporedbi sa ZariSnim ozljedama zbog tromboze ili embolije. U konacnici
moZzdana ishemija dovodi do oSte¢enja mozga bez obzira na njen uzrok (okluzivni ili
hipotenzivni), koje je ovisno o stupnju ishemije, tj. postotku smanjenog protoka u odnosu na
normalni protok i trajanju ishemije (sistemska hipotenzija ili lokalno smanjenje mozdanog
protoka) (12).

Mozdano krvarenje nastaje kod krvarenja iz moZzdanih krvnih Zila te prodora i
izlijevanja krvi u ekstravaskularne intrakranijalne ili intraspinalne prostore (12). Zbog
prevelike koli¢ine krvi unutar zatvorene intrakranijske Supljine dolazi do porasta tlaka i
posljedi¢ne ishemije koja dovodi do ZariSne ozljede mozga ili tkiva produZzene mozdine (58).
U slucaju kad su nakupine krvi odvojene od parenhima mozga duralnom ili arahnoidalnom
membranom, krvarenje je epiduralno ili subduralno, dok je u sluCaju kad krv teCe izvan
intrakranijskih krvnih Zila i ispod povrSine mozga krvarenje subarahnoidalno, a kod krvarenja

u mozdani parenhim intracerebralno (12).
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1. 1. 4. 1. Krvne zile vrata i mozga (mozdana cirkulacija)

Mozak opskrbljuju krvlju dvije parne krvne Zile: unutarnja karotidna i vertebralna
arterija (ekstrakranijalne arterije) koje su u intrakranijalnom dijelu povezane u Willisov
arterijski krug (Slika 4A.). Willisov arterijski krug je funkcionalni sustav mozdanih arterija na
bazi mozga, koji je sastavljen od medusobno povezanih ogranaka velikih mozdanih arterija,
prednje, srednje i straZznje moZdane arterije, te prednje i straZznje komunikacijske arterije.
Funkcija Willisovog arterijskog kruga je preusmjeravanje krvi iz bazena s ve¢om opskrbom u

bazen s manjom opskrbom u slu¢aju smanjene opskrbe krvi u jednom dijelu.
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Slika 4. (A) Arterije povezane u Willisov arterijski krug; (B) Prikaz glavnih moZdanih arterija
(prema 61).

MozZdane arterije zajedno s karotidnim i vertebralnim arterijama ¢ine prednju i straZnju
mozdanu cirkulaciju (Slika 4B.). Prednju moZdanu cirkulaciju ¢ine unutarnje karotidne
arterije iz kojih se tijekom prolaska kroz kavernozni sinus odvaja oftalmicna arterija, dok se

nakon izlaska iz kavernoznog sinusa grana na straznju komunicirajucu arteriju, prednju
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koroidnu arteriju te zavrSne grane, prednju i srednju moZzdanu arteriju. Prednje moZdane
arterije povezuje mala prednja komunikacijska arterija. Srednja moZdana arterija je najveca
mozdana arterija i najvaznija grana unutarnje karotidne arterije (12, 15, 60).

Straznju mozdanu cirkulaciju, koja se naziva i vertebro-bazilarna cirkulacija, Cine
vertebralne arterije, bazilarna arterija, cerebelarna arterija i1 straZnje moZdane arterije.
Vertebralne arterije nakon ulaska u lubanjsku Supljinu kroz foramen magnum daju dvije grane
za lednu mozdinu: prednju i straZnju spinalnu arteriju te jednu za mali mozak, straznju donju
cerebelarnu arteriju. Vertebralne se arterije spajaju u bazilarnu arteriju koja tee uz prednju
stranu produzZene moZdine i ponsa gdje se dijeli na dvije zavrSne grane, straznje moZdane
arterije koje su medusobno povezane straZnjom komuniciraju¢om arterijom. StraZnjom
mozdanom cirkulacijom opskrbljuju se mali mozak, produzena moZzdina i kaudalni dio ponsa
(60).

Venski sustav mozga sastoji se od mreZe povrSinskih i dubokih vena koje skupljaju
vensku krv kroz duralne sinuse i ulijevaju je ve¢im dijelom u unutarnju jugularnu venu, a
manjim dijelom u vanjsku jugularnu venu. Duboki venski sustav ¢ine dubinske moZzdane vene
koje dolaze mozdane unutrasnjosti i ulijevaju se u veliku mozdanu venu, venu Galeni (15,

62).

1. 1. 5. KLINICKA SLIKA

Specifi¢na klinicka slika MU ne postoji, ve¢ se ona uvelike razlikuje ovisno o dobi,
uzroku i lokalizaciji MU (15, 47 63). NeuroloSki simptomi mogu biti ZariS$ni i generalizirani.
Zari$ni neuroloski simptomi su odraz poremeéaja funkcije odredenog dijela oiteéenog mozga.
Generalizirani neuroloski simptomi mogu se pojaviti u razli¢itim oblicima MU. Najces¢i op¢i
simptomi su glavobolja, muc¢nina i povracanje, generalizirani epilepticki napadaji, te
poremecaj svijesti koji se moze razviti do kome (64).

MU se moze ocitovati naglim ili blagim pocetnim smetnjama moZdane cirkulacije, s
klinickom slikom koja se javlja odmah u trenutku nastanka bolesti ili postupnim pogorSanjem
klinicke slike. Obi¢no embolijski MU ima nagli pocetak, dok trombotic¢ki moZe imati
progresivni pocetak. IMU 1 HMU se ne mogu razlikovati prema klini¢kim simptomima.

Zari$ni neuroloski poremeéaji su najée$¢i klinicki simptomi AIMU, ponajprije
hemipareza, a od ostalih simptoma to su napadaji, glavobolja, problemi s govorom i

poremecaji svijesti. NajcesS¢i simptomi MU u straZznjoj cirkulaciji su ataksija, vrtoglavica i
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povracanje (14). Epileptic¢ki napadaji su posebice Cesti u novorodencadi s IMU i biljeZe se u
25-40% slucajeva, bez pratecih znakova encefalopatije (poremecaja svijesti, tonusa,
povrac¢anja). Ponekad se IMU u dojenceta ocituje nespecificnim znakovima koji obuhvacaju
hipotoniju, apneju ili somnolenciju (letargija), obi¢no bez zariSnih neuroloskih poremecaja
(27). Cesto se dijagnoza postavlja kasnije nakon 4-8 mijeseci kada se u dojendeta oituje
asimetrija pokreta ili epilepticki napadaji uz znakove MU koji se mogu uociti
neuroradioloskim tehnikama (65, 66).

Klini¢ki simptomi HMU ponajprije su ovisni o dobi djeteta, opsegu i lokalizaciji
krvarenja (27). Iako su tipi¢ni simptomi HMU, intraparenhimnog i subarahnoidnog krvarenja,
glavobolja 1 povracanje, simptomi mogu biti napadaji, poremecaj svijesti i/ili ZariSni
neuroloski poremecaji, pa tako iznenadni gubitak svijesti upucuje ponajprije na HMU (67).
AVM, intrakranijalne aneurizme i kavernozne malformacije sa slikom HMU Kklinicki se
oCituju iznenadnomn intenzivnom glavoboljom, bolovima u vratu, fotofobijom i fonofobijom,
mucninom 1 povracanjem uz poremecaj svijesti s pojavom ZariSnih neuroloskih znakova ili
bez njih.

Klini¢ka slika SVT ovisna je o dobi i mjestu tromboze. Simptomi su nespecificni, te
mogu biti blagi 1 preklapati se sa simptomima upale ili dehidracije u obliku napadaja,
poremecaja svijesti 1 encefalopatije ili mogu biti Zari$ni 1 difuzni kao Sto su glavobolja,

mucnina i povracanje (15).

1.2. POLIMORFIZMI U GENIMA ZA KOAGULACIJSKE 1
FIBRINOLITICKE CIMBENIKE

Za odrzavanje normalnoga hemostatskog odgovora nuZzna je ravnoteza izmedu
protrombotic¢kih i antitromboti¢kih procesa koji se odrZzavaju medudjelovanjem stani¢nih
komponenti, topljivih plazmatskih proteina i endotelnih Cimbenika. FizioloSku ravnotezu
mogu naru$iti poremecaji na razini gena koji utjeCu na sintezu, aktivnost, bioraspoloZivost ili
metabolizam specifi¢nih ¢imbenika koji sudjeluju u hemostatskom odgovoru (68).

Povecani rizik za nastanak tromboze i klinickih ishemijskih dogadaja povezuje se s
polimorfizmima vise razlicitih gena za koagulacijske i fibrinoliticke ¢imbenike koji sudjeluju
u razli¢itim hemostatskim procesima. Rezultati dosadaSnjih istrazivanja ukazali su na mogucu

povezanost nekoliko genskih (nasljednih) rizi¢nih ¢imbenika tromboze s MU: izolirani
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manjak proteina C, ¢imbenik V (FV) Leiden i ¢imbenik II (FII) G20210A (10, 49, 69).
Pojedinacni rezultati istraZivanja u razli¢itim zemljama potvrdeni su u multicentri¢noj studiji
IPSS koja je ukazala na statisticki znacajnu razliku u ucestalosti protrombotickih poremecaja

u razlicitim dijelovima svijeta, s najve¢om ucestalosti od ¢ak 38% u Europi (46).

1. 2. 1. FIBRINOGEN

Fibrinogen je glikoprotein (GP) molekularne mase 340 kDa koji se sastoji od dva
simetricna dimera gradena od 3 homologna polipeptidna lanca Aa, Bf i y, medusobno
povezana s 29 disulfidnih veza (70). Strukturno se molekula fibrinogena sastoji od tri
domene: srediSnje domene E u kojoj su medusobno spojeni aminoterminalni dijelovi svih 6
polipeptidnih lanaca i dvije periferno smjeStene domene D koje sadrze karboksiterminalne
dijelove lanaca BB iy (71).

Svaki se polipeptidni lanac sintetizira u hepatocitima neovisno jedan od drugog, a
kodiraju ih 3 razliCita gena: FGA kodira lanac Aa, FGB lanac Bf, a FGG lanac y. Geni su
poredani u nizu FGG-FGA-FGB i organizirani u skupinu gena koja zauzima podrucje od 50
kilobaza (kb) na dugom kraku 4. kromosoma (4q23-32) (72). FGA, koji zauzima srediSnji
polozaj u ovoj skupini gena, sastoji se od 5 eksona i odgovoran je za sintezu polipeptidnog
lanca gradenog od 625 aminokiselinskih ostataka. FGB je smjeSten 13 kb nizvodno od FGA i
sadrzi 8 eksona, a transkripcija se odvija u suprotnom smjeru od FGA i1 FGG. Pritom je
sinteza lanca Bp koji je graden od 461 aminokiselinskog ostatka, ograniavajuci ¢imbenik u
sintezi molekule fibrinogena. Tre¢i polipeptidni lanac od 411 aminokiselinskih ostataka
kodira FGG koji je smjesten 10 kb uzvodno od FGA (Slika 5.) (73).

Fibrinogen je nazastupljeniji od svih koagulacijskih ¢imbenika, s koncentracijom u
plazmi od 2,0-4,0 g/L. Protein je akutne faze, a poviSene koncentracije nalazimo u Zena i u
starijoj dobi, kao i u puSaca, Secernoj bolesti, hiperlipidemiji, hipertenziji i upali. Postoje
¢vrsti dokazi o snaznoj povezanosti poviSenih koncentracija fibrinogena, tromboze i
kardiovaskularnih bolesti. Osim neosporne Cinjenice da poviSene koncentracije fibrinogena
same po sebi utjeCu na strukturu fibrinskog ugruska, fibrinogen ima znaajnu ulogu u
nastajanju tromboze sudjelovanjem u vaznim hemostatskim procesima kao prethodnik fibrina,
medijator agregacije trombocita i vazan ¢imbenik koji znacajno utjece na viskoznost plazme

(68, 76, 77).
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Slika 5. Shematski prikaz organizacije skupine gena FGG-FGA-FGB na 4. kromosomu koji
kodiraju sintezu polipeptidnih lanaca y, Aa i B molekule fibrinogena. Slika prikazuje i
poloZaje najces¢ih polimorfizama u genima FGA 1 FGB. Smjer transkripcije za svaki gen
oznacen je strelicom, a kodirajuce regije ispunjenim pravokutnicima (modificirano prema 74,
75).

Polimorfizmi u fibrinogenskim genima mogu utjecati na koncentraciju i kvalitetu
sintetiziranog fibrinogena pa se stoga s vaskularnim bolestima mogu povezati polimorfizmi
koji rezultiraju poviSenim koncentracijama fibrinogena, abnormalnom (promijenjenom)
strukturom ugruska ili poremec¢enom fibinolizom (73). Razli¢iti su polimorfizmi utvrdeni u
sva tri gena, od kojih najvise u lokusu koji kodira lanac Bp. Nekoliko polimorfizama u
promotorskoj regiji lanca BP fibrinogena povezuje se s poviSenim koncentracijama
fibrinogena, a jedan od najceSce ispitivanih je polimorfizam u kojem je gvanin zamijenjen
adeninom na polozaju —455 (-455 G>A) (78). ViSe je studija pokazalo kako nosioci alela A
imaju visSe vrijednosti fibrinogena zbog povecane transkripcije lanca Bf za 1,2-1,5 puta u
odnosu na nosioce alela G (povecani rizik za kardiovaskularne bolesti 1 ishemijski MU u
odraslih) (79). Povezanost ovog polimorfizma s MU u odrasloj populaciji pronadena je u 3
studije: Kessler i suradnici pronasli su povezanost genotipa AA s IMU velikih krvnih Zila
(80), Nishiuma i suradnici dvaput visi rizik za IMU u hipertenzivnih bolesnika nosioca alela

A (81), a Martiskainen za lakunarnim IMU (79).

1. 2. 2. PROTROMBIN

Protrombin (FII) je protein ovisan o vitaminu K koji se sintetizira u jetri kao inaktivni

prethodnik trombina. Aktivirani ¢imbenik zgruSavanja X (FXa) aktivira protrombin u
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trombin. Trombin zauzima srediSnje mjesto u hemostatskom odgovoru organizma na ozljedu,
izravnom aktivacijom trombocita i viSe Cimbenika zgruSavanja: V, VII, XI i XIII, Sto
rezultira nastajanjem fibrinskog ugruska iz topljivog fibrinogena. PoviSene aktivnosti
protrombina izravno utjecu na koli¢inu stvorenog trombina pa time predstavljaju moguci
protromboticki rizi¢ni ¢imbenik.

Poort i suradnici su 1996. godine opisali tockastu mutaciju koja nastaje zbog zamjene
gvanina adeninom na poloZaju 20210 u 3’ nekodirajucoj regiji u genu za protrombin (F2)
(82). Gen F2 veliCine 21 kb smjesten je na kromosomu 11 i sastoji se od 14 eksona (Slika 6.).
Mutacija rezultira pojacanim izrezivanjem na 3’ kraju s posljedi¢nim nakupljanjem mRNA
(83). Mutacija ne utjeCe na strukturu molekule protrombina, ali je povezana s blagom
hiperprotrombinemijom pa heterozigoti imaju priblizno 30%, a homozigoti 70% vise
aktivnosti od nosioca divljeg tipa (82). Pokazano je kako hiperprotrombinemija rezultira
znacajnim porastom stvaranja trombina, hiperkoagulabilnim stanjem i povecanim rizikom za

vensku trombozu za priblizno 3-4 puta (84).

[Eksoni]1284 56 789101112 1314

Il Ii B | X

13 14

3UT -

Mutacija G20210A |.'-ATGG1TOOCAATAAAAGTGACTCTCAGCEAGGC:FE

Slika 6. Tockasta mutacija G20210A u 3' nekodiraju¢oj regiji u genu za protrombin (F2) u
kojoj je gvanin zamijenjen adeninom na poloZaju 20210 (prema 85).

Prevalencija mutacije razlikuje se s obzirom na geografsku rasprostranjenost i rasnu
pripadnost. Ukupna prevalencija mutacije u opcoj bjelackoj populaciji iznosi priblizno 2%, s
tim da je prevalencija od 2-4% u juznoj Europi dvaput veca od prevalencije u sjevernoj
Europi. Izrazito je rijetko zastupljena u ostalim populacijama, tj. u Azijata 1 Afrikanaca kao 1

u domorodackoj populaciji Australije i Amerike (86).
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U zapadnoeuropskim zemljama mutacija je prisutna u 6-8% uzastopnih bolesnika s
venskom trombozom 1 do 18% bolesnika s nerazjasnjenom obiteljskom anamnezom venske

tromboze (82, 87).

1. 2. 3. KOAGULACIJSKI CIMBENIK V (FV)

Koagulacijski ¢imbenik V (FV) je iznimno vazan protein s dvojnom ulogom u
odrZzavanju hemostatske ravnoteze zbog izravnog sudjelovanja kako u prokoagulacijskom
tako 1 u antikoagulacijskom mehanizmu zgruSavanja krvi. Sukladno tome, poremecaj u
izrazaju ili regulaciji prokoagulacijske ili antikoagulacijske funkcije FV moZe rezultirati

krvarenjem ili trombozom (88).
1. 2. 3. 1. Struktura i funkcije FV

Gen koji kodira FV (F5), veli¢ine 80 kb, smjesten je na dugom kraku 1. kromosoma na

lokusu 1923 (g21-25), a sastoji se od 25 eksona i 24 introna (89) (Slika 7A..).
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Slika 7. Struktura ljudskog gena za FV (F5) i proteina FV. (A) Shematski prikaz strukture
gena F5; (B) Struktura jednolan¢anog FV (Mr=330 kDa) sa shematskim prikazom rasporeda
domena i poloZaja slobodnih cisteinskih ostataka 1 onih koji tvore disulfidne mostove dok su
polozaji N-glikozilacije prikazani sivim rombovima; (C) Struktura aktiviranog ¢imbenika V
(FVa), heterodimera koji se sastoji od teSkog (domene Al i A2) i lakog lanca (domene A3, C1
1 C2) koje su medusobno povezane kalcijevim ionom (prema 90).
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FV je jednolancani GP molekularne mase 330 kDa ¢ija koncentracija u plazmi iznosi 21
nmol/L. Od ukupnog FV, 20-25% je pohranjeno u trombocitnim o-granulama u djelomi¢no
aktivnom obliku vezanom na multimerin (91). Plazmatski FV sintetizira se u jetri, dok se
trombocitni FV manjim dijelom sintetizira u megakariocitima, a ve¢im se dijelom adsorbira iz
plazme endocitozom. Nativni je protein graden od 2224 aminokiseline i sadrzava signalni
peptid od 28 aminokiselina koji se otcjepljuje nakon premjeStanja u endoplazmatsku mreZicu.
Molekula zrelog FV (Slika 7B.) koja se izlucuje u plazmu gradena je od 2196 aminokiselina,
a sastoji se od 3 domene A (Al, A2 i A3), srediSnje domene B i 2 domene C (C1 i C2).
Strukturna grada FV (A1-A2-B-A3-CI1-C2) je slicna strukturnoj gradi Cimbenika VIII
(FVIII). FV je podloZzan brojnim posttranslacijskim modifikacijama koje ukljucuju
fosforilaciju, sulfataciju i glikozilaciju, pa je tako utvrdeno postojanje 2 funkcionalno razlicite
varijante FV, nazvane FV, 1 FV;, koje su rezultat razlike u glikozilaciji domene C2 (92-94).
Obje su varijante zastupljene i u krvi i u trombocitima u molarnom odnosu 33:67 (FV:FV;).

Jednolancani FV je proko¢imbenik koji tek nakon aktivacije postaje funkcionalan.
Utvrdeno je kako FV aktivira nekoliko proteaza, medu kojima trombin, FXa, enzim iz
zmijskog otrova (engl. Russel Viper Venom, RVV-V) 1 plazmin. Trombin, kao najvazniji i
kljucni fizioloski aktivator, aktivira FV uzastopnim proteolitickim cijepanjem 3 peptidne veze
(Arg™, Arg'""® i Arg"**) u domeni B, §to rezultira izrezivanjem sredi$nje domene B i njenim
cijepanjem u 2 visokoglikozilirana ulomka molekularnih masa 71 i 150 kDa. Aktivacijom FV
nastaju 2 ulomka, od kojih je prvi sastavljen od domena Al 1 A2 (M,=105 kDa) i nazvan
teSkim lancem, dok je drugi nazvan lakim lancem (M,=74 kDa) koji je sastavljen od domena
A3, CI i C2 (90, 95). U molekuli aktiviranog FV (FVa) teski i laki lanac su medusobno
povezani nekovalentnim vezama u prisutnosti kalcijevog iona (Slika 7C.).

Na teSkom lancu FVa nalaze se vezna mjesta za FXa 1 protrombin, dok se na lakom
lancu nalaze vezna mjesta za FXa i membranske fosfolipide. Aktivni kofaktor FVa veze se s
FXa na trombocitnoj membrani u enzimski kompleks protrombinazu koji pretvara protrombin
vezan na membranskoj povrSini u trombin (89). lako i sam FXa mozZe aktivirati protrombin,
reakcija se odvija izrazito sporo. Za razliku od toga, ugradnjom FVa u kompleks,
eksponencijalno se povecava kataliticka aktivnost FXa i do 300.000 puta, Sto ujedno
omogucava nastajanje fizioloski potrebnih koli¢ina trombina (95). Iako nije u potpunosti
razjasnjena kofaktorska aktivnost FVa, smatra se kako djeluje kao receptor za FXa i ¢vrsto ga
veze 1 zadrzava na membranskoj povrSini.

Inaktivacija FVa odvija se sli¢no aktivaciji FV, tj. proteolitickim cijepanjem teSkog
lanca na polozajima Arg’®, Arg™®® i Arg®”’, djelovanjem aktiviranog protena C (APC) u
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prisutnosti proteina S (PS). Nakon poetnog mjesta cijepanja na poloZaju 506, Sto rezultira 40
puta manjim afinitetom FVa za FXa, tek se daljnjim cijepanjem na poloZaju 306 FVa u
potpunosti inaktivira, uz odvajanje domene A2 (88).

Nativni FV ima 1 antikoagulacijsku funkciju koja postaje izrazena nakon cijepanja na
polozaju Arg’® djelovanjem APC-a. Novonastali FV je ko&imbenik koji ubrzava inaktivaciju

aktiviranog ¢imbenika VIII (FVIIla) posredovanu APC-om 1 PS (96).

1. 2. 3. 2. Nasljedna rezistencija na aktivirani protein C (APC)

Molekularna osnova rezistencije (otpornosti) na APC (nasljedna rezistencija na APC) je
u >95% slucajeva toCkasta mutacija u genu F5. Mutacija nazvana FV Leiden nastaje zbog
zamjene gvanina adeninom na poloZaju 1691 u eksonu 10, §to rezultira sintezom proteina s
promijenjenim aminokiselinskim slijedom u teSkom lancu FVa u kojem je arginin zamijenjen
glutaminom na polozaju 506 (Arg506Gln, R506Q) (97). S obzirom da se mutacija nalazi na
ciljnom mjestu djelovanja APC-a, istodobno je usporena inaktivacija (razgradnja) FVa za 10-
20 puta, a smanjena je i antikoagulacijska kofaktorska aktivnost FV u inaktivaciji FVIIIa (98).
Utvrdeno je kako heterozigoti za FV Leiden imaju 5-8 puta vedi rizik za nastanak venske
tromboze, a homozigoti ¢ak 80 puta vec¢i rizik (84, 99, 100).

Prevalencija FV Leidena znacajno se razlikuje u razli¢itim populacijama i iznosi od 2%
do 15% u zdravoj bjelackoj populaciji, s tim §to je CeS¢e zastupljena u Skandinaviji i sjevernoj
Europi, ali 1 na istoénom Mediteranu (88, 101). FV Leiden je prisutan u priblizno 18%
bolesnika s dubokom venskom trombozom i u 40% bolesnika s obiteljskom trombofilijom
7).

Osim FV Leiden utvrdene su i druge mutacije i polimorfizmi koji doprinose rezistenciji
na APC (Tablica 2.). Ispitivanjem utjecaja mutacija koje se nalaze na preostalim mjestima
proteolitickog cijepanja APC-om (306 i 679), pokazano je kako mutacije FV Cambridge
(R306T, Arg306Thr) i FV Hong Kong (R306G, Arg306Gly) pokazuju samo blagu
rezistenciju na APC, dok mutacija na poloZaju R679 ne rezultira rezistencijom na APC (102).
Mutacija u teSkom lancu FV Liverpool (I359T, Ile359Thr) takoder rezultira blagom
rezistencijom na APC zbog novonastalog glikozilacijskog mjesta na poloZaju Asn™’ koje
steriCki ometa djelovanje APC-a, ali se povezuje s povecanim rizikom za nastanak tromboze u

mladoj zivotnoj dobi (102, 103).
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Tablica 2. Prikaz mutacija i polimorfizama u FV koji su povezani s nasljednom rezistencijom
na aktivirani protein C (prema 88).

Zamjena Zamjena Uobicajeni naziv Domena Ekson Broj
nukleotida | aminokiselina SNP*
G1691A Arg506GIn FV Leiden A2 10 rs6025
G1091C Arg306Thr FV Cambridge A2 7 /
A1090G Arg306Gly FV Hong Kong A2 7 /
T2150C 11e359Thr FV Liverpool A2 8 /
G1628A Arg485Lys / A2 10 rs6020
T1328C Met385Thr A2 8 rs6033
A4070G His1299Arg B 13 rs1800395
A5380G Met1736Val Haplotip R2 A3 16 rs6030
A6755G Asp2194Gly C2 25 rs6027
A2391G Ser739Ser B 13 rs6021
A2663G Lys830Arg B 13 rs4524
A2684G His837Arg Alel A/G B 13 rs4525
A2683G Lys897Asp B 13 rs6032

*SNP- polimorfizam jednog nukleotida

Blaga rezistencija na APC rezultat je i haplotipa R2 (HR2) koji je otkriven 1996. (104,
105). HR2 ukljucuje 13 polimorfizama u kodiraju¢oj regiji gena F5, u eksonima 13 i 16,
medu kojima je najceS¢e analiziran polimorfizam R2 (A4070G) u eksonu 13, zbog kojeg
dolazi do zamjene histidina argininom na poloZaju 1299 (H1299R, His1299Arg) u domeni B
(106, 107). Kako je izmedu polimorfizama unutar haplotipa utvrdena neravnoteZna
povezanost, za potvrdu prisutnosti HR2 dovoljno je utvrditi polimorfizam R2 (108). Uz
polimorfizam R2 jo§ je 3 polimorfizma: M385T (Met385Thr), M1736V (Metl736Val) i
D2194G (Asp2194Gly) povezano sa sniZzenim vrijednostima FV u plazmi i1 blagom
rezistencijom na APC, ali samo u homozigota, dok kod heterozigota to nije slucaj (109). HR2
je relativno Cesto zastupljen u Europi, Aziji, Africi i Australiji, s utvrdenom ucestalosti alela
R2 u zdravoj populaciji, vecoj od FV Leidena, u rasponu od 5 do 17% (105, 110-112).

O povezanosti ovog haplotipa s venskom trombozom dobiveni su proturjecni rezultati.
Prema nekim studijama prisutnost ovog haplotipa predstavlja blagi neovisni rizi¢ni ¢imbenik
za nastanak venske tromboze, dok je prema drugim studijama povezanost s venskom
trombozom utvrdena samo u slucaju kad je uz ovaj haplotip prisutan i FV Leiden (105, 113,

114).
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1. 2. 4. KOAGULACIJSKI CIMBENIK XIII (FXIII)

1. 2. 4. 1. Struktura i funkcija FXIII

Koagulacijski ¢imbenik XIII (FXIII) je protransglutaminaza koja se u plazmi nalazi kao
heterotetramer sastavljen od po 2 podjedinice A i B (FXIII-A,B»). Podjedinice se sintetiziraju
odvojeno pa se tako podjedinica A, koja je ujedno aktivni dio FXIII (FXIII-A), sintetizira u
megakariocitima i monocitima/makrofazima, dok se podjedinica B (FXIII-B) koja ima ulogu
proteinskog nosaca FXIII-A sintetizira u hepatocitima. FXIII-B se nalazi u plazmi u suvisku
te se priblizno 50% FXIII-B u plazmi nalazi u slobodnom obliku. Za razliku od toga FXIII-A
se u plazmi nalazi iskljucivo vezan u kompleksu s FXIII-B. Strukturno razli¢it FXIII nalazi se
u trombocitima, megakariocitima i monocitima, ali isklju¢ivo kao dimer sastavljen od 2
podjedinice A (FXIII-A,). Izrazito visoka koncentracija FXIII-A; nalazi se u trombocitima i
to priblizno 100-150 puta viSa od one u plazmi (115).

U cirkulaciji je >90% FXIII vezano na fibrinogen na kojem se nalazi vezno mjesto za
FXIII-B, pa fibrinogen sluzi kao nosa¢ neaktivnog oblika FXIII u cirkulaciji (116). FXIII se
aktivira u zavrSnoj reakciji koagulacijske kaskade djelovanjem trombina 1 kalcijevih iona.
Prvo trombin proteoliticki otcjepljuje aktivacijski peptid graden od 37 aminokiselina s N-
terminalnog dijela FXIII-A, nakon Cega se u prisutnosti kalcijevih iona odvaja FXIII-B od
tetramera, a dimer FXIII-A postaje aktivan oblik FXIII (FXIIIa). Otcjepljivanje aktivacijskog
peptida ubrzava se za priblizno 100 puta u prisutnosti fibrinogena i proteolitickih produkata
fibrina (polimerizirani des-A i des-A,B fibrinogen) (115).

FXIlla je transglutaminaza (EC 2.3.2.13) koja katalizira nastajanje poprecnih
kovalentnih veza izmedu glutaminskih i lizinskih ostataka dva susjedna y-lanca fibrina pri
¢emu nastaju dimeri y-lanaca, kao i polimerizaciju o-lanaca fibrina. Na taj se nacin povecava
mehanicka c¢vrsto¢a fibrinskih polimera koji ujedno postaju zaSticeni od fibrinoliticke
razgradnje (117).

Gen za FXIII-A (F13A) nalazi se na 6. kromosomu 1 sastoji se od 15 eksona odvojenih
pomocu 14 introna i kodira polipeptid od 731 aminokiseline. Opisano je >20 mutacija u genu
FI3A u bolesnika s izrazenim manjkom FXIII koje rezultiraju ¢ak i potpunim nedostatkom
FXIII-A. FXIII-A je polimorfan protein pa je poznato 5 polimorfizama koji rezultiraju
zamjenom aminokiselina u polipeptidu i nisu povezani s manjkom FXIII i sklonosti
krvarenju: Val34Leu, Tyr204Phe, Leu564Pro, Val650Ile i Glu651Gln, od kojih je relativno

Cesto zastupljen u populaciji i naj¢esce ispitivan Val34Leu (117).
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1. 2. 4. 2. Polimorfizam FXIII-A Val34Leu

Polimorfizam FXIII-A Val34Leu je toCkasta mutacija (G100T) u kodonu 34 u eksonu 2,
u genu F/3A u kojoj je gvanin zamijenjen timinom, Sto rezultira zamjenom valina leucinom
(FXIII-A Val34Leu). lako je polimorfizam prvi put opisan u finskoj populaciji u bolesnika s
manjkom FXIII-A, zakljuCeno je kako polimorfizam nije uzrok manjka FXIII-A jer je
homozigotni oblik utvrden i u zdravih ispitanika (118). S obzirom da se polimorfizam nalazi u
neposrednoj blizini aktivacijskog mjesta djelovanja trombina od kojeg je udaljen samo 3
aminokiseline, pretpostavljeno je kako bi ovaj polimorfizam mogao utjecati na aktivaciju
FXIII. Dokazano je da je u nosioca alela Leu34 otcjepljivanje aktivacijskog peptida i
aktivacija FXIII trombinom 2,5 puta brZa, i to kod niZze koncentracije trombina, nego u
nosioca alela Val34 (Slika 8.). Brza aktivacija FXIII rezultira i ubrzanim umrezenjem fibrina

kao 1 ve¢im stupnjem ugradnje inhibitora plazmina u fibrin (119).
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Slika 8. Aktivacija FXIII i moguéi antitromboticki utjecaj polimorfizma FXIII-A Val34Leu
na nastajanje fibrinskog ugruska. Nakon aktivacije FXIII trombinom, otcjepljuje se mali
aktivacijski peptid od podjedinice A. U sljedecem koraku podjedinica B koja sluzi kao nosac
podjedinice A odvaja se od tetramera, pa aktivno mjesto FXIII postaje dostupno za reakciju
umreZenja. Stupanj aktivacije FXIII i otcjepljenje aktivacijskog peptida ovisno je o
polimorfizmu Val34Leu (s porastom kataliticke koncentracije, ali uz smanjenu konstantu Km
u prisutnosti alela Leu). Ove promjene dovode do prijevremenog iscrpljivanja (nestajanja)
FXIII-A Val34Leu i smanjene reakcije umreZenja (prema 119).
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Pokazano je da polimorfizam nema utjecaj ni na koncentraciju FXIII u plazmi niti na
enzimsku aktivnost FXIII-A, ali su novija istrazivanja ukazala na utjecaj polimorfizma na
strukturu fibrinskog ugruska ovisno o koncentraciji fibrinogena u plazmi. Kod homozigota za
alel Leu koji su ujedno imali poviSenu koncentraciju fibrinogena u plazmi dokazano je da su
fibrinska vlakna guS¢a, poroznija i1 podloznija fibrinolizi, dok su kod nizh koncentracija
fibrinogena fibrinska vlakna bila tanja, gu$¢e pakirana i manje porozna. Za razliku od toga, u
nosioca divljeg tipa nisu uocene strukturne promjene ugruska bez obzira na koncentraciju
fibrinogena (119).

Utvrdena je izrazita razlika u prevalenciji ovog polimorfizama prema etnuckoj
pripadnosti, pa je relativno Cest u bjelackoj populaciji u kojoj iznosi priblizno 25%, a posebice
u nekim juzZnoameri¢kim indijanskim plemenima (40%), dok je vrlo rijetko zastupljen u
Japanaca u svega 0,01% (120).

Smatra se kako ovaj polimorfizam ima antitromboti¢ki u¢inak u okluzivnoj arterijskoj
bolesti i venskoj trombozi. Dosad je objavljeno 16 istraZivanja o povezanosti polimorfizma
Val34Leu s IMU, od kojih samo 2 u djecjoj populaciji. U vecini studija nije pronadena
povezanost, u 3 studije dokazana je zastitna uloga alela Leu34, dok je u samo jednoj studiji
alel Leu34 bio znac¢ajno povezan s povisenim rizikom za IMU. Prema objavljenim rezultatima
izgleda da ovaj polimorfizam nema zaStitnu ulogu, ali nije niti znacajan rizicni ¢imbenik za

IMU (117).

1. 2. 5. INHIBITOR AKTIVATORA PLAZMINOGENA 1 (PAI-1)

Inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) je uz inhibitor plazmina glavni inhibitor
fibrinolitickog sustava, koji brzim i specificnim djelovanjem inhibira oba aktivatora
plazminogena (serinske proteaze): tkivni aktivator plazminogena (engl. tissue type
plasminogen activator, t-PA) 1 urokinazni aktivator plazminogena (engl. wurokinase
plasminogen activator, u-PA). (121).

PAI-1 je jednolancani GP iz skupine inhibitora serinskih proteaza (serpina) koji je
graden od 379 aminokiselina s molekularnom masom od 48 kDa. VeZe se na t-PA i u-PA uz
nastajanje stabilnog kompleksa u omjeru 1:1 koji se izluCuje preko hepatocita. Trombociti i
endotelne stanice sintetiziraju aktivni oblik PAI-1 koji je nestabilan s poluvremenom Zivota

od 30 minuta, a u plazmi se veze na vitronektin, Sto stabilizira aktivni oblik.
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Ljudski gen za PAI-1 (SERPINE]) smjeSten je na dugom kraku 7. kromosoma, lokus
7921.3-q22 1 sastoji se od 9 eksona i 8 introna (121, 122). Unutar gena opisano je nekoliko
polimorfizama od kojih je dosad najc¢esce ispitivan polimorfizam jedne baze (4 ili 5
gvaninskih baza, gvanozina) u promotorskoj regiji gena 675 parova baza (pb) uzvodno od
pocetnog mjesta transkripcije (4G/5G). Dokazana je povezanost koncentracije PAI-1 u plazmi
1 polimorfizma 4G/5G, pa tako homozigoti za alel 4G imaju priblizno 25% viSu koncentraciju
PAI-1 u plazmi od homozigota za alel 5G. Razlog tome je razli¢ito vezanje transkripcijskih
regulacijskih proteina, pa je tako povecana transkripcija gena povezana s 4 gvanozina (alel
4G) 1 rezultira vezanjem samo transkripcijskog aktivatora, za razliku od 5 gvanozina (alel 5
G) kad se uz transkripcijski aktivator veZe i represorski protein koji smanjuje vezanje

aktivatora (Slika 9.).

Transkripcijski Niska koncentracija

Represorski
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Slika 9. Struktura gena za inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) i polozaj polimorfizma
4G/5G u promotorskoj regiji. Polimorfizam 4G/5G na poloZaju -675 utjee na transkripciju i
koncentraciju PAI-1 u plazmi. Povec¢ana transkripcija gena povezana je s 4 gvanozina (alel
4QG) §to rezultira vezanjem samo transkripcijskog aktivatora, dok se kod 5 gvanozina (alel 5G)
uz transkripcijski aktivator veze i represorski protein te na taj nafin smanjuje vezanje
aktivatora (prema 121).

PoviSene koncentracije PAI-1 mogu narusSiti normalan fibrinoliticki proces uklanjanja
fibrina, ¢ime poticu povecano odlaganje fibrina i posljedi¢no tromboticke dogadaje.
Povezanost polimorfizma 4G/5G 1 MU joS uvijek nije jasna. Neki autori smatraju da genotip
4G/4G predstavlja povecani rizik za MU, neki nisu utvrdili povezanost, a poneki ¢ak smatraju
da ima zaStitnu ulogu. Meta-analiza Tsantesa i suradnika (123) koja je ukljucivala 18 studija
nije pokazala znacajnu povezanost izmedu polimorfizma i IMU, ali je pretpostavljeno kako je

porast PAI-1 u reakcijama akutne faze izraZeniji u bolesnika s alelom 4G pa bi ovaj
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polimorfizam mogao imati utjecaj na rizik od IMU u akutnim stresnim situacijama

zajednickim djelovanjem s drugim prokoagulacijskim ¢imbenicima (123).

1. 3. METABOLIZAM HOMOCISTEINA

Homocistein (Hcy) je aminokiselina koja sadrzi tiolnu skupinu, a kako nije sastavni dio
proteina, nije je moguce unijeti u organizam ishranom. Nastaje isklju¢ivo kao meduprodukt u
metabolizmu metionina, jedine esencijalne aminokiseline koja sadrzi sumpor i koja ujedno
predstavlja jedini izvor Hcy u ljudskom organizmu.

Koncentraciju Hcy u plazmi kontroliraju 2 metabolicka puta: remetilacija Hcy u
metionin (metioninski ciklus) 1 transsulfuracija Hcy u cistein (transsulfuracijski ciklus), pri
¢emu je S-adenozilmetionin (SAM) vaZan regulator oba metabolicka puta (Slika 10.). U
fizioloSkim uvjetima priblizno 50% Hcy se remetilira, dok se preostalih 50% Hcy katabolizira

transsulfuracijom (124).

1. 3. 1. METIONINSKI CIKLUS

U stanici Hcy nastaje u metioninskom ciklusu demetilacijom metionina. Metionin
adenozil-transferaza u prisutnosti adenozin-trifosfata (ATP) aktivira metionin u univerzalni
donor metilne skupine SAM koji sudjeluje u viSe od 100 reakcija koje ukljuuju metilaciju
nukleinskih kiselina, proteina, fosfolipida, mijelina, polisaharida, kolina i kateholamina (125,
126). Prijenosom metilne skupine na metiltransferaze iz SAM-a nastaje meduprodukt S-
adenozilhomocistein koji se razgraduje u Hcy i adenozin djelovanjem S-adenozilhomocistein-
hidrolaze. Na taj se nacin obnavlja Hcy, omogucava novi prijenos metilne skupine i samim
tim stalno odrZava metioninski ciklus.

Hcy se remetilira u metionin pomoc¢u 2 razli¢ita mehanizma. U prvom mehanizmu
(folatni ciklus), koji se ujedno i ¢esce odvija, djelovanjem metionin-sintaze (MS) u prisutnosti
ko¢imbenika vitamina B, iz 5-metiltetrahidrofolata (5S-MTHF) nastaje tetrahidrofolat (THF).
Nastali THF se reciklira u 5-MTHF u dva koraka, pri ¢emu prvo nastaje 5,10-
metilentetrahidrofolat (5,10-MTHF), koji se nakon toga reducira u 5-MTHF djelovanjem
metilentetrahidrofolat-reduktaze (MTHFR). Drugi se remetilacijski mehanizam odvija rjede i

pomaze folatnom ciklusu u odrZzavanju metioninskog ciklusa 1 sintezi SAM-a. Ovaj
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mehanizam nije ovisan ni o vitaminu B, ni o folatima, ali je za reakciju nuZan betain kao
donor metilne skupine i betain-homocistein-metiltransferaza (BHMT), pri ¢emu nastaje
dimetilglicerin i metionin (124).

Folatni se ciklus odvija u svim tkivima, dok je alternativni remetilacijski mehanizam

ogranicen na jetru, a pretpostavka je da se odvija i u bubrezima (127).
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Slika 10. Metabolizam homocisteina i utjecaj mutacija MTHFR C677T i MTHFR A1298C
(modificirano prema 126, 128).
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1. 3. 2. TRANSSULFURACIJSKI CIKLUS

Hcy se metabolizira transsulfuracijskim ciklusom kad je koncentracija metionina viSa
od koncentracije potrebne za normalno odvijanje metioninskog ciklusa, kad je nadmasen
kapacitet remetilacije folatnog ciklusa ili u slu¢aju kad je potrebna sinteza cisteina (126). U
transsulfuracijskom ciklusu se iz metionina sintetizira cistein. Prve tri reakcije ciklusa
istovjetne su reakcijama metioninskog ciklusa koje zavrSavaju nastajanjem Hcy. Cistationin
B-sintaza (CBS) u prisutnosti vitamina Bg katalizira klju¢nu, u fizioloSkim uvjetima
nepovratnu reakciju u transsulfuracijskom ciklusu, spajanje Hcy sa serinom i nastajanje
cistationina. U sljede¢em koraku, u reakciji koja je ovisna o vitaminu Bg, razgradnjom
cistationina nastaje cistein (prethodnik glutationa) i a-ketobutirat djelovanjem y-cistationaze.
SuviSak cisteina se oksidira u taurin i anorganske sulfate ili izluCuje mokracom. Uloga
transsulfuracijskog ciklusa je, uz sintezu cisteina i katabolizam prekomjernog Hcy, nastajanje

sulfata potrebnih za sintezu heparina, heparan-, dermatan- i kondroitin sulfata (127).

1. 3. 3. POLIMORFIZMI GENA MTHFR

MTHER je flavoprotein, enzim (EC 1.5.1.20) koji katalizira demetilaciju 5,10-MTHF u
najzastupljeniji cirkulirajuci oblik folata u krvi 5-MTHF (Slika 10.). NuZan je u remetilaciji
Hcy u metionin kao donor metilne skupine.

Gen MTHFR se nalazi na 1. kromosomu (1p36.3) 1 sadrzi 11 eksona i 10 introna.
Najces¢i polimorfizam koji je povezan s blagom hiperhomocisteinemijom je zamjena
nukleotida citozina timinom na polozaju 677 (C677T) u eksonu 4, Sto uzrokuje zamjenu
valina alaninom na polozaju 226 i rezultira sintezom enzima s pojacanom osjetljivosti na
temperaturu i sa sniZzenom ukupnom aktivnosti za 30-50% (129). Ucestalost ove mutacije je
razli¢ita s obzirom na rasnu i etni¢ku pripadnost. Cesta je u bjelatkoj populaciji i u Azijata,
kod kojih ucestalost homozigota za alel T iznosi 10-13%, a heterozigota 50%, dok je vrlo
rijetko zastupljena u Afroamerikanaca. Hiperhomocisteinemija je prisutna samo u
homozigota, posebice u onih s manjkom endogenih folata.

U istom je genu opisana 1 druga mutacija u eksonu 7 u kojoj je adenin zamijenjen
citozinom na poloZaju 1298 (A1298C), $to u MTHFR uzrokuje zamjenu glutaminske kiseline
alaninom (130, 131). Rezultat ove mutacije je, slicno mutaciji C677T, smanjena aktivnost
enzima MTHFR koja je viSe izraZena u homozigota, ali za razliku od mutacije C677T enzim

nije pojacano osjetljiv na temperaturu. Smanjena aktivnost MTHFR je izrazenija u slucaju
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istodobne pojave oba polimorfizma, kao i1 utjecaj na porast koncentracije Hcy u odnosu na

utjecaj kod prisutnosti samo jedne mutacije.

1.4. GENI KOJI KONTROLIRAJU INTERMEDIJARNE RIZICNE

CIMBENIKE

S obzirom da je, za razliku od odraslih, ateroskleroza u djece zanemariva i ne
predstavlja znacajan rizi¢ni ¢imbenik za nastanak MU, mehanizmi koji dovode do pocetnog
oStecenja endotela i1 sluze kao okidaci za nastanak MU su nepoznati 1 nedovoljno istraZeni.
Pretpostavka je da bi polimorfizmi u genima koji kontroliraju intermedijarne rizi¢ne
¢imbenike, kao Sto su arterijska  stenoza, hipertenzija, hiperlipidemija i

hiperhomocisteinemija, mogli imati vaznu ulogu (10).

1. 4. 1. ANGIOTENZIN-KONVERTIRA JUCI ENZIM (ACE)

Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin converting enzyme, ACE) je
dipeptidil-karboksipeptidaza (EC 3.4.15.1), metaloproteinaza koja sadrzZi cink u aktivnom
centru, a enzimska aktivnost je ovisna o kloridima. Prisutan je u razli¢itim tkivima i stanicama
primarno kao integralni GP stanine membrane na luminalnoj povrSini endotelnih stanica
krvnih Zila, a posebice je izraZzen u plu¢nim 1 moZdanim kapilarama u mikrocirkulaciji. Osim
u endotelnim stanicama nalazi se i u epitelnim stanicama cetkaste prevlake bubreznih tubula,
crijeva i koroidnom pleksusu (132). Plazmatski ACE uglavnom potjece iz endotelnih stanica.

ACE ima vaznu ulogu u dva fizioloSka hormonska sustava: renin-angiotenzinskom i
kinin-kalikreinskom sustavu. Odgovoran je za pretvorbu neaktivnog dekapeptida angiotenzina
I (Ang I ili Ang 1-10) u aktivni oktapeptid angiotenzin II (Ang II ili Ang 1-8) s
vazokonstrikcijskim djelovanjem, koji je wujedno 1 glavni aktivni produkt renin-
angiotenzinskog sustava. Nadalje, ACE metabolizira bradikinin, vazodilatator sa snaznim
djelovanjem (neurokinin koji uzrokuje proSirenje krvnih Zila) u neaktivni metabolit bradikinin
1-5, ¢ime dodatno doprinosi suZenju krvnih zila i regulaciji krvnog tlaka.

IstraZzivanja o genskim polimorfizmima zapocela su 1988. godine nakon otkri¢a

Cambiena 1 suradnika o genskoj regulaciji aktivnosti ACE (133). Ljudski gen ACE je
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smjeSten na dugom kraku 17. kromosoma, na lokusu 17g23, dugacak je 21 kb i sastoji se od
26 eksona i 25 introna. Gen je odgovoran za izrazaj 2 izoforme ACE: somatskog (sACE),
gradenog od 1300 aminokiselina s molekularnom masom od 170 kDa i prisutnog u somatskim
stanicama, te germinalnog ili testikularnog (t-ACE) s manjom molekularnom masom od 100

kDa prisutnog samo u testisima.

1. 4. 1. 1. Polimorfizam I/D u genu ACE

Kloniranje ljudskog gena ACE omogucilo je otkrivanje mnogobrojnih polimorfizama,
pa je prema Nacionalnom centru za biotehnoloSke informacije (engl. National Center for
Biotechnology Information, NCBI) poznato viSe od 160 polimorfizama uglavnom jednog
nukleotida (SNPs), od kojih se samo 34 nalaze u kodirajucoj regiji (132).

Najcesce ispitivan polimorfizam ACE je insercijsko-delecijski polimorfizam (I/D),
kojeg su prvi opisali Rigat i1 suradnici 1990. godine (134). Autori su pronasli da dolazi do
umetanja slijeda od 287 pb (NCBI ref. SNP ID: rs1799752) u ponovljenim redoslijedima Alu
sekvencama u intronu 16, Sto rezultira intronskim alelom I, odnosno delecijskim alelom D u

slu¢aju kad nema insercije (Slika 11.).

mnons 1 ] B 15 17 | 26
& 1 &
! 2407
T5e61C| T.asec |, TIZTC GZNSA | GZISOA 4B56(CT),
T-93C
A5466C Cio) 1 kb
i

Slika 11. Shematski prikaz gena ACE s naznacenim poloZajem insercijsko/delecijskog (I/D)
polimorfizma (prema 132).

Polimorfizam je povezan sa stupnjem aktivnosti ACE 1 odgovoran za priblizno 50%
interindividualnih razlika aktivnosti ACE u plazmi i u tkivu. Homozigoti za alel D imaju
otprilike dvostruko visu aktivnost ACE u odnosu na homozigote za alel I, dok heterozigoti
(I/D) imaju srednje aktivnosti ACE (134).

Smatralo se da je ovaj polimorfizam odgovoran za dugovjecnost, a uvrden je i utjecaj

genotipa I/I na rani rast nakon rodenja, posebice u muske populacije. Brojna su istraZivanja
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pokazala povezanost ovog polimorfizma s razliCitim bolestima: SeCernom bolesti,
dijabetickom nefropatijom, Alzheimerovom i Parkinsonovom bolesti te karcinomom dojke
(135). Iako su dobiveni proturjecni rezultati za koronarnu sréanu bolest, opsezna je meta-
analiza pokazala samo povezanost polimorfizma gena ACE s aktivnosti enzima u plazmi, ali
ne i povezanost s kardiovaskularnim bolestima (136). Iako je pokazana znacajna, ali blaga
povezanost izmedu alela D i ishemijskog MU u odraslih u 2 meta-analize (137, 138), to nije

potvrdeno u kasnije provedenoj prospektivnoj studiji (139).

1. 4. 2. APOLIPOPROTEIN E (APOE)

Apolipoprotein E (apoE) je GP molekularne mase 34 kDa, graden od 299
aminokiselina, s viSestrukim bioloSkim funkcijama (140). Iako se uglavnom sintetizira u jetri,
u manjoj se mjeri sintetizira u makrofagima i u drugim organima i tkivima, prije svega u
mozgu, slezeni, bubrezima, spolnim i nadbubreznim Zlijezdama (141, 142). Strukturni je
protein hilomikrona, lipoproteina vrlo niske gustoce (engl. very low density lipoprotein,
VLDL), srednje gustoce (engl. intermediate density lipoprotein, IDL) 1 velike gustoe (engl.
high density lipoprotein, HDL) (143). Utvrdeno je da je apoE specifi¢ni visokoafinitetni
ligand za nekoliko stani¢nih receptora za:

¢ lipoprotein niske gustoce (engl. low density lipoprotein, LDL)

e protein sli¢an LDL receptoru (engl. LDL receptor related protein 1, LRP1)
e VLDL

e apoE (LRPS) (144)

ApoE je jedan od najvaznijih proteina koji regulira i kontrolira metabolizam lipida,
posebice transport kolesterola i metabolizam lipoproteinskih Cestica ¢ime izravno utjeCe na
medustani¢nu raspodjelu lipida i kolesterola (145-147). Specificno vezanje apoE na LDL
receptor nuzno je za katabolizam lipoproteina bogatih trigliceridima, hilomikrona i VLDL-a,
te uklanjanje njihovih visokoaterogenih ostataka, ostatnih hilomikrona i IDL-a iz plazme
(148). Kao sastavni dio HDL-kolesterola apoE je ukljucen i u obrnuti transport kolesterola, a
aktivira i nekoliko lipolitickih enzima kao Sto su jetrena lipaza, lipoproteinska lipaza i lecitin-

kolesterol-acil-transferaza. Osim osnovne uloge, smatra se kako je apoE uklju¢en u mnoge
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druge fizioloske i patoloske procese koji ukljucuju imunoregulaciju, homeostazu neurona,
obnavljanje Zivaca i tkiva (149).

Gen odgovoran za sintezu apoE (APOE) veli¢ine 3,6 kb smjeSten je na 19. kromosomu
(lokus 19q13.2) u blizini genskog kompleksa za apoC-I/C-II, te se sastoji od 4 eksona i 3
introna (150, 151). Kako je strukturni genski lokus APOE polimorfan postoje 3 osnovna alela
€2, €3 1 €4 koji definiraju 6 mogucih genotipova i pripadajucih fenotipova.

Aleli su definirani kombinacijom 2 kodiraju¢a SNP-a u 4. eksonu gena APOE
(rs429358 1 rs7412), a razlikuju se s obzirom na prisutnost citozina ili timina u kodonima 112
i 158, Sto rezultira sintezom jedne od 3 proteinske izoforme: E2, E3 ili E4. Izoforme apoE2 i
apoE4 razlikuju se od apoE3 samo u 1 aminokiselini, pa tako apoE3 sadrzi cistein na poloZaju
112 1 arginin na poloZaju 158 aminokiselinskog slijeda, dok apoE2 sadrZi na oba poloZaja

cistein, a apoE4 arginin (Slika 12A.) (140, 150).

1 112 168 299
(A) ‘
TGC] [TGC] ApoE2
Cys Cys *
[TGC] [cac] |  ApoE3
Cys Arg b
[cGC] [EGC] |  ApoE4
Arg Arg b
B)
N-terminalna domena apoE Vezno mjesto LDL C-terminalna domena apoE
receptora Vezno mjesto lipida
Helix 1|[H1]| Helix 2 Helix 3 ):( )
Povezanost s Izoformno-specificne Ucestalost alela
odredenom bolesti razlike aminokiselina
i €2 €3 €4

Hiperlipoproteinemija

apoE €2 " ateroskieroza cys 112  cys 158 €2 1-2% ~15% 1-2%

apoE €3 cys 112  arg 158 €3 ~55% ~25%

Alzheimerova bolest =10
apoE e4 A e e onn arg 112  arg 158 &4 1-2%

Slika 12. (A) Molekularna osnova polimorfizma APOE koja je odgovorna za sintezu 3
izoforme apoE (E2, E3 1 E4) kao posljedicu prisutnosti citozina ili timina u kodonima 112 i
158; (B) Linearni dijagram strukturne organizacije apoE prikazuje pojedine funkcionalne
regije, izoformo-specificne razlike aminokiselina na poloZajima kodona 112 1 158, ucestalost
pojedinih alela, kao i povezanost pojedine izoforme s rizikom za odredenu bolest (prema 141,
151).
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ApoE se sastoji od 2 strukturne domene, aminoterminalne i karboksiterminalne, od
kojih je svaka domena odgovorna za razliCite vazne funkcije samog apolipoproteina. Domene
su medusobno odvojene petljom, unutar koje se nalazi podrucje gdje se odvija proteoliticko
cijepanje trombinom. Aminoterminalnu domenu ¢ini 191 aminokiselinskih ostataka (poloZaji
1-191) strukturno organiziranih u 4 antiparalelne uzvojnice u obliku sveZnja. Unutar ove
domene, na polozajima 112 1 158 nalaze se polimorfni aminokiselinski ostaci koji definiraju
izoforme apoE, dok aminokiselinski ostaci smjeSteni na ¢etvrtoj uzvojnici na polozajima 134-
150 uz Arg'”? &ine vezno mjesto za LDL receptor. Aminokiselinski ostaci na poloZajima 225—
299 definiraju karboksiterminalnu domenu unutar koje aminokiselinski ostaci na poloZajima
244-272 predstavljaju vezno mjesto za povrSinske lipoproteine (Slika 12B.) (141, 152, 153).

Istrazivanja provedena u razli¢itim populacijama ukazala su na razliCite ucestalosti
pojedinih alela, pa je tako najveca ucestalost (65-70%) utvrdena za alel €3 u svim ispitivanim
populacijama, dok je najmanja frekvencija (5-10%) utvrdena za alel €2 (147, 152, 154). Od
genotipova najcesci je genotip €3/3, koji se stoga smatra referentnim, a prema utvrdenim
ucestalostima slijede genotipovi €3/4, €2/3, €4/4, €2/4 1 €2/2 (Slika 12B.) (141, 155).

Polimorfizam APOE izravno utjeCe na koncentraciju genskog produkta, pa nosioci alela
€2 imaju viSu, a nosioci alela €4 niZu koncentraciju apoE. Nadalje, brojna populacijska
istrazivanja dokazala su utjecaj alela i genotipova APOE na plazmatske koncentracije
lipoprotena (148). U usporedbi s nosiocima alela €3, nosioci alela €2 imaju niZe koncentracije
ukupnog i1 LDL-kolesterola te viSe koncentracije HDL-kolesterola, dok nosioci alela €4 imaju
viSe koncentracije ukupnog i LDL-kolesterola te nize koncentracije HDL-kolesterola bez
obzira na spol (148, 151, 154). Ovim genskim polimorfizmom moguce je objasniti 2-5%
interindividualnih razlika u koncentraciji ukupnog, te 4-15% interindividualnih razlika u
koncentraciji LDL-kolesterola (156, 157).

Pronadeno je i da su u opcoj populaciji aleli €2 i €4 povezani s viSim koncentracijama
triglicerida u plazmi (147, 158). Plazmatska koncentracija apoE odrednica je metabolizma
lipoproteina bogatih trigliceridima te moZe objasniti 20-40% razlika u koncentracijama
triglicerida (146).

Polimorfizam APOE utjeCe na funkcijska i strukturna svojstva apoE pa izoforme imaju
razliCit afinitet prema specifi¢nim lipoproteinskim receptorima, s tim Sto apoE3 i apoE4 imaju
podjednaki afinitet, dok apoE2 ima ¢ak 100 puta manji afinitet prema LDL-receptoru u
usporedbi s apoE3 i apoE4 (148, 151, 153). Stoga se zbog izrazito smanjenog afiniteta prema

LDL-receptoru, svi lipoproteini koji sadrze apoE2 sporije uklanjaju iz plazme i poticu
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regulacijsko povecanje broja LDL-receptora te posljedicno niZu koncentraciju ukupnog
kolesterola u plazmi, dok se suprotno tome lipoproteini koji sadrze apoE4 brZze uklanjaju iz
plazme poticuci regulacijsko sniZenje broja LDL receptora i povisenu koncentraciju ukupnog
kolesterola.

Brojni literaturni podatci ukazuju da osim izravnog utjecaja polimorfizma APOE na
lipidni profil, pojedini aleli € i specificni fenotipovi mogu biti povezani s povecanim rizikom
za neke bolesti krvoZilnog 1 neuroloskog sustava (Slika 12B.) (141, 154).

Povezanost izmedu polimorfizma APOE i ateroskleroze poznata je desetlje¢ima, a prvi
put je utvrdena u bolesnika s koronarnom bolesti srca u mladoj Zivotnoj dobi kod kojeg je
dokazana hiperlipoproteinemija tipa III uz fenotip apoE2/2 (159). Raspodjela genotipova
APOE ispitivana je 1 u drugim bolestima (poremecajima) povezanim s poviSenim
koncentracijama kolesterola, a povezanost alela ¢ s ranim razvojem ateroskleroze (160, 161),
ishemijskom sr¢anom bolesti (162-164) ili cerebrovaskularnim bolestima (165, 166) dokazana
je u nekoliko istraZivanja. U 4 istrazivanja u odrasloj populaciji utvrden je povecan rizik za
nastanak MU u bolesnika s alelom €4 kao i s genotipovima €3/4 1 €4/4 (165, 167-169).

Opisana je i povezanost alela €2 s dugovje¢nos¢u u oba spola, dok je nasuprot tome
pronadena znacajna veza izmedu alela €4 i poveCane smrtnosti u starijih osoba, posebice
muskaraca (156). NajizraZeniji patoloSki utjecaj polimorfizma APOE predstavlja znacajna
povezanost alela €4 s neurodegenerativnim bolestima posebice s Alzheimerovom bolesti, pa

je najmanje 1 alel €4 pronaden u 60-80% bolesnika s Alzheimerovom bolesti (146, 154).

1. 5. LJUDSKI TROMBOCITNI ALOANTIGENI

Ljudski trombocitni aloantigeni (engl. Human Platelet Alloantigen, HPA) su aloantigeni
tipa II, ve¢im dijelom specifi¢ni za trombocite, koji se nalaze na membranskoj povrSini
trombocita 1 definirani su aloantitijelima usmjerenim prema genetiCcki odredenim
molekularnim varijantama proteina ili ugljikohidrata na trombocitnoj membrani (170). Prema
definiciji Odbora za nazivlje trombocita (engl. Platelet Nomenclature Committee, PNC),
zajednickog tijela Radne skupine za trombocite Medunarodnog drustva transfuziologa (engl.
Platelet Working Party of the International Society of Blood Transfusion, ISBT) i Pododbora
za imunologiju trombocita Medunarodnog drustva za trombozu i hemostazu (engl. Scientific

Subcommittee on Platelet Immunology of the International Society on Thrombosis and
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Haemostasis, 1STH), u HPA se ubrajaju svi proteinski aloantigeni s definiranom
molekularnom strukturom koji su izraZzeni na trombocitnoj membrani, osim aloantigena
kodiranih genima glavnog sustava tkivne snoSljivosti (engl. Major Histocompatibility
Complex, MHC) (171).

HPA su polimorfni epitopi trombocitnih membranskih GP 1 oznaCeni su brojevima
dodijeljenim prema redoslijedu otkrivanja. Alel unutar sustava koji se ceSce pojavljuje
oznacen je slovom “a”, dok je alel koji se rjede pojavljuje oznacen slovom “b”. Slovo "w” je
dodano nakon naziva aloantigena ako je opisano samo jedno antitijelo za pojedini HPA (171).

Do danas su seroloski definirana 24 aloantigena. U 23 aloantigena, od kojih je 12
svrstano u 6 bialelnih sustava (HPA-1, -2, -3, -4, -5 i -15), utvrdena je zamjena jednog
nukleotida u slijedu DNA, odnosno zamjena jedne aminokiseline u molekuli GP (Tablica 3.).
Jedino je HPA-14bw rezultat delecije tripleta u kodiraju¢oj regiji za aminokiselinu (33-
Lys611) na GPIlla (172).

Svi dosad definirani HPA-ovi smjeSteni su na 6 trombocitnih membranskih GP: GPla,
GPIba, GPIbB, GPIIb, GPIIla i GPI-CD109 (Slika 13.) (170). Osim HPA-15 koji je preko
glikozilfosfatidilinozitola vezan na protein CD109 i sastavni je dio receptorskog sustava za
transformiraju¢i ¢imbenik rasta B (engl. Transforming Growth Factor, TGF-B) (170, 172-
174), svi ostali HPA-ovi nalaze se na najvaznijim GP kompleksima i trombocitnim

receptorima za:

¢ kolagen — kompleks GPIa/Ila (integrin o231)
¢ von Willebrandov ¢imbenik (VWF) — kompleks GPIb/IX/V
¢ fibrinogen — kompleks GPIIb/IIIa (integrin ollbfB3)

Ovi GP kompleksi uklju€eni su u sve faze stvaranja ugruska i nuzni su za adheziju
trombocita na komponente subendotelnog izvanstanicnog matriksa, prije svega na kolagen, te
za medudjelovanja izmedu trombocita koje rezultiraju agregacijom trombocita (68).

HPA-ovi nisu jednakomjerno rasporedeni na svim GP (Tablica 3. i Slika 13.). Najveci
broj HPA, njih ¢ak 11, smjeSteno je na kompleksu GPIIb/IIla koji je s 50.000-80.000 kopija
po trombocitu najzastupljeniji GP kompleks na trombocitnoj povrsini, dok se 3 HPA nalaze

na kompleksu GPIa/Ila, a 2 na kompleksu GPIb/V/IX (172).
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Tablica 3. Ljudski trombocitni aloantigeni (HPA) i polimorfizmi koji su odgovorni za
pojedine HPA-ove (modificirano prema 171, 172).

Sustav |Aloantigen| Izvorni |Glikoprotein| Naziv | Kromosom Zamjena | Polimorfizam
naziv gena nukleotida | (aminokiselina)

HPA-1 |HPA-la Zw*, PI GPIlla ITGB3 17 176 T>C Leu33Pro
HPA-1b | Zw", PI*?

HPA-2 |HPA-2a Ko" GPIba GPIBA 17 482 C>T Thr145Met
HPA-2b Ko?, Sib*

HPA-3 |HPA-3a Bak®, Lek® GPIIb ITGA2B 17 2621 T>G Ile843Ser
HPA-3b | Bak®

HPA-4 |HPA-4a Yuk®, Pen® GPIIla ITGB3 17 506 G>A Argl43GIn
HPA-4b | Yuk®, Pen®

HPA-5 |HPA-5a Br®, Zav® GPIa ITGA2 5 1600 G>A Glu505Lys
HPA-5b Br®, Zav®
HPA-6bw |Ca®, Tu" GPIlla ITGB3 17 1544 G>A | Arg489GIn
HPA-7bw |Mo* GPIIla ITGB3 17 1297 C>G Pro407Ala
HPA-8bw |Sr" GPIlla ITGB3 17 1984 C>T Arg636Cys
HPA-9bw |Max® GPIIb ITGA2B 17 2602 G>A | Val837Met
HPA-10bw |La® GPIlla ITGB3 17 263 G>A Arg62GIn
HPA-11bw | Gro* GPIIla ITGB3 17 1976 G>A Arg633His
HPA-12bw | Iy* GPIbB GPIBB 22 119 G>A Gly15Glu
HPA-13bw | Sit* GPIa ITGA2 5 2483 C>T Thr799Met
HPA-14bw | O¢* GPIIla ITGB3 17 1909-11 Lys611del

del AAG

HPA-15 |HPA-15a | Gov’ CD109 CDI109 6 2108 C>A Tyr703Ser
HPA-15b |Gov*
HPA-16bw | Duv* GPIlla ITGB3 17 497 C>T Thr140Ile
HPA-17bw GPla ITGA2 5 3389 C>T | Thr1087Met
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Slika 13. Ljudski trombocitni aloantigeni (HPA) i njihovi poloZaji na glikoproteinskim
kompleksima (prema 175).
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1.5.1. GENSKA REGULACIJA, POLIMORFIZMI GLIKOPROTEINSKIH
KOMPLEKSA I PROMJENA FUNKCIJSKIH OSOBINA TROMBOCITA

Gen ITGB3 koji je smjeSten na 17. kromosomu (lokus 17q21.32) kodira GPIlIa,
podjedinicu B3 kompleksa GPIIb/Illa. Na ovom najpolimorfnijem GP na trombocitnoj
membrani smjeSteno je 9 HPA od kojih je najistraZeniji 1 klinicki najvazniji HPA-1 (172).
Dimorfizam HPA-1a/b (P1*"A, rs5918) nastaje zbog zamjene timina citozinom na poloZaju
196 u 2. eksonu, sto rezultira zamjenom leucina (HPA-1a) prolinom (HPA-1b) na polozaju 33
(Leu33Pro) aminokiselinskog slijeda GPIIla (176). Polimorfizam dovodi do strukturne
promjene u aminoterminalnoj disulfidnoj petlji koja je vazna za vezanje fibrinogena te
posljedi¢ne promjene funkcijskih osobina trombocita posredovanih kompleksom GPIIb/I1Ia
kao Sto su adhezija, Sirenje i retrakcija ugruska (177-179). Trombociti koji nose alel HPA-1b
imaju nizi aktivacijski prag te pokazuju pojaCan agregacijski odgovor in vitro potaknut
dodatkom adenozin-difosfata (ADP), adrenalina i kolagena kao i povecanu osjetljivost na
antiagregacijske lijekove (acetilsalicilnu kiselinu) 1 Abciximab u odnosu na trombocite koji
nose alel HPA-1a (178, 180-182). Za razliku od toga homozigoti za alel HPA-1a pokazuju
povecanu osjetljivost prema arahidonskoj kiselini i analozima tromboksana (183). Za alel
HPA-1b (Pro33) utvrdena je heterogena etnicka raspodjela, pa tako ucestalost alela HPA-1b
iznosi priblizno 15% u bijelaca te 5-8% u crnaca dok je izrazito mala (gotovo odsutna) u
Azijata (181,184).

Gen ITGA2B takoder je smjeSten na 17. kromosomu i kodira GPIIb na kojem su opisana
2 HPA (HPA-3 i HPA-9). HPA-3 je nakon HPA-1 drugi najistraZeniji aloantigen kompleksa
GPIIb/IIa. Dimorfizam HPA-3a/b rezultat je zamjene timina gvaninom na poloZaju 2622
koja na poloZzaju 843 teSkog lanca GPIIb dovodi do zamjene aminokiseline izoleucina (HPA-
3a, I1e843) serinom (HPA-3b, Ser843) (185).

Kompleks GPIb/IX/V ima vaznu ulogu u pocetnom i prolaznom priljubljivanju
trombocita na izvanstani¢ni matriks vezanjem VWF na aminoterminalnu domenu GPIba
(186). Od GP koji ¢ine kompleks GPIb/IX/V samo je GPIb polimorfan i na njegovoj se
povrsini nalaze 2 HPA: HPA-2 na podjedinici Iba i HPA-12 na podjedinici Ibf. Molekularna
osnova dimorfizma HPA-2a/b je zamjena nukleotida citozina timinom na poloZaju 524
(rs6065) u genu GPIBA smjeStenom na 17. kromosomu (17pter-p12) (187). Promjena u
aminokiselinskom slijedu na poloZaju 145 (Thr145Met) koji se nalazi u podruc¢ju bogatom
leucinom i vaznom za vezanje VWF i trombina na GPIbo, rezultira promjenom strukture s

kona¢nim u¢inkom na funkciju samog receptora (188). Pokazano je kako je dimorfizam HPA-
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2a/b povezan s vec¢im afinitetom za vezanje VWF potaknuto ristocetinom ili botrocetinom, ali
ne i za vezanje trombina, pa se aloforma HPA-2a (Thr145) ¢vrS¢e veze za VWF (189).
Literaturni podatci upucuju na razlike u ucestalosti alela HPA-2 s obzirom na etnicku
pripadnost, pa tako ucestalost alela HPA-2b (Metl145) iznosi 7-10% u bijelaca, 14% u
Japanaca i 18% u Afroamerikanaca (186, 190).

Kompleks GPIa/lla (integrin o2B1) glavni je trombocitni receptor za kolagen s
klju¢nom ulogom u adheziji trombocita na fibrilarni (tip I ili III) 1 nefibrilarni (tip IV ili VI)
kolagen (186). IstraZzivanja su pokazala postojanje interindividualnih razlika u gustoci
receptora (razlika i do 4 puta) kao i izravnhu povezanost gustoe receptora GPla/lla na
trombocitnoj povrsini i brzine vezanja trombocita na kolagen tipa I kod fizioloSke brzine
protoka arterijske krvi (191). Stoga izrazaj ovog receptora na membranskoj povrSini moze
imati vazan utjecaj na adheziju trombocita in vivo 1 time doprinijeti povecanom riziku od
tromboze ili krvarenja (192).

Sva se 3 HPA koji su sastavni dio kompleksa GPIa/Ila (HPA-5, -13 i -17) nalaze na
GPIa kojeg kodira gen ITGA2 smjesten na kratkom kraku kromosoma 5 (lokus 5pl11.12)
(193). Najpoznatiji od njih je dimorfizam HPA-5a/b kod kojeg je nukleotid gvanin zamijenjen
adeninom na polozaju 1648 (G1648A) pa se na polozaju 505 aminokiselinskog slijeda
umjesto glutaminske kiseline (HPA-5a, Glu505) nalazi lizin (HPA-5b, Lys505) (194). U
nosioca alela HPA-5b opaZzena je manja gustoca receptora na trombocitnoj povrSini, ali je
zakljuCeno kako ovaj dimorfizam ne dovodi do promjene razine izraZaja, ve¢ samo do
kvalitativne promjene funkcije receptora (191).

Dobro je poznata uloga polimorfnih epitopa HPA u aloimunim trombocitnim
poremecajima kao Sto su neonatalna aloimuna trombocitopenija, posttransfuzijska purpura i
refraktornost na transfuzije trombocita (170, 190). Zbog vazne uloge trombocita u patogenezi
akutne koronarne i cerebrovaskularnih bolesti te dokazanog utjecaja nekih od aloepitopa HPA
na funkcijske osobine trombocita, proveden je veli broj istraZivanja s ciljem ispitivanja
moguce povezanosti aloepitopa HPA, posebice HPA-1, s arterijskom trombozom 1 to s
koronarnom bolesti srca, infarktom miokarda i cerebrovaskularnim bolestima (170, 192). Iako
su Weiss 1 sur. 1996. godine prvi ukazali na povezanost alela HPA-1b s akutnim infarktom
miokarda i nestabilnom anginom u mladih bolesnika (195), u kasnije provedenim
istrazivanjima dobiveni su proturjecni rezultati (196-201). Alel HPA-1b povezuje se i s
blagim rizikom za akutni koronarni sindrom u mladih bolesnika i to posebice pusaca (202).

Proturjecni rezultati dobiveni su i u ispitivanjima o povezanosti pojedinih aloepitopa

HPA s MU u odraslih i djece. U dvije studije u odraslih dokazana je statisticki znacajna
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povezanost alela HPA-1b s MU koji je posljedica tromboze ili embolije zbog ateroskleroze
velikih krvnih zila (203, 204), a u studiji Saidi i sur. povezanost alela HPA-1b i genotipa
HPA-1b/b s IMU (205), dok povezanost nije dokazana u nekoliko drugih studija (197, 206-
209). Rezultati studije Inieste i sur. ukazuju na znacajno smanjeni rizik od SAH u odraslih
nosioca alela HPA-1b (210).

Iako je povezanost HPA-2b s MU u odraslih dokazana samo u manjem broju ispitivanja
(211, 212), dok je veci broj studija bio negativan (206, 208, 213, 214), prema rezultatima
nedavno objavljene meta-analize alel HPA-2b predstavlja blagi rizi¢ni ¢imbenik za nastanak
IMU (215).

U studiji Reiner 1 sur. opisana je povezanost genotipa HPA-3b/b s povecanim rizikom
od IMU u Zena mlade Zivotne dobi sa Sefernom bolesti, hipertenzijom i poviSenom
koncentracijom homocisteina (208), ali povezanost s MU nije potvrdena u drugim studijama
(206, 216, 217).

Statisticki znaCajna povezanost HPA-5 (genotipova HPA-5a/b 1 HPA-5b/b) s IMU u
odraslih dokazana je samo u studiji Saidi i sur. (217), ali nije dokazana u ostale 2 studije (206,
208).

Povezanost aloepitopa HPA s MU u djece ispitana je do danas samo u 4 istrazivanja, od
kojih je u 3 ispitivan samo HPA-1. Sli¢no kao i1 u istraZzivanjima u odraslih, dobiveni su
proturjeCni rezultati, pa je tako u studiji Biswas i sur. dokazana znaCajna povezanost
prisutnosti najmanje 1 alela HPA-1b i nekardioembolijskog MU u indijske djece (218), dok u
studijama Komitopoulou i sur. u grcke djece s IMU (219) i Millera 1 sur. u kalifornijske
novorodencadi povezanost nije potvrdena (220). Znacajna povezanost HPA-1 s MU u djece
nije pokazana niti u naSem prethodnom istraZivanju, jedinom u kojem su ispitivani HPA-1, -2,

-31-5, ali je u nosioca alela HPA-3b utvrden smanjeni rizik za pojavu AIMU (211).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

MoZdani udar (MU) u djece relativno je rijetka bolest s viSestrukom etiologijom, ali
predstavlja znaCajan uzrok smrtnosti i kroni¢nog pobola. Godi$nja incidencija MU prema
razli¢itim studijama iznosi 1,3-13,0/100.000 djece starosti do 18 godina, a razlikuje se prema
geografskoj rasprostranjenosti (1, 2, 22, 27). U posljednjih 25 godina biljeZi se porast
incidencije kao rezultat tehnoloSkog napretka i vec¢e dostupnosti razli€itih tehnika slikovnih
prikaza mozga koji su omogucdili lakSu dijagnostiku i klasifikaciju bolesti. Danas je poznato
viSe od 100 razlicitih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak MU u djece, za razliku od odraslih kod
kojih ateroskleroza i1 hipertenzija predstavljaju glavne rizicne ¢imbenike (15, 22). Iako je
dosad utvrden veci broj nasljednih i steenih rizi¢nih ¢imbenika koji ukljucuju sréane bolesti,
infekcije, protromboticke, metabolicke i vaskularne poremecaje, etiologija je joS uvijek
nepoznata u priblizno 30% slucajeva (9, 15, 27, 38, 45, 49). Osim dobro utvrdenih
monogenskih poremecaja povezanih s nastankom MU u djece, sve je viSe podataka koji
upucuju na vaznost protrombotic¢kih poremecaja zbog promjena na razini gena koji reguliraju
nasljedni protromboticki rizi¢ni ¢imbenici koji se povezuju s MU u djece su polimorfizmi u
genima za koagulacijske ¢imbenike II (FII G20210A) 1 V (FV Leiden) te za metabolizam
homocisteina MTHFR C677T. Unato¢ tome povezanost ovih polimorfizama s MU u djece
nije utvrdena u svim ispitivanim populacijama, ve¢ se razlikuje od populacije do populacije,
¢ak i na podrucju Europe (10, 49, 69). Vrlo malo je literaturnih podataka o mogucem utjecaju
drugih protrombotickih polimorfizama u genima ukljuenim u hemostatski sustav koji
kodiraju koagulacijske i fibrinoliticke ¢imbenike (FV HR2, B-FBG -455G>A, FXIII-A
Val34Leu, PAI-1 4G/5G), trombocitne GP receptore (HPA-1) i metabolizam homocisteina
(MTHFR A1298C) na pojavu MU u djece, dok polimorfizmi ljudskih trombocitnih
aloantigena (HPA-2, -3 i -5) i intermedijarnih rizi¢nih ¢imbenika (ACE I/D i apoE €2-4) nisu
dosad ispitivani (10, 49). Nadalje, dokazano je dodatno povecanje rizika za nastanak
trombotickog dogadaja u prisutnosti vise od jednog protromboti¢kog rizi¢nog Cimbenika.
Stoga se ocekuje i veci utjecaj prisutnosti kombinacije dva protromboticka polimorfizma u
istom genu za FV (FV Leiden i FV HR2) te MTHFR (MTHFR C677T i MTHFR A1298C), u
odnosu na pojedinacne polimorfizme, ili u viSe gena smjeStenih na istom kromosomu

(haplotipova HPA-ACE sastavljenog od alela polimorfizama HPA-1, -2, -3 i ACE 1/D, te FV-
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MTHEFR sastavljenog od alela polimorfizama FV Leiden, FV HR2, MTHFR C677T 1
MTHFR A1298C) $to dosad nije istraZeno.

Osim toga dosadaSnja istraZzivanja nasljednih protrombotickih rizi¢nih c¢imbenika,
provedena su uglavnom u djece s arterijskim ishemijskim MU u djec¢joj dobi. Povezanost
protrombotic¢kih polimorfizama FII G20210A, FV Leiden i MTHFR C677T s perinatalnim
arterijskim ishemijskim MU do danas je analizirana samo u nekoliko studija u drugim
populacijama, dok nasljedni protromboticki rizi¢ni ¢imbenici obuvaéeni ovim istrazivanjem
nisu do sada ispitivani u hemoragijskom MU u djece. Takoder je i raspodjela gena kandidata
za nastanak MU razli¢ita u pojedinim populacijama, a razlikuje se i s obzirom na tip i dob
pojave MU (10, 49).

Statisticka obrada rezultata dobivenih u istraZivanju multivarijantnom logistickom
regresijskom analizom pruzit ¢e informacije o povezanosti pojedina¢nih dosad utvrdenih
polimorfizama (FII G20210A, FV Leiden i MTHFR C677T) kao i nedovoljno istraZzenih
protrombotic¢kih polimorfizama u genima za koagulacijske ¢imbenike (FV HR2, B-FBG -
455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G) i enzime metabolizma homocisteina (MTHFR
A1298C), intermedijarnih rizi¢nih ¢imbenika (ACE I/D i apoE €2-4) te ljudskih trombocitnih
aloantigena (HPA-1, -2, -3 i -5) s nastankom MU u djece, ovisno o spolu, tipu i dobi pojave
MU. Ispitat ¢e se 1 moguci statisticki znaCajan utjecaj kombinacija genotipova
protrombotickih polimorfizama FV Leiden i FV HR2 te MTHFR C677T i MTHFR A1298C
na pojavu MU ovisno o spolu, dobi i tipu MU, te ¢e se uporabom programa za statisticku
analizu povezanosti haplotipa i bolesti odrediti ucestalosti haplotipova HPA-ACE i FV-
MTHFR koje ¢e ukazati na moguc¢i statisticki znaCajan utjecaj nekog od haplotipova na
pojavnost MU.

Pretpostavka je da protromboticki genski ¢imbenici koji kodiraju proteine ukljucene u
hemostatski sustav i metabolizam homocisteina imaju vecu ulogu u djece u odnosu na
odrasle. Stoga istraZivanja u djece s MU predstavljaju idealnu metodu za ispitivanje uloge
neaterosklerotskih mehanizama u spolnim 1 etnickim razlikama u riziku od nastanka MU, pa
utvrdivanje rizicnih protromboti¢kih genskih ¢imbenika moZe doprinijeti i razumijevanju
patogeneze MU u odraslih.

Kako je ovo prvo istrazivanje u Hrvatskoj utvrdeni protromboticki geneticki rizi¢ni
¢imbenici dodatno ¢e razjasniti etiologiju MU u djece, te ¢e uz prikupljene epidemioloske i

klinicke podatke o spolu, tipu i dobi pojave MU posluZiti za izradu nacionalnog registra.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istraZivanja su:

1.

prikupiti i obraditi epidemioloske i klinicke podatke (dob, spol, klinicke simptome i
rizi¢ne ¢imbenike) o MU u djece
ispitati postoji li razlika u pojavnosti MU u djece s obzirom na spol, dobne skupine 1 tip
MU
genotipizirati 14 polimorfizama u 12 gena kandidata koji kodiraju proteine:

e ukljucene u sustav zgruSavanja i fibrinolize (FV Leiden, FV HR2, FII G20210A,

B-FBG -455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G)

e metabolizma homocisteina (MTHFR C677T i MTHFR A1298C)

¢ intermedijarnih rizi¢nih ¢imbenika (ACE I/D i apoE €2-4)

® Jjudskih trombocitnih aloantigena (HPA -1, -2, -3 1 -5)
analizom dobivenih rezultata ispitati postoji 1li razlika u ucestalosti pojedinacnih
ispitivanih genskih polimorfizama u djece s MU usporedbom s kontrolnom skupinom
ispitati postoji li razlika u ucestalosti ispitivanih genskih polimorfizama u djece s MU s
obzirom na spol, tip moZzdanog udara te dob pojave MU
ispitati postoji li udruZenost analiziranih genskih polimorfizama u ispitivanim skupinama i

podskupinama
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4. MATERIJALI I METODE

4. 1. ISPITANICI

U istrazivanje je uklju¢eno 100 djece starosne dobi do 18 godina s dijagnosticiranim
MU, zaprimljenih na Neuroloskom odjelu Klinike za pedijatriju Klini¢koga bolni¢kog centra
Zagreb i Neuropedijatrijskom odjelu Klinike za djecje bolesti u Zagrebu.

Dijagnoza je postavljena na temelju iscrpne analize klini¢ke povijesti, fizikalnog i
neuroloskog pregleda koji je ukljucivao klini¢ke simptome i znakove te je potvrdena najmanje
1 slikovnom tehnikom morfoloskih prikaza mozga kompjutoriziranom tomografijom (CT)
i/ili MR-om. U nekim sluc¢ajevima ucinjeni su i transfontanelarni ultrazvuk i MR angiografija.
Osim morfoloskih prikaza mozga u svih je ispitanika provedena i kardiovaskularna i
cerebrovaskularna obrada koja je ukljucivala elektrokardiografiju, elektroencefalografiju i
transkranijski obojeni dopler prikaz (engl. Transcranial Color Doppler).

U istrazivanje je osim djece s dijagnosticiranim MU ukljuceno i 100 zdrave djece
starosne dobi do 18 godina koji su predstavljali kontrolnu skupinu. Kriteriji za ukljucivanje u
kontrolnu skupinu bili su odsutnost neurolo$kih i1 tromboembolijskih poremecaja te
podudarnost po dobi i spolu s djecom s MU. Uzorci djece iz kontrolne skupine prikupljeni su
u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢koga bolni¢kog centra Zagreb,
Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinike za djecje bolesti u Zagrebu, te na Odjelu za
klini¢ko-laboratorijsku dijagnostiku Djecje bolnice Srebrnjak.

Uzorci ispitanika ukljuenih u ovo istrazivanje prikupljeni su u desetogodiSnjem
razdoblju od 2000. do 2010. godine ve¢im dijelom u okviru Projekta Ministarstva znanosti
obrazovanja i Sporta br. 214212 “Protromboticki ¢imbenici u cerebrovaskularnim bolestima u
djece”. IstraZivanje je provedeno u uzorcima krvi preostalim nakon redovne bolnicke i
poliklinicke obrade bolesnika uz dobivenu suglasnost Etickog povjerenstva KBC Zagreb i

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu.
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4.2. METODE

4.2.1.1ZDVAJANJE GENOMSKE DNA

Za izdvajanje genomske DNA wuzeti su uzorci periferne krvi u epruvetu s
antikoagulantom K;EDTA ili s 0,105 M puferiranim trinatrijevim citratom. DNA je izdvojena
iz leukocita periferne krvi standardnim postupkom, metodom isoljavanja (222). Uzorci DNA

ispitanika pohranjeni su na +4° C za molekularno-geneti¢ku analizu.

4. 2. 2. DOKAZIVANJE POLIMORFIZAMA METODOM LANCANE REAKCIJE
POLIMERAZOM 1 HIBRIDIZACIJOM POMOCU SUSTAVA TESTNIH
TRAKA CVD STRIP ASSAY

Sustav testnih traka CVD Strip Assay (Vienna Lab Diagnostics GmbH, Bec, Austrija)
omogucuje istovremenim umnoZavanjem i obiljeZavanjem biotinom sekvenci gena od
interesa dokazivanje 12 polimorfizama unutar 10 gena:

e koagulacijskih i fibrinolitickih ¢imbenika: FGB (B-FBG -455G>A), F2 (FII
G20210A) F5 (FV Leiden, FV HR2), F13 (FXIII-A Val34Leu), SERPINEI
(PAI-1 4G/5G)

e metabolizma homocisteina: MTHFR (MTHFR C677T, MTHFR A1298C)

e intermedijarnih ¢imbenika: ACE (ACE 1I/D), APOB (ApoB R3500Q), APOE
(apoE €2-4)

e Jjudskih trombocitnih aloantigena: ITGB3 (HPA-1)

Postupak dokazivanja polimorfizama izvodi se u dva koraka. U prvom se koraku u
uzorku genomske DNA umnoze dijelovi gena od interesa metodom lanCane reakcije
polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) s viSestrukim umnaZanjem (engl.
multiplex-PCR, M-PCR) uporabom 2 smjese parova pocetnica obiljezenih biotinom.
UmnoZeni se produkti hibridiziraju na najlonsku membranu (testnu traku) koja sadrzi alel-
specificne oligonukleotidne sonde rasporedene kao usporedne linije. Biotinilirane sekvence
koje su se vezale dokazuju se kromogenom reakcijom pomocu kromogenog reagensa koji
sadrzi alkalnu fosfatazu vezanu na streptavidin i supstrat, a hibridizacijski signal (pozitivni
rezultat) je linijski ljubicasti precipitat (Slika 14.). Kontrolna linija na svakoj testnoj traci

omogucuje kontrolu uspjesnosti kromogene reakcije.
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Crvena linija biljega {(na vrhu}

Kontrolna linija

wrtant Faktor V. G1691A {Leiden)
chiviji tip Faktor V G16%1A (Leiden)
mutant Faktor WV HI1239%R {R2)
clivlii tip Faktor V H1299R (B2}
mutant Faktor I G202104

clivhji tip Faktor I G20210A
mutant Faktor Xl V34

livhji tip Faktor X w34
mutant B-Fibrinogen -455G=A
divlji tip B-Fibrinogen -455G>4

5G PAl-1 M55

4G PAI-1 AG/5G
4] HPFA-1 ab
a HPA-1 ab

mutant MTHFR CGTTT

civlji tip MTHFR C6TTT

mitant MTHFR A1298C

diwlji tip MTHFR A1298C

Del ACE 1D

Ins ACE (R 1]

mutant Apo B R35000

divhji tip Apo B R3I500 G

1) Apo E kodon 112: TGC {Cys)
{2} Apo E kodon 112: CGC {Arg)
{3} Apo E Kodon 158: TGC {Cys)
[EY} Apo E kodon 158: CGC {Arg)

Zelena linija hiljega (na dnuj

Slika 14. Testna traka CVD. Slika prikazuje linearni raspored alel-specifi¢nih
oligonukleotidnih sondi na najlonskoj membrani za ispitivanje 12 polimorfizama u 10 gena.
Svaka ljubicasta linija predstavlja hibridizacijski signal (precipitat) nakon kromogene reakcije
pomocu alkalne fosfataze vezane na streptavidin i supstrat.

4. 2. 2. 1. Umnozavanje produkata metodom M-PCR

Za svaki ispitivani uzorak DNA priredene su po dvije zasebne reakcijske smjese za
umnoZzavanje (A i B) koje su se sastojale od biotiniliranih pocetnica, kao i svjeza radna
otopina Taq DNA-polimeraze (1:25) u Tag-puferu za razrijedivanje (Taq Dilution Buffer)
konac¢ne koncentracije 0,2 U/uL. Koncentracija DNA podeSena je na 25 pug/mL. Protokol

izrade reakcijskih smjesa prikazan je u Tablici 4.
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Tablica 4. Protokol izrade reakcijskih smjesa za genotipizaciju metodom M-PCR-a.

Reakcijska smjesa Reagens Volumen (pL)
Smjesa za umnoZavanje A 15
Radna otopina Taq DNA polimeraze (1U) 5
Smjesa A
Genomska DNA (koncentracija: 25 pg/mL) 5
Ukupno 25
Smjesa za umnoZavanje B 15
Radna otopina Taq DNA polimeraze (1U) 5
Smjesa B
Genomska DNA (koncentracija: 25 pg/mL) 5
Ukupno 25

Umnozavanje s obje reakcijske smjese izvedeno je na termobloku GeneAmp PCR

System 2400 (Applied Biosystems, Foster City, SAD) s istovjetnim programom umnoZzavanja

koji je prikazan u Tablici 5.

Tablica 5. Uvjeti reakcije za umnoZavanje metodom M-PCR.

Faza ciklusa Temperatura (°C) | Vrijeme trajanja ciklusa | Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94 2 min 1
Denaturacija 94 15s

Vezanje pocetnica 58 30s 35
Sinteza novog lanca 72 30s

Zavrsna sinteza 72 3 min 1

4. 2. 2. 2. Provjera reakcije umnozavanja produkata metodom M-PCR

Za provjeru reakcije, umnoZeni produkti PCR su analizirani elektroforetskim

razdvajanjem na 3%-tnom agaroznom gelu. Dobiveno je 8 produkata sa smjesom A, veli€ina
od 134-324 pb (134, 156, 173, 202, 223, 254, 297, 324 pb) i 4 produkta sa smjesom B,
veli¢ina od 225-346 pb (225, 248, 283, 346 pb). Elektroforetsko je razdvajanje prikazano na

Slici 15.
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Slika 15. Elektroforetsko razdvajanje umnoZenih produkata PCR s pripadaju¢im veli¢inama
ulomaka na 3%-tnom agaroznom gelu; linije 1-3: produkti 3 uzorka DNA umnoZeni s
reakcijskom smjesom A; linija 4: molekularni biljeg od 100 pb; linije 5-7: produkti 3 uzorka
DNA umnoZzeni s reakcijskom smjesom B.

4. 2. 2. 3. Hibridizacija umnozZenih produkata

Hibridizacija je provedena u vodenoj kupelji s mjeSalicom (Kotterman, Hinigsen,
Njemacka) na temperaturi od 45 °C. Prije hibridizacije su testne trake, otopine za
denaturiranje (DNAT), konjugata i ispiranje B, kao i razvija¢ boje (Color Developer)
ostavljeni stajati na sobnoj temperaturi, dok su hibridizacijski pufer (Hybridization Buffer) i

otopina za ispiranje (Wash Solution) A prije uporabe zagrijani na 45 °C.

Postupak hibridizacije:

1. Otpipetirano je po 20 puL. DNAT u lijjevi kut svakog segmenta plasticne posudice s 8
ogradenih segmenata (za svaku traku zasebni segment).

2. Na prethodno nanesen DNAT dodano je po 10 pL. PCR-produkta A i po 10 uL PCR-
produkta B na istu kap, te nakon mijeSanja ostavljeno stajati 5 minuta na sobnoj

temperaturi (otopina ostaje plavo obojena).
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3. U svaki segment dodano je po 1 mL prethodno zagrijanoga hibridizacijskog pufera koji je
lagano promijeSan. Nakon dodatka pufera otopina se obezboji.

4. Testne su trakice potpuno uronjene u priredene smjese tako da su oznacene vidljive vrpce
na gornjoj strani.

5. Trakice su u plasticnoj posudici inkubirane 45 minuta na 45 °C u vodenoj kupelji s
mjeSalicom, uz neprekidnu umjerenu tre$nju i poklopljenu vodenu kupelj zbog odrZzavanja
konstantne temperature.

6. Nakon inkubacije su hibridizacijske otopine odsisane pomocu sisaljke na vakuum.

Kako se trakice ne bi osuSile, postupak je odmah nastavljen ispiranjem u vodenoj
kupelji na 45 °C. Prvo su trakice brzo isprane (10 s) dodatkom po 1 mL prethodno zagrijane
otopine za ispiranje A, te je otopina odsisana pomocu sisaljke na vakuum. Nakon toga je
ponovno dodano po 1 mL prethodno zagrijane otopine za ispiranje A te inkubirano 20 min u
vodenoj kupelji s mjeSalicom uz stalnu umjerenu treSnju na 45 °C, te je otopina odsisana
pomocu sisaljke na vakuum. Isti postupak ponovljen je joS 2 puta.

Zavrsna faza (kromogena reakcija) izvedena je na sobnoj temperaturi. Prvo je dodano
po 1 mL otopine konjugata i inkubirano 15 minuta uz neprekidnu treSnju na sobnoj
temperaturi, nakon Cega je tekucina odsisana pomocu sisaljke na vakuum. Nakon toga su
trakice brzo isprane (10 s) dodatkom po 1 mL otopine za ispiranje B, te je otopina odsisana
pomocu sisaljke na vakuum. Ponovno je dodano po 1 mL otopine za ispiranje B, inkubirano 5
minuta uz neprekidnu treSnju na mjesalici, te otopina odsisana pomocu sisaljke na vakuum.
Isti je postupak ponovljen jo$ 2 puta pa je dodano po 1 mL razvijaca boje (obojenog supstrata)
te inkubirano 15 minuta zaklonjeno od svjetla uz neprekidnu treSnju. Kod pozitivne reakcije
razvija se ljubiCasta boja. Nakon toga su testne trakice isprane nekoliko puta destiliranom

vodom i ostavljene se suSiti na stanic¢evini zaklonjeno od svjetla.

4. 2. 2. 4. Analiza i tumacenje dobivenih rezultata

Osusene su trakice postavljene na odgovaraju¢a mjesta papirne sheme priloZene unutar
pakiranja i pri¢vrS¢ene pomocu ljepljive trake s obiljezenom crvenom linjjom na vrhu, a
zelenom linjjom na dnu. Kontrola uspje$nosti kromogene reakcije o€itovala se prisutnoSc¢u
kontrolne obojene linije. Za svaki polimorfizam, osim za apoE, genotip je utvrden prema

priloZzenoj shemi pa samo jedna ljubicCasta linija na poloZaju alel-specificnih oligonukleotida

48



divljeg tipa oznacava homozigota za divlji tip, a na poloZaju mutiranog tipa homozigota za
ispitivani polimorfizam, dok dvije ljubicaste linije (divlji tip 1 mutiran) oznacavaju
heterozigotni oblik. Genotip apoE odreden je prema priloZenoj shemi proizvodaca koja je

prikazana na Slici 16. na temelju prisutnosti ljubicastih linija na odgovaraju¢im polozajima.

€2/2 €2/3 €2/4 ¢€3/3 €3/4 ¢€4/4
23 | 1) | = 1) ApoE kodon 112: TGC (Cys)
24 1 2) U= {2)  ApoE kedon 112: CGC {Arg)
25— 1l (3) | = (3} ApoE kodon 158: TGC (Cys)
26 i {4y | 5= (4 ApoE kodon 158: CGC (Arg)

Slika 16. Shema za odredivanje genotipa apoE. Genotip €2/2 (cistein na polozajima 112 i
158) karakteriziraju ljubiCaste linije na poloZajima 23 i 25; genotip €2/3 linije na poloZajima
23, 25 i1 26; genotip €2/4 linije na polozZajima 23-26; genotip €3/3 (cistein na polozaju 112 i
arginin na polozaju 158), linije na polozajima 23 i1 26; genotip €3/4 linije na polozajima 23, 24
i 26; te genotip €4/4 (arginin na polozajima 112 i 158) linije na polozajima 24 i 26.

Na Slici 17. prikazan je primjer dobivenih rezultata za uzorke genomske DNA 8

ispitanika.
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Slika 17. Testne trakice CVD nakon hibridizacije i zavr$ne kromogene reakcije za 8
ispitanika. Crvene strelice prikazuju nacin analize dobivenih rezultata (1 ljubiCasta linija
ozna¢ava homozigote za divlji tip i mutanta ovisno o poloZaju, a 2 ljubicaste linije
heterozigota), dok crna strelica oznac¢ava kontrolni uzorak.
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4.2.3. GENOTIPIZACIJA HPA METODOM ALEL-SPECIFICNOG PCR-A

Alel-specifi¢ni PCR (engl. allele-specific PCR) je oblik PCR-a koji se izvodi u dvije
paralelne reakcije. U prvoj reakciji 5' poCetnica je komplementarna sekvenci divljeg tipa, dok
je u drugoj reakciji 5' pocetnica komplementarna mutaciji, odnosno polimorfizmu sekvence.
Pri tome se umnoZava samo jedan alel (divljeg tipa ili mutirane DNA) 1 to samo u slucaju kad
su pocetnica i sekvenca od interesa komplementarne.

Genotipizacija HPA-1, -2, -3 i -5 provedena je uporabom pocetnica prema Kliiteru i

suradnicima koje su prikazane u Tablici 6. (223).

Tablica 6. PoCetnice uporabljene za genotipizaciju HPA-1, -2, -3 1 -5.

Naziv Slijed pocetnice Veli¢ina
pocetnice umnozenog
produkta
(pb)
HPA-1a-1 |5- ACT TAC AGG CCC TGC CTC T-3' 196
HPA-1b-1 |5'- ACT TAC AGG CCC TGC CTC C-3' 196
HPA-1-1Iz | 5- GTG CAA TCC TCT GGG GAC T-3'
HPA-2a-1 |5'-CCC CCA GGG CTC CTG AC-3' 241
HPA-2b-1 |5'- CCC CCA GGG CTC CTG AT-3' 241
HPA-2-11z |5'- GCC AGC GAC GAA AAT AGA GG-3'
HPA-3a-1I |5'- GGG GGA GGG GCT GGG GA-3' 293
HPA-3b-II | 5'- GGG GGA GGG GCT GGG GC-3' 293
HPA-3-1z |5'- GGC CCT GGG ACT GTG AAT G-3'
HPA-5a-1 |5'- AGG AAG AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AG-3' 250
HPA-5b-1 |5- AGG AAG AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AA-3' 250
HPA-5-11z |5'- CTC TCA TGG AAA ATG GCA GTA-3'
CRP-1 5'- CCA GCC TCT CTC ATG CTT TTG GCC AGA CAG-3' 440

CRP-1I 5'- GGA TCG AGG ACA GTT CCG TGT AGA AGT GGA-3'

Postupak:

Za svakog ispitanika pripremljeno je 8 reakcijskih smjesa potrebnih za umnoZavanje
HPA-1a, -1b, -2a, -2b, -3a, -3b, -5a, -5b koje su sadrzavale alel-specificne HPA pocetnice i
pocetnice unutarnje pozitivne kontrole CRP-a. Konac¢ne koncentracije reaktanata u reakcijkim
smjesama PCR bile su: 1,5 mmol/L MgCl,, 0,2 mmol/L dNTP, 0,5 umol/L HPA pocetnica,
0,05 umol/LL CRP pocetnica, 50 ng genomske DNA 1 0,5 U AmpliTaq Gold polimeraze u
ukupnom volumenu od 20 pL. Svi reagensi su bili od tvrtke Applied Biosystems (Foster City,

SAD) osim pocetnica (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Njemacka).
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Sve reakcije umnoZavanja izvedene su na termobloku GeneAmp PCR System 2400

(Applied Biosystems, Foster City, SAD) uz istovjetne reakcijske uvjete: pocetna denaturacija
na 95 °C/10 min, zatim 10 ciklusa na 95 °C/15 s, 67 °C/30s 1 72 °C/30 s, te 25 ciklusa na
95 °C/155s,61 °C/30s 1 72 °C/30 s, sa zavrSnom sintezom na 72 °C/10 min.

Kao pozitivne kontrole u pojedinim reakcijama genotipizacije koriSten je referentni

materijal, izdvojena DNA B-limfoblastoidnih stani¢nih linija:

1. COX (HPA-1a/a, -2a/a, -3a/a, -5a/a),
2. HAG (HPA-1a/a, -2a/a, -3a/b, -5a/b),
3. KASO11 (HPA-1a/a, -2a/a, -3a/b, -5a/b)

Provjera uspjesnosti genotipizacije:

Provjera uspjeSnosti genotipizacije ispitana je elektroforetskim razdvajanjem na 2%-tnom

agaroznom gelu.

Reagensi:

1.

2%-tni agarozni gel:

Agaroza (Roche Molecular Biochemicals) 20¢g
Puferska otopina 1XTBE 100,0 mL
Etidijev bromid (Merck), 10mg/mL 2,4 uL

Puferska otopina 10x TBE:

Tris (Kemika) 121,1 g
H3BO; (Kemika) 47,6 g
EDTA (Kemika) 93¢

Sterilna destilirana H,O do 1000 mL

. Puferska otopina 1x TBE:

Puferska otopina 10x TBE 80 mL
Sterilna destilirana H,O do 800 mL

Boja za nanoSenje uzoraka (sastav: SmL 50%-tnog glicerola, ImL 1%-tnog bromfenolnog
plavila, 1 mL 1%-tnog ksilen-cijanola, 1,0 mL 2%-tne puferske otopine 10x TAE, 2 mL

sterilne destilirane H,O, otopina boje alikvotira se po 1mL i ¢uva na +4 °C)

Biljeg molekularne mase od 100 pb (Amersham, GE Healthcare UK Limited, Amersham
Place Little Chalfront. Velika Britanija)
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Postupak elektroforeze:

U 100 mL puferske otopine 1xTBE doda se 2 g agaroze i zagrije do vrenja. Nakon S$to se
otopljena agaroza ohladi na priblizno 60 °C doda se 2,4 uL etidijevog bromida. Gel se ohladi,
izlije u priredenu kadicu za elektroforezu i pusti da se skruti. U kadicu se izlije ostatak pufera,
a na pripravljeni gel nanese se 10 uL. umnoZenog produkta alel-specificnog PCR-a i 2 uL boje
za nanosenje uzoraka), te 10 uL pripravljenog molekularnog biljega i 2 UL boje za nanoSenje
uzoraka. Elektroforeza se provodi na 140V/160mA/1h. Gel se nakon nakon zavrSene
elektroforeze prenese na UV-transluminator, a dobiveni ulomci dokumentiraju se
fotografiranjem kamerom GBOX (Syngene). Prisutnost ulomka od 440 pb ljudskog gena
CRP-a kao unutarnje pozitivne kontrole dokaz je uspjeSnosti umnoZavanja, dok se genotip
odreduje iz izgleda slike na temelju frakcija koje ukazuju na postojanje pojedinih alela (Slika

18.).

20 21 2223

cr falias

Slika 18. Elektroforetsko razdvajanje umnozenih produkata alel-specificnog PCR-a na 2%-
tnom agaroznom gelu. Ulomci od 440 pb predstavljaju pozitivnu unutarnju kontrolu (ljudski
CRP), a linije 11 1 32 molekularni biljeg od 100 pb.

Linije 1-10 su ulomci HPA-1: linije 1-2, 3-4, 7-10 HPA-1a/a; linije 5-6 HPA-1a/b.

Linije 12-19 su ulomci HPA-2: linije 14-19 HPA-2a/a; linije 12-13 HPA-2a/b.

Linije 20-31 su ulomci HPA-3: linije 22-23, 28-31 HPA-3a/a; linije 20-21, 24-25 HPA-3a/b;
linije 26-27 HPA-3 b/b.

Linije 33-44 su ulomci HPA-5: linije 33-34, 37-40, 43-44 HPA-5a/a; linije 35-36, 41-42
HPA-5a/b.

Za statisticku obradu rezultata nisu uzeti u obzir dobiveni rezultati genotipazacije
testnim sustavom CVD za polimorfizam ApoB R3500Q jer su svi ispitanici imali divlji tip 1

polimorfizam HPA-1 jer je obrada izvedena rezultatima dobivenim alel-specifi¢cnim PCR-om

52



za sve polimorfizme HPA (-1, -2, -3 i1 -5). Dobiveni rezultati za polimorfizam HPA-1 testnim

sustavom CVD sluzili su pri tome kao provjera rezultata dobivenih alel-specifi¢nim PCR-om.

4.2.4. STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza podataka napravljena je uporabom programskog sustava MedCalc,
verzija 9.3.2.0. na operativnom sustavu Windows (Frank Schoonjans, Nizozemska).
Normalnost raspodjele podataka ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Normalno
raspodijeljene kontinuirane varijable izraZzene su kao srednje vrijednosti * standardna
devijacija (SD), a u slucaju kad nisu bile normalno raspodijeljene kao medijani uz
odgovarajuc¢e interkvartilne raspone. Usporedba kontinuiranih varijabli izmedu skupina
ispitana je Studentovim t-testom ili Mann-Whitneyevim testom ovisno o raspodjeli.
Usporedba zastupljenosti djeaka i djevojCica unutar i izmedu skupina napravljena je testom
usporedbe proporcija. Za svaki ispitivani polimorfizam dobivene ucestalosti genotipova i
alela izmedu skupina su usporedene x*-testom ili Fisherovim egzaktnim testom ako je broj
podataka u skupini bio <5. Hardy-Weinbergova ravnoteza odredena je Courtlabovim
kalkulatorom (224), a odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze (razlika izmedu
dobivenih i ocekivanih genotipova) ispitano je ¥ *-testom. Moguca povezanost ispitivanih
polimorfizama s nastankom mozdanog udara utvrdena je na temelju izraCunatih omjera
izgleda (engl. odds ratio, OR) uz pripadajuc¢e 95%-e intervale pouzdanosti (engl. confidence
interval, CI) prema dominantnom, odnosno recesivhom modelu. U dominantnom modelu
heterozigotne i homozigotne varijante usporedene su s homozigotima divljeg tipa, dok su u
recesivnom modelu homozigotne varijante usporedene s heterozigotima i homozigotima
divljeg tipa. Ucestalosti haplotipova za HPA -1, -2, -3 i ACE, te FV Leiden, FV HR2,
MTHFR C677T i MTHFR A1298C odredene su uporabom programa za statisti¢ku analizu
povezanosti haplotipa i bolesti HAPSTAT, verzija 3.0 (Tammy Bailey i Danyu Lin, Chapel
Hill, Sjeverna Karolina, SAD) (225). Usporedba ucestalosti haplotipova izmedu skupina
ispitana je x*-testom. Modelom logisticke regresije ispitan je utjecaj polimorfizama na
nastanak MU u djece, kao i na pojedini tip MU. Utjecaj svakog pojedinog polimorfizma na
nastanak MU zasebno je ispitan univarijantnim regresijskim modelima, te multivarijantnim
modelom kombinacijom viSe polimorfizama sa statisticki znacajnim utjecajem (P<0,05).
Rezultati logisticke regresije izraZeni su kao OR uz pripadajuce 95%-e CI. Vrijednosti P<0,05

smatrane su statisticki znacajne.
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5. REZULTATI

5. 1. KARAKTERISTIKE SKUPINA ISPITANIKA

Istrazivanje je provedeno u skupini od 100 djece (63 djecaka i 37 djevojcica) s MU i u
kontrolnoj skupini od 100 djece (63 djecaka i 37 djevojCica), sparenih po dobi s djecom s

MU. Karakteristike skupina ispitanika ukljucenih u istrazivanje prikazane su u Tablici 7.

Tablica 7. Karakteristike ispitivanih skupina djece s mozdanim udarom (N=100) i kontrolne
skupine (N=100).

Karakteristika Mozdani udar Kontrolna skupina |
Dob pri ispitivanju (godina)* 6,6 +5,0 6,5+49 0,948"
Djecaci (n=63) 6,6 +54 6,5+5,2 0,886
Djevojcice (n=37) 6,5+43 6,6 £44 0,916

Dob pri dijagnozi mozdanog

udara (godina)** 4,5 (0,5; 9,0) / /
Djecaci (n=63) 3,2 (0,6; 8,7) / 0,867°
Djevojcice (n=37) 5,2(0,4;9,4) / /

n predstavlja broj djeCaka ili djevojCica u pojedinoj skupini; rezultati su prikazani kao:
*srednja vrijednost=SD, **medijan te interkvartilni raspon; “t-test za nezavisne uzorke,
bMann—Whitney test za nezavisne uzorke (usporedba dobi pri dijagnozi mozdanog udara
izmedu djeCaka i djevojcica)

Utvrdena je priblizno 2 puta ¢e$¢a pojavnost MU u dje¢aka u odnosu na djevojcice, uz
dobiveni omjer zastupljenosti djecaka i djevoj€ica od 1,70:1. Srednje dobi djece s MU i
kontrolne skupine iznosile su 6,6 i 6,5 godina i nisu se statisticki razlikovale (P=0,948).
Djecaci i djevojcice s MU su u vrijeme ispitivanja imali priblizno istu dob (6,5 i 6,6 godina)
te nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P=0,901).

Statisticki znacajna razlika nije utvrdena ni izmedu srednje dobi djecaka s MU i
kontrolne skupine (P=0,886), niti izmedu srednje dobi djevoj¢ica s MU i kontrolne skupine

(P=0,916).
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Prosje¢na dob pri dijagnozi MU iznosila je 4,5 godina i statisticki se znaCajno
razlikovala (P=0,016) od srednje dobi pri ispitivanju (6,6 godina). lako je MU dijagnosticiran
u djevojcica u kasnijoj Zivotnoj dobi (5,2 godina) u odnosu na djecake (3,2 godina), nije
utvrdena statisticki znacajna razlika (P=0,867) izmedu dobi pri dijagnozi MU u djecaka u
odnosu na djevojcice.

Djeca s MU su prema dobi kad je dijagnosticiran MU svrstana u 5 dobnih skupina (<1,
1-5, >5-10, >10-15 1 >15-18 godina). Raspodjela ispitanika prikazana je graficki na Slici 19.

Broj ispitanika

<1 1-5 >5-10 >10-15 >15-18
Dob (godina)

Slika 19. Raspodjela djece s mozdanim udarom prema dobnim skupinama, ovisno o dobi pri
dijagnozi mozdanog udara.

Najveci broj MU dijagnosticiran je u djece mlade od 1 godine (39/100) i u djece od >5-
10 godina starosti (27/100), dok je najmanji broj MU dijagnosticiran u djece starije od 15
godina (7/100). Statisticki znacajno veci broj MU dijagnosticiran je u preadolescenata (djeca
mlada od 13 godina, 88/100) u odnosu na adolescente (dob: 13-18 godina, 12/100) te je
pojavnost MU bila 7,3 puta ¢esca u preadolescenata u odnosu na adolescente (P<0,001) (43).

Nadalje je ispitana i zastupljenost djecaka i djevojCica prema dobnim skupinama s
obzirom na dob pri dijagnozi MU, a raspodjela zastupljenosti prema spolu graficki je

prikazana na Slici 20.
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<1 1-5 >5-10 >10-15 >15-18
Dob (godina)

Slika 20. Raspodjela zastupljenosti djecaka i djevojCica prema dobnim skupinama s obzirom
na dob pri dijagnozi mozdanog udara izrazena u %; n predstavlja broj djecaka ili djevojcica u
pojedinoj dobnoj skupini; N predstavlja ukupni broj djecaka ili djevojCica s moZdanim
udarom.

Najveca zastupljenost i djecaka (24/63) 1 djevojcica (15/37) u odnosu na ukupni broj
djecaka i djevoj¢ica s MU zabiljezena je u djece mlade od 1 godine, te u djece >5-10 godina
starosti (djeCaci: 14/67, djevojcice: 13/37), dok je najmanja zastupljenost i djecaka (6/63) i

djevojcica (1/37) zabiljeZena u djece starije od 15 godina.
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5.2. REZULTATI MORFOLOSKIH PRETRAGA MOZGA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM

Dijagnoza MU je potvrdena u svih ispitanika na temelju rezultata najmanje jedne
slikovne tehnike morfoloskih pretraga (CT-a i/ili MR-a) mozga. Pretraga CT-a mozga je
izvedena u 79/100, MR-a mozga u 90/100, a kombinacije CT-a i MR-a mozga u 69/100 djece.
Morfoloskim pretragama mozga utvrdena je anatomska lokalizacija MU te zahvaceno
vaskularno podrudje.

Prema anatomskoj lokalizaciji MU najveci broj djece (91/100) imalo je oSte¢enje jedne
hemisfere dok je 9-ero djece imalo oSteCenje obje hemisfere. Kod zahvacenosti jedne
hemisfere, veci broj djece (49/91) imao je oStecCenje u lijevoj hemisferi dok je 42/91 djece
imalo oStec¢enje u desnoj hemisferi. Od ukupnog broja MU, veci broj djece (85/100) imao je
oStecenje u podrucju prednje mozdane cirkulacije, manji broj u podrucju straznje cirkulacije
(11/100), dok je 2 djece imalo oStec¢enje i prednje i straznje moZdane cirkulacije, a 2 je djece

imalo rubno oStecenje prednje i straZznje moZdane cirkulacije.
5.2.1. RASPODJELA DJECE PREMA TIPU MOZDANOG UDARA

Djeca s dijagnozom MU svrstana su u 2 podskupine prema tipu MU: IMU i HMU.
Kriteriji za svrstavanje u pojedinu skupinu postavljeni su na temelju kombinacije rezultata
slikovnih tehnika, morfoloskih pretraga mozga te klinickih simptoma.

IMU je definiran kao akutni ZariSni neuroloski poremecaj s trajanjem od najmanje 24
sata, s dokazom moZdanog infarkta u arterijskoj ili venskoj distribuciji na prikazu mozga, koji
se oCitovao kao hemipareza, afazija, poremecaj vida ili ravnoteZe ili cerebralni napadaji (226).
U novorodencadi je MU dijagnosticiran nakon napadaja (konvulzija) u prvih nekoliko dana
nakon rodenja ili ako je dijagnoza o "pretpostavljenom" MU postavljena retrospektivno
nekoliko mjeseci kasnije na temelju klini¢kih simptoma hemipareze ili napadaja (226).

HMU je definiran kao akutni ZariSni neuroloSki nedostatak s trajanjem od najmanje 24
sata, s dokazom intrakranijalnog krvarenja na slikovnom prikazu morfoloske funkcije mozga
koje nije posljedica IMU, sa simptomima glavobolje, povra¢anjem, smanjenom razinom
svijesti 1 napadajima (226).

IMU je utvrden u 73 djece, dok je HMU utvrden u 27 djece (Slika 21). Prema tome,
pojavnost IMU bila je 2,7 puta ¢es¢a od HMU.
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IMU
73/100

(73%)

Slika 21. Zastupljenost djece unutar skupine djece s MU prema tipu moZdanog udara: IMU-
ishemijski moZzdani udar, HMU-hemoragijski moZdani udar.

5.3. KLINICKI SIMPTOMI I RIZICNI CIMBENICI MOZDANOG
UDARA U DJECE

Analiza klini¢kih simptoma MU napravljena je prema dostupnoj medicinskoj
dokumentaciji bolesnika, a njihova zastupljenost u djece s MU prikazana je skupno i zasebno
za pojedini tip MU (IMU 1 HMU) u Tablici 8.

Najces¢i klinicki simptom, bez obzira na tip MU, bila je hemipareza, u ¢ak 50%
slucajeva, s tim Sto je hemipareza u IMU ceSce bila desnostrana, a u HMU lijevostrana. Od
ostalih klinickih simptoma glavobolja i povracanje bili su drugi najzastupljeniji simptomi

HMU, a cerebralni napadaji simptomi IMU.
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Tablica 8. Klinicki simptomi u skupini djece s ishemijskim (N=73) i hemoragijskim
moZzdanim udarom (N=27), te u skupini djece s mozdanim udarom (ukupno N=100).

Mozdani udar

Klini¢ki simptom n (%)
Ishemijski Hemoragijski Ukupno
Hemipareza 40 (55) 10 (37) 50 (50)
Lijevostrana 17 (23) 8 (30) 25 (25)
Desnostrana 23 (31) 2(7) 25 (25)
Cerebralni napadaji 11 (15) 5 (18) 16 (16)
Distoni sindrom (hipotonija) 8(11) 14) 99
Monopareza 2@3) 14 3@3)
Tetrapareza 2(3) 14) 3(3)
Spasti¢nost 3(4) 1(4) 4 (4)
Glavobolja i povracanje 2@3) 6 (22) 8 (8)
Poremecaj ravnoteze 1(1) 0 (0) 1(1)
Vrtoglavica 2@3) 0 (0) 1(1)
Povracanje 1(1) 14) 2(2)
Poremecaji govora 1(1) 0 (0) 1(1)
Smetnje vida 0(0) 1(4) 1(1)

n predstavlja broj djece s pojedinim klini¢kim simptomom

Rizi¢ni su ¢imbenici utvrdeni u 78/100 djece s MU, od kojih su bili visestruki u 13/100
djece. Utvrdeni rizi¢ni ¢imbenici za osnovnu skupinu djece s MU, kao i za podskupine IMU i

HMU, prikazani su u Tablici 9.
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Tablica 9. Rizi¢ni ¢imbenici utvrdeni u skupini djece s ishemijskim (N=73) i hemoragijskim
mozdanim udarom (N=27), te u osnovnoj skupini djece s moZzdanim udarom (ukupno N=100).

Rizi¢ni ¢imbenik

Infekcija

Srcane bolesti

Vaskulitis

Bolest moya-moya
Hipoplazija krvne Zile
Perinatalne komplikacije
Trauma glave

Sideropeni¢na anemija
Koncentracija lipoproteina (a) >0,3 g/L
Arterio-venska malformacija
Aneurizma

Hodgkinov limfom
ViSestruki

Nepoznati

n predstavlja broj djece s pojedinim klini¢kim simptomom

Ishemijski

19 (26)
7 (10)
5(7)
3 (4)
8 (11)
7(10)
1(1)
1(1)
7 (10)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

10 (14)

12 (16)

Mozdani udar

n (%)

Hemoragijski

4(15)
1 (4)
0(0)
0(0)
4(15)
1(4)
1(4)
0(0)
0(0)
4(15)
13
1(3)
3(11)
10 (37)

Ukupno

23 (23)
8 (8)
5(5)
3 (3)

12 (12)
8(8)
2 (2)
L(D)
7(7)
4(4)
L (1)
13)

13 (13)

22 (22)

5.4. KARAKTERISTIKE SKUPINA DJECE PREMA TIPU MOZDANOG

UDARA

IMU je utvrden iskljucivo u arterijskoj cirkulaciji (arterijski ishemijski moZdani udar,

AIMU), dok nije utvrden niti jedan slucaj SVT. Od djece s utvrdenim HMU, najveéi broj
djece (12/27) imao je ICH, 7/27 djece je imalo IVK, a 4/27 djece imalo je spontani SAH. U

2/27 djece utvrden je IVK s ICH, dok za 2/27 djece nije bilo moguce iz dostupnih podataka

utvrditi o kojem se tipu HMU radilo. Karakteristike djece s AIMU 1 HMU prikazane su u

Tablici 10.
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Tablica 10. Karakteristike djece s arterijskim ishemijskim (N=73) i hemoragijskim
mozdanim udarom (N=27).

Mozdani udar
Karakteristika |

Arterijski ishemijski Hemoragijski

Spol n (%)
Djecaci 48 (66) 15 (56) 0,487*
Dijevojcice 25 (34) 12 (44) 0,481°

Dob pri ispitivanju (godina)* 7,0+4,8 54+54 0,149¢
Djecaci 7,6 +£5,1 34+5,1 0,006°
Djevojcice 5,8+4,0 7,9 +4,7 0,167°

Dob pri dijagnozi mozdanog

udara (godina)** 4,3 (0,3;9,0) 5,0 (1,0; 9,0) 0,678
Djecaci 4,4(0,3;9,9) 1,2 (0,5; 4,5) 0,223¢
Djevojcice 4,0 (0,3; 7,8) 5,6 (5,0; 11,5) 0,031

n predstavlja broj djecaka ili djevojCica u pojedinoj skupini; rezultati su prikazani kao:
*srednja vrijednost+SD, **medijan i interkvartilni raspon; “test usporedbe proporcija
zastupljenosti dje¢aka s arterijskim ishemijskim i hemoragijskim mozdanim udarom, "test
usporedbe proporcija zastupljenosti djevoj€ica s arterijskim ishemijskim i1 hemoragijskim
moZdanim udarom ‘t-test za nezavisne uzorke, dMann—Whitney test za nezavisne uzorke
(usporedba dobi pri dijagnozi mozdanog udara izmedu arterijskog ishemijskog i
hemoragijskoga mozdanog udara).

Utvrdena je statisticki znacajno veéa pojavnost AIMU u djecaka (48/73, P<0,001) u
odnosu na djevojcice (25/73), tj, zastupljenost djecaka je bila 1,92 puta veca od zastupljenosti
djevojcica (omjer zastupljenosti djecaka i djevojcica iznosio je 1,92:1). Nadalje, utvrdena je i
¢eS¢a pojavnost HMU u djeCaka (15/27) u odnosu na djevojcice (12/27), tj, zastupljenost
djecaka bila je 1,25 puta veca od zastupljenosti djevojcCica, ali nije bila statisticki znacajna
(P=0,586). Usporedbom zastupljenosti spolova u skupinama djece s AIMU 1 HMU nije
dobivena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti djeCaka (P=0,487) ni djevojCica
(P=0,481).

Iako je srednja dob djece s AIMU bila viSa (7,0 godina) u odnosu na srednju dob djece s
HMU (5.4 godina), nije utvrdena statisticka znacajna razlika (P=0,149). Djecaci i djevojcice s
AIMU su u vrijeme ispitivanja imali priblizno istu dob (7,6 i 5,8 godina), te nije utvrdena
statisticki znacajna razlika (P=0,122). Za razliku od toga, utvrdena je statisticki znacajna

razlika izmedu srednje dobi ispitivanja djec¢aka i djevojc¢ica s HMU (P=0,025), kao i izmedu
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srednje dobi djecaka s AIMU i HMU (P=0,006), ali ne i izmedu srednje dobi djevojcica s
AIMU i HMU (P=0,167).

Prosje¢na dob pri dijagnozi AIMU iznosila je 4,3 godine i nije se statisticki znacajno
razlikovala (P=0,067) od srednje dobi ispitivanja (7,0 godina). Dob dijagnoze AIMU bila je
priblizno jednaka u djecaka (4,4 godina) i djevojcica (4,0 godina) te nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika (P=0,185). Za razliku od toga, HMU je dijagnosticiran u djevojcica u
kasnijoj Zivotnoj dobi u odnosu na djecake (5,6 u odnosu prema 1,2 godina), te je utvrdena
statisticki znacajna razlika (P=0,013) izmedu dobi dijagnoze HMU u djecaka u odnosu na
djevojcice. lako je AIMU dijagnosticiran u dje¢aka u kasnijoj Zivotnoj dobi u odnosu na
HMU (4,4 u odnosu prema 1,23 godina), nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika (P=0,223).
Za razliku od toga statistiCki znacajna razlika je utvrdena izmedu medijana dobi pri dijagnozi
AIMU i HMU u djevojcica (P=0,013).

Djeca s AIMU i HMU su prema dobi kad je dijagnosticiran MU svrstana u 5 dobnih
skupina (<1, 1-5, >5-10, >10-15 1 >15-18 godina). Raspodjela ispitanika prikazana je graficki
na Slici 22.

\ \
40- [ Arterijski ishemijski mozdani udar

B Hemoragijski mozdani udar -

Broj ispitanika

<1 1-5 >5-10 >10-15 >15-18
Dob (godina)

Slika 22. Raspodjela djece s arterijskim ishemijskim i hemoragijskim mozdanim udarom
prema dobnim skupinama, ovisno o dobi dijagnoze mozdanog udara.
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Istrazivanjem je pokazano da je i AIMU 1 HMU u najve¢em broju dijagnosticiran u
djece mlade od 1 godine (31/73 i 8/27). Druga najcesca dobna skupina bila je od 1-5 godina
za HMU (9/27) te od >5-10 godina starosti (23/73) za AIMU, dok je u djece starije od 15
godina AIMU dijagnosticiran samo u 5/73 djece, a HMU u 2/27 djece. Analizom ucestalosti
pojavnosti MU, ve¢i broj AIMU i HMU dijagnosticiran je u preadolescenata u odnosu na
adolescente, i to 7,1 puta veci broj AIMU (64/73) te 8 puta ve¢i broj HMU (24/27).
Raspodjela zastupljenosti djec¢aka i djevojCica prema dobnim skupinama s obzirom na dob pri

dijagnozi AIMU prikazana je na Slici 23.

\
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80+ m Hemoragijski mozdani udar djevojcice
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60 56,0
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Dob (godina)

Slika 23. Raspodjela zastupljenosti djeCaka i djevojica prema dobnim skupinama s obzirom
na dob pri dijagnozi arterijskog ishemijskog ili hemoragijskoga moZdanog udara izrazena u
%; n predstavlja broj djecaka ili djevoj€ica u pojedinoj dobnoj skupini; N predstavlja ukupni
broj djecaka ili djevoj€ica s pojedinim tipom moZdanog udara.

Najveca zastupljenost i djecaka (17/48) i djevojcica (14/25) u odnosu na ukupni broj
djecaka i djevojcica s AIMU zabiljezena je u djece mlade od 1 godine te u djece >5-10 godina
starosti (djecaci: 13/48, djevojCice: 10/25), dok je najmanja zastupljenost djecaka (5/48)
zabiljezena u djece starije od 15 godina. Nijedan slu¢aj AIMU nije zabiljezen u djevojcCica
starijih od 15 g. Najveca zastupljenost djecaka (7/15) u odnosu na ukupni broj dje¢aka s HMU

zabiljeZena je u mladim dobnim skupinama i to u djece mlade od 1 godine te u djece od 1-5
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godina starosti (5/15), dok je svega 3/15 djecCaka u preostale tri dobne skupine. Za razliku od
djecaka, najveca zastupljenost djevoj€ica s HMU zabiljeZena je u djece od 1-5 godina (4/12),
>5-10 godina (3/12) i >10-15 godina (3/12), dok je po svega 1 djevojcica bila iz dobnih

skupina <1 1 >15 godina.

5.5. KARAKTERISTIKE SKUPINE DJECE S ARTERIJSKIM
ISHEMIJSKIM MOZDANIM UDAROM

Unutar skupine djece s AIMU izvrSena je podjela u dvije podskupine s obzirom na dob
pojave MU: u skupinu perinatalnog arterijskog ishemijskoga mozdanog udara (PMU) i
skupinu arterijskog ishemijskoga mozdanog udara u djecjoj dobi (skupina DMU). PMU je
utvrden u 38-ero djece dok je DMU utvrden u 35-ero djece, a zastupljenost djece u pojednim
podskupinama prikazana je na Slici 24, dok su karakteristike djece s PMU 1 s DMU prikazane
u Tablici 11.

& DMU OPMU

DMU PMU
38/73 35/73
(52%) (48%)

Slika 24. Zastupljenost djece unutar skupine djece s arterijskim ishemijskim mozdanim
udarom s obzirom na dob pojave mozdanog udara: DMU-arterijski ishemijski moZzdani udar u
djecjoj dobi, PMU-perinatalni arterijski ishemijski moZdani udar.
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Tablica 11. Karakteristike djece s perinatalnim arterijskim ishemijskim mozdanim udarom
(N=35) i s arterijskim ishemijskim moZdanim udarom u djecjoj dobi (N=38).

Arterijski ishemijski mozdani udar

Karakteristika P
Perinatalni Djecja dob
Spol n (%)
Dijedaci 20 (57) 28 (74) 0,199°
Dijevojcice 15 (43) 10 (26) 0,199"
Dob pri ispitivanju (godina)* 4,7+39 92+4,5 <0,001¢
Djecaci 45+35 9,9+438 <0,001°
Djevojcice 49+45 72+238 0,151°¢
Dob pri dijagnozi mozdanog
udara (godina)** 0,3 (0,2; 0,8) 8,6 (5,2; 12,0) <0,001°
Djecaci 0,2 (0,2; 0,7) 9,3 (5,4; 13,8) <0,001°
Djevojcice 0,6 (0,2; 4,2) 7,4 (5,2; 8,7) 0,008

n predstavlja broj djeCaka ili djevojCica u pojedinoj skupini; rezultati su prikazani kao:
*srednja vrijednost+SD, **medijan i interkvartilni raspon; “test usporedbe proporcija
zastupljenosti djecCaka s perinatalnim arterijskim ishemijskim moZdanim udarom 1 arterijskim
ishemijskim mozdanim udarom u dje&joj dobi, "test usporedbe proporcija zastupljenosti
djevojCica s perinatalnim arterijskim ishemijskim moZdanim udarom 1 arterijskim
ishemijskim moZdanim udarom dje&je dobi, C‘t-test za nezavisne uzorke, ‘Mann-
Whitney test za nezavisne uzorke (usporedba dobi pri dijagnozi mozdanog udara izmedu
perinatalnog arterijskog ishemijskoga mozdanog udara i arterijskog ishemijskoga mozdanog
udara u djecjoj dobi).

Ispitivanjem je utvrdena veca zastupljenost djeCaka u odnosu na djevojcice u obje
podskupine AIMU. ZabiljeZen je veci omjer zastupljenosti djecaka i djevojica u DMU
(2,8:1) nego u PMU (1,3:1), uz statisticki znacajnu razliku u pojavnosti DMU izmedu djecaka
i djevojcica (P<0,001), dok nije utvrdena statisticki znacajna razlika pojavnosti PMU u
djecaka u odnosu na djevojcice (P=0,351). Zastupljenost djecaka u djece s PMU i DMU nije
se statisticki znacajno razlikovala (P=0,199) kao ni djevojCica u ispitivanim skupinama
(P=0,199).

Iako je srednja dob djeCaka s DMU u vrijeme ispitivanja bila visa (9,9 godina) od
srednje dobi djevojcica (7,2 godina), nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P=0,114), kao

ni izmedu dobi pri dijagnozi u djeaka (medijan: 9,4 godina) i djevojCica (medijan: 7,4
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godina), (P=0,127). Iako je medijan dobi pri dijagnozi PMU bio ve¢i u djevojcica (0,6 godina)
u odnosu na djecake (0,2 godine), nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P=0,494). Dob pri
dijagnozi PMU (medijan: 0,3 godina) statisticki se znacajno razlikovala (P<0,001) od dobi
ispitivanja (medijan: 3,2 godina). MU je dijagnosticiran prije 28. dana Zivota samo u 5 od 35
novorodencadi, dok je u 30 pretpostavka o PMU postavljena nekoliko mjeseci nakon
klini¢kih simptoma.

Djeca s DMU su prema dobi kad je dijagnosticiran MU svrstana u 5 dobnih skupina
(<1, 1-5, >5-10, >10-15 1 >15-18 godina). Raspodjela ispitanika prikazana je graficki na Slici
25.

Broj ispitanika
—r
bt
©

<1 1-5 >5-10 >10-15 >15-18
Dob (godina)

Slika 25. Raspodjela djece s arterijskim ishemijskim moZdanim udarom u djec¢joj dobi prema
dobnim skupinama, ovisno o dobi pri dijagnozi mozdanog udara.

Istrazivanjem je pokazano da je DMU u najve¢em broju dijagnosticiran u djece od >5-
10 godina starosti (18/38; 47%) te u djece od >10-15 godina starosti (8/38; 21%) 1 1-5 godina
starosti (7/38; 18%), a najmanje u djece mlade od 1 godine (2/38; 5%) i starije od 15 godina
(3/38; 7%). Analizom ucestalosti pojavnosti DMU, 3,2 puta ve¢i broj moZdanih udara
dijagnosticiran je u preadolescenata (29/38) u odnosu na adolescente (9/38).

Raspodjela zastupljenosti djecaka i djevoj€ica prema dobnim skupinama s obzirom na

dob pri dijagnozi DMU prikazana je na Slici 26.

66



[
100 ‘W Dje¢aci ODjevojéice | |
90 | 80,0

n/N (%)

<1 1-5 >5-10 >10-15 >15-18
Dob (godina)

Slika 26. Raspodjela zastupljenosti djecaka i djevoj¢ica prema dobnim skupinama u djece s
arterijskim ishemijskim mozdanim udarom u djecjoj dobi s obzirom na dob pri dijagnozi
mozdanog udara izraZzena u %; n predstavlja broj djecaka ili djevojCica u pojedinoj dobnoj
skupini; N predstavlja ukupni broj dje€aka ili djevojcica s arterijskim ishemijskim mozdanim
udarom u djecjoj dobi.

Najveca zastupljenost 1 djecaka (10/28) i djevojCica (8/10) u odnosu na ukupni broj
djecaka 1 djevoj¢ica s DMU zabiljezena je u djece >5-10 godina starosti. Najmanja
zastupljenost djecaka zabiljeZena je u djece mlade od 1 godine (1/28), dok niti u jedne

djevoj¢ice starije od 10 godina nije dijagnosticiran DMU.

5.6. REZULTATI SLIKOVNIH MORFOLOSKIH PRETRAGA MOZGA
UDJECE S ARTERIJSKIM ISHEMIJSKIM MOZDANI UDAROM

Pretraga CT-a mozga izvedena je u 56/73 djece s AIMU i to u 25/35 djece s PMU i u
31/38 djece s DMU, MR-a mozga u 68/73 djece s AIMU (32/35 s PMU i u 36/38 s DMU), te
kombinacije CT-a 1 MR-a mozga u 51/73 djece s AIMU (22/35 s PIMU 1 u 29/38 s DMU). Na
temelju rezultata slikovnih morfoloskih pretraga mozga u djece s potvrdenom dijagnozom
AIMU utvrdena je anatomska lokalizacija oSteCenja te su rezultati obradeni zasebno za

skupinu djece s PMU i za skupinu djece s DMU (Tablica 12).
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Tablica 12. Anatomska lokalizacija mozdanog udara i zahvaceno vaskularno podrucje u
skupinama djece s perinatalnim arterijskim ishemijskim moZdanim udarom (N=35),
arterijskim ishemijskim moZdanim udarom u djecjoj dobi (N=38), te u skupini djece s
arterijskim ishemijskim mozdanim udarom (N=73).

Arterijski ishemijski moZzdani udar
n (%)

Perinatalni | Dje¢ja dob | Ukupno

Anatomska lokalizacija mozdanog udara /

zahvaceno vaskularno podrudje

Anatomska lokalizacija mozdanog udara

Jedna hemisfera 31 (89) 36 (95) 67 (92)
Lijeva 20 (57) 17 (45) 37 (51)
Desna 11 (32) 19 (50) 30 (41)

Dvije hemisfere 4 (11) 2(5) 6 (8)

Zahvaceno vaskularno podrudje
Jedna arterija 30 (86) 32 (84) 62 (85)
Srednja mozdana arterija 27 (77) 26 (68) 53 (73)
Glavna grana 14 (40) 8 (21) 22 (30)
Kortikalno podrucje 5(14) 821 13 (18)
Subkortikalne strukture 309 8 (21) 11 (15)
Nije precizirano 5(14) 2 (5 7 (10)

Prednja moZdana arterija 0@ 2 (5 23

Straznja mozdana arterija 39 3(8) 6 (8)

Cerebelarna arterija 00 13 1(1)

Rubno podrucdje 309 3(8) 6 (8)

Srednja 1 prednja mozdana arterija 2 (6) 3(8) 5(7)

Srednja 1 straznja mozdana arterija 1(3) 0 (0) 1(1)

Dvije arterije 2 (6) 2(5) 4 (5

Srednja 1 prednja mozZdana arterija 1(3) 0(0) 1(1)

Srednja 1 straZznja mozdana arterija 13) 1(3) 2(3)

Srednja moZdana i unutarnja karotidna arterija 0(0) 1(3) 1(1)

Rubno podrudje vise arterija 0(0) 1(3) 1(1)

Srednja i prednja mozdana arterija + srednja i 0@ 13 1(1)

straZnja moZdana arterija

n predstavlja broj djece s obzirom na lokalizaciju mozdanog udara

Prema anatomskoj lokalizaciji oSte¢enja u djece s AIMU 67/73 djece imalo je oSteenje
jedne hemisfere, dok je 6/73 djece imalo oStecenje obje hemisfere. Kod zahvacenosti jedne

hemisfere, ve¢i broj djece (37/73) imao je oStecenje u lijevoj hemisferi, dok je 30/73 djece

68



imalo oSte¢enje u desnoj hemisferi. U 62/73 djece oStecenje je bilo posljedica infarkta
lokaliziranog na podruc¢ju samo jedne od arterija moZzdanog krvotoka, u 4/73 dvije ili viSe
arterija, dok je po 2/27 djece imalo oSte¢enje rubnog podruc¢ja izmedu dvije ili viSe moZdanih
arterija.

Od ukupnog broja djece s AIMU, veci broj djece (60/73) imao je oStecenje u podrucju
prednje moZdane cirkulacije, manji broj u podrucju straznje cirkulacije (7/73), dok je 3/73
djece imalo oStecenje i prednje i straznje mozdane cirkulacije, a 2/73 djece imalo je rubno
oStecenje prednje i straZnje mozdane cirkulacije.

Manji broj djece s PMU (4/35) 1 DMU (2/38) imao je oStecenje obje hemisfere. Kod
oStecenja jedne hemisfere u djece s PMU (31/35) veci broj djece imao je oSteCenje lijeve
hemisfere (20/31), dok je u djece s DMU (36/38) veci broj djece imao oStecenje desne
hemisfere (19/36). U obje podskupine (PMU i DMU) ostecenje je najcesce bilo posljedica
infarkta jedne od arterija moZdanog krvotoka i to u najvecem broju djece srednje moZdane
arterije (PMU: 27/30, DMU: 26/32). U obje podskupine veci broj djece imao je oStecenje u
podrucju prednje moZdane cirkiulacije (PMU: 32/35. DMU: 31/38), manji broj u podrucju
straznje mozdane cirkulacije (PMU: 3/35, DMU:4/38), 1/35 djece s PMU i 2/38 djece s DMU
imalo je oStecenje 1 prednje i straZznje mozdane cirkulacije, dok je 1/35 djece s PMU 1 1/38

djece s DMU imalo rubno oStecenje prednje i straZznje mozdane cirkulacije.
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5.7. KLINICKI SIMPTOMI I RIZICNI CIMBENICI ARTERIJSKOG
ISHEMIJSKOGA MOZDANOG UDARA

Uvidom u medicinsku dokumentaciju djece s AIMU zabiljezeni klini¢ki simptomi kao i

njihova zastupljenost u djece s PMU i s DMU prikazani su u Tablici 13.

Tablica 13. Klinicki simptomi u skupinama djece s perinatalnim arterijskim ishemijskim
mozdanim udarom (N=35), arterijskim ishemijskim moZdanim udarom u djecjoj dobi (N=38)
te u skupini djece s arterijskim ishemijskim mozZdanim udarom (N=73).

Arterijski ishemijski moZdani udar
n (%)

Perinatalni Djecja dob Ukupno

Klini¢ki simptom

Hemipareza 20 (57) 20 (53) 40 (55)
Lijevostrana 8 (23) 9 (24) 17 (23)
Desnostrana 12 (34) 11 (29) 23 (31)

Cerebralni napadaji 2 (6) 9 (24) 11 (15)

Distoni sindrom (hipotonija) 7 (20) 13 8(11)

Monopareza X(0)) 2 (5 23

Tetrapareza 2 (6) 0 (0) 2(3)

Spasti¢nost 39 0 (0) 34)

Glavobolja 0(0) 2(5) 2(3)

Poremecaj ravnoteze X(0)) 13 1(1)

Vrtoglavica 1(3) 1(3) 2(3)

Povracanje 00 1(3) 1(1)

Poremecaji govora 0(0) 1(3) 1(1)

n predstavlja broj djece s obzirom na lokalizaciju mozdanog udara

-----

50% slucajeva, 1 to ¢eS¢e desnostrana u oba podtipa AIMU. Od ostalih klinickih simptoma
drugi najzastupljeniji simptomi u djece s PMU bio je distoni sindrom, a u djece s DMU
cerebralni napadaji. U Tablici 14. prikazani su utvrdeni rizi¢ni ¢imbenici u djece s AIMU i u

skupinama djece s PMU i DMU.
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Tablica 14. Rizi¢ni Cimbenici utvrdeni u skupinama djece s perinatalnim arterijskim
ishemijskim mozdanim udarom (N=35), arterijskim ishemijskim moZdanim udarom u djecjoj
dobi (N=38) te u skupini djece s arterijskim ishemijskim mozdanim udarom (N=73).

Arterijski ishemijski mozdani udar

Rizi¢ni ¢imbenik n (%)

Perinatalni Djecja dob Ukupno
Infekcija 9 (26) 10 (26) 19 (26)
Srcane bolesti 39 4 (10) 7 (10)
Vaskulitis 0(0) 5(13) 5(7)
Bolest moya-moya 103) 2(5) 34
Hipoplazija krvne Zile 4(11) 4 (10) 8 (11)
Perinatalne komplikacije 7 (20) 00 7 (10)
Trauma glave 0 (@0 103) 1(1)
Sideropeni¢na anemija X(0)) 13 1(1)
Koncentracija lipoproteina (a) >0,3 g/L 2 (6) 5(13) 7 (10)
ViSestruki 5014) 5(13) 10 (14)
Nepoznati 7 (20) 513) 12 (16)

n predstavlja broj djece s obzirom na lokalizaciju moZdanog udara u pojedinoj skupini

U vecini djece s AIMU 61/73 (84%) utvrden je najmanje 1 rizicni ¢imbenik. Niti jedan
riziéni ¢imbenik nije utvrden u 7/35 (20%) djece s PMU te u 5/38 (13%) djece s DMU.
Visestruki rizi¢ni ¢imbenici utvrdeni su u po 5-ero djece iz svake podskupine, odnosno u
ukupno 10/73 (14%) djece s AIMU. Najzastupljeniji rizicni ¢imbenik u pribliZzno tre¢ine djece
u obje podskupine bila je infekcija. Drugi najzastupljeniji rizi¢ni ¢imbenici u djece s PMU
bile su perinatalne komplikacije, a u djece s DMU poviSena koncentracija lipoproteina (a) i

vaskulitis.
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5.8. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM I KONTROLNOJ SKUPINI

U djece s MU i kontrolnoj skupini napravljena je genotipizacija 14 polimorfizama u 12
gena: FV Leiden, FV HR2, FII G20210A, B-FBG -455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1
4G/5G, MTHFR C677T i A1298C, ACE I/D, apoE €2-4 te HPA-1, -2, -3 i -5. Raspodjele
ucestalosti genotipova i alela za svaki ispitani polimorfizam u skupini djece s MU 1 kontrolnoj
skupini prikazane su u Tablicama 15.1 16.

Statisticka analiza usporedbe raspodjele genotipova u djece s MU i kontrolnoj skupini
napravljena je uporabom dominantnog modela (heterozigoti+homozigoti za polimorfni alel u
odnosu na homozigote za divlji tip) za sve polimorfizme osim za MTHFR C677T koji je
analiziran prema recesivnom modelu (homozigoti za divlji tip+heterozigoti u odnosu na
homozigote za polimorfni alel) i apoE €2-4 kod kojeg je analiziran genotip €3/3 u odnosu

prema zbroju ostalih genotipova apoE €2-4.

Tablica 15. Raspodjela ucestalosti genotipova ispitanih polimorfizama u djece s mozdanim
udarom (N=100) i kontrolnoj skupini (N=100).

Polimorfizam Genotip Mozdani udar Kontrolna skupina P
n (%) n (%)
FV Leiden (G1691A) GG 89 (89,0) 97 (97,0) 0,049*
GA 11 (11,0) 3(3,0)
AA 0 (0,0) 0 (0,0)
FV HR2 (A4070G) AA 79 (79,0) 79 (79,0) 0,862*
GA 21 (21,0) 21 (21,0)
GG 0 (0,0) 0 (0,0)
FII G20210A GG 98 (98,0) 97 (97,0) 1,000*
GA 2 (2,0 3(3,0)
AA 0 (0,0) 0(0,0)
FXIII-A Val34Leu ValVal 50 (50,0) 59 (59,0) 0,256%
VallLeu 43 (43,0) 37 (37,0)
LeuLeu 7 (7,0) 4 (4,0)
B-FBG -455G>A GG 49 (49,0) 42 (42,0) 0,394°
GA 44 (44,0) 51 (51,0)
AA 7 (7,0) 7(7,0)
PAI-1 4G/5G 5G5G 23 (23,0) 20 (20,0) 0,731*
5G4G 48 (48,0) 53 (53,0)
4G4G 29 (29,0) 27 (27,0)
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Tablica 15. (nastavak)

Polimorfizam Genotip Mozdani udar Kontrolna skupina P
n (%) n (%)
MTHFR C677T CC 38 (38,0) 43 (43,0) 0,630°
CT 51 (51,0) 49 (49,0)
TT 11 (11,0) 8 (8,0)
MTHFR A1298C AA 44 (44,0) 52 (52,0) 0,322%
AC 48 (48,0) 39 (39,0)
CC 8 (8,0) 99,0
ACE I/D I 21 (21,0) 31 (31,0) 0,147%
ID 56 (56,0) 44 (44,0)
DD 23 (23,0) 25 (25,0)
apoE g2-4 €2/2 0 (0,0) 1(1,0) 0,436°
€2/3 15 (15,0) 11 (11,0)
g2/4 3(3,0) 0 (0,0)
€3/3 68 (68,0) 74 (74,0)
€3/4 13 (13,0) 13 (13,0)
£4/4 0(0,0) 1(1,0)
HPA-1 ala 71 (71,0) 71 (71,0) 0,876
a/b 23 (23,0) 27 (27,0)
b/b 6 (6,0) 2(2,0)
HPA-2 a/a 81 (81,0) 77 (77,0) 0,602%
a/b 19 (19,0) 23 (23,0)
b/b 0(0,0) 0 (0,0)
HPA-3 ala 42 (42,0) 29 (29,0) 0,076*
a/b 41 (41,0) 51 (51,0)
b/b 17 (17,0) 20 (20,0)
HPA-5 ala 81 (81,0) 82 (82,0) 1,000*
a/b 19 (19,0) 16 (16,0)
b/b 0 (0,0) 2(2,0)

n predstavlja broj djece s pojedinim genotipom; “dominantni model (heterozigoti+homozigoti
u odnosu na. homozigote za divlji tip; Precesivni model (homozigoti u odnosu na. homozigote
za divlji tip+ heterozigote); “genotip £3/3 u odnosu na sve ostale genotipove

Za tri polimorfizma (FV Leiden, FV HR2 i FII G20120A) nisu dokazani homozigoti
ni u djece s MU ni u kontrolnoj skupini. StatistiCki znaCajna razlika raspodjele ucestalosti
genotipova izmedu djece s MU i kontrolne skupine pronadena je samo za FV Leiden

(P=0,049).
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Tablica 16. Raspodjela ucestalosti alela ispitanih polimorfizama u djece s mozdanim udarom
(N=100) i kontrolnoj skupini (N=100).

Polimorfizam Alel Mozdani udar Kontrolna skupina |
n (%) n (%)
FV Leiden (G1691A) G 189 (94,5) 197 (98,5) 0,053
A 11 (5,5) 3(1,5)
FV HR2 (A4070G) A 179 (89,5) 179 (89,5) 1,000
G 21 (10,5) 21 (10,5)
FII G20210A G 198 (99,0) 197 (98,5) 1,000
A 2 (1,0) 3(1,5)
FXIII-A Val34Leu Val 143 (71,5) 155 (77.5) 0,207
Leu 57 (28.5) 45 (22.,5)
B-FBG -455G>A G 142 (71,0) 135 (67,5) 0,516
A 58 (29,0) 65 (32,5)
PAI-1 4G/5G 5G 94 (47,0) 93 (46,5) 1,000
4G 106 (53,0) 107 (53,5)
MTHFR C677T C 127 (63,5) 135 (66,5) 0,462
T 73 (36,5) 65 (33,5)
MTHFR A1298C A 136 (68,0) 143 (71,5) 0,514
C 64 (32,0) 57 (28.,5)
ACE I/D I 98 (49,0) 106 (52,0) 0,484
D 102 (51,0) 94 (47,0)
apoE g2-4 g2 18 (9,0) 13 (6,5) 0,584"
€3 165 (82,5) 172 (86,0)
&4 17 (8,5) 15 (6,8)
HPA-1 a 165 (82,5) 169 (84,5) 0,686
b 35(17,5) 31 (15,5)
HPA-2 a 181 (90.,5) 177 (88,5) 0,625
b 19 (9,5) 23 (11,5)
HPA-3 a 125 (62,5) 109 (54,5) 0,128
b 75 (37,5) 91 (45,5)
HPA-5 a 181 (90.,5) 180 (90,0) 1,000
b 19 (9,5) 20 (10,0)

n predstavlja broj djece s pojedinim alelom; “aleli €2+¢4 u odnosu na alel €3

Dobivene ucestalosti genotipova za svaki ispitani polimorfizam u djece s MU i

kontrolnoj skupini usporedene su s ocekivanim ucestalostima za pojedine genotipove (Hardy-

Weinbergova ravnoteza). Rezultati usporedbe hi-kvadrat testom u skupini djece s MU 1

kontrolnoj skupini prikazani su u Tablici 17.
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Tablica 17. Rezultati usporedbe dobivenih i ocekivanih ucestalosti (Hardy-Weinbergove
ravnoteze) za ispitane polimorfizme u djece s mozdanim udarom i kontrolnoj skupini.

Mozdani udar (N=100) Kontrolna skupina (N=100)

Polimorfizam
. P X P
FV Leiden (G1691A) 0,339 0,561 0,023 0,879
FV HR2 (A4070G) 1,376 0,241 1,376 0,241
FII G20210A 0,010 0,920 0,023 0.879
FXIII-A Val34Leu 0,303 0,582 0,371 0,542
B-FBG -455G>A 0,469 0,493 2,637 0,104
PAI-14G/5G 0,133 0,715 0,425 0,514
MTHFR C677T 1,004 0,316 1,364 0,243
MTHFRA1298C 1,060 0,303 0,185 0,667
ACE I/D 1,451 0,228 1,365 0,243
apoE €2-4 9,542 0,002 1,856 0,173
HPA-1 4,140 0,042 0,094 0,759
HPA-2 1,019 0,293 1,689 0,194
HPA-3 1,571 0,210 0,080 0,777
HPA-5 1,102 0,294 1,235 0,267

x> -hi-kvadrat

Raspodjela ucestalost genotipova svih ispitanih polimorfizama nije odstupala od Hardy-
Weinbergove ravnoteZe u kontrolnoj skupini, kao ni u djece s MU osim za HPA-1 (P=0,042) i
apoE €2-4 (P=0,002).

5.8.1. POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA S MOZDANIM
UDAROM U DJECE

Povezanost pojedina¢nih polimorfizama s nastankom MU u djece ispitana je
univarijantnom logistickom regresijskom analizom prema dominantnom modelu. Za analizu

apoE, dobiveni genotipovi svrstani su u 3 skupine: skupinu apoE2 (genotipovi €2/2 i €2/3),

75



skupinu apoE3 (genotip €3/3) i skupinu apoE4 (genotipovi €2/4, €3/4 1 €4/4). Rezultati
usporedbe raspodjele genotipova ispitivanih polimorfizama izmedu djece s MU i kontrolne

skupine univarijantnom logisticCkom regresijskom analizom prikazani su u Tablici 18.

Tablica 18. Rezultati univarijantne logisticke regresijske analize izmedu djece s moZdanim
udarom 1 kontrolne skupine prema dominantnom modelu i izraCunati odjeci rizika (OR) s
95%-nim intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam

p OR (95% CI) %o*
FV Leiden (G1691A) 0,022 4,00 (1,08-14,79) 54
FV HR2 (A4070G) 1,000 1,00 (0,51-1,97) 50
FII G20210A 0,653 0,66 (0,11-4,04) 50
FXIII-A Val34Leu 0,202 1,44 (0,88-2,52) 54
B-FBG -455G>A 0,394 0,78 (0,54-1,37) 53
PAI-1 4G/5G 0,606 0,84 (0,43-1,65) 51
MTHEFR C677T 0,565 1,18 (0,67-2,07) 52
MTHFR A1298C 0,258 1,38 (0,79-2,41) 52
ACE I/D 0,109 1,69 (0,89-3,21) 55
apoE €2-4%*%* 0,558 1,26 (0,58-2,71) 51
HPA-1 1,000 1,00 (0,54-1,84) 50
HPA-2 0,382 0,73 (0,37-1,47) 52
HPA-3 0,054 0,56 (0,31-1,01) 56
HPA-5 0,855 1,07 (0,52-2,18) 50

*% to€no klasificiranih slu€ajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Dobiveni rezultati ukazuju kako je od ispitivanih polimorfizama samo FV Leiden
utvrden kao rizi¢ni ¢imbenik za nastanak MU u djece te da heterozigoti za FV Leiden imaju 4

puta veci rizik za nastanak MU u djece u odnosu na divlji tip.
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5.9. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM PREMA SPOLU

Unutar skupine djece s MU i kontrolne skupine napravljena je analiza raspodjele
ucestalosti genotipova i alela ispitivanih polimorfizama prema spolu, zasebno za djecake i
djevojcice. Raspodjela ucestalosti genotipova prikazana je u Tablici 19., a raspodjela

ucestalosti alela u Tablici 20.

Tablica 19. Raspodjela ucestalosti genotipova ispitanih polimorfizama prema spolu u djece s
mozdanim udarom i u kontrolnoj skupini.

Polimorfizam | Genotip Mozdani udar Kontrolna skupina
n (%) n (%)
Djecaci Djevojcice P Djecaci | Djevojcice P
N=63 N=37 N=63 N=37
FV Leiden GG 57 (90,5) 32 (86,5) | 0,776 @ 62 (98,4) 35(94,6) | 0,553°
(G1691A) GA 6 (9,5) 5(13,5) 1(1,6) 2(54)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FV HR2 AA 50 (79,4) 29 (78,4) | 0,891" | 53 (84,1) 26 (70,3) 1 0,165"
(A4070G) GA 13 (20,6) 8 (21,6) 10 (15,9) 11(29,7)
GG 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FII G20210A GG 63 (100,0) 36 (97,3) | 0,370" | 61 (96,8) 36 (97,3) | 1,000"
GA 0(0,0) 12,7 2(3,2) 12,7
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FXIII-A ValVal 24 (38,1) 26 (70,3) | 0,004" | 36 (57,1) 23(62,2) 0,778
Val34Leu ValLeu 34 (54,0) 9 (24,3) 24 (38,1) 13 (35,1)
LeulLeu 5(7,9) 2(54) 3(4,8) 12,7
B-FBG GG 29 (46,0) 19(51,4) | 0,759"  27(42,9) | 15(40,5) 0,987"
-455G>A GA 28 (44,5) 17 (45,9) 31(49,2) | 20(54,1)
AA 6 (9,5) 12,7 5(7,9) 2(54)
PAI-1 4G/5G 5G5G 15 (23,8) 9(24,3) | 0,854" | 16 (25,4) 5(13,5) 10,248
5G4G 30 (47,6) 18 (48,6) 31(49,2) 21 (56,8)
4G4G 18 (28,6) 10 (27,0) 16 (25,4) 11(29,7)
MTHFR CC 25(39,7) | 13(351) | 1,000° | 26 (41,3) | 17(459) |0,463°
C677T CT 31(49,2) 20 (54,1) 33(52,4) | 16(43,2)
TT 7 (11,1) 4 (10,8) 4 (6,3) 4 (10,8)
MTHFR AA 25 (39,7) 19 (51,4) | 0,725" | 32(50,8) 20 (54,1) 0,914
A1298C AC 32 (50,8) 16 (43,2) 24 (38,1) 15 (40,5)
CC 6 (9,5) 2(54) 7 (11,1) 2(54)
ACE 1/D 11 14 (22,2) 6(16,2) | 0,641 | 18 (28,6) 13 (35,1) 0,645
1D 39 (61,9) 17 (45,8) 29 (46,0) 15 (40,5)
DD 10 (15,9) 14 (37,8) 16 (25,4) 9 (24,3)
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Tablica 19. (nastavak)

Polimorfizam | Genotip Mozdani udar Kontrolna skupina
n (%) n (%)
Djecaci Djevojcice P Djecaci | Djevojéice P
N=63 N=37 N=63 N=37
apoE g2-4 €2/2 0 (0,0) 0 (0,0) 0,238° 1(1,6) 0 (0,0) 0,597°
€2/3 10 (15,9) 5(13,5) 7(11,1) 4 (10,8)
€2/4 3(4,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
€3/3 46 (73,0) 22 (59,5) 45 (71,4) 29 (78,4)
€3/4 4 (6,3) 10 (27,0) 9 (14,3) 4 (10,8)
e4/4 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,6) 0 (0,0)
HPA-1 a/a 42 (66,7) 29 (78,4) 10,309" | 47 (74,6) 24 (64,9) 0,419°
a/b 18 (28,6) 5(13,5) 14 (22,2) 13 (35,1)
b/b 3(4,8) 3(8,1) 23,2 0 (0,0)
HPA-2 a/a 55 (87,3) 26 (70,3) 1 0,067* | 49 (77,8) 28 (75,7) 0,996
a/b 8 (12,7) 11(29,7) 14 (22,2) 9 (24,3)
b/b 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
HPA-3 a/a 25(39,7) 16 (43,2) 10,889" | 10(18,2) 11(29,7) 10,054
a/b 28 (44.4) 14 (37,8) 34 (61,8) 7 (45,9)
b/b 10 (15,9) 7 (18,9) 11 (20,0) 9(24,3)
HPA-5 a/a 49 (77,8) 32 (86,5 0,419 | 51(81,0) 31(83,8) |0,931°
a/b 14 (22,2) 5(13,5) 10 (15,8) 6 (16,2)
b/b 0 (0,0) 0 (0,0) 2(3,2) 0 (0,0)

n predstavlja broj djeCaka ili djevojéica s pojedinim genotipom, ‘dominantni model
(heterozigoti+homozigoti u odnosu na. homozigote za divlji tip; "recesivni model (homozigoti u
odnosu na. homozigote za divlji tip+ heterozigote); “genotip €3/3 u odnosu na sve ostale genotipove

Ispitivanjem raspodjele ucestalosti genotipova izmedu djecaka i djevojCica u djece s
MU statisticki znacajna razlika (P=0,004) pronadena je samo za FXIII-A Val34Leu, dok se
raspodjela ucestalosti genotipova nije razlikovala izmedu djecaka i djevoj¢ica u kontrolnoj

skupini.
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Tablica 20. Raspodjela ucestalosti alela ispitanih polimorfizama prema spolu u djece s
mozdanim udarom i u kontrolnoj skupini.

Polimorfizam Alel MozZdani udar Kontrolna skupina
n (%) n (%)

Djecaci Djevojcice P Djecaci Djevojcice P
N=63 N=37 N=63 N=37

FV Leiden G 120 (95,2) 70 (94,6) | 1,000 | 125(99.2) | 72(97,3) | 0,556
(G1691A) A 6 (4,8) 4 (5.4) 1(0,8) 2(2,7)

FV HR2 A 113 (89,7) 66 (89,2) | 0,897 | 116(92,1) | 63(70,3) | 0,192
(A4070G) G 13 (10,3) 8 (10,8) 10 (7,9) 11 (29,7)

FIT G20210A G | 126(100,0) | 73(98,7) | 0,370 | 124(98,4) | 73(98,7) |1,000
A 0 (0,0) 1(2,7) 2(1,6) 1(2,7)

FXIII-A Val 82 (65,1) 61(82,4) | 0,014 96(762) | 59(79,7) | 0,687
Val34Leu Leu | 44 (34,9) 13 (17,5) 30 (23,8) 15 (20,3)

B-FBG G 86 (68.,3) 55(74,3) | 0,454 | 85(67,5) | 50(67,6) | 0,888
-455G>A A 40 (31,7) 19 (25,7) 41 (32,5) 24 (32,4)

PAI-1 4G/5G 5G 60 (47,6) 36 (48,6) | 0,995 | 63 (50,0) 31 (41,9) | 0,336
4G 66 (52,4) 38 (51,4) 63 (50,0) | 43(58,1)

MTHFR C677T C 81 (64,3) 46 (62,2) | 0,882 | 85(67.5) | 50(67,6) | 0,888
T 45 (35,7) 28 (37.8) 41 (32,5) 24 (32,4)

MTHFR A 82 (65,1) 54(73,0) | 0,187 | 88(69,8) | 55(74,3) | 0,606
A1298C C 44 (34,9) 20 (27,0) 38 (30,2) 19 (25,7)

ACE I/D I 67 (53,2) 29(39,2) | 0,367 | 65 (51,6) 41(55,4) | 0,707
D 59 (46,8) 45 (60,8) 61 (48,4) 33 (44.6)

apoE £2-4 &2 13 (10,3) 56.,8) 0,550 9(7,1) 4(54) 0432
€3 106 (84,1) 59 (79,7) 106 (84,1) | 66 (89,2)
&4 7 (5.,6) 10 (13,5) 11 (8.,8) 4 (5,4)

HPA-1 a 102 (81,0) 63 (85,1) | 0,576 | 108(85,7) | 61(82,4) | 0,687
b 24 (19,0) 11 (14,9) 18 (14,3) 13 (17,6)

HPA-2 a 118 (93,7) 63 (85,1) | 0083 | 112(88,9) | 65(87,8) | 0,996
b 8 (6,3) 11 (14,9) 14 (11,1) 9(12,2)

HPA-3 a 78 (61,9) 46 (62,2) | 0,909 | 54(49,1) | 39(52,7) | 0,741
b 48 (38,1) 28 (37.8) 56 (50,9) | 35(47,3)

HPA-5 a 112 (88,9) 69 (932) | 0447 | 112(88,9) | 68(91,9) | 0,660
b 14 (11,1) 5(6,8) 14 (11,1) 6 (8,1)

n predstavlja broj djecaka ili djevoj¢ica s pojedinim alelom, “aleli €2+&4 u odnosu na alel €3

Za ispitivane polimorfizme napravljene su 1 zasebne analize raspodjele ucestalosti

genotipova i alela prema spolu i to izmedu djeCaka s MU i djecaka kontrolne skupine te
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izmedu djevojcica s MU i djevojcica kontrolne skupine. U Tablici 21. prikazana je raspodjela

ucestalosti genotipova, a u Tablici 22. raspodjela ucestalosti alela.

Tablica 21. Raspodjela ucestalosti genotipova ispitanih polimorfizama u djecaka s mozdanim
udarom (N=63) 1 kontrolnoj skupini (N=63) te u djevoj€ica s mozdanim udarom (N=37) 1
kontrolnoj skupini (N=37).

Polimorfizam | Genotip Djecaci Djevojcice
n (%) n (%)
Mozdani Kontrolna P Mozdani | Kontrolna P
udar skupina udar skupina
FV Leiden GG 57(90,5) | 62(98,4) |0,115* | 33(89,2) | 35(94,6) | 0,674°
(G1691A) GA 6 (9,5) 1(1,6) 4(10,8) 2 (5,4)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FV HR2 AA 50 (79,4) | 53(84,1) |0,645* | 29 (78,4) | 26(70,3) | 0,595°
(A4070G) GA 13 (20,6) 10 (15,9) 8(21,6) | 11(29,7)
GG 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FII G20210A GG 63 (100,0) | 61(96,8) |1,000* | 36 (97,3) | 36(97,3) | 1,000
GA 0 (0,0 2 (3,2) 1(2,7) 1(2,7)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FXIII-A ValvVal | 24(38,1) | 36(57,1) | 0,005* | 26(70,3) | 23(62,2) | 0,623"
Val34Leu ValLeu | 34(54,0) | 24 (38,1) 9(24,3) | 13(35,1)
LeuLeu 5(7,9) 3 (4,8) 2 (5,4) 1(2,7)
B-FBG GG 29 (46,0) 27 (42,9) 0,858 | 19(51,4) | 15(40,5) | 0,484
-455G>A GA 28 (44,5) | 31(49,2) 17 (45,9) | 20 (54,1)
AA 6 (9,5) 5(7,9) 1(2,7) 2 (5,4)
PAI-14G/5G | 5G5G 15 (23.8) 16 (25,4) [1,000° = 9 (24,3) 5(13,5) 0,373°
5G4G 30 (47,6) | 31(49,2) 18 (48,6) | 21 (56,8)
4G4AG 18 (28,6) 16 (25,4) 10 (27,00 | 11(29,7)
MTHFR CcC 25(39,7) | 26(41,3) | 0,530° | 13 (35,1) | 17(45,9) | 1,000
C677T CT 31(49,2) | 33(52,4) 20 (54,1) | 16(43,2)
TT 7 (11,1) 4 (6,3) 4(10,8) 4(10,8)
MTHFR AA 25(39,7) | 32(50,8) | 0,283" | 19(51,4) | 20(54,1) | 0,548"
A1298C AC 32(50,8) | 24 (38,1) 16 (43,2) | 15 (40,5)
CcC 6 (9,5) 7 (11,1) 2 (5,4) 2 (5,4)
ACE I/D I 14 (22.,2) 18 (28,6) | 0,539* | 6(16,2) | 13(351) | 0,111°
ID 39 (61,9) | 29 (46,0) 17 (45,8) | 15 (40,5)
DD 10 (15,9) 16 (25,4) 14 (37,8) 9 (24,3)
apoE €2-4 £2/2 0(0,0) 1(1,6) | 1,000° | 0(0,0) 0 (0,0) 0,132*
£2/3 10 (15,9) 7 (11,1) 5(13,5) 4(10,8)
£2/4 3 (4,8) 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0)
£3/3 46 (73,0) | 45(71,4) 22(59,5) | 29 (78,4)
£3/4 4 (6,3) 9 (14,3) 10 (27,0) 4 (10,8)
g4/4 0 (0,0) 1(1,6) 0 (0,0) 0 (0,0)
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Tablica 21. (nastavak)

Polimorfizam | Genotip Djecaci Djevojcice
n (%) n (%)
Mozdani | Kontrolna P Mozdani | Kontrolna P

udar skupina udar skupina

HPA-1 ala 42 (66,7) | 47 (74,6) | 0.434* | 29 (78,4) | 24 (64,9) | 0,302
a/b 18(28,6) | 14(22,2) 5(13,5) | 13(35,1)
b/b 3 (4,8) 2(3,2) 3(8,1) 0 (0,0)

HPA-2 ala 55(87.3) | 49 (77,8) | 0,241*| 26(70,3) | 28(75,7) | 0,793°
a/b 8 (12,7) 14 (22,2) 11 (29,7) 9 (24,3)
b/b 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

HPA-3 ala 25(39,7) | 10(182) |0,019* | 16(43,2) | 11(29,7) | 0334
a/b 28 (44,4) | 34(61,8) 14 (37,8) 7 (45,9)
b/b 10(15,9) | 11(20,0) 7 (18.,9) 9 (24,3)

HPA-5 ala 49 (77,8) | 51(81,0) | 0,826* | 32(86,5) | 31(83,8) | 1.000°
a/b 14(22,2) | 10(15,8) 5(13.5) 6 (16,2)
b/b 0 (0,0) 2(3,2) 0 (0,0) 0 (0,0)

n predstavlja broj djecaka ili djevojéica s pojedinim genotipom u pojedinoj skupini, ‘dominantni
model (heterozigoti+homozigoti u odnosu na homozigote za divlji tip; "recesivni model (homozigoti u
odnosu na homozigote za divlji tip+ heterozigote); “genotip €3/3 u odnosu na sve ostale genotipove

Nije pronadena statisticki znacCajna razlika u raspodjeli ucestalosti genotipova
ispitivanih polimorfizama izmedu djevojcica s MU i djevojc¢ica kontrolne skupine. Za razliku
od toga statisticki znacajna razlika pronadena je izmedu raspodjele ucestalosti genotipova u
djecaka s MU i djecaka kontrolne skupine za 2 polimorfizma: FXIII-A Val34Leu (P=0,005) i
HPA-3 (P=0,019).
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Tablica 22. Raspodjela ucestalost alela ispitanih polimorfizama prema u djecaka s mozdanim
udarom (N=63) 1 kontrolnoj skupini (N=63) te u djevojCica s mozdanim udarom (N=37) i
kontrolnoj skupini (N=37).

Polimorfizam

FV Leiden (G1691A)

FV HR2 (A4070G)

FII G20210A

FXIII-A Val34Leu

B-FBG -455G>A

PAI-1 4G/5G

MTHEFR C677T

MTHFR A1298C

ACEI/D

apoE g2-4

HPA-1

HPA-2

HPA-3

HPA-5

Alel

>QiQr | »a

Val

aQ» | 30

o® | o®

o &

Mozdani
udar

120 (95,2)
6 (4,8)

113 (89,7)
13 (10,3)

126 (100,0)

0(0,0)

82 (65,1)
44 (34,9)

86 (68,3)
40 (31,7)

60 (47,6)
66 (52,4)

81 (64,3)
45 (35,7)

82 (65,1)
44 (34,9)

67 (53,2)
59 (46,8)

13 (10,3)
106 (84,1)
7 (5,6)

102 (81,0)
24 (19,0)

118 (93,7)
8(6,3)

78 (61,9)
48 (38,1)

112 (88,9)
14 (11,1)

Djecaci
n (%)

Kontrolna
skupina

125 (99,2)
1 (0,8)

116 (92,1)
10 (7,9)

124 (98,4)
2 (1,6)

96 (76,2)
30 (23,8)

85 (67,5)
41 (32.5)

63 (50,0)
63 (50,0)

85 (67.5)
41 (32,5)

88 (69,8)
38 (30,2)

65 (51,6)
61 (48,4)

9(7,1)
106 (84,1)
11 (8,8)

108 (85,7)
18 (14,3)

112 (88,9)
14 (11,1)

46 (62,2)
28 (37,8)

69 (93,2)
5(6,8)

P

0,120

0,662

0,498

0,072

1,000

0,801

0,690

0,501

0,900

0,863"

0,398

0,264

0,065

0,841

Mozdani
udar

70 (94,6)
4(54)

66 (89,2)
8 (10,8)

73 (98,7)
1(2,7)

61 (82,4)
13 (17,6)

55(74,3)
19 (25,7)

36 (48,6)
38 (51.4)

46 (62,2)
28 (37,8)

54 (73,0)
20 (27,0)

29 (39,2)
45 (60,8)

5(6,8)
59 (79,7)
10 (13.5)

63 (85,1)
11 (14,9)

63 (85,1)
11 (14,9)

46 (62,2)
28 (37,8)

69 (93,2)
5(6.,8)

Djevojcice
n (%)

Kontroln
a skupina

72 (97,3)
22,7

63 (70,3)
11 (29,7)

73 (98,7)
1(2,7)

59 (79,7)
15 (20,3)

50 (67,6)
24 (32,4)

31(41,9)
43 (58.1)

50 (67,6)
24 (32,4)

55 (74,3)
19 (25,7)

41 (554)
33 (44,6)

4(54)
66 (89,2)
4(5,4)

61 (82,4)
13 (17,6)

65 (87.8)
9 (12,2)

39 (52,7)
35 (47,3)

68 (91,9)
6 (8,1)

P

0,681

0,623

1,000

0,834

0,469

0,329

0,606

1,000

0,007

0,173*

0,823

0,810

0,318

1,000

n predstavlja broj djecaka ili djevoj¢ica s pojedinim alelom u pojedinoj skupini, “aleli €2+&4 u odnosu

na alel €3
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5.9.1. POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA S MOZDANIM
UDAROM U DJECE PREMA SPOLU

Rezultati usporedbe raspodjela genotipova ispitivanih polimorfizama izmedu djecaka i
djevojcCica s MU te djecaka 1 djevojcica kontrolne skupine univarijantnom i multivarijantnom

logistickom regresijskom analizom prema dominantnom modelu prikazani su u Tablici 23.

Tablica 23. Rezultati univarijantne i multivarijantne logisticke regresijske analize za djecake 1
djevojCice s mozdanim udarom te djeCake i djevojCice kontrolne skupine za genotipove i
izraCunati odjeci rizika (OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti (95% CI).
Univarijantna logisticka regresija
Polimorfizam MozZdani udar Kontrolna skupina
P OR (95% CI) | %* P OR (95% CI) Vi
FV Leiden (G1691A) | 0,540 | 0,67 (0,19-2,38) | 63 | 0,309 | 0,28 (0,02-3,23) 64

FV HR2 (A4070G) 0,907 | 0,94 (0,35-2,54) | 63 | 0,105 | 0,45 (0,17-1,18) 64

FII G20210A 0,986 / 65 | 0,894 | 1,18 (0,10-13,48) | 63
FXIII-A Val34Leu 0,002 | 3,84 (1,61-9,16) 65 | 0,622 | 1,23 (0,54-2,83) 63
B-FBG -455G>A 0,601 | 1,24 (0,55-2,79) | 63 | 0,821 | 0,91 (0,40-2,07) 63
PAI-1 4G/5G 0,801 | 0,88(0,33-2,34) | 63 | 0,087 | 0,36 (0,11-1,16) 63
MTHFR C677T 0,544 | 0,77 (0,33-1,79) | 63 | 0,648 | 1,21(0,53-2,74) 63
MTHFR A1298C 0,258 | 1,60 (0,71-3,64) | 63 | 0,753 | 1,14 (0,50-2,57) 63
ACE I/D 0,696 | 0,82 (0,30-2,25) | 63 | 0,494 | 1,35(0,57-3,23) 63
apoE €2-4%+* 0,047 | 0,34 (0,12-0,98) 66 | 0,484 | 1,56 (0,45-5,37) 63
HPA-1 0,216 | 1,81 (0,71-4,65) | 63 | 0,302 | 0,63 (0,26-1,52) 63
HPA-2 0,024 | 0,30 (0,10-0,85) 67 | 0,809 | 0,89 (0,34-2,32) 63
HPA-3 0,441 | 1,38 (0,61-3,14) | 63 | 0,868 | 0,93 (0,37-2,30) 63
HPA-5 0,288 | 1,83 (0,60-5,57) | 63 | 0,722 | 1,22 (0,41-3,57) 63
Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija
FXIII-A Val34Leu 0,008 | 3,37 (1,37-8,27) @ 69 / / /
HPA-2 0,083 10,37 (0,12-1,14) | 69 / / /
apoE €2-4*%* 0,137 1 0,42 (0,14-1,31) | 69 / / /

*% to€no klasificiranih slu€ajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Univarijantnom logistiCkom regresijskom analizom nije dobivena statisticki znacajna

razlika u raspodjeli genotipova izmedu djeCaka i djevojCica kontrolne skupine, dok je izmedu
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djecaka i djevojCica s MU dobivena statisticki znacajna razlika za 3 polimorfizma: FXIII-A
(P=0,002), apoe2-4 (za skupinu apoe4, P=0,047) i za HPA-2 (P=0,024), koji su nakon toga
analizirani multivarijantnom logistickom regresijskom analizom. Multivarijantnom analizom
dokazan je tri puta veci rizik za nastanak MU u djeCaka nosioca alela FXIII-A Leu34 u
odnosu na djevojcice (OR=3,37, 95% CI=1,37-8,27).

Kako su u istrazivanju djeca s MU sparena po spolu s djecom kontrolne skupine,
univarijantnom logistickom regresijskom analizom ispitana je i povezanost pojedinacnih
polimorfizama i spola s nastankom MU. Rezultati usporedbe raspodjele genotipova za
ispitane polimorfizme izmedu djecaka s MU i djecCaka kontrolne skupine, te djevojcica s MU i

djevojcica kontrolne skupine prema dominantnom modelu prikazani su u Tablici 24.

Tablica 24. Rezultati univarijantne logisticke regresijske analize za djeCake s mozdanim
udarom 1 djecake kontrolne skupine te djevojCice s mozdanim udarom i djevojCice kontrolne
skupine za genotipove i izraCunati odjeci rizika (OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti
(95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam Djecaci s moZzdanim udarom | Djevojice s mozdanim udarom
i djecaci kontrolne skupine | i djevoj¢ice kontrolne skupine
P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) %*

FV Leiden (G1691A) | 0,087 |6,53 (0,76-55,89) | 54 | 0,310 | 0,66 (0,29-1,48) 55
FV HR2 (A4070G) 0,490 | 1,38 (0,55-3,42) | 52 | 0,248 | 2,73 (0,50-15,10) | 54

FII G20210A 0,986 / 52 10,680 0,84 (037-190) | 54
FXIII-A Val34Leu 0,033 | 2,17 (1,06-4,42) | 60 | 0,462 = 0,70 (0,26-1,83) | 54
B-FBG -455G>A 0,720 | 0,88 (0,44-1,78) | 52 | 0,352 | 0,65 (0,26-1,62) | 55
PAI-14G/5G 0,836 | 1,00 (0,48-2,45) | 52 | 0,215 | 0,44 (0,12-1,61) | 55
MTHFR C677T 0,670 | 1,13 (0,65-1,97) | 50 | 0,345 | 1,57 (0,62-4,00) | 50
MTHFR A1298C 0,211 | 1,57 (0,77-3,18) | 56 | 0,816 | 1,11(0,45-2,78) @ 51
ACE I/D 0,414 | 1,40 (0,62-3,14) | 53 | 0,121 | 2,32(0,80-6,73) | 58
apoE g2-4%* 0,436 | 0,66 (0,23-1,87) | 52 | 0,084 | 3,06 (0,86-10,84) = 58
HPA-1 0,392 | 1,47 (0,68-3,18) | 54 | 0,201 | 0,51(0,18-1,43) | 57
HPA-2 0,100 | 0,44 (0,16-1,17) | 56 | 0,601 | 1,32(0,47-3,69) | 53
HPA-3 0,258 | 0,65(0,31-1,37) | 55 | 0,094 | 044 (0,16-1,52) | 59
HPA-5 0,660 | 1,21 (0,51-2,88) | 52 | 0,744 | 0,81(0,22-2,92) | 51

*% to€no klasificiranih slu€ajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

84



Nije dokazana povezanost niti jednog ispitanog polimorfizma s nastankom MU u
djevojcica, dok je u djecaka pronadena statisticki znacajna povezanost polimorfizma FXIII-A
Val34Leu s MU (P=0,033). Dobiveni rezultati ukazuju na 2,17 puta veci rizik za nastanak
MU u djecaka s najmanje jednim alelom FXIII-A Leu34 u odnosu na djeCake s genotipom

Val34Val.

5.10. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM PREMA TIPU MOZDANOG UDARA

Unutar skupine djece s MU 1 kontrolne skupine napravljena je i analiza raspodjele
ucestalosti genotipova i alela ispitanih polimorfizama prema tipu MU (AIMU i HMU) koje su
usporedene s raspodjelom genotipova i alela kontrolne skupine. Rezultati raspodjela

ucestalosti genotipova prikazani su u Tablici 25., a raspodjela ucestalosti alela u Tablici 26.

Tablica 25. Raspodjela ucestalosti genotipova ispitanih polimorfizama u djece s arterijskim
ishemijskim (N=73) i hemoragijskim mozdanim udarom (N=27) te u kontrolnoj skupini
(N=100).

Mozdani udar Kontrolna
Polimorfizam | Genotip
n (%) skupina
Arterijski p* Hemoragijski p* n (/%)
ishemijski
FV Leiden GG 63 (86,3) 0,016" 26 (96,3) 1,000" 97 (97,0)
(G1691A) GA 10 (13,7) 13,7 3(3,0)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FV HR2 AA 56 (76,7) 0, 863" 23 (85,2) 0,592* 79 (79,0)
(A4070G) GA 17 (23,3) 4 (14,8) 21 (21,0)
GG 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FII G20210A GG 72 (98,6) 0,639* 26 (96,3) 1,000* 97 (97,0)
GA 1(1,4) 13,7 3(3,0)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FXIII-A ValVal 37 (50,7) 0,351* 14 (51,9) 0,655* 59 (59,0)
Val34Leu VallLeu 31 (42,5) 11(40,7) 37 (37,0)
LeuLeu 5(6,8) 2(7,4) 4 (4,0)
B-FBG GG 36 (49,3) 0, 423* 12 (44,4) 0,993* 42 (42,0)
-455G>A GA 33 (45,2) 12 (44,4) 51(51,0)
AA 4 (5,5) 310D 7 (7,0)
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Tablica 25. (nastavak)

Mozdani udar Kontrolna
Polimorfizam | Genotip
n (%) skupina
Arterijski p* Hemoragijski p* n (/%)
ishemijski
PAI-1 4G/5G 5G5G 17 (23,3) 0,739* 6 (22,2) 0,988 20 (20,0)
5G4G 37 (50,7) 11 (40,7) 53 (53,0)
4G4G 19 (26,0) 10 (37,0) 27 (27,0)
MTHFR CC 29 (39,7) 0,337 9(33,3) 0,683° 41 (41,0)
C677T CT 34 (46,6) 17 (63,0) 51 (51,0)
TT 10 (13,7) 13,7 8 (8,0)
MTHFR AA 34 (46,6) 0,582" 10 (37,0) 0,245* 52 (52,0)
A1298C AC 33 (45,2) 15 (55,6) 39 (39,0)
CC 6 (8,2) 2(7.4) 9 (9,0)
ACE 1/D 11 13 (17,8) 0,073* 8 (29,6) 0,922° 31 (31,0)
1D 44 (60,3) 12 (44,5) 44 (44,0)
DD 16 (21,9) 7 (25,9) 25 (25,0)
apoE €2-4 €2/2 0 (0,0) 0,533° 0 (0,0) 0,607° 1(1,0)
€2/3 10 (13,7) 5(18,5) 11(11,0)
€2/4 22,7 1(3,7) 0(0,0)
€3/3 50 (68.,5) 18 (66,7) 74 (74,0)
€3/4 11 (15,1) 3(11,1) 13 (13,0)
ed/4 0 (0,0 0 (0,0 1(1,0)
HPA-1 a/a 53 (72,6) 0,952* 18 (66,7) 0,842" 71 (71,0)
a/b 15 (20,5) 8 (29,6) 27 (27,0)
b/b 5(6,9) 13,7 2 (2,0)
HPA-2 ala 59 (80,8) 0,676" 22 (81,5) 0,795* 77 (77,0)
a/b 14 (19,2) 5 (18,5) 23 (23,0)
b/b 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
HPA-3 ala 34 (46,6) 0,027* 8 (29,6) 0,861° 29 (29,0)
a/b 27 (37,0) 14 (51,9) 51(51,0)
b/b 12 (16,4) 5 (18,5) 20 (20,0)
HPA-5 a/a 60 (82,2) 0,961* 21(77,8) 0,669" 82 (82,0)
a/b 13 (17,8) 6 (22,2) 16 (16,0)
b/b 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (2,0)

n predstavlja broj djece s pojedinim genotipom u pojedinoj skupini *usporedba s kontrolom skupinom,
“dominantni model (heterozigoti+homozigoti u odnosu na homozigote za divlji tip; "recesivni model
(homozigoti u odnosu na homozigote za divlji tip+ heterozigote); “genotip £3€3 u odnosu na sve ostale
genotipove

Nije pronadena statistiCki znacajna razlika u raspodjeli u€estalosti genotipova ispitivanih

polimorfizama izmedu djece s HMU 1 kontrolne skupine. Za razliku od toga pronadena je
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statisticki znacajna razlika izmedu raspodjele ucestalosti genotipova u djece s AIMU i

kontrolne skupine za 2 polimorfizma FV Leiden (P=0,016) i HPA-3 (P=0,027).

Tablica 26. Raspodjela ucestalosti alela ispitanih polimorfizama u djece arterijskim

ishemijskim (N=73) 1 hemoragijskim moZdanim udarom (N=27) te

(N=100).

Polimorfizam

FV Leiden (G1691A)

FV HR2 (A4070G)

FII G20210A

FXIII-A Val34Leu

B-FBG -455G>A

PAI-1 4G/5G

MTHEFR C677T

MTHFR A1298C

ACEI/D

apoE g2-4

HPA-1

HPA-2

HPA-3

HPA-5

Alel

>Q Qr | »Q

Val

O~ |OQ» 30

g2
€3
e4

o ® |o®

o &

a
b

Arterijski

ishemijski

136 (93,2)
10 (6,8)

129 (88,4)
17 (11,6)

145 (99,3)
1(0,7)

105 (71,9)
41 (28,1)

105 (71,9)
41 (28,1)

71 (48,6)
75 (51,4)

92 (63,0)
54 (37,0)

101 (69,2)
45 (30,8)

70 (48,0)
76 (52,0)

12 (8,2)
121 (82,9)
13 (8,9)

121 (82,9)
25 (17,1)

132 (90.,4)
14 (9,6)

95 (65,1)
51 (34,9)

133 (91,1)
13 (8,9)

Mozdani udar

n (%)
pP* Hemoragijski
0,018* 53 (98,1)
1(1,9)
0, 871 50 (92,6)
4(7.4)
0,641 53 (98,1)
1(1,9)
0,289 39 (72,2)
15 (27,8)
0, 446 36 (66,7)
18 (33,3)
0,773 23 (42,6)
31(57.4)
0,577 35 (64,8)
19 (35,2)
0,727 35 (64,8)
19 (35,2)
0,449 28 (51,9)
26 (48,1)
0,519* 6 (11,1)
44 (81,5)
4(7.4)
0,797 44 (81,5)
10 (18,5)
0,695 49 (90,7)
509,3)
0,062 30 (55,6)
24 (44,4)
0,875 48 (88,9)
6 (11,1)

u kontrolnoj skupini

Kontrolna
skupina

P n (%)

1,000 197 (98,5)

3(1,5)
0,613 179 (89,5)
21(10,5)
1,000 197 (98,5)
3(1,5)
0,529 155 (77,5)
45 (22,5)
0,962 135 (67,5)
65 (32,5)
0,721 93 (46,5)
107 (53,5)
0,944 133 (66,5)
67 (33,5)
0,433 143 (71,5)
57 (28.5)
0,997 106 (52,0)
94 (47,0)
0,541° 13 (6,5)
172 (86,0)
15 (6,8)
0,744 169 (84,5)
31 (15,5)
0,824 177 (88,5)
23 (11,5)
0,987 109 (54,5)
91 (45.5)
0,989 180 (90,0)
20 (10,0)

n predstavlja broj djece s pojedinim alelom u pojedinoj skupini, *usporedba s kontrolom skupinom,
“aleli €2+&4 u odnosu na alel €3
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5.10.1. POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA PREMA TIPU
MOZDANOG UDARA U DJECE

Povezanost pojedinac¢nih ispitivanih polimorfizama prema tipu MU, zasebno za AIMU i
HMU ispitana je univarijantnom i1 multivarijantnom logistiCkom regresijskom analizom
prema dominantnom modelu, usporedbom s kontrolnom skupinom. Rezultati su prikazani u

Tablici 27.

Tablica 27. Rezultati univarijantne i multivarijantne logisticke regresijske analize izmedu
djece s arterijskim ishemijskim mozdanim udarom 1 kontrolne skupine te djece s
hemoragijskim mozdanim udarom i kontrolne skupine za genotipove i izraunati odjeci rizika
(OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Varijabla Mozdani udar
Arterijski ishemijski Hemoragijski
P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) %*
Spol 0,709 | 1,13 (0,60-2,12) 58 10,482 | 0,73 (0,31-1,74) | 79

FV Leiden (G1691A) 0,016 | 5,13 (1,36-19,38) | 62 |0,855 | 1,24 (0,12-12,46) | 79
FV HR2 (A4070G) 0,720 | 1,14 (0,55-2,36) 58 10,462 | 0,65 (0,20-2,10) | 79

FII G20210A 0,492 | 0,45 (0,05-4,41) 58 10,855 | 1,24 (0,12-12,46) | 79
FXIII-A Val34Leu 0,278 | 1,40 (0,76-2,57) 58 10,314 | 1,55(0,66-3,64) | 79
B-FBG -455G>A 0,340 | 0,74 (0,41-1,37) 58 10,901 | 1,04 (0,53-2,07) | 79
PAI-1 4G/5G 0,603 | 0,82 (0,40-1,71) 58 10,607 | 1,17 (0,64-2,17) | 79
MTHFR C677T 0,666 | 1,14 (0,62-2,11) 58 10,899 | 1,05(0,52-2,10) | 79
MTHFR A1298C 0,481 | 1,24 (0,68-2,27) 58 10,340 | 1,37 (0,72-2,61) | 79
ACE I/D 0,052 | 2,07 (0,99-4,32) 58 10,891 | 1,07 (0,42-2,70) | 79
apoE €2-4%%* 0,496 | 1,33 (0,58-3,03) 58 10914 | 1,07 (0,32-3,56) | 79
HPA-1 0,817 | 0,92 (0,47-1,81) 58 10,594 | 1,24 (0,56-2,76) | 79
HPA-2 0,407 | 0,72 (0,34-1,55) 58 10,619 | 0,76 (0,26-2,23) | 79
HPA-3 0,020 | 0,47 (0,25-0,89) 61 |0,835 | 0,94 (0,50-1,74) | 79
HPA-5 0,974 | 0,99 (0,45-2,17) 58 10,816 | 1,12(0,44-2,86) | 79
Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija

P OR (95% CI) Vi P OR (95% CI) Vo
FV Leiden (G1691A) | 0,025 | 4,72 (1,22-18,27) | 62 / / /
ACE I/D 0,060 | 2,08 (0,97-4,45) | 62 / / /
HPA-3 0,042 @ 0,51 (0,26-0,98) | 62 / / /

*% toCno klasificiranih sluCajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)
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Univarijantnom logistickom regresijskom analizom nije utvrdena statisti¢Cki znacajna
povezanost niti jednog ispitanog polimorfizma s HMU, dok je statisticki znaCajna povezanost s
AIMU utvrdena za 2 polimorfizma: FV Leiden (P=0,016) i HPA-3 (P=0,020). Nakon
multivarijantne logistiCke regresijske analize u kojoj je osim FV Leiden i HPA-3 uvrsten i
ACE I/D (P=0,052), statisti¢ki znacCajna povezanost s AIMU dobivena je za FV Leiden
(P=0,025) i HPA-3 (P=0,042). Dobiveni rezultati ukazuju kako prisutnost FV Leiden povecava
rizik na nastanak AIMU u djece priblizno 5 puta (OR=4,72; 95% CI=1,22-18,27) u odnosu
na djecu kod kojih nije dokazan FV Leiden, dok djeca s najmanje 1 alelom HPA-3b imaju 2
puta manji rizik za nastanak AIMU (OR=0,51; 95% CI1=0,26-0,98).

Nadalje provedena je i usporedba raspodjela ucestalosti genotipova izmedu djecaka i
djevojCica s AIMU, te izmedu djeCaka i djevoj¢ica s HMU. Rezultati univarijantne i
multivarijantne logistiCke regresijske analize dominatnim modelom prikazani su u Tablici 28.
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodjeli genotipova pojedinac¢nih polimorfizama
izmedu djeCaka i djevojc¢ica s HMU. Za razliku od toga za AIMU je univarijantnom
logistiCkom regresijskom analizom dobivena statisticki znacajna razlika u raspodjeli
genotipova izmedu djecaka i djevojCica za polimorfizme FXIII-A (P=0,003), apoE £2-4 (za
skupinu apoE &4, P=0,028) i HPA-2 (P=0,028). Nakon multivarijantne logistiCke regresijske
analize u koju je uz ova 3 polimorfizma ukljucen 1 HPA-5 (P=0,053), statisticki znaCajna
razlika dobivena je samo za FXIII-A (P=0,006). S obzirom na dobivene razlike u raspodjeli
genotipova ispitivanih polimorfizama izmedu djeCaka i djevojCica s AIMU napravljene su
zasebne usporedbe raspodjela genotipova izmedu djecaka s AIMU i djeCaka kontrolne skupine
te djevojcica s AIMU i djevoj€ica kontrolne skupine. Rezultati univarijantne i multivarijantne

logisticke regresijske analize su prikazani u Tablici 29.
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Tablica 28. Rezultati univarijantne i multivarijantne logisti¢ke regresijske analize za djeCake i
djevojCice s arterijskim ishemijskim moZdanim udarom te djeCake 1 djevojCice s
hemoragijskim mozdanim udarom za genotipove i izraCunati odjeci rizika (OR) s 95%-nim
intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam Mozdani udar
Arterijski ishemijski Hemoragijski

P OR (95% CI) Vi P OR (95% CI) %o*
FV Leiden (G1691A) | 0,266 | 0,46 (0,12-1,79) | 66 | 0,985 / 56
FV HR2 (A4070G) 0,917 | 0,94 (0,30-2,94) | 66 | 0,809 | 0,77 (0,09-6,45) | 56
FII G20210A 0,985 / 67 0,984 / 59
FXIII-A Val34Leu 0,003 | 5,28 (1,78-15,68) | 67 | 0,346 | 2,11(0,45-9,84) | 59
B-FBG -455G>A 0,411 | 1,50(0,57-3,98) | 66 |0,795 | 0,82 (0,18-3,78) | 56
PAI-1 4G/5G 0,632 | 0,75(0,23-2,43) | 66 | 0,756 | 1,33 (0,22-8,22) | 56
MTHEFR C677T 0,639 | 0,79 (0,29-2,14) | 66 | 0,722 | 0,75 (0,15-3,65) | 56
MTHFR A1298C 0,246 | 1,78 (0,67-4,73) | 66 | 0,656 | 1,43 (0,30-6,88) | 56
ACE I/D 0,323 | 1,85 (0,55-6,26) | 66 | 0,052 | 0,10 (0,01-1,02) | 67
apoE g2-4%% 0,028 | 0,25 (0,07-0,86) | 70 | 0,809 | 0,77 (0,09-6,45) | 56
HPA-1 0,310 | 1,82(0,57-5,77) | 66 | 0,415 | 2,00 (0,38-10,58) | 56
HPA-2 0,028 | 0,25 (0,07-0,86) | 70 | 0,444 | 0,46 (0,06-3,35) | 59
HPA-3 0,401 | 1,52(0,57-4,01) | 66 | 0,707 | 1,37 (0,26-7,22) | 56
HPA-5 0,053 | 8,00 (0,98-65,62) | 66 | 0,227 | 1,22 (0,41-3,57) | 63

Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija

P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) %*
FXIII-A Val34Leu 0,006 | 5,38 (1,62-17,92) | 74 / / /
apoE g2-4%% 0,112 | 0,32(0,08-1,31) | 74 / / /
HPA-2 0,056 | 0,24 (0,06-1,03) | 74 / / /
HPA-5 0,071 | 7,81 (0,84-72,51) | 74 / / /

*% toCno klasificiranih sluCajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)
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Tablica 29. Rezultati univarijantne i multivarijantne logisticke regresijske analize za djeCake
s arterijskim ishemijskim mozdanim udarom i djecake kontrolne skupine te djevojCice s
arterijskim ishemijskim mozdanim udarom i djevojice kontrolne skupine za genotipove
dominantnim modelom 1 izraCunati odjeci rizika (OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti
(95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam Djecaci s arterijskim Djevojcice s arterijskim
ishemijskim mozdanim ishemijskim mozdanim udarom
udarom i djecaci kontrolne i djevojcice kontrolne
skupine skupine
P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) P%o*

FV Leiden (G1691A) 0,076 | 7,21 (0,81-63,90) | 60 | 0,094 | 4,37 (0,78-24,66) | 65
FV HR2 (A4070G) 0,350 | 1,58 (0,61-4,09) | 58 | 0,620 | 0,75 (0,23-2,37) | 60

FII G20210A 0,986 / 57 10,778 | 1,50 (0,09-25,15) | 60
FXIII-A Val34Leu 0,042 | 2,22 (1,03-4,79) 59 | 0,256 | 0,52 (0,17-1,61) | 60
B-FBG -455G>A 0,754 @ 0,89 (0,42-1,89) | 57 | 0,234 | 0,54 (0,19-1,50) | 60
PAI-1 4G/5G 0,962 @ 1,02 (0,43-2,43) | 57 | 0,320 | 0,48 (0,12-2,02) | 61
MTHEFR C677T 0,967 @ 0,98 (0,46-2,11) | 57 | 0,437 | 1,51(0,53-4,28) | 60
MTHFR A1298C 0,340 = 1,44 (0,68-3,08) | 57 | 0,880 | 0,92 (0,33-2,57) | 60
ACE I/D 0,085 ' 2,34 (0,89-6,18) | 57 | 0,353 | 1,72 (0,55-5,36) | 60
apoE €2-4%*%* 0,408 ' 0,62 (0,20-1,94) | 57 | 0,046 | 3,88 (1,02-14,76) @ 66
HPA-1 0,496 = 1,33 (0,58-3,07) | 57 | 0,203 | 0,46 (0,14-1,52) | 60
HPA-2 0,109 @ 0,41 (0,14-1,22) | 57 | 0,507 | 1,46 (0,47-4,52) | 60
HPA-3 0,152 | 0,56 (0,25-1,24) | 59 | 0,049 | 0,34 (0,12-1,00) | 65
HPA-5 0,451 @ 1,42 (0,57-3,51) | 57 | 0,168 | 0,21 (0,02-1,91) | 60
Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija

P OR (95% CI) %* | P OR (95% CI) %*
FV Leiden (G1691A) | 0,068 | 7,86 (0,86-71,89) | 63 | 0,045 | 6,91 (1,05-45,68) @ 73
FXIII-A Val34Leu 0,037 | 2,31 (1,05-5,08) | 63 / / /
ACE I’'D 0,159 | 2,06 (0,75-5,65) | 63 / / /
apoE €2-4*%* / / /10,044 | 4,32 (1,04-17,92) | 73
HPA-3 / / / 10,078 0,49 (0,22-1,08) 73

*% toCno klasificiranih sluCajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Dobivena je statisticki zna€ajna povezanost pojedina¢nih polimorfizama s AIMU kako
u djecaka tako 1 u djevojCica u odnosu na kontrolne skupine djecaka i djevojcica. Pri tome
djecaci s najmanje jednim alelom FXIII-A Leu34 imaju 2,31 puta (95% CI=1,05-5,08) veci
rizik za nastanak AIMU u odnosu na djecake koji su homozigoti za divlji tip (Val34Val), dok

je u djevojcica koje su nosioci najmanje jednog alela apoE €4 rizik za nastanak AIMU veci za
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vise od 4 puta (OR=4,32; 95% CI=1,04-17,92), a FV Leiden za priblizno 7 puta (OR=6,91;

95% CI=1,05-45,68) u odnosu na djevojcice koje nisu nosioci tih alela.

5.11. UCESTALOSTI ISPITIVANIH POLIMORFIZAMA U DJECE S
ARTERIJSKIM ISHEMIJSKIM MOZDANIM UDAROM PREMA
DOBI POJAVE MOZDANOG UDARA

Unutar skupine djece s AIMU napravljena je analiza raspodjela ucestalosti genotipova i
alela ispitanih polimorfizama prema dobi pojave MU, zasebno za PMU i DMU. usporedbom u
odnosu na kontrolnu skupinu. Rezultati raspodjele ucestalosti genotipova prikazani su u

Tablici 30., a raspodjele ucestalosti alela u Tablici 31.

Tablica 30. Raspodjela ucestalosti genotipova ispitanih polimorfizama u djece s perinatalnim
arterijskim ishemijskim mozdanim udarom (N=35) i s arterijskim ishemijskim moZdanim
udarom u djecjoj dobi (N=38) te u kontrolnoj skupini (N=100).

Polimorfizam Genotip Arterijski ishemijski mozdani udar Kontrolna
n (%) skupina
Perinatalni | P* | Djedjadob = P* n (%)
FV Leiden (G1691A) GG 28 (80,0) 0,003* 35(92,1) | 0,346° 97 (97,0)
GA 7 (20,0) 3(7,9) 3(3,0)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FV HR2 (A4070G) AA 28 (80,0) | 0,907* 28 (73,7) | 0,660" 79 (79,0)
GA 7 (20,0) 10 (26,3) 21 (21,0)
GG 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FII G20210A GG 35(100,0) | 0,568" 37(97.4) | 1,000 | 97 (97,0)
GA 0 (0,0) 1(2,6) 3(3,0)
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
FXIII-A Val34Leu ValVal 22 (62,9) 0,841* 15(39,5) | 0,062* | 59 (59,0)
ValLeu 11 (314) 20 (52,6) 37 (37,0)
LeulLeu 2(5,7) 3 (6,8) 4 (4,0)
B-FBG -455G>A GG 19 (54,2) 0, 289* 17 (44,7) 1 0,922" | 42 (42,0)
GA 15 (42,9) 18 (47,4) 51(51,0)
AA 1(2,9) 3(7,9) 7 (7,0)
PAI-1 4G/5G 5G5G 7 (20,0) 0,806" 10 (26,3) | 0,567" | 20 (20,0)
5G4G 21 (60,0) 16 (42,1) 53 (53,0)
4G4G 7 (20,0) 12 (31,6) 27 (27,0)
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Tablica 30. (nastavak)

Polimorfizam Genotip Arterijski ishemijski mozdani udar Kontrolna
n (%) skupina
Perinatalni | P* | Djejadob = P n (%)
MTHFR C677T CC 14 (40,00 | 0,508" | 15(39,5) |0,299° | 41 (41,0)
CT 17 (48,6) 17 (44,7) 51(51,0)
TT 4(11,4) 6 (15,8) 8 (8,0)
MTHFR A1298C AA 14 (40,0) 0,305" 20 (52,6) | 0,901" | 52(52,0)
AC 19 (54,3) 14 (36,8) 39 (39,0)
CC 2(5,7) 4 (10,5) 9 (9,0)
ACE 1/D 11 6 (17,1) 0,173* 7 (18,4) 0,206" | 31 (31,0)
1D 24 (68,6) 20 (52,6) 44 (44,0)
DD 5(14,3) 11(28,9) 25 (25,0)
apoE €2-4 €2/2 0(0,0) 0,689¢ 0 (0,0) 0,658" 1(1,0)
€2/3 4(11,4) 6 (15,8) 11(11,0)
€2/4 2(5,7) 0 (0,0) 0 (0,0)
€3/3 24 (68,6) 26 (68,4) 74 (74,0)
€3/4 5(14,3) 6 (15,8) 13 (13,0)
ed/4 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,0)
HPA-1 a/a 26 (74,3) 0,878" 27 (71,1) | 0,838" 71 (71,0)
a/b 7 (20,0) 8 (21,1 27 (27,0)
b/b 2 (5,7 3(7,9) 2 (2,0)
HPA-2 a/a 30 (85,7) 0,394* 29 (76,3) | 0,888" | 77(77,0)
a/b 5(14,3) 9(23,7) 23 (23,0)
b/b 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
HPA-3 ala 18 (51,4) 0,028* 16 (42,1) 1 0,206" | 29 (29,0)
a/b 9(25,7) 18 (47,4) 51(51,0)
b/b 8(22,9) 4 (10,5) 20 (20,0)
HPA-5 ala 27 (77,1) 0,544* 33(86,8) | 0,846" | 82(82,0)
a/b 8(22,9) 5(13,2) 16 (16,0)
b/b 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (2,0)

n predstavlja broj djece s pojedinim genotipom u pojedinoj skupini, *usporedba s kontrolnom
skupinom, “dominantni model (heterozigoti+homozigoti u odnosu na homozigote za divlji tip;
*recesivni model (homozigoti u odnosu na. homozigote za divlji tip+ heterozigote); ‘genotip £3/3 u
odnosu na sve ostale genotipove

Ucestalosti genotipova statisticki su se razlikovale u djece s PMU u odnosu na kontrolnu
skupinu za polimorfizme FV Leiden (P=0,003) i HPA-3 (P=0,028), dok nije pronadena
statisticka znacajna razlika u ucestalosti genotipova u djece s DMU u odnosu na kontrolnu

skupinu niti za jedan ispitani polimorfizam.
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Tablica 31. Raspodjela ucestalosti alela ispitanih polimorfizama u djece s perinatalnim
arterijskim ishemijskim moZdanim udarom (N=35) i arterijskim ishemijskim mozdanim
udarom u djecjoj dobi (N=38) te u kontrolnoj skupini (N=100).

Polimorfizam Alel Arterijski ishemijski moZdani udar Kontrolna
n (%) skupina
Perinatalni | P* Djecja dob p n (%)
FV Leiden (G1691A) G 63 (90,0) 0,004" 73 (96,0) 0,351 197 (98,5)
A 7 (10,0) 33,9 3(1,9)
FV HR2 (A4070G) A 63 (90,0) 0,913 66 (86,8) 0,681 179 (89,5)
G 7 (10,0) 10 (13,2) 21 (10,5)
FII G20210A G 70 (100,0) 0,571 75 (98,7) 1,000 197 (98,5)
A 0 (0,0) 1(1,3) 3(1,9)
FXIII-A Val34Leu Val 55 (78,6) 0, 985 50 (65,8) 0,067 155 (71,5)
Leu 15 (21,4) 26 (34,2) 45 (22,5)
B-FBG -455G>A G 53 (75,7) 0,256 52 (68,4) 0,998 135 (67,5)
A 17 (24,3) 24 (31,6) 65 (32,5)
PAI-1 4G/5G 5G 35 (50,0) 0,715 36 (47.4) 0,995 93 (46,5)
4G 35 (50,0) 40 (52,6) 107 (53,5)
MTHFR C677T C 45 (64,3) 0,849 47 (61,8) 0,559 133 (66,5)
T 25 (35,7) 29 (38,2) 67 (33,5)
MTHFR A1298C A 47 (67,1) 0,593 54 (71,1) 0,940 143 (71,5)
C 23(32,9) 22 (28,9) 57 (28,5)
ACEI/D I 36 (51,4) 0,930 34 (44,7) 0,275 106 (52,0)
D 34 (48,6) 42 (55,3) 94 (47,0)
apoE €2-4 €2 6 (8,6) 0,356" 6 (7,9) 0,704 13 (6,5)
€3 57 (81,4) 64 (84,2) 172 (86,0)
ed 7 (10,0) 6 (7,9) 15 (6,8)
HPA-1 a 59 (84,3) 0,881 62 (81,6) 0,686 169 (84,5)
b 11 (15,7) 14 (18,4) 31 (15,5)
HPA-2 a 65 (92,9) 0,423 67 (88,2) 0,896 177 (88,5)
b 5(7,1) 9(11,8) 23 (11,5)
HPA-3 a 45 (64,3) 0,062 50 (65,8) 0,987 109 (54,5)
b 25 (35,7) 26 (34,2) 91 (45,5)
HPA-5 a 62 (88,6) 0,875 71 (93,4) 0,989 180 (90,0)
b 8(11,4) 5 (6,6) 20 (10,0)

n predstavlja broj djece s pojedinim alelom u pojedinoj skupini, *usporedba s kontrolom skupinom,
“aleli €2+€4 u odnosu na alel €3
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Tablica 32. Rezultati univarijantne i multivarijantne logisticke regresijske analize za djecu s
perinatalnim arterijskim ishemijskim moZdanim udarom 1 arterijskim ishemijskim moZdanim
udarom u djecjoj dobi i kontrolnu skupinu za genotipove i izraCunati odjeci rizika (OR) s 95%-
nim intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Varijabla Arterijski ishemijski mozdani udar
Perinatalni Djecja dob
P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) Vi
Spol 0,540 | 0,78 (0,36-1,71) | 74 | 0,239 1,64 (0,72-3,76) 72

FV Leiden (G1691A) | 0,004 | 8,08 (1,96-33,32) | 77 | 0,225 | 2,77 (0,53-14,38) | 72
FV HR2 (A4070G) 0,900 | 0,94 (0,36-2,45) | 74 | 0,505 | 1,34 (0,56-3,20) | 72

FII G20210A 0,986 / 74 | 0,908 | 0,87 (0,09-8,67) | 72
FXIII-A Val34Leu 0,688 | 0,85(0,38-1,88) | 74 | 0,042 | 2,21 (1,03-4,73) | 72
B-FBG 455G>A 0,211 | 0,61(0,28-1,32) | 74 | 0,772 | 0,89 (0,42-1,90) | 72
PAI-14G/5G 1,000 @ 1,00 (0,38-2,62) | 74 | 0,428 | 0,70 (0,29-1,68) | 72
MTHFR C677T 0,757 | 1,13(0,52-2,48) | 74 | 0,708 | 1,16 (0,54-2,48) | 72
MTHFR A1298C 0,223 | 1,62 (0,74-3,55) | 74 | 0,947 | 0,97 (0,46-2,06) | 72
ACE I/D 0,119 | 2,17 (0,82-5,76) | 74 | 0,144 | 1,99 (0,79-5,01) | 72
apoE g2-4%** 0,402 | 1,54 (0,56-4,19) | 74 | 0,790 | 1,15(0,41-3,26) | 72
HPA-1 0,710 | 0,85(0,35-2,03) | 74 | 0,995 | 1,00(0,44-2,27) | 72
HPA-2 0,278 | 0,56 (0,19-1,60) | 74 | 0,807 | 0,89 (0,36-2,21) | 72
HPA-3 0,028 @ 0,41(0,19-091) 74 | 0,115 | 0,53(0,25-1,16) | 72
HPA-5 0,521 | 1,35(0,53-3,45) | 74 | 0,497 | 0,69 (0,24-2,01) | 72
Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija
P OR (95% CI) P%o* P OR (95% CI) %*
FV Leiden (G1691A) | 0,004 | 8,29 (1,95-35,24) | 77 / / /
HPA-3 0,032 | 0,40 (0,18-0,92) | 77 / / /

*% to€no klasificiranih slu€ajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Rezultati univarijantne i multivarijantne logistiCke regresijske analize raspodjele
ispitivanih polimorfizama dominantnim modelom prikazani u Tablici 32. ukazuju na
statisticku znaCajnu povezanost razlicitih polimorfizama s PMU 1 DMU. FV Leiden povecava
rizik za nastanak PMU u djece 8 puta (OR=8,29; 95% CI=1,95-35,24), dok prisutnost
najmanje jednog alela HPA-3b smanjuje rizik za priblizno 2 puta (OR=0,40; 95% CI=0,18-
0,92). Za razliku od toga nije dokazana povezanost ovih polimorfizama s DMU, ali je u
nosioca najmanje jednog alela FXIII-A Leu34 dokazan 2 puta veci rizik za nastanak DMU

(OR=2,21; 95% CI1=1,03-4,73) u odnosu na nosioce genotipa Val34Val.
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Nadalje, ispitana je i moguca razlika u raspodjeli genotipova izmedu spolova zasebno za

djecu s PMU 1 DMU, a rezultati su prikazani u Tablici 33.

Tablica 33. Rezultati univarijantne i multivarijantne logisti¢ke regresijske analize za djeCake i
djevojcice s perinatalnim arterijskim ishemijskim moZzdanim udarom te djecake i1 djevojcice s
arterijskim ishemijskim mozdanim udarom u dje¢joj dobi za genotipove i izraCunati odjeci
rizika (OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam Arterijski ishemijski mozdani udar
Perinatalni Djecja dob
p OR (95% CI) %* p OR (95% CI) %*

FV Leiden (G1691A) | 0,398 | 0,49 (0,09-2,60) | 60 | 0,775 | 0,69 (0,06-8,58) | 74
FV HR2 (A4070G) 0,117 | 6,00 (0,64-56,52) | 57 | 0,057 @ 0,22 (0,05-1,05) | 74

FII G20210A 0,985 / 67 0,981 / 76
FXIII-A Val34Leu 0,078 | 4,00 (0, 86-18,64) | 63 | 0,029 5,83 (1,20-28,37) | 74
B-FBG -455G>A 0,557 | 1,50 (0,40-5,81) | 57 10,697 @ 1,33(0,31-5,67) | 74
PAI-1 4G/5G 0,400 | 0,46 (0,08-2,79) | 57 10,758 | 1,29 (0,26-6,37) | 74
MTHFR C677T 0,487 | 1,62 (0,41-6,39) | 57 | 0,156 @ 0,29 (0,05-1,61) | 74
MTHFR A1298C 0,487 | 1,62(0,41-6,93) | 57 | 0,208 | 2,69 (0,58-12,60) | 74
ACE I/D 0,698 | 1,42 (0,24-8,26) | 57 0,281 |2,57(0,88-14,32) | 74
apoE g2-4*%* 0,398 | 0,49 (0,09-2,60) | 60 | 0,027 | 0,12 (0,02-0,78) | 79
HPA-1 0,048 | 9,33 (1,02-85,70) | 63 0,374 | 0,50 (0,11-2,30) | 74
HPA-2 0,985 / 71 10,427 | 0,51(0,10-2,67) | 74
HPA-3 0,245 | 2,25(0,57-8,82) | 60 | 0,875 | 0,89 (0,20-3,87) | 74
HPA-5 0,075 | 7,54 (0,81-69,91) | 60 | 0,982 / 74
Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija

p OR (95% CI) %* p OR (95% CI) %o*
HPA-1 0,048 | 9,33 (1,02-85,70) | 63 / / /
apoE g2-4*%* / / /10,027 | 0,12 (0,02-0,78) | 79
FXIII-A Val34Leu / / / 10,052 | 6,31(0,98-40,45) 82
FV H1299R / / / 10,093 | 0,20 (0,02-1,74) | 82

*% toCno klasificiranih sluCajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Statisticki znacajne razlike u raspodjeli genotipova izmedu spolova dobivene su i za
PMU i za DMU, pa je napravljena usporedba raspodjele genotipova izmedu djecCaka s PMU i
DMU i dje€aka iz kontrolne skupine. Rezultati su prikazani u Tablici 34.
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Tablica 34. Rezultati univarijantne logistiCke regresijske analize za djecake s perinatalnim
arterijskim ishemijskim mozdanim udarom i djeCake s arterijskim ishemijskim mozdanim
udarom u djecjoj dobi u odnosu na djecake kontrolne skupine za genotipove i izraCunati odjeci
rizika (OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam Djecaci s perinatalnim Djecaci s arterijskim
arterijskim ishemijskim ishemijskim mozZdanim
moZdanim udarom i djecaci udarom u djecjoj dobi i
kontrolne skupine djecaci kontrolne skupine
P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) %*

FV Leiden (G1691A) | 0,044 | 10,94 (1,07-112,00) | 78 | 0,210 | 4,77 (0,41-54,93) | 69
FV HR2 (A4070G) 0,170 | 2,27 (0,70-7,33) 76 10,814 | 1,15(0,35-3,775) | 69

FII G20210A 0,983 / 76 | 0,988 / 69
FXIII-A Val34Leu 0,576 1,33 (0,49-3,66) 76 10,014 & 3,33 (1,28-8,70) | 69
B-FBG -455G>A 0,576 | 0,75 (0,27-2,06) 76 | 1,000 | 1,00 (0,41-2,46) | 69
PAI-1 4G/5G 0,972 1,02 (0,32-3,26) 76 10,967 | 1,02(0,37-2,85) | 69
MTHEFR C677T 0,618 1,31 (0,46-3,72) 76 10,647 | 0,81(0,33-1,99) | 69
MTHFR A1298C 0,221 1,92 (0,68-5,44) 76 10,701 | 1,19 (0,49-291) | 69
ACE I’'D 0,233 | 2,27 (0,59-8,69) 76 | 0,150 | 2,40 (0,73-7,90) | 69
apoE g2-4** 0,925 | 0,94 (0,23-3,80) 76 10,268 | 0,41 (0,08-2,00) | 69
HPA-1 0,214 1,96 (0,68-5,65) 76 10,968 | 0,98 (0,35-2,73) | 69
HPA-2 0,981 / 76 10,697 | 0,76 (0,24-2,37) | 69
HPA-3 0,340 | 0,60 (0,21-1,71) 76 10,184 | 0,53 (0,21-1,35) | 69
HPA-5 0,145 | 2,29 (0,75-6,97) 76 10,893 | 0,92 (0,29-2,93) | 69

*% toCno klasificiranih sluCajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Za djecCake je dobivena jaka povezanost izmedu FV Leiden i PMU (OR=10,94, 95%
CI=1,07-112,00), te izmedu polimorfizma FXIII-A Val34Leu i DMU (OR=3,33, 95%
CI=1,26-6,70). Provedena je i usporedba raspodjele genotipova izmedu djevoj¢ica s PMU i
DMU u odnosu na djevojcice iz kontrolne skupine, a rezultati univarijantne i multivarijantne

logistiCke regresijske analize prikazani su u Tablici 35.
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Tablica 35. Rezultati univarijantne logisticke regresijske analize za djevojice s perinatalnim
arterijskim ishemijskim moZdanim udarom i djevojcice s arterijskim ishemijskim mozdanim
udarom u djec¢joj dobi u odnosu na djevojcice iz kontrolne skupine za genotipove i izraCunati
odjeci rizika (OR) s 95%-nim intervalom pouzdanosti (95% CI).

Univarijantna logisticka regresija

Polimorfizam Djevojcice s perinatalnim Djevojcice s arterijskim
arterijskim ishemijskim ishemijskim mozZdanim
moZdanim udarom i djevojcice udarom u djecjoj dobi i

iz kontrolne skupine djevojcice iz kontrolne skupine

P OR (95% CI) %o* P OR (95% CI) Vi

FV Leiden (G1691A) | 0,047 | 6,36 (1,02-39,58) | 75 | 0,603 | 1,94 (0,16-23,92) | 79
FV HR2 (A4070G) 0,104 | 0,17 (0,02-1,45) | 71 10,237 | 2,36 (0,57-9,84) | 79

FII G20210A 0,987 / 71 10,343 | 4,00 (0,23-70,30) | 79
FXIII-A Val34Leu 0,222 | 0,41 (0,10-1,71) | 71 0,648 | 0,70 (0,16-3,18) | 79
B-FBG -455G>A 0,207 | 0,45(0,13-1,55) | 71 0,592 | 0,68 (0,17-2,77) | 79
PAI-1 4G/5G 0,797 | 0,79 (0,13-4,84) | 71 | 0,146 | 0,28 (0,05-1,56) | 79
MTHFR C677T 0,962 | 0,97 (0,29-3,23) | 71 | 0,153 | 3,40 (0,63-18,22) | 79
MTHFR A1298C 0,629 | 1,34 (0,40-4,48) | 71 0,371 | 0,50(0,11-2,26) | 79
ACE I/D 0,291 | 2,17 (0,52-9,09) | 71 |0,761 | 1,26 (0,28-5,73) | 79
apoE g2-4%*%* 0,163 | 3,00 (0,64-14,06) | 71 | 0,041 | 5,50 (1,07-28,25) | 79
HPA-1 0,063 | 0,13(0,02-1,12) | 71 | 0,777 | 1,23 (0,29-5,16) | 79
HPA-2 0,509 | 1,56 (0,42-5,77) | 71 | 0,716 | 1,33 (0,28-6,26) | 79
HPA-3 0,030 0,25 (0,07-0,87) | 71 | 0,435 | 0,56 (0,13-2,39) | 79
HPA-5 0,377 | 0,37 (0,04-3,36) | 76 | 0,982 / 79
Polimorfizam Multivarijantna logisti¢ka regresija

P OR (95% CI) %* P OR (95% CI) P%o*
FV Leiden (G1691A) | 0,013 13,81 (1,72-110,52) | 79 / / /
HPA-1 0,057 | 0,11 (0,01-1,07) | 79 / / /
HPA-3 0,011 | 0,14 (0,03-0,64) | 79 / / /

*% to¢no klasificiranih sluCajeva; **skupina apoE €4 (nosioci najmanje jednog alela apoE &4)

Dokazana je jaka povezanost FV Leiden s PMU u djevojcica (OR=13,81; 95%
CI=1,72-110,52) sli¢no kao i u djeCaka, ali i zaStitna uloga alela HPA-3b (OR=0,14; 95%
CI=0,03-0,64). Za razliku od toga djevojCice s najmanje jednim alelom apoE &4 imaju 5,5

puta veci rizik (95% CI=1,07-28,25) za nastanak DMU.
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5.12. UCESTALOSTI KOMBINACIJE GENOTIPOVA FV I MTHFR U
DJECE S MOZDANIM UDAROM

Osim odredivanja ucestalosti pojedina¢nih polimorfizama u djece s MU i u kontrolnoj
skupini odredene su i ucestalosti dvije kombinacije genotipova za polimorfizme: FV (FV
Leiden i FV HR2), te MTHFR (MTHFR C677T i MTHFR A1298C) kako bi se ispitao njihov
moguci utjecaj na pojavnost MU u djece. Ucestalosti kombinacija genotipova odredene su i u
podskupinama djece s MU prema tipu MU (AIMU i HMU) te prema dobi pojave AIMU
(PMU i DMU) i usporedene s kombinacijama genotipova u kontrolnoj skupini (Tablica 36.).

Tablica 36. Raspodjela ucestalosti kombinacija genotipova za polimorfizme FV Leiden i FV
HR2 te MTHFR C677T i MTHFR A1298C u djece s mozdanim udarom (ukupno N=100),
arterijskim ishemijskim (ukupno N=73) i hemoragijskim moZdanim udarom (N=27),
perinatalnim (N=35) i arterijskim ishemijskim moZdanim udarom u djecjoj dobi (N=38) te u
kontrolnoj skupini (N=100).

Kombinacija | Genotip Mozdani udar Kontrolna
polimorfizama n (%) skupina
Arterijski ishemijski Hemoragijski | Ukupno
Perinatalni | Dje¢ja dob | Ukupno n (%)
GG/AA | 23 (66) 28(74) | 51(70) 22 (81) 73(73) | 76 (76)
GG/AG | 5(14) 7(18) | 12(16) 4(15) 16(16) | 2121
GG/GG | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
FV Leiden/ | Ga/aA 5 (14)* 0 (0) 5(7) 1 (4) 6 (6) 3(3)
FV HR2 GA/AG | 2(6) 3@y | 5 (7yn 0 (0) 5(5) 0 (0)
GA/GG | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
AA/AA | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
AA/AG | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
AAIGG | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CCIAA | 4(11) 4(11) 8 (11) 2(7) 10(10) | 18 (18)
CC/IAC | 8(23) 7(18) 15 (20) 5(19) 200200 | 16 (16)
cc/ce | 2(6) 4(11) 6 (8) 2(7) 8 (8) 9(9)
MTHFR CT/AA | 6(17) 10 (26) 16 (22) 7(26) 23(23) | 26(26)
Ce77T/ CT/AC | 113D 7(18) 18 (25) 10 (37) 28(28) | 23(23)
A1298C CT/CC 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
TI/AA | 4(11) 6 (16) 10 (14) 1(4) 11 (11) 8 (8)
TI/AC | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
TT/CC | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

n predstavlja broj djece s pojedinom kombinacijom genotipova u pojedinoj skupini; *P=0,028; **P=0,023;
**#¥P=(,012 prema referentnoj kombinaciji genotipova GG/AA u odnosu na kontrolnu skupinu
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S obzirom da za polimorfizme FV Leiden i FV HR2 nisu pronadeni homozigoti ni u
skupini djece s MU niti u kontrolnoj skupini, od mogu¢ih 9 kombinacija genotipova
pronadene su samo 4 kombinacije genotipova u djece s MU i 3 kombinacije genotipova u
kontrolnoj skupini (Tablica 36). Najces¢a kombinacija genotipova bila je dvostruki
homozigotni oblik za divlji tip GG/AA u djece s MU 1 u kontrolnoj skupini, kao i u
ispitivanim podskupinama. Kombinacija genotipova GA/AG (dvostruki heterozigotni oblik)
zabiljezena je samo u djece s MU i to u 5/100 slucajeva (P=0,074). Svih 5 slucajeva
zabiljezeno je u djece s AIMU (5/73, P=0,012) i to podjednako u djece s PMU (2/35;
P=0,071) 1 s DMU (3/38; P=0,023). U djece s PMU zabiljeZena je najveca ucestalost
kombinacije genotipova GA/AA koja se statisticki znaCajno razlikovala u odnosu na
kontrolnu skupinu (P=0,028; OR=5,51; 95% CI=1,22-24,82).

S obzirom na kombinacije genotipova za MTHFR pronadeno je 6 kombinacija
genotipova i u djece s MU i u kontrolnoj skupini, s tim §to nije pronaden niti jedan slucaj
kombinacije heterozigotnog oblika MTHFR C677T ili MTHFR A1298C s homozigotnim
oblikom jednog ili drugog polimorfizma, kao ni dvostruki homozigotni oblik. Za razliku od
kombinacije genotipova za FV kombinacija dvostrukog homozigotnog oblika za divlji tip
CC/AA bila je relativno rijetko zastupljena, u samo 18/100 djece iz kontrolne skupine i
10/100 djece s MU. Nasuprot tome dvostruki heterozigotni oblik CT/AC zabiljeZen je u >20%
slucajeva u djece s MU i u kontrolnoj skupini, s tim $to je najveca ucestalost zabiljezena u
djece s HMU (10/27), ali nije bila statisticki znacajna u odnosu na kontrolnu skupina
(P=0,386).

Ucestalosti kombinacija genotipova FV Leiden i FV HR2, te MTHFR C677T i MTHFR
A1298C odredene su i zasebno za djecake i djevojcice u djece s MU i u kontrolnoj skupini,
kao i u podskupinama djece s MU s obzirom na tip MU (AIMU i HMU). Raspodjela
ucestalosti kombinacija genotipova u ispitivanim skupinama i podskupinama prikazana je u

Tablici 37.
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Tablica 37. Raspodjela ucestalosti kombinacija genotipova za polimorfizme FV Leiden i FV
HR2 te MTHFR C677T i MTHFR A1298C prema spolu, u djece s moZdanim udarom (ukupno
N=100), arterijskim ishemijskim (N=73) i hemoragijskim moZdanim udarom (N=27) te u
kontrolnoj skupini (N=100).

Kombinacija | Genotip MozZdani udar Kontrolna
polimorfizama n (%) skupina
Arterijski ishemijski | Hemoragijski Ukupno n (%)
M V/ M V/ M V/ M V/

N=48 N=25 | N=15 | N=12 | N=63 | N=37 | N=63 | N=37
GG/AA | 35(73) | 16(64) | 12(80) | 10(83) | 47(75) |26 (70) | 52(83) |24 (65)
GG/AG | 8(17) | 4(16) | 2(13) | 2(17) | 10(15) | 6(16) | 10(15) |11 (30)
GG/GG | 0(0) 00) | 0@ | 00 | 0@ | 00 | 0@© | 0(0)

FV Leiden/ GA/AA 2 (4) 3(12) 1(7) 0 (0) 3(5) 3(8) 1(2) 2(5)
FV HR2 GA/AG | 3(6) 28) | 0(0) | 0(0) 35) 250 | 0(0) | 0(0)
GA/GG | 0(0) 00) | 00) | 0(0) 00) | 00 | 00) | 0(0)
AA/AA | 0(0) 00) | 00) | 0(0) 00) | 00 | 000 | 0(0)
AA/AG | 0(0) 00) | 00) | 0(0) 00) | 00 | 000 | 0(0)
AA/GG | 0(0) 00) | 000) | 0(0) 00) | 00 | 000 | 0(0)

CC/AA | 4(8) 4(16) | 2(13) | 0(0) | 6(10) | 4(11) |12(19) | 6(19)
CC/AC | 11(23)* | 4(16) | 2(13) | 325 | 1321 | 7(19) | 7(11) | 8(22)
cc/cc 5(10) 1@ |17 | 1] | 6010 | 23) | 701 | 2(6)

MTHFR CT/AA 9 (19) 7(28) | 3(20) | 4(33) | 12(19) | 11(30) | 16(26) |10 (27)

Co677T/ CT/AC | 12(25) | 6(24) | 747) | 3(25) | 19(30) | 9(24) |17(27) | 6(16)

A1298C CT/CC 0 (0) 0 (0) 0(0) | 0(0) 0 (0) 000) | 000) | 0(0)
TT/AA | 7(16) 3(12) | 0(0) | 1(8) | 7(11) | 411 | 4(6) | 4(11)
TT/AC 0 (0) 0 (0) 0(0) | 0(0) 00) | 00 | 0(0) | 0(0)
TT/CC 0 (0) 0 (0) 00) | 000 | 00 | 00 | 00 | 0()

n predstavlja broj djecaka ili djevojcica s pojedinom kombinacijom genotipova u pojedinoj skupini; M-djecaci;
Z-djevojcice; *P=0,045 prema referentnoj kombinaciji genotipova MTHFR CC/AA

Kombinacije genotipova za FV Leiden i FV HR2 bile su podjednako zastupljene u oba
spola u djece s MU kao i u kontrolnoj skupini, te u podskupinama prema tipu MU. Sto se ti¢e
kombinacije genotipova MTHFR C677T 1 A1298C, statisti¢ki znaCajna razlika dobivena je u
djecaka s AIMU za kombinaciju genotipova CC/AC u odnosu na djeCake kontrolne skupine
(P=0,045; OR=4,71; 95% CI=1,08-20,63). Dvostruki heterozigotni oblik zabiljezen je u 7/15
djecaka s HMU, te je ucestalost bila pribliZno dvaput veca u odnosu na djevojcice s HMU

(3/12), kao 1 u odnosu na djecake s AIMU (12/48) i djecake iz kontrolne skupine (17/63).
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5.13. UCESTALOSTI HAPLOTIPOVA POLIMORFIZAMA U DJECE S
MOZDANIM UDAROM

Osim odredivanja ucestalosti pojedina¢nih polimorfizama u djece s MU i kontrolnoj

skupini odredene su i ucestalosti dva haplotipa:

e haplotipa HPA-ACE - sastavljenog od alela 4 polimorfizma HPA-1, -2, -3 i
ACE I/D smjestenih na kromosomu 17

e haplotipa FV-MTHFR - sastavljenog od alela 4 polimorfizma FV Leiden, FV
HR2, MTHFR C677T 1 MTHFR A1298C smjeStenih na kromosomu 1.

Ucestalosti haplotipova odredene su i u podskupinama djece s MU prema tipu MU i
usporedene s ucestalostma u kontrolnoj skupini. Raspodjela ucestalosti haplotipova HPA-
ACE u djece s MU, AIMU, HMU i kontrolnoj skupini prikazana je u Tablici 38, a raspodjela
haplotipova FV-MTHEFR u Tablici 39.
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Tablica 38. Raspodjela ucestalosti haplotipova HPA-ACE u djece s moZdanim udarom
(N=100), arterijskim ishemijskim (N=73) i hemoragijskim mozdanim udarom (N=27) te u
kontrolnoj skupini (N=100).

Haplotip Mozdani Kontrolna | P* Mozdani udar
HPA-ACE udar skupina Arterijski Hemoragijski
ishemijski

Ucestalost | P* | Ucestalost | P*
HA1 (1a2a3al) 0,198 0,268 / 0,221 / 0,118 /
HAZ2 (1a2a3aD) 0,242 0,167 0,100 0,234 0,290 ' 0,314 | 0,047*
HA3 (1a2a3bl) 0,150 0,107 0,160 0,142 0,380 | 0,177 0,052
HA4 (1a2a3bD) 0,141 0,209 0,970 0,135 0,570 | 0,114 0,280
HAS (1a2b3al) 0,053 0,015 0,097 0,047 0,220 | 0,074 0,120
HAG6 (1a2b3aD) 0,042 0,027 0,270 0,049 0,300 | 0,000 0,390
HA7 (1a2b3bl) 0,000 0,026 1,000 0,000 1,000 | 0,000 1,000
HAS (1a2b3bD) 0,000 0,026 1,000 0,000 1,000 | 0,019 1,000
HA9 (1b2a3al) 0,056 0,034 0,590 0,057 0,850 | 0,050 0,710
HA10 (1b2a3aD) | 0,035 0,013 0,340 0,042 0,200 | 0,000 0,936
HA11 (1b2a3bl) 0,033 0,080 0,350 0,013 0,098 | 0,099 0,084

HA12 (1b2a3bD) | 0,051 0,007 0,092 0,059 0,094 | 0,036 0,349
HA13 (1b2b3al) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /
HA14 (1b2b3aD) | 0,000 0,021 1,000 0,000 / 0,000 /
HA1S5 (1b2b3bI) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /
HA16 (1b2b3bD) | 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /

redoslijed HA: H-aleli HPA-1.-2,-3, A-alel ACE, *usporedba s kontrolnom skupinom prema
referentnom haplotipu HA1 (sva 4 alela divljeg tipa); P=0,022 za opcu povezanost
haplotipova s mozdanim udarom

Dokazana je statisticki znacajna razlika raspodjele ucestalosti haplotipova izmedu djece
s MU i kontrolne skupine (P=0,022). U djece s MU pronadeno je 10, a u kontrolnoj skupini
13 haplotipova HPA-ACE (Tablica 38.). Najzastupljeniji haplotip u djece s MU bio je HA2
(HPA-1a2a3a-ACED) i to u obje podskupine djece prema tipu MU (AIMU i HMU), za
razliku od kontrolne skupine u kojoj je najzastupljeniji haplotip bio HA1 (HPA-la2a3a-
ACEI). Statisticki znaCajna razlika u ucestalosti haplotipova dobivena je samo za haplotip
HA2 (HPA-1a2a3a-ACED) i to izmedu djece s HMU i kontrolne skupine (P=0,047;
OR=4,06; 95% CI=1,03-15,98).
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Tablica 39. Raspodjela ucestalosti haplotipova FV-MTHFR u djece s moZdanim udarom
(N=100), arterijskim ishemijskim (N=73) i hemoragijskim mozdanim udarom (N=27) te u
kontrolnoj skupini (N=100).

Haplotip Mozdani Kontrolna | P* Mozdani udar
FV-MTHFR udar skupina Arterijski Hemoragijski
ishemijski

UCcestalost P* Ucestalost px*

FM1 (GACA) 0,236 0,323 0,096 0,244 0,150 0,227 /
FM2 (GACC) 0,273 0,267 0,600 0,262 0,550 0,329 0,260
FM3 (GATA) 0,351 0,290 / 0,338 / 0,352 0,280
FM4 (GATC) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /

FMS (GGCA) 0,056 0,060 0,580 0,056 0,630 0,051 0,900
FM6 (GGCC) 0,015 0,018 0,791 0,000 1,000 0,023 0,680
FM7 (GGTA) 0,014 0,027 0,450 0,032 0,980 0,000 1,000

FMS8 (GGTC) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /
FM9 (AACA) 0,019 0,007 0,550 0,014 0,730 0,018 0,959
FM10 (AACC) 0,016 0,000 0,209 0,027 0,071 0,000 /
FM11 (AATA) 0,000 0,008 0,663 0,000 1,000 0,000 1,000
FM12 (AATC) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /
FM13 (AGCA) 0,005 0,000 0,842 0,008 0,742 0,000 /
FM14 (AGCC) 0,016 0,000 0,225 0,020 0,161 0,000 /
FM15 (AGTA) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /
FM16 (AGTC) 0,000 0,000 / 0,000 / 0,000 /

redoslijed FM: F-aleli FV Leiden-FV HR2; M-aleli MTHFR C677T-MTHFR A1298C;
*usporedba s kontrolnom skupinom prema referentnom haplotipu FM3; **usporedba s
kontrolnom skupinom prema referentnom haplotipu FM1 (sva 4 alela divljeg tipa); P=0,260
za opc¢u povezanost haplotipova s mozdanim udarom

Raspodjela haplotipova nije se statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu djece s MU i
kontrolne skupine (P=0,260). Analizom ucestalosti haplotipova FV-MTHFR u djece s MU
dobiveno je 10, a u kontrolnoj skupini 8 haplotipova (Tablica 39.), od kojih je najceS¢i bio
haplotip FM3 (FV 1691G-FV 4070A-MTHFR 677T-MTHFR 1298A), a u kontrolnoj skupini
haplotip FM1 (FV 1691G-FV 4070A-MTHFR 677C-MTHFR 1298A). Nije pronadena
statistiCki znacajna razlika u ucestalosti niti jednog haplotipa izmedu djece s MU i kontrolne

skupine, kao ni izmedu djece s AIMU ili HMU i kontrolne skupine.
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6. RASPRAVA

Iako je MU u djece relativno rijetka bolest u odnosu na odraslu populaciju, povecano
zanimanje za utvrdivanjem etioloSkih ¢imbenika MU u razlic¢itim populacijama rezultiralo je
spoznajama o viSe od 100 utvrdenih nasljednih i ste¢enih rizi¢nih ¢imbenika, koji ukljucuju
sr¢ane bolesti, infekcije, protromboticke, metabolicke i vaskularne poremecaje (27). Unato¢
brojnim istraZzivanjima etiologija je jo§ uvijek nepoznata u priblizno 20-30% slucajeva (9, 27,
38, 49, 227, 228). Ovo je istraZzivanje provedeno kako bi se pokuSala dodatno razjasniti
etiologija MU u djece ispitivanjem ukljuc¢enosti i moguce udruzenosti dosad utvrdenih kao i
nedovoljno istrazenih genetickih rizicnih ¢imbenika na pojavnost MU u djece.

Za razliku od odraslih, malo je objavljenih epidemioloskih i klini¢kih podataka o MU u
djece u naSoj populaciji, pa je u prvom dijelu istraZivanja prikazana analiza prikupljenih
podataka iz medicinske dokumentacije o dobi, spolu, tipu i anatomskoj lokalizaciji MU,
klinickim simptomima i utvrdenim rizi¢nim c¢imbenicima u djece oboljele od MU u
desetogodi$njem razdoblju.

Prema epidemioloSkim istraZzivanjima provedenim u razli¢itim populacijama rizik za
nastanak MU nije tijekom djetinjstva jednak u svim dobnim razdobljima. Sva dosadasnja
istrazivanja ukazuju na najveci rizik u prvoj godini Zivota (23, 34, 36-38, 43, 64, 229), koji se
nakon toga postupno smanjuje i prema nekim autorima ponovno povecava u adolescentnoj
dobi (34, 35). Analiza prikupljenih podataka o dobi pojave MU u ovom istraZzivanju ukazala
je na dva najrizi¢nija dobna razdoblja neovisno o tipu MU, i to u prvoj te izmedu pete i desete
godine Zivota. Najveci broj sluajeva MU zabiljeZen je u prvoj godini Zivota, i to u tre¢ini od
ukupnog broja djece s HMU te u ¢ak 42% od ukupnog broja slucajeva AIMU. Najmanja
pojavnost MU zabiljeZena je u adolescenata sli€no kao i u istraZivanjima drugih autora (36,
38, 229, 230) i iznosila je samo 12% od ukupnog broja slucajeva, s podjednakim udjelima s
obzirom na tip MU (HMU: 11%, AIMU: 12%). Sli¢ni rezultati o zna¢ajno manjoj pojavnosti
IMU u adolescenata u odnosu na preadolescente prikazani su u dva nedavno objavljena
multinacionalna istrazivanja Golomb i sur. (43) te Mackay 1 sur. (46) provedenih na velikom
broju djece. Prema Golomb 1 sur. (43) od 1187 djece upisane u multinacionalni registar IPSS
samo 15% je bilo adolescenata, dok je prema Mackay i sur. od ukupno 676 djece s AIMU u
djecjoj dobi najmanji broj MU (12%) zabiljezen u djece starije od 15 godina.

Brojna dosadaSnja istraZzivanja navode ceS¢u pojavnost MU u djeCaka u odnosu na

djevojcice bez obzira na tip MU (9, 23, 34, 43, 49, 64, 231). U ispitivane djece s MU veca
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zastupljenost djeCaka utvrdena je u razlicitim populacijama na podru¢ju Europe: (26, 35, 36,
219, 232-236), Bliskog istoka (237-241), Kine (44, 230, 242), Sjeverne i JuZzne Amerike (29,
34, 37, 65, 69, 243, 244) te Australije (38), ali su se omjeri djeCaka i djevojcica razlikovali i
do priblizno &etiri puta i iznosili su od 1,15:1 do 4,0:1 (23). Ces¢a pojavnost MU u djecaka
potvrdena je i u medunarodnoj studiji IPSS u kojoj je obraden dosad najveéi broj djece s
AIMU iz cijelog svijeta (N=1187), a dobiveni omjer djec¢aka i djevojcica iznosio je 1,49:1
(43). Samo je u dvije studije zabiljezena podjednaka pojavnost MU u djecaka i djevojcica (28,
42). U ovom je kao i u vecini drugih istrazivanja takoder utvrdena ¢eS¢a pojavnost MU u
djecaka neovisno o tipu i dobi pojave MU, §to se slaZe s rezultatima naSa prethodna dva
istrazivanja u kojima je bio obraden manji broj djece (221, 245). Dobiveni omjeri djecaka i
djevojcica razlikovali su se za pojedini tip i dob pojave MU, pa je u djece s HMU utvrden
najmanji omjer od 1,25:1, a u djece s DMU najve¢i omjer od cak 2,8:1. Nadalje, ¢esS¢a
pojavnost AIMU u djecCaka zabiljeZena je u svim dobnim skupinama, $to se odnosi i na
preadolescente (63%), a posebice na adolescente (100%). slicno kao 1 u studiji Golomb i sur.
(43) u kojoj je IMU dijagnosticiran u vec¢em broju djeCaka u odnosu na djevojice u
preadolescentnoj i u adolescentnoj dobi.

Literaturni podatci o udjelu pojedinog tipa MU u djece navode priblizno podjednak broj
IMU i HMU (29) s neznatno ve¢im udjelom IMU (55%), za razliku od odraslih kod kojih
IMU ¢ini cak 80-85% od ukupnog broja slu¢ajeva MU (9, 22). U djece ukljucene u ovo
istrazivanje dijagnosticiran je priblizno tri puta ve¢i broj IMU (73%) u odnosu na HMU
(27%). Sli¢ni udjel HMU od 28% dobiven je u studijama Aydinli i sur. u turske djece iz
Istanbula (246) te Chung i sur. u kineske djece iz Hong Konga (44). U istrazivanju Lo 1 sur.
(231) HMU je dijagnosticiran u trec¢ini od ukupno 5178 hospitalizirane djece s MU u SAD-u,
dok je u studiji iz Tajvana udjel HMU iznosio ¢ak 60-70% od svih MU (247). Moguca
objasnjenja dobivenih razlika najvjerojatnije se mogu pripisati razli¢itim populacijama u
kojima su istraZivanja provedena, ali i jo$ uvijek relativno malom broju istraZivanja u kojima
su osim djece s AIMU 1/ili SVT bila ukljucena i djeca s HMU (231).

Dobro je poznato kako se klinicki simptomi MU u djece razlikuju ovisno o anatomskoj
lokalizaciji, dobi pojave i uzroku MU (20, 27, 47, 63, 248, 249). Rezultati dosadaSnjih
istrazivanja o anatomskoj lokalizaciji MU prili¢no su ujednaceni i ukazuju na mnogo ceSc¢a
jednostrana oSteCenja prednje u odnosu na straZznju moZdanu cirkulaciju neovisno o dobi
pojave MU, koja su najcesce smjeStena u opskrbnom podrucju srednje mozdane arterije (14,
28, 49, 229, 250). Na temelju slikovnih morfoloskih pretraga mozga o anatomskoj lokalizaciji

MU u djece ukljuene u ovo istrazivanje moze se zakljuciti kako znacajno prevladavaju
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ostecenja u podrucju prednje moZzdane cirkulacije koja su pronadena u vise od 80% svih
slucajeva MU 1 AIMU, te u viSe od 90% sluc¢ajeva PMU. Za razliku od toga straznja mozdana
cirkulacija bila je zahvacena u priblizno samo 10% djece neovisno o tipu i dobi pojave MU.
Dobiveni rezultati slazu se s prethodnim studijama, iako su u njima zabiljezeni razli¢iti udjeli
ostecenja u podrucju straznje mozdane cirkulacije koji su iznosili izmedu 3,1% i 21,1% (38,
44, 49, 221, 229, 230, 236, 240, 245, 251), dok je dosad najveci udjel od 22% zabiljeZen u
multinacionalnom istrazivanju IPSS Mackay i sur. u djece s DMU (46). Nadalje ovo je
istraZivanje pokazalo mnogobrojnija oStecenja u jednoj hemisferi u 85-95% slucajeva s tim
S§to je u podskupinama prema dobi pojave AIMU pronadena razlika u udjelu zahvaéenosti
lijeve i desne hemisfere. Dvaput je viSe oSteCenja lijeve u odnosu na desnu hemisferu
pronadeno u PMU S$to se slaze s rezultatima Golomb i sur. (65) te Lynch i sur. (69), dok je u
DMU neznatno veci broj oste¢enja bio u desnoj (53%) u odnosu na lijevu hemisferu (47%)
sli¢no kao i u studiji Cnossen i sur. (251). OStecenja su u priblizno dvije trecine djece (70%) s
AIMU bila smjeStena u opskrbnom podrucju srednje moZdane arterije i to podjednako u PMU
i u DMU, a dobiveni rezultati podudarni su s prethodno objavljenim rezultatima drugih
istrazivanja (69, 230, 251).

Prema dosadaSnjim spoznajama neki klini¢ki simptomi MU u djece mogu biti
jednakomjerno prisutni u HMU 1 AIMU, kao npr. napadaji koji mogu biti prisutni 1 do 50%
slucajeva (252), ali se u pravilu raspodjela istovjetnih klinickih simptoma razlikuje ovisno o
tipu MU (249). U brojnim se istraZivanjima hemipareza navodi kao najces¢i klinicki simptom
AIMU (14, 28, 46, 49, 249, 253-255), koja je u razliitim populacijskim studijama bila
prisutna u 42-81% slucajeva (13, 38, 49, 69, 230, 241), a u istraZzivanju Mackay 1 sur. u 79%
slucajeva od 605 djece s AIMU upisane u registar IPSS (46). Za razliku od AIMU glavobolja
27, 249, 253, 254, 256). S obzirom na mnogo ¢esS¢a oSte¢enja prednje mozdane cirkulacije u
djece s MU u ovom istrazivanju, prevladavali su ZariSni klinicki simptomi koji su povezani sa
zahvacenim podru¢jem oStecenja, pa je najcesS¢e utvrdeni klinicki simptom bila hemipareza i
to u 50% slucajeva MU. Hemipareza je ujedno bila najcesc¢i simptom u oba tipa MU, ali je
bila prisutna u ve¢em broju slu¢ajeva AIMU (55%) u odnosu na HMU (37%). Razlika prema
tipu MU zabiljezena je s obzirom na lokalizaciju hemipareze pa je desnostrana hemipareza
bila ¢es¢a u djece s AIMU (60%) dok je u djece s HMU hemipareza bila lijevostrana ¢ak u
80% slucajeva. Dobiveni su se rezultati razlikovali u odnosu na istrazivanje Aydinli i sur. u
kojem su pronadeni podjednaki udjeli lijevostranih i desnostranih hemipareza u djece s HMU

1 AIMU (246). Glavobolja i povracanje bili su drugi najées¢i simptom u djece s HMU u 22%
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slucajeva, dok su napadaji s priblizno 15% bili jednakomjerno zastupljeni u HMU i AIMU.
Napadaji su bili prisutni u cetvrtini djece s DMU obuhvaéene ovim istraZzivanjem i
predstavljali su drugi najces¢i klinicki simptom u DMU, $to se slaze i s drugim istrazivanjima
slucajeva.

DosadaSnje spoznaje ukazuju na razliCitu zastupljenost brojnih rizi¢nih ¢imbenika koji
se povezuju s pojavom MU, ovisno o geografskoj rasprostranjenosti i etnickoj populaciji u
kojoj je istraZivanje provedeno (17, 46). Rizi¢ni ¢imbenici razlikuju se i ovisno o tipu MU,
iako su neki od njih istovjetni u HMU i1 AIMU (64), a prema nedavno provedenoj
multinacionalnoj studiji IPSS Mackay i sur. koja pruza dosad najiscrpniji pregled utvrdenih
riziénih ¢imbenika za nastanak AIMU u djece, pokazana je i razlika ovisno o dobi pojave
AIMU (46). Literaturni podatci navode kako su u trenutku nastupa MU rizi¢ni ¢imbenici
prisutni u najmanje 50% djece neovisno o tipu MU (22, 64, 227, 257), a prema nekim
autorima najmanje jedan rizi¢ni ¢imbenik moguce je utvrditi u priblizno 75% djece (9, 49,
227, 257). U posljednje vrijeme sve je visSe dokaza o moguéem postojanju vise rizi¢nih
¢imbenika koji dodatno povecavaju rizik za pojavu MU (9, 17, 46, 258), te prema nekim
studijama mogu biti prisutni i u ¢ak 25% djece s MU (227, 247, 249). U vecini djece s MU
ukljuenih u ovo istraZivanje pronaden je veéi broj razli¢itih dosad utvrdenih rizi¢nih
¢imbenika MU od kojih su naj¢esce bile infekcije, Sto je slicno rezultatima drugih studija (14,
64, 219, 227, 228, 246, 258, 259). U 13% djece pronadeni su viSestruki rizi¢ni ¢imbenici, s
podjednakim ucestalostima u ispitivanim podskupinama prema tipu i dobi pojave MU koje su
iznosile izmedu 11% i 14%. Niti jedan rizi¢ni ¢imbenik nije utvrden u 22% djece s MU, §to se
slaze s nasim prethodnim istraZivanjima (221, 245) i s objavljenim podatcima drugih autora
koji su iznosili izmedu 14,5% 1 48% slucajeva (13, 24, 38, 219, 230, 246). Raspodjela
ucestalosti djece u kojih nisu utvrdeni rizi¢ni ¢imbenici razlikovala se s obzirom na tip i dob
pojave MU, pa je najmanja ucestalost od 13% zabiljezena u djece s DMU, a najveca od ¢ak
37% u djece s HMU. Prema nedavno objavljenoj multinacionalnoj studiji IPSS od 492 djece s
DMU niti jedan rizi¢ni ¢imbenik nije utvrden u samo 52 djece (11%) (46). Za razliku od
IMU, dostupni literaturni podatci o rizicnim ¢imbenicima za nastanak HMU izrazito su
oskudni 1 dosad jo§S nisu sustavno analizirani (260). Prema navodima nekih autora
abnormalnosti moZdanih krvnih Zila prisutne su u 20-90% slu€ajeva (27, 261, 262) i
predstavljaju najcesci rizi¢ni ¢cimbenik HMU, §to je utvrdeno i u ovom istrazivanju u kojem

su abnormalnosti moZdanih krvnih Zila pronadene u tre¢ini djece oboljele od HMU.
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Povecani rizik za nastanak tromboze i klinickih ishemijskih dogadaja povezuje se s
protromboti¢kim polimorfizmima u viSe razliCitth gena za koagulacijske 1 fibrinoliticke
¢imbenike, koji naruSavaju fizioloSku ravnotezu izmedu protrombotickih i antitrombotic¢kih
¢imbenika hemostatskog sustava i pomicu ravnotezu u smjeru tromboze. Dokazano je kako
protromboticki polimorfizmi izravno utjeCu na funkciju proteina kojeg kodiraju pojacanom
sintezom 1ili pojacanim djelovanjem prokoagulacijskih ¢imbenika (fibrinogena, FII, FV i
FXIII) ili inhibitora fibrinolize (PAI-1), $to rezultira poja¢anim stvaranjem trombina i brZzim
nastajanjem fibrinskog ugruska uz smanjenu fibrinoliticCku aktivnost (68, 263).
Protrombotickom stanju doprinose i polimorfizmi u trombocitnim GP receptorima koji
uzrokuju pojacanu aktivaciju i agregaciju trombocita, kao i polimorfizmi u genima za
metabolizam Hcy koji rezultiraju hiperhomocisteinemijom i posljedicnim oSte¢enjem
endotelnih stanica (263).

Zbog pretpostavke o vecoj ulozi genskih ¢imbenika na rizik pojave MU u mladoj
Zivotnoj dobi biljezi se 1 povetano zanimanje za ispitivanjem doprinosa nasljednih
protrombotickih ¢imbenika na pojavu MU u djece (69). U posljednjih desetak godina moguca
povezanost razlicitih nasljednih i steCenih protrombotickih rizi¢nih ¢imbenika s pojavom MU
u djece ispitivana je u ve¢em broju populacijskih istrazivanja (10, 38, 49, 227, 233, 237, 257,
264-268), a prema nedavno objavljenoj studiji IPSS Mackay i sur. najveca je zastupljenost
protrombotickih rizi¢nih ¢imbenika od Cak 38% zabiljezena u Europi, za razliku od Azije,
Australije, Kanade i JuZne Amerike gdje su ucestalosti iznosile 0-8% (46).

Najcesci nasljedni protromboticki rizi¢ni ¢imbenici koji se povezuju s MU u djece su
polimorfizmi u genima za koagulacijske ¢imbenike II (FII G20210A) 1 V (FV Leiden) te za
metabolizam homocisteina (MTHFR C677T) (10, 49, 69, 228, 267). Vrlo malo je literaturnih
podataka o mogucem utjecaju drugih protrombotickih polimorfizama u genima uklju¢enim u
hemostatski sustav koji kodiraju koagulacijske i fibrinoliticke ¢imbenike (FV HR2, B-FBG -
455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G), trombocitne GP receptore (HPA-1) i
metabolizam homocisteina (MTHFR A1298C) (10,49). Nadalje, dobiveni rezultati prethodnih
istrazivanja ukazuju na razlike u raspodjeli gena kandidata za nastanak MU u pojedinim
populacijama, ali i na razlike ovisno o tipu i dobi pojave MU (10, 49, 69).

Rezultati naSeg prethodnog istraZivanja o povezanosti polimorfizama FV Leiden, FII
G20210A, MTHFR C677T 1 4 najCeS€a trombocitna aloantigena (HPA-1, -2, -3 i -5) s
pojavom MU u djece utvrdili su povezanost FV Leiden i alela HPA-3b s AIMU (221).
Ukljuc¢ivanjem veceg broja djece u ovom su istraZivanju osim prethodno navedenih

polimorfizama, ispitani i analizirani 1 dodatni funkcionalni polimorfizmi u genima za
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koagulacijske i fibrinoliticke ¢imbenike (FV HR2, B-FBG -455G>A, FXIII-A Val34Leu,
PAI-1 4G/5G), metabolizam homocisteina (MTHFR A1298C) i intermedijarne rizi¢ne
¢imbenike (ACE I/D i apoE &2-4), ukupno njih 14 u 12 gena. Dosad je viSestruki broj
polimorfizama u genima uklju¢enim u hemostatski sustav i metabolizam homocisteina ispitan
samo u tri studije i1 to 9 polimorfizama u 7 gena kandidata u 90 grc¢ke djece s AIMU (219), 16
polimorfizama u 7 gena kandidata u 58 indijske djece s nekardioembolijskim AIMU (218) i
10 od ukupno ispitanih 31 polimorfizama, u 8 gena kandidata u 35 kalifornijske
novorodencadi s PMU (220).

Zbog izravnog sudjelovanja u prokoagulacijskom i antikoagulacijskom mehanizmu
zgruSavanja krvi FV je iznimno vaZan protein za odrZavanje hemostatske ravnoteZe (88).
Dokazano je kako polimorfizmi FV Leiden i FV HR2 wuzrokuju rezistenciju na
antikoagulacijsko djelovanje APC-a 1 wusporenu inaktivaciju kofaktorskog proteina
protrombinaznog kompleksa FVa. Stoga se FVa duze zadrZava u cirkulaciji te podrZava
pojacanu aktivnost protrombinaznog kompleksa i neprekidno pojaano stvaranje trombina.
FV Leiden rezultira usporenom inaktivacijom FVa za 10-20 puta i smanjenim
antikoagulacijskim djelovanjem FV u inaktivaciji FVIIIa (98), dok polimorfizam FV HR2
dovodi do promjene uobiCajenog omjera izoformi FV; 1 FV,, zbog relativnog porasta
glikoziliranije 1 trombogenije izoforme FV; (106). Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da
od ispitivanih polimorfizama jedino prisutnost FV Leiden povecava rizik za nastanak MU u
djece neovisno o tipu MU i to za 4 puta. Povezanost je bila joS izraZenija u djece s AIMU, a
posebice s PMU, te se dobiveni rezultati podudaraju s brojnim istraZzivanjima u razli¢itim
populacijama djece s AIMU (69, 219, 221, 233, 235, 237, 241, 256, 257, 269-271) i s PMU
(219, 221, 234, 272-276). Ipak, povezanost FV Leiden s AIMU i PMU nije dokazana u
manjem broju populacijskih studija iz Velike Britanije i Skotske (232, 276), Portugala (258),
Argentine (244) i Indije (218), te u kalifornijske (220) i estonijske novorodencadi (277).
Utjecaj FV Leiden na pojavu IMU u djece analiziran je i u 3 meta-analize u kojima su
dobiveni proturjecni rezultati (278-280). Iako u prvoj objavljenoj meta-analizi Haywood 1 sur.
2005. godine (278) nije dokazana statisticki znacajna povezanost FV Leiden s DMU, dvije
nedavno objavljene meta-analize ukazale su da prisutnost FV Leiden podjednako povecava
rizik za pojavu AIMU (279) i PMU (280), za priblizno 3 puta. Nepodudarnost dobivenih
rezultata meta-analiza vjerojatno se moZe objasniti manjim brojem studija i djece analiziranih
u meta-analizi Haywood i sur. (278, 281). Za razliku od mnogobrojnih ispitivanja utjecaja FV
Leiden na pojavu MU u djece, polimorfizam FV HR2 dosad je ispitivan samo u dvije studije

(218, 219) koje nisu pokazale povezanost polimorfizma s AIMU, a neocekivano su u
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kontrolnim skupinama pronadene vece ucestalosti polimorfnog alela FV HR2 4070G u
odnosu na skupine djece s MU. U ovom istrazivanju takoder nije dokazana statisti¢ki
znacajna povezanost FV HR2 niti s jednim tipom MU, ali su za razliku od prethodnih studija
dobivene ucestalosti polimorfnog alela FV HR2 4070G bile podjednake ili malo viSe u djece s
MU u odnosu na kontrolnu skupinu, osim u djece s HMU.

Utvrdeno je kako polimorfizam FII G20210A izaziva pojaani izraZzaj gena za
protrombin §to rezultira hiperprotrombinemijom i posljedi¢nim znacajnim porastom stvaranja
trombina (82). Ovo ispitivanje nije ukazalo na povezanost polimorfizma FII G20210A s MU
u djece u hrvatskoj populaciji, neovisno o tipu i dobi pojave MU. Rezultati potvrduju nase
prethodno dobivene rezultate (221) kao 1 rezultate vec¢ine dosadasnjih studija 1 meta-analize
Haywood i sur. (278) u kojima FII G20210A nije utvrden kao rizi¢ni ¢imbenik za pojavu
DMU (219, 232, 237, 239, 241, 256), niti PMU (220, 234, 273-275, 277). Unato¢ tome
povezanost FII G20210A s AIMU ipak je dokazana u manjem broju istraZivanja u turske
(270), njemacke (257) 1 portugalske (258) djece, kao i u meta-analizama Kenet 1 sur. (279) i
Renaud i sur. (280) u kojima je FII G20210A utvrden kao blagi rizi¢ni ¢imbenik za pojavu
IMU i PMU.

Literaturni podatci o mogucoj ulozi drugih polimorfizama u genima za koagulacijske i
fibrinoliticke ¢imbenike u etiologiji MU u djecjoj populaciji iznimno su rijetki i ograniceni su
na samo Sest studija u kojima su analizirana tri polimorfizma: B-FBG -455G>A (218-220),
FXIII-A Val34Leu (219, 282) i PAI-1 4G/5G (220, 271, 283). Postoje ¢vrsti dokazi o snaznoj
povezanosti poviSenih koncentracija fibrinogena, tromboze 1 kardiovaskularnih bolesti. Osim
neosporne Cinjenice da poviSene koncentracije fibrinogena same po sebi utjecu na strukturu
fibrinskog ugruska, fibrinogen ima znacajnu ulogu u nastajanju tromboze sudjelovanjem u
vaznim hemostatskim procesima kao prethodnik fibrina, medijator agregacije trombocita i
vazan ¢imbenik koji znacajno utjeCe na viskoznost plazme (68, 76, 77). Polimorfizam 3-FBG
-455G>A odgovoran je za pojacanu sintezu genskog produkta $to u nosioca polimorfnog alela
rezultira hiperfibrinogenemijom (78, 79).

Vaznost FXIII u odrzavanju normalnoga hemostatskog odgovora postala je jasna
otkrivanjem klju¢ne uloge FXIII kao regulatora fibrinolize i mehanicke Cvrstoce ugruska.
FXIII uévrscuje fibrinske polimere 1 Stiti fibrinski ugrusak od prebrze fibrinoliticke razgradnje
(117). Polimorfizam FXIII-A Val34Leu koji se nalazi u neposrednoj blizini aktivacijskog
mjesta djelovanja trombina, uzrokuje brze otcjepljivanje aktivacijskog peptida i aktivaciju
FXIII trombinom $to rezultira ubrzanim umreZenjem fibrina i ve¢im stupnjem ugradnje

inhibitora plazmina u fibrin (119). Fibrinoliticki proces regulira i PAI-1 koji je uz inhibitor
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plazmina glavni inhibitor fibrinolitickog sustava. Polimorfizam PAI-1 4G/5G rezultira
poviSenom plazmatskom koncentracijom PAI-1 u homozigota za alel 4G. PoviSene
koncentracije PAI-1 mogu narusSiti normalan fibrinoliticki proces uklanjanja fibrina, ¢ime
poticu povecano odlaganje fibrina i posljedicno tromboticke dogadaje zbog smanjene
fibrinolitiCke aktivnosti (121).

U prethodnim studijama u kojima su ispitivani polimorfizmi B-FBG -455G>A, FXIII-A
Val34Leu i PAI-1 4G/5G nije dokazana povezanost niti jednog od ispitanih polimorfizama s
AIMU, DMU ili PMU (218-220, 271, 282, 283). Rezultati naSeg istrazivanja samo se
djelomic¢no slazu s prethodno objavljenim rezultatima, pa tako za polimorfizme B-FBG -
455G>A 1 PAI-1 4G/5G nije dokazana povezanost s MU, neovisno o tipu 1 dobi pojave MU.
Za razliku od studija provedenih u grcke djece s AIMU (219) i turske djece s DMU (282) u
kojima je dosad ispitivan polimorfizam FXIII-A Val34Leu, pronadena je veca ucestalost alela
FXIII-A Leu34, te genotipova Val/Leu i Leu/Leu u djece s MU i u podskupinama prema tipu
MU u odnosu na kontrolnu skupinu. Unato¢ tome, statisticki znaCajna razlika dobivena je
samo u nosioca najmanje jednog alela FXIII-A Leu34 u djece s DMU, za koje je utvrden
dvostruko ve¢i rizik za pojavu DMU. Iako je ovo prvo istrazivanje u dje¢joj populaciji u
kojem je polimorfizam FXIII-A Val34Leu utvrden kao blagi neovisni rizi¢ni ¢imbenik za
pojavu MU, u ovom trenutku nije u potpunosti jasno predstavlja li on novi, dosad neutvrdeni
riziéni ¢imbenik, ili je karakteristiCan samo za naSu populaciju, pa na temelju nasih rezultata
smatramo kako bi ga bilo poZeljno ukljuciti u istraZivanja i u drugim populacijama djece s
MU.

Od polimorfizama koji sudjeluju u metabolizmu Hcy najCeS€e je ispitivan utjecaj
polimorfizma MTHFR C677T na pojavu MU u djece, dok je ispitivanje drugog polimorfizma
A1298C u istom genu, kao i oba polimorfizma istovremeno, provedeno samo u nekoliko
istrazivanja (218, 219, 284-286). Polimorfizmi MTHFR C677T i A1298C rezultiraju
sintezom enzima MTHFR sa sniZenom ukupnom aktivnosti i do 50%, koja dovodi do porasta
Hcy posebice u nedostatku folata (129-131). Hiperhomocisteinemija dovodi do oksidativnog
oStecenja endotelnih stanica krvnih Zila i promjene koagulacijskih svojstava krvi. Na taj nacin
se zbog smanjenog stvaranja duSi¢nog oksida i prostaciklina, fizioloSka antitromboticka
priroda endotela krvnih Zila pretvara u trombogeniji fenotip (287, 288).

Za polimorfizam MTHFR C677T koji je jedan od najceSce ispitivanih nasljednih
riziénih ¢imbenika u djece s MU, dobiveni su proturjecni rezultati. lako su u nekim studijama
pronadene dvaput vece ucestalosti homozigota (genotipa MTHFR 677TT) u djece s AIMU u

usporedbi s ucestalostima u opc¢oj populaciji (69, 285, 289, 290), povezanost je dokazana
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samo u njemacke (257) i u poljske djece s AIMU (236), te u indijske djece s nekardiogenim
DMU (218). I u ovom su istrazivanju dobivene priblizno dvaput vece ucestalosti homozigota
u djece s AIMU i DMU u odnosu na kontrolnu skupinu, ali nije dokazana povezanost
genotipa MTHFR C677TT s MU u naSoj populaciji slicno kao ni u nasem prethodnom
istrazivanju (221). Dobiveni rezultati slazu se s ve¢im brojem studija u kojima nije dokazan
povecan rizik za DMU (219, 232, 237, 241, 269, 270, 258, 284, 291, 292) ni za PMU (220,
234, 237). Unato€ proturje¢nim i brojnim negativnim rezultatima o povezanosti homozigota s
MU u djece, ipak je genotip MTHFR 677TT utvrden kao blagi rizi¢ni ¢imbenik u sve tri
dosad objavljene meta-analize (278, 279, 293). ProturjeCni rezultati dobiveni su 1 za
povezanost polimorfizma MTHFR A1298C s MU u djece. Od studija u kojima je ispitivan
ovaj polimorfizam, povezanost je dokazana u studijama Rook i sur. (285) u kojoj je
pronadena dosad najveca ucestalost genotipa MTHFR 1298CC od 25%, te Biswas i sur.
(218). U ovom istraZivanju nije dokazana povezanost ovog polimorfizma s MU u djece
neovisno o tipu i dobi pojave, sli¢no kao i u studijama Komitopolou i sur. (219), Morita i sur.
(284) te Akar i sur. (286).

Relativno je malo studija i rezultata istrazivanja koji su uzeli u obzir standardne rizicne
¢imbenike ateroskleroze povezane s nastankom MU u odraslih kao Sto su sistemska
hipertenzija, poremecaj metabolizma lipida 1 Se€erna bolest (10, 46, 49). Jedna od takvih je
nedavno objavljena multinacionalna studija IPSS Mackay i sur. (46) u kojoj su ocekivano ovi
rizi¢ni ¢imbenici bili rijetko zastupljeni i prisutni u 2% djece s AIMU (12/676, od toga 9
djece s hipertenzijom). lako se Secerna bolest rijetko povezuje s vaskularnom bolescu u djece,
izgleda da postoji povezanost izmedu hipertenzije te poremecaja metabolizma lipida i
vaskularopatije (10, 49). Unato¢ ovim spoznajama, od polimorfizama koji su ispitivani u
ovom istraZivanju najmanji se broj objavljenih literaturnih podataka u djecjoj populaciji
odnosi na polimorfizme intemedijarnih rizicnih ¢imbenika. Tako dosad nije objavljena niti
jedna studija o utjecaju polimorfizma ACE I/D na rizik pojave MU u djece, dok je utjecaj
polimorfizma apoE €2-4 ispitivan samo u jednoj studiji (294).

Pokazano je kako ACE ima ulogu u aktivaciji i agregaciji trombocita i smanjenoj
fibrinolitickoj aktivnosti Sto teoretski povecava rizik za tromboticki dogadaj (295).
Polimorfizam ACE I/D povezan je sa stupnjem aktivnosti ACE i odgovoran je za priblizno
50% interindividualnih razlika aktivnosti ACE u plazmi 1 u tkivu, pa homozigoti za alel D
imaju otprilike dvostruko viSu aktivnost ACE u odnosu na homozigote za alel I (134). ApoE

je utvrdeni genetski biljeg dislipidemije i ateroskleroze s iznimno vaznom ulogom u
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metabolizmu lipida. Dokazano je kako nosioci alela €4 imaju viSe koncentracije ukupnog i
LDL-kolesterola te nize koncentracije HDL-kolesterola bez obzira na spol (148, 151, 154).

Analiza naSih rezultata za polimorfizam ACE I/D ukazala je na vece, ali ne i statisticki
znacCajne razlike u ucestalostima heterozigota u djece s MU (56%), AIMU (60,3%) i PMU
(68,6%) u odnosu na kontrolnu skupinu (44%). Takoder je utvrden dvaput veci rizik za
pojavu AIMU (OR=2,08; 95% CI=0,97-4,45) u nosioca najmanje jednog alela D, ali
vjerojatno zbog malog broja ispitanika nije dobivena statisticki zna€ajna povezanost, pa bi
bilo pozeljno provesti ispitivanje ovog polimorfizma na vecem broju ispitanika. Nije
dokazana niti povezanost polimorfizma apoE £2-4 s MU, neovisno o tipu i dobi pojave MU,
sli¢no kao i u ispitivanju Balcerzyk i sur. (294).

Cetiri su najée$éa aloepitopa HPA (HPA-1, -2, -3 i -5) smjeStena na najvaZnijim
trombocitnim GP kompleksima GPIb/IX/V, GPIa/lla i GPIIb/IIIa, koji su ukljuceni u sve faze
stvaranja ugruska te su nuZni za adheziju trombocita na komponente subendotelnog
izvanstanicnog matriksa i za medudjelovanje izmedu trombocita koje rezultira agregacijom
trombocita (68). Dokazan je utjecaj nekih od aloepitopa HPA na funkcijske osobine
trombocita Sto rezultira pojaCanom aktivacijom 1 agregacijom trombocita razliitim
agonistima zbog nizeg aktivacijskog praga (HPA-1), ¢vrs¢im vezanjem za VWF (HPA-2) ili
kolagen (HPA-5) (178, 180-182, 189, 191).

Mali je broj istrazivanja u kojima je ispitivan moguci utjecaj pojedinih aloepitopa HPA
na pojavu MU u djece. U tri od Cetiri objavljene studije ispitivanje je bilo ograni¢eno samo na
HPA-1 (218-221), a povezanost HPA-1 s AIMU dokazana je samo u studiji Biswas i sur.
(218). Iako je u ovom istrazivanju pronadena triput veca ucestalost genotipa HPA-1b/b u
djece s MU, AIMU i PMU te cetiri puta veca ucestalost ovog genotipa u djece s DMU u
odnosu na kontrolnu skupinu, nije dokazana statisticki znacajna povezanost polimorfizma
HPA-1 s MU neovisno o tipu i dobi pojave, slicno kao i u naSem prethodnom istrazivanju
(221). Povezanost s MU nije dokazana niti za polimorfizme HPA-2 i -5, dok su rezultati
dobiveni za HPA-3 ukazali na blagi zastitni ucinak alela HPA-3b u AIMU, §to potvrduje nase
prethodno dobivene rezultate (221). Ipak je za donoSenje zaklju¢aka o utvrdenoj zastitnoj
ulozi alela HPA-3b u djece s AIMU potreban vec¢i broj ispitanika i mogucnost usporedbe sa
studijama drugih populacija.

U dosada$njim istraZzivanjima nasljednih protrombotickih rizi¢nih ¢imbenika u djece s
MU uglavnom je analiziran utjecaj pojedinacnih polimorfizama na rizik pojave MU u
razli¢itim populacijama. Kako je MU u djece sloZzeni poremecaj s viSestrukim riziCnim

¢imbenicima, unato¢ dokazima o poveCanim ucestalostima nasljednih protrombotic¢kih
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rizi¢nih ¢imbenika, pojedinacni polimorfizmi kao blagi rizi¢ni ¢imbenici, vjerojatno ne mogu
u potpunosti objasniti pojavu MU u djece (14, 281). DosadaSnji, iako relativno oskudni
literaturni podatci, ukazuju na istovremenu prisutnost dva ili viSe nasljednih protrombotic¢kih
riziénih ¢imbenika u odredenom broju djece koji mnogostruko povecavaju rizik pojave MU
(218, 237, 257, 278, 286, 296), Sto je potvrdeno i u meta-analizi Kenet i sur. (279). Od
opisanih kombinacija polimorfizama povezanih s pojavom MU najéeS¢e su kombinacije FV
Leiden s manjkom PC (233), poviSenom koncentracijom Lp (a) i genotipom MTHFR 677TT
(257) ili s polimorfizmom MTHFR A1298C (286), te interakcije izmedu polimorfizama HPA-
1 1 MTHFR C677T (218). Ovo je dosad prvo istraZzivanje u kojem je za kombinaciju
polimorfizama FV Leiden i FV HR2 dobivena statisticki zna¢ajna razlika za AIMU i1 DMU,
iako nije bilo mogucée utvrditi i stupanj povezanosti (OR) jer u kontrolnoj skupini nije
pronaden niti jedan slucaj dvostrukoga heterozigotnog oblika. Za kombinaciju genotipova GA
(FV Leiden) i AA (divlji tip FV HR2) utvrden je 5,51 puta poveéan rizik za PMU, ali je rizik
bio manji od rizika utvrdenog samo za genotip GA (FV Leiden). Dobiveni rezultati
razlikovali su se od studije Komitopolou i sur. (219) u kojoj nije pronaden niti jedan slucaj
dvostrukoga heterozigotnog oblika ni u djece s AIMU niti u kontrolnoj skupini, ali je za
kombinaciju genotipova GA (FV Leiden) i AA (divlji tip FV HR2) utvrden 5,76 puta veci
rizik za pojavu AIMU, s tim §to je dobiveni rizik, za razliku od naSeg istrazZivanja, bio veci od
rizika utvrdenog za genotip GA (FV Leiden). Rezultati Komitopolou i sur. (219) su
neocekivani s obzirom da se ocekuje veci utjecaj prisutnosti kombinacije dva protromboticka
polimorfizma u istom genu, Sto je 1 dokazano u dosadaSnjim istraZivanjima u odraslih s
venskom trombozom, kod kojih je dokazan 3 puta veci rizik u dvostrukih heterozigota u
odnosu na utvrdeni rizik samo za prisutnost FV Leiden (106, 113, 297).

Literaturni podatci navode kako je smanjena aktivhost MTHFR izrazenija u slucaju
istodobne pojave polimorfizama MTHFR C677T i MTHFR A1298C, kao i utjecaj na porast
koncentracije Hcy u odnosu na utjecaj kod prisutnosti samo jednog polimorfizma, pa
dvostruki heterozigoti imaju znacajno viSe koncentracije Hcy u odnosu na heterozigote za
samo jedan polimorfizam (130, 131, 219). U sve tri dosadasnje studije (218, 219, 284) u
kojima je ispitivan moguéi utjecaj kombinacije polimorfizama MTHFR C677T i MTHFR
A1298C na pojavu AIMU u djece, nije dokazana statisticki znaCajna povezanost niti jedne
kombinacije genotipova s MU. Sli¢ni rezultati dobiveni su 1 za naSu populaciju, iako su u
djece s MU i u svim ispitivanim podskupinama prema tipu i dobi pojave MU dobivene manje
ucestalosti kombinacije genotipova 677CC/1298AA (oba divlja tipa), te povecane ucestalosti

dvostrukih heterozigota u odnosu na kontrolnu skupinu, osim u DMU.
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Nakon provedene analize moguce povezanosti haplotipova HPA-ACE i FV-MTHER s
MU u djece, samo je u nosioca haplotipa HA2 (HPA-1a2a3a-ACED) utvrden cetiri puta veci
rizik za pojavu HMU, koji je ujedno predstavljao jedini utvrdeni nasljedni rizi¢ni ¢cimbenik za
HMU u ovom istraZivanju.

Uzroci ¢esS¢e pojavnosti MU u djecaka koja je potvrdena i u ovom istrazivanju, nisu jos
uvijek u potpunosti razjaSnjeni. Veci broj ozljeda glave i vrata u djecaka kao posljedica
sportskih i ostalih tjelesnih aktivnosti smatrali su se jednim od mogucih uzroka spolne razlike
u pojavnosti MU, ali ni nakon iskljucivanja takvih sluc¢ajeva nije uocena znacajna promjena u
pojavnosti MU u djecaka (43, 49). Pretpostavka o mogucoj ulozi hormonskih razlika koja se
temelji na prije svega dobro poznatim Cinjenicama o viSim koncentracijama estrogena u
adolescentnoj dobi u djevojcica (23, 49), ali i mogué¢em utjecaju koncentracije endogenog
testosterona (294) samo je djelomi¢no objasnila dokazanu spolnu razliku u pojavnosti MU u
djece. lako Sofronas i sur. (49) navode kao mogu¢i uzrok gensku sklonost, prema dostupnoj
literaturi samo je u studiji Zak i sur. (236) ispitan utjecaj nasljednih protrombotickih rizi¢nih
¢imbenika na pojavnost MU ovisno o spolu, te je utvrden 2,53 puta veci rizik za pojavu DMU
u djeCaka nosioca najmanje jednog alela MTHFR 677T. Spoznaje o dosad jo$ uvijek
nerazjaSnjenoj ¢eScoj pojavnosti MU u djecCaka, a s obzirom da su djeca ukljuena u ovo
istrazivanje bila podudarna po dobi i1 spolu, potakle su nas na ispitivanje moguceg utjecaja
pojedinacnih ili kombinacije polimorfizama na pojavnost MU ovisno o spolu. Analiza
raspodjele genotipova i alela pojedinacnih polimorfizama izmedu djecaka i djevojcica u djece
s MU 1 u kontrolnoj skupini ukazala je na statisticki znacajnu razliku samo u djece s MU.
Stoga je provedena i dodatna analiza raspodjela genotipova i alela ispitivanih polimorfizama u
podskupinama djece s MU prema spolu (zasebno za djecake i djevojCice) usporedbom sa
spolno-specificnim kontrolnim skupinama, koja je ukazala na povezanost spolno-specifi¢nih
polimorfizama s pojavom AIMU. Dobiveni rezultati nisu potvrdili rezultate Zak i sur. (236),
ali je dokazan blago povecani rizik za pojavu AIMU u djeCaka nosioca najmanje jednog alela
FXIII-A Leu34 te umjereno povecani rizik za kombinaciju genotipova MTHFR
677CC/1298AC, dok je u djevojcica umjereno povecan rizik utvrden za polimorfizam apoE
€2-4, koji je bio jos izrazeniji za FV Leiden. Povezanost spolno-specifi¢nih polimorfizama
pronadena je i u podskupinama prema dobi pojave MU. Tako je utvrdena izrazito jaka
povezanost izmedu FV Leiden i PMU, koja je bila podjednako izrazena u oba spola (djecaci:
OR=10,94; 95% CI=1,07-112,00; djevojcice: OR=13,80; 95% CI=1,72-110,52), dok je
znacCajna zastitna uloga alela HPA-3b utvrdena samo u djevojCica. Umjereno povecani rizik za

pojavu DMU utvrden je u djeCaka nosioca najmanje jednog alela FXII-A Leu34 i u
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djevoj€ica nosioca najmanje jednog alela apoE 4. lako povezanost spolno-specifi¢nih
polimorfizama s DMU nije bila toliko izraZena, dobiveni rezultati ukazuju na utjecaj potpuno
razli¢itih polimorfizama na pojavu DMU od onih utvrdenih za PMU.

Na temelju dobivenih i obradenih rezultata ispitivanih polimorfizama u ovom
istrazivanju moZe se zakljuCiti kako pojedinacni polimorfizmi nemaju znacajnu ulogu u
etiologiji HMU u djece, dok samo haplotip HPA-ACE predstavlja umjereno povecani rizik.
Za razliku od HMU, dokazan je utjecaj 4 pojedinacna polimorfizama (FV Leiden, FXIII-A
Val34Leu, HPA-3 i apoE ¢€2-4) i dvostrukoga heterozigotnog oblika za kombinaciju
polimorfizama FV Leiden i FV HR2 na pojavu AIMU. Od dosad utvrdenih nasljednih
protrombotic¢kih rizi¢nih ¢imbenika u naSoj je populaciji dokazana samo povezanost
prisutnosti FV Leiden s pojavom AIMU, ali je utvrdena povezanost alela FXIII-A Leu34 i
zastitna uloga alela HPA-3b neovisno o spolu, te FXIII-A Val34Leu i kombinacija genotipova
MTHFR 677CC/1298AC u djecaka kao 1 alela apoE €4 u djevojcica. Rezultati istraZivanja
ukazali su i na razliku u utvrdenim nasljednim protrombotickim rizi¢nim ¢imbenicima za
PMU (jaka povezanost FV Leiden neovisno o spolu i zaStitna uloga alela HPA-3b u
djevojcica) i DMU (zastitna uloga alela HPA-3b neovisno o spolu, alela FXIII-A Leu34 u
djecaka, te alela apoE €4 u djevojcica).

U zaklju¢ku ovo je istraZzivanje ukazalo na povezanost pojedinih dosad nedovoljno
istrazenih pojedinacnih i kombinacija polimorfizama s etiologijom MU u djece u Hrvatskoj,
te predstavlja prvo istrazivanje u kojem je utvrden utjecaj razli¢itih polimorfizama na pojavu
MU u djece ovisno o spolu, Sto upotpunjuje i proSiruje dosadasnje spoznaje o utjecaju
nasljednih protrombotickih riziénih ¢imbenika 1 upucuje na daljnja istraZivanja 1 u drugim

populacijama.
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7. ZAKLJUCCI

1. Utvrdena je ¢eS¢a pojavnost MU u djecaka i u svim ispitivanim podskupinama prema tipu
1 dobi pojave MU, s tim Sto je razlika bila statisticki znacajna u djece s MU, AIMU i
DMU. Najve¢i omjer djecaka u odnosu na djevoj¢ice naden je u DMU, dok je najmanji

omjer naden u HMU.

2. Najvedi rizik za nastanak MU utvrden je u djece mlade od jedne godine bez obzira na
spol, a najmanji rizik u adolescentnoj dobi podjednako za djeCake i djevojcice. Dva su
dobna razdoblja utvrdena kao najrizi¢nija za nastanak MU u djece, i to u prvoj godini

Zivota te izmedu 5. i 10. godine Zivota.
3. ZabiljezZen je 2,7 puta veci broj arterijskih ishemijskih u odnosu na hemoragijske MU.

4. Rezultati genotipizacije pojedinacnih polimorfizama u djece s MU ukazali su na:

a) prisutnost FV Leiden kao jedinog utvrdenoga rizicnog ¢imbenika za nastanak MU u
djece,

b) statisti¢ki znacajnu razliku u raspodjeli genotipova i alela izmedu djecaka i djevojCica
s MU samo za FXIII-A Val34Leu,

c) statisti¢ki znacajnu razliku u raspodjeli (ucestalosti) genotipova izmedu djecaka s MU
i djeCaka kontrolne skupine za polimorfizme FXIII-A Val34Leu i HPA-3, dok izmedu
djevojcica s MU i djevojcica kontrolne skupine nije pronadena statisticki znaCajna
razlika niti za jedan ispitani polimorfizam,

d) povecan rizik za nastanak MU u djeaka nosioca najmanje jednog alela FXIII-A

Leu34 u odnosu na djeCake s genotipom FXIII-A Val34Val.

5. Rezultati genotipizacije pojedinacnih polimorfizama u djece s MU prema tipu MU ukazali
su na:
a) statisticki znaCajnu povezanost polimorfizama FV Leiden i HPA-3 s AIMU,
b) povecan rizik za nastanak AIMU u djece nosioca FV Leiden te smanjeni rizik u
nosioca najmanje 1 alela HPA-3b,
c) statistiCki znacajnu povezanost polimorfizma FXIII-A Val34Leu s AIMU u djecaka te
apoE €2-4 1 FV Leiden u djevojcica,

118



d) povecan rizik za nastanak AIMU u djecaka nosioca najmanje jednog alela FXIII-A

Leu34 i u djevojcica koje su nosioci FV Leiden ili najmanje jednog alela apoE &4.

6. Rezultati genotipizacije pojedinacnih polimorfizama s MU u djece prema dobi pojave MU

ukazali su na:

a) izrazito povecan rizik za nastanak PMU u nosioca FV Leiden i smanjeni rizik u
nosioca najmanje jednog alela HPA-3b,

b) jaku povezanost izmedu FV Leiden i PMU bez obzira na spol,

¢) povecan rizik za nastanak DMU u nosioca najmanje jednog alela FXIII-A Leu34,

d) povecan rizik za nastanak DMU u djecaka nosioca najmanje jednog alela FXIII-A
Leu34 i u djevojcica nosioca najmanje jednog alela apoE &4,

e) smanjeni rizik za nastanak DMU u djevoj¢ica nosioca najmanje jednog alela HPA-3b.

7. Utvrdena je statisticki znacajna ucestalost dvostrukoga heterozigotnog oblika kombinacije
polimorfizama FV Leiden i FV HR2 (GA/AG) u djece s AIMU i DMU, u odnosu na

kontrolnu skupinu u kojoj nije dokazan niti jedan slu¢aj s ovom kombinacijom.

8. Dobivena statisticki znacajna razlika u ucestalosti kombinacije genotipova FV Leiden i

FV HR2 GA/AA u djece s PMU povecava rizik za nastanak PMU za 5,51 puta.
9. Dobivena statisticki znacajna razlika u ucestalosti kombinacije genotipova MTHFR
C677T 1 MTHFR A1298C CC/AC u djecaka s AIMU u odnosu na djecake iz kontrolne

skupine povecava rizik za nastanak AIMU za 4,71 puta.

10. Dobivena statistiCki znacajna razlika u ucestalosti haplotipa HA2 (HPA-1a2a3a-ACED)

izmedu djece s HMU i kontrolne skupine povecava rizik za nastanak HMU za 4,06 puta.
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studija “"Laboratorijska medicina” (kolegij: Transfuzijska medicina) te na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu u Zagrebu na poslijediplomskom specijalistickom studija
“Medicinska biokemija i laboratorijska medicina” (kolegij: Novosti u laboratorijskoj
hematologiji 1 imunohematologiji), te poslijediplomskom doktorskom studiju “Farmaceutske i
medicinsko-biokemijske znanosti”, modul “Medicinsko-biokemijske znanosti” (kolegij:
Novosti u laboratorijskoj dijagnostici poremecaja zgrusavanja).
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SAZETAK

Mozdani udar (MU) u djece heterogeni je poremecaj s viSestrukom etiologijom, koja je jo§ uvijek nepoznata u
priblizno 30% slucajeva. Geneticki ¢imbenici nisu do kraja karakterizirani, a raspodjela gena kandidata za
nastanak MU razlicita je u pojedinim populacijama. U istraZivanje je bilo ukljuceno 100 djece starosne dobi do
18 godina s potvrdenim MU i 100 zdrave djece podudarne po dobi i spolu djeci s MU. Napravljena je
genotipizacija 14 polimorfizama u 12 gena kandidata koji kodiraju proteine uklju¢ene u sustav zgrusavanja i
fibrinolize (FV Leiden, FV HR2, FII G20210A, B-fibrinogen -455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G),
ljudskih trombocitnih antigena (HPA-1, -2, -3 i -5), metabolizma homocisteina (MTHFR C677T, MTHFR
A1298C) i intermedijernih rizicnih ¢imbenika (ACE I/D i ApoE €2-4). Utvrdena je CeS¢a pojavnost MU u
djecaka, koja je uo€ena i u svim ispitivanim podskupinama. Najve¢i rizik za nastanak MU zabiljeZen je u prvoj
godini Zivota, kao i 2,7 puta veli broj arterijskih ishemijskih MU (AIMU) u odnosu na hemoragijski MU
(HMU). Rezultati genotipizacije potvrdili su prije opisanu povezanost FV Leiden s nastankom (pojavom) MU.
Dokazana je i povezanost 4 polimorfizma (FV Leiden, FXIII-A Val34Leu, HPA-3 i apoE €2-4) s AIMU i to
razli¢itih polimorfizama u pojedinim podskupinama prema spolu i dobi pojave AIMU, kao i povezanost
kombinacija genotipova polimorfizama MTHFR C677T i MTHFR A1298 (CC/AC) i dvostrukog heterozigotnog
oblika (GA/AG) polimorfizama FV Leiden i FV HR2 s AIMU, te kombinacije genotipova GA/AA s
perinatalnim AIMU. Utvrden je i umjereno povecan rizik za pojavu HMU u nosioca haplotipa HA2 (HPA-
la2a3a-ACED). Ovo istrazivanje ukazalo je na povezanost pojedinih dosad nedovoljno istraZzenih polimorfizama
kao i kombinacija polimorfizama s etiologijom MU u djece u Hrvatskoj, Sto upotpunjuje i proSiruje dosadasnje
spoznaje o etioloskim rizi¢nim ¢imbenicima.
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SUMMARY

Although stroke in children is a relatively rare and heterogeneous disorder with a wide range of identified risk
factors, the etiology of stroke is still undetermined in up to 30% of children. Taking into consideration that
genetic risk factors are incompletely characterized at present and the frequency of genetic factors may vary
among different populations, a genotype analysis was perforrmed of 14 polymorphisms in 12 candidate genes
encoding proteins of the coagulation and fibrinolysis systems (FV Leiden, FV HR2, FII G20210A, B-fibrinogen -
455G>A, FXIII-A Val34Leu, PAI-1 4G/5G), human platelet alloantigens (HPA-1, -2, -3 and -5), homocysteine
metabolism (MTHFR C677T, MTHFR A1298C) and intermediate risk factors (ACE I/D and apoE &2-4) was
performed. The subject group comprised 100 children with a confirmed diagnosis of stroke aged <18 years and
100 age- and sex-matched control subjects. Obtained results were also analyzed in gender-specific stroke group
and subgroups according to the type of stroke: arterial ischemic (AIS) and hemorrhagic stroke (HS), and
according to the time of stroke onset (perinatal and childhood AIS). The predominance of boys was found
among (in) children with stroke and in all tested subgroups. The greatest risk for stroke was identified in the first
year of life, and AIS was found 2.7 times more frequently than HS. This case-control study has confirmed the
association between FV Leiden and stroke that was also observed in numerous studies so far, but it has also
shown that other previously not reported polymorhisms (FXIII-A Val34Leu, HPA-3 and the combination of FV
Leiden and FV HR2 polymorphisms) can be related to AIS in Croatian population. Analysis performed in
gender-specific stroke subgroups revealed the association of different polymorphisms in boys (FXII-A
Val34Leu, HPA-3 and combination of MTHFR polymorphisms) and girls (apoE €4 allele). The strongest
association (with OR>10.0) was found between FV Leiden and perinatal AIS for both genders whereas the
lowest risk for perinatal AIS was observed in girls who were carriers of at least one HPA-3b allele. Obtained
results have at least partially elucidated the role (impact) of new evaluated polymorphisms in the etiology of
stroke in children and their impact according to gender, type of stroke and time of stroke onset.
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