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Sazetak:

Morfoloska asimetrija kao odstupanje od potpune bilateralne simetrije ¢esto se koristi
za procjenu geneticke i razvojne (ne)stabilnosti organizma. Kako su obje strane bilateralno
simetricnog obiljezja upravljane jednakim genima, njihova asimetrija nastaje kao rezultat
djelovanja razli¢itih remetilackih faktora tijekom ontogenetskog razvoja. Za proucavanje rasta
I razvoja, poremecaja i bolesti poligenskog nasljedivanja primjerena je populacija koja je

reproduktivno i geografski izolirana jer ima ogranic¢eni genski bazen.

Za istrazivanje asimetrije lice u ovom istrazivanju koriStena je populacija otoka Korcule i
Visa kao rijedak i vrijedan primjer geografski i reproduktivno izolirane populacije. S druge
strane, populacija grada Splita primjer je panmikticne populacije i koristena je kao kontrolna
skupina. Za ovo istrazivanje koristilo se sveukupno 110 CBCT snimki. Trodimenzionalna
rekonstrukcija podataka i trodimenzionalna antropometrijska mjerenja radena su u softveru
Viewbox 4 (dHAL, Greece). Nakon digitalizacije, antropometrijske tocke odredene su svojim
koordinatama (x, y, z) i analizirane su metodama geometrijske morfometrije u programu
Mathematica 4.1 (Wolfram Research, Inc., United Kingdom). Totalna, direkcijska i
fluktuacijska asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta, kranija i mandibule nije ovisna o
dobi, spolu ili o mjestu stanovanja (Korcula, Split, Vis). I1znosi za totalnu asimetriju opcenito
znatno su veci za podruc¢je mandibule, nego za podrucje kranija i za totalnu asimetriju. Postoji
direkcijska asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta, kranija i mandibule kod svih triju
skupina ispitanika..Ispitanici s podru¢ja Visa imaju najveéi iznos direkcijske asimetrije za
cijelo podrucje kraniofacijalnog skeleta i kranija. Ispitanici s podrucja Korcule imaju najveci
iznos direkcijske asimetrije mandibule. 1znos direkcijske asimetrije najmanji je za mandibulu
za sve tri skupine ispitanika. Iznosi fluktuacijske asimetrije za podrucje kranija veci su od
fluktuacijske asimetrije mandibule. Vektorskom analizom smjera fluktuacijske asimetrije u
odnosu na dob vidi se kako su promjene smjera izrazenije u skupini ispitanika starijih od 55

godina i to dominantno u nazo-orbitalnom podrucju

Dobne promjene oblika kraniofacijalnog skeleta vece su kod ispitanika Zenskog, nego
kod ispitanika muSkog spola. One imaju stalnu uzlaznu promjenu, no nakon 55 godina
krivulja promjene oblika kraniofacijalnog skeleta u ovisnosti o dobi kod ispitanika Zenskog

spola postaje diskontinuirana s nepredvidljivim uzlaznim i silaznim varijacijama.

Kljuéne rijeci: facijalna asimetrija, fluktuacijska asimetrija, direkcijska asimetrija,

geometrijska morfometrija, izolirana populacija, CBCT



Extended summary
Introduction

Developmental processes are extremely complex processes that lead to the creation of
a final or current phenotype. Due to their extreme complexity, a perfectly regular and
symmetrical process is almost impossible to achieve. The balance of all processes with the
interaction of external environmental factors implies the achievement of full functionality of
the system with primary or secondary morphological construction. Such construction in its
course leaves on the morphology of the organism small markers that can serve as an indicator
of certain factors of development, both environmental and genetic (1).

The growth and development of the human craniofacial system is under significant control of
genetic factors, i.e. under the influence of certain groups of genes whose activation and
expression are well programmed. Control genetic mechanisms are largely non-specific in
nature, such as regulatory genes that act not only on the craniofacial system, but on the whole
organism. On the other hand, there are very specific control patterns of development that
establish a species-specific physiognomy with relatively small morphological variations.
Although human face variations appear to be large, they are actually minimal given the

complexity of the development cycle (2).

Different parts of the face have different development in terms of time, speed and direction of
growth and development (3). A significant role in the duration of these processes, as well as
in lifelong changes is played by different hormonal interactions and the time of action and
concentration of individual hormones, which, each with its own complete or additive effect,

contributes to the change of morphological characteristics of the face.

Asymmetry is a deviation from the identical shape or size of two sides of the body. It is one
of the most common facial features. Due to the lack of use of the mid-sagittal plane, mirror

object modelling can provide the most accurate assessment of craniofacial asymmetry.

It is widely believed that increased asymmetry indicates the failure of the organism to
maintain developmental homeostasis and the overcoming of environmental disorders over
genetic control mechanisms (4). Developmental stability means the body's resistance to
various disorders that can affect the body during growth and development, and we can
express it by slight random deviations from bilateral symmetry (5). Since fluctuating
asymmetry is caused by the inability of the organism to allow the left and right sides to

develop equally, it is often used in research as a measure of developmental instability that



occurs during the development of the organism (6, 7). If an environmental factor changes, the
result is a change in directional asymmetry because this stress acted on both the left and right
sides of the body, as a developmental response to environmental factors, depending on
positional signals regulating the differences between left and right. Therefore, the variation of
directional asymmetry with developmental factors is a special example of a reaction norm,

something that affects both sides of the body.

Considering that the significant role of heredity in facial development has been pointed out so
far, a study of the developmental stability of the facial phenotype would indicate the
relationship and interaction of genetic and environmental factors during the growth and

development of the craniofacial system.

Despite the overall low level of differentiation in the human population, local factors such as
geographical and cultural isolation can greatly affect genetic discontinuity. Clearly
distinguished genetic isolates are very valuable for mapping rare and elucidating the
mechanism of occurrence of complex genetic diseases (8). Therefore, this study of the
asymmetry and shape of the craniofacial skeleton was conducted on an isolated population of

Croatian Dalmatian islands and on a panmictic (non-isolated) population of the city of Split.
Aim of the study
The aims of the study were:

1. To calculate the amounts of total asymmetry of the entire craniofacial skeleton,
cranium and mandible and determine whether they are grouped by age and sex and study
them in a group of subjects from the area of Korcula, Vis and Split.

2. To determine whether there is direct asymmetry of the entire craniofacial skeleton,
cranium and mandible in the group of subjects from the area of Korcula, Vis and Split and, if
so, whether there is a difference between these groups and what is its direction.

3. To determine whether there is a fluctuating asymmetry of the entire craniofacial
skeleton, cranium and mandible in the group of subjects from the area of Korcula, Vis and
Split and, if so, whether there is a difference between these groups and what is its direction.

4. To determine the existence of sex and age differences in the form of the craniofacial

skeleton and depending on the place of residence of the subjects (Korcula, Split, Vis).
Sample and methods

The studied population of the islands of Korcula and Vis is a rare and valuable

example of a geographically and reproductively isolated population. On the other hand, the



population of the city of Split is an example of a panmictic population. Since it shares most of
the environmental factors with the population of Vis and Korcula, the population of the city
of Split was used as a control population. This group is representative of a mixed and non-

isolated population.

A total of 110 CBCT images were used for this study. Out of the total number, 46 images
belong to the inhabitants of the island of Vis, 15 to the inhabitants of Korc¢ula, and 49 images
belong to the population of the city of Split. All images were taken with the same CBCT
device (Scanora 3D, Soredex, Finland) and belong to the Project database. All images are of
the same dimensions, field size (FOV) 10 x 14.5 cm, isotropic voxel size 0.25 mm with a total
of 300 projection images per subject. The images were stored in the Digital Imaging and
Communication in Medicine (DICOM) format.

Three-dimensional data reconstruction and three-dimensional anthropometric measurements

were performed in Viewbox 4 software (dHAL, Greece).

After loading the three-dimensional image and showing the craniofacial skeleton, the region
of interest for each subject was determined individually. It included the entire craniofacial
complex, the cranium from the upper bone edge of the left and right orbits to the lower edge

of the maxilla, and the entire mandible.

The following anthropometric points in the mid-sagittal plane were used: prosthion (pr),
anterior nasal spine (sna), posterior nasal spine (snp), incisive foramen (fi), linguale (Ing) and
infradentale (id). The paired points were: orbital (or), pyriform aperture (ap), zygoorbital (zo),
zygomaxillare (zm), mandibular foramen (fma), mental foramen (fme) and coronoid (cn).
After digitization, the anthropometric points were determined by their coordinates (X, y, 2)
and analysed by geometric morphometrics in Mathematica 4.1 (Wolfram Research, Inc.,
United Kingdom).

The following methods were used to analyse the shape and symmetry of the craniofacial
skeleton: General Procrustean method of superposition (for standardization of object size),

modelling of an image of an object, and principal components analysis (PCA) (9).

Mathematical procedures for determining the total asymmetry were performed according to
Mardia et al. (10). The degree of individual morphological asymmetry was calculated as the
difference in shape (Procrustean distance) between the configuration of the face and its mirror
reflection. The first determined total asymmetry (total asymmetry - TA) of the sample was

divided into directional asymmetry (DA) and fluctuating asymmetry (fluctuation asymmetry -



FA). The principal components analysis (PCA) indicated the distribution of dominant shape
variations within different populations and presented the main differences between them (11).
Differences in asymmetry amounts were checked by analysis of variance (ANOVA).

Results
Total asymmetry

The total asymmetry for the area of the entire craniofacial skeleton as well as for the
cranium and mandible expressed in units of Procrustes distance is not grouped according to

age or sex.

ANOVA showed that there was no statistically significant difference (R?= 0.094) in the
amount of total asymmetry neither by age and sex of the subjects, nor by place of residence

(Vis and Korcula), nor by the amount of inbreeding.

Subjects from the area of Korcula differ statistically significantly in the amount of total

asymmetry for the area of the mandible compared to the subjects from Vis and Split.
Directional asymmetry

The difference in asymmetry between the sexes and between populations depending
on the place of residence has not been established. The amount of directional asymmetry is
the smallest for the mandible for all three groups of subjects. Subjects from the area of Vis
have the highest amount of directional asymmetry for the entire area of the craniofacial
skeleton and for the area of the cranium, and subjects from the area of Korcula have the
highest amount of directional asymmetry of the mandible. Changes in the direction of
directional asymmetry after the age of 55 are visible in all subjects in the orbital and nasal
area, while changes in the mandibular area are noticeably small. Changes in the direction of
directional asymmetry do not intensify with age. The largest changes are shown by the
pyriform aperture point in subjects younger than 55. As the aperture rotates counter

clockwise, the right one moves laterocaudally and the left one moves mediocranially.
Fluctuating asymmetry

There was no statistically significant difference in the amount of fluctuating
asymmetry, neither by age and sex of the subjects, nor by place of residence (Vis and
Kor¢ula), nor by the amount of inbreeding. Changes in the direction of fluctuating asymmetry

are visible in all subjects on the entire craniomandibular skeleton. Changes in the direction of



fluctuating asymmetry are more pronounced in subjects older than 55. The largest changes are

visible in the zygoorbital, nasal, and coronoid areas.
Shape analysis

An F test showed that there was a statistically significant difference in the shape of the

craniofacial skeleton between female and male subjects (p= 0.025).
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Image 1. Dependence of the change in the shape of the craniofacial skeleton in relation to age

in male and female subjects

Changes in the shape of the craniofacial skeleton are greater in female subjects than in male
subjects. After the age of 55 (Image 1), the curve of the change in the shape of the
craniofacial skeleton in female subjects, which is age-dependent, has a pronounced ascending
trajectory, after which it becomes discontinuous with unpredictable ascending and descending

variations.

The trajectory curves of men and women are approximately parallel until approximately 55
years of age when in women, the pattern of aging changes and changes in the shape of the

craniofacial skeleton caused by aging occur.

Changes in the shape of the craniofacial skeleton in female subjects are more intense than
changes in male subjects. In contrast to the intensity, the directions of changes in the shape of

the craniofacial skeleton in relation to age in male and female subjects are similar.



Changes in the coronoid, anterior nasal spine, and posterior nasal spine points caused by

increasing age occur only in female subjects.

Although the subjects are not grouped into clusters according to their place of residence
(Korcula, Split, Vis) and there are many overlaps in the shape of the craniofacial skeleton, the
F test showed that there is a statistically significant difference in the shape of the craniofacial

skeleton between Korc¢ula and Vis.

Discussion

The results of this study showed that total asymmetry is not grouped by age or by sex.
This is in contrast to studies (12, 13) that have shown that the asymmetry of the human face
differs between the sexes, its size is age-dependent and is greatest earlier in life. These
findings are in agreement with the Rotterdam study (14) in which total and fluctuating
asymmetry are significantly related to age and sex. The reasons for these contradictory
findings, and taking into account that the asymmetry decreases with age, may lie in the
different age structure of the examined populations, i.e. the older age structure of the island

population that was the subject of this study.

The results of this study showed that the amount of direct asymmetry is the smallest by
several times for the area of the mandible for all subjects, which leads us to the conclusion
that the influence of genotype in these subjects on the area of the mandible is the smallest and
that all causes of fluctuating asymmetry of the mandible in this population should be
considered as environmental impact. As the amount of fluctuating asymmetry of the mandible
is the largest for the area of Split, it is inferred that the environmental impact of the city of
Split is strong. The amounts of both total and fluctuating asymmetries of the mandible are
smaller than that of the cranium, which generally indicates that the environment has less of an
impact on asymmetry of the mandible and that the impact on the cranium is much stronger.
The total asymmetry of the mandible is statistically significantly lower in the subjects from
the Korcula area, and at the same time, the direct asymmetry in this population is the largest,
which means that the amount of the total asymmetry is actually directional and that the
asymmetry of the mandible in the Korcula area is almost not at all under environmental
impact and that the environmental impact on the onset of asymmetry the mandible in subjects

from the area of Vis and Split is much higher.



As the largest amounts of Directional asymmetry in the entire craniofacial area, area of the
cranium and mandible are divided between island populations, we can think in the direction
of a stronger genetic influence on the phenotype of both populations, by comparing them with
the population of the city of Split. As the Functioning asymmetry of the mandible is the
largest for the area of Split, environmental impact is the greatest and this is in complete
contrast to the impact on the asymmetry of the mandible in subjects from the area of Korcula.
Functioning asymmetry for the entire craniofacial skeleton and the cranium is the largest in
subjects from the area of Vis which also shows a strong environmental impact. This
environmental impact, which is obviously stronger in the area of Vis and Split in relation to
the more isolated population of Korc¢ula, mutually competes and leads to the total asymmetry
of the cranium and mandible being the largest in the area of Vis, but is greatest for the entire
craniofacial area in subjects from the area of Split. All this leads us to the following
conclusions: the environmental impact on the formation of asymmetry is strong and it has
made the populations of Split and Vis similar despite their genetic differences. Microclimate,
the specificities of environmental factors, i.e. their weak influence and isolation in the area of
Korcula made the specificity of the genotype manifest itself as the smallest total asymmetry
of the mandible. It is correct to view these results through a prism of age, since it is an older
population, when the influence of genetics, although still effective, decreases and the
influence of environmental factors increases. As the influence of environmental factors is
obviously small on Korc¢ula, all mandibular asymmetry, although statistically significantly

small, should be viewed in the light of purely genetic influence.

Observing the direction of directional asymmetry in the subjects of this study, larger changes
in the orbital and nasal area are visible in all three groups (Korcula, Split, Vis), while changes
in the mandible are noticeably small, which is expected compared to numerical data.
Furthermore, comparing the difference in the amount of directional asymmetry with aging, we
see that there are no significantly different changes in directional asymmetry with regards to
age, which is consistent with the fact that the largest changes in directional asymmetry are
seen at early stages of development. Changes in the direction of individual points as a
consequence of directional asymmetry can be interpreted as genotype responses to age-related
changes in the craniofacial skeleton. The greatest changes are shown by the pyriform aperture
point, with the aperture rotating counter clockwise, the right one moving laterocaudally, and

the left one mediocranially. These changes lead to a distortion of the nasal section to the right.



As this one, most previous studies on fluctuating asymmetry is based on a comparison of
endogamous, often isolated populations with more exogamous (15, 16, 17). The degree of
heterozygosity is associated with lower levels of organizational asymmetry and reflects an
increased ability to alleviate genetic and environmental stressors. The higher the degree of
heterozygosity in genes encoding proteins or at associated loci (non-random association), the

more a better adapted individual is protected from the disorder.

In this context, three hypothetical mechanisms are proposed: 1) a “direct effect” effect
according to which heterozygosity increases the ability of the multilocus and may result in
functional dominance at the locus per se (18, 19). It is also possible that heterozygotes
possess enzymes with different catalytic properties and are therefore more biochemically
efficient than homozygotes (20). 2) the “local effect hypothesis” suggests heterozygosity as
an additional dominance when there is a genetic link (link imbalance) between the neutral
marker and the marker under selection (18, 21). And 3) the “general effect” hypothesis states
that the advantage of heterozygotes is such that the markers that are detected, which arise
from the homozygosity interaction, are loci distributed throughout the genome. A prerequisite
for this is that the marker and loci are in the service of identity imbalance which is recorded as
the inbreeding coefficient of individuals. A higher inbreeding coefficient means higher
marker homozygosity and locus binding ability, while a lower coefficient is associated with
heterozygosity and poorer marker-locus link (22,23). As the high degree of inbreeding
between subjects in this population was shown in several studies within the Project, and as
facial fluctuating asymmetry cannot be related to Kkinship, it seems that the correlation of
heterozygosity and locus ability in this study cannot be explained by these three models and
requires additional identification. The same is the case with the Rotterdam study. One
possible explanation is Chapman et al. who showed that even if there are correlations in
heterozygosity and locus binding ability, they are very small (usually less than 1% of
phenotypic variance) (22). Furthermore, the degree of heterozygosity may, on average, be low
enough to significantly affect developmental pathways. It is also reasonable to assume that the
environment of an island population does not fluctuate enough to make homozygosity
unfavourable. The third reason relates to the relative genetic effect on facial asymmetry

compared to environmental stressors that accumulate over time.



Conclusions
The conclusions of this study are:

1. The total asymmetry of the entire craniofacial skeleton, cranium and mandible
expressed in does not depend on age, sex or place of residence (Korcula, Split, Vis). The
amounts for total asymmetry are generally considerably higher for the area of the mandible
than for the area of the cranium and for total asymmetry.

2. There is directional asymmetry of the entire craniofacial skeleton, cranium, and
mandible in all three groups of subjects. Vector analysis of directional asymmetry showed
larger changes in the orbital and nasal areas, while changes in the mandibular area were
noticeably small. There is no statistically significant difference in the amount of directional
asymmetry for all three observed areas between the groups of subjects from the area of
Kor¢ula, Vis and Split. Subjects from the area of Vis have the highest amount of directional
asymmetry for the entire craniofacial skeleton and cranial area. Subjects from the area of
Korcula have the highest amount of directional asymmetry of the mandible. The amount of
directional asymmetry is the smallest for the mandible for all three groups of subjects.

3. There is fluctuating asymmetry of the entire craniofacial skeleton, cranium and
mandible in all three groups of subjects (Kor¢ula, Vis, Split), but there is no statistically
significant difference between them as in relation to age or sex. The amounts of fluctuation
asymmetry for the area of the cranium are greater than the fluctuating asymmetry of the
mandible. Vector analysis of the direction of fluctuating asymmetry in relation to age shows
that changes in direction are more pronounced in the group of subjects older than 55, and
predominantly in the naso-orbital area.

4. Age-related changes in the shape of the craniofacial skeleton are greater in female
subjects than in male subjects. They have a constant upward change, but after 55 years the
curve of the change in the shape of the craniofacial skeleton as a function of age in female

subjects becomes discontinuous with unpredictable upward and downward variations.
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1. UvOD
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Rast organizma definiramo kao povecanje veli¢ine ili broja stanica te povecanje
medustani¢ne stvari udvostruéenjem genetiCkog materijala. Pod pojmom razvoja
podrazumijevamo, uz rast, udruzenu diferencijaciju i translokaciju tkiva. Razvoj je
kvalitativna promjena koja obuhvaca promjene u gradi, diferencijaciji, morfogenezi,
sazrijevanju i prilagodbi tkiva, organa i organizma u cjelini. Vrlo su ¢esto ova dva pojma
udruzena, jer se paralelno odvijaju procesi poveéanja veli¢ine i/ili broja stanica i
medustanic¢ne tvari uz diferencijaciju i translokaciju tkiva. Procesi rasta i razvoja iznimno su
slozeni procesi koji ukljuc¢uju velik broj razli¢itih stanica, biokemijskih spojeva, impulsa iz
genetiCke strukture i okolisa koji zajednicki dovode do stvaranja kona¢nog fenotipa. Zbog
iznimne slozenosti i kompleksnosti ovih procesa savrseno pravilan i simetrican proces gotovo
je nemoguce postic¢i. Ravnoteza svih procesa uz medudjelovanje vanjskih okolisnih ¢imbenika
podrazumijeva postizanje potpune funkcionalnosti sustava uz primarnu ili sekundarnu
morfolosku izgradnju. Takva izgradnja u svom tijeku ostavlja na morfologiji organizma sitne
biljege koji nam mogu posluziti kao pokazatelj pojedinih ¢imbenika razvoja, kako okoli$nih
tako i genetickih (1).

1.1. Osnove simetri¢nog i uravnoteZzenog rasta
1.1.1. Embrionalni i fetalni rast

Organizacija i kompleksnost rasta i razvoja ljudskog organizma jasno se mogu vidjeti
ve¢ u prvim danima intrauterinog razvoja. Prenatalni kraniofacijalni rast je visoko kompleksni
fenomen koji se odvija kroz tri razvojna stadija: stadij jajaSca (do 8. dana intrauterinog Zzivota

(IUZ)), embrionalni stadij (od 2. do 8. tjedna TUZ) i fetalni period (od 9. tjedna do rodenja).

Diferencijacija od zigote do fetusa obuhvaca selektivno aktiviranje i represiju diploidnog
angazmana gena koji se nalaze u svakoj stanici. Osim toga obuhvaca: translaciju proteina,
selektivne mehanizme stani¢éne membrane te razli¢itu intercelularnu aktivnost koja se dogada
pod metabolickim, prehrambenim i hormonskim utjecajima. Proces diferencijacije zavrSava
citodiferencijacijom i histodiferencijacijom §to rezultira stvaranjem epitelnog i
mezenhimalnog tkiva. Interakcijom ovih dvaju tkiva zapocinje organogeneza, tj. konacan

razvoj organa i organskih sustava.

Skoro sva tkiva lica i vrata potjecu iz ektoderma i vec¢ina tkiva razvija se od stanica neuralne

kreste koje migriraju prema dolje pored neuralne cijevi i lateralno ispod povrSinskog
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ektoderma. Kada stanice neuralne kreste dovrSe migraciju, rastom lica dominiraju regionalni

centri rasta (2).

Vecina anatomskih struktura glave i vrata nastaje iz zdrijelog luka, parne, duguljaste izbocCine
mezenhima koji nastaje tijekom 4. i 5. tjedna embionalnog zivota u razini zdrijelnog crijeva.
U pocetku razvoja nastaje Sest zdrijelnih lukova koji su poredani jedan ispod drugog, u
kraniokaudalnom smjeru i oznacuju se brojevima. Tijekom razvoja bujajuée mezodermalne
stanice dijele se na anteriornu i posteriornu struju. 1z anteriorne struje formira se frontonazalni
nastavak, a iz posteriorne struje razvijaju se dva para maksilarnog i mandibularnog nastavka
(2). Ektoderm koji nastaje izmedu nastavaka formira udubljenje stomatodeuma (primitivne
usne Supljine). Frontonazalni nastavak nalazi se s gornje strane stomatodeuma, dok se po
jedan maksilarni nastavak nalazi lijevo i desno na gornjoj bocnoj strani, a po jedan
mandibularni nastavak ispod njih, na donjoj bo¢noj strani. Rastom frontonazalnog nastavka
prema gore nastaju tri dijela ¢ijim rastom nastaju o¢ne plakode i nazalne jamice, dok rastom
prema dolje nastaju dva globularna nastavka c¢ijim spajanjem nastaju: vrh nosa, kolumela,
filtrum gornje usne, tuberkulum i frenulum gornje usne, cijelo primarno nepce te premaksila.
Posebno treba naglasiti znaCaj razvoja premaksile iz frontonazalnog nastavka i njezinu
relativnu odvojenost u ranoj fazi razvoja od maksilarnih nastavaka $to ¢e se ogledati i kasnije,
tijekom djetinjstva i imati poseban znacaj u pracenju i predvidanju rasta i razvoja gornje

Celjusti i srednje trecine lica (3).

Na mjestima spajanja frontonazalnog i maksilarnih nastavaka nastaje nazolakrimalni kanal,
takoder vrlo vazna struktura za kasniji rast i razvoj srednje tre¢ine lica, struktura preko koje se

odvija klizanje koStanih segmenata i oblikovanje konacnog izgleda lica.

Iz maksilarnih nastavaka nastaju obrazi i lateralni dijelovi gornje usne. Prvi centar osifikacije
nazalne i lakrimalne Kkosti, bilateralno premaksile i maksilarnog nastavka nastaje od hrskavice
nazalne kapsule koja se nastavlja na hrskavicu kranijalne baze. Od maksilarnog nastavka
nastaje pterigoidni pleksus i veliko krilo sfenoidne kosti, vomer, maksilarni nastavak i

palatinalna kost.

Osnova za donju Celjust nastaje rastom 1 medusobnim spajanjem mandibularnih nastavaka. U
6. tjednu formira se hrskavicna tvorba (Meckelova hrskavica) koja se proteze od uSne kapsule
do simfize. 1z nje nastaju kondil, miS$i¢ni nastavak donje celjusti te dio kosti oko
mandibularnog kanala. Hrskavica ima najve¢i potencijal okoStavanja 1 najvazniji je

osifikacijski centar rasta mandibule. Preostali dio mandibule okosStava intramembranozno.
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Donja usna nastaje od mandibularnog nastavka i dijela koji se nalazi ispod labiolingvalnog
sulkusa (2).

Neurokranij i kranijalna baza razvijaju se zajedno kao mezenhimalna ovojnica oko primitivne
neuralne osnove i njihov razvoj prati rast centralnog nervnog sustava (CNS-a). Neurokranij
kao vezivna ovojnica obavija veliki mozak i okoStava intramembranozno iz viSe primarnih
osifikacijskih centara (Ceoni, parijetalni, temporalni, okcipitalni). Rastom tih centara nastaje
kranij, a rast mozga stimulira vezivo sutura na stani¢nu aktivnost i umnazanje. Suture postaju
centri kasnijeg rasta. Kranijalna baza razvija se u obliku hrskavi¢ne ploce kroz koju prolaze
zivei 1 krvne Zile baze mozga te okostava enhondralno. U mediosagitalnoj liniji od kranijalne
baze spuSta se hrskavi¢ni nastavak koji ¢e biti osnova za nosni septum. Njegova stani¢na
aktivnost jo§ ¢e dugo vremena biti vazna za rast lica i jedan je od glavnih pokretaca rasta
nazomaksilarnog kompleksa. 1za septuma je vezivna ploca iz koje ¢e kasnije nastati vomer. U
somitskom periodu oko neuralne cijevi mezenhimalnom kondenzacijom razvijaju se 2 sloja:
vanjski (ektomeninks) iz kojeg se razvija dura mater i kosti kranijalne baze te unutarnji
(endomeninks) iz kojeg se razvija pia mater i anahnoidalna membrana. Sve kosti svoda
lubanje osificiraju intramembranozno, dok kosti baze osificiraju enhondralno (4). Primarne
funkcije lica (vid, njuh 1 sluh) razvijene su do poroda, a razvoj intrakranijalnog ziv€anog
sustava prethodi razvoju lica. Stoga je razvoj lica u najranijoj dobi neposredno vezan uz
razvoj baze mozga i osjetnih organa vida, njuha i1 sluha. Rodenjem se mijenjaju funkcije
nazomaksilarnog kompleksa pa meka tkiva vezana uz funkcije zvakanja i1 disanja pocinju
sudjelovati u razvoju kraniofacijanog sustava. Maleno tijelo novorodenceta nema velike
funkcijske zahtjeve za hranjenje i disanje pa se njegove skeletne jedinice mogu razvijati
postnatalno. Enlow navodi da se vremenski period potreban za razvoj povecava s udaljenosti
obiljezja od neurokranija pa donja celjust pocinje s rastom kasnije i traje duze od srednjeg

dijela lica ili oénih duplja (orbita) (5).

1.1.2. Op¢i principi kraniofacijalnog rasta

Kraniofacijalni sustav glave sastoji se od neurokranija i viscerokranija. Njihova
kostana osnova temeljni je morfo-fenotipski ¢imbenik, a na njega utje¢u brojni mehanizmi.
Kostani sustav raste depozicijom i resorpcijom koje se dogadaju na poljima rasta i
povrSinskim endosealnim 1 periosealnim rastom. Polja rasta su sve koStane povrSine,

unutra$nje ili vanjske, koje rastu i nasuprot toga se resorbiraju. Rast se takoder odvija i pod
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utjecajem mekih tkiva (osteogene membrane) i hrskavica. Zbog toga kost, ovisno 0 mjestu i
funkciji (npr. kost uz ligamente, suture ili kost u kojoj se nalaze zubi), ima i razli¢it oblik.
Nisu sva polja rasta aktivna u isto vrijeme, najces¢e se medusobno nadopunjuju, a neka su
samo resorptivna Sto ima posebno velik znacaj na promjenu oblika. Polja rasta koja imaju
znacajnu ulogu u procesu rasta nazivaju se mjesta rasta (npr. kondil), a mjesta rasta koja su
vrlo aktivna nazivaju se centri rasta (suture, kondil, hrskavica nazalnog septuma, sinhondroze,

kranijalna baza) (6).

Ovisno o rasporedu polja rasta jedna povrSina kosti je resorptivna, a nasuprot nje odvija se

apozicija kosti. Ako su resorpcija 1 apozicija uvijek isti i debljina kosti bit e ista.

Ovim osnovnim mehanizmima rasta kost se tijekom rasta pomice u sve tri dimenzije. Neke
kosti koje imaju oblik luka (nepce, mandibula i zigomati¢ni luk) rastu i pomicu se po principu
slova ,,V*. To zna¢i da se apozicija nove kosti odvija na unutarnjoj strani slova V, a resorpcija
na vanjskoj. Smjer kretanja, odnosno rasta je prema Sirokom otvoru slova V. Svi ostali
pomaci dogadaju se u smjeru povrsine kosti gdje se odvija apozicija §to se naziva primarna
translacija. Kost se i1 sekundarno moze translatirati kao posljedica rasta okolnog tkiva,
odnosno rasta susjedne kosti. Sto je kost udaljenija od sredista kostanog rasta, izloZenija je

translacijom pomaku, tj. ti dijelovi bit ¢e viSe translacijski noSeni.

Uz navedene promijene, u svakoj kosti stalno se odvija i unutrasnja remodelacija koja se
sastoji od dvaju simultanih procesa - apozicije (stvaranje nove kosti) i resorpcije (razgradnje
postojece kosti). Njezina je uloga stvaranje i mijenjanje volumena kosti uz odrzavanje njezine
forme (mijenja se regionalno oblik, dimenzija i proporcija). Ovi su postupci osnova rasta i
razvoja, odvijaju se zajedno i dio su procesa okoStavanja. Polja remodelacije su veca §to je
kost veca, ali obrazac distribucije resorptivnih i depozitornih polja se ne mijenja, polja se

jedino mijenjaju iz jedne pozicije u drugu, ali broj tijekom Zzivota ostaje isti.

Funkcije remodelacije su promjena veli¢ine kosti, relokacija pojedine komponente
dopustaju¢i ukupno povecéanje, promjena oblika kosti kao prilagodba na razli¢ite funkcije,
prilagodavanje kostiju medusobno i u odnosu na meko tkivo, kontinuirana adaptacija na

intrizine i ekstrizicne promjene (3).
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1.1.3. Rast nazomaksilarnog kompleksa i mandibule

Rast nazomaksilarnog kompleksa odvija se kroz dva osnovna mehanizma: pasivna
translokacija do koje dolazi zbog rasta kranijalne baze koja gura maksilu prema naprijed te
aktivni rast maksilarnih struktura i nosa. Po rodenju prevladava rast na sinhondrozama
kranijalne baze koji zavrSava oko 7. godine zajedno s neuralnim rastom. U razdoblju od 7. do
15. godine oko tre¢ine ukupnog pomaka maksile prema naprijed moZe se pripisati pasivnom
premjestanju, a ostatak je rezultat aktivnog rasta na maksilarnim suturama kao odgovor na

podrazaje okolnih mekih tkiva.

Najznacajniji medijatori rasta nazomaksilarnog kompleksa su hrskavica nosnog septuma 1

lakrimalna sutura.

Prema teoriji nazalnog septuma (7), za remodelaciju i anteriorni pomak nazomaksilarnog
kompleksa velik utjecaj ima hrskavica nosa. Ona je specijalno adaptirano tkivo koje na
pritisak odgovara manjim dijelom enhodralnom proliferacijom koja dovodi do linearnog rasta,
a ve¢im dijelom stvara fizicku silu koja nastaje ekspanzijom hrskavice i posljedi¢nog guranja

maksile naprijed i dolje.

Maksila se sastoji od nekoliko funkcijskih cjelina koje su medusobno ovisne. Mjesto
remodelacije je straga i gore Sto dovodi do translacije maksile naprijed i dolje. Jedan od
medijatora koji sudjeluju u pomaku maksile prema dolje je lakrimalna sutura koja se nalazi uz
suznu kost. Suzna kost je malena kost okruzena drugim kostima u medijalnom dijelu orbite.

Njezin suturalni sustav tijekom rasta omogucuje klizanje uz suture ostalih dodirnih kostiju.

Rast kosti uz mediosagitalnu suturu nepca sudjeluje u Sirenju nepca i alveolarnog luka 1 odvija
se po principu slova ,,V*. Dno nosne Supljine pomice se prema dolje zbog spustanja nepcane

ploce koja nastaje apozicijom s oralne strane i resorpcijom s nazalne strane.

Visestruki procesi apozicije i resorpcije na vanjskoj plohi maksile u velikoj su mijeri
odgovorni na raznolikost ljudskog lica. Frontalni nastavak maksile i nosna kost rastu
apozicijom prema naprijed. NoSen silama rasta kranijalne baze i spojiSta dezmokranija 1
hondrokranija (zygomatico-frontalna i zygomatico-temporalna sutura) maksila i zigomati¢ni

luk premjeStaju se prema naprijed i dolje i postaju Siri.

Tuber je najvaznije mjesto rasta posterironog dijela maksile i jedno je od sekundarnih centara

rasta koje se remodelira prema straga i natrag te tako pomice maksilu i alveolarni nastavak
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prema naprijed. Rastom tubera prema natrag povecava se duljina zubnih lukova S§to

omogucuje nicanje trajnih kutnjaka.

Pomak maksile prema naprijed posljedica je i pozicioniranja i pomaka (translokacije) cijelog
nasomaksilarnog kompleksa i prednje lubanjske baze koje nastaje kao posljedica rasta
frontalnih i temporalnih reznjeva. Vertikalni rast maksile, uz translacijski pomak i suturalni
rast, u velikoj je mjeri odreden vertikalnim rastom alveolarnog nastavka 1 rastom zuba.
Alveolarni greben sa zubima 1 nep¢ana plo¢a pomiCu se prema dolje uslijed resorpcije s
nazalne i apozicije s oralne strane. Njihov rast je posljedica kombinacije intenzivne
remodelacije s relokacijom prema principu slova ,,V*, primarne te sekundarne translacije.
Najintenzivniji vertikalni rast maksile odvija se u vremenu izmjene mlije¢nih u trajne zube pa

je vertikalna dimenzija zadnja koja se formira tijekom procesa rasta (8).

Kao jedina pokretna kost lica, mandibula svojim specificnim oblikom sudjeluje u razli¢itim
funkcijama: s temporomandibularnim zglobom je povezana sa srednjom lubanjskom jamom,
alveolarni nastavci nose zube, za mandibulu se hvataju snazni zvacni miSi¢i te njezin

unutrasnji prostor ispunjava kompleksni miSi¢ni sustav jezika.

Pri rodenju, mandibula je mala i njezin rast kasni u odnosu na rast ostalih komponenata
kraniofacijalnog sustava. Ona ima kompenzatornu ulogu u uspostavi funkcije Zvacnog
sustava, gonijalni kut je otvoren, a pozicionirana je posteriorno kako bi dijete $to lakSe proslo
kroz porodajni kanal. Kasnije, tijekom rasta i razvoja, mijenjaju se odnosi korpusa i ramusa te
odnosi maskile i mandibule medusobno. Intenzivan rast mozga (posebno frontalni i lateralnih
reznjeva) povecava i pozicionira nazomaksilarni kompleks prema naprijed, dolje i lateralno.
Ujedno se cijelo lice i mandibula rotiraju prema natrag, zbog toga je lice Covjeka ravnije nego
kod primata. Rast mandibule slijedi gotovo u svim dimenzijama princip slova ,,V (procesi
resorpcije dominantno se dogadaju s unutarnje strane, a apozicije s vanjske strane mandibule),
tako se Sirina lica u donjoj treéini povecava horizontalno te se istovremeno povecava
vertikalna dimenzija lica. Rast mandibule mozemo promatrati kroz rast kondilarne hrskavice i
rast ramusa. Bilo kakvo rano ostecenje kondilarne hrskavice dovodi do ozbiljne redukcije
ukupnog rasta mandibule. Kondilarna hrskavica pripada sekundarnom tipu sto znaci da se ne
razvija diferencijacijom primarno iz uspostavljenih hrskavica (Meckelova ili hrskavice
kranijalne baze). Njezin sekundarni razvoj sluzi kako bi omogucila artikulaciju mandibule s

kranijom i nije odlucujuci centar rasta, ve¢ mjesto rasta mandibule (4).
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Ramus je glavni centar mandibularnog rasta i njegova gornja straZznja strana je mjesto
najintenzivnije aktivnosti. On kondil translatira prema gore, a mandibulu prema naprijed i
dolje. Takoder ima vaznu ulogu u postavljanju tijela mandibule i zubnog luka u odnosu na
rastuéu maksilu. Tijekom rasta uspravlja se iz dominantno horizontalnijeg polozaja u
vertikalniji, pa se mandibularni kut smanjuje. Nakon uspravljanja ramusa ponovo dolazi do
promjene obrasca: donji dio prednje plohe ramusa se resorbira, a na prednjoj plohi gornjeg
dijela odvija se apozicija. Ta resorpcija prednje plohe ramusa uz promjenu rotacijskog obrasca
povecava prostor donjeg zubnog luka 1 omogucuje nicanje donjih kutnjaka. Zakljuc¢no,
mozemo re¢i da horizontalni, anteroposteriorni razvoj ramusa ovisi 0 razvoju farinksa te
ektokranijalnog dijela medijalne endokranijalne fose - temporalni lobus mozga. Horizontalni
razvoj dovodi mandibularni luk u okluziju s maksilarnim, slijede¢i koncepte i obrasce rasta
bazikranija. Vertikalni rast ramusa odvija se adaptacijom na vertikalni rast medijalne

kranijalne fose (clivus), odnosno na vertikalnu ekspanziju nazalnog dijela respiratornog puta.

Rast ramusa u vertikali posljedica je enhondralne i periostalne aktivnosti kondilarne
hrskavice. Na njezinoj povrSini dogadaju se hiperplazija, hipertrofija i enhondralna
osifikacija. Sva druga podruc¢ja manidbule formiraju se direkthom povrSinskom apozicijom i

remodelacijom i tako se odvija horizontalni rast.

Intenzitet rasta mandibule prije puberteta relativno je stabilan i iznosi 1 do 2 mm godisnje

povecanje visine ramusa i 2 do 3 mm godiSnje produzenje korpusa.

Zaklju¢no, mozemo re¢i da na konacan izgled i polozaj mandibule utjece: ekspanzija
medijalne i anteriorne kranijalne fose, erupcija zuba, rast farinksa, bilateralna asimetrija,
povecanje jezika, usana, obraza, promjena miSiéne aktivnosti, varijacije oblika glave,
povecanje nazalnih puteva, obrazac gutanja, adenoidne vegetacije, pozicija glave za vrijeme

spavanja, postura tijela te razli¢ite morfoloske i funkcionalne varijacije (3).
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1.1.4. Geneticka i epigeneticka kontrola kontrola rasta kraniofacijalnog sustava

Rast i razvoj kraniofacijalnog sustava covjeka pod znac¢ajnom je kontrolom genetickih
¢imbenika, odnosno pod utjecajem pojedinih skupina gena ¢ija je aktivacija i ekspresija dobro
programirana. Kontrolni geneticki mehanizmi veé¢im su dijelom nespecificnog karaktera,
poput regulacijskih gena koji ne djeluju samo na kraniofacijalni sustav, ve¢ na cijeli
organizam. S druge strane, postoje vrlo specifi¢ni kontrolni obrasci razvoja koji uspostavljaju
fizionomiju specificnu za vrstu s relativno malim morfoloskim varijacijama. Iako se ¢ini da su
varijacije covje€jeg lica velike, one su zapravo minimalne s obzirom na slozenost razvojnog

ciklusa (9).

Mijere vecine tjelesnih proporcija, pa i simetrije lica, pod utjecajem su medudjelovanja veéeg
broja gena sto nazivamo multifaktorsko ili poligensko nasljedivanje. Takav naziv oznacava da
ispoljavanje odredenog svojstva ovisi 0 djelovanju vise gena od kojih svaki pridonosi
izrazenosti S tzv. aditivnim u¢inkom. TO znaci da je za pojavu nekog svojstva ili bolesti
potrebno djelovanje svih gena zajedno, pa se kaze da je utjecaj kumulativan jer niti jedan gen

nije dominantan ili recesivan.

Od 25 000 ljudskih gena dvije tre¢ine sudjeluju u kraniofacijalnom razvoju. Jedna od
najvaznijih skupina gena uklju¢ena u embrionalni kraniofacijalni razvoj organizma su
transkripcijski faktori koji kontroliraju transkripciju (prepisivanje) RNA s kalupa molekule
DNA. Proteinski produkti ovih gena vezu se za regulacijske sljedove na molekuli DNA i
stvaraju komplekse koji omogucuju transkripciju (prepisivanje) odredenog gena.
Transkripcijski faktori ,,uklju¢uju® i ,,iskljucuju“ gene, a njihova specificna struktura sastoji
se od dviju domena: transkripcijska aktivna domena i DNA-vezu¢a domena koja moze biti
razlicitog oblika (uzvojnica-okret-uzvojnica, cinkovi prsti, leucinski zatvara¢, uzvojnica-
om¢a-uzvojnica). Geni koji kodiraju transkripcijske faktore organizirani su u genske porodice
(Tablica 1.) (10).
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Tablica 1. Genske porodice koje sudjeluju u kraniofacijalnom razvoju (preuzeto iz Stern C,
1973.) (10).

Hox 39 gena u 4 subporodice kraniofacijalni  razvoj za

vrijeme embriogeneze

DIx DLX1, DLX2, DLX3, DLX4, DLX5, | kraniofacijalna morfogeneza i
DLX6 normalno formiranje Celjusti
kod kraljezaka
Msx MSX1, MSX2, MSX2P1 Kriti¢ni ¢imbenici ukljuceni u
kraniofacijalni razvoj
Hand HAND1 (5g33) i HAND2 (4q33) razvoj $krznih lukova
Prrx PRRX1 | PRRX2 eksprimacija maksilarnog i

nazofrontalnog nastavka u

kasnijim fazama razvoja

Fox FOXO1B, FOX03B kranofacijalna morfogeneza
Pax PAX3 formiranje  kostiju lica i
lubanje

Osim $to geni mogu biti aktivni samostalno ili u genskim porodicama, njihovu ekspresiju
mogu uvjetovati okolisni ili unutarnji, epigenetski te hormonalni ili enzimatski ¢imbenici (1).
Koliki je odnos ukupne genotipske varijance u ukupnoj fenotipskoj varijanci, govori nam
nasljednost. Ona se izrazava brojkom, od 0 do 1. Vrijednost 0 pokazala bi da nema genetickog
utjecaja na neko fenotipsko svojstvo, dok bi vrijednost 1 znacila da je svojstvo potpuno
geneticki odredeno bez ikakvog utjecaja okolisnih ¢imbenika. Veéi utjecaj okolisnih
¢imbenika i manji utjecaj nasljeda smanjit ¢e vrijednost nasljednosti. Ipak, za vecéinu
svojstava nasljednost se kre¢e izmedu 0,4 i 0,6. Kada je vrijednost iznad ili ispod ovog
raspona, govori se 0 ve¢em ili manjem utjecaju nasljeda na razvijanje ili tzv. morfolosku ili
fiziolosku ekspresiju pojedinog obiljezja. Rezultati istraZivanja pokazuju razlicite vrijednosti
nasljednosti za isto svojstvo u razli¢itim populacijama ili u istim populacijama, ali u razli¢itim

vremenskim periodima (11).

Epigeneticka kontrola ispoljavanja gena proizlazi iz Wadingtonove hipoteze. Sve stanice
naseg organizma potjecu od jedne oplodene jajne stanice koja nakon razvoja organizma daje

200-tinjak razli¢itih tipova stanica. Sve one i dalje imaju isti genom, ali su tijekom razvoja
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pod utjecajem razli¢itih faktora rasta, hormona i ostalih signalnih molekula postale
diferencirane stanice razli¢itih tkiva. Da bi postale razli¢ite, morale su drugacije pakirati svoj
kromatin i tako omogucditi aktivnost razli¢itih gena u razlicitim stanicama. Kromatin se pakira
u podrucja koja su dostupna trankripcijskoj masineriji (otvoreni ili eukromatin) i ona koja to
nisu (zatvoreni ili heterokromatin). Razlika izmedu tih dviju vrsta kromatina ostvarena je
razli¢itim informacijama koje stizu na istu DNA u razli¢itim stanicama. Te se informacije

upisuju ,,na* ili ,,preko” DNA, a nastali upis osnova je pojma ,,epi‘“genetika (12).

Budu¢i da se genom ne smije mijenjati na zahtjeve niti stanice niti okoliSa, ve¢ mora ostati
nepromijenjen tijekom c¢itavog Zzivota stanice, on nije taj koji stanici moze osigurati
adaptibilnost na zahtjeve okruzenja ili organizma. Kako stanica stalno komunicira s okolis§em
kao i s drugim stanicama istog organizma, tako prima informacije o potrebama organizma i
zahtjevima okolisa. Epigenetor je element epigenetickog puta koji nosi tu informaciju. On
prenosi informaciju epigenetickim inicijatorima koji odreduju dijelove genoma cijom se
reorganizacijom eckspresije omogucuje najbolji stani¢ni odgovor, odnosno adaptacija na
dobiveni zahtjev. Na krajnjem segmentu epigenetickog puta nalaze se epigeneticki odrzivadi,
elementi koji prevode zahtjeve epigenetickih inicijatora u epigenom. Odrzivaci takoder
omogucuju molekularni mehanizam stani¢nog pamcenja koji se prenosi na stanice potomke
staniénom diobom. Tako stanice kceri unaprijed imaju odredeni fenotip koji najbolje
odgovara organizmu. Oni su dakle ti koji odreduju status i funkciju kromatina bez zadiranja u
DNA sekvencu, odnosno genom. Epigeneticki put omogucuje rast, mirovanje stanice,
proliferaciju, apoptozu, diferencijaciju te akomodaciju, a u promjene epigenetickih faktora

ubrajamo modifikaciju histona, metilaciju DNA te RNA modifikaciju (13).

Epigeneticki lokalni ¢imbenici odredeni su geneticki, ali sudjeluju izvan stanica u kojima
nastaju. Dijele se na opce i lokalne epigeneticke. Najpoznatiji primjer lokalnog epigenetickog
utjecaja je membranozna osteogeneza mandibule koja je dijelom modulirana Meckelovom
hrskavicom - njezin na¢in rada odreden je unutarnjim genetickim faktorima. Sljede¢i primjer
je baza lubanje ¢iji je rast uglavnom geneticki predodreden i smatra se lokalnim
epigenetickim utjecajem koji utje¢e na razvoj drugih susjednih skeletnih struktura kao Sto su

gornja i donja Celjust (12).

Prema epigenetickoj hipotezi, 1 struktura i funkcija razvijaju se prema biokemijskim,
biofizickim, biomehanickim 1 bioelektiénim parametrima razvoja organizma, intra i

ekstracelularno, a okolina je ograni¢avajuca, regulativna i potpomazuca.
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Saznanje da faktori okoliSa, posebice prehrane, mogu promijeniti epigenom potomstva
ukazuje na vaznost upoznavanja epigenetickih procesa za vrijeme rasta u razvoja i daje novi
pogled na zdravu trudno¢u. Kako se epigeneticko nasljedivanje odrzava tijekom nekoliko
generacija potomstva i nepromisSljeni nacin Zivota poput puSenja, fizicke neaktivnosti i
neprilagodene prehrane nasih djedova i baka odreduje nas danas, jednako tako ¢e i na§ nacin
zivota zasigurno odrediti kraniofacijalni fenotip i sklonost ili otpornost prema bolestima

na$ih, u najmanju ruku, unuka (14).

1.1.5. Teorije kraniofacijalnog rasta

Od pocetka 20. stoljeca vise autora usmjerilo je svoja istrazivanja na kraniofacijalni
rast. To je dovelo do progresivnog napretka brojnih, u to vrijeme sukobljenih, teorija 0 ovoj
temi. Tijekom povijesti prevladavaju tri osnovna razdoblja. Prvi, dominantno do pedesetih
godina proslog stolje¢a, kada prevladava geneticka paradigma. Ona smatra kako je
kraniofacijalni rast isklju¢ivo geneti¢ki odreden i nepromjenjiv, suture su primarna mjesta
rasta, rast se odvija periostalnom depozicijom i endosealnom resorpcijom, a hrskavice
kranijalne baze, nazalnog septuma i kondila su primarni centri rasta. Geneticke teorije
pripisuju glavnu ulogu genetici 1 negiraju mogucnost utjecaja susjednih tkiva i funkcionalnih
C¢imbenika na morfogenezu. Od Cetrdesetih godina dvadesetoga stolje¢a jacaju
funkcionalisti¢ke teorije od kojih je dominantna Mossova teorija funkcijskog matriksa. Ona
potpuno teziSte stavlja na funkcijske utjecaje u kraniofacijalnom rastu i smatra kako
morfologija kosti nije geneticki determinirana. Krajem stolje¢a pojavljuju se revidirane
funkcionalisticke, ali 1 geneticke teorije koje se kona¢no stapaju u suvremene sintetske teorije

kraniofacijalnog rasta.

1.1.5.1. Geneticke teorije

Geneticke teorije smatraju da je razvoj svih kranijalnih kostano-hrskavi¢nih elemenata
kontroliran informacijama pohranjenim u genima. Hrskavica, periost i suture su pod
kontrolom istih intrizi¢nih, osteogenetickih kontrolnih mehanizama i predstavljaju autonomne
centre rasta koji nisu pod utjecajem lokalnih faktora. Stoga geneticke teorije smatraju da se na
kraniofacijalni rast ne moze utjecati. Lice je stabilno u smjeru svog rasta; zubi i alveolarni

nastavci su jedina podrucja na koje mozemo utjecati i izazvati promjene (15).
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Scottova teorija nazalnog septuma smatra kako je rast u trenutku rodenja reduciran samo na
podrucje nosnog septuma koji djeluje na vomeralni sulkus i sluzi kao regulator rasta za gornji
dio skeleta lica. Hrskavica nosa pretezito potiskuje primarno nepce prema dolje i u Sirinu te je
zajedno s Meckelovom hrskavicom dominantna sila u formiranju lica (7). Prema Scottu,
hrskavice i sinhondroze su centri rasta kontrolirani unutarnjim genetickim faktorima. U
suturama i sindezmozama, s druge strane, rast podlijeze djelovanju lokalnih epigenetickih i
okoli$nih ¢imbenika (15).

U pocetku zivota kosti se razvijaju vodene genetickim ¢imbenicima, kasnije funkcionalni
¢imbenici igraju sve vazniju ulogu u odredivanju oblika i gustoce cjelokupnog kostura lica.
Zapravo, kada kost nije u funkciji, sklona je atrofiji ili ne naraste do normalne veli¢ine (7).
Scottova teorija tvrdi da je periostalni rast upravljan genima pojedinca, dok Van Limborg i
gotovo svi ostali autori vjeruju da je to podrucje rasta koji se sekundarno adaptira kao sto je

sluc¢aj i sa suturama (16).

1.1.5.2. Teorija funkcijskog matriksa

Teorija funkcijskog matriksa (TFM) temelji se na postavci da u podrucju glave postoji
devet cjelina koje su medusobno neovisne (svod lubanje, baza lubanje, slusne kapsule, regija
nosa, orbitalne Supljine, sustav potpore lica, usna Supljina, zdrijelo i miSi¢i), a koje su
odgovorne za pojedine funkcije (govor, sluh, vid, nju, probava, disanje, bazalne funkcije i
neuralna integracija). Svaka od tih cjelina povezana je s kostanim sustavom lubanje i naziva
se ,funkcionalna kranijalna komponenta“ te se sastoji od djelatnog matriksa i skeletne
jedinice. Uloga djelatnog matriksa je izravno izvrSenje odredene funkcije, dok je uloga

skeletne jedinice biomehanicka potpora i zastita djelatnog matriksa (17).

Svaka skeletna jedinica, osim kostanog, obuhvaca hrkavi¢no i vezivno tkivo. Ona se moze
sastojati od viSe mikroskeletnih jedinica sa svojim djelatnim matriksom. Tako je izgled kosti
uzrokovan slijedom funkcionalnih zahtjeva djelatnih matriksa svake pojedine ,,mikro-skeletne
jedinice®. Proucavanje morfoloskih obiljezja kostanih struktura glave stoga predstavlja
indirektno proucavanje jedne ili viSe funkcija u kojima pojedino obiljezje sudjeluje kao

integralni dio mekih tkiva, a koje u konacnici i formira tu istu morfologiju (18).

Postoje dva oblika djelatnog matriksa (19) - periostalni i kapsularni matriks. Periostalni

matriks djeluje na skeletnu jedinicu izazivaju¢i na njoj morfoloske promjene apozicijom i
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resorpcijom kostanog tkiva pa se mijenja oblik i veli¢ina skeletne jedinice. On ima sredisnji,
lokalni uéinak i obuhvaca razli¢ita tkiva kao $to su miSi¢i, krvne stanice, zubi ili ZivcCi.
Stimulira rast skeletnih jedinica, direktno u skeletnom tkivu ili indirektno fuzijom s vanjskim

fibroznim slojem periosta (2) (Slika 1.).

biomehanicka
uloga
zastitnicka
uloga

Skeletna
jedinica

Funkcionalni
maktriks

mekotkivni
prostori

N -

TRANSFORMACIJA

neurokranijalni

>
orofacijalni / < = AN;,_EKACIJA :> \
T @ L

RESORPCIJA  DEPOZICIA

promjena pozicije

promjena u veli¢ini i obliku

Slika 1. Uloge i djelovanja pojedinih komponenti teorije funkcijskog matriksa (autorsko
djelo).

Kapsularni matriks sadrzi i funkcionalne prostore, poput usnog, nosnog i zdrijelnog prostora
koji mijenjaju polozaj u prostoru odredene skeletne jedinice (20). Takvi prostori nisu samo
prazne Supljine, ve¢ integrirani negativni dio pojedine pozitivne cjeline u funkcionalnom
skladu s djelatnim matriksom i skeletnom jedinicom (21). Najznacajniji primjer predstavlja
neurokranijalni kapsularni matriks. To je ukupni volumen neuralne mase i kod ekspanzije

neurokranijalne kapsule uvijek raste proporcionalno s povecanjem neuralne mase. Ekspanzija
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neuralne mase uvijek je prvi dogadaj koja uzrokuje sekundaran, kompenzacijski rast lubanje.
Orofacijalni kapsularni matriks predstavlja orofacijalni funkcionalni prostor okruzen

orofacijalnom kapsulom. Granica je koza izvana i mukozna membrana iznutra.

Mikroskeletne jedinice su dijelovi kosti ¢iji je rast moduliran periostalnim matricama (primjer
temporalis - koronoidni nastavak, maseter - gonijalni kut). Rast se ovdje odvija iskljucivo

transformacijom (intraoselani rast).

Makroskeletne jedinice su maksila, mandibula ili, primjerice, neurokranij. Ekspanzija
kapsularnog matriksa uzrokuje pasivan polozaj (promjenu) makroskeletne jedinice, tj.

translacijski rast skeletne strukture.

Teorija funkcionalnog matriksa objasnjava kako sva skeletna tkiva imaju odredeni stupanj
savitljivosti tijekom rasta i razvoja. Kraniofacijalni kompleks je ontogeneticki i filogeneticki
visoko adaptiran na funkcionalne zahtjeve i zahtjeve okolisa. Nasljednost i geni nemaju
aktivnu ulogu u rastu. Mijenjanje, rast skeletnog tkiva i organa uvijek je sekundaran i obvezan
odgovor na stalne dogadaje i1 procese koji se dogadaju u posebnim ,,neskeletnim tkivima“,
organima ili funkcionalnim prostorima (funkcionalne matrice). Teorija ne objasnjava kako se
neki aktualni morfogeni procesi dogadaju, ve¢ samo opisuje Sto se dogada u kombinaciji
akcije/reakcije i povratne informacije. Zbog toga je razumljivo da postoje odredeni stavovi
koji se suprostavljaju Cisto funkcionalistickoj teoriji. Dvije su osnovne skupine stavova koji se

suprostavljaju teoriji funkcijskog matriksa:

1. Metodologijska kritika koja kritizira TFM jer koristi samo mikroskopska mjerenja, samo
specifiéne opcije bez objasnjenja strukturalnih detalja, samo kvalitativni, a ne kvantitativni

opisi, tj. teorija nema kinetike i opisa dinamike rasta.

2. Hijerarhijska kritika tvrdi kako TFM ne objasnjava kako se ekstrizi¢ni, epigeneticki i
funkcionalni stimulusi transduciraju u regulatorne signale na celularnoj, multicelularnoj i

molekularnoj razini (2).

1.1.5.3. Revidirana teorija funkcijskog matriksa

Upravo iz hijerarhijske kritike proizasle su promjene, TFM, odnosno revidirana
teorija. Nova revidirana TFM pokusava biti most od genoma do organa preko dvaju

koncepata: mehanotransdukcije i multicelularnog djelovanja stanica.
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Mehanotrandukcija je proces kojim se mehanicki stimulusi konvertiraju u bioloski signal kako
bi nastao celularni odgovor. Djelovanjem eksternih podrazaja na stanicu preko mehano
receptora dogada se promjena signala u intracelularni signal S§to se naziva
mehanotransdukcija. Mehanotransduktivnim se procesima periostalni funkcionalni stimulusi

(ionski ili mehanicki), prema ovoj teoriji, pretvaraju u skeletni celularni signal.

Medu stanicama postoji dobro razgranati sustav poveznica, odnosno mreza pomocu koje se
objasnjava intercelularna transmisija signala. Sve stanice kosti medusobno su povezane preko
intercelularne mreze. Poveznica je meduplazmatski sustav sitnih kanala, tj. povezanost

izmedu osteona i intersticijskih regija (2).

Mehanotrandukcija aktivira koStane stanice tako Sto osteociti Mogu inicirati pocetni
membranski potencijal koji se pritom prenosi kroz connected cellular network (CNN). Ta
poveznica je samoorganizirajuca, samoadaptirajuca i epigeneticki regulirana, stabilan, ali

dinamican sistem sa stalnim promjenama preko sustava povratne sprege.

Bioloska struktura je hijerarhijski organizirana sa strukturnom 1 funkcionalnom
kompleksnoséu koja se povecava pocevsi od subatomske razine do stanice, tkiva i organa.
Uzro¢ni, kontrolirani, reguliraju¢i i determinirajuci ¢imbenici koji utjeu na bioloske strukture
mogu biti kategorizirani kao intrizicni i ekstrizi¢ni. Intriziéni se dalje klasificiraju kao
,prioritetni“ uzroci Koji utjecu na nastanak prije nego se formira ve¢ specifi¢na struktura. Oni
utjec¢u na vitalne funkcije unutar i medu stanica te utjecu na formu tkiva. EKstrizi¢ni utjeu na

ucinkovitost i djelotvornost razvoja i uglavnom predstavljaju epigeneticke mehanizme (2).

1.1.5.4. Suvremene teorije

Von Limborgova (kompromisna) teorija, sintetska teorija, servo sistem teorija
Aleksandra Petrovi¢a, Johnsovova limitiraju¢a teorija kotaca te Voudourisova hipoteza
relativnog rasta novijeg su datuma. Sve one do sada poznate i pretpostavljaju¢e mehanizme
kombiniraju pokusavajuci shvatiti i objasniti biologiju rasta i razvoja na mikro i makro nivou.
Od navedenih teorija posebnu paznju zaokuplja Von Limborgova (kompromisna) teorija koja
uspijeva ujediniti danasnja dominantna gledista na mehanizme koji upravljaju procesima rasta
1 razvoja. Ona navodi kako u pocetku rasta i razvoja unutarnji (geneti¢ki) ¢imbenici imaju
dominantnu ulogu u upravljanju sloZenim procesima. S protokom vremena, sve se vise

ukljucéuju i lokalni, epigeneti¢ki, hormonalni, misi¢ni, funkcijski i okolisni ¢imbenici
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prikazani u Tablici 2. koji utje¢u na smjer, intenzitet, vrijeme i dinamiku rasta. Uz kostane

strukture sustavno rastu meka tkiva (misici, vezivo, koza, osjetni organi). Oni svojim rastom i

funkcijskim potrebama djeluju na sekundarne centre kostanog rasta pa tako u konacni izgled

ugraduju funkcijske zahtjeve mekih tkiva (22).

Tablica 2. Von Limborgova klasifikacija ¢imbenika koji utjeu na kraniofacijalni rast

(preuzeto iz Caprioglio A, 2001.) (22).

GENETICKI

INTRIZICNI GENETICKI

utjecaj na razini stanice od

kojih se tkivo sastoji

(diferencijacija 1 stopa

umnazanja)

LOKALNI EPIGENETICKI

lokalni utjecaj na stanice od

kojih se tkivo sastoji

GENERALNI EPIGENETICKI

udaljeni utjecaj na stanice od

kojih se tkivo sastoji

OKOLISNI

LOKALNI

ligamenti, tetive, miSi¢i i

ostala meka tkiva; zubi,

funkcionalni prostor i

ortognata sila

GENERALNI

vaskularizacija,  inervacija,
prehrana, sistemske bolesti,

oksigenacija, bolesti
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Uzevsi U obzir sve do sada objasnjeno, kontrola rasta moze se objasniti kroz 12 sumacijskih
tocaka (6):

1.

10.

Rast je diferencijacijski proces progresivne maturacije. Razli¢iti dijelovi imaju razlicit
raspored razvoja. Razli¢iti su vrijeme, brzina, regionalni iznos razvoja te razliciti
regionalni smjerovi. Tako, primjerice, vertikalni razvoj ima razliCito vrijeme
morfogeneze od transverzalnog, a bilateralna bazikranijalna §irina je naprednija u
usporedbi s poveéanjem zra¢nih facijalnih prostora i erupcije zuba. Bikondilarna i
bizigomati¢na dimenzija korelira s ranom transverzalnom maturacijom temporalnog i
frontalnog reznja. Rast ramusa adaptira se vertikalno na antero-posteriornu maturaciju
faringealne komponente.

Razvoj je proces kojim se postize ekvilibrijum, strikturalni i funkcionalni. Rast niti
jednog dijela nije izoliran, ve¢ se stalno mijenja u veli¢ini, obliki i odnosu izmedu
odvojenih dijelova i regionalnih komponenti svakog dijela.

Znacajna je prilagodba pojedinih anatomskih dijelova i grupa dijelova: temporalni
misi¢ i koronoidni nastavak, korijen zuba i alveola.

Ne postoji niti jedna centralna, kontrolna sila koja regulira razvoj svih kostiju.
Razlic¢iti tipovi tkiva su razli¢itog kapaciteta za razliCite promjene za vrijeme rasta.
Kost je na vrhu te piramide i ima veliku moguénost adaptacije remodelacijom, dok je
okluzijska ravnina pod jakim intrizi¢énim utjecajem.

Dva glavna pokreta za vrijeme rasta su remodelacija i pomak.

Varijacija oblika glave i lica (u Sirokom rasponu varijacija od dolihocefali¢nih do
brahicefali¢nih tipova) nastaju zbog razli¢itog bazikranijalnog obrasca facijalnog rasta.
Oblik lica i proporcije su projekcija prednje kranijalne fose i tu je ,korijen®
bazikranijalne asimetrije i posljedi¢ne asimetrije lica.

Dvonozna postura tijela, povecanje mozdane mase i fleksura kranijalne baze utjecu na
inferoposteriornu rotaciju nazomaksilarnog kompleksa.

Rotacija maksile i/ili mandibule uvijek su kombinacija i pomaka i remodelacije i u
podlozi je uvijek kompenzacijski mehanizam.

Regionalna adaptacija uvijek je dio kontrolnih mehanizama rasta i preslika je
medusobnih dijelova. Primjer je visina ramusa koja je povezana s faringealnim

prostorom i funkcionalnom pozicijom donjeg luka te u ovisnosti s gornjim lukom.
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11. Klini¢kom intervencijom se na procese rasta moze djelovati kao klini¢ki inducirani
intrizi¢ni kontrolni signali koji, dok djeluju, mogu usmjeravati rast i razvoj.
12. Smjer mimi¢ne i facijalne muskulature suprotan je od smjera rasta obiju Celjusti.

Povecéanje masetera i temporalisa utjece na konacan polozaj mandibule.

U svakoj od navedenih sumacijskih tocaka kraniofacijalnog rasta mozemo ocekivati razlicite
poremecaje ili nepravilnosti koji ¢e utjecati na nastanak Sirokog spektra kraniofacijalnih
varijacija. Buduc¢i da ne postoji jednoznacan obrazac koji bi doveo do uniformnog fenotipa,
svaka od prije navedenih 12 tocaka kraniofacijalnog rasta i razvoja u sebi sadrzi mogucénost

nesimetricnog razvoja i1 nastanka razlicitih oblika asimetrije.

1.2. Utjecaj spolnog dimorfizma i hormonalnog statusa i procesa starenja na oblik
kraniofacijalnog skeleta

Kao $to je u prthodnom poglavlju navedeno, razli¢iti dijelovi lica imaju razlicit razvoj
u smislu vremena, brzine te smjera rasta i razvoja (6). Na trajanje tih procesa, kao i na
promjene lica tijekom C¢itavog Zivota, u velikoj mjeri znacCajnu ulogu imaju razliita
hormonalna medudjelovanja te vrijeme djelovanja i koncentracije pojedinih hormona koji,
svaki sa svojim cjelovitim ili aditivnim ucinkom, pridonosi promjeni morfoloskih

karakteristika lica.

Hormonalni status stoga predstavlja znac¢ajan ¢imbenik koji treba uzeti u obzir pri analizama
morfoloSkih promjena kraniofacijalnog skeleta. Spolni dimorfizam jedan je od osnovnih
funkcijsko-morfoloskih obiljezja prema kojem se razdvaja promatrana populacija i to upravo
zbog jasnog razgraniCenja i jasne razlicitosti djelovanja pojedinih hormona. Poznato je da
testosteron ¢ini robusniju formu jagodica, naglasene supraorbitalne lukove, snazniju celjust i
opcenito izrazajniju donju tre¢inu lica, dok estrogen ¢ini gracilniji izgled nosa, o€iju i
jagodica. Na osnovu ravnoteze ili dominacije muskih ili Zenskih hormona, lice tijekom
razvoja poprima obiljezja koje mu daju karakteristike muskog ili Zenskog lica (23). Uslijed
pojacanog izlu¢ivanja spolnih hormona u pubertetu dolazi do vecih i brzih promjena u izgledu
lica te se naglasavaju spolne razli¢itosti. Dok kod oba spola u djetinjstvu prevladavaju zenske
fenotipske karakteristike lica, nakon puberteta se formira spolni dimorfizam u svojoj punini.
Potom se kod zena kostane promjene lica usporavaju nakon puberteta, dok se kod muskaraca

topografske i dimenzionalne promjene nastavljaju tijekom kasnog adolescentnog perioda (23).
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Muska lica su u prosjeku duza, Sire Celjusti te naglasenijih supraorbitalnih lukova (tzv. arkade
ili ¢eoni lukovi), dok su Zenska lica manje Celjusti, punijih usana, manje izrazenih ¢eonih
lukova i izraZenijih o&iju (24). Zensko lice je ravnije i prema proporcijama &ini se Sire i
op¢enito njeznije. Anatomske strukture lica koje imaju najizrazajniji spolni dimorfizam su
supraorbitalni brid i lukovi, glabelarna regija i trigonum mentale (25, 26, 27). Kako je nazalna
regija dio diSnog sustava, postoji odredena uskladenost veli¢ina tako da nosna Supljina ima
vece dimenzije kod muskarca nego kod Zena. Stoga su i dimenzije vanjskog nosa vece kod
muskarca. Musko je ¢elo viSe zakoSeno, dok je kod Zena ono uspravnije 1 zaobljeno. Uslijed
izraZzenijeg 1 izboCenijeg nosa kod muskarca, dio Cela uz korijen nosa takoder je izbocCen.
Misi¢na hvatiSta su bolje izraZzena kod muske nego kod Zenske lubanje pa je to na licu vidljivo
u podrucju ruba hvatista sljepoo¢nog misi¢a (m. temporalis). Orbite su kod muske lubanje
manje 1 Cetvrtastije, zaobljenih rubova 1 jace izraZzenih supraorbitalnih lukova, dok su kod
zenske lubanje orbite vece 1 okruglog oblika, oStrijih rubova 1 slabije izrazenih supraorbitalnih

lukova (28, 23).

Razvijenost brade vrlo je rasiren znak dominantnosti i ¢es¢i je kod muskog lica. Naglasenost
mandibularnog kuta i misica masetera licu daje dominantno muzevnu karakteristiku, dok
naglaSenost jagodica, odnosno zigomati¢ne regije lice feminizira. Mandibula ima spolno
razlicite karakteristike jer je kod muskarca ona veca i §ira, ostrijeg gonijalnog kuta, a brada
Cetvrtastija i jaCe izraZzena dok je zenska mandibula manja i uza, s tupljim gonijalnim kutom i

njeznijom i uzom bradom (28, 23).

Ove karakteristike navedene su kao opcenita obiljezja za pojedini spol, no dinamika
hormonalnog medudjelovanja rezultira preklapanjem 1 spajanjem spolno dominantnih
karakteristika kao i njihovu promjenu tijekom vremena. To je posebice izrazeno pocetkom
perioda starenja koji je prirodan i ireverzibilan fizioloski proces koji podrazumijeva
morfoloske 1 fizioloske regresivne promjene. Danas je iz literature poznato mnogo razli¢itih
teorija kojima se pokuSavaju opisati uzroci i mehanizmi starenja u organizmu, od troSenja,
koriStenja 1 zlouporabe tkiva, do smanjenog lu¢enja hormona, gomilanja slobodnih radikala u
tkivima 1 sl, a ¢ija je posljedica smanjena moguc¢nost obnove tkiva. Sve teorije imaju
zajedni¢ki zakljuCak: posljedice starenja nisu jednake kod svih te ovise o genetskim
C¢imbenicima te Cimbenicima utjecaja okoline (29). Na razini organizma starenje se
manifestira kao ukupan pad u funkcionalnom kapacitetu razli¢itih organa da odrZe osnovnu

homeostazu tkiva i da daju fizioloski primjeren odgovor na stres. Ovaj pad je postepen i
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umjeren u srednjim godinama, no ubrzava se u starijoj dobi i postaje posebno vidljiv pod
uvjetima koji izazivaju organizam da odgovori na razli¢ite stresore robusnim fizioloskim 1/ili

regenerativnim odgovorom (30).

Prve promjene lica mogu se uociti u dobi izmedu dvadesete i tridesete godine Zivota (31).
Pokazalo se da se kostana tkiva duz orbitalnog ruba, posebno superomedijalno i
inferolateralno, resorbiraju s porastom dobi, dok sredi$nji orbitalni dijelovi ostaju relativno
stabilni tijekom cijelog Zivota (32). Povlacenje kosStane sredine i maksile u starijoj dobi
pridonosi izgradnji i produbljivanju nazolabijalnih nabora i povecanju plosnatosti lica (33).
Povecanje nosa rezultat je povecanja piriformnog otvora, dok se koStani rubovi povlace,
0sobito u procesu podizanja gornje Celjusti. Visina i duzina mandibule smanjuju se u starijoj

dobi, dok se mandibularni kut povecava (34).

Bogin i suradnici (2018) azurirali su Boginov sustav klasifikacije zivotnih stadija Covjeka.
Ovi stadiji ukljucuju: primarni period odrasle dobi (18/20 - 35 godina), sekundarni period
odrasle dobi (35 - 50 godina), prijelaznu, odnosno degeneracijsku dob ( > 50 godina do
starenja) i starost (varijabilni poc¢etak i napredovanje kao funkcija prethodne razine somatskih
i kognitivnih rezervi) (35). Kako navodi Skari¢-Juri¢ T., s obzirom da je starenje kontinuirani
proces, dob prekretnice pri kojoj ¢e se smatrati da netko pripada skupini osoba starije dobi,
drustveno je uvjetovana i1 ona se u danaSnjem trenutku u razvijenim drzavama svijeta obi¢no

pozicionira na dob oko navrSene 65. godine zivota (30).

IstraZzivanja lica ukazuju da se dobna granica ne treba smatrati samo druStvenom kategorijom,
ve¢ ona ima svoje bioloske temelje. Recentni rad na istoj populaciji na kojoj je provedeno i
ovo istrazivanje Ukazao je kako kod Zenske populacije ve¢ ranije, pocetkom menstrualne
pauze, dolazi do znac¢ajnih promjena u morfoloskim karakteristikama lica. Istrazivanje nase
znanstvene grupe pokazalo je da je stopa starenja lica kod zena (prosjecan iznos - za razliku
od promjene oblika u godini) vec¢a od stope kod muskaraca. Prije dobi od 50 godina i nakon
60. godine, Zenska lica u prosjeku stare dvaput brze od muskih lica; izmedu 50 1 60 godina
ova razlika u stopi starenja jo$ je izraZenija (i do tri puta brza). Takoder, ova istrazivanja
ukazuju da nakon menopauze kronoloska dob vise nije dovoljna za dovoljno precizno
predvidanje oblika lica, ve¢ je za to primjerenija tzv. menopauzalna dob (odnosno vrijeme od

posljednje menstruacije).

Nakon menopauze zene pokazuju jace smanjenje u podrucju ¢eljusti, osobito u podrucju brade

u usporedbi s muskarcima. Ta razlika medu spolovima vjerojatno proizlazi iz razli¢itih

21



Ivana Rupié, disertacija

hormonalnih promjena tijekom menopauze i andropauze kojima dominira Smanjenje
estrogena kod Zena i smanjenje testosterona kod muskaraca. Poznato je da oba hormona
utjeCu na metabolizam kostiju, ali resorpcija kosti prvenstveno kontrolira estrogen kod oba
spola (36, 37, 38). Gubitak estrogena utjece i na kosti ¢eljusti (39, 40). Mnogo veca redukcija
estrogena kod Zena u odnosu na muskarce stoga moze uzrokovati izrazeniju resorpciju kosti
kod zena (41). Zakljuéno, rezultati istrazivanja tkiva lica pokazuju da su promjene
morfologije lica znacajno vec¢e kod zenskog u odnosu na muski spol i da u najveéoj mjeri

zapocinju u periodu kada pocinje period menopauze, odnosno andropauze (42).

1.3. Asimetrija lica i razvojna nestabilnost

Asimetrija je odstupanje od identicnog oblika ili veli¢ine dviju strana tijela. Postoji
nekoliko klasifikacija asimetrije lica. Hendersonova klasifikacija asimetrije (4) je najopseznija
morfoloska klasifikacija koja dijeli facijalnu asimetriju na: asimetrija donje, srednje i gornje
trecine lica i rascjep usne i/ili nepca. Klinicki najobuhvatnija je klasifikacija Bishare (2) koji
je podijelio asimetriju prema etiologiji na: dentalnu, skeletnu, miSi¢nu i funkcionalnu.
Asimetrija je jedna od najceS¢ih facijalnih karakteristika 1 preklapanje maksilarne i
mandibularne srediSnje linije vazni su ciljevi svake ortodontske terapije. Simetrija poboljSava

estetiku zuba 1 lica, ali 1 funkciju 1 stabilnost konacnih ortodontskih rezultata.

Sve metode detekcije asimetrije (ukljucujué¢i funkcionalnu i frontalnu analizu te radiolosku
metodu lokalizacije asimetrije) imaju isti nedostatak definiranja referentne medio-sagitalne
ravnine. Umjesto nepreciznih mjerenja udaljenosti od te ravnine, modeliranje zrcalnog
objekta moze pruziti to¢niju procjenu kraniofacijalne asimetrije. Za modeliranje je vazan
pravilan odabir i digitalizacija dvodimenzionalnih i/ili trodimenzionalnih antropometrijskih
(kefalometrijskih) tocaka lica jer odstupanje simetrije ponekad moze biti vrlo malo.
Homologija, ponovljivost i dobra vidljivost tocke na promatranoj anatomskoj strukturi vazne
su predispozicije za njihovu uporabu. Metoda objekta zrcaljenja klinicki je i znanstveno

primjenjiva za procjenu razli¢itih tipova asimetrije (43).
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1.3.1. Vrste simetrije

Prije razmatranja asimetrije, korisno je osvrnuti se na simetriju jer je asimetrija
odstupanje od simetrije. Simetrija bioloskih struktura moze se definirati kao ponavljanje
dijelova u razli¢itim polozajima i orijentacijama. Takva simetrija je temeljna tjelesna znacajka
veéine organizama i mnogih njihovih dijelova. Vecina Zivotinja je bilateralno simetri¢na, s
lijevim i desnim stranama koje su jedna od druge zrcalne slike. Bilateralna simetrija,
medutim, nije jedini tip simetrije u bioloskim strukturama. Bilje, narocito, pokazuje Sirok

raspon razli¢itih vrsta simetrija u cvjetovima i drugim organima (44, 45, 46, 47).

Budu¢i da je simetrija morfoloSkih struktura ponavljanje dijelova u razli¢itim poloZajima 1
orijentacijama, korisno je uzeti u obzir broj i raspored ponovljenih dijelova kao nacin
razumijevanja razliCitih tipova simetrije. Na primjer, poznata bilateralna simetrija vecine
zivotinja povezana je s ponavljanjem dijelova kao parova koji se nalaze na lijevoj i desnoj
strani kao zrcalne slike jednih drugih. Za svaki par dijelova, odraz oko srediSnje ravnine
preslikava lijevi dio na desni dio i obrnuto. Stoga je ta refleksija o srediSnjoj ravnini jako

vazna za bilateralnu simetriju 1 moze se koristiti za njezinu karakterizaciju.

Ostale vrste asimetrije temelje se na razli¢itim rasporedima dijelova (Slika 2.). Budu¢i da su ti
tipovi simetrije obi¢no slozeniji od bilateralne simetrije jer ve¢ina ukljucuje vise od dva
dijela, oni su podvrgnuti krovhom pojmu ,,slozena simetrija®“ - bilo koji tip simetrije osim
bilateralne simetrije. Ovaj je izraz koristan jer strukture sa sloZenom simetrijom zahtijevaju
posebne metode za morfometrijsku analizu (48) koje su generalizacija jednostavnijih metoda

koje se rutinski koriste za bilateralnu simetriju (49, 50, 51).

Refleksija nije vazna samo za bilateralnu simetriju, ve¢ se javlja i u razliitim tipovima
slozene simetrije. Disimetrijska ili biradijalna simetrija, gdje postoje dvije okomite osi ili
ravnine simetrije, jo$ je jedan tip simetrije koji je rasprostranjen npr. u jednocelijskim algama
(Slika 2a.) (52, 53, 54) ili u mnogim cvjetovima (55, 56, 57, 58, 59). Dvije osi simetrije mogu
biti razli¢ite u razvojnim i funkcionalnim aspektima (lijeva-desna os u odnosu na dorzalno-

ventralnu ili adaksijalno-abaksijalne osi) §to moZe biti od posebnog interesa (53, 54, 57).
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Slika 2. Neke vrste slozene simetrije: (a) simetrija refleksije s dvije osi simetrije (Micrasterias
rotata, jednostani¢na alga); (b) rotacijska simetriju cvijeta; (c) translacijska simetrija (serijska
homologija) kraljesaka u kraljeznici ribe; (d) spiralna simetrija komora nautilus ljuske

(autorsko djelo).

Rotacija je takoder uklju¢ena u mnoge simetrije, bilo samostalno (Slika 2b.) ili u kombinaciji
s refleksijom, tako da je svaki dio zrcalno simetriCan kao u poznatoj radijalnoj simetriji
mnogih cvjetova ili kod nekih beskraljeZznjaka kao $to su morski jeZzevi i meduze. Svaka
rotacija ima srediSte ili os 1 svaka rotacija ima redoslijed, broj ponavljanja dijelova koji su

rasporedeni oko punog kruga (npr. Slika 2b. prikazuje rotaciju reda 5 ili 72°).

Daljnje moguce rjeSenje je ponavljanje dijelova uzduz osi, s translacijom kao promjenom
izmedu ponovljenih dijelova. Takva translacijska simetrija biolozima je mozda viSe poznata
pod nazivom serijska homologija. Pojavljuje se Siroko u tjelesnim planovima mnogih
zivotinja koje pokazuju segmentaciju u nekom obliku (npr. kraljSci kraljeznjaka, Slika 2c.) i
takoder u mnogim biljkama gdje se liS¢e 1 drugi organi ponavljaju duZ izbojaka. U tim

primjerima translacija se ¢esto kombinira s rotacijom ili refleksijom.

Spiralna simetrija, gdje se rotacija i translacija odvijaju zajedno s ekspanzijom, drugi je tip
simetrije koji se Cesto vidi u morfoloSkim strukturama (npr. Skoljke puzeva i1 drugih
mekusaca, Slika 2d.). Ovi primjeri nisu nabrajanja mnogih simetrija koje se nalaze u
morfoloskim strukturama, ve¢ predstavljaju najrasirenije tipove i stoga su korisne kao pregled

najvaznijih tipova simetrije.
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1.3.2. Simetrija matematicki

Postoji opsezna i mo¢na matematicka teorija o simetriji (60, 61, 62, 63) koja je klju¢na
za razumijevanje slozenih simetrija. Transformacije igraju vaznu ulogu u 0vOj teoriji.
Transformacija mapira svaku tocku objekta na neku toCku u ravnini ili prostoru objekta i
reverzibilna je. Transformacije s posebnim interesom za simetriju su: refleksija, rotacija i
translacija koji definiraju raspored ponovljenih dijelova u simetri¢noj strukturi (Slika 3.).
Takoder, daljnja transformacija koja je vrlo vazna je identitet, transformacija koja ostavlja
svaku tocku nepromijenjenom (moze se takoder opisati kao rotacija za 360 ° ili kao rezultat

dviju refleksija oko iste osi ili ravnine).

Objekt je simetriCan ako transformacija ostavlja objekt nepromijenjenim. Transformacije koje
ostavljaju objekt nepromijenjenim nazivaju se njegovim transformacijama simetrije. Simetrija
objekta moZe se karakterizirati skupom svih njegovih transformacija simetrije. To je skup s
nekim posebnim svojstvima koji se naziva grupa i stoga se naziva skupina simetrije. Svaka
vrsta simetrije ima svoju karakteristicnu skupinu simetrija (60, 61, 62, 63). Skupine simetrije
mogu npr. kombinirati rotacije i refleksije. Primjer je skupine simetrije jednakostrani¢ni
trokut (Slika 3.). U ovom slucaju, rotacija je reda 3 ili 120 ° $to znaCi da grupa simetrije
ukljucuje 1 rotacije za 240 ° i za 360 ° (ili 0 °, identitet opet). Svaka od tih rotacija moze se
dalje kombinirati s refleksijom (Slika 3; to mijenja jesu li uglovi trokuta oznac¢eni u smjeru
kazaljke na satu ili suprotno od kazaljke na satu). Budu¢i da se svaka rotacija moze dogoditi s

ili bez refleksije, skupina simetrije ukljucuje ukupno Sest transformacija (Slika 3).
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u skupini simetrije: rotacije za 120 °, za 240 ° i za 360 ° (ili za 0 ° $to je identitet), svaka s ili

bez refleksije (autosko djelo).

Sve skupine simetrija nemaju konacan broj transformacija, postoji samo odredeni skup
transformacija simetrije, a kombiniranje tih transformacija na bilo koji zamisliv na¢in uvijek
donosi transformacije koje su ve¢ ukljucene u taj skup. Na Slici 3c. je translacijska simetrija
kraljeznice gdje se moguce transformacije kre¢u naprijed za jedan prsljen ili se kre¢u unatrag
za jedan prsljen. Ako opetovano primijenimo jedan od njih, nikada se ne¢emo vratiti na istu
transformaciju jer uvijek mozemo dodati jo§ jedan korak, a zatim joS$ jedan i1 drugi. Naravno, u
konacnici, ponestajat ¢e nam kraljeznice na prednjem ili straznjem kraju, ali to nam samo
govori da kraljeZnica kao cjelina nije stvarno simetri¢na pod translacijama. Skupine simetrije
s translacijom sadrZze beskonacan broj transformacija simetrije. Isto vrijedi 1 za spiralnu
simetriju: u nautilusu (Slika 3d.) moguce je zapoceti u sredini i zatim korak po spirali ljuske
iz komore u komoru, ali taj slijed nikada ne prestaje jer se uvijek moze ponoviti nekoliko
puta. Razlika izmedu tih kona¢nih i beskonaé¢nih skupina simetrije vazna je za morfometrijske

studije zbog odredivanja koje se vrste analiza mogu koristiti za razli¢ite tipove simetrije.
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1.3.3. Podudarna simetrija i simetrija objekta

Za analizu asimetrije oblika korisno je napraviti daljnju razliku izmedu dviju vrsti
simetrija ili, bolje receno, izmedu dviju perspektiva simetrije. Prvo, postoji tip simetrije gdje
je struktura prisutna kao dvije odvojene kopije, jedna na svakoj strani tijela, koje su zrcalne
slike jedna druge. Poznati primjeri ove vrste simetrije su ljudske ruke ili krila insekata (Slika
4a.). Osovina ili ravnina simetrije prolazi izmedu dviju kopija, ali nije dio ni jedne kopije.
Kao rezultat toga, raspored dvaju dijelova u odnosu jednog na drugi nije aspekt njihove
simetrije. Ovaj tip simetrije naziva se podudarna simetrija (50, 51) jer se lijeva i desna kopija
mogu pomicati i medusobno uskladiti, na primjer stavljanjem dlanova lijeve i desne ruke

zajedno.

Slika 4. Podudarajuca simetrija i simetrija objekta. (a) Podudarajuca simetrija. Postoje dva
odvojena primjerka krila muSice, a os simetrije prolazi izmedu njih; (b) Objektna simetrija.

Lice je simetri¢no samo po sebi, a kroz njega prolazi os simetrije (autorsko djelo).

Alternativa je objektna simetrija gdje je predmet interesa simetri¢an sam po sebi (50, 51). Na
primjer, ljudsko lice je simetri¢no jer su njegove lijeve i desne polovice zrcalne slike jedna od
druge (Slika 4b.). Za strukture s objektnom simetrijom, os ili ravnina simetrije prolazi kroz
strukturu. Stoga je relativni raspored dviju polovica integralni aspekt simetrije cijele

konstrukcije.
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Ova razlika ima vazne implikacije za analize asimetrije. Za podudarnu simetriju, mogucénost
podudaranja lijeve i desne kopije takoder nudi izravnu metodu za karakteriziranje asimetrije.
Ako se zajedno pokusa uskladiti lijevu 1 desnu kopiju (kao lijevi i desni dlan ruke) sto je vise
moguce, preostale razlike nastaju zbog asimetrije. Za objektnu simetriju situacija je nesto
slozenija jer se lijeva i desna polovica moraju usporedivati kao dio cjelokupne strukture.
Metoda analize simetrije objekta koristi superimpoziciju izvorne i kopiju zrcalne slike objekta
za karakterizaciju simetrije i asimetrije. Objektna simetrija vazna je za morfometrijske studije,
¢ak i ako asimetrija nije u srediStu interesa jer su lijeva i desna polovica strukture medusobno
ovisne $to potencijalno moze uzrokovati probleme za analize (64). Za strukture s objektnom
simetrijom istrazivac¢i stoga uvijek trebaju koristiti metode koje uzimaju u obzir simetriju (50,
51).

Razlikovanje podudarne simetrije i simetrije objekata lako je u vecini slucajeva. Klju¢no je
pitanje prolazi li medijana osi ili ravnina izmedu lijeve i desne polovice tako da ih ostavlja
slobodnim da se kre¢u u medusobnom odnosu ili prolazi kroz strukturu tako da su dvije
polovice ¢vrsto povezane. Obi¢no je ovo pitanje lako odgovoriti i stoga je jasno koja se vrsta

analize treba koristiti (65).

Razlika izmedu podudarne i simetrije objekata posebno je vazna za tretiranje razlika u veli¢ini
izmedu lijeve 1 desne strane. Za usporedbu simetrije, razlika u veliCini lijeve i desne kopije
dovodi do asimetrije za veliCinu centroida, ali ona nema nuznu implikaciju za asimetriju
oblika, osim ako se to ne dogodi. Asimetrije veliCine 1 oblika dva su logic¢ki odvojena pitanja
koja se mogu rjesavati u odvojenim analizama. Nasuprot tome, za strukture s objektnom
simetrijom, razlika u veli¢ini izmedu lijeve i1 desne polovice je aspekt oblika cijele strukture
(npr. da je jedna polovica lica na Slici Zb manja od druge, ova ¢e razlika biti obiljezje oblika
cijelog lica). Za objektnu simetriju, jer se cjelokupna konfiguracija razmatra kao cjelina, a ne
kao dvije odvojene polovice, sve asimetrije izmedu lijeve i desne polovice aspekti su oblika
cjelokupne konfiguracije (51). 1z tog razloga, studije asimetrije u strukturama s podudarnom
simetrijom obi¢no provode odvojene analize asimetrije za veli¢inu centroida i za oblik, dok
studije u strukturama s objektnom simetrijom provode analize asimetrije samo za oblik. Te
analize sluze kako bi se efekt veli¢ine objekta maknuo iz analize asimetrije i kako na njega ne
bi utjecao. To se radi tako da svi oblici svedu na jednu, prosjecnu veli¢inu objekta koja se

zove Prokrustova (48).
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1.3.4. Distribucija asimetrije

Tradicionalno se razlikuju tri vrste asimetrije prema raspodjeli lijevo-desnih razlika u
populaciji: direkcijska asimetrija, fluktuiraju¢a asimetrija i antisimetrija (Slika 5.) (66, 67).

Pojam antisimetrije oznacava razliku izmedu lijeve i desne strane koja nastaje kao rezultat
kompetitivnih mehanizama i interakcija (npr. ljevaci i deSnjaci). Pojam direkcijske asimetrije
oznacava normalnu asimetriju kada je jedna strana bolje razvijena od druge i izraZava se na
razini populacije. Pojam fluktuacijska asimetrija predstavlja razliku unutar populacije,
odnosno razliku izmedu dvije strane iste jedinke koja nastaje uslijed nejednakog tijeka
razvojnog procesa. Van Valen, za kojeg se smatra da je postavio temelje modernih analiza
asimetrije (66), izjavio je da ove tri vrste asimetrije nisu medusobno iskljucive kategorije i da

se mogu pojaviti zajedno, u istom svojstvu.

(a) (b) (<}

-4 =2 0 2 4 -4 =2 0 2 4 4 -2 0 2 4

Slika 5. Frekvencijske raspodjele lijevo-desnih razlika tipicnih za tri glavne vrste asimetrije.
a) ,Cista® fluktuacijska asimetrija: lijevo-desna razlika slijedi zvonoliku raspodjelu sa
srednjom vrijedno$s¢u nula (nema direkcijske asimetrije); b) Direkcijska 1 fluktuirajuca
asimetrija: lijevo-desne razlike rasporedene su oko srednje vrijednosti koja je razli¢ita od nule
Sto ukazuje na direkcijsku asimetriju. Rasipanje pojedinih lijevo-desnih razlika oko te
vrijednosti je fluktuiraju¢a asimetrija: ¢) Antisimetrija: raspodjela lijevo-desnih razlika je
bimodalna $to ukazuje na to je veéina pojedinaca asimetri¢na, ali moze biti pristana s lijeve ili

desne strane (preuzeto iz Van Valen L, 1962.) (66).

Direkcijska asimetrija, fluktuirajuc¢a asimetrija i antisimetrija vidljivi su obrasci u distribuciji
lijevo-desnih razlika u populacijama organizama. Vrste asimetrije imaju razliCita statisticka

svojstva kao i razli¢ita bioloska podrijetla i implikacije.

Takoder je vrijedno zapamtiti da su ovi obrasci asimetrije vidljive manifestacije bioloskih
procesa, ali da nisu sami procesi. Zaklju€ak iz obrazaca asimetrije za bioloske procese vrlo je

ogranicen 1 obi¢no zahtijeva dodatne dokaze.
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Fluktuacijska asimetrija je slucajna razlika izmedu dvije strane za odredeno svojstvo kod iste
individue pa je karakterizirana slu¢ajnom distribucijom. Iznos fluktuacijske asimetrije unutar
cijele populacije krece se oko nule. Ona nije nasljedna (68), ali nasljede ima znacajnu ulogu u

njenom nastanku i razvoju.

Direkcijska ili medugrupna asimetrija je razlika izmedu grupe koja predstavlja promatrani
objekt i grupe koja opisuje srednju vrijednost (suma kvadrata razlike objekta u odnosu na
srednju vrijednost). Ta razlika moZe biti razli¢ito velika, ali se prosje€na razlikuje od nule.
Najces¢i primjer direkcijske asimetrije je raspored unutarnjih organa kod vecine zivotinja i
ljudi gdje je srce na lijevoj strani, crijevo namotano na konstantan asimetri¢an nacin, dok su
drugi organi, pluca ili jetra takoder dosljedno asimetri¢na. Situs inversus - zrcalni raspored
svih unutarnjih organa ili situs ambigus - zrcalni rapored samo nekih unutarnjih organa rijetki
su poremecaji koji se smatraju ozbiljnim malformacijama 1 uzrokuju veliki morbiditet
pogodenih osoba (69). Jo§ od pojave geometrijskih metoda 1990-ih statisticki znacajna
direkcijska asimetrija pronadena je prakticki u svakom ranom istrazivanju asimetrije oblika

(70, 71, 72) i prepoznata kao stvarna i vjerojatno rasprostranjena pojava (49).

Antisimetrija je uzorak asimetrije gdje je vecina pojedinaca asimetrina, ali se razlikuju u
smjerovima asimetrija tako da postoji mjesavina ,lijeve i desne strane* pojedinaca. Kao
rezultat ove mjeSavine, distribucija lijevo-desnih razlika moze biti bimodalna (Slika 5c.).
Slabiji slucajevi antisimetrije, s manjim asimetrijama, mozda nece proizvesti jasno bimodalnu
distribuciju. Doista, ¢ini se razumnim predvidjeti postupni prijelaz izmedu antisimetrije i
fluktuirajuce asimetrije. Nekoliko autora istiCe da antisimetrija zahtijeva neku vrstu negativne
korelacije ili povratne sprege izmedu vrijednosti osobina na lijevoj i desnoj strani (66, 73, 74),
dok ne postoji takva korelacija za fluktuirajuu asimetriju. Kontinuirani prijelaz izmedu
antisimetrije i fluktuirajue asimetrije stoga se moze promatrati kao da odgovara postepenoj

promjeni od jake negativne korelacije prema korelaciji nule.
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1.3.5. Razvojna nestabilnost
1.3.5.1. Vrste fenotipskih varijacija

U biologiji rije¢ asimetrija oznaCava sastav tijela organizma iz potpuno jednakih
dijelova (npr. lijeva i desna strana ljudskog tijela ili krila leptira). Medutim, bilateralna
simetrija zivih organizama Cesto nije potpuna pa se lijeva i desna strana iste jedinke razlikuju.
Razvoj lijeve 1 desne strane kod malih organizama ili u ranim embrionalnim stadijima dogada
se kao razvoj jednog razvojnog polja. Kod vecih organizama razvoj strana dogada se neovisno
jedan o drugom kada ometajuc¢i faktori jedne strane nece utjecati na normalan razvoj druge.
Obje strane su pod utjecajem jednakih genetiCki razvojnih mehanizama, ali nisu nuzno pod
jednakim okolisnim utjecajem. Zbog toga ¢e konacan izgled fenotipa ovisiti 1 0 genetiCkim i o

okoli$nim promjenama (75).

Kako bi se prepoznala nastala fenotipska varijacija, uveden je pojam ciljnog fenotipa. Pod tim
pojmom podrazumijeva se izgled organizma koji je odreden poznatim i predvidljivim
genetiCkim promjenama u uvjetima okoline bez ometaju¢ih ¢imbenika i S potpunim

odsustvom varijacija.

Postoje dvije vrste fenotipske varijacije. Prva je sistemska varijacija fenotipa s okoliSnim i
genetickim varijacijama (Slika 6.). Proces kojim se struktura organizma razvija prema
ciljnom fenotipu, pod razli¢itim genetickim i okolisnim uvjetima naziva se kanalizacija.
Geneticka varijacija fenotipa ovisi 0 geneti¢ckoj kanalizaciji, tj. 0 procesu smanjivanja
osjetljivosti struktura ili organizma na razini smanjivanja senzitivnosti alela (76). Ovo
smanjenje posljedica je modifikacije veli¢ine alela, ali se pretpostavlja da broj i vrsta

segregacijskih lokusa ostaju konstantni (77, 78, 79).
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REDUKCUA FENOTIPSKE VARIACUE
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Slika 6. Sistemska varijacija fenotipa s genetickim i okoli$nim varijacijama (autorsko djelo).

Geneticka varijacija fenotipa ovisi i o okoliSnoj kanalizaciji, tj. 0 procesu koji dovodi do
smanjenja osjetljivosti strukture ili organizma na djelovanje okolisa (npr. temperatura ili
hranjive tvari). Pojam suprotan kanalizaciji je fenotipska plasticnost, a koristi se za opisivanje
fenotipske varijacije koju proizvodi genotip kao odgovor na varijaciju okolisa. Vrsta
fenotipske plasti¢nosti je reakcijska norma kojom se opisuje viSe kontinuiranih razli¢itih

fenotipova proizvedeni genotipom, kao odgovor na razli¢ite uvjete okolisa (80, 76).

Druga vrsta fenotipske varijacije je varijacija oko ciljnog fenotipa koja se moze vizualizirati
kao rasprSivanje oko ciljnog fenotipa i1 predstavlja neuspjeh u postizanju istog. Ova vrsta

fenotipske varijacije zove se razvojna nestabilnost (81).
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1.3.5.2. Cimbenici nastanka razvojne nestabilnosti

Razvojna nestabilnost mozZe nastati zbog triju razloga. Prvi je nepoznat, uslijed
nepotpunog poznavanja slozenog medudjelovanja razli¢itih ¢imbenika koji djeluju u
formiranju sustava. Drugi je zbog stohasti¢nih razvojnih dogadaja te se opcenito prihvaca kao
glavni uzrok razvojne nestabilnosti i razvojno inducirane fluktuacijske asimetrije. Tredi,

donedavno neistrazeni, izvor fluktuacije asimetrije je okolisno inducirana asimetrija (82).

1. Nepotpuno poznavanje razvojnog sustava

Ako se pojedinci ljudske populacije razlikuju u odnosu na gene ¢iji uc¢inak na svojstvo ne
znamo i stoga ga ne mozemo kontrolirati, pojavit ¢e se slu¢ajna fenotipska varijacija oko
nekog pretpostavljenog idealnog fenotipa. Ta varijabla nema utjecaj na magnitudu
fluktuirajuce asimetrije. Sustav se moze razviti da bude manje (ili viSe) osjetljiv na nepoznate
1 nekontrolirane ¢imbenike u genetiCkom ili fizickom okruzenju, ali se njihova varijacija ne
izrazava kao fenotipska varijacija. Varijacija se dogada smanjenjem broja alela koji kodiraju
fenotip, bilo fiksiranjem ili snizavanjem njihove frekvencije, dok se prosje¢na magnituda

alelnih utjecaja ne mijenja (77).

2. Razvojno inducirana asimetrija

Varijacija koja je posljedica stohasticnog razvoja je jedini stvarni uzrok fluktuacijske
asimetrije zbog toga Sto svaka polovica bilateralno simetricnog organizma predstavlja
razvojnu jedinku u kojem stohasti¢ke komponente djeluju samostalno. Da bi se shvatilo kako
se moze pojaviti i mijenjati fluktuacija asimetrija, potrebno je razumjeti uzroke neodredenosti
u razvoju, gdje dolazi do razvojnih stohasti¢kih varijacija i kako sustav moze biti vise ili

manje osjetljiv na nju (83).

Ne postoji jedan op¢i uzrok stohasti¢nosti, ve¢ postoje razli€iti specifi€ni, ¢esto jedinstveni
procesi Koji utjeCu na sustav na slucajan nacin. Izbor uzro¢nog morfogenetickog signala
izmedu razli¢itih alternativnih razvojnih puteva mogao bi biti sklon pogreskama. Isto tako,
ako je gradijent morfogena ili neke druge razvojne determinante relativno mali, teSko je

odrediti prag koji ¢e dovesti do promjena. Jednostavno vizualizirani primjer ove pojave
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dogada se u uzorcima boja leptira, pri ¢emu ljestvice koje nose pigment moraju ,,odluciti*
napraviti jedan pigment ili drugi. Stanice na rubu izmedu podrucja kontrastnih boja Cesto
pogresno Citaju gradijent, a ljestvice ,,pogreSne” boje su uobicajene. U podru¢jima gdje je
normalan postupni prijelaz izmedu boja, ovaj se prijelaz ocituje kao dvostruka promjena
udjela vage dviju boja. To¢ni detalji tih stupnjeva boja razli¢iti su na lijevoj i desnoj strani jer
su razli¢iti izbori ucinjeni kada gradijent nije jasno odredio boju. U bioloskoj genetickKi
stabilnoj strukturi gdje bi izolirane stanice koje ¢ine potpuno ,,pogre$nu“ radnju trebale ne
prezivjeti, u ovom slucaju razliCito Citanje plitkog gradijenta boja rezultirat ce
pojednostavljenim pozicioniranjem stanica krila leptira u dvije populacije ovisno o razli¢itom
stanju kompenzacije, odnosno ovisno o dvama razli¢itim odabirima ¢itanja boje. To bi se pak
u bioloSkom tkivu moglo manifestirati kao male stohasticke razlike u veli¢inama ili oblicima
tkiva, organa i1 u konacnici nastanka asimetrije medu njima. Jedino objaSnjenje nastanka

ovakvih fenotipskih varijacija je razvojna nestabilnost (84, 85).

Prema istrazivanju koje su proveli Thornill i Moller (1997.), asimetrija moZe nastati kao
posljedica promjena na trima razinama: genskoj, kromosomskoj i proteinskoj. Fluktuacijska
asimetrija s genskim poremecajima moze biti povezana putem razli¢itih mehanizama: 1)
kromosomske abnormalnosti, 2) S$tetni geni koji nastaju mehanizmom mutacija mogu
poremetiti razvoj genetickom smetnjom unutar ukupne zalihe gena, a ukoliko su recesivni,
uklanjanje iz ukupne zalihe gena populacije putem prirodne selekcije je otezano, 3) geni koji
imaju pozitivan ili neutralan utjecaj mogu na razvoj organizma imati negativan ukoliko se
okoli§ promjeni; 4) evolucija direckthom selekcijom mozZe poveéati frekvenciju novih ili
rijetkih alela u ukupnoj zalihi gena izazivaju¢i poremecaje koji ¢e povecati fluktuacijsku

asimetriju (86).

Danas se razvojna regulacija ponajbolje objasnjava terminom geneti¢kih krugova. Oni
predstavljaju mrezu (ili poveznicu) genetiCke aktivacije i suzbijanja koje rezultiraju
odredenim razvojnim efektom. Ovaj se mehanizam sastoji od kaskada regulatornih gena. Neki
od ovih gena kodiraju regulatorne proteine koji djeluju lokalno i reguliraju privremeni
obrazac genske ekspresije. Drugi kodiraju transkripcijske regulatore koji su puno Sire
rasprostranjeni i reguliraju prostorne obrasce genske regulacije. Ti krugovi mogu sadrzavati
pozitivne 1 negativne petlje 1 razli¢ite varijacije nelinearnih procesa. Ako je nivo
transkripcijskih ¢imbenika koji reguliraju prepisivanje gena veoma mali, i mala varijacija u

njihovoj koncentraciji, koja bi inace bila zanemariva da je ukupni koncentracijski nivo veci,
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moze dovesti do promjene vjerojatnosti u djelovanju razvojnog prekidaca (85). Ovo se moze
vidjeti na svakom razvojnom mehanizmu u kojem odgovor ,,sve ili nista“ ovisi 0 malom broju
dogadaja (ili bilo kojeg postupka koji je reguliran interakcijom izmedu malog broja
molekula). Slucajna promjena u rijetkim genetickim dogadanjima dovodi do slucajne
promjene izlazne radnje i kona¢nog nusprodukta. Konacno, slu¢ajna varijacija konacnog
izgleda fenotipa moze proizaci i iz kaoti¢nih procesa (87). Kaoti¢ne sustave karakterizira
velika osjetljivost na pocetne razvojne uvjete pa je moguce da bi i male varijacije pocetnih
uvjeta mogle bitno promijeniti ishode kaoti¢nog razvojnog mehanizma u razli¢itim dijelovima
organizma $to se moze ocCitovati kao fluktuirajuca asimetrija. Slu¢ajni obrasci, kao §to su
pruge tigra, zebre ili zirafe te mrlje leoparda, pa i ljudski otisci prstiju proizvod su velike

osjetljivosti na sluc¢ajnu varijaciju u po¢etnim uvjetima razvoja (88).

Dodatno u interakciji s regulatornim genima razli¢iti kemijski i fizicki procesi imaju
ontogenetsku ulogu. Neki od njih su: difuzija, morfogeneticki pokreti, migracija stanica,
kemija ekstracelularnog matriksa, programirana smrt stanice i cijeli niz enzimatskih reakcija.
Mnogi, ako ne i svi, procesi u razvoju pod utjecajem su temperature, pH, prisutnosti
nutritijenata, radijacije, gravitacije i fotoperioda. Varijacija bilo kojeg od navedenog moze

rezultirati kona¢nim ontogenentskim varijacijama fenotipa (89).

3. Okoli$no inducirana fluktuacijska asimetrija

Osim genetickih, znacajnu ulogu u ontogenetskom razvoju prema najnovijim istraZzivanjima
imaju i okoli$ni ¢imbenici (90, 91). Organizam koristi mnogostruke mehanizme modifikacije
za unaprjedenje 1 bolju prilagodbu na vanjske uvjete zivota. Prema Waddingtonovoj ,teoriji
kanaliziranja“ prirodna selekcija dozvoljava translaciju genotipa u fenotip kao jedan stabilan
uniformni proces razvoja organizma. Takvi stabilni razvojni modeli dozvoljavaju organizmu
da ispolji odreden stupanj okoliSne varijabilnosti. Ipak, vanjski utjecaji u odredenoj mjeri
mogu poremetiti proces razvoja organizma (92). Pojedinac koji ima savrSeno simetri¢ne
morfoloske osobine posjeduje kapacitet gena koji je otporan na razvojne poremecaje ili pak
razvojni poremecaji nisu dovoljnog intenziteta da naruSe normalnu morfogenezu. Najcesce
nepovoljni okoli$ni utjecaji na organizam tijekom njegovog razvoja mogu biti mehanicki 1
kemijski, zatim prehrambeni poremecaji, poremecaj hormonskog sustava majke, manjak

kisika, infekcije 1 socioekonomski faktori (93, 94.). Usprkos jasnim pokazateljima utjecaja
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nepovoljnih okolisnih ¢imbenika na nastanak asimetrije, ne treba zaboraviti da je geneticki

sustav okvir koji tim ¢imbenicima dozvoljava utjecaj na formiranje kona¢nog fenotipa.

Starija su uvjerenja bila da okoli$ni ¢imbenici mogu uzrokovati promjene unutar jedne strane
strukture, ali ne sudjeluju u nastanku asimetrije te da nije moguée razlikovati okolisno
induciranu fluktuacijsku asimetriju od fluktuacijske asimetrije nastale zbog ometajuéih
razvojnih faktora, osim ako nema izravnih dokaza da dvije polovice organizma ne
dozivljavaju razli¢ite mikropromjene (95, 96). Takoder se vjerovalo da se zbog procesa
prilagodbe i mehanizama odrzavanja homeostaze, a pod utjecajem najlakSe promijenjivih
okoli$nih ¢imbenika mozZe cak ,,umjetno* pokusSati ublaziti asimetriju nastalu kao rezultat

razvojne nestabilnosti (97).

1.3.5.3. Fluktuacijska asimetrija kao pokazatelj razvojne nestabilnosti

Uvrijezena Su miSljenja da povecana asimetrija ukazuje na neuspjeh organizma u
odrZzavanju razvojne homeostaze i prevladanje okolisnih poremecaja nad genetiCkim
kontrolnim mehanizmima (98). Razvojna stabilnost ozna¢ava otpornost organizma na razlicite
poremecaje koji mogu snaci organizam tijekom rasta i razvoja, a mozemo ju izraziti blagim
sluajnim odstupanjima od bilateralne simetrije (99). Budu¢i da fluktuacijska asimetrija
nastaje uslijed nesposobnosti organizma da omoguci lijevoj i desnoj strani da se jednako
razviju, Cesto se u istrazivanjima koristi kao mjera razvojne nestabilnosti koja nastaje tijekom
razvoja organizma (100, 95). Tako se fluktuacijska asimetrija direktno povezuje s
modifikacijom imunoloskog odgovora na cjepivo i opcenito s uspjeSnoS¢u odupiranja
organizma infekcijama (101). Marado i Silva (2016.) utvrdili su ve¢u ucestalost fluktuacijske
asimetije kod umrlih od posljedica zaraznih bolesti, uglavnom tuberkuloze, u odnosu na umrle
od ostalih uzroka (102).

Razvojna stabilnost je sposobnost organizma da trasformira informaciju pohranjenu u
genotipu u fenotipski identiéni oblik pod postoje¢im okoliSnim uvjetima u kojima se
organizam razvija, sve devijacije navedenog procesa nastaju kao posljedica genetickih i
okolisnih pritisaka kojima je organizam izloZen tijekom rasta i razvoja. Navedeni pritisci
obicno se mogu prepoznati kao razvojni poremecaji ili fenodevijacije, odnosno velike

razvojne greske ili kao razli¢ite minor anomalije (86).
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Zivi organizam tijekom razvoja, ali i kasnije, koristi mnogostruke mehanizme modifikacije
kako bi se prilagodio na vanjske uvjete zivota. U razvoju lica mnogo je trenutaka kada je
osjetljivost na okolisne ¢imbenika izrazito visoka (103). Fluktuacijska asimetrija uglavnom se
javlja kod poligenetickih svojstava, odnosno kod skupa gena koji vise ili manje ravnomjerno
pridonose kona¢nom definiranju pojedinog obiljezja, bas kao $to je 1 primjer lica. Kako njihov
uc¢inak ne proizvodi dovoljan diskontinuitet za individualno proucavanje segregacije (104),
upravo proucavanje fluktuacijska asimetrija kod razli¢itih svojstava, a kod unaprijed
definirane populacijske skupine, moZe posluziti kao pokazatelj geneticke stabilnosti

organizma.

Na povezanost genetickih svojstava s obiljezjima lica i fluktuacijske asimetrije ukazano je u
mnogim istrazivanjima. Graber (4) sumira rezultate ranijih istrazivanja i zakljuCuje da
nasljede igra ulogu u odredivanju sljede¢ih obiljezja: kongenitalnih anomalija, facijalne
asimetrije, makrognatije i1 mikrognatije, makrodoncije i mikrodoncije, hiperdoncije i
hipodoncije, varijacije u obliku zuba, rascjepa usne i nepca, srediSnje dijasteme (diastema
mediana) i duboke insercije frenuluma, dubokog zagriza, zbijenosti, mandibularne
retrognatije i prognatije te utvrduje kako su navedena obiljezja uglavnom poligenska (Graber,
1972). Weinberg je koriste¢i 3D fotogrametriju pokazao koji aspekti lica imaju najveci utjecaj

nasljeda te je medu njima naveo i asimetriju (105).

Mijerenje fluktuacijske asimetrije je laboratorijski postupak in vivo za mjerenje razvojne
stabilnosti organizma i najsenzibilniji indikator sposobnosti organizma da se odupre
okolisnim poremecajima tijekom ontogeneze. Mogucnost odupiranja okoliSnim poremecajima
tijekom rasta i razvoja veca je kod organizama koji imaju vec¢i fond gena ili gensku zalihu §to
se oCituje u tzv. geneti¢koj heterozigotnosti (106). Buduéi da je do sada ukazano na znaéajnu
ulogu nasljeda u razvoju lica, istrazivanje razvojne stabilnosti fenotipa lica ukazalo bi na
odnos 1 medudjelovanje genetickih 1 okoliSnih Cimbenika tijekom rasta 1 razvoja

kraniofacijalnog sustava.

1.3.5.4. Direkcijska asimetrija kao pokazatelj razvojne nestabilnosti

Direkcijska asimetrija i antisimetrija Cesto se u studijama javljaju s fluktuacijskom
asimetrijom. Sve tri vrste asimetrije dinamicki su medusobno povezane (74). Takoder,

prijelazi iz jednog oblika asimetrije u drugi su uobicajeni, a 0 tome je izvijestio (107) koji je
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promatrao prijelaz iz direkcijske asimetrije u fluktuirajucu asimetriju, kada je presao dvije
inbred linije Dosophila. Oba oblika asimetrije predstavljaju fenotipsku varijaciju vrijednu

proucavanja.

Ako se ukupna asimetrija moze podijeliti na direkcijsku i fluktuiraju¢u komponentu, onda se
moze poceti shvacati kako bilateralna simetrija ne postoji. Na primjer, mijenja li se
fluktuiraju¢a asimetrija ako bilateralna simetrija ne postoji? Stovise, je li direkcijska
asimetrija genetski visa varijabla (tj. viSe razvojno stabilna) od bilateralno simetri¢nih

znakova?

Odgovori na ova pitanja zahtijevaju nacin procjene razvojne nestabilnosti u smjeru
asimetri¢nih osobina. Za to je potrebno procjeniti srednje razvojnu putanju smjera asimetri¢ne
osobine 1 procjeniti slucajnu varijaciju oko te putanje. Mnoga istrazivanja tu rezidualnu
varijaciju interpretiraju kao razvojnu nestabilnost, mozda kao odgovor na neki stres. Ali stres

moze promijeniti i oblik srednje putanje.

Postoje brojni primjeri promjena razvoja pod utjecajem okoliSnog stresa. Na primjer, (108)
pokazali su kako biljka imena Luciliu cupnnu prilikom prilagodbe na insekticid Diazinon
prolazi kroz prijelaz od fluktuiraju¢e asimetrije do antisimetrije i natrag. Graham i suradnici
(109) pokazali su da je Drosophila melanogaster izlozena pove¢anim koncentracijama
benzena prijelazi iz fluktuiraju¢e asimetrije u smjeru asimetrije. Hallgrimsson i suradnici
(110) pokazali su da velike plave Caplje (Ardeu herodim) izloZene toksinima pokazuju vecu
intercerebralnu asimetriju smjera. Rowe, Repasky i Palmer (111) pokazali su da je nekoliko
seksualno odabranih osobina u literaturi prijavljeno kao fluktuiraju¢a asimetrija zapravo

pokazuje antisimetriju ovisnu o veli¢ini.

Buduci da se razvojna putanja moze mijenjati pod stresom, najispravnije ju je promatrati kao

najbolju prilagodbu, a varijacije fenotipa i oblika shvacati kao raspodjelu oko te putanje.

Svi ostaci koji mogu postojati su aditivna genetska varijacija ili okoli$na varijacija koja utjece
na intenzitet bilo direkcijske asimetrije ili antisimetrije. U tom slu¢aju ne proporucuje se

koristiti direkcijsku asimetriju kao procjenu razvojne nestabilnosti.

Dok direkcijska asimetrija i razlika u pozicijskim signalima izmedu dvije strane tijela
predstavljaju izazov za centralni argument principa nastanka fluktuacijske asimetrije jer se
odgovarajuce strukture lijeve i desne strane ne razvijaju pod identi¢nim uvjetima, ova tvrdnja

vjerovatno nece uzrokovati ozbiljne prakticne poteskoce. Ovaj direktni efekt direkcijske
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asimetrije moze se jednostavno uklopiti: fluktuacijska asimetrija tada se promatra kao
devijacija asimetri¢éne forme individualca od prosje¢ne asimetrije (odnosno od direkcijskog

ocekivanog utjecaja na genotip i na uvjete rasta).

Obje strane iste jedinke su pod jednakim utjecajem razvojne nestabilnosti i to je razlog zasto
je direkcijska asimetrija najces¢e mala: razvojni procesi lijeve i desne strane priblizno su

jednaki 1 sistem ¢e propoznati moguce vece promjene jedne strane na jednaki nacin.

Ako je morfoloska simetrija primjetna, moguce je da je asimetrija tijekom razvoja toliko
velika da dvije strane tijela ne mogu upravljati intrizicnim kontrolama i zato je nastala

simetrija kao mjera razvojne nestabilnosti.

U vecini studija flutuacijske asimetrije, direkcijska je toliko mala i razvojne razlike su toliko
malene da fluktuacijska preostaje kao jedina mjerljiva razlika izmedu lijeve i desne strane kao

mjera razvojne nestabilnosti.

Neki autori sugeriraju i moguée mjerenje direkcijske asimetrije kao mjere razvojne
nestabilnosti (72, 74, 112) Budu¢i da je direkcijska srednja asimetrija uzorka, ona ne
predstavlja morfoloske promjene nastale kao posljedica uznemirujucih faktora za vrijeme
razvojne nestabilnosti. Ako se promjeni neki okoli$ni faktor, rezultat je promjena direkcijske
asimetrije jer je taj stres djelovao i na lijevu i na desnu stranu tijela, kao razvojni odgovor na
okolisne faktore, ovisno o pozicijskim signalima koji reguliraju razlike izmedu lijeve i desne

strane.

Zbog toga je varijacija direkcijske asimetrije s razvojnim faktorima poseban primjer
reakcijske norme, nesto §to utjeCe na obje strane tijela, ali se ne moze povezati s razvojnom

nestabilnoscu.

1.4. Izolirane populacije i geneti¢ka raznolikost
1.4.1. Izolati u istraZivanjima kompleksnih svojstava

Reproduktivno 1 geografski izolirane populacije pogodne su za proucavanje rasta i
razvoja, poremecaja i bolesti poligenskog nasljedivanja. Razlog za to je ograniceni genski
bazen (113), odnosno dijeljenje limitiranog fonda gena unutar izolirane populacije. Takoder,
izolirane populacije imaju ograni¢enu raznolikost okolisnih ¢imbenika Sto ima posebno

znacenje u kontekstu meduodnosa genetickih i okoliSnih utjecaja, odnosno moguce je lakse
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prepoznati, i za potrebe istrazivanja izolirati, pojedini remetilacki faktor razvoja jer populacija

dijeli zajednic¢ke okolisne ¢imbenike (114).

Konacni cilj geneticke epidemiologije je identificirati i karakterizirati populacijske faktore
kao uzro¢nike odredene bolesti, odnosno fenotipskog obiljezja (115). Danas su prihvaéena tri
pristupa geneti¢kih istrazivanja: analiza relativne zahvacenosti dvaju ili triju genetickih
parova (naje$¢e zahvacenost parova, tzv. nelinearna povezanost), analiza povezanosti
mnogobrojnih genetickih faktora izmedu brojnih obitelji 1 u posljednje vrijeme analiza obitelji
geneticki izoliranih populacija (116). Prvi pristup, analiza parova, ima limitiraju¢u vrijednost
za detekciju malih geneti¢kih efekata koji se povezuju s najc¢e$¢im kompleksnim bolestima.
Studije velikih obitelji pokazale su se uspjeSne za identifikaciju malih genetickih utjecaja u
sluaju poznatih bolesti kada je glavni hereditarni u¢inak poznat (117). Najnoviji pristup
proucavanja izoliranih populacija pokazao se iznenaduju¢e uspjeSan za mapiranje
haplotipova. Ovim genetickim pristupom mapiraju se to¢no ciljana genotipska i fenotipska
obiljezja odabranih pojedinaca i1 njihovih poznatih predaka. To je moguce jer se traZeni
haplotipovi pretka te populacije mogu identificirati metodom mapiranja homozigota za

recesivna svojstva (118, 119, 120).

Istrazivanja Mendelovih bolesti koje su determinirane poremecajem jednog gena veoma su
napredovala. Nasuprot tome, istrazivanja geneticke podloge kompleksnih bolesti i
kompleksnih svojstava, kao $to je primjerice maksilofacijalna varijacija, i dalje su izazov za
suvremenu medicinsku genetiku. Zato su izolirane populacijske skupine izvrstan model za
istrazivanja utjecaja 1 nastanka kompleksnih bolesti, odnosno kompleksnih morfoloskih,

fizioloskih i psiholoskih obiljezja (121).

Cinjenica koja upuéuje na vaznost geneti¢kih ¢imbenika u etiologiji neke bolesti ili fenotipske
karakteristike, kao $to je primjerice asimetrija lica, upravo je njihova poveéana ucestalost u
geneticki zatvorenoj populaciji te u populaciji s visokom proporcijom krvno srodnih brakova,
tj. populaciji koja je karakterizirana povecanim tzv. koeficijentom srodivanja (inbreedinga)
(122). Srodivanje samo po sebi nije uzrok nastanka bolesti niti poveéane ucestalosti
kompleksnih obiljezja kao S§to je npr. asimetrija lica, ve¢ ono povecava vjerojatnost
nasljedivanja istih alela od roditelja koji su u krvnom srodstvu nego medu onima koji to nisu,
odnosno vjerojatnost nasljedivanja kakva bi bila u mjeSovitoj, ili kako se Cesto naziva,
panmikti¢noj popuaciji (123). Dakle, povecava se Vjerojatnost susretanja dvaju rjedih

mutiranih recesivnih alela koji u homozigotnom obliku mogu do¢i do fenotipskog izrazaja. To
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ovu skupinu ¢ini ,,geneticki manje stabilnom*, a kao mjera te nestabilnosti vrlo cesto se

koristi stupanj fluktuacijske asimetrije razli¢itih obiljezja (49).

Blisko krvno srodstvo medu bra¢nim partnerima je u pojedinim podrucjima svijeta vrlo
izrazeno. Samo jedan primjer medu mnogim su palestinski Arapi gdje stupanj konsangviniteta
raste na gotovo 44,3 % brakova (124). Takoder, Cesti Su primjeri i medu razli¢itim izoliranim
populacijama na svim kontinentima (125) pa tako i u Europi (126, 127.) i u Hrvatskoj (128).
Vaznost poznavanja utjecaja recesivnih gena na organizam u cjelini, ali 1 na pojedine organe i
organske sustave, vidi se u podacima da je stupanj konsangviniteta medu roditeljima
bolesnika s rijetkim autosomalnim recesivnim poremecajima znacajno veci nego u opcoj

populaciji (129).

1.4.2. Dalmatinski izolati i povijesne okolnosti njihove izoliranosti

Zemljopisna, reproduktivna 1  genetiCka  izoliranost ¢ini  stanovniStvo
srednjodalmatinskog otoc¢ja pogodnim modelom za istrazivanja o ulozi genetickih i okoli$nih
¢imbenika u etiologiji, fenotipskoj varijaciji i progesiji odredenih kompleksnih bolesti ili

kompleksnih svojstava (130).

Jadransko otoc¢je ¢ini sveukupno vise od 1 000 otoka i veéina njih su veoma malene
zemljopisne povrsine na usko ograni¢enom podrucju koje ima relativno ujednac¢enu i neveliku
raznolikost okoliSnih ¢imbenika koje sustavno djeluju na populacije koje ih naseljavaju (129.
131). Od ukupnog broja otoka tek 47 ih je naseljeno, ali mnogi od njih samo s nekoliko
obitelji. U sjevernu grupu od veéih otoka spadaju: Krk, Cres, LoSinj, Rab, Pag, Ugljan,
Pasman i Dugi Otok, dok u juznu spadaju: Brac, Solta, Hvar, Kor¢ula, Vis, Lastovo i Mjet.
Sveukupno na tim otocima zivi 125 281 stanovnika i to ve¢inom starog stanovnistva, starijeg

od 60 godina.

Pucanstvo otoka srednje Dalmacije primjer je posljednjih geneticki izoliranih populacijskih
skupina u dana$njoj Europi. Tu jo$ uvijek nalazimo niz malih, prvenstveno reproduktivnih,
izoliranih podpopulacijskih skupina koje su posebice pogodne za razmatranje (mikro)
evolucije srednje dalmatinskih otoka s razli¢itih gledista (130). Posebnost podpopulacija
otoka ogleda se u, prije svega, dvije dominantne pojave koje otoke ¢ine izvrsnim modelima za
proucavanje multidisciplinarnih studija evolucijskih procesa: pojave dihotomnosti i pojave

izoliranosti koje su uvjetovane specificnim povijesnim i zemljopisnim okolnostima. Uz
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postojecu geografsku, takoder je prevladavanje reproduktivnih veza unutar pojedinih naselja
uzrokovalo i unutarnju reproduktivnu izoliranost (132). Populacije otoka imaju i vrlo sli¢ne
okolisne ¢imbenike (prehrana, klimatske promjene, medicinska zastita, stomatoloska skrb,

obrazovanje) pa se okoli$na varijanca smanjuje u ukupnoj fenotipskoj varijanci (128).

Na specificnu populacijsku strukturu otoka srednje i dijela juzne Dalmacije utjecala su

sloZena povijesna previranja jo$ od doba prvih naseljavanja pa sve do danas.

Za danasnju populacijsku strukturu srednjodalmatinskog otockog stanovniStva posebno je
vazno razdoblje od 15. do 18. st kada je dosSlo do intenzivnog prodora Turaka. Posljedice toga
jesu snazne migracije stanovniStva iz kopnene unutraSnjosti prema jadranskom primorju 1
otocima koji su bili sigurnije utoCiste stanovniStvu Bosne, Zagore i Makarskog primorja
(131). Dosljaci tada donose nove gene i kulturna obiljezja. Tada dolazi i do mijeSanja
Stokavskog narje¢ja doSljaka s cakavskim narjecjem starosjedioca. Drugi veliki val
naseljavanja razdoblje je Kandijskih ratova izmedu 1645. i 1669. godine. U to vrijeme
Makarani se bore na strani Mletaka dobivsi time dozvolu da im se obitelji smiju skloniti na
otoke. Svim doseljenicima Mletacka Republika dala je posebne privilegije (tzv. ,,privilegije
Pastrovica®), oslobodila ih je javnih radova i placanja poreza i carina te rada na galijama.
Navedene privilegije izgubili bi jedino ako bi se oZenili sa starosjediocima $to je utjecalo na
povecani animozitet izmedu starosjedioca i doseljenika te je dovelo do reproduktivne
zatvorenosti medu njima. Izjednacavanje prava starosjedioca i doseljenika postize se tek dva i
pol stoljeca kasnije dolaskom Napoleona Bonapartea i francuske vlasti i ukinu¢em svih

privilegija (133).

1.4.3. Antropoloske studije geneticke strukture na dalmatinskim izolatima
Do sada je napisano preko 200 znanstvenih publikacija nastalih istrazivanjem ovih
populacija. Njihove geneticke izoliranosti najbolje se ogledaju u podacima koje opisuju

stupnjeve endogamije, odnosno u procjenama stupnja srodivanja unutar pojedinih populacija
(Tablica 3).
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Tablica 3. Usporedba koeficijenta srodivanja dobivenih iz podataka izonimije u usporedbi s
pojedinim svjetskim popuacijama (preuzeto iz Rudan I i suradnici, 2006) (128).

B

STUDY WITH THE REPORTED DATA IN SELECTED WORLD POPULATIONS

Author Popu]aﬁon Inbreeding
2 3 e < _ . _coefficient
Lasker, 1977 (18) Peru 0.0040
Kayshap and Tiwari, 1980 (19) Kashmir 0.0400
Wilson, 1981 (20) Bhatia 0.0427
Hurd, 1983 (21) Nebraska Amish 0.1129
Lasker, 1985 (22) Reading, England 0.0003
Sujoldzié, 1989 (23) Island of Silba, Croatia 0.0110
Sujoldzié¢, 1989 (23) Island of Olib, Croatia 0.0162
Biondi et al., 1990 (24) Greek villages in Italy (Calabria) 0.0144
Biondi et al., 1993 (25) Albanian villages in Italy 0.0063
Sujoldzié, 1993 (26) Island of Koréula, Croatia 0.0244
De Braekeleer, 1996 (27) SLSJ region, Quebec, Canada 0.0069
Roguljié¢ et al., 1997 (28) Island of Hvar, Croatia 0.0233
Rudan et al., 1999 (29) _____Island of Pag, Croatia s = 0.0331

Prema podacima opisanim u radu (128) na sveukupno 10 000 stanovnika 7 otoka, sveukupno
jednoj tre¢ini ukupne otocke populacije napravljena su brojna antropometrijska mjerenja.
Istrazivanja 1 analize pokazale su kako postoji tzv. izolacija s udaljenos¢u, tj. uocene su
razlike otockih podpopulacijskih skupina u povijesnim 1 demografskim kretanjima,
trendovima migracije stanovniS$tva te pri razli¢im kompleksnim svojstvima kao npr. u
prostoru kvalitativnih i kvantitativnih svojstava dermatoglifa digitopalmarnog kompleksa, u
morfoloSkim svojstvima stanovniStva, u fizioloSkim svojstvima stanovniStva, u
morfometrijskim analizama metakarpalnih Kkostiju, analizama eritocitnin antigena i
serogenetickih polimorfizama, ali i u druStvenim aspektima kao §to su svojstva bazi¢nog i

kulturnog rje¢nika i izonimiji te u genetickim istrazivanjima VNTR, mt DNA i kromosoma Y

(134, 135, 136).

Kao §to je iz dosadasnjih istrazivanja vidljivo, navedene osobitosti hrvatskih otoka pokazuju
jasnu reproduktivnu izoliranost uz relativnu jednolikost okolisnih ¢imbenika. Naravno, kada
se govori o razli¢itim otocima, ne moze se govoriti o potpunoj ujednacenosti niti
reproduktivne izoliranosti niti okoli$nih ¢imbenika. Demografska povijest svake otocne
zajednice razlikuje se ovisno o vremenu osnivanja, podrijetlu i broju osnivaca, dogadajima,
duljini izolacije 1 fluktuiraju¢im promjenama u veli¢ini populacije. Sve te karakteristike utjecu
na opseg geneticke diferencijacije i obrasce povezivanja unutar svake populacije, kao i na

slucajni geneticki pomak i razinu endogamije i inbreedinga (128).
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Tako, primjerice, studija radena na vise malih, izoliranih populacija (,,metapopulacija“) na
otocima Dalmacije u razdoblju do 2002. do 2003. godine sastojala se od analiza nasumi¢no
odabranih 100 pojedinaca iz 10 malih oto¢nih naselja (oko 2 000 stanovnika) - Banjol, Barbat,
Lopar, Rab, S Draga, Vis, Komiza, Lastovo, Mljet, Susak (136). Otocne zajednice
predstavljaju jedinstveni Siroki raspon razli¢itih i dobro dokumentiranih demografskih
povijesnih podataka. Njihova geneticka svojstva analizirana su upotrebom 26 kratko
ponavljaju¢ih markera (STR), ne manjih od 5cM. Pronadena je veoma visoka razina
diferencijacije izmedu veéine oto¢nih zajednica, ¢ak i unutar pojedinog otoka. Definirano je i
Sest klastera s vrlo razli¢itom genetiCkom kartom, od kojih su 4 odgovarale pojedinacnim

selima.

Genetski lokusi su u neravnotezi (linkage disequilibrium) kada je ucestalost povezivanja
njihovih razli¢itih alela vec¢a ili manja od one koja bi se ocekivala da su lokusi neovisni i
nasumi¢no povezani (138). Ta genetska neuravnotezenost utjee na mnoge ¢imbenike:
selekcija, brzinu genetske rekombinacije, stopa mutacija, genetski pomak, sustav parenja,
struktura populacije i genetsku povezanost. Obrazac neravnoteze povezanosti u genomu

mocan je signal populacijskih genetickih procesa koji ga strukturiraju.

Razina tzv. linkage disequilibrium procjenjivana je s osam povezanih markera na Xq 13-21 i

u vedini ispitivanih populacija bila je vrlo visoka (137).

SnazZna izolacija i endogamija glavni su razlozi visoke geneticke specifi¢nosti ovih populacija

i pojave specifi¢nih autohtonih bolesti i razli¢itih medicinskih poremecaja (128).

Treba napomenuti kako srodivanje samo po sebi nije uzrok genetickim poremecajima. Jedini
pravi geneticki uzrok povezan sa srodivanjem jest spoznaja da postoji veca vjerojatnost
nasljedivanja istih alela kod osoba koji potjecu iz brakova medu srodnicima nego onih koji to
nisu. Stoga srodivanje povecava vjerojatnost susretanja dvaju rijetkih mutiranih recesivnih
gena u homozigotnom obliku (128). Nezeljeni fenotip nastao kombinacijom recesivnih alela
koji mogu, ali i ne moraju biti poremeceni, u homozigotnom obliku fenotipski dolaze do
izrazaja. Stoga, osobe koje potjecu iz brakova medu srodnicima mogu fenotipski biti
normalne i bez ikakvih posljedica ako su u homozigotnom obliku naslijedili nemutirane
recesivne gene. Medutim, kod kompleksnih bolesti i kompleksnih obiljezja situacija za
nastanak je neSto sloZenija. U nastanku kompleksnih bolesti (poviSen krvni tlak, sklonost
malignim oboljenjima), kao i kod razli¢itog ispoljavanja kompleksnih obiljezja, (npr.

asimetrija lica) vise gena koji imaju aditivni uc¢inak imaju dodatno povecanu vjerojatnost za
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manifestaciju fenotipskog ucinka. Zbog toga ne ¢udi da na hrvatskim otocima nalazimo
specifiéne geneticke poremecaje kao §to su mljetska bolest ili Mal de Meleda sindrom, tj.
recesivna parmoplantarna keratodermatoza koja se prvi put javila na Mljetu 1397. godine, a
od ukupnog broja oboljelih evidentirano je samo nekoliko slu¢ajeva izvan podruc¢ja Mljeta i to
u Italiji, Tunisu, Saudijskoj Arabiji i u Ujedinjenim Arapskim Emiratima (139). Svi oni mogli
su trgovackim putevima biti u kontaktu sa stanovnicima otoka Mljeta. Potom, nasljedni
patuljasti rast ili priobalni primorski kretenizam koji je oblik nanizma zabiljezen samo u
Bascanskoj Dragi i Juran Dvorima. Sveukupno se zna za 23 oboljele osobe i sve su bile
stanovnici dvaju navedenih sela. Takoder, dobro je poznat izraziti konsangvinitet otoka Suska
gdje je na 1 400 ispitanika koji imaju samo 7 razli¢itih prezimena pronaden znacajno veci
postotak krvne grupe A, Rh minus faktora te visok stupanj razliitih poremecaja kao npr.

visok krvni tlak te Ceste psihi¢ke bolesti (shizofrenija, senilna demencija, psihoza) (128).

Od kompleksnih bolesti posebno su znaajna istrazivanja malignih bolesti koje je proveo
Rudan (114) te je utvrdio povecanu ucestalost karcinoma na podrucju pet otoka: Bra¢, Hvar,

Korcula, Vis i Lastovo.

Iz svega navedenog moze se isCitati kako zemljopisna, reproduktivna i geneticka izo liranost
¢ini puanstvo srednjodalmatinskih otoka iznimno prikladnim modelom za istrazivanja o
ulozi genetickih ¢imbenika u etiologiji i progresiji razlicitih kompleksnih poremecaja. Stoga
su istrazivanja jadranskog otoc¢ja vrlo pogodna za atropoloska istrazivanja od kojih su neka
usmjerena na istrazivanja populacijske strukture te tumacenje zakonitosti formiranja
populacija tijekom (mikro)evolucije Covjeka, a neka su usmjerena na proucavanje znacaja
nasljeda, ali i okolisnih cimbenika te njihovog slozenog medudjelovanja na pojavu i
progresiju fenotipskih varijacija kao §to je, u ovom istrazivanju, asimetrija lica koja se, kako
je prije opisano, moze koristiti i kao indirektna metoda u mjerenju i procjenjivanju razvojne

nestabilnosti pojedine populacije.
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2. SVRHA RADA
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

IzraCunati iznose totalne asimetrije cijelog kraniofacijalnog skeleta u Prokrustovim
jedinicama i utvrditi grupiraju li se prema dobi.

IzraCunati iznose totalne asimetrije cijelog kraniofacijalnog skeleta u Prokrustovim
jedinicama i utvrditi grupiraju li se prema spolu.

IzraCunati iznose totalne asimetrije kranija u Prokrustovim jedinicama i utvrditi
grupiraju li se prema dobi.

IzraCunati iznose totalne asimetrije kranija u Prokrustovim jedinicama za kranij i
utvrditi grupiraju li se prema spolu.

Izracunati iznose totalne asimetrije mandibule u Prokrustovim jedinicama i utvrditi
grupiraju li se prema dobi.

[zraCunati iznose totalne asimetrije manidbule u Prokrustovim jedinicama 1 utvrditi
grupiraju li se prema spolu.

Utvrditi totalnu asimetriju cijelog kraniofacijalnog skeleta u skupini ispitanika s
podrucja Korcule, Visa i Splita te ima li razlike izmedu navedenih skupina.

Utvrditi totalnu asimetriju za podrucje kranija u skupini ispitanika s podruc¢ja Korcule,
Visa i Splita te ima li razlike izmedu navedenih skupina.

Utvrditi totalnu asimetriju za podru¢ja mandibule u skupini ispitanika s podrucja

Korcule, Visa 1 Splita te ima li razlike izmedu navedenih skupina.

Mijenja li se totalna asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta ovisno o iznosu
srodivanja.
Mijenja li se totalna asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta ovisno o dobi.

Mijenja li se totalna asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta ovisno o spolu.

Mijenja li se iznos totalne asimetrije za cijelo podrucje kraniofacijalnog skeleta ovisno
0 mjestu stanovanja (Korcula, Split, Vis).

Mijenja li se totalna asimetrija mandibule ovisno o iznosu srodivanja.

Mijenja li se totalna asimetrija mandibule ovisno o dobi.

Mijenja li se totalna asimetrija madnibule ovisno o spolu.

Mijenja li se totalna asimetrija kranija ovisno o iznosu srodivanja.

Mijenja li se totalna asimetrija kranija ovisno o dobi.

Mijenja li se totalna asimetrija kranija ovisno o spolu.

Usporediti iznose totalne asimetrije za cijelo kraniofacijalno podrucje, kranij i

mandibule.
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21.

22.

23.

24,
25.

26.

217.

28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

Utvrditi postoji li direkcijska asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta u skupini
ispitanika s podruc¢ja Korcule, Visa i Splita te, ako postoji, ima li razlike izmedu
navedenih skupina.

Utvrditi postoji li direkcijska asimetrija podruéja kranija u skupini ispitanika s
podruc¢ja Korcule, Visa i Splita te, ako postoji, ima li razlike izmedu navedenih
skupina.

Utvrditi postoji li direkcijska asimetrija podru¢ja mandibule u skupini ispitanika s
podrucja Korcule, Visa i Splita te, ako postoji, ima li razlike izmedu navedenih
skupina.

Utvrditi smjer direkcijske asimetrije i ispitati mijenja li se s obzirom na dob.

Utvrditi postoji li fluktuacijska asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta u skupini
ispitanika s podruéja Korcule, Visa i Splita te, ako postoji, ima li razlika izmedu
navedenih skupina.

Utvrditi postoji i fluktuacijska asimetrija podrucja kranija u skupini ispitanika s
podruc¢ja Korcule, Visa i Splita te, ako postoji, ima li razlike izmedu navedenih
skupina.

Utvrditi postoji li fluktuacijska asimetrija podru¢ja mandibule u skupini ispitanika s
podru¢ja Korcule, Visa i Splita te, ako postoji, ima li razlike izmedu navedenih
skupina.

Mijenja li se fluktuacijska asimetrija ovisno o iznosu srodivanja.

Mijenja li se fluktuacijska asimetrija ovisno o dobi.

Mijenja li se fluktuacijska asimetrija ovisno o spolu.

Utvrditi smjer fluktuacijske simetrije i ispitati mijenja li se s obzirom na dob.

Utvrditi postojanje spolne razlike u obliku kraniofacijalnog skeleta.

Utvrditi postojanje dobne razlike u obliku kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika
zenskog 1 muskog spola.

Utvrditi postojanje razlike u obliku kraniofacijalnog skeleta ovisno o mjestu

stanovanja ispitanika (Korcula, Split, Vis).
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. Uzorak
3.1.1. Projekt 10 001 Dalmatinac

Istrazivanje se provodilo u sklopu Projekta 10 001 Dalmatinac. Projekt je dio
,Croatian National Biobank®, hrvatska biobanka: Odrednice zdravlja i bolesti u opc¢oj i
izoliranim ljudskim populacijama [MZOS 216-1080315-0302] i Understanding population
genetics and genome-wide heterozygosity in Croatian isolated populations [FP7 access-
262055] (glavni istraziva¢ u oba projekta je prof. dr. sc. Ozren Polasek, Medicinski fakultet

SveuciliSta u Splitu).

Hrvatska biobanka je konzorcij koji povezuje vise od 20 istrazivackih projekata u Cetiri
medicinska fakulteta u Hrvatskoj, nekoliko bolnica i institucija javnog zdravstva. Koordinira
ga Hrvatski centar za globalno zdravlje, na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu.
Nacionalna Biobanka oslanja se na tri velika resursa koja bi trebala osigurati i odrzati
medunarodnu konkurentnost: 1) ,,10 001 Dalmatinac* studija otockih izolata Hrvatske; 2)
banka DNA projekt baziran na analizi tisuce slucajeva s najceS¢im slozenim bolestima i 3)

studija na velikoj skupini op¢e populacije u funkciji kontrolnog uzorka.

Prvi projekt medunarodno je priznata studija koja je za cilj imala provesti populacijsku studiju
na 10 001 osobi s hrvatskih otoka (Visa, Lastova, Mljeta i Korcule) kako bi se njihova
geneti¢ka svojstva povezala s njihovim zdravljem, bolestima i fenotipskim karakteristikama.
U razdoblju od 2001. do 2007. godine studija je dobila konkurentsku potporu hrvatske Vlade,
Europskog sixth framework programa (FP6), Velikog britanskog istrazivackog vije¢a, UK
Royal Societya, Wellcome Trust-a, Ameri¢kih nacionalnih instituta za zdravstvo i British

Councila.

U sklopu Projekta spomenuta populacija bila je ispitana putem standardiziranog zdravstvenog
upitnika, razvijenog od strane Svjetske zdravstvene organizacije, koji je ukljucivao dvije
ankete: o opfem zdravstvenom stanju i psihickom zdravlju (140). Nadalje, poznati su osobni
podaci ispitanika (dob, spol, datum rodenja), indeks tjelesne mase (body mass index - BMI),
prehrambene navike, tjelesna aktivnost, vrijednost krvnog tlaka, omjer tlaka na rukama i
nogama, nalaz elektrokardiograma, funkcija krvnih zila i pluéa te gustoca kostiju. Uzeti su im
uzorci krvi i urina za biokemijske i geneticke analize, testirano pamcenje, ispitan sluh i vid te
su napravljene fotografije mreznice i pregled o¢ne pozadine (140). Na dijelu ispitanika, s

podrucja Visa i Korcule, napravljene su CBCT snimke dijela kraniofacijalnog podrucja.
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Drugi dio projekta baziran je na radu s bolnickim pacijentima s kroni¢nim bolestima.
Primarno je rad baziran u SveuciliSnoj bolnici Sestara milosrdnica u Zagrebu i ima za cilj
stvoriti veliku banku DNA, do 20 000 slucajeva slozenih kroni¢nih bolesti, zaklju¢no do
2011. godine. Kako bi se to postiglo, uklju¢ene bolnice i javno zdravstveni instituti formirali
su nekoliko nacionalnih registara bolesti nepoznate etiologije i bez poznatih ¢imbenika rizika:
amiotrofi¢na lateralna skleroza, multipla skleroza, tip 1 Se¢erne bolesti, specifi¢ni rani tumori
1 nekoliko djecjih bolesti. Osim toga, prikupili su se 1 slucajevi naj¢es¢ih sloZzenih kroni¢nih
bolesti koji ujedno ¢ine najveci dio ukupnog opterecenja bolesti hrvatske populacije: infarkt
miokarda, mozdani udar, karcinom dojke, plu¢a i debelog crijeva, dijabetes tipa 2, depresija,
shizofrenija, bubrezni 1 Zu¢ni kamenci, giht, bolesti oka, Parkinsonova i Alzheimerova bolest,

osteoporoza, reumatoidni artritis i drugi (113).

Zadnja studija ukljuCuje reprezentativan uzorak od nekoliko tisuéa pojedinaca iz opce
hrvatske populacije koji ¢e sluziti kao kontrolna skupina za prve dvije studije. To je ,,ciljani
uzorak® koji usko odgovara demografskim obiljezjima hrvatske populacije. Osim DNK,
uzorak ukljucuje informacije o nacinu zivota, navikama, izlozenosti zdravstvenim rizicima,
zdravstvenim stavovima 1 povijest bolesti koji su dokumentirane pomocu standardnih i

medunarodno valjanih upitnika (140).

Glavni cilj istrazivanja hrvatske nacionalne biobanke je otkrivanje prirode odnosa izmedu: 1)
genomske sekvence 1 sofisticiranih cirkuliraju¢ih metabolita, 2) kruznih metabolita i
kvantitativnih bioloSkih osobina koji su relevantni za ljudsko zdravlje i bolest 1 3)

kvantitativnih bioloskih osobina i sloZene etiologije ljudske bolesti (113).

Hrvatska nacionalna biobanka u obzir uzima Cetiri opée razine slozenosti ukljuéene u razvoj
bolesti: 1) genomsku razinu; 2) stupanj ,,metabolomije* (uklju¢ujuci proteomiku, glikogiju i
lipidomiku); 3) razinu intermedijarnih kvantitativnih osobina (npr. krvni tlak, prisilni
kapacitet ekspirija, razina kolesterola) 1 4) krajnja tocka koja rezultira kompleksnim
fenotipom bolesti. Na svakoj razini, modifikatori poput ekoloskih, kulturnih, socio-

ekonomskih 1 psiholoskih utjecaja takoder mogu igrati vaznu ulogu.
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Medicinski fakultet, Sveuciliste u Splitu, Hrvatska:
Skupina od 10 001 zdravog ispitanika (“10 001 Dalmatinac”)

o S
KOMPLEKSNE BOLESTI KONTROLNA SKUPINA
Dnakolekcija bazirana na Dna kolekcija bazirana na
20000 slu¢ajeva 4000 reprezentativnih
najucestalijih ispitanikaizgeneralne
kompleksnih bolesti hrvatske populacije

Nekoliko znanstvenih i akademskih
institucija u Splitu, Osijeku, Zagrebu,
Hrvatska

Sveutilidna bolnica Sestara
milosrdnica, Zagreb,
Hrvatska

Slika 8. Shematski prikaz svih postupaka koji su ukljuéeni u hrvatsku biobanku (HPLC - high

performance liquid cromatography) (preuzeto uz dozvolu iz Rudan I i suradnici, 2009) (113).

U projekt hrvatske biobanke ukljuceno je viSe od 150 hrvatskih istrazivaca iz razlicitih
znanstvenih podrucja 1 disciplina koji kontinuirano traze i proSiruju medunarodnu suradnju.
Otkad je pokrenut, projekt je znatno povecao medunarodnu vaznost i produktivnost hrvatskog

biomedicinskog istrazivanja u 21. stoljecu.

Biobanke su zbirke 1 spremista uzoraka koje se koriste za istrazivanja i u medicinske svrhe.
Biobanke usmjerene na geneticku epidemiologiju trenutno dominiraju u podrucju
biomedicinskih istrazivanja. Njihova veli¢ina, ciljana populacija, shema uzorkovanja, opseg
fenotipa ili bioloskih uzoraka koji se prikupljaju su razli¢iti, ali vecina njih uzorkuje zdrave
ispitanike koje kategoriziraju u opcu ili posebnu populaciju. Jedna od posebnih populacija je
izolirana oto¢na populacija koja zahvaljujuéi genetickoj strukturi omogucuje uspjeSno
kartiranje gena (141). Jedno od kljuénih, ali ¢esto previdjelih pitanja u biobankiranju je
potencijalna korist uzorkovane populacije. Postoje studije koje su identificirale razloge
sudjelovanja pojedinaca u biobankingu (142, 143), ali zaklju¢no mozemo reci da su razlozi

uvijek lokalno specifi¢ni i da zahtijevaju analizu od slu¢aja do slucaja.

Hrvatska Biobanka - 10 001 Dalmatinac primjer je izolirane populacijske biobanke, s

naglaskom na geneti¢ku osnovu sloZenih bolesti (130, 113). Biobanka sadrzi bioloske uzorke
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nekoliko tisuca ispitanika s podrucja Sest hrvatskih otoka (Vis, Kor¢ula, Mljet, Lastovo, Rab,
Susak) i1 obalnog grada Splita. Ovaj resurs trenutno prikuplja vise od 800 fenotipskih
mjerenja, ukljuujuci uzorke krvi, seruma i urina zajedno sa susenim krvnim mrljama (dried
blood spots) (144), antropometrijskim i kliniékim mjerenjima, velikim brojem biokemijskih
mjerenja ukljucujuci preko 240 lipidomskih frakcija, preko 140 N-glikana, opsezne podatke o
zivotnim navikama i kognitivnim kapacitetima. Nadalje, nedavno su zapocele dvije nove
linije mjerenja, ,,senzomika® 1 ,antropomika®. Prvi ukljucuje sluSne, mirisne, okusne i
pragove boli, zajedno s velikim brojem percepcija i mjerenja dobivenih kompleksnim
reaktinometrom Drenovac (CRD) aparat (145, 146).

Druga, ,,antropomika®, ukljucuje najsuvremenije tehnike snimanja, CBCT kraniofacijalnog

skeleta 1 3D skenove lica, dok se u budu¢nosti planira 3D skeniranje cijelog tijela.

Osim navedenog, nedavna suradnja s Hrvatskim zavodom za javno zdravstvo rezultirala je
povezivanjem nacionalnih podataka o mortalitetu s podacima biobanke pruzajuéi tako Siru i
sveobuhvatniju informaciju o uzrocima smrti. Biobanka ¢e u budu¢nosti takoder pokusSati
povezati podatke za svakog sudionika s podacima iz zdravstvenog sustava ¢ime bi se stvorio
azuran izvor relevantnih medicinskih informacija i napravio pocetni korak u razvoju

integriranog okvira personalizirane medicine (147, 148, 149).

Istrazivacki putevi Projekta 10 001 Dalmatinac temelje se na tri linije istrazivanja: 1) biologija
sustava koja ima cilj razumijevanje ukupne sloZenosti bioloskih procesa u ljudskom tijelu
(150, 151), 2) analiza pleitropskih efekata i bolje razumijevanje genske mreze i 3) mogucénosti
detaljnih studija udruzivanja na razini fenoma s ciljem identificiranja i udruzivanja velikog

broja fenotipova s genima.

U sklopu druge i trece linije, ovaj je projekt istrazio kako pleitropija (uc¢inak jednog gena na
viSe fenotipskih svojstava), genska mreza i genski putovi odreduju niz klinicki relevantnih
kvantitativnih svojstava. Primarni fokus istrazivanja je geneti¢ka osnova oblika tijela i lica,
temeljenog na velikom broju mjerenja na trodimenzionalnim skenovima tijela i lica. Osim
izvrsnih moguénosti genotipizacije 1 sekvenciranja, uklju¢ivanje ispitanika iz izoliranih
oto¢nih populacija olakSava otkrivanje gena 1 omogucuje traZenje rijetkih genetiCkih

varijacija.
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Glavni cilj Projekta bio je pridonijeti nasem razumijevanju pleitropnih ucinaka u nasim
genomima, postojanju genskih mreza i putevima gena te istraziti mogu li ih se koristiti za
predvidanje kvantitativnih svojstava i pojave bolesti. Kako bi to u¢inili, projekt je podijeljen u

pet ciljeva istrazivanja, dok ovo istrazivanje pripada dijelu treceg cilja.
1) Pleitropija, mreze i putevi u odredivanju oblika tijela i lica

Za ovaj cilj su se koristila antropometrijska mjerenja s ciljem: otkrivanja geneticke osnove
antropometrijskih svojstava i razvijanja velike fenotip-genotipne matrice potrebne za
proucavanje pleitropnih efekata, mreza 1 putova. Geneticke mreze 1 putevi istraZzeni SU

koristenjem dostupnih softverskih programa Insight i Magenta.
2) Inbreeding i oblik tijela

Ovaj projekt istrazio je kako inbreeding, genske mreze i putovi identificirani u prethodnom

cilju utjecu na antropometrijske osobine.
3) Fluktuacijska asimetrija

Bilateralna simetrija tijela je pod genetickom kontrolom, a geneticka teorija predvida da ¢e
povecana homozigotnost dovesti do veceg stupnja nestabilnosti genoma. To ¢e rezultirati
fenotipskim nalazom povecane fluktuirajue asimetrije, razvojne razlike u osobinama na

lijevoj ili desnoj strani tijela.

Ovaj projekt istrazio je fluktuacijsku asimetriju za sve bilateralne antropometrijske i
oftalmic¢ke osobine i povezao ih s opseznim skupom homozigotnosti na razini genoma i

procjenama inbreedinga za koje se pokazalo da su veéi u oto¢noj populaciji (152).
4) Oblik tijela, morbiditet i smrtnost

Prethodne epidemioloske studije Cesto su ukazivale na to da su neki oblici tijela bili povezani
s povecanim rizikom od bolesti (153, 154). Ovaj projekt dodatno je razvio ovu ideju

povezujuci antropometrijske podatke s morbiditetom i informacijama o smrtnosti.
5) Klinic¢ki relevantne osobine

Ovaj projekt koristio je velik broj klini¢ki relevantnih svojstava, a posebice veliku matricu

lipidomskih mjera koje se sastoje od 347 mjera specifi¢nih lipidnih frakcija.

Projekt 10 001 Dalmatinac trebao bi nadopuniti postojec¢e podatke o populacijskoj genetici

(137) i stvoriti sustavni i sveobuhvatni pregled geneticke strukture suvremenih Hrvata.
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3.1.2. Struktura uzorka
Ukupni uzorak sadrzavao je 110 ispitanika i sastojao se od triju grupa: ispitanici iz

grada Splita, ispitanici s otoka Visa 1 ispitanici s otoka Korcule.

Navedena podjela uéinjena ja na temelju podataka o homozigotnosti ove populacije odredenu
prema MLH (mulitilocus heterozygosity) (152) 1z grada Splita bilo je ukupno 49 ispitanika, od
toga 11 muskog spola i 38 zenskog spola. S otoka Visa bilo je ukupno 46 ispitanika, od toga
20 muskog spola i 26 zenskog spola, dok je s otoka Kor¢ule bilo ukupno 15 ispitanika, od
toga 5 muskog spola i 10 zenskog spola. Spolna struktura uzorka prikazana je u Tablici 4.

Tablica 4. Ukupni broj i spolna struktura uzorka

Podrijetlo ispitanika Spol Broj ispitanika
Split 49
zenski 38
muski 11
Vis 46
zenski 26
muski 20
Korcula 15
zenski 10
muski 5
ukupno 110
zenski 74
muski 36

Struktura uzorka nije bila izabrana za potrebe ovog istraZivanja, ve¢ je temeljena na
dostupnim rendgenskim snimkama koje su snimane iz medicinskih razloga.

Dobna i spolna struktura cijelog uzorka prikazana je na Slici 9.
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Slika 9. Graficki prikaz raspodjele ukupnog broja ispitanika prema dobi i spolu. Na x ordinati
nalazi se dob izrazena u godinama, a na y ordinati postotak ispitanika odredene dobi u odnosu
na ukupan uzorak. Plave kolone oznacavaju muski spol, a crvene kolone Zenski spol. Najveci
broj ispitanika odgovara dobi izmedu 60 i 65 godina. Broj Zenskih ispitanika prednjaci nad
muskim ispitanicima, osim u razdoblju do 20 godina 1 u razdoblju od 80 do 90 godina, dok su
ispitanici u razdoblju od 90 do 100 godina isklju¢ivo muSkog spola. Najve¢i broj Zenskih
ispitanika je u dobi izmedu 50 1 60 godina, dok je najveci broj muskih ispitanika izmedu 60 1

70 godina.

Kao $to je vidljivo, prosje¢na dob ukupnog uzorka iznosila je 51,3 godina, kod Zena 51,1
godina, a kod muskaraca 51 godinu. U skupini grada Splita prosjecna dob iznosila je 48,9
godina, kod Zena 47,4 godina, a kod muskaraca 53 godine. U skupini s otoka Visa prosje¢na
dob iznosila je 52,6 godina, kod zena 57 godina, a kod muskaraca 57 godina, dok je u skupini
s otoka Korcule prosjecna dob iznosila 51,8 godina, kod Zena 51,4 godina, a kod muskaraca
52,8 godina.
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Tablica 5. Dobna struktura uzorka

Podrijetlo ispitanika Spol Prosje¢na dob ispitanika
Split 48,9
zensKi 47,7
muski 56
Vis 52,6
zenski 57
muski 49,5
Korcula 51,8
zenski 51,4
muski 52,8
ukupno 51,3
zenski 51,5
muski 51
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3.2. Postupci

Mjerenja radena u sklopu ovog istrazivanja pripadaju podrucju virtualne antropologije,
novog mulidisciplinarnog podrucja znanosti koji podrazumijeva kvantitativnhu analizu
digitaliziranih anatomskih struktura u tri ili, uz komponentu vremena, u cetiri dimenzije.
Virtualna antropologija je realna analiza antropoloskih varijacija virtualnog objekta. Ona
omogucuje vizualizaciju do tada skrivenih anatomskih struktura, njihovu kvantitavnu analizu
te potpuno neinvazivan pristup anatomskom mikronskom objektu interesa (ROl - regio of
interest).

Trodimenzionalna rekonstrukcija podataka i trodimenzionalna antropometrijska mjerenja
radila su se u softveru Viewbox 4 (dHAL, Greece). To je napredni program za
dvodimenzionalne i trodimenzionalne kefalometrijske analize i biometrijsku morfometriju.
Prvu verziju programa napravio je Halazonetis 2003. godine. i do danas je program
unaprijeden Cetiri puta. Zadnja verzija koriStena u ovom istrazivanju ukljucuje i
trodimenzionalni modul koji omogucuje prikaz, pregled i mjerenje trodimenzionalnih
anatomskih struktura. Primarna je namjena programa usmjerena na ortodontsku klinicku
primjenu i znanstvena istrazivanja s podrucja ortodoncije, dentalne medicine, medicine,

biologije i virtualne antropologije.

Kako bi virtualna antropologija bila vjerodostojna analiza realnog objekta, Bookstein ju je
podijelio u Sest temeljnih operativnih dijelova: digitalizacija, utvrdivanje tocaka,
usporedivanje, geometrijska rekonstrukcija, oblikovanje (materijalizacija) 1 kona¢na objava

podataka (155).

3.2.1. Digitalizacija ili mapiranje objekta

Digitalizirati se moze samo povrSina (virtualni Sestar) ili cijeli objekt (virtualna kopija).
Trodimenzionalna kopija objekta moze se dobiti iz podataka snimljenih razli¢itim uredajima:
CT (kompjuterizirana tomografija), CBCT (cone beam kompjuterizirana tomografija), uCT
(mikro kompjuterizirana tomografija), MR (magnetska rezonanca). Razlika medu
trodimenzionalnim kopijama dobivenih ovim uredajima je u rezoluciji, odnosno u veli¢ini

voksela.
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Digitalizacija kraniofacijalnog kompleksa ispitanika ovog istrazivanja radena je CBCT
uredajem. Relativno visoke doze RTG zracenja limitirale su upotrebu kompjuterizirane
tomografije u orofacijalnom podru¢ju samo za hitne slucajeve, kao Sto je tumorska
dijagnostika. Upotreba CT na bazi koni¢ne zrake (CBCT) omogudila je Siru primjenu u
orofacijalnom podrudju, istovremeno reduciraju¢i dozu zracenja, povecavajuéi dijagnosticku
vrijednost i eticku upotrebljivost. CBCT metoda bazirana je na dvije koni¢ne zrake i Sirokom
senzoru, tako da je kut slikanja ve¢i od 400°. Vrijeme ekspozicije znacajno je reducirano
upotrebom pulsne ekspozicije i analizom algoritama baziranih na Sirokom digitalnom zaslonu

koji simultano prima slike iz svih kutova tijekom snimanja.

U ovoj fazi snimanja skupljaju se podaci mnogostrukih dvodimenzionalnih snimki za svaki
pojedinacni sloj. Takav nacin stvaranja slike podrazumijeva da cijelo polje snimanja (FOV -
field of view) bude registrirano iz razli¢itih smjerova $to rezultira istovremenim registriranjem
velikog broja podataka, odnosno piksela za svaku to¢ku unutar snimanog objekta. Slike koja
se preklapaju, tj. duple slike dobivene iz razli¢itih perspektiva i pozicije koriste se za kontrolu

1 izmjenu to¢nosti kona¢ne trodimenzionalne slike.

Nakon snimanja mnostvo prikupljenih dvodimenzionalnih snimki kompjuterski se obraduje i
analizira i u konacnici sklapa u trodimenzionalnu sliku u tri ortogonalne projekcije (aksijalna,
sagitalna i koronarna), odnosno u trodimenzionalni objekt. Nakon rekonstrukcije najmanji dio

snimanog objekta koji se moZe vizualizirati viSe nije piksel, nego voksel.

Ovisno o veli¢ini 1 obliku detektora, moguce je mijenjati veli¢inu regije snimanja. Odabir
veli¢ine polja snimanja (FOV) ovisi o potrebnim specificnim dijagnosti¢kim indikacijama,

odnosno o regiji interesa (ROI - regio of interes).

Za ovo istrazivanje koristilo se sveukupno 110 CBCT snimki. Od ukupnog broja 46 snimki
pripada stanovnicima otoka Visa, 15 stanovnicima Korcule, a 49 snimaka pripada populaciji
grada Splita. Sve snimke napravljene su istim CBCT uredajem (Scanora 3D, Soredex,
Finland) i pripadaju bazi podataka Projekta. Ispitanici s podruéja otoka Visa i Korc¢ule
predstavljaju geografski i reproduktivno izoliranu populaciju, dok su se snimke ispitanika s
podruc¢ja grada Splita koristile kao kontrola. Ta skupina je reprezentanta mijeSane i
neizolirane populacije. Sve su snimke istih dimenzija, veli¢ine polja (FOV) 10 x 14,5 cm,
veli¢ine izotropnih voxela 0,25 mm sa sveukupno 300 projekcijskih snimki po ispitaniku.

Snimke su pohranjene u Digital Imaging and Communication in Medicine (DICOM) formatu.
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Nakon ucitavanja trodimenzionalne snimke i prikaza kraniofacijalnog skeleta, odredena je
regija interesa za svakog ispitanika pojedina¢no. Ona je ukljucivala cijeli kraniofacijalni
kompleks, od gornjeg kostanog ruba lijeve i desne orbite te je obuhvacala cijelu mandibulu,
lateralno lijevi i desni kondilarni i koronoidni nastavak te posteriorno cijeli skelet brade. Zbog
individualnih dimenzija kraniofacijalnog kompleksa, navedene strukure kod nekih ispitanika

nisu bile vidljive nakon digitalizacije te su ti ispitanici izbaceni iz uzorka.

Na cijeloj definiranoj regiji interesa na histogramu je vizualizirana frekvencija i iznos
denziteta sive boje za svaki pojedini voksel. Na grafu koji pokazuje krivulju vrijednosti
denziteta kroz uzorak pocevsi od najnize vrijednosti, uzlazne putanje pa sve do najviSe
vrijednosti denziteta po principu prozoriranja odredila se srednja vrijednost denziteta. Izgled
grafa, odnosno nagib uzlazne putanje ovisi 0 homogeniziranosti koStanog tkiva svakog
ispitanika i individualan je. Isto tako je i Sirina prozora koji obuhvaca pocetak i zavrSetak
uzlaznog kraka razli¢ita. Sve tkivo koje je po iznosu HU bilo izvan prozora izbaceno je i na
njemu nisu radena mjerenja. Postupak ,prozoriranja“ ¢isti uzorak i povecava njegovu

homogenost.

Drugi postupak kojim se povecala homogenost povrSine koStanog tkiva je zagladivanje
povrsine. Ono ukljuuje niz programskih geometrijskih, perceptivnih 1 transformirajucih

promjena kojima se povrsina tkiva izostrava te detalji postaju bolje vidljivi.

3.2.2. Utvrdivanje antropometrijskih to¢aka

Drugi operativni proces koji slijedi nakon digitalizacije pripremljenog i ,,0¢iS8¢enog*
virtualnog modela je definiranje 1 odredivanje polozaja pojedinacne tocke u sve tri ravnine

(transverzalnoj, sagitalnoj i konorarnoj) kao i na trodimenzionalnoj rekontrukciji.

Osnovni preduvjet upotrebe postupaka geometrijske morfometrije je digitalizacija
antropometrijskih to¢aka za sve objekte ispitivanja. Digitalizacija tocaka u sve tri dimenzije
znantno je kompleksnija nego u dvije gdje se tocke oznacavaju putem racunala na fotografiji

ili rendgenogramu.

Prema Booksteinu, moguce je definirati 3 tipa krivulja (vidljive, najizraZenije, simetri¢ne) i 6
tipa tocaka (najuocljivije - odredene sjeciStem triju dijelova tkiva u prostoru, najuocljivije

izbocCine anatomske strukture, tocke odredene simetrijom - sjeciSte grebena i medijalne linije,
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nauocCljivije krivine i1 medijalne linije ili sjeciSte grebena i najuocljivije krivine, polutocke

krivulje, polutocke povrsine i kontrukcijske polutocke) (155).

Promatranje bioloskih struktura provodi se pomocu podataka koje ¢ine koordinate tocaka u
dvije ili u tri dimenzije. U tu svrhu mogu se koristiti antropometrijske tocke (landmarks) i
tocke izvan objekta (outline coordinates). Antropometrijske tocke su specifiéne tocke
organizma koje odgovaraju promatranom objektu 1 one su u vecoj ili manjoj myjeri
homologne, za razliku od toc¢ki izvan objekta koje nisu homologne. Homolognost je bitan
preduvjet u definiranju antropometrijskih toc¢aka i taj se termin Kkoristi u svrhu opisivanja
identi¢nih dijelova oblika organizma kod razli€itih vrsta ili razvojnih stadija, odnosno
bioloskih struktura koje imaju stalno, odnosno identicno biolosko ili biomehani¢ko znacenje

(156).
Postoje tri osnova tipa antropometrijskih to¢aka:

1) Tip I su tocke koje se najlakse identificiraju, a njihova je homolognost ¢vrsto dokaziva i
bioloski utemeljena. One su unutar uzorka potpuno homologne, ponovljive su i vrlo dobro
vidljive na promatranoj strukturi pa su najvrjedniji podaci za analizu geometrijskom

morfometrijom. To su obi¢no vrhovi grebena, sjecista sutura, prelazi jednog tkiva u drugi itd.

2) Tip II su tocke ¢ija je homolognost uvrdena geometrijskim pristupom, a najbolji primjer za

to su najostrije krivulje zuba.

3) Tip III su to¢ke kojima nedostaje barem jedna koordinata. Primjer za to je toCka dna
konkaviteta na dvodimenzionaloj slici. One se koriste u statistickoj obradi, ali u bioloskoj 1
geometrijskoj interpretaciji treba ih uzimati s oprezom. Ukoliko se homolognost ne moze
utvrditi koriste se pseudo-tocke (pseudo-landmarks) koje se najéesce nalaze na pocetku ili
kraju proucavane strukture, na najizbocenijem dijelu krivulje ili proizvoljno izvan strukture
objekta (156).

Tocke tipa I odgovaraju Mossovim ,,materijalnim* to¢kama, a tocke tipa II i III odgovaraju
»anatomskim* tockama. Anatomske kranijalne tocke mogu biti dvojake: tocke koje se nalaze
na povrsini kosti (gonion, mention, spina nasalis anterior) §to bi otprilike odgovaralo tockama
tipa II i tocke koje se nalaze izmedu dviju tocaka (nasion, bregma), odnosno Booksteinove
tocke tipa III. Ukoliko rast te¢e uniformno kroz sva tkiva, moZzemo ocekivati da se materijalne

1 anatomske tocke pomicu zajedno, poput procesa koji se odvija tijekom intersticijskog rasta.
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Na dijelu kraniofacijalnog skleleta od donjeg ruba orbite do donjeg ruba mandibule nalazi se

6 neparnih kraniometrijskih tocaka u mediosagitalnoj ravnini i 14 parnih tocaka.

Tocke u mediosagitalnoj ravnini koje ¢e se koristiti su: prosthion (pr), spina nasalis anterior

(sna), spina nasalis posterior (snp), foramen incisivus (fi), linguale (Ing) i infradentale (id).

Parnim toCkama pripadaju: orbitale (or), apertura piriformis (ap), zygoorbitale (zo),

zygomaxillare (zm), foramen mandibule (fma), foramen mentale (fme) i coronoid (cn).

Njihove definicije (157) navedene su u Tablici 6, a prostorni polozaj prikazan je na Slikama

10§ 11).

Tablica 6. Definicije tocaka (preuzeto uz dozvolu iz Mureti¢ Z i suradnici, 2014.) (157).

Ime antropometrijske tocke

Definicija i polozaj

neparne tocke

prosthion (pr)

najanteriornija 1 najinferiornija tocka maksilarnog
alveolarnog nastavka, naj¢es¢e se nalazi u blizini
caklinskog-cementnog spojista maksilarnih centralnih

inciziva

spina nasalis anterior (sna)

najanteriornija tocka dna nosne Supljine, vrh premaksile 1

mediosagitalnoj ravnini

spina nasalis posterior (snp)

toCka sjecista tvrdog i mekog nepca i fose pterigopalatine

foramen incisivus (fi)

srediSnja toCka incizalnog kanala, najesce se nalazi

izmedu kruna centralnih maksilarnih inciziva

linguale (Ing)

najanteriornija i najsuperiornija to¢ka mandibularnog
alveolarnog nastavka, naj¢eS¢e se nalazi blizu caklinsko-
cementnog spojiSta mandibularnih centralnih inciziva s

lingvalne strane

infradentale (id)

najanteriornija i najsuperiornija tocka mandibularnog
alveolarnog nastavka, obi¢no se nalazi u blizini caklinsko
- cementskog spojiSta mandibularnih centralnih inciziva s

vestibularna strane

parne tocke

apertura piriformis (ap)

najinferiornija tocka suture gdje maksila artikulira s
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nazalnim kostima

zygoorbitale (zo)

najsuperionija tocka zigomati¢nog luka

zygomaxillare (zm)

najinferiornija tocka zigomati¢nog luka

foramen mandibule (fma)

sredi$nja tocka vanjskog ruba foramena mandibule

foramen mentale (fme)

sredi$nja tocka vanjskog ruba foramena mentale

coronoid (cn)

najsuperiornija to¢ka koronoidnog nastavka
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Slika 10. Polozaj antropometrijskih tocaka — frontalni pogled (Slika pokazuje polozaj

antropometrijskih to¢aka u frontalnom pogledu. Vide se: zygoorbitale desno, zygoorbitale
lijevo, apertura piriformis desno, apertura piriformis lijevo, spina nasalis anterior, coronoid
desno, coronoid lijevo, prosthion, linguale, infradentale, foramen mentale desno, foramen

mentale lijevo.
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Slika 11. Polozaj antropometrijskih tocaka - lateralni pogled (Slika pokazuje polozaj

antropometrijskih toc¢aka lateralno. Vide se: zygoorbitale desno, zygomaxillare desno,

apertura piriformis desno, spina nasalis anterior, prosthion i foramen mentale desno.)
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Lubanja koja se koristi za vizualizaciju dobivena je ljubaznoséu od dr. Lynn Copes. Ona je
dio zbirke od preko 700 CT skenova ljudskih lubanja i 400 microCT skenova lubanja

nehumanih primata (https://www.lynncopes.com/human-ct-scans.html).

Cjelokupna lubanja svakog pojedinca skenirana je Siemens Somatomovim spiralnim
skenerom (70 pA, 110 kV, visina stola 215, Sirina rezova 1,0 mm, rekonstrukcija 0,5 mm -
najvec¢a moguca rezolucija na skeneru u vrijeme skeniranja). Uzorci su morali biti skenirani u
dva dijela kako bi se skener mogao ohladiti na polovini  skeniranja.
Prikazana lubanja potjece iz zbirke Terry, zbirke iz SAD-a. Njena oznaka je TC 880.

Sporedna datoteka kaZe da je lubanja iz zenske osobe od 27 godina, visine 175 cm, rodene

1904., a umrle od kroni¢nog nefritisa 5. veljace 1931. godine.

Nakon digitalizacije, antropometrijske tocke odredene su svojim koordinatama (X, y, z) i
analizirane su metodama geometrijske morfometrije u programu Mathematica 4.1 (Wolfram

Research, Inc., United Kingdom).

3.2.3. Analize metodama geometrijske morfometrije

Morfometrija obuhva¢a metode opisa i statisticke obrade varijacija oblika unutar
uzorka i medu uzorcima, analize promjena oblika uslijed rasta i razvoja, primjene
cksperimentalnih metoda i pracenje evolucijskih promjena antropometrijskih obiljezja
Covjeka i njegovih predaka (158). Ona se moze koristiti kada je potrebno opisati oblik dijela

organizma ili odredenu strukturu te usporediti razlicite ili sli¢ne oblike.

Multivarijantna ili tradicionalna morfometrija karakterizirana je uporabom multivarijantnih
statistickih postupaka nad odredenim grupama varijabli. Kao antropometrijske varijable
najcesce se koriste udaljenosti izmedu pojedinih antropometrijskih toc¢aka (landmarks) ili
struktura organizma. Tako se utvrduju razli¢ite duljine i Sirine te njihovi medusobni omjeri. U
tradicionalnoj morfometriji mjere se i odredeni kutovi i razmjeri. Rezultati se pokazuju

brojcano 1 grafi¢ki ukazuju¢i na ovisnost dviju ili vie varijabli.

Jedan od problema tradicionalne morfometrije nalazi se u Cinjenici da ¢ak i u slucaju velikog
broja utvrdenih mjera lica nije moguce vizualizirati njegov oblik. Takoder, viSe promatranih
mjera organizma mogu imati zajednicku antropometrijsku tocku §to se u multivarijantnoj

analizi ne obraduje pa stoga rezultati nisu toliko vjerodostojni kao $to bi bili da se ne
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obraduje. Prikaz rezultata u obliku udaljenosti tezak je za vizualizaciju promjena samog

oblika organizma.

Geometrijska morfometrija je morfometrijski pristup koji cuva geometriju odredenog oblika.
Izmedu nekoliko geometrijskih pristupa, Prokrustova metoda je najrasirenija i najlakse

razumljiva u svojim matematic¢kim i statistickim svojstvima (159).

Geometrijska morfometrija je skup postupaka multivarijantnih statistickih analiza
antropometrijskih to¢aka u kartezijskom koordinatnom sustavu. Rije¢ ,,geometrijska“ odnosi
se na Kendellov shape-space, odnosno na procjenu prosje¢nog oblika i opis varijacije oblika
unutar uzorka (160). U tom prostoru svaka tocka predstavlja oblik unutar nekog euklidskog
prostora (161). Vecina multivarijantnih metoda predstavlja linearizaciju statistickih analiza
udaljenosti izmedu tocCaka 1 orijentacije toCaka unutar prostora. Multivarijantnost u
geometrijskoj morfometriji koristi se u procjeni izgleda prosje¢nog oblika na razini cijelog
uzorka. Osnovna je znaCajka ocCuvanje svih podataka u relativnom razmjeStaju svim
promatranih tocaka jer se tijekom analize analiziraju sve toc¢ke zajedno (162). Tako je moguce
vizualizirati varijabilnost pojedinca ili promatrane grupe unutar uzorka i u odnosu na cijeli
uzorak te varijacija cijelog uzorka u odnosu na pojedinca ili na promatranu skupinu unutar
njega. U tradicionalnoj morfometriji potrebno je ve¢ unaprijed odrediti udaljenosti koje ¢e se
mjeriti, a za koje se pretpostavlja da u odredenoj mjeri odrazavaju poremecaj oblika. Za
razliku od toga u geometrijskoj morfometriji sama analiza ukazuje na smjer maksimalne

varijance i objasnjava koja je varijabla najzna¢ajnija za odredenu prostornu promjenu (160).

Za analizu oblika i simetrije kraniofacijalnog skeleta koristit ¢e se sljede¢e metode: opca
Prokrustova metoda superpozicije kojom ¢e se standardizirati veli¢ina objekta i maknuti iz
analize faktor veli¢ine promatranog objekta, modeliranje preslike objekta te metoda glavnih

komponenata (Principal Components Analysis - PCA) (163).
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3.2.3.1. Standardiziranje veli¢ine objekta (Opcéa Prokustova metoda superpozicije)
Standardiziranje veli¢ine objekta provodi se u svrhu micanja ¢imbenika veli¢ine kako
bi u predstojeCim analizama preosta0 samo c¢imbenik oblika kao predmet analize.
Standardiziranje veli¢ine objekta u geometrijskoj morfometriji provodi se koriStenjem
Prokrustove analize. Postoje dva oblika Prokrustove analize: jednostavna i opca.
Jednostavnom se odreduje centroidna veli¢ine (centroid size), odnosno prosje¢na tocka uzorka

s koordinatama (0, 0, 0).

Opc¢om Prokrustovom metodom superpozicije, koja postavlja svaki objekt prema svakome,
utvrduje se srednja vrijednost uzorka. Ona se racuna programima koji odabiru koordinatu X,
sve koordinate prilagodavaju toj koordinati, utvrduju sumu kvadrata razlika, izraCunavaju
novu srednju vrijednost i taj se postupak visestruko ponavlja do vrijednosti do oko 10 6. Tom
metodom minimiziranja sume kvadrata odstupanja svih antropometrijskih tocaka odredio se

Prokrustov prosje¢ni oblik i Prokrustove koordinate u odnosu na prosje¢ni oblik.

Pri refleksiji i preslikavanju svaka se koordinata (x, y, z) preslika pa tako i Prokrustov
prosjecni oblik. Stoga ga joS mozemo nazvati simetricnim prosje¢nim oblikom originalnog
oblika.

3.2.3.2. Modeliranje preslike objekta i stvaranje simetricnog objekta

Modeliranje preslike objekta omogucava stvaranje refleksije lijeve 1 desne strane
objekta. Matematicki postupci utvrdivanja ukupne asimetrije provedeni su prema Mardia (50).
Prema njima, simetrija bioloSkih objekata, tkiva ili sustava moze se podijeliti u dvije grupe.
Prvoj grupi (object symmetry) pripadaju parametri neparnih obiljeZja koji se nalaze u
mediosagitalnoj ravnini, dok su u drugoj grupi (matching symmetry) pripadaju parametri
parnih obiljeZja koji se nalaze lateralno lijevo i desno od mediosagitalne ravnine. Unutar prve
grupe postoje dvije vrste antropometrijskih tocaka - uparene, koje nisu na mediosagitalnoj

ravnini ve¢ lateralno od nje i neuparene koje su to¢no na mediosagitalnoj ravnini.

Matematicki opis oblika nekog objekta predstavlja grupu antropometrijskih tocaka
(landmarks) koji ga definiraju, standardizirani s obzirom na vektorske karakteristike, tj. na

lokaciju, vrijednost i smjer.

Krajnji rezultat postupaka refleksije u mediosagitalnoj ravnini i preslikavanja permutacijskom

matricom je prostorno nepromijenjen medusobni odnos koordinata antropometrijskih tocaka
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unutar jednog objekta. Dobiva se njegova identi¢na zrcalna preslika koja je identi¢na

originalnom obliku.

Preslikavanje objekta kod dvodimenzionalnih tocaka odvija se preko mediosagitalne ravnine,
a kod trodimenzionalnih toc¢aka oko mediosagitalne plohe. Mediosagitalna linija ili ploha
zami$ljena je linija ili ploha koja prolazi kroz sredinu tijela i dijeli organizam na dva dijela.
Budu¢i da je sredina tijela odredena antropometrijskim tockama, a njihova je pozicija
varijabilna, mediosagitalnu ravninu na takav nacin nije moguce to€no odrediti. Za tocno
odredivanje simetricnosti objekta zbog toga se Koristi gore navedeni matematicki model
inverzije 1 preslikavanja te je na taj nacin izbjegnuta pogreSka odredivanja pozicije

mediosagitalne ravnine.

Modeliranjem preslike objekta stvorili su se preduvjeti za utvrdivanje ukupne asimetrije.
Stupanj individualne morfoloske asimetrije izracunao se kao razlika oblika (Prokrustova

udaljenost) izmedu konfiguracije lica 1 njegove zrcalne refleksije.

3.2.3.3. Izracun devijacija od simetricnog objekta 1 statistiCka obrada asimetrije

Postupci utvrdivanja direkcijske i fluktuacijske asimetrije temelje se na postupku
dekompozicije ukupne asimetrije. Prvoutvrdena ukupna asimetrija (totalna asimetrija - TA)
uzorka podijeljena je na direkcijsku (direkcijska asimetrija - DA) i fluktuacijsku asimetriju

(fluktuacijska asimetrija - FA).

Ukupna asimetrija je ukupna suma kvadrata razlika udaljenosti izmedu originalnog objekta i
njegove odredene preslike. Direkcijska ili medugrupna asimetrija je razlika izmedu grupe koja
predstavlja promatrani objekt i grupe koja opisuje srednju vrijednost (suma kvadrata razlike
objekta u odnosu na srednju vrijednost). Fluktuacijska asimetrija predstavlja razliku unutar

grupne asimetrije $to oznacava iznos do kojeg uzorak fluktuira oko srednje vrijednosti.

Metoda glavnih komponenata (Principal Components Analysis, PCA) ukazala je na
distribuciju dominantnih varijacija oblika unutar razli¢itih populacija i prikazala glavne

razli¢itosti medu njima (43).
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4. REZULTATI
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U prvom dijelu ovog poglavlja prikazat ¢e se rezultati analize oblika kraniofacijalnog
skeleta metodom geometrijske morfometrije, nakon §to je opom Prokrustovom analizom
maknut faktor veli¢ine. Pokazat ¢e se promjena oblika u odnosu na dob te distribucija oblika

kraniofacijalnog skeleta izmedu spolova.

Drugi dio ovog poglavlja pokazat ¢e rezultate analize asimetrije kraniofacijalnog skeleta
nakon modeliranja preslike objekta 1 stvaranja simetri€nog. Prikazat ¢e se i distribucija totalne
asimetrije na razini cijelog uzorka, rezultati analize totalne asimetrije prema mjestu

stanovanja te rezultati direkcijske i fluktuacijske asimetrije.

4.1. Rezultati standardizacije veli¢ine objekta
Standardizacija veliCine objekta provedena je koriStenjem opcée Prokrustove analize.

Nakon digitalizacije, sve parne i neparne antropometrijske toc¢ke su superponirane.

= . &
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1)
Frontalnaravnina Lateralna projekcija

Slika 12. Prokrustove koordinate ¢itavog uzorka

Slika 12. prikazuje Prokrustove koordinate ¢itavog uzorka, odnosno rezultate standardizacije
veli¢ine objekta. Lijevi dio slike prikazuje antropometrijske tocke u frontalnoj ravnini, dok
desni dio slike prikazuje antropometrijske tocke u lateralnoj projekciji. Temeljem slike moze
se zakljuciti kako se radi o homogenom uzorku budu¢i da su sve antropometrijske tocke
Citavog uzorka ravnomjerno rasporedene. Osim toga, dobiven je raspored antropometrijskih
tocaka uz iskljucenje ¢imbenika veli¢ine objekta tako da je preostala samo varijabilnost

oblika.
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4.2. Rezultati analiza oblika kraniofacijalnog skeleta

4.2.1. Rezultati distribucije oblika kraniofacijalnog skeleta izmedu spolova
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Slika 13. Prva i druga glavna komponenta distribucije oblika kraniofacijalnog skeleta izmedu

spolova

Slika 13. prikazuje prvu i drugu glavnu komponentu distribucije oblika kraniofacijalnog

skeleta izmedu spolova. Na ordinati su graficki prikazane vrijednosti prve glavne

komponente, a na apsici vrijednosti druge glavne komponente za svakog ispitanika. Ispitanici

oznaceni plavim krugom pripadaju muskom spolu, a ispitanici oznaceni ljubi¢astim

kvadratom pripadaju zenskom spolu. Kao $to se moze vidjeti na slici, ispitanici se prema

spolu ne grupiraju u klastere.
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Slika 14. Treéa i Cetvrta glavna komponenta distribucije oblika kraniofacijalnog skeleta

izmedu spolova

Slika 14. prikazuje tre¢u i Cetvrtu glavnu komponentu distribucije oblika kraniofacijalnog

skeleta izmedu spolova. Na ordinati su graficki prikazane vrijednosti tre¢e glavne

komponente, a na apsici vrijednosti Cetvrte glavne komponente za svakog ispitanika.

Ispitanici oznaceni plavim krugom pripadaju muskom spolu, a ispitanici oznaceni ljubi¢astim

kvadratom pripadaju Zenskom spolu. Kao §to se moze na vidjeti na slici, ispitanici se prema

spolu ne grupiraju u Kklastere.

lako vidimo da izmedu ispitanika Zenskog i muskog spola postoje mnoga preklapanja i nema

vidljivog grupiranja, F test pokazao je da izmedu ispitanika Zenskog i muskog spola postoji

statisti¢ki znacajna razlika oblika kraniofacijalnog skeleta (p=0.025).
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4.2.2 Rezultati analize promjena oblika kraniofacijalnog skeleta u odnosu na dob

Skeletna dob. Prokrustova
udaljenost/godine

}
I
r
, A
0.006‘[ / 5.
r / —  Muski
o004 — Zenski
[
}.

L ... Dob
45 50 55 60 65

Slika 15. Ovisnost promjene oblika kraniofacijalnog skeleta u odnosu na dob kod ispitanika

muskog 1 Zenskog spola

Slika 15. pokazuje ovisnost promjene oblika kraniofacijalnog skeleta u odnosu na dob kod
ispitanika muskog i zenskog spola. Na x osi prikazana je dob ispitanika izrazena u godinama.
Na y osi prikazana je skeletna dob koja je izraZena u jedinici Prokrustove udaljenosti u godini
dana. Ta jedinica oznaCava promjenu oblika kraniofacijalog skeleta koja se dogodi u godini
dana. Dobivena je na nacin da je u svrhu analize oblika maknut faktor veli¢ine glave, nakon
Cega je svaki ispitanik dobio svoj broj PD jedinica (Procrust distance - Prokrustova

udaljenost) koje oznac¢avaju promjenu oblika.

Vidimo da se krivulje ispitanika musSkog i Zenskog spola razlikuju. Promjene oblika
kraniofacijalnog skeleta vece su kod ispitanika Zenskog, nego kod ispitanika muskog spola.
Nakon 55 godina krivulja promjene oblika kraniofacijalnog skeleta u ovisnosti o dobi kod
ispitanika Zenskog spola ima izraZzenu uzlaznu putanju nakon ¢ega postaje diskontinuirana s

nepredvidljivim uzlaznim i silaznim varijacijama.
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Slika 16. Prosje¢ni oblik glave svih ispitanika u ovisnosti o dobi i spolu

Slika 16. prikazuje prosje¢ni oblik glave svih ispitanika vezan uz dob, procijenjen lokalnim
linearnim regresijama, ovdje je prikazan PC1, PC2 i PC3. Plava krivulja ozna¢ava promjene
glave u odnosu na dob (izrazenu u godinama) kod muskarca, dok crvena krivulja oznacava

promjene glave u odnosu na dob (izrazenu u godinama) kod Zena.

Putanje krivulja muskaraca i Zena priblizno su paralelne do otprilike 55 godine kada se kod
Zzena mijenja obrazac starenja i promjene oblika kraniofacijalnog skeleta uzrokovane

starenjem. Putanja krivulje muskarca konstantno je uzlaznog tijeka i ne mijenja se.
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Slika 17. Promjene oblika kraniofacijalnog skeleta ispitanika zenskog i muskog spola

Slika 17. prikazuje promjene oblika kraniofacijalnog skeleta u odnosu na dob kod Zenske i
muske populacije ispitanika. Vide se izraZzene pojedina¢ne varijacije oko prosje¢nih uzoraka i

za Zensku 1 za musku populaciju.

Tablica 7. Promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika muskog i Zenskog spola u

ovisnosti o dobi

Promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika Zenskog i muskog spola u ovisnosti o
dobi

CIJELI UZORAK MLADI OD 55| STARNI OD 55] STARIJI OD 49.3.
GODINA GODINA GODINA
p=0.008 p=0.002 p=0.52 p=0.067

Tablica 7. pokazuje da izmedu ispitanika muskog i Zenskog spola postoji statisticki znacajna
razlika u promjenama kraniofacijalnog skeleta koje se dogadaju ovisno o dobi (p=0.008).

Izmedu ispitanika muskog spola i Zzenskog spola mladih od 55 godina postoji statisticki
znacajna razlika u promjenama kraniofacijalnog skeleta koje se dogadaju ovisno o dobi

(p=0.002), dok izmedu ispitanika muskog spola i zenskog spola starijih od 55 godina ne
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postoji statistiCki znaCajna razlika u promjenama oblika kraniofacijalnog skeleta koje se

dogadaju ovisno o dobi (p=0.52).

U sklopu Projekta ispitanici zenskog spola su putem upitnika odgovorili na pitanja o vremenu
zadnje menstruacije i trajanju postmenopauznog razdoblja. Na temelju toga izracunano je
prosje¢no vrijeme menopauze kod ispitanika Zzenske populacije ovog uzorka koje odgovara
razdoblju iza 49.3 godina. Od ukupnog broja ispitanika zenskog spola, njih 32 starije je od
prosje¢nog vremena nastupanja menopauze (49.3 godina). Izmedu ispitanika Zenskog spola
starijeg od 49.3. godina i muskog spola ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u promjenama

oblika kraniofacijalnog skeleta koje se dogadaju ovisno o dobi (p=0.067).
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4.2.3. Rezultati analiza promjena oblika kraniofacijalnog skeleta kod oba spola u periodu oko

1 nakon menopauze kod Zena

S obzirom na navedene rezultate, uzorak ispitanika zenskog spola analiziran je u dobi
prije 55. godine i nakon 49.3 godine (prosje¢no vrijeme nastupanja menopauze) kada dolazi
do intenzivnih promjena oblika kraniofacijalnog skeleta.
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Slika 18. Vektorski prikaz promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika zenskog i

muskog spola mladih od 55 godina

Slika 18. pokazuje promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika Zenskog i muskog
spola mladih od 55 godina u vektorskom obliku. Crveni vektori oznac¢avaju promjene oblika
kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika Zenskog spola, dok plavi vektori oznac¢avaju promjene
oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika muskog spola. Na slici se moze zamijetiti da su
vektori crvene boje dulji od plavih, Sto oznaava da su promjene oblika kraniofacijalnog
skeleta kod ispitanika Zenskog spola intenzivnije od promjena kod ispitanika muskog spola.
Za razliku od intenziteta, smjerovi crvenih 1 plavih vektora su slicni §to dovodi do zakljucka
da su i smjerovi oblika promjena kraniofacijalnog skeleta u odnosu na dob kod ispitanika

muskog 1 Zenskog spola sli¢ni.

Gotovo neznatne i najmanje promjene vide se na to¢kama: zygoorbitale desno (zor) i lijevo
(zol), zygomaxillare desno (zmr) i lijevo (zml), foramen mandibule desno (fmar) i lijevo
(fmal) foramen mentale desno (fmer) i lijevo (fmel) te foramen incizivus (fi). Promjene su

najizrazenije na to¢kama: apertura piriformis desno (apr) i lijevo (apl), coronoid desno (cnr) 1
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lijevo (cnl), anteriorna nazalna spina (ans), posteriorna nazalna spina (pns), linguale (Ing),

infradentale (id), te prostion (pr).

Promjene tocke apertura piriformis uzrokovane porastom dobi intenzivnije su kod ispitanika
zenskog spola i usmjerene su kraniolateralno.. Tocka infadentale i linguale kod ispitanika
zenskog 1 muskog spola spola pomice se prema kaudalno, dok se tocka prostion pomice

kranijalno.

U lateralnom pregledu vidi se da su promjene toc¢ke coronoid s porastom dobi dogadaju samo

kod ispitanika zenskog spola i usmjerene su kaudomedijalno pod kutem od oko 60 stupnjeva.

Promjene tocke spina nasalis anterior i Spina nasalis posterior uzrokovane porastom dobi
takoder se dogadaju samo kod ispitanika zenskog spola i usmjerene su kod obje spine

kraniomedijalno pod kutem od oko 45 stupnjeva.
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Slika 19. Vektorski prikaz promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika zenskog
spola u razdoblju nakon menopauze (nakon 49.3 godina)

Slika 19. vektorski pokazuje promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika Zenskog

spola u razdoblju nakon menopauze.

Promjene tocke apertura piriformis desno (apr) i lijevo (apl), prosthion (pr), foramen incisivus

(fi), anteriorna nazalna spina (ans), i infradentale (id) nisu vidljive.

NajizaZzenije promjene vidljive su na toCkama zygoorbitale desno (zor) i lijevo (zol)
(kaudolateralni smjer), zygomaxillare desno (zmr) i lijevo (zml) (kaudolateralni smijer),

coronoid desno (cnr) i lijevo (cnl) (kraniolateralni smjer).

Promjene manjeg intenziteta vidljive su na toc¢kama foramen mentale desno (fmer) i lijevo
(fmel) (kranioanteriorni smjer) i foramen mandibule desno (fmar) i lijevo (fmal)

(kraniposterioni smjer) te na tocki spina nasalis posterior (pns) ¢iji je smjer promjena kaudalni

i blago posteriorni.
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4.2.4. Rezultati analize distribucije oblika kraniofacijalnog skeleta prema mjestu stanovanja
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Slika 20. Prva i druga glavna komponenta distribucije oblika kraniofacijalnog skeleta na

razini cijelog uzorka

Slika 20. prikazuje prvu i drugu glavnu komponentu distribucije oblika kraniofacijalnog
skeleta na razini cijelog uzorka. Na ordinati su grafi¢ki prikazane vrijednosti prve glavne
komponente, a na apsici vrijednosti druge glavne komponente za svakog ispitanika. Ispitanici
oznaCeni narancastim krugom pripadaju skupini Korcula, ispitanici oznaceni zelenim
kvadratom pripadaju skupini Split, dok ispitanici oznaceni zutim rombom pripadaju skupini
Vis. Vrijednosti glavnih komponenti oznacene na apscisi i ordinati predstavljaju odstupanje
svakog pojedinacnog ispitanika od prosjecnog uzorka. Kao S§to se moze vidjeti na slici,

ispitanici se prema mjestu stanovanja ne grupiraju u klastere.
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Slika 21. Trec¢a i Cetvrta komponenta distribucije oblika kraniofacijalnog skeleta na razini

cijelog uzorka

Slika 21. prikazuje tre¢u i Cetvrtu glavnu komponentu distribucije oblika kraniofacijalnog

skeleta na razini cijelog uzorka. Na ordinati su graficki prikazane vrijednosti tre¢e glavne

komponente, a na apsici vrijednosti Cetvrte glavne komponente za svakog ispitanika.

Ispitanici oznaCeni narancastim krugom pripadaju skupini Korcula, ispitanici oznaceni

zelenim kvadratom pripadaju skupini Split, dok ispitanici oznaceni Zutim rombom pripadaju

skupini Vis. Vrijednosti glavnih komponenti oznaCene na apscisi i ordinati predstavljaju

odstupanje svakog pojedinac¢nog ispitanika od prosje¢nog uzorka. Kao §to se moze vidjeti na

slici, ispitanici se prema mjestu stanovanja ne grupiraju u klastere.
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lako se ispitanici prema mjestu stanovanja (Korc¢ula, Split, Vis) ne grupiraju u klastere i medu
njima postoje mnoga preklapanja u obliku kraniofacijalog skeleta, F test je pokazao da medu

ispitanika Korcule i Visa postoji statisticki znacajna razlika u obliku kraniofacijalnog skeleta.

Tablica 8. Statisticki znacajna razlika u obliku kraniofacijalnog skeleta izmedu ispitanika s

razli¢itih geografskih podrucja

Skupine ispitanika p iznos
Korcula/Split 0.062
Korc¢ula/Vis 0.005
Split/Vis 0.315

Tablica 8. prikazuje rezultate statisticke obrade oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika

s podrucja Visa, Korcule i Splita izmjerenu F testom.
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4.3. Rezultati analiza asimetrije kraniofacijalnog skeleta

4.3.1. Rezultati modeliranja preslike objekta i stvaranje simetri¢nog objekta

Integracijom svih promatranih tocaka i usporedbom originalnog rasporeda tocaka
svakog ispitanika s vlastitom idealnom preslikom, za svakog je ispitanika utvrdeno vektorsko
odstupanje toCaka od tzv. referentnog oblika. Kao referentni oblik koristena je graficko-
matematicka izraCunana srednja vrijednost prostornog polozaja svake od antropometrijskih

tocaka na razini cijelog uzorka.

'
M*

Slika 22.Vektorsko odstupanje to¢aka od referentnog oblika

Slika 22. prikazuje vektorsko odstupanje tocaka od referentnog oblika nakon modeliranja
preslike objekta 1 stvaranje simetri¢nog objekta. Slika prikazuje relativno ujednaceni intenzitet
odstupanja, ali u razliCitim smjerovima. Na slici je posebno vidljivo odstupanje od

referentnog oblika u orbitalnom i nazalnom dijelu kraniofacijalnog skeleta.

Statisticka obrada ukupne, direkcije 1 fluktuacijske asimetrije provedena je metodom analize

asimetrije prema Mardia i sur (2000.).

Metoda glavnih komponenata (Principal Components Analysis, PCA) ukazala je na
distribuciju dominantnih varijacija oblika unutar razli¢itih populacija i1 prikazala razli¢itosti 1

slicnosti medu njima.
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4.3.2. Rezultati distribucije totalne asimetrije kraniofacijalnog skeleta na razini cijelog uzorka
s obzirom na spol i dob

Totalna asimetrija (sve tocke).
Prokrustova udaljenost

. Zenski
. A . Muski
- ° :
» & ;
Dob (godine)

Slika 23. Distribucija totalne asimetrije kraniofacijalnog skeleta na razini cijelog uzorka s

obzirom na spol i dob

Slika 23. prikazuje totalnu asimetriju kraniofacijalnog skeleta na razini cijelog uzorka s
obzirom na spol i dob prikazanu kao Prokrustova udaljenost izmedu svake individue i njegove

simetricne refleksije.

Na x osi nalazi se dob ispitanika prikazana u godinama (u jedinicama od po 2 godine, poéevsi
od 28 do zavr$no 84 godine). Na y osi nalazi se iznos Prokrustove udaljenosti (u jedinicama
od 0.005).

Plavi krugovi predstavljaju ispitanike muskog spola, a crveni krugovi ispitanike zenskog
spola. Na grafu se vidi da se totalna asimetrija izraZzena u jedinicama Prokrustove udaljenosti

ne grupira ovisno o dobi niti ovisno o spolu.
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Slika 24. Distribucija totalne asimetrije za podrucje kranija na razini cijelog uzorka s obzirom

na spol i dob

Slika 24. prikazuje totalnu asimetriju na razini cijelog uzorka s obzirom na spol i dob
prikazanu kao Prokrustova udaljenost izmedu svake individue i njegove simetri¢ne refleksije
za podrucje kranija. Na x osi nalazi se dob ispitanika prikazana u godinama (u jedinicama od
po 2 godine, pocevsi od 28 do zavrSno 84 godine). Na y osi nalazi se iznos Prokrustove

udaljenosti (u jedinicama od 0.005).

Plavi krugovi predstavljaju ispitanike muskog spola, a crveni krugovi ispitanike Zenskog

spola.

Na grafu se vidi da se totalna asimetrija na podrucje kranija izrazena u jedinicama

Prokrustove udaljenosti ne grupira ovisno o dobi niti ovisno o spolu.
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Slika 25. Distribucija totalne asimetrije za podru¢je mandibule na razini cijelog uzorka s

obzirom na spol i dob

Slika 25. prikazuje totalnu asimetriju na razini cijelog uzorka s obzirom na spol i dob
pokazuje totalnu asimetriju prikazanu kao Prokrustova udaljenost izmedu svake individue i
njegove simetri¢ne refleksije za podru¢je mandibule. Na x osi nalazi se dob ispitanika
prikazana u godinama (u jedinicama od po 2 godine, pocevsi od 28 do zavr$no 84 godine). Na

y osi nalazi se iznos Prokrustove udaljenosti (u jedinicama od 0.005).

Plavi krugovi predstavljaju ispitanike muskog spola, a crveni krugovi ispitanike Zenskog
spola. Na grafu se vidi da se totalna asimetrija na podru¢je mandibule izraZzena u jedinicama

Prokrustove udaljenosti ne grupira ovisno o dobi niti ovisno o spolu.
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4.3.3. Rezultati analize totalne asimetrije prema mjestu stanovanja
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Slika 26. Prikaz iznosa totalne asimetrije za sve antropometrijske tocke za podrucje cijelog

kraniofacijalnog skeleta prema mjestu stanovanja ispitanika

Slika 26. pokazuje iznos totalne asimetrije za sve antropometrijske to¢ke za podrucje cijelog

kraniofacijalnog skeleta prema mjestu stanovanja ispitanika: ispitanici s podruc¢ja Korcule

(K), ispitanici s podruéja Splita (S), ispitanici s podruc¢ja Visa (V).

Tablica 9. 1znosi srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije za totalnu

asimetriju za sve tocke

Kor¢ula Split Vis
srednje odstupanje 0.0585 0.0631 0.0624
srednja vrijednost 0.0559 0.0577 0.0607
standardna devijacija | 0.0142 0.0214 0.0162
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Slika 27. Prikaz iznosa totalne asimetrije za antropometrijske tocke za podruéje kranija prema

mjestu stanovanja ispitanika

Slika 27. pokazuje iznos totalne asimetrije za antropometrijske to¢ke za podrucje kranija

prema mjestu stanovanja ispitanika: ispitanici s podrucja Korcule (K), ispitanici s podrucja

Splita (S), ispitanici s podrucja Visa (V).

Tablica 10. Iznosi srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije za totalnu

asimetriju za podrucje kranija

Korcula Split Vis
srednje odstupanje 0.0368 0.0478 0.0395
srednja vrijednost 0.0339 0.0422 0.0360
standardna devijacija | 0.0149 0.0231 0.0143

Tablica 10. pokazuje iznose srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije

za totalnu asimetriju za podrucje kranija, za podru¢je Korcule, Splita i Visa.

Ispitanici s podrucja Splita imaju najvise srednje vrijednosti, ali i najvise srednje odstupanje.
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Slika 27. Prikaz iznosa totalne asimetrije za antropometrijske tocke za podrucje mandibule

prema mjestu stanovanja ispitanika

Slika 27. pokazuje iznos totalne asimetrije za antropometrijske tocke za podru¢je mandibule

prema mjestu stanovanja ispitanika: ispitanici s podruc¢ja Korcule (K), ispitanici s podrucja

Splita (S), ispitanici s podrucja Visa (V).

Tablica 11. Analiza varijance za totalnu asimetriju za sve tocke

stupnjevi suma kvadrata | F vrijednost P vrijednost

slobode
dob 1 1.32716 x 10 © | 0.196119 0.658848
spol 1 4.40511x 10 ® | 0.0065096 0.935859
Vis 1 8.21234x 10 °® | 1.21357 0.273325
Korcula 1 431328 x 10 ® | 0.63739 0.426588
inbreeding 1 7.83378 x10°° | 1.15763 0.2846
ukupno 104 0.000703543

Tablica 11. pokazuje analizu varijance (ANOVA) koja je pokazala da ne postoji statisticki

znacajna razlika (R?=0.094) u iznosu totalne asimetrije niti po dobi i spolu ispitanika, niti po

mjestu stanovanja (Vis i Kor¢ula), niti prema iznosu inbreedinga.
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Tablica 12. Analiza varijance za totalnu asimetriju za podru¢je mandibule

stupnjevi suma kvadrata F vrijednost P vrijednost

slobode
dob 1 2.01489 x 108 | 0.0000562266 | 0.994032
spol 1 0.0000203044 | 0.0566605 0.812336
Vis 1 0.000709825 1. 98081 0.162375
Korcula 1 0.00151117 4.21701 0.0426047
inbreeding 1 0.000694392 1.93774 0.166972
ukupno 104 0.0399487

Tablica 12. pokazuje analizu varijance (ANOVA) koja je pokazala da ne postoji statisticki

znacajna razlika (R?=0.094) u iznosu totalne asimetrije za podru¢je mandibule niti po dobi i

spolu ispitanika, niti po iznosu inbreedinga. Ispitanici s podrucja Korcule statisticki se

razlikuju u iznosu totalne asimetrije za podru¢je mandibule u odnosu na ispitanike Visa i

Splita.

Tablica 13. Analiza varijance za totalnu asimetriju za podrucje kranija

stupnjevi suma kvadrata F vrijednost P vrijednost

slobode
dob 1 2.01489x 1078 | 0.186043 0.66715
spol 1 0.0000203044 0.0568841 0.811974
Vis 1 0.000709825 1. 25977 0.264357
Korcula 1 0.00151117 2.35992 0.127615
inbreeding 1 0.000694392 1.3871 0.241663
ukupno 104 0.0399487
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Tablica 13. Analiza varijance (ANOVA) pokazala je da ne postoji statisticki znacajna razlika
(R?=0.051) u iznosu totalne asimetrije za podrucje kranija niti po dobi i spolu ispitanika, niti

po mjestu stanovanja (Vis i Korc¢ula), niti prema iznosu inbreedinga.

0.04 +

Slika 28. Multivarijantni prikaz totalne asimetrije s obzirom na spol i mjesto stanovanja

Slika 28. pokazuje multivarijantni prikaz totalne asimetrije s obzirom na spol i mjesto
stanovanja. Crveni vektori predstavljaju ispitanike Zenskog spola, dok plavi predstavljaju
ispitanike muskog spola. Oznake slovima predstavljaju populacije ispitanika ovisno o mjestu
stanovanja: S - Split, K - Kor¢ula, V - Vis. Graf ne pokazuje jasnu razliku u asimetriji izmedu

spolova (plavi i crveni vektori) ili izmedu populacija (S, K, V).
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4.3.4. Rezultati analize fluktuacijske asimetrije prema mjestu stanovanja
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Slika 29. Prikaz iznosa fluktuacijske asimetrije za

stanovanja ispitanika

sve antropometrijske prema mjestu

Slika 29. pokazuje iznos fluktuacijske asimetrije za sve antropometrijske to¢ke prema mjestu

stanovanja ispitanika: ispitanici s podrucja Korcule (K), ispitanici s podrucja Splita (S),

ispitanici s podrucja Visa (V).

Tablica 14. lznosi srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije za

fluktuacijsku asimetriju za sve tocke

Korcula Split Vis
srednje odstupanje 0.0034 0.0042 0.0039
srednja vrijednost 0.0031 0.0030 0.0034
standardna devijacija | 0.0016 0.0031 0.0021

Tablica 14. pokazuje iznose srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije

za fluktuacijsku asimetriju za sve tocke, za podruéje Korcule, Splita i Visa.

Srednje vrijednosti veoma su slicne izmedu skupina, dok je srednje odstupanje najviSe za

ispitanike s podrucja Splita.

93




Ivana Rupié, disertacija

0.020]- .
[ [ ]
H
0.015]-
0.010]-
0.005]-
0.000 | — L
K S v

Slika 29. Prikaz iznosa fluktuacijske asimetrije antropometrijske tocke kranija prema mjestu

stanovanja ispitanika

Slika 29. pokazuje iznos fluktuacijske asimetrije za podrucje kranija prema mjestu stanovanja

ispitanika: ispitanici s podrucja Korcule (K), ispitanici s podru¢ja Splita (S), ispitanici s

podrucja Visa (V).

Tablica 15. Iznosi srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije za

fluktuacijsku asimetriju za podrucje kranija

Korcula Split Vis
srednje odstupanje 0.0049 0.0054 0.0069
srednja vrijednost 0.0028 0.0039 0.0047
standardna devijacija | 0.0048 0.0042 0.0053

Tablica 15. pokazuje iznose srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije

za fluktuacijsku asimetriju za podrucje kranija, za podrucje Korcéule, Splita i Visa. Srednja

vrijednost najvisa je za ispitanike s podrucja Visa, kao i srednje odstupanje.
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Slika 30. Prikaz iznosa fluktuacijske asimetrije za podru¢je mandibule prema mjestu

stanovanja ispitanika

Slika 30. pokazuje iznos fluktuacijske asimetrije za antropometrijske tocke za podrucje
mandibule prema mjestu stanovanja ispitanika: ispitanici s podrucja Kor¢ule (K), ispitanici s

podrucja Splita (S), ispitanici s podrucja Visa (V).

Tablica 16. lIznosi srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije za

fluktuacijsku asimetriju za podruc¢je mandibule

Korcula Split Vis
srednje odstupanje 0.0015 0.0028 0.0017
srednja vrijednost 0.0011 0.0019 0.0013
standardna devijacija | 0.0013 0.0034 0.0012

Tablica 16. pokazuje iznose srednjeg odstupanja, srednje vrijednosti i standardne devijacije
za fluktuacijsku asimetriju za podru¢je mandibule, za podrucje Korcule, Splita i Visa. Srednje
vrijednosti veoma su sliéne izmedu skupina, dok je srednje odstupanje najvise za ispitanike s

podrucja Splita.
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Tablica 17. Analiza varijance za fluktuacijsku asimetriju za sve tocke

stupnjevi suma kvadrata F vrijednost P vrijednost

slobode
dob 1 2.41949 x 10" | 0.0355796 0.850765
spol 1 6.49487 x 10" | 0.0955096 0.757923
Vis 1 8.34715x 10 ° | 1.22748 0.270529
Kor¢ula 1 3.17378 x 10°® | 0.466717 0.496065
inbreeding 1 0.0000110059 2.1943 0.206228
ukupno 104 0.000725163

Tablica 17. Analiza varijance (ANOVA) pokazala je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika
(R?=0.053) u iznosu fluktuacijske asimetrije niti po dobi i spolu ispitanika, niti po mjestu

stanovanja (Vis 1 Korcula), niti prema iznosu inbreedinga.
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4.3.5. Rezultati analize direkcijske asimetrije prema mjestu stanovanja

Tablica 18. 1znosi direkcijske asimetrije

sve tocke mandibula Kkranij
Korcula 0.0121 0.00794 0.0192
Split 0.0123 0.00460 0.0188
Vis 0.0149 0.00590 0.0234

Tablica 18. pokazuje iznos direkcijske asimetrije u jedinicama Prokrustove udaljenosti
(odstupanje od prosje¢nog asimetri¢nog obrasca). 1znos direkcijske asimetrije najmanji je za
mandibulu za sve tri skupine ispitanika. Ispitanici s podru¢ja Visa imaju najvec¢i iznos
direkcijske asimetrije za cijelo podruc¢je kraniofacijalnog skeleta i za podrucje kranija, a

ispitanici s podru¢ja Koréule najveci iznos direkcijske asimetrije mandibule.
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4.3.6. Rezultati analize direkcijske i fluktuacijske asimetrije prema dobi
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Slika 31. Prvi dominantni pravac fluktuacijske asimetrije (PC1 asimetri¢nih vektora)

Slika 31. pokazuje prvi dominantni smjer fluktuacijske asimetrije. Plavi vektori oznacavaju
ispitanike mlade od 55 godina, a crveni vektori ispitanike starije od 55 godina. Kako su crveni
vektori duzi od plavih, promjene smjera fluktuacijske asimetrije izraZenije su kod ispitanika
starijih od 55 godina. Najvece promjene vidljive su na zygoorbitalnom, nazalnom podrucju i
podrucju coronida lijevog 1 desnog. Tocke maksile (pr, ans, pns, fi) i mandibularna tocka
infadentale (id) gotovo se nisu pomaknule. Toc¢ke zygoorbitale i zygomaxillare pomicu se kod
obje skupine prema lijevo u razli¢itom iznosu stupnjeva, dok se to¢ke mandibule (Ing, fmer,
fmel) pomicu prema desno. Te promjene prati pomak nosne aperture desno prema inferiorno,
a lijeve prema superiorno. Iste se promjene vide i na tockama coronid i foramen mandibule:

desni idu prema inferiono, a lijevi superiono.
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Slika 32. Drugi dominantni pravac fluktuacijske asimetrije (PC2 asimetri¢nih vektora)
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Slika 32. pokazuje drugi dominantni smjer fluktuacijske asimetrije. Plavi vektori oznacavaju

ispitanike mlade od 55 godina, a crveni vektori ispitanike starije od 55 godina. Promjene

smjera flutuacijske asimetrije vidljive su kod svih ispitanika na cijelom kraniomandibularnom

skeletu. Promjene koje se dogadaju i u prvom dominantnom pravcu vidljive su i ovdje, s

razlikom §to su najizrazenije na toCki zygoorbitale 1 da se kod ispitanika starijih od 55 godina

pomicu i tocke maksile (pr, ans, fi i pns) i to ostro prema desno pod 90 stupnjeva. Takoder

vece promjene kod ispitanika starijih od 55 godina pokazuje i foramen mentale koji sada

mijenja svoj smjer prema lijevo.
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Slika 33. Analiza smjera direkcijske asimetrije

Slika 33. pokazuje smjer direkcijske asimetrije (kao odstupanje od simetri¢ne sredine). Kako
razlika u asimetriji izmedu spolova i1 izmedu populacija ovisno o mjestu stanovanja nije
ukazana, ovdje plavi vektori oznacavaju ispitanike mlade od 55 godina, a crveni vektori
ispitanike starije od 55 godina. Promjene smjera direkcijske asimetrije vidljive su kod svih
ispitanika na orbitalnom 1 nazalnom podruc¢ju, dok su promjene na podru¢ju mandibule
zamjetljivo male. Kako su crveni i plavi vektori nezamjetljivo razli¢itih duljina, promjene
smjera direkcijske asimetrije ne inteziviraju se s dobi. Toc¢ke zygoorbitale pomicu se prema
desno sto dovodi do promjene desnog coronoida posterokaudalno, a lijevog superokranijalno.
Iste promjene, samo manjeg intenziteta, vidljive su na tocki zygomaxilare lijevo i desno.
Najvece promjene pokazuje tocka apertura piriformis i to kod ispitanika mladih od 55 godina.
Kako se apertura rotira obrnuto od smjera kazaljke na satu, desna se pomice laterokaudalno, a

lijeva mediokranijalno.
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5. DISKUSIJA
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Sustavno se za zivota oblik lica mijenja rastuéi, sazrijevajuci i stare¢i. Ono $to vidimo
na povrsini zajednicki je u¢inak starenja i drugih procesa koji se dogadaju u nekoliko slojeva
razlic¢itih tkiva, koStanih i mekanih. Unato¢ varijacijama u naéinu zivota i okoliSu, prvi
znakovi starenja lica postaju vidljivi u 20-im i 30-im godinama (164, 165).Starenje lica
rezultat je kumulativnih dobnih promjena koze, mekog tkiva i kostura lica (166). Njegove
manifestacije odrazavaju kombinaciju djelovanja gravitacije, gubitka volumena lica,

progresivne resorpcije kostiju, smanjenja elasti¢nosti tkiva i preraspodjele masti (167).

Kvantificiranje promjena oblika lica nije samo klju¢no u podrucju rekonstrukcije lica i
estetskog pomladivanja, ve¢ je takoder vazno u studijama prepoznavanja lica, interpersonalne
percepcije 1 stereotipizacije. Brojne antropoloske, morfoloske, histoloske, dermatoloSke 1
kirurske studije bavile su se starenjem lica. Pokazalo se da kostana tkiva duz orbitalnog ruba,
posebno superomedijalno i inferolateralno, opadaju s porastom dobi, dok srediS$nji orbitalni
dijelovi ostaju relativno stabilni tijekom cijelog zivota (32). Povlacenje kosti u medijalnom
dijelu lica i maksile u starijoj dobi pridonosi promjeni i produbljivanju nazolabijalnih nabora i
povecanom ,ravnanju* lica (168, 33). ProduZzavanje nosa rezultat je povecanja piriformnog
otvora dok se koStani rubovi povlace, osobito u procesu povlacenja maksile prema gore.
Smanjeni tonus mekog tkiva takoder pridonosi opusStanju vrha nosa (33, 169). Nadalje, visina

i duljina mandibule smanjuju se u starijoj dobi, dok se mandibularni kut povecava (34).

Nakon §to je opéom Prokrustovom analizom maknut faktor veli¢ine kraniofacijalnog skeleta 1
preostale su samo varijacije oblika, izvrSena je analiza istog na ispitanicima ovog istraZivanja.
Vektorska analiza oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika zenskog i muSkog spola
mladih od 55 godina ukazala je na relativno ujednaceni intenzitet odstupanja, ali u razli¢itim
smjerovima. Na slici je posebno vidljivo odstupanje od referentnog oblika u orbitalnom i
nazalnom dijelu kraniofacijalnog skeleta. VVektori crvene boje dulji su od plavih §to oznacava
da su promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod ispitanika zenskog spola veceg intenziteta
od promjena kod ispitanika muskog spola. Za razliku od intenziteta, smjerovi crvenih i plavih
vektora su sli¢ni §to dovodi do zakljuCka da su 1 smjerovi oblika promjena kraniofacijalnog

skeleta u odnosu na dob kod ispitanika muskog 1 zenskog spola sli¢ni.

Promjene tocke zygoorbitale uzrokovane porastom dobi intenzivnije su kod ispitanika
zenskog spola i usmjerene su kranijalno. Promjene tocke apertura piriformis uzrokovane
porastom dobi intenzivnije su kod ispitanika Zenskog spola i usmjerene su kraniolateralno.

Nema vidljivih promjena oblika s porastom dobi tocke foramen incisivus kod ispitanika

102



Ivana Rupié, disertacija

muskog i zenskog spola. Promjene toc¢ke zygomaxillare uzrokovane porastom dobi iste su kod
ispitanika muskog 1 Zenskog spola i usmjerene su kod ispitanika muskog spola
kraniolateralno, dok su kod ispitanika zenskog spola usmjerene kaudolateralno. Nema
vidljivih promjena oblika s porastom dobi tocke foramen mandibule i foramen mentale, dok
se tocka infadentale kod ispitanika zenskog spola pomice prema kaudalno. U lateralnom
pregledu vidi se da su promjene tocke coronoid s porastom dobi dogadaju samo kod ispitanika
zenskog spola 1 usmjerene su kaudomedijalno pod kutem od oko 60 stupnjeva. Promjene
toCke spina nasalis anterior i spina nasalis posterior uzrokovane porastom dobi takoder se
dogadaju samo kod ispitanika zenskog spola i usmjerene su kod obje spine kraniomedijalno
pod kutem od oko 45 stupnjeva. Promjene tocke linguale uzrokovane porastom dobi

intenzivnije su kod ispitanika zenskog spola i u oba spola usmjerene su kaudomedijalno.

Za razliku od navedenih promjena, vektorski prikaz promjena oblika kraniofacijalnog skeleta
kod ispitanika Zenskog spola u razdoblju nakon menopauze (nakon 49.3. godina) ukazuje da:
promjene toCke apertura piriformis, prosthion, foramen incisivus, spina nasalis anterior,
linguale i infradentale nisu vidljive. Najizrazenije promjene vidljive su na toCkama
zygoorbitale (kaudomezijalno), zygomaxillare (kaudolateralno), coronoid (kaudolateralno),
foramen mentale (kaudolateralno) i foramen mandibule (kranijalno). Promjene manjeg

intenziteta vidljive su na tocki spina nasalis posterior €iji je smjer promjena kaudolateralni.

Mendelson i Wong primijetili su (166), kao $to se moze zakljuciti i nakon vektorske analize
oblika kraniofacijalnog skeleta ispitanika ovog istrazivanja mladih od 55 godina, da se
projekcija lica smanjuje s dobi i da regija mandibule postaje relativno vise konkavna (170,
171, 172). Vektorska analiza promjena oblika kraniofacijalnog skeleta s dobi djelomi¢no je
usuglasena sa studijom Karunanayake (173) koja se bavila analizom kraniofacijalnog
remodeliranja. Ona je donijela zakljucke kako je remodeliranje kostiju lica kod iste osobe,
tijekom perioda od 10 godina, a pra¢eno analizom tvrdih tkiva na kompjuteriziranoj
tomografiji, karakterizirano resorpcijom na: piriformnom otvoru; prednjem zidu gornje

Celjusti, superocentralno, superomedijalno 1 inferolateralno oko orbitalnih obruba.

U literaturi, mnoge studije bave se dobnim kvantificiranjem obiljezja oblika lica (174, 175),
ali dokazi su jo$ uvijek u velikoj mjeri kvalitativni. Kombiniranje te kvalitativne procjene
oblika s oskudnim kvantitativnim studijama ometano je razliCitim etnickim podrijetlom
promatranih populacija ispitanika (176). Zbog toga se ovo istrazivanje oblika kraniofacijalnog

skeleta promatralo pristupom geometrijske morfometrije na geneticki i ekoloski homogenoj
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skupini ispitanika. Ovo istrazivanje predstavlja potpuno kvantitativnu trodimenzionalnu
analizu starenja lica. Ono pokazuje da se oblik lica mijenja u odrasloj dobi. Ovaj zakljuc¢ak
odnosi se i na kraniofacijalni skelet i na meko tkivo (42). Dok su se prethodne studije o
starenju oslanjale na kvalitativne opise ili pojedinacna linearna ili kutna mjerenja (166), ova
kvantitativna trodimenzionalna analiza starenja lica pokazuje da je obrazac starenja statisticki
znacajno razli¢it kod Zena i kod muskaraca. U premenopauzalnom dijelu postoji zajednicki
prosjeCan obrazac starenja lica muskaraca i Zena, ali prosjecni tempo starenja dvaput je visi
kod Zene nego kod muskaraca. Ovaj zajedniCki obrazac starenja lica sadrzi nekoliko lokalnih
promjena oblika (npr. relativno manje o¢i, tanje usne) i prosSireno donje lice (zbog opustenijeg
mekog tkivo) (42). Nasi nalazi nalikuju 3D vizualizacijama starenja lica kineskih i ¢eskih
uzoraka (174, 175).

Po prvi put smo prikazali oStru 1 relativno iznenadnu razliku nakon menopauze od
premenopauzalnog starenja lica, proucavaju¢i 1 kraniofacijalni skelet u sklopu ovog
istrazivanja i meko tkivo na istoj skupini ispitanika (42). Razdoblje nastupanja menopauze
vrijeme je kada se gubi zajednicki linearni obrazac promjene skeleta i mekog tkiva lica s dobi
na nacin da nakon menopauze krivulja promjene oblika lica zene postaje diskontinuirana s
nepredvidljivim uzlaznim i silaznim varijacijama.

Prosje¢no vrijeme menopauze kod Zena ovog uzorka je 49.3. godina, dok je meta-analizom
utvrdeno kako je prosjecno vrijeme nastupanja prirodne menopauze zena u Europi oko 50,5
godina (177).

Dijele¢i uzorak ovog istrazivanja u odnosu na prosje¢no vrijeme menopauze, vidimo da se s
poraSc¢u dobi statisticka znacajnost u obliku kraniofacijalnog skeleta gubi i potpuno nestaje u
grupi starijih od 55 godina.

Razlog navedenog najvjerovatnije je u Cinjenici da smanjenje razli¢itih hormona uzrokuje
statisticki znaCajnu razliku u obliku kraniofacijalnog skeleta izmedu zena i muskaraca. Kod
Zena dominira smanjenje estrogena, a kod muskarca smanjenje testosterona. Poznato je da oba
hormona utjeCu na metabolizam kostiju, ali je resorpcija kosti primarno kontrolirana
estrogenom kod oba spola (37, 38, 178). Gubitak estrogena takoder utjeCe na kosti ¢eljusti
(39, 40).

Mnogo vece smanjenje estrogena u Zena u odnosu na muskarce moZe uzrokovati izraZeniju

resorpciju kosti kod Zena.

104



Ivana Rupié, disertacija

Nalazi ovog istrazivanja takoder pridonose izvjes¢u Shawa i suradnika (34) o povecanju
mandibularnog kuta, smanjenju visine i duljine donje Celjusti kod oba spola, s najjacim
ucincima u zenskim postmenopauzalnim godinama. Ovi rezultati, zajedno sa znacajnom
povezanos$c¢u oblika lica s godinama od posljednje menstruacije Zena u menopauzi, sugeriraju
da varijacije u dobi u menopauzi doprinose individualnim varijacijama u izgledu i starenju
lica. Sli¢no tome, Chen et al naglasio je da su se Kinezi iste kronoloske dobi razlikovali po
plus ili minus Sest godina u smislu ,,starosti lica® (tj. starosti predvidene morfologijom lica) i
da se iznos odstupanja povecava nakon 40. godine (174).

Oni su takoder razlog zbog ¢ega su promjene s dobi veée kod Zena nego kod muskaraca. U
razdoblju menopauze i potpunog hormonskog disbalansa, mijenja se i prestaje djelovanje
hormona koji dovodi do gubitka statistiCke znacajnosti 1 nepredvidljivih promjena oblika
kraniofacijalanog skeleta kod Zena. Promjene hormonskog djelovanja vidljive su i kod
muskaraca, ali SU puno sporije i puno manjeg intenziteta.

Promatrajuci vektorski prikaz promjene oblika kraniofacijalnog skeleta kod muskaraca 1 zena
mladih od 55 godina vidi se da su promjene koje se dogadaju starenjem izrazenije kod Zena,
ali su smjerovi promjena isti kod oba spola. Kako je smjer svih anteriornih vektora
orbitomaksilarne regije usmjeren prema superiono i posteriorno, a posteriornih vektora iste
regije blago superiorno i anteriorno, mozemo zakljuciti da se srednji dio lica zaravnjava i
smanjuje. Smijer vektora na mandibuli pokazuje da dolazi do fizioloSke njezine blage
posteriorne rotacije.

Nakon menopauze (49.3 godina) dolazi do znatnih promjena smjera vektora: mandibula
anteriorno rotira uz istovremeni posterioni pomak struktura u srednjoj trecini lica §to zajedno
dovodi do smanjenja vertikalne dimenzije lica.

Znacajan gubitak kostiju javlja se kod normalnog starenja i kod Zena i kod muskaraca (179).
Razvojna osteoporoza u starijoj dobi prirodna je posljedica gubitka koStane mase Kkoja se
dogada s dobi. Visestruke popre¢ne i longitudinalne populacijske studije posljednjih 25
godina pomocu prostorne mineralne gustoce kostiju (aBMD) pomogli su definirati op¢i
obrazac gubitka kosti koji se dogada s normalnim starenjem. Oba spola gube aBMD pocevsi
od oko 40 godina, a zene gube jedan BMD brze od muskaraca s pocetkom menopauze u
kasnim 40-im ili ranim 50-im.

Nakon menopauze gubitak kostanog tkiva nastavlja se, ali sporije. Kod muskaraca je gubitak

kostane mase s godinama manyji i sporiji, pocevsi otprilike oko 40 godine (180).
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Neovisno o promjenama u obrascu starenja, ovo istrazivanje pokazalo je da je stopa starenja
(prosjecna veli¢ina promjene oblika lica, bez obzira na uzorak promjene oblika) relativno
konstantna kod muskaraca i da se pove¢ava tek nakon 60 - 65 godina. Zene opéenito imaju
brzu prosjecnu stopu starenja lica od muskaraca, ali je znacajni pocetak rasta nastupio oko 52
- 55 godina; smanjio se s 57 na 60 godina i pove¢ao nakon toga ponovno. Ovaj vremenski
period dobro se slaze s nalazima hormonalnih promjena u longitudinalnoj studiji Randolph et
al. Objavili su da se smanjenje koncentracije serumskog estradiola dogada dvije godine prije
zadnje menstruacije s maksimalnim smanjenjem neposredno oko zadnje menstruacije. Nakon
toga, joS dvije godine koncentracija se stabilizira na otprilike jednoj treéini razine prije
smanjenja.

Brincat i kolege takoder su zakljucili (181), na temelju Sirokog pregleda literature, da se 30 %
kolagena koZe izgubi u prvih pet godina nakon menopauze, s prosjecnim padom od dva posto
godiS$nje tijekom razdoblja od 15 godina. Slicno tome, koriste¢i razli¢ite razine metilacije kao
epigenetske markere starenja, Levine i kolege otkrili su da menopauza ubrzava biolosko
starenje (180).

Smanjenje 1/ili usporavanje promjena sa staroS¢u ima ogroman drusStveni i ekonomski interes
za moderna drustva. Estetska kirurgija prema podacima Americkog druStva za estetsku
plasti¢nu kirurgiju za 2017. (182) objavljuje da je u toj godini napravljeno 123 000 operacije
kapaka kod zena i1 22 300 kod muskaraca. Osim toga, kod oba spola bilo je 82 400 kirurskih
faceliftova, 22 700 podizanja obrva, 6 000 poveéanja brade, 10 500 operacija uha, 54 700
presadbe masnog tkiva povezanog s licem, 28 500 podizanja vrata i 38 700 postupaka za
estetsku operaciju nosa, a sve ne raCunaju¢i nekirurS§ke postupke. Vecina ovih kategorija
svake se godine povecava. Oko pedeset posto ukupnog broja operacija kapaka i facelifta
proveden je u dobi od 51 do 64 godine, a oko trideset posto starijih od 65 godina.

Ovo naglasava vaznost razumijevanja promjena koje ovise o dobi u morfologiji lica u starijoj

dobi zajedno s njihovom socijalnom percepcijom.

Uzorci varijacije u prirodi odigrali su veliku ulogu u razvoju objasnjenja bioloskog bogatstva
na razini vrsta. Jedan takav utjecajni uzorak bio je morfoloska posebnost malih populacija na

otocima na periferiji velike kontinentalne kopnene mase (183).

Ako se otok razlikuje od kopna u stanistu ili sastavu bioloSke zajednice, morfoloske razlike
cesto se mogu objasniti u smislu prilagodbe prirodnom selekcijom, odnosno adaptivnom

diferecijancijom (184). Ali, ako su okoline manje-vise iste, onda se mora traziti obja$njenje na
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drugom mjestu. Ako ispitanici Korcule i Visa dijele iste okoliSne uvjete, onda objasnjenje za
dobivenu statisticku znacajnost u obliku kraniofacijalnog skeleta moramo traziti na drugom
mjestu.

Prije pedeset godina, Ernst Mayr (185) sugerirao je da je klju¢ za evoluciju otoka u
okolnostima i neposrednim posljedicama kolonizacije. Model koji je predlozio, nazvan
,model utemeljitelja ucinaka®“, pretpostavio je velike promjene u genetickoj konstituciji
novonastale populacije koje su pokrenute smanjenom genetskom varijacijom koju su proveli
pojedini koloniziraju¢i pojedinci u osnivackim povijesnim dogadajima.

Gubitak genetskih varijacija javlja se kada je nova populacija uspostavljena od strane vrlo
malog broja pojedinaca iz vece populacije, a ti pojedinci nisu genetski reprezentativni za
populaciju iz koje su dosli (186, 187). Kao posljedica gubitka genetske varijacije, nova
populacija moZe biti izrazito razli¢ita, 1 genotipski 1 fenotipski, od roditeljske populacije od
koje je izvedena (188).

Efekt utemeljitelja bitan je za proucavanje otocne biogeografije 1 ekologije otoka. Prirodnu
genetski ,,praznu plo¢u* nije lako pronaci i istrazivanja u tom smislu okrenuta su uglavnom na
istrazivanja otoka nakon velikih prirodnih katastrofa i povijesnih dogadanja. Povijesna
dogadanja srednjodalmatinskog otocja i ,privilegije PaStrovi¢a“ definitivno su utjecala na
razvoj reproduktivne izoliranosti ovog podrucja.

Populacije stanovnistva Korcule 1 Visa primjer su reproduktivno i genetski izoliranih
populacija kod kojih cijeli niz godina nije dolazilo do toka gena s okolnim populacijama, a
posljedica ¢ega je srodivanje. Kad u zatvorenoj populaciji imamo nositelje mutiranih gena,
mutirano patolosko svojstvo srodivanjem se moze ispoljiti ili se njegova ucestalost moze
povecati. Stoga su u zatvorenim populacijama moguci razli€iti nalazi, odnosno istraZivano
svojstvo moze biti drugacije izrazeno nego u opcoj populaciji ili moze potpuno nedostajati.
Geneticka posljedica srodivanja je povecanje udjela homozigota i recesivnih gena (189). Kad
je recesivna mutacija odgovorna za neko svojstvo ili poremecaj, prevalencija svojstva ili
poremecaja bit ¢e veca u populaciji s ve¢im koeficijentom srodivanja, nego §to je to u opcoj
populaciji.

Heterozigotnost mijesane, gradske populacije ne slijedi ovaj obrazac kao $to bi se ocekivalo
jer je manje osjetljiva od alelne raznolikosti na u¢inke uzorkovanja (190). Ostaje otprilike ista
medu novim populacijama, bez obzira na njihovu dob, ali naglo opada kako se krece od
mladih do starih (185).

107



Ivana Rupié, disertacija

Razvojem prometne infrastrukture, teSki uvjeti Zivota i rada na otoku doveli su do sve vece
migracije stanovnistva i do sve vece povezanosti otoka i priobalnog splitskog podrucja. Sve
ovo dovelo je do medusobnog mijeSanja stanovnistva, dovelo je do mijeSanja homo i
heterozigota ve¢ dugi niz godina.

Kako je to utjecalo na oto¢ne populacije? Dva su bitna faktora koja su na to mogla utjecati:
veli¢ina otoka (populacije) i vrijeme utjecaja.

Model utemeljitelja u ono vrijeme bio je hrabro objasSnjenje za geneticka dogadanja jer se
niSta nije znalo o genetskoj osnovi fenotipskih osobina. Pozeljna metoda ispitivanja
ukljucivala je laboratorijsko stvaranje novih populacija s nekoliko jedinki malih organizama s
kratkim generacijskim vremenima (191, 192). Ova su eksperimentalna istrazivanja dala neke
odgovore (191, 193), ali uglavnom malo ili nimalo potpore (192, 194, 195) pitali su se jesu i
genetske varijacije odraz znatnih promjena u vrijeme mijesanja ili se jednostavno akumuliraju
postupno tijekom vremena?

Nakon mijeSanja gradske i otoc¢ke populacije dolazi do uspostave nove populacije. Moguce je
da se aleli u selektivno neutralnim lokusima izgube slué¢ajnim genetskim pomakom i/ili dobiju
mutacijom.

Moze se ocCekivati da ¢e geneticko zanoSenje prevladati u manjim populacijama, barem neko
vrijeme dok se ne postigne novo ravnotezno stanje mutacije, a populacije ¢e se postupno
divergirati. Ako se sve dogodi, zanoSenje i mutacija, populacija se ne povecava velikom
brzinom, a protok gena iz susjednih populacija je zanemariv ili nepostojeci, tada ¢e veli¢ina
promjena unutar 1 izmedu populacije biti funkcija vremena.

Varijacija u ucestalosti gena izmedu izvorne populacije i kolonije moze takoder potaknuti
dvije skupine da se znacajno razlikuju tijekom mnogih generacija. Kako se varijacija, ili
geneticka udaljenost, povecava, dvije odvojene populacije mogu postati izrazito razlicite, i
genetski 1 fenotipski. Njihovoj divergenciji doprinosi ne samo genetski zanos, ve¢ i prirodna
selekcija, protok gena i mutacija. MozZe li se tako objasniti razli¢itost kraniofacijalnog oblika
ispitanika Korcule i Visa?

Nasuprot tome, ako se dogode dogadaji utemeljitelja, ucinci mogu biti toliko jaki da
preplavljuju u€inke dugotrajnog genetskog zanosSenja, ali se razlikuju medu populacijama na
nacin koji nije povezan s njihovim vremenom nastanka, ve¢ veli¢inom otocke populacije.
Stoga se, u kontekstu dugotrajnog zanoSenja, moze istaknuti signal uc¢inka utemeljitelja kao
snazno smanjenje genetskih varijacija unutar populacija i velike razlike izmedu susjednih

populacija koje su se jednostavno akumulirale tijekom vremena (184). Moze li se razli¢itost u
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obliku kraniofacijalnog skeleta ispitanika Korcule i Visa objasniti jaCim utjecajem gradske,
mijesane populacije na ispitanike Visa s obzirom na to da i povr$inom i brojem stanovnika

govorimo o manjoj populaciji u odnosu na Korculu?

Kada je novoformirana kolonija mala, njezini osniva¢i mogu snazno utjecati na genetski
sastav stanovnistva daleko u buduc¢nost. Moguée da se upravo to dogodilo sa skupinom
ispitanika s podrucja Visa. Kod ljudi koji imaju nisku stopu reprodukcije, populacija ¢e ostati
mala za mnoge generacije, u¢inkovito pojacavajuci Stvaranje ucinka genetickog zanosa

generacijama nakon, dok populacija ne dosegne odredenu veli¢inu.

Aleli koji su bili prisutni, ali relativno rijetki u izvornoj populaciji, mogu se pomaknuti u
jednu od dvije krajnosti. Najcesc¢a je da je alel uskoro potpuno izgubljen, ali druga moguénost
je da alel prezivi i za nekoliko generacija postaje mnogo rasprseniji u cijeloj populaciji.
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Trodimenzionalna (3D) snimka kraniofacijalnog skeleta idealan je neionizirajuci,
neinvazivnan i veoma precizan materijal za fenotipske i fenomenske studije. Analiza tog
vrijednog materijala prirodna je dopuna genetskim i epigenetskim tehnologijama koje imaju
cilj olaksati napredak i razumijevanje pojedinih fenotipskih obiljezja lica, kao §to je npr.

asimetrija (196),

Lice je jedinstvena refleksija primordijalnog tkiva, a postoje i dokazi koji podupiru primjenu
3D analize lica za istrazivanje varijacija i bolesti, ukljucujuci studije koje pokazuju da lice
moze odrazavati sustavno zdravlje, pruzati dijagnosticke tragove za poremecaje 1 da
fenotipske varijacije lica odrazavaju puteve fizioloske prilagodbe na vanjske okolisne

¢imbenike. Osim toga, varijacija lica povezuje se i s evolucijskim ¢imbenicima (103).

Fenotipske studije su dodatak (epi) genetskim i1 funkcija im je olakSati napredak u
razumijevanju genomskih varijacija, genomskih utjecaja na fenotipove, istraZivanja
pleiotropije i otkrivanje slozenih fenomena ukljucuju¢i zdravlje 1 evolucijsku sposobnost
(197). Tehnike nastajanja trodimenzionalne snimke lica i analiza tih snimaka geometrijskom
morfometrijom pruzaju objektivni materijal za identificiranje suptilnih varijacija lica i osnova
su za nove pristupe u ispitivanju stani¢ne biologije (198). Ti se pristupi odnose na ,,normalne*

fenotipske varijacije lica u Sto spada i asimetrija (199).

Asimetrija je opisana u velikom broju genetskih sindroma. Povezuje se s mutacijom CHD7
gena kod Charge sindroma. Uz mutaciju dogada se i remodelacija kromatina (200) $to je
temeljni epigeneticki proces (201). Ostali poremecaji povezani s asimetrijom lica ukljucuju
gene kao S$to su geni RAS-MAPK mreze koje su u razvojnim putovima vaznim za
odredivanje, rast i diferencijaciju stani¢nih linija. Nadalje, komponente RAS-MAPK puta
mogu utjecati i na imunoloski posredovane fenotipove (202). Stoga, procjena asimetrije lica
moze pruziti nove podatke za istrazivanje kompleksnih fenotipova, a koje se povezuju s

varijabilnim imunoloskim odgovorom na cjepivo.

Direkcijska ili medugrupna asimetrija definira se kao genetska tendencija da se odredeno
svojstvo dosljedno razvija na razli¢ite naCine na lijevoj i desnoj strani lica. Ona se moZe
kvantificirati kao razlika izmedu lijevog i desnog prosjeka i smatra se genetskim
nekih vrsta biljaka, a najjaci utjecaj vidi se u ranom stadiju razvoja. Pronadeni su i razliCiti
molekularni mehanizni koji mogu biti razlog pocetne razlike izmedu lijeve 1 desne strane

(203, 204, 205, 206). To se narocito vidi kod kraljezaka kod kojih je pokazano da je
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ekspresija odredenih gena u odredenom dijelu ranog procesa organogeneze prisutna samo na
jednoj strani organizma (207, 208). Vecina ovih asimetricno ekspresiranih gena su signalni
faktori 1 regulatorni geni koji ne kontroliraju samo morfogenetske asimetricne dogadaje
organogeneze, ve¢ imaju vaznu ulogu u razvoju u povrSinskom pojavljivanju asimetricnog

fenotipa.

Okolisno funkcionalno 1 adaptivno razvojno usmjeravanje direkcijske asimetrije je, unato¢
genetskim saznanjima, i dalje nejasno i na eksperimentalnoj razini (49, 209, 210), ali jasno je
da se asimetrija mnogih vanjskih anatomskih struktura novorodenceta smatra posljedicom
neadaptibilnosti 1 razvojnih ogranienja. Na srecu, takva razvojna ogranienja rijetka su i
vidljiva u sklopu klinicke slike genetskih sindroma, a direkcijska asimetrija najéesce se vidi
kao mala klinicka promjena nastala samo kao posljedica $to morfoloske strukture lijeve i
desne strane ne rastu repliciraju¢im, istim procesima, ve¢ je puno povrSinskih razlika u

ekspresiji povrsinskih signala lijeve 1 desne strane tijela.

Direkcijska asimetrija rasprostranjena je i predstavlja uobiCajeni genomski utjecaj koji
istovremeno djeluje i na lijevu i na desnu stranu te se ne smatra mjerilom razvojne

nestabilnosti. Ipak, njezin utjecaj na konacni izgled fenotipa ne smije se zanemariti.

Za razliku od fluktuacijske asimetrije koja odrazava stohastiCka odstupanja od savrSene
simetrije zbog okoliSnih ¢imbenika 1/ili epigenetskog stresa, direkcijska asimetrija i

antisimetrija su genetske prirode (66, 109, 211, 212).

Razmisljajuc¢i u tom pravcu, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je iznos direkcijske
asimetrije najmanji i to nekoliko puta za podrué¢je mandibule za sve ispitanike $to nas navodi
na zakljucak kako je utjecaj genotipa kod ovih ispitanika na podru¢je mandibule najmanji i da
sav uzrok nastanka fluktuacijske asimetrije mandibule ove populacije treba promatrati kao
utjecaj okoliSa. Kako je iznos fluktuacijske asimetrije mandibule najve¢i za podrucje Splita,
namece se i da je jak okolisni gradski utjecaj grada Splita. Iznosi i totalne i fluktuacijske
asimetrije mandibule manji su od kranija §to opcenito govori da okoli§ manje utjeCe na
asimetriju mandibule i da je utjecaj na kranij puno ja¢i. Totalna asimetrija mandibule je
statisticki zna¢ajno manja kod ispitanika s podruéja Korc¢ule, a istovremeno je direkcijska kod
ove populacije najveca $to znaci da je sam iznos totalne zapravo direkcijska i da asimetrija
mandibule ispitanika s podruc¢ja Korcule gotovo nije uopée pod okolisnim utjecajem i da je

utjecaj okoliSa na nasatanak asimetrije mandibule ispitanika s podrucja Visa i Splita mnogo
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veéi. Sli¢ne razlike u iznosu direkcijske asimetrije mandibule miSeva u odnosu na ostali skelet

dobili su i Leamy, 1998 (213) i Klingenberg, 2003 (214).

Kako su najveéi iznosi DA na cijelo kraniofacijalno podrucje, podrucje kranija i mandibule
podijeljeni izmedu otockih populacija, mozemo razmisljati u smjeru jaceg genetskog utjecaja
na fenotip obiju populacija usporedujuéi ih s populacijom grada Splita. Kako je FA mandibule
najveca za podrucje Splita, najve¢i je 1 utjecaj okoliSa 1 to je u potpunoj suprotnosti s
utjecajem na asimetriju mandibule ispitanika s podruc¢ja Korcule. FA za cijeli kraniofacijalni
skelet i za kranij najveca je ispitanike s podrucja Visa Sto takoder pokazuje jak utjecaj
okoline. Taj utjecaj okoline koji je o¢ito jaci na podru¢ju Visa i Splita u odnosu na vise
izoliranu populaciju Korcule medusobno se nadmece 1 dovodi do toga da je totalna asimetrija
kranija 1 mandibule najveca kod ispitanika s podrucja Visa, ali je za cijelo kraniofacijalno
podrucje najveca kod ispitanika s podruc¢ja Splita. Sve ovo nas navodi na zakljucke: okolisni
utjecaj je jak u nastanku asimetrije 1 on je populacije Splita 1 Visa unato¢ genetskim razlikama
ucinio sliénima. Mikroklima, specificnosti okoli$nih faktora, odnosno njihov slab utjecaj i
izoliranost na podruc¢ju Korcule ucinili su da se specifi¢nost genotipa ispolji kao najmanja TA
mandibule. Sve ove rezultate ispravno je sagledavati i kroz prizmu dobi budu¢i da se radi o
starijoj populaciji kada se utjecaj genetike, iako jo$ djelotvoran, smanjuje i sve je veéi utjecaj
okolisnih faktora. Kako je utjecaj okolisnih faktora oc¢igledno mali na Korculi, sva asimetrija
mandibule, iako statisticki znacajno mala, treba se gledati pod svjetlom iskljucivo genetskog

utjecaja.

Novija istrazivanja direkcijske asimetrije na kraniofacijalnom skeletu pokazuju razlicite
rezultate. Studija o ljudskim lubanjama (215) nije pronasla direkcijsku asimetriju oblika, dok
je nekoliko drugih izvijestilo o direkcijskom smjeru asimetrije lubanje (216, 217, 218, 219,
220, 221) i mekih tkiva lica i usiju (70, 222, 223, 224, 225, 226.)

Ovo istrazivanje pokazalo je postojanje direkcijske asimetrije cijelog kraniofacijalnog skeleta
kod svih triju skupina ispitanika. Ispitanici s podruc¢ja Visa imaju najveci iznos direkcijske
asimetrije za cijelo podrucje kraniofacijalnog skeleta i za podrucje kranija, a ispitanici s
podrucja Korc€ule najveci iznos direkcijske asimetrije mandibule. Kako ispitanici s podrucja
Visa imaju 1 najvece iznose fluktuacijske asimetrije, geneticki i1 okoliSni utjecaji na

kraniofacijalni skelet ocito su nesto veéiu skupini s podrucja Visa.

Promatraju¢i smjer direkcijske asimetrije kod ispitanika ovog istrazivanja, vidljive su kod

svih triju skupina (Korcula, Split, Vis) ve¢e promjene na orbitalnom i nazalnom podrucju, dok
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su promjene na podru¢ju mandibule zamjetljivo male §to je i ocekivano u odnosu na
numericke podatke. Nadalje, usporedujuci razliku iznosa direkcijske asimetrije starenjem
vidimo da nema znacajno razli¢itih promjena direkcijske asimetrije s dobi sto je u skladu s
¢injenicom da se najveée promjene direkcijske asimetrije vide u ranom stadiju razvoja i to
pod utjecajem genotipa. Promjene smjera pojedinih tocaka kao posljedica direkcijske
asimetrije mogu se intepretirati kao odgovori genotipa na dobne promjene kraniofacijalnog
skeleta. Najvece promjene pokazuje tocka apertura piriformis i to tako da se se apertura rotira
obrnuto od smjera kazaljke na satu, desna se pomice laterokaudalno, a lijeva mediokranijalno.

Te promjene dovode do iskrivljenja nosnog dijela prema desno.
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Asimetrija lica ukljuena je i u evolucijske procese za koje se pretpostavlja da utjecu na
patogenezu slozenih bolesti (227). Asimetrije lica ukljucene su i u preferencije u odabira
partnera (228) za koje se zna da su evolucijski uvjetovane. U tom kontekstu, simetrija lica kod
zena, koja je u korelaciji s varijacijom lokusa bez MHC-a, utvrdena je kao atraktivna osobina
koju su ocijenili muskarci (228). Takoder, u subjektivnom smislu usporedbe monozigotnih
parova blizanaca, lica blizanki s percipiranom simetrijom ocijenjena su kao atraktivnija i ta
uocena privlacnost bila je izravno povezana sa smanjenom veli¢inom asimetrije (229). Studije
takoder sugeriraju interaktivni u¢inak izmedu varijacije MHC-a (228) i atraktivnosti lica na
izbor partnera (a varijacija MHC povezana je s mnogim imunoloski posredovanim bolestima 1
uz otpornost na infekcije (230). Prema Farkas, 2005. (90), fenotipski izgled lica povezuje se s:

okolisnim uvjetima, socioekonomskim statusom i navikama prehrane.

Razvojna stabilnost odrazava sposobnost genotipa da se razvija na isti naCin pod razli¢itim
uvjetima okoline. Odstupanja od razvojne stabilnosti, koja proizlaze iz disruptivnih u¢inaka
okoli$nih i genetskih stresova (231) mogu se mijeriti u smislu fluktuiraju¢e asimetrije Sto je
posebno osjetljiv pokazatelj sposobnosti suoCavanja s tim stresovima tijekom ontogeneze

(232).

Socioekonomski status klasa majke, klasa oca, osobine sanitarnog ¢vora, statusni poloZaj u
drustvu kao odrasli, sve to pojacava vrijednost simetrije lica kao osjetljivi marker razvojne
perturbacije i sugerira moguée mehanizme kojima se socioekonomski status povezuje sa
zdravljem i sposobno$¢u prilagodbe (233). Takvi mehanizmi mogu ukljuéivati razinu
prehrane u djetinjstvu, kvalitetu lijeCenja bolesti ili roditeljskog ponaSanja u odnosu na
pusenje 1/ili konzumaciju alkohola. Kao $to je predvideno statistickim vezama ranog razvoja
sa zdravljem (234) i hipoteze unutar okvira razvojnih izvora (235), posljedice uskracivanja
djetinjstva trajale su: one su ostale uocljive u izmjerenoj simetriji lica viSe od 70 godina
kasnije. Specifi¢nost ovog povezivanja na socioekonmski status ranog zZivotnog vijeka, a ne
na trenutni status zivotne sredine, a unato¢ tome S$to je blizi vremenskom rasporedu i dalje
podrzava hipotezu da je djetinjstvo osjetljivo razvojno razdoblje.

Dok sadasnji rezultati ukazuju na to da signali simetrije lica signaliziraju okoli$ni ¢imbenici 1
to nije sporno, genomski utjecaj genetskih i/ili epigenetski ¢imbenici u simetriji lica i dalje je
podlozan istrazivanjima. Nedavni dokazi upucuju da jedsposobnost generiranja alternativnih
fenotipova na temelju epigenetske modifikacije moze pomo¢i organizmu svladati stres i

smanjiti trenutnu osjetljivost bolesti, ali sve to na trosak nize kondicije kasnije u zivotu (236,
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237). Uzimajuéi ove nalaze u obzir, moguce je da simetrija lica odrazava interakciju stresa s

genetskom odgovornoscéu.

Istrazivanje fluktuacijske asimetrije zubnog luka, kao i na orofacijalnom skeletu na
arheoloskim ostacima prehistorijske populacije Amerikanaca pronadene u dolini rijeke Ohio,
pokazale su znatno veéu asimetriju ove populacije u odnosu na kasnije prehistorijske
populacije i u odnosu na populacije dana$njeg doba. Veca razina razvojnog stresa tog ranijeg
doba koja je dovela do vece asimetrije povezuje se s nepoznavanjem utjecaja konsangviniteta,

ali i s na¢inom prehrane i opéenito tezim nac¢inom zivota (238).

Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su kako se totalna asimetrija izraZena u jedinicama
Prokrustove udaljenosti ne grupira ovisno o dobi niti ovisno o spolu. To je u suprotnosti s
istrazivanjima (198, 222) koji su pokazali da se asimetrija ljudskog lica razlikuje medu
spolovima, njezina veliina ovisna je o dobi 1 najveca je ranije u Zivotu. Ti nalazi slazu se i s
Rotterdamskim istrazivanjem (239) u kojem su totalna i fluktiraju¢a asimetrija znacajno
povezane s dobi 1 spolom. Razlozi za te oprecne nalaze, a uzevsi u obzir da se asimetrija s
dobi smanjuje, mozda leze u razli¢itoj dobnoj strukturi ispitivanih populacija, odnosno starijoj
dobnoj strukturi otoCke populacije koja je bila predmet ovog istrazivanja. Suprotno tome,
Otremski i sur. i Penke i sur. Otkrili su da je poviSena fluktuacija asimetrija prisutna kod
starijih osoba (240, 241) (za razliku od relativno dosljednog smanjenja fluktuacijske
asimetrije od rodenja do zrele odrasle dobi (240). Intuitivho razumna, ali bez Cvrstih
empirijskih dokaza, je sugestija da razlicite strane lica mogu razli¢ito stariti (167), primjerice

zbog asimetri¢nog izlaganja suncu (242) - krajnji primjer lica vozaca kamiona.

Ucinak starenja na asimetriju takoder se razlikuje izmedu crta lica: bo¢na asimetrija nosa s
godinama postaje ostrija i stabilnija od brade (243). Ovo istrazivanje pokazuje da se promjene
fluktuacijske asimetrije s dobi povecavaju, odnosno da je okoliSni utjecaj sve veci. Utjecaj je
sve veci kako se udaljavamo od tocaka u medijalnoj liniji pa se to¢ke prostion, anteriorna
nazalna spina, posteriorna nazalna spina, foramen incisivus i infradentale gotovo uopce ne
pomicu, a najlateralnije tocke ramusa, zygoorbitale i zygomaxillare pomicu se najvise i
dovode do pomicanja kranijalnog dijela na lijevo, a mandibulranog na desno. Posljedi¢no
tome pomiCe se i nosni dio i to tako da desna nosna apertura ide inferiorno, a lijeva

superiorno.

Na utjecaj seksualnog dimorfizma na facijalnu asimetriju zbog razli¢itog djelovanja X 1 Y

kromosoma ukazao je i Alvesalo, 1997 (244). Ta razli¢itost u hormonskom odgovoru i
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balansu naroCito je izrazena u vrijeme rasta koStanih struktura i u vrijeme promjene

hormonalnog statusa Zena u vrijeme menopauze.

S obzirom na sve gore navedeno, mozemo zakljuciti kako genetski utemeljena direkcijska
asimetrija lica moZe varirati ovisno o dobi i spolu, a evolucijske promjene nastale kao
odgovor na vanjske utjecaje u podlozi su fluktuacijske asimetrije. Genetska podloga pojedinca
svakako je predisponirajué¢i ¢imbenik za manje ili viSe uspjesnu prilagodbu. Evolucijski i
tijekom Zzivota ljudsko se lice kontinuirano mijenja i prilagodava. Njegov rast i razvoj ima
snazan evolucijski pecat kojim se zorno potvrduju evolucijski mehanizmi prilagodbe 1
promjene morfologije nastale medudjelovanjem gena, okoliSa 1 njihove interakcije.
Fluktuacijska asimetrija kao evolucijski mehanizam prilagodbe smatra se mjerom razvojne
nestabilnosti, odnosno neadekvatne prilagodbe na zahtjeve okolisa. Ona je zamjena za

nepreciznost ljudskog razvoja koja je rezultat srodivanja i genetske homozigotnosti (245).

Istrazivana populacija otoka Korcule i Visa rijedak je i vrijedan primjer izolirane populacije.
Unato¢ ukupnoj niskoj razini diferencijacije u humanoj populaciji, lokalni faktori kao Sto su
geografska 1 kulturalna izolacija uvelike mogu utjecati na geneticki diskontinuitet. Jasno
razlikovani geneti¢ki izolati vrlo su vrijedni za mapiranje rijetkih genetskih bolesti i
razja$njavanje mehanizma nastanka sloZenih genetickih oboljenja (141). Danas su primjeri
izoliranih populacija veoma rijetki, jedna od njih je stanovnistvo Sardinije u regiji Ogliastra, u
Daghestanskim visoravnima i planinskim podru¢jima Bosne (246). Zajednice isto¢nih
jadranskih otoka Dalmacije bili su i jo§ su uvijek predmet opseznih antropoloskih studija. S
obzirom na udaljenost, pokazuju visok stupanj izolacije, endogamije i krizanja. Prethodne
genetiCke studije koriste¢i seroloSke markere, maleni broj STR markera i analizirajuci
mitohondrijsko nasljedivanje i markere Y kromosoma ukazale su na smanjenu raznolikost u
oto¢kim populacijama u usporedbi s opom hrvatskom populacijom 1 visok stupanj
diferencijacije medu 1 unutar otocke populacije, a sve u skladu s djelovanjem jakog
genetickog utjecaja (134). Analiza mitohondrijske DNA (135) i markera Y kromosoma (136)
pokazuje da je skupina viSestrukog, raznorodnog podrijetla. To i ne iznenaduje buduéi da su
jadranski otoci svjedok burne povijesti koja se dogadala na glavnim raskrizjima izmedu
Europe 1 Bliskog istoka. Demografska povijest svake oto¢ne zajednice razlikuje se ovisno o
osnivanju puta, podrijetlu i broju osnivaca, dogadajima, polozaju, duZini izolacije i

povijesnim promjenama u broju stanovnika. Sve su to karakteristike za koje se ocekuje da ce
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utjecati na stupanj genetske diferencijacije i obrazac specifi¢ne ravnoteze, a sve preko utjecaja

na slucajna geneticka skretanja, razinu endogamije i srodivanje (247).

Izoliranost populacije otoka Visa vidi se i u studiji Jeronci¢, 2016 (121) koja je
sekvencionirala cijeli egzom 176 ispitanika s podrucja Visa i usporedila ga s genomom
kontrole skupine s podrugja Skotske. Od navedenog broja 115 ispitanika kategorizirani su kao
homozigotni s mutacijom specifi¢nih gena od kojih vec¢ina kodira enzime ili zahvaca signalne
puteve. Ovaj rad potvrduje izolirani status viSke populacije. U radu se navodi jo$ niz
genetiCkih specifi¢nosti ove populacije za koji autori smatraju da pojedine mutacije dovode
do gubitka funkcije 1 intrigantne su u smislu adaptivne evolucije. Pruzanjem relativno velikog
broja varijanti koje nisu videne drugdje, ova studija sluzi kao vrijedan resurs u razumijevanju
ljudskih varijacija, osobito u u svjetlu genetickih studija o ljudskim bolestima, populacijskoj
genetici i evoluciji u ovoj populaciji.

Velika studija na 3 215 ispitanika odrasle dobi iz Rotterdama (239) proucavala je odnos
asimetrije lica, s genetskom varijacijom na 102 lokusa polimorfizma pojedina¢nih nukleotida
(SNP) koje se povezuju s facijalnom varijacijom oblika. Takoder je ispitala negativnu
povezanost stupnja individualne heterozigotnosti s facijalnom asimetrijom. Studija nije
identificirala niti jedan SNP koji se odnosi na fluktuacijsku ili ukupnu asimetriju. Kao moguci
razlog autori navode utjecaj relativno malog stupnja inbreedinga i relativno stabilno okruzenje
tijekom rasta u Rotterdamu. Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s nalazima
Rotterdamskog: nema statisticki znacajne razlike u iznosu totalne i fluktuacijske asimetrije u
endogamnoj oto¢noj populaciji (Korcula, Vis), niti u mijesanoj gradskoj populaciji grada
Splita, iako studija Polasek, 2010 (152) koja je na Cetiri naj¢es¢e koriStene metode i istrazila
polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (SNP) oto¢ne populacije jasno ukazuje na izraZenu

homozigotnost ove populacije.

Kao 1 ovo, ve¢ina prethodnih istrazivanja o genetskim aspektima asimetrije lica 1 zuba temelji
se na usporedbi endogamne, Cesto izolirane populacije s vise egzogamnih (232, 248, 249).
Stupanj heterozigotnosti povecava se s razinom egzogamije i epidemije (250) povezuje se s
niZim razinama organizacijske asimetrije te odraZava povecanu sposobnost ublaZzavanja
genetskih i okolinih stresora. Sto je vi§i stupanj heterozigotnosti kod gena koji kodiraju
proteine ili na povezanim lokusima (neslucajna asocijacija), bolje prilagodeni pojedinac Stiti
se od poremecaja. U tom kontekstu, predlazu se tri hipotetska mehanizma: 1) efekt ,,izravnog

ucinka®“ prema kojem heterozigotnost povecava sposobnost multilokusa i moze rezultirati
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funkcionalnom dominacijom na lokusu per se (251, 252). Moguce je takoder da heterozigoti
posjeduju enzime s razli¢itim katalitiCkim svojstvima i stoga su biokemijski u¢inkovitiji od
homozigota (253). 2) ,hipoteza lokalnog ucinka* predlaze heterozigotnost kao dodatnu
dominaciju kada postoji genetska povezanost (neravnoteza povezivanja) izmedu neutralnog
markera i markera pod selekcijom (251, 254). | 3) hipoteza ,,opéeg uc¢inka*“ navodi da je
prednost heterozigota da su markeri koji se detektiraju, a koji proizlaze iz interakcije
homozigotnosti, lokusi rasporedeni po cijelom genomu. Preduvjet za to je da su marker i
lokusi u sluzbi neravnoteze identiteta Sto se biljeZi kao koeficijent inbreedinga pojedinaca.
Veci koeficijent inbreedinga zna¢i ve¢u homozigotnost markera i sposobnost vezivanja za
lokus, dok se nizi koeficijent povezuje s heterozigotnosti 1 slabijoj povezanosti markerima i
lokusa (255, 256). Kako je visok stupanj inbreedinga ispitanika ove populacije pokazan u
nekoliko istrazivanja u sklopu Projekta, a kako se asimetrija lica ne mozZe povezati sa
srodivanjem, misljenja sam da se korelacija heterozigotnost - sposobnost lokusa u ovom
istrazivanju ne moze objasniti ovim trima modelima i da zahtijeva dodatnu identifikaciju. Isti
je primjer s Rotterdamskom studijom. Jedno od mogucih objaSnjenja je Chapman i sur. koji
su pokazali da Cak i ako postoje korelacije heterozigotnost - sposobnost vezivanja za lokus,
one su vrlo male (obi¢no manje od 1 % fenotipske varijance) (255). Nadalje, stupanj
heterozigotnosti moze biti, u prosjeku, nedovoljno nizak da bi znacajno utjecao na razvojne
putove. Takoder je razumno pretpostaviti da okolina otoc¢ke populacije ne fluktuira dovoljno
da bi homozigotnost bila nepovoljna. Treé¢i razlog odnosi se na relativni genetski u¢inak na

asimetriju lica u usporedbi s okoliSnim stresorima koji se akumuliraju tijekom vremena.

Bit ¢e potrebni dodatni individualni podaci o povijesti zZivota ispitanika ovog istrazivanja kako
bi se dodatno istrazilo ovo pitanje i moguce interakcije izmedu genetskih i sastavnica okoliSa.

Ocito je da se gore navedena objasnjenja medusobno ne iskljucuju.

U bazi podataka pronalaze se i studije u kojima se asimetrija lica povezuje sa spolom i
neurokognitivnim fenotipovima s patogenetskim preklapanjem ukljuéujuci shizofreniju i
autizam. Asimetrija lica varira s kognicijom u ovisnosti o spolu (257), ali se i spolno
specifi¢na asimetrija lica pojavljuje kod shizofrenije (258) i u tom slucaju povezuje se i sa
specificnim fenotipskim entiteom asimetrije mozga (259). U skladu s tim, radna skupina koja
je sudjelovala u ovom Projektu ima u planu na promatranoj skupini ovog istrazivanja ispitati
mogucu povezanost asimetrije s kognitivnim statusom buduci da u bazi podataka u sklopu

Projekta postoje rezultati testova inteligencije za svakog ispitanika.
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6. ZAKLJUCCI
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Zakljucci ovog istrazivanja su:

1.

10.

11.

12.

13.

Totalna asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta izrazena u Prokrustovim jedinicama
ne grupira se ovisno o dobi.

Totalna asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta izrazena u Prokrustovim jedinicama
ne grupira se ovisno o spolu.

Totalna asimetrija kranija izrazena u Prokrustovim jedinicama ne grupira se 0ViSno 0
dobi.

Totalna asimetrija kranija izrazena u Prokrustovim jedinicama ne grupira se ovisno o
spolu.

Totalna asimetrija mandibule izrazena u Prokrustovim jedinicama ne grupira se ovisno
0 dobi.

Totalna asimetrija mandibule izraZzena u Prokrustovim jedinicama ne grupira se ovisno
o0 spolu.

Ispitanici s podrucja Splita imaju najvise srednje odstupanje za totalnu asimetriju
cijelog kraniofacijalnog skeleta, dok ispitanici s podru¢ja Visa imaju najvise
vrijednosti.

Ispitanici s podrucja Splita imaju najviSe srednje vrijednosti, ali i najviSe srednje
odstupanje za totalnu asimetriju za podrucje kranija.

Ispitanici s podru¢ja Visa imaju najvise srednje vrijednosti, a najviSe srednje
odstupanje za totalnu asimetriju, podru¢je mandibule pokazuju ispitanici s podrucja
Korcule. Ispitanici s podrucja Korcule statisticki se razlikuju u iznosu totalne
asimetrije za podrucje mandibule u odnosu na ispitanike Visa 1 Splita.

Nema statistiCki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za cijelo podrucje
kraniofacijalnog skeleta ovisno o iznosu srodivanja.

Nema statistiCki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za cijelo podrucje
kraniofacijalnog skeleta ovisno o dobi.

Nema statistiCki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za cijelo podrucje
kraniofacijalnog skeleta ovisno o spolu.

Nema statistiCki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za cijelo podrucje

kraniofacijalnog skeleta ovisno o mjestu stanovanja (Korcula, Split, Vis).

14. Nema statisticki znacCajne razlike u iznosu totalne asimetrije za podrucje mandibule

ovisno o iznosu srodivanja.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Nema statisticki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za podru¢je mandibule
ovisno o dobi.

Nema statisticki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za podru¢je mandibule
kraniofacijalnog skeleta ovisno o spolu.

Nema statisticki znacajne razlike u iznosu totalne asimetrije za podrucje kranija ovisno
o0 iznosu srodivanja.

Nema statisticki zna€ajne razlike u iznosu totalne asimetrije za podrucje kranija ovisno
0 dobi.

Nema statisticki zna€ajne razlike u iznosu totalne asimetrije za podrucje kranija ovisno
0 spolu.

Iznosi za totalnu asimetriju opc¢enito znatno su veci za podru¢je manidbule, nego za
podrugje kranija 1 za totalnu asimetriju.

Postoji direkcijska asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta kod svih triju skupina
ispitanika. Nema statisti¢ki zna€ajne razlike u iznosu direkcijske asimetrije cijelog
kraniofacijalnog skeleta izmedu skupina ispitanika s podrucja Korcule, Visa 1 Splita.
Ispitanici s podruc¢ja Visa imaju najveci iznos direkcijske asimetrije za cijelo podrucje
kraniofacijalnog skeleta.

Postoji direkcijska asimetrija kranija u svim trima skupinama ispitanika. Nema
statistiCki znaCajne razlike u iznosu direkcijske asimetrije kranija izmedu skupina
ispitanika s podrucja Korcule, Visa i Splita. Ispitanici s podruc¢ja Visa imaju najveci
iznos direkcijske asimetrije za podrucje kranija.

Postoji direkcijska asimetrija manidbule u svim trima skupinama ispitanika. Nema
statisticki znaCajne razlike u iznosu direkcijske asimetrije za podrucje mandibule
izmedu skupina ispitanika s podru¢ja Korcule, Visa i Splita. Ispitanici s podrucja
Kor¢ule imaju najveéi iznos direkcijske asimetrije mandibule. Iznos direkcijske
asimetrije najmanji je za mandibulu za sve tri skupine ispitanika.

Vektorska analiza direkcijske asimetrije pokazala je vece promjene na orbitalnom i
nazalnom podrucju kod svih triju skupina (Kor¢ula, Split, Vis), dok su promjene na
podrucju mandibule zamjetljivo male. Nema znacajno razli¢itih promjena direkcijske
asimetrije s dobi.

Postoji  fluktuacijska asimetrija cijelog kraniofacijalnog skeleta u svim trima

skupinama ispitanika (Korcula, Vis, Split). Nema statisticki znacajne razlike u iznosu
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26.

27.

28.
29.
30.

31.

32.

33.

34.

fluktuacijske asimetrije cijelog kraniofacijalnog skeleta izmedu skupina ispitanika s
podrucja Korcule, Visa i Splita.

Postoji fluktuacijska asimetrija kranija u svim trima skupinama ispitanika (Korcula,
Vis, Split). Nema statisticki znacajne razlike u iznosu fluktuacijske asimetrije cijelog
kraniofacijalnog skeleta izmedu skupina ispitanika s podrucja Korc¢ule, Visa i Splita.
Srednja vrijednost fluktuacijske asimetrija kranija, kao i srednje odstupanje, najvece je
za ispitanike s podruc¢ja Visa. Iznosi fluktuacijske asimetrije za podrucje kranija veci
su od fluktuacijske asimetrije mandibule.

Postoji  fluktuacijska asimetrija mandibule u svim trima skupinama ispitanika
(Korcula, Vis, Split). Nema statisticki znacajne razlike u iznosu fluktuacijske
asimetrije cijelog kraniofacijalnog skeleta izmedu skupina ispitanika s podrucja
Kor¢ule, Visa i Splita. Srednja vrijednost fluktuacijske asimetrija mandibule, kao i
srednje odstupanje, najvece je za ispitanike s podrucja Splita. Iznosi fluktuacijske
asimetrije za podrucje mandibule manji su 1 od fluktuacijske asimetrije kranija.

Nema statisticki znacajne razlike u iznosu fluktuacijske asimetrije u odnosu na dob.
Nema statisticki znacajne razlike u iznosu fluktuacijske asimetrije u odnosu na spol.
Nema statisti¢ki znacajne razlike u iznosu fluktuacijske asimetrije u odnosu na iznos
srodivanja.

Vektorskom analizom smjera fluktuacijske asimetrije u odnosu na dob vidi se kako su
promjene smjera izrazenije u skupini ispitanika starijih od 55 godina i to dominantno u
nazo-orbitalnom podrucju.

Izmedu ispitanika zenskog i muskog spola postoji statisticki znac¢ajna razlika u obliku
kraniofacijalnog skeleta.

Dobne promjene oblika kraniofacijalnog skeleta vece su kod ispitanika Zenskog, nego
kod ispitanika muskog spola. Dobne promjene u obliku kraniofacijalnog skeleta imaju
stalnu uzlaznu promjenu, no nakon 55 godina krivulja promjene oblika
kraniofacijalnog skeleta u ovisnosti o dobi kod ispitanika zenskog spola postaje
diskontinuirana s nepredvidljivim uzlaznim i silaznim varijacijama. Promjene oblika
kraniofacijalnog skeleta izmedu ispitanika Zenskog i muSkog spola do 55. godine
statisticki se razlikuju, ali se ta znaCajnost nakon 55. godine gubi.

Ispitanici se promjenom oblika kraniofacijalnog skeleta s obzirom na mjesto
stanovanja (Korcula, Split, Vis) ne grupiraju u klastere. Postoji statisticki znacajna

razlika izmedu ispitanika Korcule i Visa u obliku kraniofacijalnog skeleta.
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SKRACENICE:

ap - apertura piriformis

CBCT - cone beam kompjuterizirana tomografija
cn - coronoid

CNN - connected cellular network

CNS - centralni nervni sustav

CT - kompjuterizirana tomografija

DA - direkcijska asimetrija

DICOM - digital imaging and communication in medicine
DNA - deoksiribonukleinska kiselina

FA - fluktuacijska asimetrija

fi - foramen incisivus

fma - foramen mandibule

fme - foramen mentale

FOV - field of view

HPLC - high performance liquid chromatography
id - infradentale

[UZ - intrauterinog Zivota

Ing - linguale

MLH - mulitilocus heterozygosity

MR - magnetska rezonanca

mt DNA - mitohondrijska deoksiribonukelinska kiselina
or - orbitale

PCA - Principal Components Analysis

pr - prosthion

RNA - ribonukleinska kiselina

ROI - regio of interest

sna - spina nasalis anterior

snp - spina nasalis posterior

TA - totalna asimetrija

TFM - teorija funkcijskog matriksa

VNTR - Variable number tandem repeat
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zm - zygomaxillare
Z0 - zygoorbitale

uCT - mikro kompjuterizirana tomografija

148



Zivotopis

Ivana Rupié¢ rodena je u Sibeniku gdje je zavrsila osnovno i srednjoskolsko obrazovanije.
2006. godine upisala je Stomatoloski fakultet u Zagrebu kojeg je apsolvirala 2013. godine, a
2019. godine stjeCe 1 titulu specijalist ortodoncije. Tijekom studija zapocela se baviti
znanstvenim radom 1 2012. godine dobila Rektorovu nagradu za rad “Procjena ucinkovitosti
diodnog lasera na postoperativnu kvalitetu zivota nakon kirurSkog uklanjanja tre¢ih donjih
molara”. Autor je viSe znanstvenih radova iz podruc¢ja dentalne radiologije 1 zaStite od
zracenja publiciranih u medunarodnim znanstvenim casopisima koji se citiraju u CC 1 SCI
bazi. Aktivni je sudionik i ¢lan organizacijskog odbora vise znanstvenih simpozija i stru¢nih
skupova. Aktivni je ¢lan EADMFR-a (European Academy of Dento Maxillo Facial
Radiology) te je u veljaci 2019. godine sudjelovala na 6. Junior Meetingu EADFMR -a.

Od 2013. godine zaposlena je u Stomatolo§koj poliklinici Apolonija kao ortodont, voditelj 3D
dijagnostike i stru¢ni suradnik Zubnog rendgena dr. Lauc za kontrolu kvalitete rendgenskih
snimaka 1 zaStitu od zraCenja. Znanstveno se viSemjesecno usavrSavala 2014. godine u
Zavodu za antropologiju SveuciliSta u BeCu, gdje se bavila geometrijskom morfometrijom i
3D morfoloskom analizom antropometrijskih obiljezja. Od tada do danas svake godine u
sklopu izrade doktorata studijski boravi na Zavodu za antropologiju SveuciliSta u Becu.

Aktivno sudjeluje u pripremi predavanja iz podrucja kraniofacijalne morfologije unutar
kolegija “Dentalna antropologija” na Studiju antropologije Filozofskog fakulteta u Zagrebu.
Suradnica je u nastavi poslijediplomskog specijalistickog studija Dentalna implantologija”
na StomatoloSkom fakultetu u Zagrebu. Autorica je i koautorica poglavlja "OznacCavanje
zuba”, "Metode slikovnih prikaza orofacijalnih struktura” i "Epidemiologija orofacijalnih
bolesti" u knjizi "Dentalna antropologija" koja je u pripremi za tisak (autori Lauc T., Cukovi¢-
Bagi¢ 1. i sur.). U istoj knjizi prevela je s engleskog jezika i obradila poglavlje "Kontrolni
¢imbenici kranijalne morfogeneze 1 teorijska tumacenja", autora Alberta Caprioglia. U
suradnji sa StomatoloSkim fakultetom SveuciliSta u Sarajevu, na Katedri za ortodonciju,
sudjeluje u medunarodnom istrazivanju koje obuhvaca kefalometrijska mjerenja i mjerenja
vratnih kraljeZaka populacije u dobi od 7-15 godina te sudjeluje u istrazivanjima CBCT

dijagnostike.



Poglavlja u znanstvenim knjigama:

1. Rupi¢ I. Oznatavanje zuba. In: Lauc T, Cukovié-Bagi¢ 1 i sur. Dentalna i

kraniofacijalna antropologija. Zagreb: Alfa; 2019, p137-40.

Rupié I, Rudan I, Lauc T. Epidemiologija orofacijalnih bolesti. In: Lauc T, Cukovié-
Bagi¢ I i sur. Dentalna i kraniofacijalna antropologija. Zagreb: Alfa; 2019, p519-26.
Rupié I. Metode slikovnih prikaza Zvaénog sustava. In: Lauc T, Cukovié-Bagi¢ I i sur.
Dentalna i kraniofacijalna antropologija. Zagreb: Alfa; 2019, p637-46.

Caprioglio A, Pisani L. Kontrolni mehanizmi kranijalne morfogeneze i teorijska
tumadenja kraniofacijalnog rasta. In: Lauc T, Cukovi¢-Bagi¢ T i sur. Dentalna i
kraniofacijalna antropologija. Zagreb: Alfa; 2019, p243-274. (prijevod i uredenje
poglavlja).

Originalni znanstveni radovi:

1.

Rupié I. Lauc T, Ivkovi¢ V, Cukovi¢-Bagi¢ I. Three-dimensional landmarks for facial
bone asymmetry assessment using geometric morphometrics: a systematic review.
SEJODR. 2020. (u tisku).

Windhager S, Mitteroecker P, Rupi¢ I, Lauc T, Polasek O, Schaefer K. Facial aging
trajectories: A common shape pattern in male and female faces is disrupted after
menopause. Am J Phys Anthropol. 2019;169:678-88.

Lauc T, Nakas E, Lati¢-Dautovi¢ M, Dzemidzi¢ V, Tiro A, Rupié I, Kosti¢, M, Gali¢,
I. Dental Age in Orthodontic Patients with Different Skeletal Patterns. BioMed
Research International, vol. 2017, Article 1D 8976284, 7 pages, 2017.
doi:10.1155/2017/8976284.

Batinjan G, Filipovi¢ Zore I, Vuleti¢ M, Rupi¢ I. The use of ozone in the prevention of
osteoradionecrosis of the jaw. Saudi Med J. 2014;35(10):1260-3.

Batinjan G, Filipovi¢ Zore I, Rupi¢ I, Bago Juri¢ Ivona, Zore Z, Gabri¢ Panduri¢ D.
Assessing health-related quality of life with antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) and low level laser therapy (LLLT) after third molar removal. J Lasers Med
Sci. 2013;4(3):120-6.



SaZeci u kongresnim zbornicima:

1.

Rupié 1., Naka$ E., Lauc T. Comparison of clinical and objective facial symmetry
assessment. South European Journal of Orthodontics and Dentofacial Research 5:47,
2018

Windhager S., Mitteroecker P., Rupic I., Lauc T., Polasek O., Schaefer K. Facial
aging is sex-specific. South European Journal of Orthodontics and Dentofacial
Research 5:49, 2018

Windhager S., Mitteroecker P., Rupic I., Lauc T., Polasek O., Schaefer K. Facial
aging in three dimensions: A shared pattern in men and women is disrupted after
menopause. 87th Annual Meeting of the American Association of Physical
Anthropologists (AAPA), 2018 Apr 14-18, Austin, Texas, USA.

Rupié 1., Lauc T., Schaefer K., Cukovic’-Bagié I., Mitteroecker P., Windhager S.,
Rudan 1., Polasek, O. Maxillofacial and dental arch asymmetry as a function of
heterozygosity — preliminary dana analysis from the 10,001 Dalmatians project
(Croatian National Biobank). International Dental Anthropology Scientific
Symposium: Dental Anthropology — Historical Perspectives and Current Trends.
Zagreb, June 9th — 11th, 2016. Acta Stomatologica Croatica 50(2): 177 — 200.

Lauc T., Toljan I., Rupié¢ I., Cukovi¢-Bagi¢ I. Importance of central position of
medium sized CBCT field of view during diagnostic procedures in orofacial region.
The 14th Congress of the European Academy of Dento—Maxillofacial Radiology,
Abstract book 156. Cluj—Napoca, Romania, August 25th —28th, 2014,

Nakas E., GluSac M., Rupi¢ I., Gali¢ 1., Lauc T. Posterior body height of the third
cervical vertebra as a predictor of mandibular rotation. 16th International Symposium
on Dental Morphology and 1st Congress of the International Association for
Paleodontology, Programme & Book of abstracts 96. Zagreb, Croatia, August 26th —
30th, 2014,

Nakas$ E., Lauc T., Gali¢ I., Zukanovi¢ A., Rupié¢ 1. Correlation of chronological age,
dental maturity stage and skeletal maturity from radiographs. 90th Congress of the
European Orthodontic Society. Warsaw, June 18th —22nd, 2014.

Batinjan G, Filipovi¢ Zore I, Rupié I, Bago Juri¢ I, Gabri¢ Panduri¢ D. Use of diode
laser after surgical removal of impacted lower third molars. Photomedicine and Laser
Surgery. 2013:630-47.



Preflight Results

Document Overview Preflight Information

Title: Profile: Convert to PDF/A-1b

Author: Tomislav Version: Qoppa jPDFPreflight v2020R2.01
Creator: Microsoft® Word 2016 Date: Jul 8, 2021 6:36:57 AM
Producer:  Neevia PDFmerge v4.1 build 650 (http://neeviaPDF.com)

Legend: (X) - Can NOT be fixed by PDF/A-1b conversion.

(!X) - Could be fixed by PDF/A-1b conversion. User chose to be warned in PDF/A settings.

Page 1 Results

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

Font Arial can not be embedded because
Font Arial can not be embedded because
Font Arial can not be embedded because
Font Arial can not be embedded because
Font Arial can not be embedded because
Font Arial can not be embedded because
Font Arial can not be embedded because

Font Arial can not be embedded because

Font Arial can not be embedded because

Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:

. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:

. Font Arial,Bold can not be embedded because:

: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
: Could not find matching font to
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
: Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to

Could not find matching font to



Page 1 Results (contd.)
(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed - 2 more not displayed

Page 2 Results
(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed

(X) Font Arial is not embedded.

embed - 5 more not displayed

Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:

. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:
. Font Arial,Bold can not be embedded because:

. Font Arial,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to
Could not find matching font to

Could not find matching font to

Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to

Could not find matching font to



Page 3 Results
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed
(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial,Bold is not embedded.

font to embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed

(X) Font Arial is not embedded.
embed - 14 more not displayed

Page 4 Results

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed

Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:
Font Arial can not be embedded because:

Font Arial can not be embedded because:

. Font Arial,Bold can not be embedded because:
Font Arial,Bold can not be embedded because:
Font Arial,Bold can not be embedded because:
Font Arial,Bold can not be embedded because:
Font Arial,Bold can not be embedded because:
Font Arial,Bold can not be embedded because:
Font Arial,Bold can not be embedded because:

Font Arial,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to
Could not find matching font to

Could not find matching font to



Page 4 Results (contd.)
(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

find matching font to embed - 15 more not displayed

Page 5 Results
(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

(X) Font Times New Roman,Bold is nhot embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed



Page 5 Results (contd.)

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded.

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

find matching font to embed - 40 more not displayed

Page 6 Results

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.
find matching font to embed

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not



Page 6 Results (contd.)

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed - 19 more not displayed

Page 7 Results

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

find matching font to embed - 203 more not displayed

Page 8 Results
(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

Font Times New Roman can not be embedded because:

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

Could not



Page 8 Results (contd.)
(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Arial is not embedded. Font Arial can not be embedded because: Could not find matching font to

embed

(X) Font Arial is not embedded. Font Arial can not be embedded because: Could not find matching font to

embed

(X) Font Arial is not embedded. Font Arial can not be embedded because: Could not find matching font to

embed

(X) Font Arial is not embedded. Font Arial can not be embedded because: Could not find matching font to

embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed - 29 more not displayed

Page 9 Results

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed



Page 9 Results (contd.)
(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

find matching font to embed - 50 more not displayed

Page 10 Results
(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded.

find matching font to embed

Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:
Font Times New Roman can not be embedded because:

Font Times New Roman can not be embedded because:

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

Could not
Could not
Could not
Could not
Could not
Could not

Could not

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is nhot embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman,Bold is not embedded. Font Times New Roman,Bold can not be embedded because:

Could not find matching font to embed

(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not

find matching font to embed



Page 10 Results (contd.)
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman,ltalic is not embedded. Font Times New Roman,Italic can not be embedded
because: Could not find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can not be embedded because: Could not
find matching font to embed
(X) Font Times New Roman is not embedded. Font Times New Roman can no