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1. SAZETAK

Brojna istrazivanja pokazala su prisutnost razlic¢itih genetskih promjena kod pacijenata sa aortalnom
stenozom. U ovom radu ispitan je utjecaj rs3102735 (C/T tranzicija, supstitucija) SNP polimorfizma
OPG gena na ucestalost aortalne stenoze. Ispitivana populacija (n= 223) obuhvaéa 92 pacijenta sa
dijagnosticiranom aortalnom stenozom i 131 zdrava dobrovoljca koji ¢ine kontrolnu skupinu
ispitanika. Nije uocena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova i alela rs3102735 (C/T
tranzicija, supstitucija) SNP polimorfizma OPG gena izmedu AVS pacijenata i kontrolne skupine

ispitanika.

2. SUMMARY

Numerous research studies have shown association of genetic polimorphism with the prevalence of
aortic valve stenosis. In this study we investigated the influence of rs3102735 (C/T transition,
substitution) SNP polymorphism of OPG gene on incidence of aortic valve stenosis. Study
population (n= 223) encompasses 92 aortic valve stenosis patients and 131 healthy control subjects.
We did not detect any statistically significant difference in genotype or allele frequencies of

rs3102735 between AVS patients and healthy control group.

3. UVOD

Aortalna stenoza definirana kao suzenje lumena uséa aorte u svojoj pozadini moze imati vise
uzro¢nih ¢imbenika (1-5).

U osnovi se radi o steCenim, aktivnim ili pasivnim degenerativnim procesima te urodenim ili
prirodenim, genetski determiniranim promjenama tkivne strukture aortnih zalistaka odnosno stenozi

aortalnih zalistaka- AVS (engl. aortic valve stenosis) (6).



Osim §to predstavlja najucestaliji oblik degenerativne bolesti sréanih zalistaka te nakon hipertenzije i
bolesti koronarnih arterija ¢ini tre¢i vodec¢i uzrok kardiovaskularnih oboljenja, AVS je ujedno i
glavna indikacija kirurSke zamjene aortalnih zalistaka medu odraslim stanovniStvom Europe,
Australije i Sjeverne Amerike te druga vodeca indikacija operativnih zahvata na srcu (7, 8).
Nepotpuni prikazi AVS datiraju jos iz 17 stolje¢a. U svom djelu ,,Bolesti srca i aorte* izdanom 1845.
godine poznati Irski lijecnik William Stokes medu prvima navodi specifi¢ne patohistoloske
karakteristike oboljenja (9). Unato¢ tome, prvi detaljan opis AVSa u pisanoj literaturi zabiljezen je
1904. godine u radu JG Monckeberga, a kao glavni razlog nastajanja navode se reumatska vrucica i
u manjoj mjeri degenerativne promjene uzrokovane staro$c¢u pacijenta (10).

S vremenom je porast udjela starijeg stanovniStva u ukupnoj populaciji razvijenih zemalja,
poboljsanje standarda i promjene prehrambenih navika uz poveéanje konzumacije visoko kalorijskih
namirnica bogatih kolesterolom te pad prevalencije sréanih oboljenja zbog reumatske vrucice
(agresivni tretman pencilin-senzitivnih  hemolitickih Streptokoka grupe A) doveo do promjena u
etiologiji nastanka AVS (11, 12).

Zbog toga se danas u razvijenim zemljama (Europe, Australije i Sjeverne amerike) kao glavni uzrok
razvoja aortalne stenoze javlja degenerativna kalcifikaciju aortnih zalistaka dok reumatska vrucica
stoji u pozadini tek 10% slucajeva (13-16). Nasuprot tome, reumatska vrucica i dalje predstavlja
glavni razlog nastanka AVSa u ekonomski nerazvijenim zemljama svijeta (16).

Drugi vode¢i razlog nastanka AVSa u razvijenim zemljama svijeta predstavlja razvoj bikuspidalnog
aortalnog zalistka (engl. bicuspic aortic valve stenosis, BAVS). Rije¢ je o prirodenoj sr¢anoj greski
koja se javlja u otprilike 1-2 % stanovniStva s neSto veCom prevalencijiom unutar muskog spola (17-
19).

Do razvoja aortalne stenoze dolazi kod 50-70% pacijenata sa bikuspidalnim aortnim zalistkom (17-

19).



Premda se glavni patobioloski procesi koji stoje u pozadini razvoja CAVSa odnosno BAVSa
znacajno preklapaju, bolest se kod pacijenata sa bikuspidalnim zalistkom javlja 1-2 dekade prije
(izmedu 50—60 godina Zivota) nego kod pacijenata sa trikuspidalnim aortalnim zalistkom (17-19).
Shodno tome stratifikacija uzro¢nih ¢imbenika aortalne stenoze znacajno varira s obzirom na dob
pacijenata. Kod pacijenata mladih od 70 godina zivota kalcifikacija kongenitalnih bikuspidalnih
aortalnih zalistaka odgovorna je za polovinu kirurSkih slu¢ajeva. Nasuprot tome, kod osoba starijih
od 70 godina degenerativna kalcificiraju¢a stenoza trikuspidalnih aortalnih zalistaka ¢ini gotovo 48%
svih operacijskih zahvata (20).

Bez obzira na uzrok morbiditet i mortalitet povezan s ovom bole$¢u kontinuirano raste te paralelno
sa izrazenim povecanjem starosne dobi stanovniStva poprima karakteristike epidemije,
predstavljaju¢i sve vece medicinsko 1 ekonomsko optereéenje zdravstvenog sustava ekonomski
razvijenih drzava zapadnog svijeta (21)

Naime, prema nedavno objavljenoj meta analizi populacijskih studija izvrSenih u Europi i Sjevernoj
Americi zbirna prevalencija AVSa te prevalencija naprednog oblika bolesti u starijoj populaciji (>75
godina) procjenjena je na 12.4% odnosno 3.4% (22).

Nadalje, sa sadasnjim trendom demografskih promjena te popratnim starenjem populacije
procjenjuje se da bi do 2050 godine broj pacijenata sa uznapredovalim stadijem bolesti mogao
narasti na 2.1 milion u Europi te 1.4 milion pacijenata u Sjevernoj Americi (22).

Dodajmo k tomu i ¢injenicu da ¢e joS naglasenije demografske promjene u Africi, Aziji 1 Juznoj
Americi te jednom prikupljeni podaci zasigurno drasti¢no povecati sveukupni broj AVS pacijenata u
svijetu (15, 22,23).

Patohistloski AVS predstavlja kroni¢no sporo progrediraju¢e patoloSko stanje koje se manifestira
progresivnim zadebljanjem i biomineralizacijom aortalnih zalistaka (6). U ranom te klini¢ki
uglavnom neprimjetnom stadiju bolest se manifestira u vidu aortalne skleroze odnosno blagim

zadebljanjem aortalnih zalistaka koje ne dovodi do poremecaja hemodinamike (opstrukcije krvnog
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protoka) (21, 24). Kasnije, u uznapredovanom stadiju bolesti dolazi do aortalne stenoze koja se
manifestira uznapredovalom kalcifikacijom aortalnih zalistaka, njihovom sve manjom
pokretljivoséu i opstrukcijom hemodinamike srca rezultiraju¢i maladaptivnom hipertrofijom lijevog
ventrikula, fibrozom miokarda te dijastolickom i sistolickom disfunkcijom te poslijedi¢nim
zatajivanjem srca (21).

Ucestalost aortalne skleroze iznosi 26% kod pacijenata srednje starosne dobi od 72 godine i oko 40
% pacijenata izmedu 75. i 85. godina Zivota dok AVS pogada oko 2 % pacijenata srednje Starosti od
72. godine 1 13 % pacijenata izmedu 75. i 85. godina zivota. Ve¢ je i sama aortalna skleroza
povezana sa 50% povecanjem rizika pojave infarkta miokarda i1 smrtnog ishoda uslijed
kardiovaskularnih oboljenja (25).

AVS se dugo vremena smatrala pasivnom, degenerativnom promjenom povezanom iskljucivo s
staros¢u pacijenta.

Prevladavala je hipoteza o prirodnom, vremenski uvjetovanom troSenju tkiva aortnih zalistaka zbog
oStecenja prouzrocenih njithovom stalnom izloZeno$¢u opetovanom mehanickom i hemodinamickom
stresu kojeg prati pasivna biomineralizacija odnosno taloZenje kalcija uz oStecena, dezorganiziran
kolagenska vlakna ili apoptoti¢ne ostatke stanica. Stoga se AVS vrlo ¢esto i u literaturi navodio kao
neregulirani ,,degenerativni® ili ,,senilni* patobioloski proces. No, novija epidemioloska istrazivanja
pokazala su da 25-45% osoba starih izmedu 80-90 godina zivota ne pokazuje nikakve znakove
kalcifikacije aortalnih zalistaka.

Sve viSe prikupljenih podataka ukazuje na ¢injenicu da AVS nije tek pasivna posljedica starosti vec
da se radi o aktivnom patobioloSkom procesu za kojeg je moguce utvrditi inicijacijske biokemijske,
humoralne, geneticke 1 klinicke ¢imbenike rizika 1 predispozicije te stani¢ne 1 molekularno bioloske
putove koji posreduju i upravljaju tijekom bolesti (26).

Smatra se da do patoloskih promjena aortalnih zalistaka dolazi uslijed oStecenja endotelnih stanica

(AVEC- aortic valvular endothelial cells) i transformacije intersticijskih stanica aortalnih zalistaka
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(AVIC- aortic valvular interstitial cells). Kombinacijom mehanickog stresa i rizi¢nih faktora
(hipertenzija, starosna dob, puSenje, povecani BMI, hiperkolesterolemija, hiperhomocisteinemia,
dijabetes, metabolicki sindrom, patoloskr koncentracije kalcija, fosfora i kreatina u serumu, muski
spol, hemodinamicki stres) dolazi do destrukcije endotelnog pokrova i subendotelne infiltracije
aterogenih lipida pracene invazijom monocita-makrofaga, mastocita i T limfocita, pojave
oksidacijskog stresa, akumulacije oksidiranih lipida i apolipoproteina, oslobadanja proinflamatornih
citokina i aktivacije renin-angiotenzin-aldosteron sistema te promjena u ekspresiji matriks
metaloproteinaza i promotora neovaskularizacije i kalcifikacije (Slika 1) (6).

Aktivnoséu navedenih ¢imbenika dolazi do endotelno-mezenhimske transformacije endotelnih
stanica 1 angiogeneze, infiltracije cirkuliraju¢ih osteoprogenitorskih stanica, remodeliranja
ekstracelularnog matriksa te aktivacije, proliferacije i osteogene diferencijacije AVIC stanica
rezultiraju¢i na kraju nepravilnim zadebljanjem, rigidno$¢u, distorzijom, fibrozom i
biomineralizacijom zalistaka te formiranjem ektopi¢nog hrskavi¢nog i koStanog tkiva (6). Navedene
patohistoloske promjene su obi¢no koncentrirane na hemodinamski predisponiranoj strain aortalnih
zalistaka (pars fibrosa) te izrazenije kod pacijenata s uznapredovalim stadijem bolesti.

No unato¢ brojnim do sada objavljenim podacima prikupljenim iz patoloski promijenjenog tkiva
pacijenata te in vivo studijama na razli¢itim animalnim modelima kao i in vitro eksperimentima sa
kulturama AVEC i AVIC stanica humanog i animalnog podrijetla klju¢ni patofizioloski mehanizmi

koji stoje u pozadini nastanka i progresije ovog ozbiljnog oboljenja jos uvijek su nedovoljno poznati.
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Slika 1. Patohistogeneza AVSa. Tijekom vremena neispravan mehanizam popravka lezija nastalih u tkivu aortalnih
zalistaka (po svemu sude¢i prisutan u nekim pacijentima) u koordinaciji sa stalno djeluju¢im hemodinamski izazvanim
mehani¢kim stresom (engl. shear stress and transvalvular pressure) i prisutnim riziénim aterosklerotskim ¢imbenicima
dovodi do endotelne disfunkcije pracene prekidom subendotelne bazalne membrane, izvanstrani¢nim nakupljanjem
aterogenih lipoproteina te invazijom/infiltracijom i aktivacijom monocitno-makrofagne stani¢ne loze, mastocita i T
limfocita. To dovodi do unutarstani¢nog nakupljanja lipida u makrofazima odnosno formiranja tzv. spuzvastih stanica
(engl. foamy cells), nastanka oksidacijskog stresa uz nagomilavanje oksidiranih lipida i apolipoproteina te povecanje
razine brojnih profibriznih i proupalnih ¢imbenika uz istovremenu inhibiciju plazmatskih ili lokalno prisutnih proteinskih
inhibitora kalcifikacije. Djeluju¢i zajedno navedeni Cimbenici promoviraju neovaskularizaciju, upalnu reakciju i
kalcifikaciju medustaniénog matriksa u tkivu aortalnih zalistaka. Usporedna transformacija fizioloski
neaktivnih/miruju¢ih qVICs (engl. quiescent VICs) u aktivne miofibroblastima sli¢ne VIC stanice (aVICs; engl. active
VICs) u intersticiju aortalnih zalistaka i njihova daljnja diferencijacija u osteoblastima sli¢ne stanice (obVICs; engl.
osteoblast-like VICs) uz istovremeno aktiviranje proosteogenih signalnih putova smatra se jednim od sredi$njih
mehanizama koji dovode do inicijacije i progresije AVSa. Podskupina aortalnih valvularnih endotelnih stanica (VECs;
engl. valvular endothelial cells) uklju¢enih u tzv. proces endotelno-menzenhimske transformacije (EMT; engl.
endothelial to mesenchimal transformation) i/ili cirkuliraju¢ih osteoprogenitorskih stanica moze takoder pridonijeti
kalcifikaciji/osifikaciji medustani¢énog matriksa aortalnih zalistaka bilo svojom direktnom rediferencijacijom u
osteoblastima sli¢ne stanice ili indirektno promoviranjem aktivacije i osteogene transdiferencijacije intersticijskih VIC
stanica putem parakrine signalizacije. U donjem desnom uglu navedeni su neki od poznatih genetski i epigenetski
¢imbenika odgovornih za nastanak i razvoj aortalne stenoze te glavni rizi¢ni ¢imbenici uklju¢eni u razvoj i progresiju
bolesti.

Trenutno ne postoje razvijeni klini¢ki pristupi za terapiju i zaustavljanje progresije AVSa, a kirurska

AVR (engl. aortic valve replacement) ili mnaje invazivna TAVR (engl. transcatheter aortic valve



replacement) zamjena o$tecenih aortalnih zalistaka mehani¢kom ili bioloskom protezom predstavlja
zasad jedini modalitet njenog lije¢enja u uznapredovalom stadiju bolesti (27-31).

Nazalost zbog poodmakle dobi ili brojnih komorbiditeta za vise od 30% pacijenata operativni zahvat
na srcu nije indiciran pa se njihova skrb svodi uglavnom na palijativnu njegu (32).

Stoga bi bolje razumijevanje molekularnin mehanizama koji stoje u pozadini patohistogeneze i
progresije AVSa moglo znatno pridonijeti razvoju novih prognosti¢kih i dijagnostickih testova te
razvitku pozeljnih neinvazivnih modaliteta lijecenja.

Brojna istrazivanja pokazala su prisutnost razli¢itig genetskih promjena [ primjerice polimorfizam
VDR gena (Bsml B/b); polimorfizam promotorske (-1082,-819,-592) regije IL10 gena;
polimorfizam promotorske (-447) regije CTGF gena; Pvull polimorfizam ERow/ESR1 gena; Aocl
polimorfizam TGFB1 gena; Xbal polimorfizam APOB; APOAI i APOE (apoE2, apoE4) gena,
prevalencija AA genotipa PTH gena, mutacije (R1108X, H1505del, p.T596M i p.P1797H)
NOTCH1gena; 32bp delecija CCR5 gena), rs1205 C>T polimorfizam CRP ( engl. C-reactive
protein gene) gena, smanjena transkripcija i translacija regulatornih gena stani¢nog ciklusa
p21WAF1/CIP1 i 14-3-36] kod pacijenata sa stenozom aortalnih zalistaka (33-47).

Neke od tih promjena povezane su sa relativno visokom [primjerice polimorfizam apoB (Xbal,
rs1042031, and rs6725189), ACE (rs4340), IL10 (rs1800896 and rs1800872), i LPA (rs10455872)
gena ] ili umjerenom [Pvull polimorfizam ERo/ESR1 gena, rs1042636 polimorfizam CaSR gena,
rs3024491, rs3021094, rs1554286, i rs3024498 polimorfizam unutar IL10 gena, rs662 polimorfizam
PONL1 gena, rs2276288 polimorfizam MYOT7A gena, rs5194 polimorfizam AGTR1 gena, rs2071307
polimorfizam ELN gena, te rs17659543 i rs13415097 polimorfizam unutar nukleotidne sekvence
IL1F9 gena] dozom dokaza, dok za druge [rs1544410 polimorfizam VDR gena, E2 iE4 alelei apoE
gena, rs6254 polimorfizam PTH gena te rs1800871 polimorfizam IL10 gena] postoji relativno mali

broj pokazatelja njihove povezanosti sa ucestalo$¢u aortalne stenoze (46).
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Pored toga, za brojne molekularne ¢imbenike iznimno vazne u procesu nastanka i razvoja aortalne
stenoze trenutno ne postoje podaci koji bi povezali eventualnu prisutnost genskih polimorfizma
odgovornih za njihovu poveé¢anu odnosno umanjenu razinu (u odnosu na zdrave ispitanike) u tkivu
patoloski promjenjenih aortalnih zalistaka ili u krvnoj plazmi pacijenata u odnosu na kontrolne
ispitanike.

U skupinu tih proteinskih ¢imbenika spada i osteoprotegrin (OPG). OPG je sekrecijski bazi¢ni
glikoprotein te ¢lan Sire obitelji TNF (engl. tumor necrosis factor) receptora te vazan ¢imbenik
RAN/RANKL/OPG signalnog puta bitnog za osteoblastogenezu, razvoj kostiju i kalcifikaciju
kardiovaskularnog sustava ( 48-50). Nedavna otkrica pokazala su da serumska koncentracija OPG
proteina korelira sa ozbiljnos¢u ateroskleroze te osobito sa progresijom kardiovaskularnih oboljenja
(51-57). Koncentracija OPG proteina takoder je u skorije vrijeme povezana i sa funkcijom endotelnih
i valvularnih intersticijskih stanica kod pacijenata sa aortalnom stenozom te dobro korelira ne samo
sa stupnjem bolesti ve¢ i sa dugoro¢nim postoperativnim ishodom AVS pacijenata (58-69). Do sada
je zabiljezeno vise razlicitih polimorfizama u nukleotidnom slijedu OPG gena (49,70-76).

Konkretni cilj ovog rada je istraziti eventualnu povezanost rs3102735 SNP polimorfizma (engl.
single nucleotide polimorphism) OPG gena (TNRSF11B, engl.- tumor necrosis factor receptor

superfamily, member 11b ) sa ucestalo$¢u aortalne stenoze.

4. HIPOTEZA

Prethodni radovi pokazali su da je razina osteoprotegrina znacajno povecana u pacijentima sa
aortalnom stenozom i dobro korelira ne samo sa stupnjem bolesti ve¢ i sa dugoro¢nim
postoperativnim ishodom AVS pacijenata.

Za pretpostaviti je da razli¢iti polimorfizmi prisutni unutar nukleotidne sekvence OPG gena imaju

bitan utjecaj na njegovu aktivnost te mogu pridonjeti uocenoj razlici u razini OPG proteina izmedu
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pacijenata i kontrolne skupine ispitanika odnosno mogu predstavljati molekularnu podlogu

povezanu sa ucestalosti aortalne stenoze.

5. CILJEVI RADA

Cilj ove studije je izvrsiti genotipizaciju rs3102735 (C/T tranzicija, supstitucija) SNP polimorfizma
OPG gena te odrediti distribuciju tri mogucée genotipske varijante kako bi se utvrdilo sljedece:

- distribucija rs3102735 SNP polimorfizma u zdravoj populaciji;

- distribucija rs3102735 SNP polimorfizma u skupini AVS pacijenata;

- statistickom usporedbom prikupljenih podataka odrediti da li postoji povezanost rs3102735 SNP

polimorfizam OPG gena sa ucestalo$¢u aortalne stenoze

6. MATERIJALI | METODE

6.1. Ispitanici

Ovom studijom obuhvcéena su 92 pacijanta sa aortalnom stenozom dijagnosticirana u Klinickoj
Bolnici Merkur u Zagrebu u periodu od 01.07. 2015- 01.07. 2016 godine.

Bolesnici sa dijagnosticiranom boleS¢u koronarnih krvnih Zila, sistemskim upalnim reakcijama,
renalnom insuficijencijom, hiperparatiroidizmom ili aortnom stenozom uslijed BAVS, Marfanovog
sindroma ili reumatske bolesti nisu uvrsteni u istrazivanje.

Kontrolnu skupinu ¢ine zdravi dobrovoljni ispitanici (n=131) bez povijesti bolesti sr¢anih zalistak.
Od svih ispitanika pribavljen je potpisani informirani pristanak a dozvolu za provedeno istrazivanje

dalo je lokalno eticko tijelo Klini¢ke Bolnice Merkur, Zagreb.
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6.2. Skupljanje uzoraka pune krvi

Za potrebe izolacije genomske DNA svim ispitanicima uklju¢enim u ovu studiju venepunkcijom je
uzet uzorak 5 ml pune krvi u epruvete u kojima se nalazio antikoagulans kalijeva EDTA
(Etilendiamintetraoctena kiselina; Komplekson I1).

Krv je do daljnje analize pohranjena na —80°C.

6.3. 1zolacija DNA i genotipizacija
Humana genomska DNA izolirana je iz 250 ul pune krvi koriStenjem PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen, Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA) slijede¢i upute

proizvodaca (Slika 2).

Priprema lizata koriftenjem
digestijshog pufera i Proteinaze K

Dodaj lizis/fvezujudi pufer i etanol

— ) —

Prebaci uzorak u Purelink spin kolonu

¥

Izperi kolonu s puferom za ispiranje 1

Izperi kolonu s puferom za ispiranje 2

isperi DMNA sa ddH20 bez DNAse/RNAse

- &l -3

Slika 2. Kratki prikaz izolacije genomske DNA iz pune krvi uporabom PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen, Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA).
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Kvantiteta i kvaliteta izolirane genomske DNA izvrSena je spektrofotometrijom uporabom Nanodrop
aparata (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) slijedeéi upute proizvodaca.

Analiza rs3102735  SNP polimorfizma OPG (TNRSF11B) gena izvrSsena je koristenjem
komercijalnih gen specificnih pocetnica odnosno TagMan® SNP Genotyping Assay (rs3102735;
Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA; SNP type: Intron; Context Sequence
[VIC/IFAM] CTCTAGGGTTCGCTGTCTCCCCCAT [C/T]
AATTCCCTGGTCTAGAAGTTAGACT).

Kvantitativni RT-PCR proveden je koristenjem TagMan Universal master mix II and Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies Corporation, Carlsbad, California,
USA) slijede¢i upute proizvodaca. Amplifikacija je izvrSena uporabom qRT-PCR ploce sa 96 jaZica
koristenjem slijede¢ih parametara qRT-PCR reakcije: 50 °C 2 min, 95 °C 15 s 162.50 °C 1 min 30 s.
Sve reakcije izvedene su u triplikatu a kao kontrola koristeni su uzorci s poznatim rs3102735 (C/T
tranzicija, supstitucija) SNP polimorfizma OPG gena. Koristene su slijedeée pocetnice:

Analiza rezultata kvantitativnog RT-PCR-a i odredivanje genotipskih varijanti ispitanika izvrSena je
u skladu sa instrukcijama koristenog qRT-PCR aparata Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System (Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA) te odgovarajueg racunalnog

softvera.

6.4. Statisti¢ka obrada podataka

Prije statistiCke analize varijable su testirane na normalnu distribuciju uporabom D'Agostino-Pearson
omnibus statistickog testa. Varijable su prezentirane kao srednja vrijednost = SD ako su distribuirane
normalno ili kao median i raspon ako su distribuirane neparametrijski. Frekvencije genotipova i alela
analizirane su metodom Chi-square testa (y2). Rezultati rs3102735 (C/T tranzicija, supstitucija) SNP
polimorfizma OPG gena testirani su s obzirom na Hardy-Weinberg ravnotezu u skupini pacijenata

i kontrolnoj skupini zdravih ispitanika.
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Usporedba grupa provedena je nesparenim t testom i one-way ANOVA (engl., analysis of variance)
ili neparametrijskim Kruskal-Wallis (za analizu razlike izmedu veceg broja skupina) i Mann-
Whitney testom (usporedba rezultata izmedu dvije skupine) za nesparene podatke. Korelacija
izmedu dviju varijabli odredena je uporabom linearne regresijske analize i1 Pearsonovog
korelacijskog koeficijenta za parametrijski distribuirane varijable dok je Spearmanov korelacijski test
koriSten za analizu neparametrijski distribuiranih varijabli.

Statisticka analiza podataka izvrSena je uporabom komercijalno dostupnog softvera IBM SPSS
Statistics softvera (IBM SPSS Statistics Version 22, USA). Svi statisti¢ki testovi su dvostrani (engl.,
two-sided). Konvencionalna vrijednost P < 0.05  koriStena je za odredivanje statisticke

signifikantnosti podataka.

7. REZULTATI

7.1. Demografske karakteristike ispitanika

Ispitivana populacija (n= 223) obuhvaca 92 pacijenta sa dijagnosticiranom aortalnom stenozom i 131
zdrava dobrovoljca koji ¢ine kontrolnu skupinu ispitanika. S obzirom na spol vidljiva je statisticki
znacajna razlika izmedu dviju promatranih skupina. Pacijenti sa dijagnosticiranim AVS: 59 (64.13%)
muskarci , 33 (35.87 %) Zene ; kontrolna skupina : 66 ( 50.32%) muskarci, 65 (49.62 %) Zene ; P<

0.05.

7.2. Distribucija genotipova i alela rs3102735 (C/T tranzicija, supstitucija) SNP polimorfizma

OPG gena kod AVS pacijenata i zdravih kontrolnih ispitanika

Distribucija genotipova rs3102735 (C/T tranzicija, supstitucija) SNP polimorfizma OPG gena
ispitana je s obzirom na Hardy-Weinberg ravnoteZzu i nisu opazena odstupanja niti unutar AVS

skupine ko ni unutar kontrolne skupine ispitanika (Tablica 1).
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SNP Chi? Pearson p | Fisher p | Chi® Pearson p Fisher p Chi? svi Pearson psvi | Fisher p svi
AVS AVS AVS kontrola kontrola kontrola ispitanici ispitanici ispitanici

rs3102735 | 0.322 0.851 0.951 0.604 0.739 0.94 0.752 0.686 0.858

Tablica 1. Hardy-Weinberg ravnoteza distribucije rs3102735 genotipova u AVS i kontrolnoj skupini
ispitanika

Distribucija genotipova i alela unutar AVS i kontrolne skupine ispitanika prikazana je u Tablici 2, a
distribucija genotipova s obzirom na spol prikazana je na Tablici 3 i Slici 3.

Kao sto je vidljivo iz prilozenih podataka nije zabiljezena statisticki znacajna razlika s obzirom na
distribuciju genotipova i alela kako izmedu AVS pacijenata i kontrolne skupine pa tako ni izmedu

podskupina podijeljenih s obzirom na spol.

rs3102735 SNP genotipovi aleli Statisti¢ki pokazatelji
CcC CT TT C T
OR=1.513158
%95 CI=[0.889665~2.573604]

Fisher's p = 0.124741
Pearson's p = 0.124669

Chi2 =2.573980; df=2

Kontrola 1 30 100 32 230 Fisher's p = 0.276192
Pearson's p = 0.276101

Tablica 2. Distribucija genotipova i alela unutar AVS i kontrolne skupine ispitanika.
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Spol GENOTIP

TT CT cC Ukupno

Zene kontrola broj 45 19, 1 65
% 69.2% 29.2% 1.5% 100.0%

AVS broj 22 10 1 33

Ukupno broj 67 29 2 98
% 68.4% 29.6% 2.0% 100.0%

muskarci Kontrola broj 55 11 0 66
% 83.3% 16.7% 0.0% 100.0%

AVS broj 40 18 1 59
% 67.8% 30.5% 1.7% 100.0%

Ukupno broj 95 29 1 125
% 76.0% 23.2% 0.8% 100.0%

Ukupno Kontrola broj 100 30 1 131
% 76.3% 22.9% 0.8% 100.0%

AVS broj 62 28 2 92
% 67.4% 30.4% 2.2% 100.0%

Ukupno broj 162 58 3 223
% 72.6% 26.0% 1.3% 100.0%

Tablica 3.Distribucija genotipova unutar AVS i kontrolne skupine ispitanika s obzirom na spol

Swi ispitanici Spol= fene Spol= muskarci
. Genotip Genoti . Genotip
LS ®T T
m.cr BT BT
B.cc occ occ
.
L)
- e g 4
2 2 £
5 § g
= 4
0
204
o
cartral case contrcd case contret cann
AVS AVS AVS

Pearson ¥2:=0.268, df=2, p=0.874
Fisher Exact Test= 0.631

Pearson X*= 4,681, df=2, p=0.096
Fisher Exact Test=4.572

Slika 3. Distribucija genotipova i alela unutar AVS i kontrolne skupine ispitanika s obzirom na spol
ispitanika

8. RASPRAVA

U ovoj studiji izvrSena je analiza povezanosti rs3102735 (C/T tranzicija, supstitucija) intronskog SNP
polimorfizma OPG gena sa udestalo$¢u aortalne stenoze. Nije zabiljezena statisticki znaajna razlika s
obzirom na distribuciju genotipova i alela kako izmedu AVS pacijenata i kontrolne skupine pa tako ni izmedu
podskupina podijeljenih s obzirom na spol. Medutim s obzirom na relativno mali broj ispitanika uklju¢enih u
studiju nije moguce izvuéi sveobuhvatnije zakljucke. S obzirom da se navedeni polimorfizam nalazi unutar
intronske DNA sekvence OPG gena potrebno je izvrSiti dodatne analize i to prvenstveno poznatih

polimorfizama OPG gena smjesStenih u egzonima odnosno kodnom podrucju osteoprotegrinskog gena kako bi
17



se mogao izvesti sveobuhvatni zakljuCak s obzirom na utjecaj OPG polimorfizma na ucestalost aortalne

stenoze.

S obzirom na povezanost polimorfizma OPG gena sa ucestaloS¢u kardiovaskularnih bolesti nedavno
objavljena meta analiza 7 populacijskih studija utvrdila je usku povezanost rs2073617 T>C and rs2073618
G>C polimorfizma u kodnom podru¢ju OPG gena sa pojavnoscu kardiovaskularnih bolesti (49). No nakon
provedene analize s obzirom na etnicku pripadnost ispitanika statisticki znacajna korelacija OPG
polimorfizma uocena je samo kod Azijata dok isti podaci nisu potvrdeni za pripadnike bjelackih populacija

(49).

S obzirom na specificne kardiovaskularne bolesti polimorfizam kodnih podru¢ja OPG gena do sada je
povezan sa koronarnom aterosklerozom (rs2073618) kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom pojavnos$éu
hipertrofije lijevog srca kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom (1181CC genotip), pove¢anim rizikom
za razvoj periferne okluzivne bolesti arterija i kriticne ishemije ekstremiteta kod pacijenata sa dijabetesom
tipa 1l (T245G, T950C, i G1181C polimorfizam), serumskom razinom OPG proteina kod pacijenata sa
razvojem karotidnog aterosklerotskog plaka (GG genotip T245G polimorfizma, CC genotip T950C
polimorfizma i CC genotip G1181C polimorfizma), morfologijom koronarnih arterija, kalcifikacijom aorte
(rs9594782), dijastolic¢kim krvnim tlakom kod starijih muSkaraca (rs11573901), debljinom intima-medije
karotidne arterije kod hipertenzivnih pacijenata (promotorska regija gena) (Brdndstrom H, Stiger F, Kahan T,
Melhus H, Nystrom F, 6Hman KP, Malmqgvist K, Lind L, Kindmark A. A single nucleotide polymorphism in
the promoter region of the osteoprotegerin gene is related to intima-media thickness of the carotid artery in
hypertensive patients. The Swedish Irbesartan Left Ventricular Hypertrophy Investigation vs Atenolol
(SILVHIA). Blood Press. 2004;13(3):152-7.), kao i funkcijom i morfologijom vaskulature i kod po svemu

sudec¢i zdravih osoba (T/C tranicija locirana 129 bp uzvodno od TATA-regije OPG gena) (71- 81).

Sve navedeno ukazuje na vaznost OPG polimorfizma u fizioloSkom i patofizioloSkom funkcioniranju
kardiovaskularnog sustava te dodatno indicira potrebu za danjim studijama koje ¢e za cilj imati analizu
potencijalne povezanosti polimorfizma kodnog slijeda OPG gena sa ucestalo$c¢u i klinickim manifestacijama

aortalne stenoze.
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9. ZAKLJUCCI

e 153102735 SNP polimorfizam smjesten u nekodirajuéem intronskom slijedu OPG (TNRSF11B) gena

nije povezan sa ucestalo§¢u aortalne stenoze u ispitanoj Hrvatskoj populaciji AVS pacijenata.

e nije zabiljeZzena statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova i alela rs3102735 SNP
polimorfizma OPG gena izmedu AVS i kontrolnih ispitanika kako s obzirom na ukupan broj

ispitanika tako ni s obzirom na stratifikaciju pacijenata i kontrolnih ispitanika prema spolu.

e S obzirom na brojne literaturne navode o povezanosti polimorfizma kodiraju¢ih i promotorskih regija
OPG gena sa razlic¢itim kardiovaskularnim bolestima kao i sa funkcijom i strukturom krvozilnog
sustava 1 kod naoCigled zdravih ispitanika nuzno je provesti daljnje studije tih polimorfizama u
skupini pacijenata sa aortalnom stenozom kako bi se utvrdila njihova eventualna povezanost sa

inicijacijom, progresijom i klinickim manifestacijama AV Sa.
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