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Συντοµογραφίες 

∆.Μ.Σ.: ∆είκτης Μάζας Σώµατος 

ATP III: Adult Treatment Panel III, Θεραπευτική οµάδα ενηλίκων ΙΙΙ 

DNA:  Deoxyribonucleic acid, ∆εοξυριβονουκλεϊκό οξύ 

HDL-C: High Density Lipoprotein Cholesterol, Λιποπρωτεΐνη υψηλής πυκνότητας 

σε χοληστερόλη 

Homa-B: Homeostatic model assessment of β-cells function, 

  Οµοιοστατικό µοντέλο αξιολόγησης της λειτουργία των β-κυττάρων 

Homa-IR: Homeostatic model assessment of Insulin Resistance,    

  Οµοιοστατικό µοντέλο αξιολόγησης της ινσουλινοαντίστασης 

IFN:  Interferon, Ιντερφερόνη 

IGF:  Insulin-like Growth Factor, Ινσουλινοµιµητικός αυξητικός παράγοντας 

IL:  Interleukin, Ιντερλευκίνη 

LDL-C: Low-density lipoprotein, Λιποπρωτεΐνη χαµηλής πυκνότητας σε 

χοληστερόλη 

MET:  Metabolic Equivalent of Task, Μεταβολικά Ισοδύναµα Έργου 

MCP-1: Monocyte Chemotactic Protein-1, Χηµειοτακτική πρωτεΐνη µονοκυττάρων1 

MIP-1α: Macrophage Inflammatory Protein-1α, Φλεγµονώδης πρωτεΐνη 

µακροφάγων-1α 

MT:  Metallothionein, Μεταλλοθειονίνη  

NCEP: National Cholesterol Education Program, Εθνικό ενηµερωτικό πρόγραµµα 

για τη χοληστερόλη των Η.Π.Α. 

RANTES: Regulated on Activation Normal T-Cell Expressed and Secreted, 

Ρυθµιζόµενο από την ενεργοποίηση φυσιολογικών Τ-κυττάρων 

εκφραζόµενο και εκκρινόµενο 

RNA:  Ribonucleic acid, Ριβονουκλεϊκό οξύ 

SGOT: Serum glutamic oxaloacetic transaminase, Οξαλοξεϊκή τρανσαµινάση ορού 

SGPT:  Serum glutamic pyruvic transaminase, Πυροσταφυλική τρανσαµινάση ορού 

TNF-α: Tumor Necrosis Factor-α, Παράγοντας νέκρωσης όγκου-α 

TKE: Ταχύτητα Καθίζησης Ερυθροκυττάρων 

USDA: United States Department of Agriculture, Υπουργείο Γεωργίας Ηνωµένων 

Πολιτειών Αµερικής 

Zn:  Zinc, Ψευδάργυρος 
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Περίληψη 
 
 Η επιµήκυνση του προσδόκιµου επιβίωσης οδηγεί σε συνεχή αύξηση του αριθµού 

των ηλικιωµένων παγκοσµίως. Στην Ελλάδα καταγράφεται σηµαντική αλλαγή της 

ηλικιακής σύνθεσης, καθιστώντας αναγκαία την εκτίµηση της κατάστασης υγείας των 

ηλικιωµένων. Η γήρανση είναι µια ετερογενής διαδικασία που χαρακτηρίζεται από 

έκπτωση των φυσιολογικών λειτουργιών, µε αυξανόµενο κίνδυνο νοσηρότητας και 

θνησιµότητας. Σε αντιδιαστολή, οι υπερήλικες εµφανίζουν καλά διατηρηµένη κατάσταση 

υγείας, αποφεύγοντας σηµαντικές ασθένειες. Οι µηχανισµοί που εµπλέκονται στη γήρανση 

δεν είναι πλήρως διευκρινισµένοι, ωστόσο περιλαµβάνουν πληθώρα παραγόντων. Στο 

γενετικό υπόβαθρο αποδίδεται το 15-30% της µακροβιότητας, ενώ το υπόλοιπο ποσοστό 

περιλαµβάνει την επίδραση περιβαλλοντικών παραγόντων, όπως η διατροφή, η φυσική 

δραστηριότητα και οι συνήθειες του τρόπου ζωής. Η αναγνώριση των κλινικών, γενετικών 

και περιβαλλοντικών παραγόντων που επιδρούν στη γήρανση και στη µακροβιότητα 

κρίνεται σηµαντική για την καλύτερη κατανόηση της γήρανσης, αλλά και για την 

ανάπτυξη των κατάλληλων παρεµβάσεων, µε σκοπό την επίτευξη της υγιούς γήρανσης.    

Στην παρούσα µελέτη στρατολογήθηκαν 843 ηλικιωµένοι από την περιοχή της 

Αθήνας, στους οποίους πραγµατοποιήθηκε αιµοληψία, µέτρηση αρτηριακής πίεσης, 

σωµατοµετρικές µετρήσεις (βάρος, ύψος), καθώς και καταγραφή ιατρικού ιστορικού, 

δηµογραφικών στοιχείων, διατροφικών συνηθειών, χαρακτηριστικών του τρόπου ζωής, 

ψυχολογικής και νοητικής κατάστασης. Η αποµόνωση βιολογικών υλικών περιελάµβανε 

ορό, πλάσµα, και DNA. Οι βιοχηµικές και αιµατολογικές µετρήσεις περιελάµβαναν 

επίπεδα λιπιδίων, γλυκόζης, ινσουλίνης, φλεγµονωδών παραγόντων (IL-6, IL-8, TNF-α, 

MCP-1, MIP-1α και RANTES), ψευδαργύρου και γενική εξέταση αίµατος. 

Πραγµατοποιήθηκε γενετική ανάλυση για πολυµορφισµούς γονιδίων που εµπλέκονται στη 

φλεγµονώδη απόκριση, στο µονοπάτι µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF και στο 

µεταβολισµό του ψευδαργύρου. Τα διατροφικά δεδοµένα χρησιµοποιήθηκαν για την 

εκτίµηση της ηµερήσιας πρόσληψης ψευδαργύρου και για το βαθµό υιοθέτησης της 

Μεσογειακής διατροφής. Επίσης, πραγµατοποιήθηκε η χορήγηση συµπληρώµατος 

ψευδαργύρου (10 mg/ηµέρα για 6 εβδοµάδες) σε ηλικιωµένους που χαρακτηρίστηκαν από 

έλλειψη ψευδαργύρου. Τέλος, µε τη χρήση κατάλληλων στατιστικών προγραµµάτων και 

µοντέλων εκτιµήθηκαν οι αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στους βιοχηµικούς και γενετικούς 

δείκτες, τη διατροφή και τους παράγοντες του τρόπου ζωής, που επιδρούν στην 

κατάσταση υγείας των ηλικιωµένων. 
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 Στον ηλικιωµένο πληθυσµό που µελετήθηκε, καταγράφηκαν υψηλά ποσοστά 

υπέρτασης (70,9%), υπερχοληστερολαιµίας (86,7%), υπέρβαρου (41,7%) και παχυσαρκίας 

(44,5%). Η συχνότητα εµφάνισης σακχαρώδη διαβήτη 2 (Σ∆ 2) ήταν 15,4% και των 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων 19,5%, ενώ ανεπάρκεια ψευδαργύρου πλάσµατος 

καταγράφηκε στο 27,7%. Η αύξηση της ηλικίας βρέθηκε να επηρεάζει αρνητικά τα 

επίπεδα ολικής χοληστερόλης, LDL-C και οξειδωµένης LDL-C και θετικά τα επίπεδα 

συστολικής αρτηριακής πίεσης, IL-6 και IL-8 (P=0,039, P=0,003, P=0,005, P=2,3x10-5, 

P=0,015, P=0,032, αντίστοιχα). Η Μεσογειακή διατροφή σχετίστηκε αρνητικά µε τα 

επίπεδα ∆.Μ.Σ., γλυκόζης νηστείας, τριγλυκεριδίων και IL-8 και θετικά µε τα επίπεδα 

HDL-C (P=0,008, P=0,003, P=0,018, P=0,005, P=0,001, P=0,038, αντίστοιχα). Η 

διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου σχετίστηκε θετικά µε τα επίπεδα ψευδαργύρου 

πλάσµατος και αρνητικά µε τα επίπεδα τριγλυκεριδίων (P=0,045, P=0,002, αντίστοιχα), 

ενώ η φυσική δραστηριότητα αρνητικά µε τα επίπεδα ∆.Μ.Σ. (P=0,025). Αρκετές 

συσχετίσεις βρέθηκαν ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες και τους µελετώµενους δείκτες 

υγείας µε σηµαντικότερες για τους πολυµορφισµούς: του γονιδίου MT1A µε την εµφάνιση 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων (P<0,005), του CRY2 µε τα επίπεδα συστολικής αρτηριακής 

πίεσης (P=0,007), του DGKB/THEM195 µε τα επίπεδα γλυκόζης νηστείας (P=0,001), του 

SOD2 µε τα επίπεδα τριγλυκεριδίων και οξειδωµένης LDL-C (P=3,9x10-4 και P=6,5x10-4, 

αντίστοιχα), του SEC63D1 µε τα επίπεδα IL-6 (P=4,1x10-4) και του PROX1 µε τα επίπεδα 

ολικής χολερυθρίνης (P=8,7x10-4). Ανάµεσα στις αλληλεπιδράσεις γενετικών δεικτών και 

διατροφής που ερευνήθηκαν οι σηµαντικότερες εντοπίστηκαν ανάµεσα στη Μεσογειακή 

διατροφή και: του πολυµορφισµού rs7944584 (MADD) µε τα επίπεδα συστολικής 

αρτηριακής πίεσης (P=0,041), του πολυµορφισµού rs1800629 (TNF-α) µε τα επίπεδα 

διαστολικής αρτηριακής πίεσης (P=0,018) και του πολυµορφισµού rs2191349 

(DGKB/THEM195) µε τα επίπεδα ινσουλίνης νηστείας και Homa-IR (P=0,023 και 

P=0,019). Τα σηµαντικότερα αποτελέσµατα της χορήγησης συµπληρώµατος ψευδαργύρου 

(10 mg/ηµέρα για 6 εβδοµάδες) ήταν η σηµαντική µείωση στα επίπεδα γλυκόζης νηστείας 

(P=1,6x10-4) και η αύξηση στο σκορ εξέτασης νοητικής κατάστασης των ηλικιωµένων 

(P=0,008). 

 Η ολιστική αποτίµηση της κατάστασης υγείας των ηλικιωµένων και η αξιολόγηση 

της συνδυασµένης επίδρασης των γενετικών και περιβαλλοντικών παραγόντων µπορούν 

συµβάλλουν στην πρόληψη της νοσηρότητας και στην προαγωγή της υγείας στην τρίτη 

ηλικία.
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Summary 
The increase in life expectancy is enhancing the continuing growth of the elderly 

population worldwide. In Greece, a marked change in the age structure of the population is 

documented, emerging the necessity for an assessment of the elderly health status. Aging is 

a heterogeneous process, characterized by a decline in physiological functions, resulting in 

increased risk of morbidity and mortality. In contradiction, centenarians exhibit a very well 

preserved health status, avoiding serious illnesses. Although the exact mechanisms 

implicated in the aging process are not fully elucidated, however they include a plethora of 

contributing factors. The genetic background accounts for 15-30% of the variability in 

longevity, while the remaining 70-85% includes the impact of environmental factors, such 

as nutrition, physical activity and lifestyle. Identifying the clinical, genetic and 

environmental factors that influence aging is important for clarifying the aging process, as 

well as for developing suitable interventions, in order to promote healthy aging. 

In the current study, 843 elderly were recruited from the Athens region. All 

volunteers underwent blood sample collection, blood pressure measurements, 

anthropometric measurements (weight, height), as well as an interview including questions 

on medical history, demographic data, dietary and lifestyle habits, psychological state and 

mental function. The isolation of biological sample included serum, plasma and DNA. 

Biochemical and hematological measurements included lipids, glucose, insulin, 

inflammatory markers (IL-6, IL-8, TNF-α, MCP-1, MIP-1α and RANTES), zinc and blood 

cell count. Genotyping was performed for polymorphisms in genes implicated in the 

inflammatory response, in the insulin/IGF signaling pathway and in zinc metabolism. 

Dietary data was processed for the assessment of daily dietary zinc intake and for the 

assessment of adherence to the Mediterranean diet. Furthermore, a supplementation trial 

(10 mg/day of zinc for 6 weeks) was conducted, including elderly with zinc deficiency. 

Finally, specific statistical programs were used for the assessment of the interactions 

among biochemical and genetic markers, nutrition and lifestyle factors, that affect the 

health status of the elderly.  

 Within the geriatric population examined, high percentages of hypertension 

(70.9%), hypercholesterolemia (86.7%), overweight (41.7%) and obesity (44.5%) were 

recorded. Type 2 diabetes (T2D) was prevalent in 15.4% and cardiovascular disease in 

19.5% of the population, while plasma zinc deficiency was recorded in the 27.7%. The 

increase of age was negatively associated with total cholesterol, LDL-C and oxidized 



Σταυρούλα Κανόνη  Summary 

10 
 

LDL-C levels and positively with systolic blood pressure, IL-6 and IL-8 levels (P=0.039, 

P=0.003, P=0.005, P=2.3x10-5, P=0.015, P=0.032, respectively). Mediterranean diet was 

negatively associated with BMI, fasting glucose, triglycerides and IL-8 levels and 

positively with HDL-C levels (P=0.008, P=0.003, P=0.018, P=0.005, P=0.001, P=0.038, 

respectively). Dietary zinc intake was positively associated with plasma zinc levels and 

negatively with triglycerides levels (P=0.045, P=0.002, respectively), while physical 

activity was negatively associated with BMI levels (P=0.025). Several associations were 

detected between genetic markers and clinical markers; the strongest for MT1A variants 

with cardiovascular disease (P<0.003), CRY2 variant with blood pressure levels (P=0.007), 

DGKB/THEM195 variant with fasting glucose levels (P=0.001), SOD2 variant with 

triglycerides and oxidized LDL-C levels (P=3.9x10-4 και P=6.5x10-4, respectively), 

SEC63D1 variant with IL-6 levels (P=4.1x10-4) and PROX1 variant with total bilirubin 

levels (P=8.7x10-4). Among the investigated gene-diet interactions the strongest were 

detected between Mediterranean diet and: rs7944584 (MADD) with systolic blood pressure 

levels (P=0.041), rs1800629 (TNF-α) with diastolic blood pressure levels (P=0.018) and 

rs2191349 (DGKB/THEM195) with fasting insulin levels and Homa-IR values (P=0.023 

και P=0.019). The most important findings from the zinc supplementation trial (10 mg/day 

of zinc for 6 weeks) was a significant decrease in fasting glucose levels (P=1.6x10-4) and 

an increase in the score of the Mini Mental State Examination among the elderly 

(P=0.008). 

 The holistic assessment of the health status in the elders and the evaluation of the 

combined impact of both genetic and environmental factors can contribute to the morbidity 

prevention and health improvement of the elderly. 
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1. Εισαγωγή 

1.1 ∆ηµογραφικά χαρακτηριστικά της τρίτης ηλικίας 

 Η συνεχής αύξηση του ηλικιωµένου πληθυσµού παγκοσµίως αποτελεί έναν από 

τους σηµαντικότερους θριάµβους, και ταυτόχρονα πρόκληση, για την ανθρωπότητα. Η 

επιµήκυνση του προσδόκιµου επιβίωσης, κυρίως λόγω της εξέλιξης της 

ιατροφαρµακευτικής, καθώς και η µείωση του ρυθµού γεννήσεων, οδηγούν σε σηµαντική 

αλλαγή της ηλικιακής σύνθεσης του παγκόσµιου πληθυσµού.  

 

Σύµφωνα µε την έκθεση του Παγκόσµιου Οργανισµού Υγείας (1), το 2000 ο 

πληθυσµός των ηλικιωµένων (≥ 60 ετών) ανερχόταν στα 600 εκατοµµύρια, ενώ ο αριθµός 

αυτός αναµένεται να φτάσει τα 1,2 δισεκατοµµύρια το 2025 και τα 2 δισεκατοµµύρια το 

2050.  Παράλληλα, εκτιµάται πως οι υπέργηροι (≥ 80 ετών) αποτελούν ένα σηµαντικό 

τµήµα του ηλικιωµένου πληθυσµού (11%), µε αναµενόµενη αύξηση στο 19% µέχρι το 

2050 (1). Ανάµεσα στα ιδιαίτερα δηµογραφικά χαρακτηριστικά του πληθυσµού των 

ηλικιωµένων, αναφέρονται επίσης, το αυξηµένο ποσοστό γυναικών έναντι των αντρών, µε 

εκτιµώµενο λόγο 2 προς 1, καθώς και η ραγδαία αύξηση του ηλικιωµένου πληθυσµού στις 

αναπτυσσόµενες χώρες έναντι των ανεπτυγµένων (1). 

 

Ειδικότερα στην Ευρώπη, οι ηλικιωµένοι αποτελούσαν το 21% του συνολικού 

πληθυσµού το 2006, ενώ σύµφωνα µε τις δηµογραφικές προβολές, το 2050 το ποσοστό 

αυτό θα φτάσει το 34% (2). Τα αντίστοιχα ποσοστά για τους υπέργηρους (≥ 80 ετών) είναι 

18% για το 2006 και 28% το 2050, του συνολικού πληθυσµού των ηλικιωµένων (2). Τα 

σκήπτρα του µεγαλύτερου ποσοστού ηλικιωµένων στην Ευρώπη κατέχει η Ιταλία, µε 

ποσοστό 24,5% του συνολικού πληθυσµού το 2002, ενώ η Ελλάδα βρίσκεται στην τρίτη 

θέση µε ποσοστό 23,9% (1). Σύµφωνα µε τα στοιχεία την Ελληνικής Στατιστικής 

Υπηρεσίας, το 2008 το ποσοστό των ηλικιωµένων ανερχόταν στο 24,3% του γενικού 

πληθυσµού, ενώ προβλέπεται πως ως το 2025, το αντίστοιχο ποσοστό θα φτάνει το 33,2% 

και το 2050 το 49,9% (3).  
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1.2 Θεωρίες γήρανσης 

Το γήρας ορίζεται ως η συσσώρευση ποικίλων επιβλαβών αλλαγών στα κύτταρα 

και στους ιστούς µε την αύξηση της ηλικίας, οι οποίες θεωρούνται υπεύθυνες για τον 

αυξηµένο κίνδυνο νοσηρότητας και θνησιµότητας (4). Η διερεύνηση των πιθανών αιτίων 

και των µηχανισµών της γήρανσης, έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη αρκετών θεωριών, που 

παρέχουν σηµαντικές διευκρινίσεις για την κατανόηση των φυσιολογικών αλλαγών κατά 

την γήρανση. Οι σηµαντικότερες θεωρίες του γήρατος που έχουν διατυπωθεί 

περιλαµβάνουν, την εξελικτική θεωρία, τη θεωρία των ελευθέρων ριζών, τη µιτοχονδριακή 

θεωρία, τη θεωρία της γενετικής ρύθµισης, τη θεωρία των τελοµερών, τη θεωρία της 

ανοσογήρανσης και την νευροενδοκρινική θεωρία του γήρατος (5). 

 

 Η εξελικτική θεωρία ορίζει την γήρανση ως αποτέλεσµα της µειωµένης ισχύς της 

φυσικής επιλογής µε την αύξηση της ηλικίας. ∆ιατυπώθηκε αρχικά στη δεκαετία του ’40, 

έπειτα από παρατήρηση ασθενών µε τη νόσο Huntington (5). Η εξελικτική θεωρία της 

γήρανσης στηρίζεται σε µεγάλο βαθµό στη ∆αρβίνεια θεωρία, κατά την οποία η φυσική 

επιλογή επιδρά σε οργανισµούς που πεθαίνουν κυρίως λόγω θήρευσης και 

περιβαλλοντολογικών κινδύνων, και κατά συνέπεια διαµορφώνουν τη βέλτιστη διάρκεια 

ζωής για το συγκεκριµένο περιβάλλον (6). Η διάρκεια ζωής για κάθε είδος διαµορφώνεται 

µέσω της φυσικής επιλογής, µε πρωταρχικό σκοπό την αναπαραγωγή και διαιώνιση του 

είδους (7). Στα πλαίσια αυτής της θεωρίας, επισηµαίνεται πως η ισορροπία µεταξύ των 

πόρων που επενδύονται στην αναπαραγωγική ικανότητα έναντι της µακροβιότητας, 

καθορίζει τη διάρκεια ζωής (5). 

 

 Η θεωρία των ελευθέρων ριζών διατυπώθηκε για πρώτη φορά τη δεκαετία του 

’50, υποθέτοντας µία κοινή διαδικασία, που υπόκεινται στην επίδραση γενετικών και 

περιβαλλοντολογικών παραγόντων, κατά την οποία η συσσώρευση ενδογενών ελευθέρων 

ριζών ευθύνεται για τη γήρανση και το θάνατο των οργανισµών (8). Αργότερα, 

συµπεριλήφθηκε στη θεωρία και ο καθοριστικός ρόλος των µιτοχονδρίων στις αντιδράσεις 

παραγωγής των ελευθέρων ριζών (9). Η θεωρία των ελευθέρων ριζών λαµβάνει ευρεία 

αποδοχή, ως εύλογη εξήγηση των βασικών χηµικών αντιδράσεων που εµπλέκονται στη 

γήρανση, καθώς η αύξηση του οξειδωτικού στρες µε την ηλικία φαίνεται να είναι 

αποτέλεσµα της έλλειψης ισορροπίας µεταξύ της παραγωγής ελευθέρων ριζών και της 

αντιοξειδωτικής προστασίας του οργανισµού (5). Η θεωρία των ελευθέρων ριζών 
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περιλαµβάνει αρκετές υποθέσεις, που εστιάζουν στο ρόλο συγκεκριµένων οργανιδίων και 

µορίων κατά τη γήρανση. Μία από αυτές τις υποθέσεις υποστηρίζει, ότι µεταλλάξεις στο 

µιτοχονδριακό DNA επιταχύνουν τη φθορά από τις ελεύθερες ρίζες, λόγω της εισαγωγής 

αλλοιωµένων ενζυµικών συστατικών στην αναπνευστική αλυσίδα (10). Η ελαττωµατική 

ροή ηλεκτρονίων προκαλεί αυξηµένη διαρροή ελευθέρων ριζών και ακολούθως 

µεγαλύτερο ποσοστό µεταλλάξεων στο µιτοχονδριακό DNA και επιδείνωση της 

οξειδωτικής παραγωγής, δηµιουργώντας έναν φαύλο κύκλο µεταλλάξεων και παραγωγής 

ελευθέρων ριζών, που οδηγεί τελικά σε κυτταρική βλάβη και γήρανση (10). Η διερεύνηση 

της υπόθεσης αυτής, ως επέκταση της θεωρίας των ελευθέρων ριζών, οδήγησε στη 

µιτοχονδριακή θεωρία της γήρανσης (11). Υποστηρικτικά αποτελέσµατα αυτής της 

θεωρίας, προκύπτουν από την µελέτη “Framingham”, όπου η µακροβιότητα βρέθηκε να 

σχετίζεται µε την ηλικία θανάτου της µητέρας, υποδηλώνοντας το ρόλο της 

κληρονοµικότητας του µιτοχονδριακού DNA στην µακροβιότητα (12). Μια άλλη υπόθεση 

υποστηρίζει, πως οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν τη γήρανση λόγω της συσσώρευσης 

οξειδωµένων πρωτεϊνών στα κύτταρα, σε συνδυασµό µε την φθίνουσα ικανότητα 

αποικοδόµησής τους καθώς αυξάνεται η ηλικία (13). Ο προσδιορισµός των αντιδράσεων 

παραγωγής ελευθέρων ριζών που λειτουργούν ως εκκινητές της κυτταρικής γήρανσης, θα 

µπορούσε να αναδείξει τρόπους παρέµβασης για τη µείωση του ρυθµού γήρανσης (4). 

Ωστόσο, τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από παρεµβατικές µελέτες µε συµπληρώµατα 

αντιοξειδωτικών, κυρίως βιταµινών, δεν παρέχουν προς το παρόν επαρκείς αποδείξεις για 

την αποτελεσµατική µείωση του οξειδωτικού στρες σε ανθρώπους (5). 

 

 Η θεωρία της γενετικής ρύθµισης προτείνει τη γήρανση ως αποτέλεσµα αλλαγών 

που πραγµατοποιούνται στη γονιδιακή έκφραση (6). Μελέτες σε αιωνόβιους και στις 

οικογένειές τους έχουν πιστοποιήσει την επίδραση του γενετικού υπόβαθρου στη 

µακροβιότητα, εµπλέκοντας κυρίως γονιδιακές περιοχές του χρωµοσώµατος 4 (14), 

ωστόσο απαιτούνται περισσότερες µελέτες για την πλήρη τεκµηρίωση αυτής της θεωρίας. 

 

 Η θεωρία των τελοµερών σχετίζεται άµεσα µε την θεωρία της κυτταρικής 

γήρανσης, µε κύριο χαρακτηριστικό την µειωµένη κυτταρική διαίρεση (15). Τα τελοµερή 

είναι ειδικές αλληλουχίες DNA που εντοπίζονται στα άκρα των ευκαρυωτικών 

χρωµοσωµάτων. Στον άνθρωπο, τα τελοµερή αποτελούνται από επαναλαµβανόµενες 

αλληλουχίες TTAGGG σε µήκος ως 15 κιλοβάσεων κατά τη γέννηση (16). Τα τελοµερή 

συνθέτονται από την τελοµεράση, ένα ένζυµο αντίστροφης µεταγραφάσης 
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ριβονουκλεοπρωτεϊνών, η οποία διατηρεί το µήκος των χρωµοσωµάτων (17). Τα τελοµερή 

διατηρούν τη χρωµοσωµική σταθερότητα, ενώ µειωµένη δράση της τελοµεράσης οδηγεί 

σε διάρρηξη και αντιµετάθεση τµηµάτων του DNA (18), συµβάλλοντας στην κυτταρική 

γήρανση (19). Παράλληλα, σε κάθε κύκλο κυτταρικής διαίρεσης χάνεται ένα µικρό τµήµα 

DNA από τα χρωµοσωµικά άκρα, οδηγώντας σε τελοµερή µε σταδιακά µειούµενο µήκος 

και διαφοροποιηµένη δοµή, µε τελικό αποτέλεσµα τη λήξη του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού και την πυροδότηση της κυτταρικής γήρανσης (20). 

 

 Η θεωρία της ανοσογήρανσης προτείνει την ύπαρξη ενός δικτύου κυτταρικών και 

µοριακών µηχανισµών άµυνας, το οποίο ελέγχει τη γήρανση (21). Το δίκτυο αυτό 

αποτελείται από ένζυµα επιδιόρθωσης του DNA, ενζυµικά και µη ενζυµικά 

αντιοξειδωτικά συστήµατα (δισµουτάση υπεροξειδίου, καταλάση, υπεροξειδάση 

γλουταθειόνης) και από πρωτεΐνες θερµικού σοκ (heat shock proteins) (22). Οι λειτουργίες 

του δικτύου ελέγχονται γενετικά και στοχεύουν στην εξουδετέρωση των επιβλαβών 

επιπτώσεων από φυσικούς, χηµικούς και βιολογικούς στρεσογόνους παράγοντες. 

Πρωταρχικό ρόλο σε αυτό το δίκτυο φαίνεται να διαδραµατίζει το ανοσοποιητικό 

σύστηµα. Συγκεκριµένα, τα µακροφάγα φαίνεται να είναι σηµαντικοί ρυθµιστές του 

φαύλου κύκλου που δηµιουργείται ανάµεσα στην επίκτητη ανοσία, στη φλεγµονή και στο 

στρες (21). Η ενεργοποίηση των µακροφάγων λόγω χρόνιου στρες, αποτελεί πιθανή 

εξήγηση της υποκλινικής χρόνιας φλεγµονώδους κατάστασης που χαρακτηρίζει τους 

ηλικιωµένους και ταυτόχρονα πιθανό χαρακτηριστικό της διαδικασίας γήρανσης (21). 

 

 Η νευροενδοκρινική θεωρία προτείνει, ότι η γήρανση οφείλεται σε αλλαγές 

νευρικών και ενδοκρινικών λειτουργιών, σηµαντικών για τη συνεργασία, τον 

προγραµµατισµό και την ανταπόκριση διαφορετικών συστηµάτων στα 

περιβαλλοντολογικά ερεθίσµατα, καθώς και για τη διατήρηση της βέλτιστης κατάστασης 

λειτουργίας µε σκοπό την αναπαραγωγή και την επιβίωση (5). Ιδιαίτερη σηµασία στα 

πλαίσια αυτής της θεωρίας δίνεται στον άξονα υποθαλάµου-υπόφυσης-επινεφριδίων 

(hypothalamo-pituitary-adrenal axis – HPA axis), καθώς θεωρείται βασικός ρυθµιστής της 

έναρξης και λήξης κάθε σταδίου της ζωής (6). Συγκεκριµένα, ο υποθάλαµος ρυθµίζει 

νευρικές λειτουργίες (συµπαθητικές και παρασυµπαθητικές σπλαχνικές λειτουργίες), 

συµπεριφορές και ενδοκρινικές λειτουργίες (παραγωγή υποφυσιοτροπικών ορµονών). Η 

υπόφυση, ανταποκρινόµενη στα υποθαλαµικά µηνύµατα, ρυθµίζει σηµαντικές λειτουργίες 

του οργανισµού είτε άµεσα µέσω ορµονών, είτε έµµεσα µέσω της ενεργοποίησης 



Σταυρούλα Κανόνη   Εισαγωγή 

15 
 

περιφερικών ενδοκρινών αδένων (επινεφρίδια, θυροειδής). Οι κυριότερες από τις 

επινεφριδιακές ορµόνες είναι οι κατεχολαµίνες επινεφρίνη και νορ-επινεφρίνη, που δρουν 

ως νευροδιαβιβαστές για το συµπαθητικό τµήµα του αυτόνοµου νευρικού συστήµατος (6). 

Με την αύξηση της ηλικίας, η µείωση στην συµπαθητική ανταπόκριση ενάντια στο στρες 

χαρακτηρίζεται από µειωµένο αριθµό υποδοχέων κατεχολαµινών στους ιστούς, µειωµένα 

επίπεδα πρωτεϊνών θερµικού σοκ και µειωµένη ικανότητα των κατεχολαµινών να επάγουν 

τις πρωτεΐνες θερµικού σοκ (5). Τα επινεφρίδια εκκρίνουν επίσης τα γλυκοκορτικοειδή 

που είναι υπεύθυνα για το µεταβολισµό λιπών, πρωτεϊνών και υδατανθράκων, τα 

µεταλλοκορτικοειδή που ρυθµίζουν το νερό και τους ηλεκτρολύτες, και τις ορµόνες του 

αναπαραγωγικού συστήµατος. Με την αύξηση της ηλικίας και ως αποτέλεσµα χρόνιου 

στρες, παρουσιάζεται αδυναµία φυσιολογικής ρύθµισης της έκκρισης των 

γλυκοκορτικοειδών, τα οποία εµφανίζουν τοξική δράση στα νευρικά κύτταρα (6). Η 

επερχόµενη απώλεια των οµοιοστατικών µηχανισµών που ελέγχονται από το νευρικό και 

ενδοκρινικό σύστηµα φαίνεται να σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο νοσηρότητας και 

θνησιµότητας (5, 23). 

 

Ωστόσο, καµία από αυτές τις θεωρίες δεν έχει αποδειχτεί ως καταλληλότερη ή 

εγκυρότερη σε σχέση µε τις υπόλοιπες, καθώς η γήρανση αποτελεί ιδιαίτερα σύνθετη και 

πολυπαραγοντική διαδικασία (6). Παρά τις διαφορετικές προσεγγίσεις, οι θεωρίες του 

γήρατος δεν αλληλοακυρώνονται, αλλά πιθανά αλληλοσυµπληρώνονται, 

αποσαφηνίζοντας κάποια ή και όλα τα χαρακτηριστικά της φυσιολογικής διαδικασίας 

γήρανσης (6). 
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1.3 Παράγοντες κινδύνου νοσηρότητας  

Παχυσαρκία και σαρκοπενική παχυσαρκία 

Η αύξηση της ηλικίας συνοδεύεται από µείωση στο ύψος, 2-3 εκατοστά ανά 

δεκαετία µετά τα 65 χρόνια, ενώ παράλληλα παρατηρείται και µικρή µείωση στο 

σωµατικό βάρος, 0-0,65 κιλά/έτος µετά τα 65 έτη ηλικίας (24). Σηµαντικές αλλαγές 

σηµειώνονται και στη σύσταση του σώµατος, καθώς µετά τα 20-30 έτη ζωής παρατηρείται 

σταδιακή µείωση στην άλιπη µάζα σώµατος και αύξηση στο λιπώδη ιστό (25, 26). Η άλιπη 

µάζα σώµατος, κυρίως σκελετικοί µύες, µειώνεται έως και 40% από την ηλικία των 20 έως 

την ηλικία των 70 ετών (27). Παράλληλα, µε την αύξηση της ηλικίας πραγµατοποιείται 

σταδιακή µείωση του υποδόριου λίπους και αύξηση του σπλαχνικού και συνολικού λίπους 

(25).  

 

Ο συνδυασµός της σηµαντικής µείωσης στην άλιπη µάζα σώµατος και της αύξησης 

της λιπώδους µάζας στους ηλικιωµένους, οδηγεί στην κλινική κατάσταση της 

σαρκοπενικής παχυσαρκίας (28). Η σαρκοπενική παχυσαρκία σχετίζεται µε µειωµένη 

φυσική δραστηριότητα και κακή φυσική κατάσταση (28). Στην παθολογία της νόσου 

φαίνεται ότι εµπλέκεται και η αυξηµένη παραγωγή προ-φλεγµονωδών κυτταροκινών και 

ορµονών από το λιπώδη ιστό (29). Η αυξηµένη έκκριση TNF-α, IL-6 και λεπτίνης από το 

λιπώδη ιστό εικάζεται πως προάγει τη φλεγµονώδη κατάσταση, µειώνει την κατανάλωση 

ενέργειας, επιδεινώνει την ινσουλινοαντίσταση και προκαλεί αντίσταση στη λεπτίνη (30, 

31). Ακολούθως, επάγεται η περαιτέρω απώλεια µυϊκής µάζας και αύξηση του σωµατικού 

λίπους στους ηλικιωµένους. 

 

Η συχνότητα εµφάνισης υπέρβαρου (25,0≤∆.Μ.Σ≤29,9 kg/m2) και παχυσαρκίας 

(∆.Μ.Σ.≥30 kg/m2) στους ηλικιωµένους είναι αρκετά µεγάλη και συνεχώς αυξανόµενη. Οι 

παράγοντες που ευνοούν την παχυσαρκία στην τρίτη ηλικία περιλαµβάνουν το θετικό 

ενεργειακό ισοζύγιο, τη µειωµένη φυσική δραστηριότητα, οικονοµικούς και κοινωνικούς 

λόγους επιλογής τροφίµων και την κατάθλιψη (32). Οι ηλικιωµένες γυναίκες εµφανίζουν 

σε µεγαλύτερο ποσοστό παχυσαρκία σε σχέση µε τους άντρες, φαινόµενο που πιθανά 

οφείλεται στη µεγαλύτερη τάση για αύξηση του βάρους και του λιπώδους ιστού, κυρίως 

µετεµµηνοπαυσιακά (27, 32). Τα επιδηµιολογικά δεδοµένα παρουσιάζουν µεγάλο εύρος 

επιπολασµού της παχυσαρκίας στην τρίτη ηλικία, ανάλογα µε την γεωγραφική τοποθεσία. 

Στη µελέτη “NHANES III”, καταγράφεται υπέρβαρο ή παχυσαρκία στο 64,0% των 
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γυναικών και στο 70,0% των αντρών ηλικίας 60-69 ετών (33), ενώ τα αντίστοιχα ποσοστά 

είναι χαµηλότερα για τους ηλικιωµένους άνω των 70 ετών (56,1% των γυναικών και 

61,1% των αντρών (34). Αντίθετα, αρκετά χαµηλά ποσοστά παχυσαρκίας καταγράφονται 

σε ηλικιωµένους στην Ιερουσαλήµ (16,0% των αντρών και 33,0% των γυναικών) (35), 

αλλά και στην Ταϊβάν για το σύνολο των υπέρβαρων και παχύσαρκων ηλικιωµένων 

(41,3% των γυναικών και 30,5% των αντρών) (36). Αρκετά µεγάλες διαφορές υπάρχουν 

και ανάµεσα στους Ευρωπαϊκούς πληθυσµούς, όπως καταγράφονται από µια πρόσφατη 

µελέτη (37). Συγκεκριµένα, τα ποσοστά της παχυσαρκίας στους Ευρωπαίους άνω των 50 

ετών, κυµαίνονται από 12,8% στη Σουηδία ως 20,2% στην Ισπανία για τους άντρες και 

από 12,3% στην Ελβετία ως 25,6% στην Ισπανία για τις γυναίκες (37). Στις Μεσογειακές 

χώρες η συχνότητα εµφάνισης της παχυσαρκίας στην τρίτη ηλικία είναι αρκετά υψηλή. 

Στην Ιταλία, εκτιµάται πως το 48,6% των ηλικιωµένων αντρών και το 54,9% των 

γυναικών έχουν ∆.Μ.Σ.≥25 kg/m2 (24), ενώ στη νότια Ιταλία τα ποσοστά είναι υψηλότερα 

(76% στους άντρες και 86% στις γυναίκες) (38). Στην Ισπανία, η συχνότητα εµφάνισης 

υπέρβαρου και παχυσαρκίας υπολογίζεται σε 49,0% και 31,5% αντίστοιχα στους άντρες 

και 39,8% και 40,8% αντίστοιχα στις γυναίκες (39). Στην Ουγγαρία τα ποσοστά 

διαφοροποιούνται ανάµεσα στα δύο φύλα, όπου 51,5% των ηλικιωµένων γυναικών και 

70,9% των αντρών είναι υπέρβαροι ή παχύσαρκοι (40). 

 

Η επίδραση της παχυσαρκίας στη θνησιµότητα των ηλικιωµένων παραµένει 

αµφιλεγόµενη. Στις περισσότερες µελέτες δεν έχει βρεθεί στατιστικά σηµαντική 

συσχέτιση ανάµεσα στον αυξηµένο δείκτη µάζα σώµατος και την θνησιµότητα, παρά το 

µεγάλο αριθµό πληθυσµιακού δείγµατος (41). Επιπρόσθετα, ενώ σε κάποιες µελέτες έχει 

βρεθεί σηµαντική συσχέτιση, U-µορφής ή γραµµική, ανάµεσα στο δείκτη µάζα σώµατος 

και τη συνολική θνησιµότητα ή τη θνησιµότητα από καρδιαγγειακά νοσήµατα, η 

συσχέτιση ήταν σηµαντική για τιµές του ∆.Μ.Σ. µεγαλύτερες από 28 kg/m2 (42-46). 

Παράλληλα, η συσχέτιση αυτή φαινόταν να εξασθενεί στους ηλικιωµένους άνω των 70 

ετών (43-47). Αντίθετα, προοπτικές µελέτες έχουν δείξει πως ο µειωµένος δείκτης µάζας 

σώµατος σχετίζεται µε µεγαλύτερο κίνδυνο θνησιµότητας, σε σχέση µε τον κίνδυνο από 

την παχυσαρκία, σε ηλικιωµένους άνω των 70 ετών (48, 49). Με βάση τα αποτελέσµατα 

των µελετών, κάποιοι ερευνητές επισηµαίνουν πως ο βέλτιστος δείκτης µάζας 

σώµατος για τους ηλικιωµένους, θα πρέπει να είναι υψηλότερος από τα ισχύοντα 

φυσιολογικά όρια. 
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Αναφορικά µε τη επίδραση της παχυσαρκίας στη νοσηρότητα, πρόσφατες µελέτες 

έχουν αποδείξει σηµαντική συσχέτιση του αυξηµένου δείκτη µάζας σώµατος µε το 

σύνδροµο αδυναµίας (frailty syndrome) στους ηλικιωµένους (50, 51). Παράλληλα, ο 

συνδυασµός παχυσαρκίας και σαρκοπενίας, µε απώλεια σκελετικών µυών και αύξηση 

λιπώδους ιστού, σχετίζεται µε µειωµένη φυσική δραστηριότητα, µε αυξηµένο κίνδυνο για 

εµφάνιση αρθρίτιδας, µε διαταραχές της αναπνευστικής λειτουργίας, µε αυξηµένο κίνδυνο 

εµφάνισης µεταβολικού συνδρόµου και µε επιδείνωση της ινσουλινοαντίστασης (27, 28). 

Επίσης, η αύξηση του σπλαχνικού λίπους και η κεντρικού τύπου παχυσαρκία, αποτελεί 

παράγοντα κινδύνου για την εµφάνιση υπέρτασης  και δυσλιπιδαιµίας στους ηλικιωµένους 

(27). 

 

∆υσλιπιδαιµία 

Σύµφωνα µε το NCEP, ως δυσλιπιδαιµία χαρακτηρίζεται η παρουσία επιπέδων 

λιπιδίων στο αίµα: >200 mg/dl ολικής χοληστερόλης, ή/και >130 mg/dl LDL-C, ή/και <40 

mg/dl HDL-C, ή/και >150 mg/dl τριγλυκεριδίων (52). Η δυσλιπιδαιµία είναι αρκετά συχνή 

στους ηλικιωµένους, µε τις ηλικιωµένες γυναίκες να εµφανίζουν υψηλότερα επίπεδα 

ολικής χοληστερόλης από τους άντρες (53, 54). Ενώ στους µεσήλικες τα επίπεδα ολικής 

χοληστερόλης και LDL-C είναι αποδεδειγµένοι παράγοντες κινδύνου για καρδιαγγειακά 

νοσήµατα, στους ηλικιωµένους ο ρόλος των λιποπρωτεϊνών παραµένει αµφιλεγόµενος. 

  

Σε κάποιες µελέτες, τα επίπεδα ολικής χοληστερόλης έχουν αναδειχθεί σε 

σηµαντικό προγνωστικό δείκτη στεφανιαίας νόσου στους ηλικιωµένους άντρες (55-58). 

Ωστόσο, στις περισσότερες µελέτες η συσχέτιση αυτή φαίνεται να εξασθενεί µετά την 

ηλικία των 80 ετών (55, 57). Σε µια πρόσφατη µελέτη µετα-ανάλυσης βρέθηκε θετική 

συσχέτιση των επιπέδων ολικής χοληστερόλης µε αυξηµένη θνησιµότητα από ισχαιµική 

καρδιακή νόσο, αλλά δεν βρέθηκε συσχέτιση µε τη θνησιµότητα από εγκεφαλικό 

επεισόδιο (59). Παράλληλα, στα αποτελέσµατα µεγάλων προοπτικών µελετών, όπως το 

“Honolulu Heart Programm” και η “Framingham study”, δεν έχει βρεθεί σηµαντική 

επίδραση των αυξηµένων επίπεδων ολικής χοληστερόλης στη θνησιµότητα σε 

γηριατρικούς πληθυσµούς (60, 61). Όσον αφορά στις ηλικιωµένες γυναίκες, οι 

περισσότερες µελέτες καταλήγουν σε έλλειψη συσχέτισης ανάµεσα στα υψηλά επίπεδα 

ολικής χοληστερόλης και στον κίνδυνο καρδιαγγειακών νοσηµάτων (55, 57). 
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Ορισµένοι ερευνητές προτείνουν µια σχέση U-µορφής, ανάµεσα στα επίπεδα 

ολικής χοληστερόλης και τη νοσηρότητα και θνησιµότητα στους ηλικιωµένους, και 

αποδίδουν την ίδια µορφή σχέσης και στην LDL-C (56, 62). Υποστηρίζοντας αυτή την 

υπόθεση, σε αρκετές µελέτες έχει βρεθεί συσχέτιση των χαµηλών επιπέδων λιπιδίων 

µε αυξηµένη θνησιµότητα και µε το σύνδροµο αδυναµίας και στα δύο φύλα (54, 56), 

καθώς και µε µεγαλύτερη θνησιµότητα από νεοπλαστικά νοσήµατα στις ηλικιωµένες 

γυναίκες (56). 

 

  Η οξειδωµένη LDL-C αποτελεί γνωστό παράγοντα κινδύνου καρδιαγγειακών 

νοσηµάτων, καθώς διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην παθολογία της αθηροσκλήρυνσης. 

Συγκεκριµένα, η οξείδωση της LDL-C εµπλέκεται στη δηµιουργία των αθηρωµατικών 

αλλοιώσεων, µέσω του σχηµατισµού αφρωδών κυττάρων. Ακολούθως, το οξειδωτικό 

στρες συµβάλλει στην αθηρογενετική διαδικασία (63, 64). ∆ιατυπώνεται επίσης και η 

υπόθεση, πως η οξείδωση των λιπιδίων, ως αποτέλεσµα της δράσης των ελευθέρων ριζών, 

εµπλέκεται και στη διαδικασία της γήρανσης (65). Σε πρόσφατες µελέτες, έχει βρεθεί 

θετική συσχέτιση των επιπέδων οξειδωµένης LDL-C µε τον κίνδυνο εµφάνισης 

στεφανιαίας νόσου και εµφράγµατος µυοκαρδίου σε πληθυσµούς ηλικιωµένων (66-68), 

αλλά και µε τον επιπολασµό του µεταβολικού συνδρόµου (67).    

     

Η HDL-C θεωρείται σηµαντικός παράγοντας µακροβιότητας, καθώς ο ρόλος στη 

γήρανση φαίνεται να είναι αρκετά διευκρινισµένος. Οι προτεινόµενοι µηχανισµοί 

περιλαµβάνουν αντιοξειδωτικές και αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες της HDL-C, όπως την 

παρεµπόδιση οξείδωσης της LDL-C, τη µειωµένη έκφραση µορίων προσκόλλησης στο 

ενδοθήλιο, την ενίσχυση παραγωγής ενδοθηλιακού νιτρικού οξέος και τη µειωµένη 

κυτταρική απόπτωση (69). Οι υγιείς ηλικιωµένοι παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα 

HDL-C σε σχέση µε νεότερες ηλικίες (62), ενώ σε ποσοστό 90% οι ηλικιωµένοι (>70 

ετών), έχουν επίπεδα HDL-C πάνω από 40 mg/dl (70). Οι ηλικιωµένες γυναίκες 

εµφανίζουν, κατά 10 mg/dl, υψηλότερα επίπεδα HDL-C από τους άντρες (71). Σε αρκετές 

µελέτες, τα επίπεδα ΗDL-C φαίνεται να διαδραµατίζουν προστατευτικό ρόλο έναντι της 

αθηρογένεσης στην τρίτη ηλικία, καθώς εµφανίζουν ισχυρή αρνητική συσχέτιση µε τον 

κίνδυνο θανάτου από στεφανιαία νόσο, έµφραγµα µυοκαρδίου και εγκεφαλικό επεισόδιο 

(57, 58, 72-75).  
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Τα αυξηµένα επίπεδα τριγλυκεριδίων φαίνεται πως είναι οριακά σηµαντικός 

παράγοντας κινδύνου στεφανιαίων επεισοδίων στις ηλικιωµένες γυναίκες και όχι στους 

άντρες (76), ενώ σε άλλες µελέτες δεν έχει βρεθεί σηµαντική συσχέτιση της 

υπετριγλυκεριδαιµίας µε τον κίνδυνο εκδήλωσης εγκεφαλικού επεισοδίου, περιφερικής 

αρτηριακής νόσου ή αθηροσκλήρυνσης σε ηλικιωµένους (77). 

 

Μεταβολικό σύνδροµο 

Το µεταβολικό σύνδροµο αποτελεί αποδεδειγµένα παράγοντα κινδύνου εµφάνισης 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων και αυξηµένης θνησιµότητας (78, 79). Η διάγνωση του 

µεταβολικού συνδρόµου γίνεται µε την αξιολόγηση αρκετών κλινικών παραµέτρων. Στη 

βιβλιογραφία προτείνονται αρκετοί τρόποι διάγνωσης, µε κυριότερους εκείνους από τον 

Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας (WHO), το NCEP και τη ∆ιεθνή Οµοσπονδία ∆ιαβήτη 

(International Diabetes Federation - IDF) (80).  

 

Οι ηλικιωµένοι έχουν αυξηµένο κίνδυνο για την εµφάνιση µεταβολικού 

συνδρόµου, καθώς η αύξηση της ηλικίας σχετίζεται µε αρκετά χαρακτηριστικά του 

συνδρόµου. Εκτός από την αύξηση στο λιπώδη ιστό, επιδηµιολογικά δεδοµένα εκτιµούν 

αύξηση των επιπέδων γλυκόζης νηστείας και µεταγευµατικά κατά 1-2 mg/dl και 10-20 

mg/dl αντίστοιχα, για κάθε δεκαετία ζωής µετά τα 30 έτη (81). Παράλληλα, η 

υπεργλυκαιµία και ο διαβήτης τύπου 2 έχουν µεγάλη συχνότητα εµφάνισης στους 

ηλικιωµένους, ενώ η εµφάνιση ινσουλινοαντίστασης φαίνεται πως σχετίζεται µε την 

κεντρικού τύπου παχυσαρκία και τη µειωµένη φυσική δραστηριότητα (82). Με την 

αύξηση της ηλικίας παρατηρείται επίσης σηµαντική αύξηση των επιπέδων της 

συστολικής αρτηριακής πίεσης, ενώ η διαστολική σταθεροποιείται ή και µειώνεται µετά 

τα 60 έτη (83).  

 

Τα δεδοµένα για τη συχνότητα εµφάνισης του µεταβολικού συνδρόµου, καθώς και 

την επίδρασή του στη νοσηρότητα και θνησιµότητα των ηλικιωµένων είναι περιορισµένα. 

Σε γηριατρικό δείγµα της “Cardiovascular Health Study” βρέθηκε  συχνότητα εµφάνισης 

του µεταβολικού συνδρόµου 21,0-28,0%, ενώ στη µελέτη “NHANES III” το αντίστοιχο 

ποσοστό ήταν 42,0-44,0% (84, 85). Παράλληλα, σε κάποιες µελέτες επιβεβαιώνεται η 

επίδραση του µεταβολικού συνδρόµου στον κίνδυνο εµφάνισης καρδιαγγειακών 

νοσηµάτων, ενώ σε άλλες µελέτες δεν έχει βρεθεί συσχέτιση του συνδρόµου µε την 
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εµφάνιση εµφράγµατος µυοκαρδίου ή εγκεφαλικού επεισοδίου στους ηλικιωµένους (85, 

86). 

 

Παράγοντες της συµπεριφοράς και συνήθειες του τρόπου ζωής 

Ανάµεσα στους παράγοντες συµπεριφοράς και στις συνήθειες του τρόπου ζωής, το 

κάπνισµα, η φυσική δραστηριότητα και η κατανάλωση αλκοόλ αποτελούν δείκτες της 

υγιούς γήρανσης και της µακροβιότητας (87). Η αποχή από το κάπνισµα έχει σχετιστεί µε 

υγιή γηρατειά σε αρκετές µελέτες (88-90). Για τους πρώην καπνιστές, προσδιορίζεται ο 

ελάχιστος χρόνος αποχής από το κάπνισµα σε >15 χρόνια, για την εµφάνιση ωφέλιµης 

επίδρασης στους ηλικιωµένους άντρες (89). Η µέτρια κατανάλωση αλκοόλ (< 28 γρ. 

αιθανόλης/ ηµέρα) φαίνεται πως έχει ευεργετική δράση στην υγεία των ηλικιωµένων (91).  

Παράλληλα, η ήπια σωµατική άσκηση, καθώς και η φυσική δραστηριότητα 

αναψυχής έχει συσχετιστεί µε βελτιωµένη συνολική κατάσταση υγείας στους 

ηλικιωµένους (92-94). Συγκεκριµένα, σε µια παρεµβατική µελέτη παρατηρήθηκε 

σηµαντική αύξηση της άλιπης µάζας και της HDL-C, µείωση του ολικού και σπλαχνικού 

λίπους, καθώς και των επιπέδων διαστολικής αρτηριακής πίεσης, µετά από έξι µήνες 

µέτριας αεροβικής άσκησης (94). Επιπροσθέτως, η φυσική δραστηριότητα έχει 

συσχετιστεί µε µειωµένα επίπεδα φλεγµονωδών παραγόντων, όπως IL-6, TNF-α και CRP,  

σε γηριατρικούς πληθυσµούς (93, 95).  
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1.4 Γενετικοί δείκτες γήρανσης και µακροβιότητα 

 Οι γενετικοί δείκτες που σχετίζονται µε την ανθρώπινη µακροβιότητα και τη 

γήρανση παραµένουν σε µεγάλο βαθµό άγνωστοι. Η µακροβιότητα υπολογίζεται πως είναι 

κληρονοµήσιµη σε ποσοστό 15-30% (96, 97). Τα τελευταία χρόνια έχουν εντατικοποιηθεί 

οι επιστηµονικές προσπάθειες για την ταυτοποίηση των γενετικών δεικτών που 

εµπλέκονται στην ανθρώπινη γήρανση.  

 

Οι κυριότερες µεθοδολογικές προσεγγίσεις που επιστρατεύονται, περιλαµβάνουν 

µελέτες: α) υπεραιωνόβιων σε σύγκριση µε νεότερους εθελοντές, β) ηλικιωµένων 

αδερφιών, γ) νέων και ηλικιωµένων διδύµων, δ) οικογενειών µε πολύ ηλικιωµένα µέλη, 

καθώς και ε) προοπτικής παρακολούθησης πληθυσµιακών δειγµάτων διαφορετικών 

ηλικιών (98).  

 

Παράλληλα, εφαρµόζονται διαφορετικές στρατηγικές γενετικής ανάλυσης, όπως 

η µελέτη «υποψήφιων» γονιδίων, η µελέτη επιλεγµένων περιοχών του γονιδιώµατος µε 

συγκεκριµένα χαρακτηριστικά και σχετικά πρόσφατα, η µελέτη συσχέτισης 

γονιδιωµατικής επέκτασης (GWA – Genomic-Wide Association) (98). Η πιστοποίηση της 

συσχέτισης ενός γονότυπου µε την µακροβιότητα απαιτεί αρκετά στάδια. Ένα πρώτο 

στάδιο είναι η αναζήτηση ενδείξεων για τη συσχέτιση του γενετικού δείκτη µε 

συγκεκριµένο βιολογικό φαινότυπο, ενώ σε δεύτερο στάδιο θα πρέπει να αποδειχθεί η 

προστατευτική επίδραση του γονότυπου έναντι νοσηµάτων γήρανσης (99). 

 

Ανάµεσα στα γονίδια που έχουν µελετηθεί σε σχέση µε την ανθρώπινη 

µακροβιότητα, συγκαταλέγονται γονιδιακές περιοχές υπεύθυνες για την επιδιόρθωση του 

DNA και για τη ρύθµιση του µήκους των τελοµερών, γονιδιακές περιοχές που 

εµπλέκονται στο µονοπάτι µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF και στη φλεγµονώδη 

απόκριση, καθώς και γονίδια του µιτοχονδριακού DNA (100). Τα υποψήφια γονίδια για τη 

συσχέτισή τους µε την ανθρώπινη µακροβιότητα, καθώς και οι πιθανές αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ τους, παρουσιάζονται στην Εικόνα 1.1 (98).  

 

Αρκετές µελέτες αποδεικνύουν την εµπλοκή γονιδίων απολιποπρωτεϊνών (ApoE, 

ApoB, ApoA1, ApoA4, ApoC3) στη γήρανση, τη µακροβιότητα και τη νοσηρότητα (98). 

Συγκεκριµένα, το αλληλόµορφο ApoE4 είναι το κατεξοχήν µελετηµένο, µε συµφωνία στα 
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αποτελέσµατα µεταξύ των ερευνών, για την αρνητική επίδρασή του στην ανθρώπινη 

µακροβιότητα (98). Παράλληλα, πολυµορφισµοί σε γονίδια που εµπλέκονται στη 

φλεγµονώδη απόκριση πιθανά να επηρεάζουν την υγιή γήρανση και τη µακροβιότητα. 

Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν συσχετίσει τα αυξηµένα επίπεδα IL-6 και TNF-α µε 

αυξηµένη νοσηρότητα και θνησιµότητα στους ηλικιωµένους (101). Εποµένως, 

πολυµορφισµοί στα αντίστοιχα γονίδια που επηρεάζουν τα επίπεδα των κυτταροκινών θα 

µπορούσαν να αποτελούν γενετικούς δείκτες υγιούς γήρανσης ή νοσηρότητας. 

Συγκεκριµένα, ο  πολυµορφισµός -174 C/G (rs1800795) στο γονίδιο της IL-6 φαίνεται να 

σχετίζεται µε αυξηµένα επίπεδα της κυτταροκίνης σε ηλικιωµένους άντρες µε GG 

γονότυπο, ενώ παράλληλα φαίνεται να αποτελεί προγνωστικό δείκτη θανάτου σε 

ηλικιωµένους ασθενείς µε οξύ στεφανιαίο σύνδροµο (102). Αντίθετα, στο γονίδιο της IL-

10, το αλληλόµορφο G για τον πολυµορφισµό -1082G/A (rs1800896) έχει συσχετιστεί µε 

αυξηµένα επίπεδα της κυτταροκίνης, ενώ απαντάται µε µεγαλύτερη συχνότητα στους 

υπεραιωνόβιους (103). Πρόσφατα, το γονίδιο του Toll-like Receptor 4 (TLR-4), ενός 

υποδοχέα που συµµετέχει στην έµφυτη ανοσία, βρέθηκε να εµπλέκεται στην ανθρώπινη 

µακροβιότητα, καθώς το Gly αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό Asp299Gly 

(rs4986790) ήταν πιο συχνό στους γηραιότερους (104). 

 

 
 

Εικόνα 1.1. Υποψήφια γονίδια για την ανθρώπινη µακροβιότητα (98). 
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Γονίδια που σχετίζονται µε την απόκριση στο οξειδωτικό στρες, όπως η 

δισµουτάση υπεροξειδίου (SOD1 και SOD2) και η παραοξονάση (PON1), είναι σηµαντικά 

υποψήφια γονίδια για τη µακροβιότητα. Οµοίως, γονίδια που εµπλέκονται στο µονοπάτι 

µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF συγκεντρώνουν ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον 

σε σχέση µε τη µακροβιότητα. Σε µια πρόσφατη µελέτη συσχέτισης γονιδιωµατικής 

επέκτασης στη έρευνα “Framingham”, βρέθηκαν σηµαντικές συσχετίσεις πολυµορφισµών 

σε αρκετά γονίδια µε τη µακροβιότητα (105). Ανάµεσα στα γονίδια αυτά 

περιλαµβάνονται: FOXO1A (µεταγραφικός παράγοντας Forkhead 1A), PON1 

(Παραοξονάση 1), GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase – 

Αφυδρογονάση της 3-φωσφο-γλυκεραλδεΰδης), KLOTHO (Κλωθώ), LEPR (Leptin 

Receptor – Υποδοχέας Λεπτίνης), PSEN1 (Presenilin 1 – Πρεσενιλίνη 1), SOD2 

(Superoxide Dismutase 2 – ∆ισµουτάση Υπεροξειδίου 2) και WRN (Werner syndrome 

protein) (105).     

 

 Η διερεύνηση των γενετικών δεικτών της υγιούς γήρανσης και µακροβιότητας 

αποτελεί αντικείµενο ενός πενταετούς Ευρωπαϊκού Προγράµµατος. Το πρόγραµµα GEHA 

(GEnetics of Healthy Aging) συγκεντρώνει 25 συνεργαζόµενους φορείς και στοχεύει 

στην πιστοποίηση των γενετικών δεικτών που εµπλέκονται στη µακροβιότητα (106). Ο 

σχεδιασµός της µελέτης περιλαµβάνει τη στρατολόγηση ενός µεγάλου αριθµού 

υπεραιωνόβιων αδερφιών και του αντίστοιχου αριθµού νεότερων µαρτύρων, από όλη την 

Ευρώπη (106). Ο σχεδιασµός της γενετικής ανάλυσης προβλέπει τη µελέτη 

πολυµορφισµών που έχουν ήδη συσχετιστεί µε τη µακροβιότητα στο γονίδιο της apoE, στο 

χρωµόσωµα 4 (D4S1564), στο χρωµόσωµα 11 (11.p15.5) και στο µιτοχονδριακό DNA 

(106). Επιπλέον, προβλέπεται και η µελέτη συσχέτισης γονιδιωµατικής επέκτασης µε 

σκοπό την ανίχνευση νέων γενετικών δεικτών της µακροβιότητας (106). Παράλληλα, 

αρωγός στην έρευνα των γενετικών δεικτών της µακροβιότητας αποτελεί η διαδικτυακή 

πλατφόρµα Human Ageing Genomic Resources (HAGR – 

http://genomics.senescence.info). Πρόκειται για µια πλατφόρµα που αποτελείται από δύο 

βασικές βάσεις δεδοµένων, την GenAge και την AnAge (107). Η GenAge βάση 

περιλαµβάνει γονίδια που σχετίζονται µε τη γήρανση και τη µακροβιότητα σε µοντέλα 

οργανισµών, γονίδια που πιθανά σχετίζονται µε τη γήρανση στον άνθρωπο, καθώς και µια 

λίστα γονιδίων που έχουν µελετηθεί σε σχέση µε την ανθρώπινη µακροβιότητα (107). Στη 

βάση περιλαµβάνεται επίσης πληθώρα βιολογικών δεδοµένων και πληροφοριών. Η AnAge 

βάση περιλαµβάνει τα αντίστοιχα δεδοµένα για τη γήρανση στα ζώα (107).  
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1.5 Το µονοπάτι µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF και 
µακροβιότητα 

Η ινσουλίνη και οι ινσουλινοµιµητικοί αυξητικοί παράγοντες (IGF-1 και IGF-2) 

αντιπροσωπεύουν µια οικογένεια ορµονών/αυξητικών παραγόντων που ρυθµίζουν τον 

µεταβολισµό, την ανάπτυξη, τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την επιβίωση των 

περισσοτέρων ιστών στα θηλαστικά (108). Οι επιδράσεις αυτές µεσολαβούνται από δύο 

συγγενείς υποδοχείς, τον υποδοχέα ινσουλίνης και τον υποδοχέα IGF-1, οι οποίοι 

εκφράζονται στην επιφάνεια των περισσοτέρων κυττάρων στα θηλαστικά. Παράλληλα µε 

τον σκελετικό µυϊκό ιστό, το ήπαρ και το λιπώδη ιστό, οι υποδοχείς της ινσουλίνης και του 

IGF-1 είναι λειτουργικοί και στα παγκρεατικά κύτταρα, στα αγγειακά ενδοθηλιακά 

κύτταρα και στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (108). Ο υποδοχέας του IGF-1 διαδραµατίζει 

σηµαντικό ρόλο στην ρύθµιση της σωµατικής ανάπτυξης και του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού. Σχεδόν όλοι οι ιστοί παράγουν IGF-1, µε κυριότερο το ήπαρ. Ο 

υποδοχέας IGF-1 είναι παρόν στα περισσότερα είδη κυττάρων του οργανισµού και η 

αλληλεπίδρασή του µε τον IGF-1 καθορίζει την ορµονική του δράση (109). Η ποσότητα 

του IGF-1 στην κυκλοφορία του αίµατος καθορίζεται από το ρυθµό παραγωγής του, τη 

µεταβολική εκκαθάρισή του και τη διαµόρφωσή του από έξι πρωτεΐνες σύνδεσης στον 

IGF, οι οποίες συνδέονται στους ινσολινοµιµητικούς αυξητικούς παράγοντες µε υψηλή 

συγγένεια και περιορίζουν τη διαθεσιµότητά τους στους αντίστοιχους υποδοχείς (110).  

 

Η ινσουλίνη και ο IGF-1 κινητοποιούν τη δράση τους µέσω οµολόγων 

συστηµάτων µεταβίβασης µηνυµάτων. Οι υποδοχείς ινσουλίνης και IGF-1 ανήκουν στην 

οικογένεια των κινασών τυροσίνης. Και οι δύο υποδοχείς αποτελούνται από δύο α- και β- 

υποµονάδες. Η ινσουλίνη και ο IGF-1 συνδέονται στις α-υποµονάδες των αντίστοιχων 

υποδοχέων τους, ενεργοποιώντας την δραστηριότητα κινάσης των β-υποµονάδων. Αυτό 

οδηγεί σε αυτοφωσφορυλίωση του υποδοχέα και περαιτέρω ενεργοποίηση του υποδοχέα 

κινάσης προς ενδοκυτταρικά υποστρώµατα (108). Έχουν αναγνωριστεί τουλάχιστον δέκα 

ενδοκυτταρικά υποστρώµατα των υποδοχέων ινσουλίνης και IGF-1, συµπεριλαµβάνοντας 

και τις πρωτεΐνες υποστρώµατα του υποδοχέα ινσουλίνης (Insulin Receptor Substrate 

protein – IRS), IRS-1, -2, -3 και -4. Μετά την φωσφορυλίωση της τυροσίνης, καθένα από 

αυτά τα υποστρώµατα σχετίζεται µε ένα ή περισσότερα ενδοκυτταρικά µόρια, µέσω 

αλληλεπίδρασης των σηµείων της φωσφορυλίωσης της τυροσίνης στα υποστρώµατα και 
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των θειούχων οµάδων (SH2) των ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών (108). Τα σηµαντικότερα 

µόρια µε θειούχες οµάδες για την ινσουλίνη είναι το ένζυµο 3-κινάση της 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης και η πρωτεΐνη 2 σύνδεσης του υποδοχέα του αυξητικού 

παράγοντα (Growth factor receptor-bound protein 2 – Grb2). Η Grb2 συνδέει τη δράση της 

ινσουλίνης στο µονοπάτι της Ras-πρωτεϊνικής κινάσης ενεργοποίησης µίτωσης (Mitogen-

Activated Protein – MAP) και διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη δυνατότητα της 

ινσουλίνης να επάγει την κυτταρική ανάπτυξη και διαφοροποίηση (108). Η 3-κινάση της 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης ενεργοποιεί το σύµπλεγµα Akt/πρωτεϊνικής κινάσης Β (PKB) και 

την πρωτεϊνική κινάση C, και ακολούθως ενεργοποιείται ο p70 S6K και η κινάση 3 της 

συνθετάσης γλυκογόνου (108). Συνεπώς, κινητοποιείται η σύνθεση γλυκογόνου, λίπους 

και πρωτεϊνών, καθώς και η µεταφορά γλυκόζης µέσω µετατόπισης των υποδοχέων 

γλυκόζης στην κυτταρική µεµβράνη. Το σύµπλοκο Akt/PKB φωσφορυλιώνει και τους 

µεταγραφικούς παράγοντες forkhead, της οικογένειας FOXO (111). Υπό συνθήκες 

µειωµένων επιπέδων ινσουλίνης, οι πρωτεΐνες FOXO δεν φωσφορυλιώνονται και 

παραµένουν στον πυρήνα, όπου είναι ενεργές και ρυθµίζουν την γονιδιακή έκφραση (111). 

  

Η ινσουλίνη και ο IGF-1 ενεργοποιούν την Akt, οδηγώντας σε φωσφορυλίωση των 

FOXO µεταγραφικών παραγόντων, µε συνεπαγόµενη µεταφορά τους στο κυτταρόπλασµα 

και µειωµένη µεταγραφική δραστηριότητα (112). Οι FOXO παράγοντες ρυθµίζουν την 

απόπτωση, τον κυτταρικό κύκλο, τη διαφοροποίηση, την έκφραση γονιδίων που 

εµπλέκονται στην επιδιόρθωση του DNA και στην αντίσταση στο οξειδωτικό στρες (113, 

114). Υπάρχουν ενδείξεις ότι η ενεργοποίηση του Akt/PKB ενισχύει την αναστολή της 

κυτταρικής ανάπτυξης µέσω του µονοπατιού p53/p21. Η αναστολή του FOXO3a από το 

Akt/PKB, το οποίο επηρεάζει τη δραστηριότητα του p53 ρυθµίζοντας τα επίπεδα των 

ελευθέρων ριζών, είναι απαραίτητη για την αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης. 

Παράλληλα, η ινσουλίνη αυξάνει τη δραστηριότητα του p53 µέσω ενός µηχανισµού 

εξαρτώµενου από το Akt/PKB και µειώνει τη διάρκεια ζωής σε ενδοθηλιακά κύτταρα. Ο 

φαινότυπος γήρανσης που επάγεται από το Akt/PKB ενδέχεται να εµπλέκεται στις 

αγγειοπάθειες, αφού η υπερινσουλιναιµία φαίνεται να ενεργοποιεί το Akt/PKB στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα. (115, 116). Το µονοπάτι µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.2. 
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ινσουλίνης/IGF-1, αυξάνει τη δραστηριότητα του DAF-16. Αυτή η διαδικασία ευνοεί τη 

συσσώρευση λίπους, την προστασία από το οξειδωτικό στρες, την καθυστερηµένη 

αναπαραγωγή και τη µακροβιότητα στο νηµατοειδές (118). Προκαλώντας µεταλλάξεις στο 

γονίδιο του DAF-2, η διάρκεια ζωής του C. elegans µπορεί να τριπλασιαστεί (119). 

Παροµοίως, στη Drosophila melanogaster, µεταλλάξεις στα γονίδια του υποδοχέα 

ινσουλίνης και του υποστρώµατός του, αυξάνουν ως 48,0% τη διάρκεια ζωής των 

θηλυκών (120).  

 

Στα θηλαστικά, τα µονοπάτια της ινσουλίνης και του IGF-1 είναι υπεύθυνα για 

ξεχωριστές λειτουργίες, για τον κυτταρικό µεταβολισµό το µονοπάτι της ινσουλίνης και 

για την αύξηση και διαφοροποίηση το µονοπάτι του IGF-1. Ωστόσο, τα µονοπάτια που 

ρυθµίζουν τη διάρκεια ζωής µπορούν να εµπλέκουν και το µονοπάτι της ινσουλίνης ή/και 

το µονοπάτι του IGF-1. Αποτελέσµατα από πειράµατα σε επίµυες έχουν σχετίσει 

µεταλλάξεις που προκαλούν µειωµένα επίπεδα IGF-1 µε µεγαλύτερη διάρκεια ζωής (121). 

Σε ίδια πειραµατόζωα, έχει σχετιστεί η ανεπαρκής έκφραση του υποδοχέα IGF-1, σε 

ετερόζυγα knockout ποντίκια, µε αυξηµένη αντίσταση στο οξειδωτικό στρες και 

µεγαλύτερη διάρκεια ζωής (122). 

 

Στους ανθρώπους, τα αντίστοιχα δεδοµένα επιδηµιολογικών µελετών είναι 

αντικρουόµενα. Η µειωµένη δραστηριότητα του IGF-1 λόγω ανεπάρκειας της υπόφυσης, 

σχετίζεται µε αυξηµένη νοσηρότητα στην ενήλικη ζωή και αυξηµένο κίνδυνο εµφάνισης 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων και σακχαρώδη διαβήτη (123). Αντιστρόφως, αυξηµένα 

επίπεδα IGF-1 σχετίζονται µε καρκινογένεση, δεδοµένου του ρόλου του IGF-1 στην ιστική 

ανάπτυξη, και ιδιαίτερα µε αυξηµένη συχνότητα εµφάνισης καρκίνου του προστάτη, του 

στήθους και του κάτω γαστρεντερικού σωλήνα (124). Η µέγιστη επιβίωση στον άνθρωπο 

φαίνεται να εξαρτάται από την αυστηρή ρύθµιση του άξονα υποθαλάµου-αυξητικής 

ορµόνης-IGF και την διατήρηση βέλτιστων επιπέδων IGF-1, ώστε να αποτρέπονται οι 

νοσηρότητες που σχετίζονται µε την ανεπάρκεια ή την περίσσεια του παράγοντα. 

∆εδοµένης της αυξηµένης σχετικής συχνότητας εµφάνισης καρκίνου στην ενήλικη ζωή 

και του αυξανόµενου επιπολασµού των καρδιαγγειακών νοσηµάτων µε την πάροδο της 

ηλικίας, είναι πιθανό µειωµένα επίπεδα IGF-1 κατά την ενήλικη ζωή σε συνδυασµό µε 

υψηλότερα φυσιολογικά επίπεδα κατά την γήρανση, να είναι ιδιαίτερα ευνοϊκά για την 

ανθρώπινη µακροβιότητα (109). 
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 Τα επίπεδα IGF-1 µειώνονται σταδιακά µε την αύξηση της ηλικίας. Συγκεκριµένα, 

τα επίπεδα IGF-1, αφού φτάσουν στα µέγιστα επίπεδά τους κατά την εφηβεία, 

υποδιπλασιάζονται ως την τρίτη δεκαετία και συνεχίζουν να µειώνονται µε σταθερό ρυθµό 

καθώς αυξάνεται η ηλικία (109). Το φαινόµενο της σχετικής ανεπάρκειας αυξητικής 

ορµόνης και IGF-1 κατά τη γήρανση αποδίδεται στην µειωµένη δραστηριότητα του άξονα 

υποθαλάµου-αυξητικής ορµόνης-IGF, καθώς η παραγωγή της αυξητικής ορµόνης 

µειώνεται κατά 14% ανά δεκαετία µετά τη µέση ηλικία ζωής (109). Ωστόσο, η φυσική 

δραστηριότητα, οι συνήθειες του τρόπου ζωής, οι αλλαγές στα επίπεδα των στεροειδών 

ορµονών, τα χρόνια νοσήµατα και η διατροφή, φαίνεται πως επηρεάζουν επίσης τα 

επίπεδα του IGF-1.  

 

Στους ανθρώπους, έχουν καταγραφεί αντικρουόµενες ενδείξεις για την εµπλοκή 

του µονοπατιού ινσουλίνης/IGF-1 στη γήρανση και τη µακροβιότητα, λόγω των σοβαρών 

µεταβολικών επιπλοκών και κυρίως της ανάπτυξης σακχαρώδους διαβήτη, ως επακόλουθο 

της ανεπάρκειας ινσουλίνης ή της ανεπάρκειας του υποδοχέα της ινσουλίνης (108). Η 

ινσουλινο-ευαισθησία φυσιολογικά µειώνεται κατά την γήρανση και η ινσουλινο-

αντίσταση αποτελεί σηµαντικό παράγοντα κινδύνου για αρκετές ασθένειες, 

συµπεριλαµβανοµένης της υπέρτασης, της αθηροσκλήρυνση, της παχυσαρκίας και του 

διαβήτη, που επηρεάζουν τη νοσηρότητα και τη θνησιµότητα στους ηλικιωµένους (125). 

Ωστόσο, οι µακροβιότεροι άνθρωποι χαρακτηρίζονται από ιδιαίτερα µεταβολικά 

χαρακτηριστικά, όπως χαµηλότερες τιµές του δείκτη µάζας σώµατος, χαµηλότερα επίπεδα 

ινσουλίνης και γλυκόζης νηστείας, µειωµένη ινσουλινοαντίσταση, µειωµένα επίπεδα 

ελεύθερης ινσουλίνης/IGF-1 στο πλάσµα, καθώς και διατηρηµένη λειτουργία των β 

παγκρεατικών κυττάρων, σε σχέση µε το αναµενόµενο (126, 127). Αρκετά δεδοµένα 

µελετών επιβεβαιώνουν την υπόθεση, πως η επαρκής απόκριση της ινσουλίνης ευνοεί την 

ανθρώπινη µακροβιότητα (128). 

 

Ευρήµατα σε διαφορετικούς οργανισµούς υποστηρίζουν την υπόθεση ότι 

µεταλλάξεις σε γονίδια του ινσολινοµιµητικού δικτύου µεταβίβασης µηνυµάτων 

συντελούν στην αντίσταση έναντι του οξειδωτικού στρες, καθώς και στην επιµήκυνση της 

διάρκειας ζωής (108). Αυτό υποδηλώνει, πως πιθανά η µειωµένη οξειδωτική βλάβη στα 

µακροµόρια, ως αποτέλεσµα µεταλλάξεων, αποτελεί το τελικό κοινό µονοπάτι του 

συστήµατος µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF-1, που επιδρά στη µακροβιότητα. 

Μελέτες σε ανθρώπους έχουν δείξει, πως οι ελεύθερες ρίζες διαδραµατίζουν σηµαντικό 
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ρόλο στην παθογένεια αρκετών νοσηµάτων, όπως των καρδιαγγειακών, της 

αθηροσκλήρυνσης και του σακχαρώδη διαβήτη (129). Επιβεβαιώνοντας αυτή την 

υπόθεση, οι υγιείς αιωνόβιοι παρουσιάζουν µικρού βαθµού οξειδωτικό στρες και 

αυξηµένες αντιοξειδωτικές άµυνες (129). Επιπροσθέτως, έχει βρεθεί ότι η ινσουλίνη και ο 

IGF-1 επηρεάζουν και την κυτταρική γήρανση. Ενώ το σύµπλοκο Akt/PKB έχει βρεθεί να 

ενισχύει τον πολλαπλασιασµό και την επιβίωση των κυττάρων στα θηλαστικά, πρόσφατες 

µελέτες παρουσιάζουν ανάλογη αύξηση της δραστηριότητας του Akt/PKB µε την 

κυτταρική γήρανση και επιµήκυνση της διάρκειας ζωής µε αναστολή του συµπλόκου 

(108).  

 

Υπάρχουν αρκετές ενδείξεις για την ορµονική ρύθµιση της γήρανσης από το 

συντηρητικό εξελικτικά µονοπάτι µεταφοράς µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF-1 στον άνθρωπο 

(130). Ο ρόλος των πολυµορφισµών του µονοπατιού ινσουλίνης/IGF στη 

µακροβιότητα µελετήθηκε αρχικά στην περιοχή των γονιδίων ινσουλίνης-IGF-2, όπου 

συσχετίστηκαν ορισµένοι απλότυποι µε την µακροβιότητα σε Ιταλούς υπεραιωνόβιους 

άντρες (131). Ωστόσο, στη µελέτη “Leiden” σε ογδονταπεντάχρονους Ολλανδούς, δεν 

βρέθηκε καµία συσχέτιση ανάµεσα σε πολυµορφισµούς στο γονίδιο της ινσουλίνης και τη 

διάρκεια ζωής, ενώ διαπιστώθηκε πως οι γυναίκες φορείς του πολυµορφισµού rs2665802 

στο γονίδιο του IGF-1, είχαν µικρότερο ύψος και µεγαλύτερη ηλικία επιβίωσης, σε 

σύγκριση µε τους µη φορείς (132). Στη ίδια µελέτη, απλότυποι πολυµορφισµών στα 

γονίδια FOXO1a και FOXO3a σχετίστηκαν µε το µεταβολικό προφίλ (επίπεδα 

γλυκοζυλιωµένης αιµοσφαιρίνης) και τον κίνδυνο θνησιµότητας στους ηλικιωµένους (132, 

133). Αντίστοιχα, πολυµορφισµοί στο γονίδιο του FOXO1a, αλλά όχι του FOXO3a, 

σχετίστηκαν µε την ηλικία θανάτου στη µελέτη “Framingham” (105). Σε σχέση µε το 

γονίδιο του υποδοχέα της ινσουλίνης, βρέθηκε συσχέτιση ενός απλότυπου µε την 

µακροβιότητα σε µια οµάδα υπεραιωνόβιων Ιαπώνων (134). Παράλληλα, έχει βρεθεί σε 

Ιταλούς υπεραιωνόβιους, ότι ο πολυµορφισµός A/G στη θέση 3174 στο γονίδιο του 

υποδοχέα IGF-1 σχετίζεται µε µειωµένα επίπεδα IGF-1 για τους φορείς του Α 

αλληλοµόρφου, ενώ το ίδιο αλληλόµορφο έχει µεγαλύτερη συχνότητα στους 

µακροβιότερους (135). Στην ίδια µελέτη, βρέθηκε αλληλεπίδραση ανάµεσα στο Α 

αλληλόµορφο του γονιδίου του υποδοχέα IGF-1 και στο Τ αλληλόµορφο του γονιδίου της 

3-κινάση της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (στη θέση -359 bp από το κωδικόνιο έναρξης), µε 

χαµηλότερα επίπεδα IGF-1 (135). Σε µια προοδευτική µελέτη ηλικιωµένων, βρέθηκε πως 

τα αυξηµένα επίπεδα IGFBP-1 και IGFPB-2, που υποδηλώνουν µεγαλύτερη 
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δραστηριότητα του IGF-1, σχετίζονταν µε χαµηλότερα επίπεδα γλυκόζης νηστείας και 

ινσουλίνης και χαµηλότερα ποσοστά λιπώδους ιστού, αλλά και µε µεγαλύτερο κίνδυνο 

θνησιµότητας (136).  

 

Το µονοπάτι της ινσουλίνης/IGF-1 αλληλεπιδρά µε µια πληθώρα πρωτεϊνών και 

παράλληλα διαµορφώνει την έκφραση αρκετών γονιδίων (137, 138). Ένας από τους 

µεταγραφικούς στόχους του µονοπατιού ινσουλίνης/IGF-1 είναι το γονίδιο της 

µιτοχονδριακής δισµουτάσης υπεροξειδίου (Superoxide dismutase - SOD). 

Πολυµορφισµοί στο γονίδιο της SOD2 έχουν µελετηθεί σε πληθυσµούς ηλικιωµένων 

Ιταλών και Ολλανδών, χωρίς να έχει βρεθεί κάποια συσχέτιση µε την µακροβιότητα (132). 

Ωστόσο, σε αντρικό πληθυσµό υπεραιωνόβιων Ashkenazi, βρέθηκε αυξηµένη συχνότητα 

των οµοζυγωτών για την µετάλλαξη 401 Val/Val (139). Πρόσφατα, ένας πολυµορφισµός 

κοντά στην περιοχή του γονιδίου του SOD2 σχετίστηκε µε την ηλικία θανάτου στη µελέτη 

Framingham (105). Τα γονίδια της τρανσφεράσης γλουταθειόνης (Glutathione transferases 

– GST) και της παραοξονάσης (Paraoxonase – PON) διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο 

στον ξενοβιοτικό µεταβολισµό και το οξειδωτικό στρες και αποτελούν επίσης 

µεταγραφικό στόχο του µονοπατιού ινσουλίνης/IGF-1 (140). Σε πληθυσµιακές µελέτες, 

βρέθηκε µεγαλύτερη συχνότητα εµφάνισης του GSTT1 µη λειτουργικού αλληλοµόρφου 

σε Ιταλίδες εκατοντάχρονες (141). Αντίστοιχα, η οµοζυγωτία για το λειτουργικό GSTT1 

αλληλόµορφο σχετίστηκε µε αυξηµένη θνησιµότητα σε ηλικιωµένες ∆ανέζες (142). 

Παράλληλα, µελέτες σε Ιταλικούς και Ιρλανδικούς πληθυσµούς, έδειξαν µεγαλύτερα 

ποσοστά επιβίωσης για τους εκατοντάχρονους φορείς του Arg αλληλοµόρφου στο 

κωδικόνιο 192 του γονιδίου PON1 (143).   
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1.6 ∆είκτες φλεγµονής και ανοσογήρανση  

 Η γήρανση χαρακτηρίζεται από χρόνια, χαµηλού βαθµού φλεγµονώδη κατάσταση, 

που αναφέρεται ως ανοσογήρανση (inflamm-aging). Η ανοσογήρανση φαίνεται να 

απορρέει από το µακροχρόνιο αντιγονικό φορτίο (144-146), οδηγεί σε µακροπρόθεσµες 

ιστικές βλάβες λόγω της απορρύθµισης του ανοσοποιητικού συστήµατος και σχετίζεται µε 

αυξηµένο κίνδυνο θνησιµότητας στους ηλικιωµένους (147). Αρκετές µελέτες έχουν 

προτείνει τη χρόνια φλεγµονή ως υποκείµενο βιολογικό µηχανισµό, υπεύθυνο για την 

έκπτωση των λειτουργιών κατά τη γήρανση. Συγκεκριµένα, ασθένειες όπως η νόσος 

Alzheimer, το Parkinson, η αθηροσκλήρυνση, ο διαβήτης τύπου 2, η σαρκοπενία, η 

οστεοπόρωση, η άνοια και το σύνδροµο αδυναµίας στους ηλικιωµένους, πυροδοτούνται ή 

και επιδεινώνονται από την παρουσία συστηµατικής φλεγµονής (148-152). Οι 

φλεγµονώδεις δείκτες που χαρακτηρίζουν την ανοσογήρανση µπορούν να διακριθούν σε 

τρεις κατηγορίες: α) τους βιοχηµικούς, β) τους κυτταρικούς και γ) τους γενετικούς δείκτες. 

 

 Στους βιοχηµικούς δείκτες φλεγµονής συγκαταλέγονται προ-φλεγµονώδεις 

κυτταροκίνες και οι αντίστοιχοι υποδοχείς τους, όπως ο TNF-α και οι υποδοχείς του, η IL-

6 και ο ανταγωνιστής του υποδοχέα της ιντερλευκίνης-1 (IL-1Ra), που σχετίζονται µε 

αυξηµένο κίνδυνο νοσηρότητας και θνησιµότητας στους ηλικιωµένους (153). Παράλληλα, 

η ανοσογήρανση χαρακτηρίζεται και από αυξηµένη παραγωγή χυµοκινών (RANTES, 

MIP-1α, IL-8, MCP-1) και της CRP (154, 155). Η µακροχρόνια, έστω και µικρού βαθµού, 

ενεργοποίηση του δικτύου των κυτταροκινών θεωρείται ιδιαίτερα επιζήµια για αρκετούς 

ιστούς και συστήµατα. Η επίδραση των φλεγµονωδών παραγόντων σε διάφορα νοσήµατα 

κατά την ανοσογήρανση συνοψίζεται στην Εικόνα 1.3. Τα επίπεδα TNF-α και  IL-6 

αποτελούν ανεξάρτητους προγνωστικούς δείκτες θνησιµότητας σε ηλικιωµένους και 

υπεραιωνόβιους (153, 156). Τα επίπεδα TNF-α στο πλάσµα βρέθηκαν να σχετίζονται 

θετικά µε τα επίπεδα IL-6 και CRP σε υπεραιωνόβιους (157). Επιπροσθέτως, αυξηµένα 

επίπεδα TNF-α έχουν συσχετιστεί µε µεγαλύτερη συχνότητα της νόσου Alzheimer και του 

σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 (158, 159). Σε µια πρόσφατη µελέτη µη διαβητικών 

ηλικιωµένων, σχετίστηκαν τα αυξηµένα επίπεδα TNF-α, IL-6 και CRP µε το βαθµό 

ινσουλινοαντίστασης (160). Στην προοπτική γηριατρική µελέτη “InCHIANTI” βρέθηκε 

συσχέτιση των υψηλών επιπέδων IL-6, CRP και IL-1Ra µε µειωµένη µυϊκή δύναµη, ενώ 

σε άλλες γηριατρικές µελέτες παρατηρήθηκε αρνητική επίδραση των αυξηµένων επιπέδων 

IL-6 στα επίπεδα IGF-1, σε σχέση µε τη µυϊκή λειτουργία (161). Παράλληλα, σε µια άλλη 
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προοπτική γηριατρική µελέτη βρέθηκε θετική συσχέτιση των επιπέδων IL-6, CRP και 

TNF-α µε την εµφάνιση καρδιαγγειακών νοσηµάτων (162).  

 

 
Εικόνα 1.3. Η επίδραση του δικτύου φλεγµονωδών παραγόντων σε διάφορα νοσήµατα 

κατά την ανοσογήρανση (163). 

 

 Στους κυτταρικούς δείκτες της ανοσογήρανσης συγκαταλέγονται τα λευκά 

κύτταρα του αίµατος, καθώς και συγκεκριµένοι τίτλοι λεµφοκυττάρων. Σε µια πρόσφατη 

µελέτη βρέθηκε πως ο αυξηµένος αριθµός λευκών κυττάρων αποτελεί σηµαντικό 

προγνωστικό δείκτη θνησιµότητας στους ηλικιωµένους (164). Αναφορικά µε τους υπο-

πληθυσµούς των λεµφοκυττάρων, ένα από τα βασικά χαρακτηριστικά της ανοσογήρανσης 

είναι η συσσώρευση Τ-κυττάρων µνήµης (165-167). Στους υπεραιωνόβιους παρατηρείται 

εξάντληση των µη εξειδικευµένων (naive) Τ-κυττάρων, όπως επιβεβαιώνεται από την 

έλλειψη του CD95 µορίου, σε συνδυασµό µε τη παρουσία άλλων συνηθών δεικτών των µη 

εξειδικευµένων Τ-κυττάρων (CD45RA και CD62L) (168, 169). Συνεπώς, ο χαµηλός 

αριθµός των µη εξειδικευµένων Τ-κυττάρων µπορεί να θεωρηθεί ως δείκτης θνησιµότητας 

(170). Παράλληλα, ο συνδυασµός αυξηµένων CD8+, µειωµένων CD4+ Τ-κυττάρων και 
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µειωµένων CD19+ Β-κυττάρων σχετίζεται µε αυξηµένη νοσηρότητα και θνησιµότητα 

στους ηλικιωµένους (171). Ωστόσο, στους κυτταρικούς δείκτες της ανοσογήρανσης 

φαίνεται να εµπλέκονται και ιοί, όπως ο κυτταροµεγαλοϊός και ο ιός Epstein Barr (EBV) 

(146). Σε πρόσφατες µελέτες έχει βρεθεί, πως η εξάπλωση περιφερικών CD8+ Τ-κυττάρων 

που φέρουν υποδοχείς για τον κυτταροµεγαλοϊό και τον EBV είναι αρκετά συχνή στους 

ηλικιωµένους και σχετίζεται µε την απώλεια των πρώιµων Τ-κυττάρων µνήµης (146). 

Τέλος, στους κυτταρικούς δείκτες της ανοσογήρανσης θα πρέπει να αναφερθεί και η 

µείωση του µήκους των τελοµερών, καθώς σχετίζεται σηµαντικά µε την ενεργοποίηση του 

ανοσοποιητικού συστήµατος και τη φλεγµονή (172). Στους γενετικούς δείκτες της 

ανοσογήρανσης αναφέρονται οι πολυµορφισµοί στα γονίδιων των κυταροκινών, που 

σχετίζονται µε αυξηµένα επίπεδά τους στην κυκλοφορία (163). 

 

    Η µελέτη της ανοσογήρανσης σε γηριατρικούς πληθυσµούς οδήγησε στον 

ορισµό του «φαινότυπου ανοσολογικού κινδύνου» (IRP – Immune Risk phenotype) 

(173). Ο φαινότυπος αυτός περιλαµβάνει βιο-παραµέτρους που σχετίζονται µε ανεπαρκή 

ανοσοποιητική λειτουργία και αυξηµένο κίνδυνο θνησιµότητας στους ηλικιωµένους. Ο 

χαρακτηρισµός του IRP έγινε µε βάση τα αποτελέσµατα δύο µεγάλων γηριατρικών 

προοπτικών µελετών στη Σουηδία, της “OCTO study” (174) και της “NONA study” (175). 

Τα χαρακτηριστικά του φαινότυπου ανοσολογικού κινδύνου περιλαµβάνουν: λόγο 

CD4+/CD8+ Τ-κυττάρων µικρότερο από ένα, χαµηλά επίπεδα Β κυττάρων, αυξηµένους 

τίτλους CD8+, CD28- και CD57+ Τ-κυττάρων, οροθετικότητα για τον µεγαλοκυτταροϊό, 

καθώς και µειωµένη πολλαπλασιαστική απόκριση των Τ-κυττάρων σε µιτογόνα (173). 

 

 Η ανάλυση των ανοσολογικών αλλαγών κατά τη γήρανση και ο προσδιορισµός 

δεικτών χρόνιας φλεγµονής θα µπορούσαν να αποδειχθούν χρήσιµοι προγνωστικοί 

δείκτες νοσηρότητας και θνησιµότητας. Η αξιολόγηση των ηλικιωµένων µε αυξηµένο 

κίνδυνο θα επέτρεπε τη λήψη προληπτικών ή θεραπευτικών µέτρων για την εξασφάλιση 

υγιούς γήρανσης και επιβίωσης. 
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1.7 Η Mεσογειακή διατροφή στην τρίτη ηλικία 

 Η αύξηση της ηλικίας συνοδεύεται από µείωση στην αίσθηση της γεύσης και της 

οσµής, αλλά και σε εµφάνιση ξηροστοµίας, που επηρεάζουν σηµαντικά την όρεξη και 

ακολούθως τη διατροφική πρόσληψη των ηλικιωµένων (176). Κοινωνικοοικονοµικοί 

λόγοι, όπως η έλλειψη επαρκούς µορφωτικού επιπέδου ή η οικονοµική αδυναµία αγοράς 

ποιοτικών τροφών, επιδεινώνουν το πρόβληµα. Ο υποσιτισµός στους ηλικιωµένους µπορεί 

να είναι ενεργειακός ή να αφορά µεµονωµένα θρεπτικά συστατικά και συχνά επιβαρύνεται 

από τη µειωµένη εντερική απορρόφηση και τις αλλαγές στο µεταβολισµό βιταµινών και 

ιχνοστοιχείων που παρατηρούνται στην τρίτη ηλικία (177). Επιδηµιολογικές µελέτες 

προτείνουν πως η διατροφή αποτελεί σηµαντικό παράγοντα της κατάστασης υγείας και 

επιβίωσης στους ηλικιωµένους (176, 177). 

 

 Η Μεσογειακή διατροφή έχει καταξιωθεί ως το πιο υγιεινό διατροφικό µοντέλο 

κυρίως λόγω της συσχέτισή της µε χαµηλά ποσοστά νοσηρότητας και θνησιµότητας. Η 

παραδοσιακή Μεσογειακή διατροφή χαρακτηρίζεται από υψηλή κατανάλωση φρούτων, 

λαχανικών, δηµητριακών, πατάτας, πουλερικών, οσπρίων, ψαριών και γαλακτοκοµικών 

προϊόντων, µικρή κατανάλωση κόκκινου κρέατος, µέτρια κατανάλωση αλκοόλ και χρήση 

ελαιολάδου ως κύρια πηγή λίπους. Συγκεκριµένα, η πυραµίδα της Μεσογειακής διατροφής 

περιλαµβάνει: καθηµερινή κατανάλωση µη επεξεργασµένων δηµητριακών (8 µερίδες), 

λαχανικών (6 µερίδες), φρούτων (3 µερίδες), ελαιολάδου και γαλακτοκοµικών προϊόντων 

(2 µερίδες), εβδοµαδιαία κατανάλωση ψαριού (5-6 µερίδες), πουλερικών (4 µερίδες), 

ελιών, οσπρίων και ξηρών καρπών (3 µερίδες), πατάτας, αυγού και γλυκών (3 µερίδες) και 

µηνιαία κατανάλωση κόκκινου κρέατος (4 µερίδες) (178). Η πυραµίδα της Μεσογειακής 

διατροφής παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.4. Με βάση τα κύρια χαρακτηριστικά της 

Μεσογειακής διατροφής έχουν δηµιουργηθεί αρκετοί διατροφικοί δείκτες για την 

εκτίµηση του βαθµού υιοθέτησής της (179). Πρόκειται για διατροφικά σκορ που 

συνοψίζουν την Μεσογειακή διατροφή από ένα σύνολο διατροφικών οµάδων ή θρεπτικών 

συστατικών ή και συνδυασµούς τους. Στη βιβλιογραφία αναφέρονται αρκετά σκορ της 

Μεσογειακής διατροφής που έχουν χρησιµοποιηθεί σε πληθυσµιακές µελέτες ανά τον 

κόσµο και διακρίνονται σε τρείς µεγάλες κατηγορίες: α) σε εκείνα που βασίζονται στη 

θετική ή αρνητική βαθµολόγηση συστατικών (οµάδων τροφίµων ή/και θρεπτικών 

συστατικών) της Μεσογειακής διατροφής, β) σε εκείνα που προσθέτουν ή αφαιρούν 
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Τα τελευταία χρόνια πληθαίνουν τα επιστηµονικά δεδοµένα για την ωφέλιµη 

επίδραση της Μεσογειακής διατροφής στην υγεία του ανθρώπου. Παράλληλα, αρκετές 

µελέτες επικεντρώνουν στο ρόλο της Μεσογειακής διατροφής στη γήρανση και στη 

µακροβιότητα. Συγκεκριµένα, η Μεσογειακή διατροφή φαίνεται να επιδρά ανασταλτικά, 

τόσο στους κύριους παράγοντες κινδύνου για την εµφάνιση των καρδιαγγειακών 

νοσηµάτων, όσο και στη βαρύτητα των καρδιαγγειακών παθήσεων στους ηλικιωµένους. 

Αρκετές επιδηµιολογικές (180-186) καθώς και παρεµβατικές µελέτες (187-190), έχουν 

συσχετίσει τη Μεσογειακή διατροφή µε χαµηλά επίπεδα αρτηριακής πίεσης και ολικής 

χοληστερόλης, µε χαµηλή συχνότητα εµφάνισης διαβήτη, µε µειωµένη φλεγµονή και µε 

βελτιωµένη πηκτική ικανότητα και ενδοθηλιακή λειτουργία σε γηριατρικούς 

πληθυσµούς, ακόµη και σε ηλικιωµένους ασθενείς µε σακχαρώδη διαβήτη ή µεταβολικό 

σύνδροµο (191-193). Πρόσφατα, σε µια µελέτη ηλικιωµένων στην Κύπρο, βρέθηκε πως η 

µεγαλύτερου βαθµού υιοθέτηση της Μεσογειακής διατροφής συνδέεται µε χαµηλότερα 

επίπεδα ολικής χοληστερόλης, ακόµη και σε ηλικιωµένους που λάµβαναν αντιλιπιδαιµική 

αγωγή µε στατίνες (184). Παράλληλα, σε δύο ελληνικές επιδηµιολογικές µελέτες, την 

“GREECS study” και την “CARDIO2000 study”, βρέθηκε µικρότερη βαρύτητα του οξέος 

στεφανιαίου συνδρόµου σε ηλικιωµένους (181) και µικρότερη πιθανότητα εµφάνισης 

οξέος στεφανιαίου συνδρόµου σε µεσήλικες, που ακολουθούσαν τη Μεσογειακή διατροφή 

(183). Τα ευρήµατα αυτά φαίνεται πως επιβεβαιώνονται και από άλλες Ευρωπαϊκές 

µελέτες (194, 195). Επιπροσθέτως, τα αποτελέσµατα της παρεµβατικής µελέτης 

“PREDIMED” σε ηλικιωµένους, έδειξαν σηµαντική βελτίωση του λιπιδαιµικού προφίλ 

και µείωση των φλεγµονωδών παραγόντων, ύστερα από τρίµηνη υιοθέτηση της 

Μεσογειακής διατροφής (187, 196). 

 

 Η επίδραση της Μεσογειακής διατροφής έχει µελετηθεί επίσης και σε σχέση µε την 

παχυσαρκία στους ηλικιωµένους. Στις µελέτες “EPIC” και “SUN” παρατηρήθηκε τάση 

για χαµηλότερα επίπεδα του δείκτη µάζα σώµατος (∆.Μ.Σ.) στους ηλικιωµένους που ήταν 

τυπικότεροι στη Μεσογειακή διατροφή, χωρίς ωστόσο στατιστική σηµαντικότητα (197, 

198). Σε µια έρευνα µε ηλικιωµένους εθελοντές από τις µελέτες “Framingham” και 

“SENECA”, βρέθηκε αρνητική συσχέτιση της Μεσογειακής διατροφής µε την περιφέρεια 

µέσης και τον ∆.Μ.Σ. (199). Στη µελέτη “MEDIS” καταγράφηκε επίσης µειωµένη 

πιθανότητα εµφάνισης παχυσαρκίας µε τη µεγαλύτερου βαθµού υιοθέτηση της 

Μεσογειακής διατροφής σε ηλικιωµένους από Ελληνικά νησιά και την Κύπρο (200).    
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 Το µεταβολικό σύνδροµο έχει επίσης ερευνηθεί σε σχέση µε τη Μεσογειακή 

διατροφή, µε αντικρουόµενα ωστόσο αποτελέσµατα. Σε µια επιδηµιολογική µελέτη στην 

Ισπανία (191), καθώς και σε µια µελέτη µε δεδοµένα από πέντε Μεσογειακές χώρες (201), 

δεν βρέθηκε συσχέτιση της Μεσογειακής διατροφής µε χαµηλότερο επιπολασµό του 

µεταβολικού συνδρόµου. Αντίθετα, σε µια παρεµβατική µελέτη µε µεσήλικες βρέθηκε 

µειωµένη συχνότητα εµφάνισης του µεταβολικού συνδρόµου, µειωµένα επίπεδα 

φλεγµονωδών παραγόντων και ινσουλινοαντίστασης, καθώς και βελτιωµένη ενδοθηλιακή 

λειτουργία, ύστερα από διετή υιοθέτηση της Μεσογειακής διατροφής (202). Ωστόσο, αυτά 

τα αποτελέσµατα δεν επιβεβαιώθηκαν σε µια αντίστοιχη παρεµβατική µελέτη ασθενών µε 

στεφανιαία νόσο (203).  

 

 Ο ρόλος της Μεσογειακής διατροφής στις νεοπλασίες έχει µελετηθεί κυρίως σε 

σχέση µε τον καρκίνο του µαστού και του γαστρεντερικού σωλήνα. Τα αποτελέσµατα µιας 

µελέτης ασθενών-µαρτύρων στην Ιταλία έδειξαν χαµηλότερο κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου 

του πεπτικού συστήµατος µε αυξηµένο σκορ της Μεσογειακής διατροφής (204). 

Παράλληλα, τα δεδοµένα της προοπτικής µελέτης “Lyon Heart study” στον τέταρτο χρόνο 

επανεξέτασης, υποδηλώνουν προστατευτική επίδραση της Μεσογειακής διατροφής έναντι 

διαφόρων µορφών καρκίνου (205). Επιπροσθέτως, µια πρόσφατη µελέτη µετα-ανάλυσης 

σε δείγµα 1.574.299 εθελοντών, συσχέτισε την υιοθέτηση της Μεσογειακής διατροφής µε 

µείωση κατά 6,0% της θνησιµότητας από καρκίνο (206). 

 

 Στην ίδια µελέτη µετα-ανάλυσης βρέθηκε επίσης µείωση της συνολικής 

θνησιµότητας κατά 9,0% µε τον µεγαλύτερο βαθµό υιοθέτησης της Μεσογειακής 

διατροφής (206). Το εύρηµα αυτό επιβεβαιώνεται και από άλλες µελέτες, τόσο σε 

Μεσογειακές χώρες (207-209), όσο και σε µη Μεσογειακές χώρες (210, 211). 

Συγκεκριµένα, σε αυτές τις µελέτες σχετίστηκε η αύξηση, κατά µία µονάδα, του σκορ της 

Μεσογειακής διατροφής µε µείωση του ποσοστού συνολικής θνησιµότητας από 17,0% 

(208, 210) έως 31,0% (207). Παράλληλα, αύξηση του συγκεκριµένου διατροφικού σκορ 

κατά δύο µονάδες σχετίστηκε µε µείωση της θνησιµότητας κατά 25,0% (209). ∆εδοµένα 

από τις Ευρωπαϊκές γηριατρικές µελέτες “SENECA” και “FINE” υποστηρίζουν επίσης τη 

συσχέτιση της Μεσογειακής διατροφής µε χαµηλό κίνδυνο θνησιµότητας (89, 212). 

Αντίστοιχα αποτελέσµατα προέκυψαν και από µελέτες σε ηλικιωµένους µε ιστορικό 

εµφράγµατος µυοκαρδίου (213, 214). 
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 Στους ηλικιωµένους, η Μεσογειακή διατροφή φαίνεται πως έχει επίσης επίδραση 

στην κατάθλιψη, στη νοητική κατάσταση και στη νόσο Alzheimer. Συγκεκριµένα, η 

Μεσογειακή διατροφή έχει συσχετιστεί µε µειωµένο κίνδυνο εµφάνισης της νόσου 

Alzheimer και µειωµένη έκπτωση των γνωστικών λειτουργιών σε ηλικιωµένους (215, 

216). Σε µια πρόσφατη µελέτη µετα-ανάλυσης εκτιµήθηκε µικρότερος κίνδυνος εµφάνισης 

της νόσου Alzheimer σε ποσοστό 13,0%, µε την µεγαλύτερου βαθµού υιοθέτηση της 

Μεσογειακής διατροφής (206). Παράλληλα, τα αποτελέσµατα από τον ένατο χρόνο 

επανεξέτασης στην Ιταλική γηριατρική µελέτη “Italian Longitudinal Study on Aging”, 

έδειξαν θετική επίδραση της Μεσογειακής διατροφής στη γνωστική λειτουργία (217). 

Αναφορικά µε την κατάθλιψη, στην προοπτική µελέτη “SUN study” καταγράφηκε 

αντίστροφη συσχέτιση της πρόσληψης βιταµίνης Β12 και ω-3 λιπαρών οξέων µε την 

κατάθλιψη στις γυναίκες και της πρόσληψης φυλικού οξέος µε την κατάθλιψη στους 

άντρες (197). Παράλληλα, στη µελέτη “MEDIS” µε δείγµα ηλικιωµένων από τα Ελληνικά 

νησιά και την Κύπρο, βρέθηκε σηµαντική συσχέτιση της κατανάλωσης ψαριών µε την 

απουσία συµπτωµάτων κατάθλιψης (218). Η επίδραση της Μεσογειακής διατροφής στη 

διανοητική υγεία φαίνεται να επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες, όπως η επαρκής 

πρόσληψη βιταµινών του συµπλέγµατος Β, φυλικού οξέος και ω-3 λιπαρών οξέων, 

θρεπτικά συστατικά που εµπλέκονται στη σύνθεση νευροδιαβιβαστών και φωσφολιπιδίων 

στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (219). 

 

 Τα αποτελέσµατα της πλειοψηφίας των µελετών επιβεβαιώνουν την ευεργετική 

δράση της Μεσογειακής διατροφής στην τρίτη ηλικία. Ωστόσο, στις ίδιες µελέτες 

καταγράφεται µείωση στην υιοθέτηση της Μεσογειακής διατροφής, ακόµα και σε περιοχές 

της Μεσογείου (220).   
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1.8 Ο ρόλος του ψευδαργύρου στη γήρανση 

Ο ψευδάργυρος (Zn) αποτελεί απαραίτητο µέταλλο για τον οργανισµό και 

περιέχεται στο ανθρώπινο σώµα σε ποσότητα 2-3 γραµµαρίων. Έχουν βρεθεί πάνω από 

300 ένζυµα που περιέχουν ψευδάργυρο, ο οποίος είτε συµµετέχει άµεσα στην καταλυτική 

τους δράση ως συµπαράγοντας, είτε συντελεί στη δοµική τους σταθερότητα (221). Οι 

µεταγραφικοί παράγοντες αποτελούν επίσης µια οµάδα πρωτεϊνών που περιέχουν 

ψευδάργυρο, µε τη µορφή «δάχτυλων ψευδαργύρου» (zing fingers) και παρόµοιων 

δοµικών µορίων. Εκτιµάται πως το 10% του συνολικού ανθρώπινου γονιδιώµατος 

κωδικοποιεί πρωτεΐνες που συνδέονται µε τον ψευδάργυρο (222). Η εκτεταµένη 

ανεπάρκεια ψευδαργύρου χαρακτηρίζεται από καθυστερηµένη ανάπτυξη, δερµατικές 

πληγές, µειωµένη επούλωση πληγών, υπογοναδισµό, αναιµία, διάρροια, ανορεξία, 

διανοητική καθυστέρηση, εξασθενηµένη λειτουργία της όρασης και του ανοσοποιητικού 

συστήµατος (223, 224). 

 

Τα δεδοµένα σχετικά µε την διατροφική πρόσληψη και βιοδιαθεσιµότητα του 

ψευδαργύρου σε γηριατρικούς πληθυσµούς είναι περιορισµένα. Στις Ηνωµένες Πολιτείες 

Αµερικής, τα αποτελέσµατα της µελέτης “CFSII” (1994-1996) παρουσιάζουν επαρκή 

διαιτητική πρόσληψη ψευδαργύρου σε ηλικιωµένους και των δύο φύλων (225). Αντίθετα, 

στην έρευνα “NHANES III” καταγράφεται ανεπαρκής πρόσληψη ψευδαργύρου σε 

ποσοστό 35-45% του ηλικιωµένου πληθυσµού (226). Στην Ευρώπη, οι ερευνητές της 

µελέτης “ZENITH”, κατέγραψαν ανεπαρκή πρόσληψη ψευδαργύρου σε ποσοστό <5% των 

ηλικιωµένων, σε περιορισµένο όµως µέγεθος δείγµατος (227). Σε παρεµβατικές µελέτες 

χορήγησης συµπληρώµατος ψευδαργύρου σε ηλικιωµένους, βρέθηκαν αισιόδοξα 

αποτελέσµατα ως προς την ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήµατος και τη µείωση του 

ρυθµού εµφάνισης λοιµώξεων (228, 229).  

 

∆ιαιτητικές πηγές, απορρόφηση και µεταβολισµός του ψευδαργύρου 

Ο ψευδάργυρος βρίσκεται σχεδόν σε όλα τα τρόφιµα, ωστόσο οι κύριες 

διατροφικές πηγές του περιλαµβάνουν τα στρείδια, το κόκκινο κρέας, τα πουλερικά, τα 

ψάρια, τα θαλασσινά, τα φασόλια, τα φιστίκια, τα ολικής άλεσης δηµητριακά και τα 

γαλακτοκοµικά προϊόντα. Στον Πίνακα 1.1 απεικονίζονται οι κυριότερες διαιτητικές 

πηγές ψευδαργύρου. Η συνιστώµενη διαιτητική πρόσληψη του µικροθρεπτικού 



Σταυρούλα Κανόνη   Εισαγωγή 

41 
 

συστατικού είναι 8 mg για τις ενήλικες γυναίκες και 11 mg για τους ενήλικους άντρες, 

ενώ οι συστάσεις διαφοροποιούνται για την βρεφική και παιδική ηλικία, την εγκυµοσύνη 

και το θηλασµό, όπως φαίνεται στον Πίνακα 1.2 (230). 

 

 Πίνακας 1.1. Οι κυριότερες διαιτητικές πηγές Zn (πηγή: USDA Nutrient Database for 

Standard Reference, Release 11). 

Τρόφιµο (90 γρ., µαγειρεµένο, άπαχο) Zn 
(mg) 

Τρόφιµο Zn 
(mg)

Βοδινό Στήθος βραστό 8,9 Γαλακτοκοµικά Γιαούρτι, χαµηλών λιπαρών, 250 γρ. 2,2 
Σπάλα ψητή 7,4 Γάλα, χαµηλών λιπαρών, 250 ml 1,0 
Κιλότο ψηµένο 6,0 Τυρί τσένταρ, 30 γρ. 0,9 
Φιλέτο ψητό 5,5 Τυρί κρέµα, 125 γρ. 0,4 
Άνω κιλότο, ψητό 4,7 Σιτηρά Ρυζάλευρο, 1 φλιτζάνι 3,0 
Κόντρα φιλέτο ψητό 4,4 Σιτάρευλο, 1 φλιτζάνι 1,0 

Χοιρινό Ωµοπλάτη ψητή 3,6 Αλεύρι βρώµης, 0,5 φλιτζάνι 0,6 
Χοιροµέρι, 5% λίπος 2,4 Κρέµα σιταριού, 1 φλιτζάνι 0,2 
Φιλέτο ψητό 2,2 Νιφάδες καλαµποκιού, 1 φλιτζάνι 0,2 
Μπριζόλα ψητή 2,0 ∆ηµητριακά Σκούρο ρύζι, βρασµένο, 0,5 φλιτζάνι 0,6 

Αρνί Μπούτι ψητό 4,3 Ολικής άλεσης ψωµί, 1 φέτα (30 γρ.) 0,5 
Φιλέτο ψητό 3,5 Λευκό ρύζι, βρασµένο, 0,5 φλιτζάνι 0,4 

Μοσχάρι Φιλέτο ψητό 4,0 Άσπρο ψωµί, 1 φέτα (30 γρ.) 0,2 
Κοτολέτα τηγανητή 2,4 Φρούτα Μπανάνα, 1 µέτρια 0,2 

Κοτόπουλο Συκώτι βραστό 3,7 Βερίκοκα, αποξηραµένα, 7 µισά  0,2 
Σκούρο κρέας ψητό 2,4 ∆αµάσκηνα, αποξηραµένα, 3 µέτρια 0,1 
Λευκό κρέας ψητό 1,0 Πορτοκάλι, 1 µέτριο 0,1 

Γαλοπούλα Σκούρο κρέας ψητό 3,8 Μήλο, 1 µέτριο 0,1 
Λευκό κρέας ψητό 1,7 Σταφίδες, 2 κουταλιές της σούπας 0,1 

Ψάρι Τόνος, κονσέρβα 0,7 Λαχανικά Αρακάς, µαγειρεµένος, 0,5 φλιτζάνι 0,9 
Πέρκα στον ατµό 0,5 Πατάτα, ψητή, χωρίς δέρµα, 1 µέτρια 0,6 
Σολοµός στον ατµό 0,4 Καλαµπόκι, βραστό, 0,5 φλιτζάνι 0,4 

Οστρακοειδή Στρείδια, 6 µέτρια, ωµά 49,8 Μπρόκολο, ωµό, 0,5 φλιτζάνι 0,2 
Καβούρι βραστό 6,5 Σπανάκι, ωµό, 1 φλιτζάνι 0,2 
Γαρίδα βραστή 1,3 Μαρούλι, 1 φλιτζάνι 0,2 

   Καρότο, ωµό, 1 µέτριο 0,1 
   Όσπρια Φασόλια, βραστά, 0,5 φλιτζάνι 1,8 
   Φάβα, µαγειρεµένη, 0,5 φλιτζάνι 1,3 
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Πίνακας 1.2. Συνιστώµενη διαιτητική πρόσληψη Zn (230). 

Ηλικία Άρρενες Θήλυ Εγκυµοσύνη Θηλασµός 
Γέννηση – 6 µηνών 2 mg 2 mg   
7 µηνών – 3 χρονών 3 mg 3 mg   
4 – 8 ετών 5 mg 5 mg   
9 – 13 ετών 8 mg 8 mg   
14 – 18 ετών 11 mg 9 mg 13 mg 14 mg 
19+ ετών 11 mg 8 mg 11 mg 12 mg 

 

Η απορρόφηση του ψευδαργύρου πραγµατοποιείται από το λεπτό έντερο, κυρίως 

στη νήστιδα, είτε ενεργητικά µέσω πρωτεϊνικού φορέα (σε χαµηλές διαιτητικές 

προσλήψεις του ιχνοστοιχείου), είτε παθητικά µε διάχυση (σε αυξηµένη διαιτητική 

πρόσληψή του). Η εντερική απορρόφηση του ψευδαργύρου κυµαίνεται από 12-59% και 

υπόκεινται σε µηχανισµό εντερικής έκκρισης και επαναρρόφησης, που ρυθµίζει την 

απορροφούµενη ποσότητα ψευδαργύρου ανάλογα µε τις ανάγκες του οργανισµού (231, 

232). Η ρύθµιση της οµοιόστασης του ψευδαργύρου από το γαστρεντερικό σωλήνα 

περιλαµβάνει την παράλληλη λειτουργία πολλών µεταφορέων. Όλοι οι µεταφορείς 

ψευδαργύρου έχουν διαµεµβρανικές περιοχές και κωδικοποιούνται από δύο οικογένειες 

γονιδίων: ZnT (SLC30) και Zip (SLC39) (233). Στον άνθρωπο υπάρχουν 9 ZnT και 15 Zip 

µεταφορείς, µε αντίθετους ρόλους (234). Συγκεκριµένα, οι ZnT µεταφορείς µειώνουν την 

ενδοκυτταρική συγκέντρωση ψευδαργύρου επάγοντας, είτε την εκροή ψευδαργύρου από 

τα κύτταρα, είτε την µετακίνησή του σε ενδοκυτταρικά σωµατίδια. Αντίθετα, οι 

µεταφορείς Zip αυξάνουν την ενδοκυτταρική συγκέντρωση ψευδαργύρου ασκώντας την 

αντίθετη δράση. Ο ZnT1 είναι ο πρώτος µεταφορέας ψευδαργύρου που προσδιορίστηκε 

στο λεπτό έντερο, στο επιθήλιο των νεφρικών σωληναρίων και στον πλακούντα, µε κύρια 

δράση τη µεταφορά ψευδαργύρου από τα εντεροκύτταρα στην κυκλοφορία (235). Η 

έκφρασή του ρυθµίζεται από το διαιτητικό ψευδάργυρο, καθώς αυξηµένη πρόσληψη του 

ιχνοστοιχείου οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα mRNA του ZnT1. Ο υποδοχέας ZnT4 

εκφράζεται κυρίως στους µαστικούς αδένες, ο Zip4 στο λεπτό έντερο και το ήπαρ, ενώ η 

έκφρασή του αυξάνεται σε συνθήκες έλλειψης ψευδαργύρου (236, 237).  

 

Το µεγαλύτερο ποσοστό του ψευδαργύρου στον οργανισµό βρίσκεται 

αποθηκευµένο στους σκελετικούς µύες και τα οστά, το 11,0% βρίσκεται στο ήπαρ και στο 

δέρµα, ενώ η συγκέντρωσή του στο πλάσµα αντιστοιχεί µόνο στο 0,1% της συνολικής 

ποσότητας του µετάλλου στον οργανισµό (234, 238). Τα επίπεδα ψευδαργύρου στο 
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πλάσµα κυµαίνονται από 10-15 µmol/L και διατηρούνται σταθερά ακόµα και µε 

διακυµάνσεις στη διαιτητική πρόσληψη ψευδαργύρου, εκτός και αν οι διακυµάνσεις αυτές 

είναι µακροχρόνιες ή/και ακραίες (239). Ο ψευδάργυρος συνδέεται ισχυρά µε πρωτεΐνες 

σε ουδέτερο pH, ενώ το 80,0% του ψευδαργύρου στο πλάσµα είναι συνδεδεµένο µε 

αλβουµίνη (234). Η απώλεια του ψευδαργύρου γίνεται κυρίως µέσω του γαστρεντερικού 

σωλήνα από τις παγκρεατικές εκκρίσεις και κυµαίνεται από 27-90 µmol/ηµέρα. Η 

απέκκριση ψευδαργύρου µε τα ούρα είναι σχετικά µικρότερη, καθώς τα νεφρά 

επαναρροφούν τον ψευδάργυρο, µε εκτιµώµενες απώλειες 8-11 µmol/ηµέρα. Ωστόσο, η 

χρήση θειαζιδικών διουρητικών αυξάνει ως και 60,0% την νεφρική απέκκριση του 

ιχνοστοιχείου (234, 238). 

    

Η εντερική απορρόφηση του ψευδαργύρου επηρεάζεται από αρκετούς 

διατροφικούς παράγοντες (231). Η συνολική ποσότητα της πρωτεΐνης ενός γεύµατος 

φαίνεται να ευνοεί την απορρόφηση του ψευδαργύρου. Άλλωστε, τα τρόφιµα που είναι 

πλούσια σε πρωτεΐνη αποτελούν και καλές πηγές ψευδαργύρου, οπότε η αυξηµένη 

διαιτητική πρόσληψη πρωτεΐνης οδηγεί και σε αυξηµένη πρόσληψη και υψηλή 

βιοδιαθεσιµότητα του ψευδαργύρου (240). Ο τύπος της πρωτεΐνης επηρεάζει επίσης την 

βιοδιαθεσιµότητα του ιχνοστοιχείου, µε τις περισσότερες ζωικές πρωτεΐνες να προάγουν 

την απορρόφηση, πιθανά λόγω απελευθέρωσης αµινοξέων που διατηρούν τον ψευδάργυρο 

σε διαλυτή µορφή (231, 240). Αντίθετα, η καζεΐνη του γάλακτος φαίνεται πως ασκεί 

αρνητική επίδραση στην απορρόφηση του ιχνοστοιχείου., πιθανά λόγω δέσµευσής του στα 

φωσφορυλιωµένα υπολείµµατα σερίνης και θρεονίνης των άπεπτων τµηµάτων της 

καζεΐνης (231). Οι φυτικές ίνες και κυρίως το φυτικό οξύ, ασκούν αρνητική επίδραση 

στην απορρόφηση του ψευδαργύρου, λόγω των συµπλόκων που δηµιουργούν οι 

φωσφορικές οµάδες της εξαφωσφορικής ινοσιτόλης µε τον ψευδάργυρο (231). Ο σίδηρος 

δεν φαίνεται να επηρεάζει την απορρόφηση ψευδαργύρου, ενώ η χορήγηση 

συµπληρώµατος σιδήρου και ψευδαργύρου δεν εµφανίζει ανασταλτική δράση στην 

απορρόφηση και των δύο µετάλλων, παρά µόνο όταν ο λόγος σιδήρου/ψευδαργύρου είναι 

πολύ υψηλός. Οι χηλικοί υποκαταστάτες (όπως το EDTA), καθώς και ορισµένα αµινοξέα 

(όπως η ιστιδίνη και η µεθειονίνη) και οργανικά οξέα (όπως το κιτρικό) φαίνεται να 

αυξάνουν την απορρόφηση και βιοδιαθεσιµότητα του ψευδαργύρου (231).  
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Ο βιολογικός ρόλος του ψευδαργύρου 

Τα βασικά χαρακτηριστικά του ψευδαργύρου περιλαµβάνουν το υψηλά 

συγκεντρωµένο φορτίο του, την µικρή ακτίνα του (0,65 Å), την έλλειψη σθένους (χαµηλός 

κίνδυνος παραγωγής ελευθέρων ριζών), την εύκολη µετάβαση από τη µια συµµετρία στην 

άλλη, τη γρήγορη ανταλλαγή υποκαταστατών και τη σύνδεση κυρίως µε S- και N-δότες 

στα βιολογικά συστήµατα (241). Αυτές οι ιδιότητες προσδίδουν στον ψευδάργυρο 

σηµαντικό βιολογικό ρόλο ως καταλύτη. Ο ψευδάργυρος απαιτείται για τη βιολογική 

δράση τουλάχιστον 300 ενζύµων, ενώ παράλληλα διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη 

δοµή, λειτουργία, σταθερότητα και ρευστότητα των βιοµεµβρανών, λόγω της σύνδεσής 

του στις σουλφυδριλικές οµάδες µε το σχηµατισµό µερκαπτιδίων (221). 

 

Ο ψευδάργυρος ρυθµίζει επίσης την ισορροπία ανάµεσα στην γονιδιακή έκφραση 

των µεταλλοπρωτεασών και των ιστικών αναστολέων του πλέγµατος των 

µεταλλοπρωτεασών, η οποία είναι απαραίτητη για τη βέλτιστη λειτουργία αρκετών 

βιολογικών συστηµάτων (221, 241). Ο ψευδάργυρος είναι παρόν στους «δάκτυλους 

ψευδαργύρου» αρκετών πρωτεϊνών, πεπτιδίων, ενζύµων, ορµονών, µεταγραφικών 

παραγόντων και κυτταροκινών, που εµπλέκονται στη διατήρηση της οµοιόστασης και 

άµυνας του οργανισµού. Στις λειτουργίες του ψευδαργύρου, περιλαµβάνεται επίσης η 

ρύθµιση της σταθερότητας του mRNA και του εξωκυτταρικού πλέγµατος (221, 241, 242).  

 

Συγκεκριµένα, ο ψευδάργυρος απαιτείται για τη διατήρηση της ενζυµικής 

δραστηριότητας της συνθετάσης του νιτρικού οξέος (iNOS), µέσω σύνδεσης µε δύο 

οµάδες κυστεΐνης στο αιµικό τµήµα του ενζύµου. Καθώς το νιτρικό οξύ (NO) εµπλέκεται 

στην έκφραση του mRNA των µεταλλοθειονινών και στην αναστολή του ενζύµου PARP 

(Poly ADP-Ribose Polymerase – Πολυµεράση πολύ-ADP-ριβόζης), ο δοµικός ρόλος του 

ψευδαργύρου στην παραγωγή του ΝΟ είναι µεγάλης σηµασίας. Παράλληλα, το ΝΟ 

εµπλέκεται και στην απελευθέρωση ψευδαργύρου από τις µεταλλοθειονίνες προς τα 

αντιοξειδωτικά ένζυµα (229, 243-246). 

 

Οι µεταλλοθειονίνες (ΜΤ) είναι µια οµάδα πρωτεϊνών χαµηλού µοριακού βάρους 

που συνδέονται µε µέταλλα, εµφανίζοντας υψηλή συγγένεια σύνδεσης µε τον ψευδάργυρο 

και το χαλκό (247). Κάθε µόριο µεταλλοθειονίνης περιέχει 20 κυστεΐνες και έχει τη 

δυνατότητα δέσµευσης 7 ατόµων ψευδαργύρου, µέσω µερκαπτιδικών δεσµών (248). Στον 
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άνθρωπο, έχουν εντοπιστεί τουλάχιστον δέκα γονίδια (στο χρωµόσωµα 16), που 

κωδικοποιούν τέσσερεις υπο-οικογένειες µεταλλοθειονινών, την ΜΤ1 και ΜΤ2 που 

βρίσκονται σχεδόν σε όλους τους ιστούς, την ΜΤ3 που εντοπίζεται στον εγκέφαλο και την 

ΜΤ4 που βρίσκεται στο πλακώδες επιθήλιο (249). Μια από τις κυριότερες λειτουργίες των 

ΜΤ1 και ΜΤ2 είναι η ρύθµιση της οµοιόστασης του ψευδαργύρου και ο ενδοκυτταρικός 

περιορισµός του οξειδωτικού στρες. 

 

Οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες των µεταλλοθειονινών, µέσω της ρύθµισης της 

ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης ψευδαργύρου, προσδιορίζουν τον προστατευτικό τους 

ρόλο σε συνθήκες στρες, κατά τη νεαρή και ενήλικη ζωή. Ωστόσο, η φυσιολογική 

λειτουργία των µεταλλοθειονινών φαίνεται να µεταβάλλεται µε την πάροδο της ηλικίας, 

επηρεάζοντας την οµοιόσταση και βιοδιαθεσιµότητα του ψευδαργύρου στο ανοσοποιητικό 

σύστηµα. Συγκεκριµένα, σε νεαρές ηλικίες η παρουσία οξειδωτικού στρες ή φλεγµονής 

οδηγεί σε αυξηµένη παραγωγή µεταλλοθειονινών, µε επακόλουθη αυξηµένη 

απελευθέρωση ψευδαργύρου και αποτέλεσµα την άρτια λειτουργία του ανοσολογικού 

συστήµατος,. Η απελευθέρωση ψευδαργύρου από τις ΜΤ διασφαλίζει την επαρκή 

παραγωγή ΝΟ από την iNOS συνθετάση και την ενεργοποίηση του PARP προς την 

κατεύθυνση επιδιόρθωσης του DNA. Αντίθετα, σε µεγαλύτερες ηλικίες η έλλειψη 

ψευδαργύρου, λόγω της µειωµένης διαιτητικής πρόσληψης και εντερικής απορρόφησης, 

σε συνδυασµό µε την αυξηµένη παραγωγή ΜΤ, ως αποτέλεσµα της χρόνιας έκθεσης σε 

οξειδωτικό στρες, οδηγεί σε αυξηµένη παραγωγή µεταλλοθειονινών µε περιορισµένη 

ικανότητα απελευθέρωσης ψευδαργύρου. Στους ηλικιωµένους, η παρουσία οξειδωτικού 

στρες ή φλεγµονής οδηγεί στην υπέρµετρη παραγωγή µεταλλοθειονινών, οι οποίες 

ουσιαστικά εγκλωβίζουν τον ψευδάργυρο. Η µειωµένη απελευθέρωση ψευδαργύρου 

οδηγεί στην εκτροπή της φυσιολογικής λειτουργίας του ανοσοποιητικού συστήµατος και 

στην ενεργοποίηση του PARP προς την κυτταρική απόπτωση (241, 250).  

 

Ο ρόλος του ψευδαργύρου στο ανοσοποιητικό σύστηµα είναι πολύ σηµαντικός, 

καθώς αποτελεί απαραίτητο µέταλλο για την άρτια οργάνωση και λειτουργία των 

ανοσολογικών αντιδράσεων, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1.3 (244). Η παραγωγή, 

ωρίµανση και ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων εξαρτάται από την επάρκεια 

ψευδαργύρου, καθώς συνδέεται στα ένζυµα της αντιγραφής και µεταγραφής του DNA 

στον κυτταρικό κύκλο των λεµφοκυττάρων, συµµετέχει σε δοµικές πρωτεΐνες της 

κυτταρικής µεµβράνης των λεµφοκυττάρων και ενεργοποιεί τη θυµουλίνη. Πρόκειται για 
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µια ορµόνη που παράγεται από τα επιθηλιακά κύτταρα του θύµου αδένα και στην ενεργή 

της µορφή είναι συνδεδεµένη µε ψευδάργυρο. Η θυµουλίνη είναι απαραίτητη για την 

ωρίµανση, διαφοροποίηση και ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων, την παραγωγή 

κυτταροκινών και τη δράση των κυττάρων φυσικών φονέων (Natural Killer cells – NK 

cells). H έλλειψη ψευδαργύρου συνοδεύεται από ατροφία του θύµου αδένα, λεµφοπενία, 

ελαττωµένη κυτταροτοξική ικανότητα του ανοσοποιητικού συστήµατος και µειωµένη 

δραστηριότητα της θυµουλίνης (229, 251). 

 

Τα Τ-λεµφοκύτταρα είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα στην επαρκή παρουσία 

ψευδαργύρου. Έλλειψή του, συνοδεύεται από µειωµένο αριθµό περιφερικών Τ-

λεµφοκυττάρων, µειωµένη δράση Τ-βοηθητικών λεµφοκυττάρων και µειωµένη 

κυτταροτοξικότητα. Ο ψευδάργυρος είναι επίσης απαραίτητος για το µείζον σύµπλεγµα 

ιστοσυµβατότητας (MHC I & II – Major Histocompatibility Class) και η έλλειψή του 

συνοδεύεται από ελαττωµένη ικανότητα παραγωγής αντισωµάτων (243, 251). Η 

ανεπάρκεια ψευδαργύρου διαταράσσει επίσης και τη φυσιολογική παραγωγή 

κυτταροκινών από τα Τ-βοηθητικά κύτταρα µε αποτέλεσµα την µειωµένη παραγωγή IL-2, 

IL-12, IFN-α, IFN-γ και αυξηµένη παραγωγή των φλεγµονωδών παραγόντων TNF-α, IL-1 

και IL-6 (229, 249, 252). Η διαταραχή στην ισορροπία παραγωγής κυτταροκινών λόγω 

έλλειψης ψευδαργύρου, προκαλεί µειωµένη ενεργοποίηση και δράση των κυττάρων 

φυσικών φονέων (244, 251). Ο ψευδάργυρος είναι επίσης απαραίτητος για την ωρίµανση 

των Β-λεµφοκυττάρων και η έλλειψή του προκαλεί µείωση του αριθµού των ανώριµων Β-

λεµφοκυττάρων (244, 251). Επιπροσθέτως, η έλλειψη ψευδαργύρου προκαλεί µειωµένη 

ικανότητα χηµειοταξίας και φαγοκυττάρωσης στα ουδετερόφιλα, στα µονοκύτταρα και 

στα ιστικά µακροφάγα.  

 

Στον άνθρωπο, το πιο χαρακτηριστικό παράδειγµα της επίδρασης της ανεπάρκειας 

ψευδαργύρου είναι η εντεροπαθητική ακροδερµατίτιδα (acrodermatitis enteropathica). 

Πρόκειται για µια σπάνια αυτοσωµική υπολειπόµενη κληρονοµική πάθηση που προκαλεί 

θυµική ατροφία και αυξηµένη ευπάθεια σε βακτηριακές, µυκητιασικές και ιικές λοιµώξεις. 

Η παθολογία της νόσου περιλαµβάνει τη δυσαπορρόφηση του ψευδαργύρου, λόγω 

µεταλλάξεων στο γονίδιο που κωδικοποιεί την εντερική πρωτεΐνη µεταφοράς 

ψευδαργύρου hZip4 (251). 
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Εικόνα 1.3. Επισκόπηση του ρόλου του ψευδαργύρου στη λειτουργία του ανοσοποιητικού 

συστήµατος (244).
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2. Μεθοδολογία 

2.1 Σκοπός και σχεδιασµός της µελέτης 

Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας γηριατρικής µελέτης (GHRAS Study – Greek Health 

Randomized Ageing Study) είναι η αξιολόγηση βιοχηµικών (λιπιδίων, γλυκόζης, 

ινσουλίνης, φλεγµονωδών δεικτών και ψευδαργύρου), γενετικών, ανθρωποµετρικών και 

κλινικών παραµέτρων, ιατρικού ιστορικού, διατροφικών συνηθειών και άλλων στοιχείων 

του τρόπου ζωής (δηµογραφικά στοιχεία, φυσική δραστηριότητα, κάπνισµα, παρουσία 

κατάθλιψης και έκπτωση γνωστικών λειτουργιών) σε δείγµα ηλικιωµένων Ελλήνων. Η 

παρούσα µελέτη στοχεύει στην ολιστική αποτίµηση της κατάστασης υγείας των 

ηλικιωµένων και στην αξιολόγηση της συνδυασµένης επίδρασης των γενετικών και 

περιβαλλοντικών παραγόντων στην υγιή γήρανση. (253) 

 

∆είγµα 

Το δείγµα αποτελούν 843 ηλικιωµένοι (≥ 60 ετών) από τους δήµους της 

Καλλιθέας, Νέας Σµύρνης και του Μοσχάτου. Η συµµετοχή των ηλικιωµένων στην 

µελέτη ήταν εθελοντική, έπειτα από ενυπόγραφη συναίνεσή τους. Η συλλογή του 

δείγµατος πραγµατοποιήθηκε στα Κέντρα Ανοιχτής Προστασίας Ηλικιωµένων (Κ.Α.Π.Η.) 

των παραπάνω δήµων, έπειτα από έγγραφη έγκριση των αντίστοιχων ∆ηµοτικών 

Συµβουλίων. Ο σχεδιασµός της µελέτης είχε την έγκριση της Επιτροπή Βιοηθικής του 

Χαροκοπείου Πανεπιστηµίου. Τµήµα της παρούσας µελέτης περιλαµβάνεται στα πλαίσια 

του Ευρωπαϊκού ερευνητικού προγράµµατος: “Nutritional zinc, oxidative stress and 

immunosenescence: biochemical, genetic and lifestyle implications for healthy ageing – 

ZINCAGE”.  

 

Μελέτη Zincage 

Η µελέτη “Zincage” αποτελεί ένα Ευρωπαϊκό ερευνητικό πρόγραµµα, 

χρηµατοδοτούµενο από το 6ο Ευρωπαϊκό Πρόγραµµα – Πλαίσιο (FOOD-CT-2004-

506850). Στην έρευνα συµµετείχαν 17 Ευρωπαϊκές ερευνητικές οµάδες από 8 χώρες 

(Γαλλία, Γερµανία, Ελλάδα, Ηνωµένο Βασίλειο, Ισπανία, Ιταλία, Ουγγαρία και Πολωνία), 

µε αντικείµενο τη µελέτη βιοχηµικών και γενετικών παραµέτρων και παραγόντων του 

τρόπου ζωής στην υγιή γήρανση, µε ιδιαίτερο επίκεντρο τον διατροφικό ψευδάργυρο, το 
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οξειδωτικό στρες και την ανοσογήρανση (254). Το ερευνητικό πρόγραµµα “Zincage” 

περιελάµβανε την συλλογή περίπου 800 υγιών ηλικιωµένων (60-85 ετών), 120 υγιών 

ενενηντάχρονων (≥85 ετών) και 120 ασθενών ηλικιωµένων (λοιµώξεις, καρκίνος ή 

αθηροσκλήρυνση) από πέντε ευρωπαϊκές γεωγραφικές περιοχές (Γερµανία, Γαλλία, 

Ελλάδα, Ιταλία και Πολωνία). Στα πλαίσια της µελέτης “Zincage” στρατολογήθηκαν 250 

Έλληνες ηλικιωµένοι. 

 

Ο κύριος στόχος της έρευνας “Zincage” ήταν η αποσαφήνιση του ρόλου που 

διαδραµατίζει ο διατροφικός ψευδάργυρος στα υγιή γηρατειά και στη µακροβιότητα, µέσω 

της διατήρησης της ανοσολογικής επάρκειας σε κεντρικό και περιφερικό επίπεδο. Οι 

προτεινόµενοι µηχανισµοί δράσης του ψευδαργύρου περιλαµβάνουν τον περιορισµό του 

οξειδωτικού στρες, επιδρώντας σε πρωτεΐνες, ένζυµα και φλεγµονώδεις παράγοντες, µε 

τελικό αποτέλεσµα τη διατήρηση άρτιας ανοσολογικής κατάστασης. Σε αυτό το πλαίσιο, η 

έρευνα “Zincage” εστίασε κυρίως στη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των 

µεταλλοθειονινών, των πρωτεϊνών συνοδών (chaperons), της παραγωγής ΝΟ, του µήκους 

των τελοµερών, του κυτταρικού κύκλου, της δραστικότητας των ApoJ και PARP-1, της 

κυτταρικής µεταβίβασης µηνυµάτων και της επιδιόρθωσης του DNA στα λεµφοκύτταρα 

ηλικιωµένων και υπερήλικων ατόµων, µε σκοπό την ανάδειξη βιολογικών δεικτών 

ανοσογήρανσης και µακροβιότητας. 

 

Πλήρης περιγραφή του ερευνητικού προγράµµατος “Zincage” παρουσιάζεται στην 

ιστοσελίδα http://www.zincage.org. 

 

Κριτήρια στρατολόγησης εθελοντών 

Οι εθελοντές ήταν άνω των 60 ετών, µη τρόφιµοι ιδρύµατος και δίχως την 

αναγκαιότητα καθηµερινής νοσοκοµειακής φροντίδας. Παράλληλα, δεν λάµβαναν 

στεροειδή, αντικαταθλιπτικά, αντιβίωση, αντιµεταβολίτες και συµπληρώµατα διατροφής. 

Από την έρευνα εξαιρέθηκαν οι ηλικιωµένοι που έπασχαν από: ινσουλινοεξαρτώµενο 

σακχαρώδη διαβήτη, αυτοάνοσα νοσήµατα, νευρογενή νοσήµατα, λοιµώξεις, νόσο Crohn, 

εντεροπαθητική ακροδερµατίτιδα, νεφροπάθεια, ηπατοπάθεια, δρεπανοκυτταρική αναιµία, 

χρόνιες δερµατικές παθήσεις και καρκίνο.  

 

Όσοι εθελοντές πληρούσαν τα παραπάνω κριτήρια χαρακτηρίστηκαν ως υγιείς, 

ενώ ως καρδιοπαθείς χαρακτηρίστηκαν οι εθελοντές που πληρούσαν τα παραπάνω 
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κριτήρια και το ιατρικό ιστορικό τους περιελάµβανε κάποιες από τις ακόλουθες παθήσεις: 

στεφανιαία νόσο, καρδιακή ανεπάρκεια, καρωτιδική στένωση, στηθάγχη, καρδιακή 

αρρυθµία, έµφραγµα µυοκαρδίου, εγκεφαλικό, αθηροσκλήρυνση. 

 

2.2 Αιµοληψία και αποµόνωση βιολογικών υλικών 

 Η αιµοληψία πραγµατοποιήθηκε ύστερα από 12ωρη νηστεία. Στα δείγµατα αίµατος 

πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση ορού και πλάσµατος, έπειτα από φυγοκέντρηση (3000 

rpm, 10 λεπτά, 4οC). Τα δείγµατα ορού και πλάσµατος αποθηκεύτηκαν στους -80οC. 

 

 Ποσότητα 5ml αίµατος από κάθε εθελοντή χρησιµοποιήθηκε για αποµόνωση 

DNA, µε τη µέθοδο του χλωριούχου νατρίου (NaCl) (255). Συνοπτικά, η µέθοδος 

περιελάµβανε τη συλλογή της στοιβάδας λευκών κυττάρων ύστερα από φυγοκέντρηση 

(3000 rpm, 10 λεπτά, 4οC) του δείγµατος αίµατος και ανάµειξή της µε 50ml διαλύµατος 

Λύσης Ι µε αραίωση 1x (διάλυµα Λύσης Ι 20x: 82,9g NH4CL, 10,01g KHCO3, 20ml 

EDTA 0,5Μ, απεσταγµένο νερό ως τα 500ml, pH=7,4). Ακολούθησε επώαση σε πάγο (20 

λεπτά) και φυγοκέντρηση (2000 rpm, 10 λεπτά, 4οC). Αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο, 

προστέθηκαν 25ml διαλύµατος Λύσης Ι (αραίωση 1x) και ακολούθησε φυγοκέντρηση 

(2500 rpm, 10 λεπτά, 4οC). Αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο και προστέθηκαν 3 ml 

διαλύµατος Λύσης ΙΙ (0,61g TrisHCL, 11,69g NaCL, 2ml EDTA 0,5Μ, απεσταγµένο νερό 

ως τα 500ml, pH=8,4). Ύστερα από ανακίνηση, προστέθηκαν 50µl πρωτεϊνάσης Κ (20 

mg/ml) και 150µl SDS 20% (Sodium Dodecyl Sulfate). Ακολούθησε ήπια ανάδευση και 

επώαση στους 56οC για 8-12 ώρες. Στη συνέχεια, προστέθηκε 1ml NaCl (6Μ), 

ακολούθησε ισχυρή ανακίνηση και φυγοκέντρηση (3000 rpm, 10 λεπτά, 4οC). Αν το 

υπερκείµενο δεν ήταν αρκετά διαυγές, επαναλήφθηκε η ανακίνηση και η φυγοκέντρηση. 

Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε 10ml αιθανόλης (96%), όπου µε ήπια κυκλική ανακίνηση 

έγινε ορατό το DNA. Το DNA αποµακρύνθηκε µε σιφώνιο Pasteur και ξεπλύθηκε σε 

διάλυµα αιθανόλης 70%. Μετά την εξάτµιση της αιθανόλης, το DNA διαλυτοποιήθηκε σε 

0,5ml διαλύµατος ΤΕ (0,61g Tris Base, 1ml EDTA 0,5Μ, απεσταγµένο νερό ως τα 500ml, 

pH=7,4) και αποθηκεύτηκε στους -20οC. 
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2.3 Αιµατολογικές και βιοχηµικές αναλύσεις 

 Οι αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν είναι οι ακόλουθες: γενική εξέταση 

αίµατος, µέτρηση επιπέδων λιπιδίων, γλυκόζης, ινσουλίνης, φλεγµονωδών δεικτών και 

ψευδαργύρου. 

 

 Γενική εξέταση αίµατος πραγµατοποιήθηκε σε δείγµατα ολικού αίµατος από 250 

εθελοντές. Η µέτρηση των επιπέδων λιπιδίων στο σύνολο των εθελοντών, έγινε σε 

δείγµατα ορού µε ενζυµατική χρωµατοµετρική µέθοδο σε αυτόµατο βιοχηµικό αναλυτή 

και περιελάµβανε: ολική χοληστερόλη, HDL-C και τριγλυκερίδια. Τα επίπεδα LDL-C 

υπολογίστηκαν µε βάση την εξίσωση Friedewald (256). Η υπερχοληστερολαιµία και η 

δυσλιπιδαιµία ορίστηκαν µε βάση τις τιµές αναφοράς του NCEP (ολική χοληστερόλη 

>200 mg/dl, ή/και LDL-C >130 mg/dl, ή/και HDL-C <40 mg/dl, ή/και τριγλυκεριδία >150 

mg/dl, ή/και λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας) (52).  

 

Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε µέτρηση οξειδωµένης LDL-C (ox.LDL-C) σε 

δείγµατα πλάσµατος από 175 εθελοντές. Τα κριτήρια επιλογής των 175 εθελοντών 

περιελάµβαναν: ηλικία ≥75 έτη, απουσία σοβαρού καρδιαγγειακού ή φλεγµονώδους 

νοσήµατος και µη λήψη αντιβίωσης, διουρητικών, αντιλιπιδαιµικών, αντιπηκτικών,  

στεροειδών και µη στεροειδών αντιφλεγµονωδών φαρµάκων. Η µέτρηση της ox.LDL-C 

πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση εµπορικού ELISA kit (Mercodia AB, Uppsala, Sweden), 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η αρχή της συγκεκριµένης ανοσοενζυµατικής 

µεθόδου ELISA, στηρίζεται στο µονοκλωνικό αντίσωµα 4E6 για έναν επίτοπο της 

οξειδωµένης ApoB-100 και στην ανταγωνιστική σύνδεση της ox.LDL-C µε αντισώµατα 

σηµασµένα µε βιοτίνη. Η σύνδεση της ox.LDL-C µε τα αντισώµατα ανιχνεύτηκε µε 

3,3΄,5,5΄-τετραµεθυλβενζιδίνης, ύστερα από τη δηµιουργία συµπλόκου µε στρεπταβιδίνη. 

Η ποσοτικοποίηση των επιπέδων ox.LDL-C πραγµατοποιήθηκε φασµατοφωτοµετρικά. 

       

 Στα δείγµατα ορού του συνόλου των εθελοντών έγινε µέτρηση επιπέδων γλυκόζης 

νηστείας µε ενζυµατική χρωµατοµετρική µέθοδο σε αυτόµατο βιοχηµικό αναλυτή και 

µέτρηση επιπέδων ινσουλίνης νηστείας µε τη µέθοδο του ανοσοφθορισµού σε αυτόµατο 

αναλυτή. Ως διαβητικά, χαρακτηρίστηκαν τα άτοµα που είχαν επίπεδα γλυκόζης νηστείας 

≥126 mg/dl ή/και λάµβαναν αντιδιαβητική θεραπεία, σύµφωνα µε τις διεθνείς οδηγίες 

(257). Για την εκτίµηση της λειτουργίας των β-κυττάρων και του βαθµού 
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ινσουλινοαντίστασης εφαρµόστηκε η µέθοδος οµοιοστατικού µοντέλου αξιολόγησης 

(Homeostatic Model Assessment – ΗΟΜΑ 2) (258). Ο υπολογισµός των τιµών Homa-B 

και Homa-IR έγινε µε τη χρήση του λογισµικού “Homa Calculator 2” 

(http://www.dtu.ox.ac.uk/index.php?maindoc=/homa/publications.php).   

 

 Οι µετρήσεις των επιπέδων κυτταροκινών και χυµοκινών που µετρήθηκαν 

περιλαµβάνουν: IL (Interleukin)-6, IL-8, TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), MCP-1 

(Monocyte Chemoattractant Protein-1), MIP-1α (Macrophage Inflammatory Protein-1α) 

και RANTES. Οι αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν σε δείγµατα πλάσµατος 250 εθελοντών 

µε τη πολλαπλή συζευγµένη ανοσολογική µέθοδο βασισµένη σε σφαιρίδια (multiplex 

bead-based sandwich immunoassay), σε Bio-Plex Protein Array System µε τα αντίστοιχα 

αντιδραστήρια και σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή (Bio-Rad Laboratories) 

(259). Η µέθοδος επιτρέπει την ταυτόχρονη µέτρηση πολλαπλών δεικτών στο πλάσµα, µε 

τη χρήση σφαιριδίων (beads) πολυστυρενίου που φέρουν τα κατάλληλα αντισώµατα. Τα 

σφαιρίδια είναι εσωτερικά βαµµένα µε κόκκινα και υπέρυθρα φθοροφόρα διαφορετικής 

έντασης, που επιτρέπουν τη διαφοροποίησή τους. Κάθε τύπος σφαιριδίων συνδέεται 

οµοιοπολικά µε ένα είδος αντισώµατος και διαφορετικοί τύποι σφαιριδίων αναµειγνύονται 

για την αντίδραση. Με την ολοκλήρωση της συζευγµένης ανοσολογικής αντίδρασης, τα 

σφαιρίδια που φέρουν το σύµπλοκο αντισώµατος και δείκτη πλάσµατος εισάγονται στη 

συσκευή ανίχνευσης. Με τη χρήση διπλών ακτινών λέιζερ γίνεται η ταξινόµηση κάθε 

τύπου σφαιριδίου και η ποσοτικοποίηση των δεικτών του πλάσµατος.  

     

Τα επίπεδα ψευδαργύρου πλάσµατος µετρήθηκαν σε δείγµατα από 250 εθελοντές 

µε φασµατοµετρία µάζας επαγωγικά συζευγµένου πλάσµατος (Inductively Coupled 

Plasma Mass Spectrometry), για την ανίχνευση του 66Zn (260). Η µέθοδος επιτρέπει τη 

µέτρηση συγκέντρωσης µετάλλων και βασίζεται στο συνδυασµό ενός επαγωγικά 

συζευγµένου πλάσµατος για την παραγωγή ιόντων και ενός φασµατόµετρου µάζας για την 

ανίχνευση των ιόντων. Η ανεπάρκεια ψευδαργύρου ορίστηκε µε την παρουσία επιπέδων 

Zn πλάσµατος ≤10,5 µΜ (261).  

 

Παράλληλα, µετρήθηκαν τα επίπεδα ολικής χολερυθρίνης, οξαλοξεΐκής 

τρανσαµινάσης (SGOT), πυροσταφυλικής τρανσαµινάσης (SGPT), κρεατινίνης και 

αλβουµίνης σε δείγµατα ορού από 250 εθελοντές, µε ενζυµατική χρωµατοµετρική µέθοδο 

σε αυτόµατο βιοχηµικό αναλυτή. 
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2.4 Κλινικές και σωµατοµετρικές µετρήσεις 

 Η αρτηριακή πίεση µετρήθηκε στο αριστερό χέρι έχοντας τα άτοµα σε καθιστή 

θέση και σε ήρεµη κατάσταση, σύµφωνα µε τις διεθνείς οδηγίες (262). Η τιµή της 

συστολικής πίεσης ήταν αντίστοιχη της τιµής που έδειχνε το πιεσόµετρο στον πρώτο ήχο, 

ενώ η τιµή της διαστολικής όταν ο ήχος σταµατούσε να ακούγεται ρυθµικός και 

ακουγόταν συνεχόµενος. Η παρουσία υπέρτασης ορίστηκε µε την καταγραφή συστολικής 

αρτηριακής πίεσης ≥140mm Hg, ή/και διαστολικής ≥90mm Hg ή λήψης αντιϋπερτασικής 

φαρµακευτικής αγωγής. 

 

Το βάρος µετρήθηκε µια φορά για κάθε εθελοντή σε ηλεκτρονική ζυγαριά Seca. Η 

µέτρηση πραγµατοποιήθηκε χωρίς παπούτσια και βαρύ ρουχισµό, σύµφωνα µε τις διεθνείς 

οδηγίες (263). Το ύψος µετρήθηκε µια φορά για κάθε εθελοντή σε αναστηµόµετρο Seca. Η 

µέτρηση έγινε σύµφωνα µε τις διεθνείς οδηγίες: ο εθελοντής στεκόταν χωρίς παπούτσια, 

ίσια µε την πλάτη στην κάθετη κλίµακα του αναστηµόµετρου, τα πέλµατα ενωµένα και το 

κεφάλι παράλληλο µε το οριζόντιο επίπεδο (263). Το ύψος µετρήθηκε αφού ζητήθηκε από 

τον εθελοντή να πάρει µια «βαθιά ανάσα».  

 

Ο δείκτης µάζας σώµατος (∆.Μ.Σ.) υπολογίστηκε ως βάρος (Kg) / ύψος2 (m2). Με 

βάση την τιµή του ∆.Μ.Σ., οι εθελοντές χαρακτηρίστηκαν ως λιποβαρείς (∆.Μ.Σ.<18,5 

kg/m2), φυσιολογικού βάρους (18,5≤∆.Μ.Σ.≤24,9 kg/m2), υπέρβαροι (25,0≤∆.Μ.Σ.≤29,9 

kg/m2) ή παχύσαρκοι (∆.Μ.Σ.≥30,0 kg/m2). 
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2.5 Καταγραφή και εκτίµηση στοιχείων τρόπου ζωής και διατροφικών 

συνηθειών  

 Η συλλογή στοιχείων που αφορούν δηµογραφικά και κοινωνικά χαρακτηριστικά, 

ιατρικό ιστορικό, διατροφικές συνήθειες, κάπνισµα, φυσική δραστηριότητα, ψυχολογική 

και γνωστική κατάσταση, πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση ειδικά σχεδιασµένων 

ερωτηµατολογίων. Τα ερωτηµατολόγια συµπληρώθηκαν από κλινικούς διαιτολόγους κατά 

τη διάρκεια συνέντευξης µε τους εθελοντές.  

 

∆ηµογραφικά χαρακτηριστικά και στοιχεία του τρόπου ζωής 

Καταγράφηκε η ηλικία, το φύλο, ο τόπος διαµονής, η οικογενειακή κατάσταση, το 

µορφωτικό επίπεδο και οι καπνιστικές συνήθειες των εθελοντών. 

 

Η φυσική δραστηριότητα καταγράφηκε ως συχνότητα και διάρκεια 

(ώρες/εβδοµάδα) δραστηριοτήτων µέσα και γύρω από το σπίτι και δραστηριοτήτων 

αναψυχής. Η ποσοτικοποίηση της έντασης της φυσικής δραστηριότητας 

πραγµατοποιήθηκε µε την µετατροπή σε µεταβολικά ισοδύναµα (Metabolic Equivalent of 

Task - ΜΕΤ), χρησιµοποιώντας δηµοσιευµένο σύστηµα κωδικοποίησης (264). Η µονάδα 

ΜΕΤ που αποδόθηκε σε κάθε τύπο φυσικής δραστηριότητας, πολλαπλασιάστηκε µε την 

αντίστοιχη συχνότητα και διάρκεια της φυσικής δραστηριότητας και ακολούθως 

υπολογίστηκε το άθροισµα όλων των τύπων φυσικής δραστηριότητας. Η εκτίµηση της 

φυσικής δραστηριότητας για κάθε εθελοντή εκφράστηκε σε ΜΕΤ-λεπτά/εβδοµάδα.   

 

∆ιατροφικές συνήθειες 

 Η καταγραφή των διατροφικών συνηθειών πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 

ερωτηµατολογίου συχνότητας κατανάλωσης τροφίµων, όπου καταγράφηκε η συχνότητα 

και η ποσότητα κατανάλωσης 53 τροφίµων από όλους τους εθελοντές. Τα τρόφιµα που 

περιλαµβάνονταν στο ερωτηµατολόγιο είναι αντιπροσωπευτικά των βασικών οµάδων 

τροφίµων (κόκκινο κρέας και πουλερικά, ψάρι και θαλασσινά, γαλακτοκοµικά προϊόντα, 

επεξεργασµένα και µη επεξεργασµένα δηµητριακά, ωµά και µαγειρεµένα λαχανικά, 

φρούτα, αυγά, γλυκά, αναψυκτικά, έλαια και προστιθέµενο λίπος). Παράλληλα, 

καταγράφηκε η κατανάλωση αλκοόλ (συχνότητα, ποσότητα, είδος) και υπολογίστηκε σε 

ml/ηµέρα, περιεκτικότητας 12g αιθανόλης/100ml. Επίσης, καταγράφηκαν 3 ανακλήσεις 
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διατροφικής κατανάλωσης 24-ώρου από 200 εθελοντές. Τα διατροφικά δεδοµένα 

χρησιµοποιήθηκαν για την εκτίµηση του βαθµού υιοθέτησης της Μεσογειακής διατροφής, 

καθώς και της ηµερήσιας πρόσληψης ψευδαργύρου. 

 

Εκτίµηση βαθµού υιοθέτησης της Μεσογειακής διατροφής 

 Η εκτίµηση του βαθµού υιοθέτησης της Μεσογειακής διατροφής έγινε µε την 

εφαρµογή διατροφικού σκορ (265), όπως αυτό παρουσιάζεται στον Πίνακα 2.1.  

 

Πίνακας 2.1. Το σκορ της Μεσογειακής διατροφής (265). 
Οµάδες τροφίµων Συχνότητα κατανάλωσης (µερίδες/εβδοµάδα)

Μη επεξεργασµένα 
δηµητριακά, ρύζι, ζυµαρικά Ποτέ 1–6 7–12 13–18 19–31 > 32 

0 1 2 3 4 5

Πατάτες Ποτέ 1–4 5–8 9–12 13–18 > 18
0 1 2 3 4 5

Φρούτα Ποτέ 1–4 5–8 9–15 16–21 > 22
0 1 2 3 4 5

Λαχανικά Ποτέ 1–6 7–12 13–20 21–32 > 33
0 1 2 3 4 5

Όσπρια Ποτέ < 1 1–2 3–4 5–6 > 6
0 1 2 3 4 5

Ψάρι Ποτέ < 1 1–2 3–4 5–6 > 6
0 1 2 3 4 5

Κόκκινο κρέας ≤ 1 2–3 4–5 6–7 8–10 > 10
5 4 3 2 1 0

Πουλερικά ≤ 3 4–5 5–6 7–8 9–10 > 10

5 4 3 2 1 0
Πλήρη γαλακτοκοµικά ≤ 10 11–15 16–20 21–28 29–30 > 30

5 4 3 2 1 0
Χρήση ελαιολάδου
(φορές/εβδοµάδα) Ποτέ Σπάνια < 1 1–3 3–5 Καθηµερινά

0 1 2 3 4 5

Αλκοόλ  (ml/ηµέρα, 
100 ml = 12 g αιθανόλης) < 300 300 400 500 600 > 700 ή 0 

5 4 3 2 1 0
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Το διατροφικό σκορ που χρησιµοποιήθηκε βασίζεται στην πυραµίδα της 

Μεσογειακής διατροφής και έχει ελεγχθεί για την εγκυρότητά του σε Ελληνικό πληθυσµό 

(265). Ο βαθµός υιοθέτησης της Μεσογειακής διατροφής γίνεται µε ένα σύστηµα 

βαθµολόγησης της κατανάλωσης 11 οµάδων τροφίµων και οι τιµές του σκορ κυµαίνονται 

από 0-55. Για την κατανάλωση τροφίµων που είναι κοντά στη Μεσογειακή διατροφή (µη 

επεξεργασµένα δηµητριακά, φρούτα, λαχανικά, πατάτες, όσπρια, ψάρι και ελαιόλαδο) 

βαθµολογείται µε 0 η απουσία κατανάλωσης και µε 1 ως 5 η σπάνια ως καθηµερινή 

κατανάλωση. Αντίθετα, για την κατανάλωση τροφίµων που αποκλίνουν από τη 

Μεσογειακή διατροφή (κόκκινο κρέας, πουλερικά και πλήρη γαλακτοκοµικά προϊόντα) 

βαθµολογείται µε 0 ως 4 η καθηµερινή ως σπάνια κατανάλωση και µε 5 η απουσία 

κατανάλωσης. Για το αλκοόλ βαθµολογείται µε 5 η κατανάλωση <300 ml/ηµέρα, µε 0 η 

κατανάλωση >700 ml/ηµέρα ή η απουσία κατανάλωσης και µε 1 ως 4 η κατανάλωση 300 

ως 600 ml/ηµέρα. (265) 

 

Με βάση το παραπάνω σύστηµα βαθµολόγησης, τα δεδοµένα από τα 

ερωτηµατολόγια συχνότητας κατανάλωσης τροφίµων κωδικοποιήθηκαν σε κατάλληλα 

σχεδιασµένη βάση, υπολογίστηκε η κατανάλωση σε µερίδες/εβδοµάδα των οµάδων 

τροφίµων και υπολογίστηκε το σκορ της Μεσογειακής διατροφής. 

 

Εκτίµηση διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου 

 Τα δεδοµένα από τα ερωτηµατολόγια συχνότητας κατανάλωσης τροφίµων 

κωδικοποιήθηκαν σε κατάλληλα σχεδιασµένη βάση και υπολογίστηκε η κατανάλωση, σε 

µερίδες/ηµέρα, των τροφίµων. Στη συνέχεια, η ηµερήσια διατροφική πρόσληψη 

ψευδαργύρου (mg/ηµέρα) εκτιµήθηκε µε τη χρήση του πίνακα περιεκτικότητας 

ψευδαργύρου στα τρόφιµα από το USDA (Πίνακας 2.2). 

 

 Παράλληλα, οι 24-ωρες ανακλήσεις διατροφικής κατανάλωσης, από τους 200 

εθελοντές, επεξεργάστηκαν µε το πρόγραµµα διατροφικής ανάλυσης Nutritionist Pro 

(Axxya Systems) για την εκτίµηση της µέσης ηµερήσιας πρόσληψης ψευδαργύρου. Τα 

δεδοµένα διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου από τις 24-ωρες ανακλήσεις, 

χρησιµοποιήθηκαν για τον έλεγχο εγκυρότητας της εκτιµώµενης διατροφικής πρόσληψης 

ψευδαργύρου από την αξιολόγηση των ερωτηµατολογίων συχνότητας κατανάλωσης 

τροφίµων.  
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Πίνακας 2.2. Περιεκτικότητα ψευδαργύρου (Zn)/µερίδα τροφίµου (mg), που 

χρησιµοποιήθηκε για την εκτίµηση της ηµερήσιας πρόσληψης Zn, από το ερωτηµατολόγιο 

συχνότητας κατανάλωσης τροφίµων.  

Τρόφιµο (µερίδα) Zn/µερίδα 

(mg) 

Τρόφιµο (µερίδα) Zn/µερίδα 

(mg) 

Στρείδια (90γρ.) 74,00 Αυγό (1 τεµάχιο) 0,50 

Μοσχάρι (90γρ.) 5,50 Σάλτσα ντοµάτας (0,5 φλιτζ.) 0,45 

Συκώτι (90γρ.) 4,50 Πατάτα (1 φλιτζ.) 0,40 

Οστρακοειδή (90γρ.) 4,00 Άλλο µαγειρεµένο λαχανικό (1 φλιτζ.) 0,40 

Αρνί (90γρ.) 4,00 Ψάρι3 (90γρ.) 0,40 

Κρέας κονσέρβας (90γρ.) 3,00 Παγωτό (0,5 φλιτζ.) 0,40 

Εντόσθια (90γρ.) 3,00 Ψωµί λευκό (1 φέτα) 0,20 

Γαλοπούλα (90γρ.) 2,80 Ωµά λαχανικά (1 φλιτζ.) 0,20 

Χοιρινό (90γρ.) 2,50 Σούπα λαχανικών (1 φλιτζ.) 0,20 

Άλλο κρέας (90γρ.) 2,50 Χυµός φρούτων (1 φλιτζ.) 0,20 

Γιαούρτι (1 φλιτζάνι) 2,00 Κέικ/Σνακ (1 κοµµάτι) 0,13 

Κοτόπουλο (90γρ.) 1,70 Φρούτο φρέσκο (1 µέτριο) 0,10 

Όσπρια (0,5 φλιτζ.) 1,30 Φρούτο κονσέρβας (0,5 φλιτζ.) 0,10 

Αρακάς (1 φλιτζ.) 1,10 Αποξηραµένο φρούτο (1 µέτριο) 0,10 

Ψάρι κονσέρβας (90γρ.) 1,00 Σοκολάτα (0,5 πλάκα) 0,10 

Γάλα1 (1 φλιτζ.) 1,00 Αναψυκτικό τύπου cola (1 φλιτζ.) 0,05 

Σκληρό τυρί (30γρ.) 0,90 Μπισκότο (1 τεµάχιο) 0,02 

Πίτσα (1 κοµµάτι) 0,80 Τσάι (1 φλιτζ.) 0,02 

Τυρί2 (30γρ.) 0,80 Βούτυρο  

(1 κουταλιά της σούπας) 

0,01 

Ζυµαρικά/Ρύζι (1 φλιτζ.) 0,70 Ζάχαρη/Μέλι  

(1 κουταλάκι του γλυκού) 

0,00 

Αλλαντικά (2 φέτες) 0,65 Λάδι4 (1 κουταλιά της σούπας) 0,00 

Ψωµί ολικής άλεσης  

(1 φέτα) 

0,50   

1Περιλαµβάνεται το άπαχο, ηµίπαχο και πλήρες γάλα. 2Περιλαµβάνεται το φρέσκο και 
ηµίσκληρο τυρί. 3Περιλαβάνονται φρέσκα και κατεψυγµένα ψάρια. 4Περιλαµβάνεται το 
ελαιόλαδο, το σπορέλαιο και η µαργαρίνη. 
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Ιατρικό ιστορικό 

Συλλέχθηκαν πληροφορίες σχετικά µε: την παρούσα φαρµακευτική αγωγή (είδος, 

ποσότητα, συχνότητα και αιτιολογία), την ύπαρξη διαγνωσµένων παθήσεων (υπέρταση, 

διαβήτης, στηθάγχη, καρδιακή ανεπάρκεια, καρδιακή αρρυθµία, οστεοπόρωση, κ.α.), το 

ιστορικό εµφράγµατος µυοκαρδίου, εγκεφαλικού, καρκίνου και το ιστορικό χειρουργικών 

επεµβάσεων (είδος, αιτιολογία, χρονολογία). 

 

Εκτίµηση ψυχολογικής και νοητικής κατάστασης 

Η εκτίµηση της ψυχολογικής κατάστασης πραγµατοποιήθηκε µε την γηριατρική 

κλίµακα κατάθλιψης (Geriatric Depression Scale) (266), όπως έχει µεταφραστεί και 

σταθµιστεί για ελληνικό πληθυσµό (267). Πρόκειται για µια σύντοµη και αξιόπιστη 

µέθοδο για την αξιολόγηση των συµπτωµάτων κατάθλιψης στους ηλικιωµένους. Η 

µέγιστη βαθµολογία για το τεστ είναι το 15, βαθµολογίες µεταξύ 0 και 4 υποδηλώνουν 

φυσιολογική κατάσταση, 5 ως 9 µέτρια κατάθλιψη και 10 ως 15 δριµεία κατάθλιψη (136). 

Στον ελληνικό πληθυσµό, βαθµολογίες πάνω από 6/7 αξιολογούνται ως παρουσία 

κατάθλιψης, µε επίπεδο ευαισθησίας 92,23 και ειδικότητας 95,24 (267). 

 

Η εκτίµηση της νοητικής κατάστασης πραγµατοποιήθηκε µε το ερωτηµατολόγιο 

εξέτασης της νοητικής κατάστασης (Mini Mental State Examination) (268), όπως έχει 

µεταφραστεί και σταθµιστεί για τον ελληνικό πληθυσµό (269). Πρόκειται για µια σύντοµη 

και αξιόπιστη µέθοδο για την αξιολόγηση της έκπτωσης των γνωστικών λειτουργιών και 

της κατάστασης µνήµης στους ηλικιωµένους. Η µέγιστη βαθµολογία είναι το 30. Στον 

ελληνικό πληθυσµό, βαθµολογίες κάτω από 24/23 αξιολογούνται ως ύπαρξη άνοιας, µε 

επίπεδο ευαισθησίας 90,80 και ειδικότητας 90,62 (269). 
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2.6 Γενετική ανάλυση 

 Η γενετική ανάλυση περιελάµβανε 27 πολυµορφισµούς (SNP – Single Nucleotide 

Polymorphism) σε γονίδια που εµπλέκονται στη φλεγµονώδη απόκριση, στο µονοπάτι 

µεταβίβασης µηνυµάτων ινσουλίνης/IGF και στο µεταβολισµό του ψευδαργύρου. Η 

γενετική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και πέψη µε 

ενδονουκλεάση περιορισµού (PCR-RLFP) και µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

αληθινού χρόνου Taqman.  

 

 Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction – PCR) 

αποτελεί µέθοδο εκλεκτικής αντιγραφής, κατά εκατοµµύρια φορές, συγκεκριµένων 

τµηµάτων DNA. Η µέθοδος είναι εξαιρετικά ευαίσθητη και επιτρέπει τη γρήγορη ανάλυση 

περιοχών του DNA που περιέχονται σε ένα πολύ µικρό δείγµα, µιµούµενη in vitro τον 

τρόπο µε τον οποίο τα ένζυµα του πυρήνα (DNA πολυµεράσες) αντιγράφουν το DNA του 

κυττάρου. Η εφαρµογή της µεθόδου περιλαµβάνει την παρουσία: α) δύο ειδικών 

συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων, µήκους 20-30 βάσεων, που χρησιµοποιούνται ως 

πρωταρχικά τµήµατα (εκκινητές-primers) για την in vitro σύνθεση του DNA και 

οριοθετούν τα άκρα του τελικού προϊόντος, β) µείγµατος των τεσσάρων τριφωσφορικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), γ) ιόντων µαγνησίου και δ) της 

κατάλληλης Taq πολυµεράσης (Thermus aquaticus). Η τεχνική της PCR περιλαµβάνει την 

κυκλική επανάληψη, 25-30 φορές, τριών σταδίων σε κυκλικό θερµοποιητή: α) του σταδίου 

αποδιάταξης (template denaturation), όπου το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται σε 

µονόκλωνες αλυσίδες σε υψηλή θερµοκρασία (94-96°C), β) του σταδίου σύνδεσης 

εκκινητών (primer annealing), όπου οι δύο εκκινητές συνδέονται µε τις συµπληρωµατικές 

αλληλουχίες των αλυσίδων του DNA, και γ) του σταδίου επιµήκυνσης (primer extension), 

όπου γίνεται η σύνθεση του DNA µε επιµήκυνση των εκκινητών υπό την καταλυτική 

δράση της Taq πολυµεράσης. (270) 

 

Ο προσδιορισµός του γονότυπου στο προϊόν της PCR γίνεται µε ενδονουκλεάση 

περιορισµού. Η µέθοδος βασίζεται στην ιδιότητα των ενδονουκλεασών να αναγνωρίζουν 

ειδικές δίκλωνες αλληλουχίες DNA και να κόβουν το µόριο µέσα ή κοντά στην 

αλληλουχία αναγνώρισης. Η συχνότητα και η θέση ανεύρεσης των αλληλουχιών 

αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης µέσα στο µόριο DNA, εξαρτάται από την 

ακριβή αλληλουχία του δείγµατος που εξετάζεται. Τα τµήµατα DNA που προκύπτουν από 
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Πίνακας 2.3. Οι µελετώµενοι πολυµορφισµοί, το γονίδιο και χρωµόσωµα (Chr) που 

εντοπίζονται, η µέθοδος γενετικής ανάλυσης που εφαρµόστηκε και ο αριθµός των 

δειγµάτων ανά πολυµορφισµό (Ν). 

SNP Chr POS Γονίδιο Πρωτεΐνη Μέθοδος N 
rs10493846 1 91497223 SEC63D1 SEC63 µε τοµέα 1 Taqman 800 
rs340874 1 21547651 PROX1 Prospero homeobox 

πρωτεΐνη 
Taqman 800 

rs780094 2 27652888 GCKR Ρυθµιστική πρωτεΐνη 
γλυκοκινάσης 

Taqman 800 

rs560887 2 169588655 G6PC2 Φωσφατάση 6-γλυκόζης Taqman 800 
rs4675095 2 227477472 IRS1 Υπόστρωµα του υποδοχέα 

ινσουλίνης 
Taqman 800 

rs11717195 3 124565088 ADCY5 Αδενυλική κυκλάση-5 Taqman 800 
rs11920090 3 172200223 SLC2A2 Υποδοχέας γλυκόζης 

GLUT2 
Taqman 800 

rs11167682 5 153802535 SAP30L Sin3A σχετιζόµενη πρωτεΐνη  
p-30 µιµητική 

Taqman 800 

rs4880 6 160033862 SOD2 ∆ισµουτάση υπεροξειδίου 2 PCR-RLFP (272) 175 
rs1061581 6 31892565 Hsp70-2 Πρωτεΐνη θερµικού σοκ 70-2 PCR-RLFP (273) 250 
rs1800629 6 31651010 TNF-α Παράγοντας νέκρωσης 

όγκου-α 
Taqman 800 

rs1800795 7 22733170 IL-6 Ιντερλευκίνη-6 PCR-RLFP (274) 250 
rs4607517 7 44008908 GCK Γλυκοκινάση Taqman 800 
rs2191349 7 14837549 DGKB/ 

THEM195 
Κινάση διακυλογλυκερόλης/ 
∆ιαµεµβρανική πρωτεΐνη 

Taqman 800 

rs7034200 9 4279050 GLIS3 GLI µιµητικός δάχτυλος 
ψευδαργύρου 

Taqman 800 

rs6479526 9 93910190 PTPDC1 Πρωτεΐνη 1 µε περιοχή 
φωσφατάσης τυροσίνης 

Taqman 800 

rs457420 9 133938815 BRD3 Πρωτεΐνη 3 συνδεδεµένη µε 
βρώµιο 

Taqman 800 

rs10885122 10 113032083 ADRA2A α2α αδρενεργικός υποδοχέας Taqman 800 
rs11605924 11 45829667 CRY2 Κρυπτόχρωµα 2 Taqman 800 
rs7944584 11 47292896 MADD Τοµέας ενεργοποίησης 

θανάτου από MAP κινάση 
Taqman 800 

rs174550 11 61328054 FADS1 ∆εσατουράση λιπαρών 
οξέων 

Taqman 800 

rs10830963 11 92348358 MTNR1B Υποδοχέας µελατονίνης 1Β Taqman 800 
rs35767 12 101378036 IGF1 Ινσουλινοµιµητικός 

αυξητικός παράγοντας 1 
Taqman 800 

rs8052394 16 55231329 MT1A Μεταλλοθειονίνη 1Α PCR-RLFP (260) 540 
rs11640851 16 55230728 MT1A Μεταλλοθειονίνη 1Α PCR-RLFP (260) 540 
rs1610216 16 55199785 MT2A Μεταλλοθειονίνη 2Α PCR-RLFP (275) 540 
rs10636 16 55200844 MT2A Μεταλλοθειονίνη 2Α PCR-RLFP (276) 540 
POS: Θέση στο γονιδίωµα σύµφωνα µε τη βάση HapMap 35.0. 
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2.7 Σχεδιασµός της µελέτης χορήγησης συµπληρώµατος ψευδαργύρου 

Η χορήγηση συµπληρώµατος ψευδαργύρου πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια της 

µελέτης Zincage. Ο σχεδιασµός της περιελάµβανε την επιλογή 30 ηλικιωµένων εθελοντών 

µε ανεπάρκεια ψευδαργύρου (≤10,5 µΜ στο πλάσµα), κατά τη χρονική στιγµή της 

στρατολόγησης (baseline). Η µελέτη παρέµβασης πραγµατοποιήθηκε περίπου έναν χρόνο 

µετά την αρχική στρατολόγηση των εθελοντών.  

 

Ύστερα από ενυπόγραφη συναίνεση των ηλικιωµένων, πραγµατοποιήθηκε 

αιµοληψία, αποµόνωση βιολογικών υλικών, αιµατολογικές και βιοχηµικές αναλύσεις, 

όπως περιγράφονται στις ενότητες 2.2 και 2.3. Συνοπτικά, έγινε αποµόνωση ορού και 

πλάσµατος και παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε γενική εξέταση αίµατος και µέτρηση 

επιπέδων ολικής χοληστερόλης, HDL-C, τριγλυκεριδίων, γλυκόζης νηστείας, IL-6, IL-8, 

TNF-α, MCP-1, MIP-1α, RANTES και ψευδαργύρου. Επιπροσθέτως, έγινε λήψη τριών 

ανακλήσεων διατροφικής κατανάλωσης 24-ώρου από κάθε εθελοντή, για την εκτίµηση της 

µέσης ηµερήσιας διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου, µε το πρόγραµµα Nutritionist 

Pro. Τέλος, εκτιµήθηκε η παρουσία κατάθλιψης και η έκπτωση των γνωστικών 

λειτουργιών στους εθελοντές. Η δοκιµασία της παρέµβασης περιελάµβανε τη χορήγηση 10 

mg/ηµέρα ασπαρτικού ψευδαργύρου σε δισκία (Unizink 50, Köhler Pharma Corp., 

Alsbach-Hähnlein, Germany) για 6 εβδοµάδες. Μετά το τέλος της παρέµβασης, 

επαναλήφθηκε η αιµοληψία, η αποµόνωση βιολογικών υλικών, οι αιµατολογικές και 

βιοχηµικές αναλύσεις, καθώς και η εκτίµηση της παρουσίας κατάθλιψης και της 

γνωστικής λειτουργίας των εθελοντών.   
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2.8 Στατιστική ανάλυση 

 Η ισχύς των αναλύσεων υπολογίστηκε µε το πρόγραµµα Quanto (277). Τα 

αποτελέσµατα της ανάλυσης ισχύος παρουσιάζονται στην Εικόνα 2.1. Η στατιστική 

ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε τα στατιστικά προγράµµατα PASW 18.0 (πρώην SPSS) 

και plink (278) για την εκτίµηση των συσχετίσεων µεταξύ πολυµορφισµών και 

διατροφικών και περιβαλλοντολογικών παραγόντων. 

 

 Οι συνεχείς µεταβλητές παρουσιάζονται ως µέσοι ± τυπική απόκλιση (mean±SD), 

ενώ οι κατηγορικές µεταβλητές ως απόλυτα και σχετικά ποσοστά. Η κανονική κατανοµή 

των συνεχών µεταβλητών εκτιµήθηκε µε το κριτήριο Kolmogorov-Sminorf, ενώ για τις 

µεταβλητές που δεν ακολουθούσαν την κανονική κατανοµή χρησιµοποιήθηκαν οι 

λογαριθµικές τιµές τους (log). Οι διαφορές στις αναλογίες των κατηγορικών µεταβλητών 

εκτιµήθηκαν µε το τεστ χ2 (chi-squared test). Η σύγκριση των µέσων τιµών των συνεχών 

µεταβλητών ανάµεσα σε υπο-οµάδες του δείγµατος έγινε µε τη χρήση του Student’s t τεστ, 

Wilcoxon’s τεστ και της ανάλυσης συν-διακύµανσης (ANCOVA). Ο έλεγχος για το 

συνολικό σφάλµα τύπου Ι πραγµατοποιήθηκε µε τη διόρθωση Bonferroni. Οι δυαδικές 

συσχετίσεις µεταξύ των συνεχών µεταβλητών εκτιµήθηκαν µε το συντελεστή Pearson (r).  

 

 Η συχνότητα των µελετώµενων πολυµορφισµών στο δείγµα συγκρίθηκε µε την 

αναµενόµενη συχνότητα σύµφωνα µε την ισορροπία Hardy-Weinberg (HWE). Για την  

ανάλυση συσχέτισης των πολυµορφισµών µε τις κατηγορικές µεταβλητές, 

χρησιµοποιήθηκε το Fischer’s exact τεστ και µοντέλα λογιστικής παλινδρόµησης, 

ελέγχοντας για πιθανούς συµπαράγοντες. Για την ανάλυση συσχέτισης και 

αλληλεπίδρασης των πολυµορφισµών µε συνεχείς µεταβλητές εφαρµόστηκαν µοντέλα 

πολλαπλής γραµµικής παλινδρόµησης, χρησιµοποιώντας το προσθετικό (additive) 

γενετικό µοντέλο ανάλυσης και ελέγχοντας για πιθανούς συµπαράγοντες. Ο έλεγχος για 

τις πολλαπλές συγκρίσεις πολυµορφισµών πραγµατοποιήθηκε µε τη διόρθωση Bonferroni. 

     

Η στατιστική σηµαντικότητα σε όλους τους ελέγχους εκτιµήθηκε σε επίπεδο 

p=0,05.  
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2.9 Προσχέδιο µελέτης 
 

Στρατολόγηση 843 
ηλικιωµένων 

Αιµοληψία, αποµόνωση 
βιολογικών υλικών και 
δηµιουργία βιο-τράπεζας 

Κλινικές και 
σωµατοµετρικές 

µετρήσεις 

Καταγραφή 
διατροφικών 
συνηθειών 

Καταγραφή 
στοιχείων του 
τρόπου ζωής 

Χορήγηση 
συµπληρώµατος 
Zn (10mg/ηµέρα 
για 6 εβδοµάδες) 
σε 30 εθελοντές 
µε ανεπάρκεια 

Εκτίµηση της 
διατροφικής πρόσληψης 

Zn πριν την έναρξη 
χορήγησης του 
συµπληρώµατος 

Στατιστική 
ανάλυση  

Αιµοληψία, αιµατολογικές, 
βιοχηµικές εξετάσεις, µέτρηση 

επιπέδων Zn πλάσµατος, εκτίµηση 
της παρουσία κατάθλιψης και άνοιας  

πριν και µετά τη χορήγηση του 
συµπληρώµατος

Πρόσληψη 
Zn, βαθµός 
υιοθέτησης 

της 
Μεσογειακής 
διατροφής 

Μέτρηση 
επιπέδων 

Zn 
πλάσµατος 

Αιµατολογικές 
και βιοχηµικές 
αναλύσεις 

Γονοτυπική 
ανάλυση 27 

πολυµορφισµών

Αρτηριακή 
πίεση, 
βάρος 
ύψος, 
∆.Μ.Σ. 

∆ηµογραφικά 
στοιχεία, ιατρικό 

ιστορικό, 
κάπνισµα, φυσική 
δραστηριότητα, 

παρουσία 
κατάθλιψης και 

άνοιας
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3. Αποτελέσµατα 

3.1 ∆είκτες υγείας, διατροφικές συνήθειες και παράγοντες του τρόπου 

ζωής στον γηριατρικό πληθυσµό 
  

 Τα δηµογραφικά χαρακτηριστικά του δείγµατος παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1.  

 

Πίνακας 3.1. ∆ηµογραφικά χαρακτηριστικά και στοιχεία του ιατρικού ιστορικού. 

Χαρακτηριστικό Σύνολο Γυναίκες Άντρες P* 
Ν 843 605 238  
∆ηµογραφικά     
Ηλικία (έτη) 71,9 (7,4)1 70,8 (7,2) 74,6 (7,3) 3,7 x 10-11 
Γηραιότεροι  (≥80 ετών) (Ν) 111 61 50 <0,001 
Οικογενειακή κατάσταση     
Αδέσµευτοι 2,62 2,7 2,1 

1,1x10-30 
∆ιαζευγµένοι 7,1 8,6 3,8 
Έγγαµοι 50,4 39,1 76,4 
Χήροι/ες 39,9 49,5 17,7 
Μορφωτικό επίπεδο     
Καµία εκπαίδευση 7,7 8,8 5,1 

0,001 
 

Πρωτοβάθµια 54,4 56,0 50,6 
∆ευτεροβάθµια 26,8 24,5 32,1 
Τριτοβάθµια 11,1 10,6 12,2 
Έτη εκπαίδευσης 7,6 (4,5) 7,4 (4,5) 8,0 (4,4) 0,001 
Ιατρικό ιστορικό     
Υπέρταση 70,9 66,9 81,1 0,004 
Σακχαρώδης ∆ιαβήτης 2 15,4 13,6 20,2 0,046 
Υπερχοληστερολαιµία 86,7 89,9 78,6 2,9x10-4 
Λήψη αντιυπερτασικής αγωγής 56,5 55,2 59,7 0,94 
Λήψη αντιδιαβητικής αγωγής 7,8 7,6 8,4 0,77 
Λήψη αντιλιπιδαιµικής αγωγής 24,1 26,1 18,9 0,043 
Καρδιαγγειακά νοσήµατα 19,5 15,0 30,7 2,3x10-5 
Έµφραγµα µυοκαρδίου 4,2 1,8 10,1 2,6x10-6 
Αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο 4,0 2,8 7,1 0,016 
1Μέση τιµή (τυπική απόκλιση), οµοίως για όλες τις συνεχείς µεταβλητές. 2Ποσοστό (%), οµοίως 
για όλες τις κατηγορικές µεταβλητές). *Επίπεδο σηµαντικότητας για τη σύγκριση ανάµεσα στα δύο 
φύλα, σταθµισµένο για την ηλικία. 
  

 Συνολικά, στρατολογήθηκαν 843 ηλικιωµένοι (71,8% γυναίκες και 28,2% άντρες), 

µε µέση ηλικία τα 71,9±7,4 έτη (ελάχιστη 60 και µέγιστη 94,5 έτη). Οι γηραιότεροι 

εθελοντές (≥80 ετών) αποτελούσαν το 13,2% του συνολικού δείγµατος. Η µεγαλύτερη 
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 Οι σωµατοµετρικοί, κλινικοί, γλυκαιµικοί και λιπιδαιµικοί δείκτες στο δείγµα των 

ηλικιωµένων εθελοντών παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2.  

 

Πίνακας 3.2. Σωµατοµετρικοί, κλινικοί, γλυκαιµικοί και λιπιδαιµικοί δείκτες στο δείγµα 

των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Χαρακτηριστικό Σύνολο Γυναίκες Άντρες P* 
Ν 843 605 238  
Σωµατοµετρικοί δείκτες     
∆.Μ.Σ. (kg/m2) 29,9 (4,9)1 30,3 (5,1) 28,7 (4,0) 1,1x10-4 
Λιποβαρές 0,22 0,2 0,4 

0,007 
Φυσιολογικό βάρος 13,6 12,6 16,1 
Υπέρβαρο 41,7 38,8 49,2 
Παχυσαρκία 44,5 48,4 34,3 
Κλινικοί δείκτες     
Συστολική αρτηριακή πίεση  
(mm Hg) 

140,6 (18,3) 139,2 (18,2) 143,8 (18,1) 0,029 

∆ιαστολική αρτηριακή πίεση  
(mm Hg) 

77,9 (10,4) 77,3 (10,0) 79,3 (10,9) 0,005 

Γλυκαιµικοί δείκτες     
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) 103,1 (23,5) 101,4 (20,2) 107,4 (29,8) 0,002 
Ινσουλίνη νηστείας (pmol/L) 54,4 (40,8) 54,3 (41,1) 54,9 (40,3) 0,91 
Homa-B (%) 74,9 (34,7) 76,6 (33,5) 70,9 (37,3) 0,005 
Homa-IR 1,0 (0,8) 1,0 (0,8) 1,1 (0,8) 0,92 
Λιπιδαιµικοί δείκτες     
Ολική χοληστερόλη (mg/dl) 232,9 (41,2) 237,1 (40,7) 222,2 (40,5) 3,6x10-5 
LDL-C (mg/dl) 152,1 (36,2) 155,0 (36,2) 145,0 (35,3) 0,005 
HDL-C (mg/dl) 55,0 (12,3) 56,6 (12,2) 51,1 (11,6) 1,3x10-7 
Τριγλυκερίδια (mg/dl) 129,2 (59,8) 128,0 (55,6) 132,4 (69,1) 0,57 
Οξειδωµένη LDL-C (mg/dl)3 81,1 (23,7) 82,9 (25,8) 79,2 (21,3) 0,41 

1Μέση τιµή (τυπική απόκλιση), οµοίως για όλες τις συνεχείς µεταβλητές. 2Ποσοστό (%), οµοίως 
για όλες τις κατηγορικές µεταβλητές). 3Σε δείγµα 175 ατόµων (88 γυναίκες, 87 άντρες). *Επίπεδο 
σηµαντικότητας για τη σύγκριση ανάµεσα στα δύο φύλα, σταθµισµένο για την ηλικία. 
 
 

Η µέση τιµή του δείκτη µάζας σώµατος (∆.Μ.Σ.) στο σύνολο του δείγµατος ήταν 

29,9±4,9 kg/m2, ενώ η συχνότητα εµφάνισης υπέρβαρου (25,0 kg/m2 ≤ ∆.Μ.Σ.≤ 29,9 

kg/m2) και παχυσαρκίας (∆.Μ.Σ. ≥ 30,0 kg/m2) ήταν 41,7% και 44,5%, αντίστοιχα 

(Πίνακας 3.2). Τα επίπεδα ∆.Μ.Σ. ήταν µεγαλύτερα στις γυναίκες σε σχέση µε τους 

άντρες (Πίνακας 3.2 και Εικόνα 3.4). Παράλληλα, οι ηλικιωµένες γυναίκες ήταν σε 

µεγαλύτερο ποσοστό παχύσαρκες σε σύγκριση µε τους άντρες (48,4% έναντι 34,3%), ενώ 
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Πίνακας 3.3. Επίπεδα φλεγµονωδών, βιοχηµικών και αιµατολογικών δεικτών σε 

υποπληθυσµό (N=250) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Χαρακτηριστικό Σύνολο Γυναίκες Άντρες P* 
Ν 250 157 93  
Ηλικία (έτη) 73,8 (7,5)1 72,6 (7,2) 75,8 (7,5) 0,001 
Φλεγµονώδεις δείκτες     
IL-6 (pg/ml) 14,3 (9,3) 13,7 (5,2) 15,2 (13,6) 0,47 
IL-8 (pg/ml) 8,8 (5,1) 8,8 (4,3) 8,8 (6,1) 0,67 
TNF-α (pg/ml) 59,2 (25,7) 60,1 (27,0) 57,8 (23,5) 0,51 
MCP1 (pg/ml) 90,2 (36,9) 86,8 (35,4) 96,0 (38,8) 0,037 
MIP1a (pg/ml) 90,6 (36,5) 87,3 (34,8) 96,0 (38,8) 0,045 
RANTES (ng/ml) 6,4 (4,9) 6,4 (4,4) 6,2 (5,7) 0,49 
Βιοχηµικοί δείκτες     
Zn πλάσµατος (µΜ) 11,4 (1,6) 11,5 (1,5) 11,4 (1,8) 0,98 
Ανεπάρκεια Zn (≤10,5 µΜ) 27,72 25,6 31,2 0,515 
Ολική χολερυθρίνη (mg/dl) 0,6 (0,3) 0,5 (0,3) 0,6 (0,3) 2,2x10-4 
SGOT (IU/L) 25,3 (6,8) 24,7 (5,8) 26,2 (8,1) 0,076 
SGPT (IU/L) 36,1 (8,0) 34,8 (6,7) 38,1 (9,5) 0,001 
Κρεατινίνη (mg/dl) 0,8 (0,3) 0,7 (0,2) 0,9 (0,2) 9,4x10-9 
Αλβουµίνη (g/dl) 4,4 (0,2) 4,4 (0,2) 4,4 (0,2) 1,6x10-4 
Αιµατολογικοί δείκτες     
Λευκοκύτταρα (103/ml) 6,3 (1,7) 6,3 (1,6) 6,5 (1,9) 0,53 
Ουδετερόφιλα (%) 60,1 (8,7) 60,2 (8,9) 59,9 (8,4) 0,37 
Λεµφοκύτταρα (%) 31,9 (8,2) 32,2 (8,5) 31,4 (7,8) 0,94 
Μονοπύρηνα (%) 4,8 (1,5) 4,5 (1,3) 5,2 (1,8) 0,006 
Ιωσινόφιλα (%) 2,7 (1,6) 2,5 (1,6) 3,0 (1,7) 0,033 
Βασεόφιλα (%) 0,4 (0,5) 0,4 (0,5) 0,5 (0,5) 0,73 
Ερυθροκύτταρα (106/ml) 4,7 (0,5) 4,5 (0,5) 4,9 (0,5) 3,0x10-10 
Αιµοπετάλια (103/ml) 233,2 (63,4) 245,0 (67,6) 213,5 (50,2) 9,9x10-5 
Αιµατοκρίτης (%) 41,7 (3,9) 40,4 (3,6) 44,0 (3,4) 2,1x10-14 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) 13,8 (1,4) 13,3 (1,2) 14,6 (1,2) 2,7x10-16 
ΤΚΕ (mm/h) 23,1 (17,9) 26,8 (18,6) 17,0 (14,8) 2,7x10-8 

1Μέση τιµή (τυπική απόκλιση), οµοίως για όλες τις συνεχείς µεταβλητές. 2Ποσοστό (%), οµοίως 
για όλες τις κατηγορικές µεταβλητές. *Επίπεδο σηµαντικότητας για τη σύγκριση ανάµεσα στα δύο 
φύλα, σταθµισµένο για την ηλικία. 
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 Η διατροφική πρόσληψη των ηλικιωµένων για τις κύριες οµάδες τροφίµων, ο 

βαθµός υιοθέτησης της Μεσογειακής διατροφής, η διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου 

(Zn) και η ενεργειακή πρόσληψη παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.4.  

 

Πίνακας 3.4. Εκτιµώµενη διατροφική πρόσληψη των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Χαρακτηριστικό Σύνολο Γυναίκες Άντρες P* P§ 
Ν 843 605 238   
∆ιατροφικές συνήθειες      
Επεξεργασµένα δηµητριακά 
(µερίδες/ηµέρα) 

2,1 (1,8)1 1,9 (1,7) 2,5 (1,9) 4,4x10-5 0,008 

Ολικής άλεσης δηµητριακά 
(µερίδες/ηµέρα) 

1,1 (1,5) 1,1 (1,5) 1,0 (1,6) 0,53 0,07 

Ελαιόλαδο (µερίδες/ηµέρα) 3,6 (1,4) 3,5 (1,3) 4,0 (1,4) 6,3x10-7 0,012 
Λαχανικά (µερίδες/ηµέρα) 1,4 (0,6) 1,4 (0,5) 1,5 (0,6) 0,005 0,17 
Φρούτα (µερίδες/ηµέρα) 2,4 (1,5) 2,4 (1,5) 2,4 (1,5) 0,75 0,008 
Γαλακτοκοµικά (µερίδες/ηµέρα) 3,2 (1,5) 3,2 (1,5) 3,3 (1,5) 0,47 0,001 
Ψάρια (µερίδες/εβδοµάδα) 2,3 (1,4) 2,2 (1,3) 2,5 (1,5) 0,004 0,11 
Πουλερικά (µερίδες/εβδοµάδα) 1,7 (1,1) 1,7 (1,0) 1,7 (1,2) 0,36 0,87 
Όσπρια (µερίδες/εβδοµάδα) 2,3 (1,1) 2,1 (1,0) 2,6 (1,2) 1,7x10-11 5,1x10-6 
Πατάτες (µερίδες/εβδοµάδα) 1,9 (1,3) 1,8 (1,3) 2,2 (1,4) 0,004 0,036 
Κόκκινο κρέας 
(µερίδες/εβδοµάδα) 

3,0 (2,4) 2,8 (1,9) 3,6 (3,3) 3,6x10-6 0,14 

Γλυκά (µερίδες/εβδοµάδα) 5,4 (4,8) 5,2 (4,3) 5,9 (5,7) 0,033 0,56 
Αλκοόλ (ml/ηµέρα 
περιεκτικότητας 12g 
αιθανόλης/100 ml) 

48,1 
(94,0) 

27,7 
(55,4) 

95,1 
(137,9) 

5,3x10-22 0,023 

Χρήση ελαιολάδου 96,22 96,2 96,2 0,95  
Σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής 
(0-55) 

30,0 
(3,2) 

29,7 
(3,0) 

30,8  
(3,4) 

9,8x10-6 0,73 

∆ιατροφική πρόσληψη Zn 
(mg/ηµέρα) 

8,9 (2,7) 8,7 (2,4) 9,3 (3,2) 0,001 0,07 

Ανεπαρκής πρόσληψη Zn  
(γυναίκες ≤9, άντρες ≤11 
mg/ηµέρα) 

67,7 62,9 78,9 1,0x10-4 1,1x10-13 

Ενεργειακή πρόσληψη 
(kcal/ηµέρα) 

2145,7 
(656,6) 

1999,9 
(572,7) 

2497,2 
(711,8) 

9,1x10-25  

1Μέση τιµή (τυπική απόκλιση), οµοίως για όλες τις συνεχείς µεταβλητές. 2Ποσοστό (%), οµοίως 
για όλες τις κατηγορικές µεταβλητές. *Επίπεδο σηµαντικότητας για τη σύγκριση ανάµεσα στα δύο 
φύλα, σταθµισµένο για την ηλικία. §Σταθµισµένο για την ηλικία και τη θερµιδική πρόσληψη. 
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γυναίκες είχαν µεγαλύτερα επίπεδα φυσικής δραστηριότητας σε σχέση µε τους άντρες 

(P=4,8x10-27, σταθµισµένο για την ηλικία).  

 

  Η άνοια παρατηρήθηκε στο 27,5% του συνολικού δείγµατος των ηλικιωµένων, 

ενώ το 19,3% των εθελοντών εµφάνιζε καταθλιπτικά συµπτώµατα. Οι γυναίκες είχαν 

µεγαλύτερο σκορ στην γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης σε σχέση µε τους άντρες και 

εµφάνιζαν σε µεγαλύτερο ποσοστό καταθλιπτικά συµπτώµατα (Πίνακας 3.6 και Εικόνα 

3.15). 

 

Πίνακας 3.6. Χαρακτηριστικά του τρόπου ζωής και ψυχοκοινωνικοί δείκτες των 

ηλικιωµένων εθελοντών. 

Χαρακτηριστικό Σύνολο Γυναίκες Άντρες P* 
Ν 843 605 238  
Τρόπος ζωής και 
ψυχοκοινωνικοί δείκτες 

    

Καπνιστικές συνήθειες     
Μη καπνιστές 63,61 76,5 30,8 

3,0x10-40 Πρώην καπνιστές 22,2 10,0 53,2 
Καπνιστές 14,2 13,5 16,0 
Φυσική δραστηριότητα  
(ΜΕΤ-λεπτά/εβδοµάδα) 

5942,82 
(2320,3) 

6574,3 
(2268,8) 

4481,8 
(1698,2) 

4,8x10-27 

Εξέταση νοητικής κατάστασης 
(0-30) 

25,2 (4,6) 25,0 (4,7) 25,5 (4,2) 0,045§ 

Παρουσία άνοιας 27,5 28,2 25,8 0,52§
Γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης 
(0-15) 

3,7 (3,4) 4,0 (3,6) 2,9 (3,1) 0,003† 

Καταθλιπτικά συµπτώµατα 19,3 22,5 11,8 0,025† 
1Ποσοστό (%), οµοίως για όλες τις κατηγορικές µεταβλητές). 2Μέση τιµή (τυπική απόκλιση), 
οµοίως για όλες τις συνεχείς µεταβλητές. *Επίπεδο σηµαντικότητας για τη σύγκριση ανάµεσα στα 
δύο φύλα, σταθµισµένο για την ηλικία. §Σταθµισµένο για την ηλικία και το µορφωτικό επίπεδο. 
†Σταθµισµένο για την ηλικία και την οικογενειακή κατάσταση. 
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 Παράλληλα, η αύξηση της ηλικίας σχετίστηκε µε αυξηµένα επίπεδα συστολικής 

αρτηριακής πίεσης στο σύνολο των εθελοντών (P=2,3x10-5), ενώ η αντίστοιχη συσχέτιση 

για την διαστολική αρτηριακή πίεση ήταν αρνητική χωρίς στατιστική σηµαντικότητα 

(Πίνακας 3.8). Οι γλυκαιµικοί δείκτες δεν βρέθηκε να µεταβάλλονται µε την αύξηση της 

ηλικίας στο δείγµα των ηλικιωµένων. Αντίθετα, τα επίπεδα ολικής χοληστερόλης, LDL-

C και οξειδωµένης LDL-C είχαν αρνητική συσχέτιση µε την αύξηση της ηλικίας 

(P=0,039; P=0,003; P=0,005, αντίστοιχα) (Πίνακας 3.8). 

 

Πίνακας 3.8. Συσχέτιση της ηλικίας µε σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς και 

λιπιδαιµικούς δείκτες στο σύνολο (N=843) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P 
Σωµατοµετρικοί δείκτες   
∆.Μ.Σ. (kg/m2) -0.046 0,19§ 
Κλινικοί δείκτες   
Συστολική αρτηριακή πίεση (mm Hg) 0,155 2,3x10-5† 
∆ιαστολική αρτηριακή πίεση (mm Hg) -0,054 0,16† 
Γλυκαιµικοί δείκτες   
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) 0,004 0,89‡ 
Ινσουλίνη νηστείας (pmol/L) -0,025 0,30** 
Homa-B (%) -0,067 0,18‡ 
Homa-IR -0,028 0,22** 
Λιπιδαιµικοί δείκτες   
Ολική χοληστερόλη (mg/dl) -0,070 0,039§§ 
LDL-C (mg/dl) -0,100 0,003§§ 
HDL-C (mg/dl) 0,004 0,90†† 
Τριγλυκερίδια (mg/dl) 0,054 0,12†† 
Οξειδωµένη LDL-C (mg/dl)1 -0,211 0,005§ 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης της ηλικίας ανά έτος. §Σταθµισµένο για το φύλο. 
†Σταθµισµένο για το φύλο, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιυπερτασικής θεραπείας. ‡Σταθµισµένο για 
το φύλο, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιδιαβητικής θεραπείας. **Σταθµισµένο για το φύλο και τον 
∆.Μ.Σ. §§Σταθµισµένο για το φύλο και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. ††Σταθµισµένο για 
το φύλο, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. 1N=175 άτοµα. 
 

Ο έλεγχος συσχέτισης της ηλικίας µε δείκτες φλεγµονής σε δείγµα 250 

ηλικιωµένων εθελοντών, έδειξε θετική επίδραση της ηλικίας στα επίπεδα IL-6 και IL-8 

(P=0,015 και P=0,032, αντίστοιχα), ενώ υπήρχε και τάση για αύξηση των επιπέδων 

RANTES (P=0,06), όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.9.  
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 Αναφορικά µε τους υπόλοιπους βιοχηµικούς δείκτες (Πίνακας 3.9), βρέθηκε 

αρνητική επίδραση της ηλικίας στα επίπεδα ολικής χολερυθρίνης, SGPT και αλβουµίνης 

(P=0,001, P=0,048 και P=0,001, αντίστοιχα), και θετική επίδραση στα επίπεδα 

κρεατινίνης ορού (P=2,7x10-4). Ανάµεσα στους αιµατολογικούς δείκτες (Πίνακας 3.9), τα 

λεµφοκύτταρα, τα ερυθροκύτταρα, ο αιµατοκρίτης και η αιµοσφαιρίνη φαίνονταν να 

µειώνονται µε την αύξηση της ηλικίας (P=6,0x10-5, P=1,3x10-5, P=0,031 και P=0,007, 

αντίστοιχα), ενώ τα ουδετερόφιλα και η ταχύτητα καθίζησης ερυθροκυττάρων (ΤΚΕ) να 

αυξάνονται (P=0,001 και P=2,8x10-8). 

 
Πίνακας 3.9. Συσχέτιση της ηλικίας µε φλεγµονώδεις, βιοχηµικούς και αιµατολογικούς 

δείκτες σε υποοµάδα (N=250) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P§ 
Φλεγµονώδεις δείκτες   
IL-6 (pg/ml) 0,157 0,015 
IL-8 (pg/ml) 0,139 0,032 
TNF-α (pg/ml) 0,002 0,98 
MCP1 (pg/ml) -0,067 0,30 
MIP1a (pg/ml) -0,074 0,25 
RANTES (ng/ml) 0,123 0,06 
Βιοχηµικοί δείκτες   
Zn πλάσµατος (µΜ) -0,100 0,12 
Ολική χολερυθρίνη (mg/dl) -0,220 0,001 
SGOT (IU/L) -0,060 0,39 
SGPT (IU/L) -0,136 0,048† 
Κρεατινίνη (mg/dl) 0,228 2,7x10-4 
Αλβουµίνη (g/dl) -0,220 0,001 
Αιµατολογικοί δείκτες   
Λευκοκύτταρα (103/ml) 0,057 0,38 
Ουδετερόφιλα (%) 0,209 0,001 
Λεµφοκύτταρα (%) -0,258 6,0x10-5 
Μονοπύρηνα (%) 0,100 0,12 
Ιωσινόφιλα (%) 0,091 0,16 
Βασεόφιλα (%) -0,017 0,80 
Ερυθροκύτταρα (106/ml) -0,263 1,3x10-5 
Αιµοπετάλια (103/ml) 0,046 0,46 
Αιµατοκρίτης (%) -0,125 0,031 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) -0,156 0,007 
ΤΚΕ (mm/h) 0,342 2,8x10-8 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης της ηλικίας ανά έτος. §Σταθµισµένο για το φύλο. 
†Σταθµισµένο για το φύλο και τον ∆.Μ.Σ. 
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 Στον Πίνακα 3.10 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των ελέγχων συσχέτισης της 

ηλικίας µε τις διατροφικές συνήθειες, τα στοιχεία του τρόπου ζωής και τους 

ψυχοκοινωνικούς δείκτες στο σύνολο των ηλικιωµένων εθελοντών. Ο βαθµός υιοθέτησης 

της Μεσογειακής διατροφής και η διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου επηρεάζονταν 

αρνητικά, αλλά όχι σηµαντικά από την αύξηση της ηλικίας. Αντίθετα, η ενεργειακή 

πρόσληψη και τα επίπεδα φυσικής δραστηριότητας σηµείωναν σηµαντική µείωση µε 

την αύξηση της ηλικίας (Πίνακας 3.10 και Εικόνα 3.19). 

 

Πίνακας 3.10. Συσχέτιση της ηλικίας µε διατροφικές συνήθειες, στοιχεία του τρόπου ζωής 

και ψυχοκοινωνικούς δείκτες στο σύνολο (N=843) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P 
∆ιατροφικές συνήθειες   
Σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής (0-55) -0,057 0,19§ 
∆ιατροφική πρόσληψη Zn (mg/ηµέρα) -0,062 0,09§ 
Ενεργειακή πρόσληψη (kcal/ηµέρα) -0,097 0,005§ 
Τρόπος ζωής και ψυχοκοινωνικοί δείκτες   
Φυσική δραστηριότητα (ΜΕΤ-
λεπτά/εβδοµάδα) 

-0,240 3,2x10-13§ 

Εξέταση νοητικής κατάστασης (0-30) -0,175 2,0x10-7† 
Γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης (0-15) 0,100 0,007‡ 
 Λόγος πιθανοτήτων** 

(95% διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P 

∆ιατροφικές συνήθειες   
Ανεπαρκής πρόσληψη Zn  
(γυναίκες ≤9, άντρες ≤11 mg/ηµέρα)1 

0,974 (0,94; 1,01) 0,17§ 

Τρόπος ζωής και ψυχοκοινωνικοί δείκτες   
Άνοια1 1,047 (1,02; 1,07) 2,4x10-4† 
Καταθλιπτικά συµπτώµατα1 0,979 (0,95; 1,01) 0,13‡ 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης της ηλικίας ανά έτος. §Σταθµισµένο για το φύλο. 
†Σταθµισµένο για το φύλο και το µορφωτικό επίπεδο. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, τον ∆.Μ.Σ. και 
την οικογενειακή κατάσταση. **Λόγος πιθανοτήτων της επίδρασης της ηλικίας ανά έτος. 
1Απουσία έναντι παρουσίας. 
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 Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.20, οι µη υπέρβαροι είχαν υψηλότερο σκορ 

Μεσογειακής διατροφής σε σχέση µε τους υπέρβαρους (Μέση τιµή ± Τυπική απόκλιση: 

30,7±3,5 έναντι 29,9±3,1 αντίστοιχα, P=0,026, σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία), 

ενώ το ίδιο ίσχυε και για τους µη παχύσαρκους (Μέση τιµή ± Τυπική απόκλιση: 30,3±3,3 

έναντι 29,7±2,9 αντίστοιχα, P=0,037, σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία). 

 

 Στον Πίνακα 3.12 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των µοντέλων γραµµικής 

παλινδρόµησης για τον έλεγχο συσχέτισης του βαθµού υιοθέτησης της Μεσογειακής 

διατροφής µε σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς και λιπιδαιµικούς δείκτες στο 

σύνολο των ηλικιωµένων εθελοντών.  

 

Πίνακας 3.12. Συσχέτιση του σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής (0-55) µε σωµατοµετρικούς, 

κλινικούς, γλυκαιµικούς και λιπιδαιµικούς δείκτες στο σύνολο (N=843) των ηλικιωµένων 

εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P 
Σωµατοµετρικοί δείκτες   
∆.Μ.Σ. (kg/m2) -0,094 0,008§ 
Κλινικοί δείκτες   
Συστολική αρτηριακή πίεση (mm Hg) -0,043 0,22† 
∆ιαστολική αρτηριακή πίεση (mm Hg) -0,005 0,88† 
Γλυκαιµικοί δείκτες   
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) -0,073 0,018‡ 
Ινσουλίνη νηστείας (pmol/L) -0,004 0,91** 
Homa-B (%) 0,034 0,54‡ 
Homa-IR -0,010 0,19** 
Λιπιδαιµικοί δείκτες   
Ολική χοληστερόλη (mg/dl) 0,004 0,90§§ 
LDL-C (mg/dl) 0,010 0,77§§ 
HDL-C (mg/dl) 0,073 0,038†† 
Τριγλυκερίδια (mg/dl) -0,102 0,005†† 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του σκορ Μεσογειακής διατροφής ανά µονάδα. 
§Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και 
τη λήψη αντιυπερτασικής θεραπείας. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη 
λήψη αντιδιαβητικής θεραπείας. **Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. 
§§Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. ††Σταθµισµένο 
για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. 
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 Αντίστοιχα, στον Πίνακα 3.13 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των µοντέλων 

γραµµικής παλινδρόµησης για τον έλεγχο συσχέτισης του βαθµού υιοθέτησης της 

Μεσογειακής διατροφής µε φλεγµονώδεις, βιοχηµικούς και αιµατολογικούς δείκτες. Η 

επίδραση της Μεσογειακής διατροφής ήταν σηµαντικά αρνητική για τα επίπεδα IL-8, 

κρεατινίνης ορού, ουδετερόφιλων και της ταχύτητας καθίζησης ερυθροκυττάρων 

(ΤΚΕ), ενώ σηµαντικά θετική για τα επίπεδα λεµφοκυττάρων. 

.  

Πίνακας 3.13. Συσχέτιση του σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής (0-55) µε φλεγµονώδεις, 

βιοχηµικούς και αιµατολογικούς δείκτες σε υποοµάδα (N=250) των ηλικιωµένων 

εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P§ 
Φλεγµονώδεις δείκτες   
IL-6 (pg/ml) -0,026 0,68 
IL-8 (pg/ml) -0,215 0,001 
TNF-α (pg/ml) 0,025 0,70 
MCP1 (pg/ml) 0,120 0,07 
MIP1a (pg/ml) 0,097 0,14 
RANTES (ng/ml) -0,067 0,31 
Βιοχηµικοί δείκτες   
Zn πλάσµατος (µΜ) -0,081 0,22 
Ολική χολερυθρίνη (mg/dl) -0,053 0,44 
SGOT (IU/L) 0,026 0,71 
SGPT (IU/L) 0,008 0,90† 
Κρεατινίνη (mg/dl) -0,128 0,039 
Αλβουµίνη (g/dl) -0,036 0,57 
Αιµατολογικοί δείκτες   
Λευκοκύτταρα (103/ml) -0,098 0,13 
Ουδετερόφιλα (%) -0,133 0,040 
Λεµφοκύτταρα (%) 0,172 0,007 
Μονοπύρηνα (%) -0,038 0,56 
Ιωσινόφιλα (%) -0,050 0,44 
Βασεόφιλα (%) -0,039 0,56 
Ερυθροκύτταρα (106/ml) 0,060 0,32 
Αιµοπετάλια (103/ml) -0,048 0,45 
Αιµατοκρίτης (%) -0,012 0,84 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) 0,014 0,81 
ΤΚΕ (mm/h) -0,209 4,3x10-4 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του σκορ Μεσογειακής διατροφής ανά µονάδα. 
§Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. 
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 Σε σχέση µε τις διατροφικές συνήθειες, τα στοιχεία του τρόπου ζωής και τους 

ψυχοκοινωνικούς δείκτες, βρέθηκε θετική επίδραση της Μεσογειακής διατροφής στη 

διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου και αρνητική επίδραση στην εµφάνιση 

καταθλιπτικών συµπτωµάτων (Πίνακας 3.14). 

  

Πίνακας 3.14. Συσχέτιση του σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής (0-55) µε διατροφικές 

συνήθειες, στοιχεία του τρόπου ζωής και ψυχοκοινωνικούς δείκτες στο σύνολο (N=843) 

των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P 
∆ιατροφικές συνήθειες   
∆ιατροφική πρόσληψη Zn (mg/ηµέρα) 0,111 0,002§ 
Τρόπος ζωής και ψυχοκοινωνικοί 
δείκτες 

  

Εξέταση νοητικής κατάστασης (0-30) 0,012 0,72† 
Γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης (0-15) -0,111 0,002‡ 
 Λόγος πιθανοτήτων** (95% 

διαστήµατα εµπιστοσύνης) 
P 

∆ιατροφικές συνήθειες   
Ανεπαρκής πρόσληψη Zn  
(γυναίκες ≤9, άντρες ≤11 mg/ηµέρα)1 

0,973 (0,88; 1,07) 0,58§ 

Τρόπος ζωής και ψυχοκοινωνικοί 
δείκτες 

  

Άνοια1 1,015 (0,96;1,07) 0,58† 
Καταθλιπτικά συµπτώµατα1 1,084 (1,02;1,15) 0,010‡ 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του σκορ Μεσογειακής διατροφής ανά µονάδα. 
§Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και το 
µορφωτικό επίπεδο. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και την οικογενειακή 
κατάσταση. **Λόγος πιθανοτήτων της επίδρασης του σκορ Μεσογειακής διατροφής ανά µονάδα. 
1Απουσία έναντι παρουσίας. 
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Αξιολόγηση της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου σε σχέση µε δείκτες υγείας 

 Η διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου, όπως εκτιµήθηκε από τα ερωτηµατολόγια 

συχνότητας κατανάλωσης τροφίµων σε mg/ηµέρα, δεν βρέθηκε να σχετίζεται σηµαντικά 

µε την πιθανότητα εµφάνισης των νοσηµάτων που αξιολογήθηκαν στο ιατρικό ιστορικό 

των ηλικιωµένων εθελοντών, όπως παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.15. Παράλληλα, ο 

έλεγχος συσχέτισης της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου µε σωµατοµετρικούς, 

κλινικούς, γλυκαιµικούς και λιπιδαιµικούς δείκτες, ανέδειξε την αρνητική επίδραση του 

διατροφικού ψευδαργύρου στα επίπεδα τριγλυκεριδίων (Πίνακας 3.16). Συγκεκριµένα, η 

αύξηση της διατροφικής πρόσληψης του ιχνοστοιχείου κατά 1 mg/ηµέρα προκαλούσε 

µείωση κατά 0,111 mg/dl στα επίπεδα τριγλυκεριδίων (P=0,002). Η Εικόνα 3.23 

απεικονίζει τη συσχέτιση. 

 

Πίνακας 3.15. Συσχέτιση της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου (mg/ηµέρα) µε την 

πιθανότητα παρουσίας νοσηµάτων στο σύνολο (N=843) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή Λόγος πιθανοτήτων* (95% 
διαστήµατα εµπιστοσύνης) 

P 

Ιατρικό ιστορικό   
Υπέρταση1 1,034 (0,97;1,10) 0,29§ 
Σακχαρώδης ∆ιαβήτης 21 1,011 (0,93;1,10) 0,80§ 
Υπερχοληστερολαιµία1 0,975 (0,89;1,07) 0,59† 
Καρδιαγγειακά νοσήµατα1 1,008 (0,94;1,08) 0,81§ 
Έµφραγµα µυοκαρδίου1 1,016 (0,89;1,16) 0,81† 
Αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο1 0,991 (0,86;1,14) 0,90† 
Υπέρβαρο1 0,978 (0,90;1,06) 0,61† 
Παχυσαρκία1 0,936 (0,88;0,99) 0,06† 
*Λόγος πιθανοτήτων της επίδρασης της διατροφικής πρόσληψης Zn ανά mg/ηµέρα. §Σταθµισµένο 
για το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και την θερµιδική 
πρόσληψη. 1Απουσία έναντι παρουσίας.  
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 Τα αποτελέσµατα των µοντέλων γραµµικής παλινδρόµησης για τον έλεγχο 

συσχέτισης της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου µε δείκτες φλεγµονής, βιοχηµικούς 

και αιµατολογικούς δείκτες στην οµάδα 250 ηλικιωµένων εθελοντών, παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 3.17. Η διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου φάνηκε να επηρεάζει θετικά τα 

επίπεδα IL-8 και RANTES.  

 

Πίνακας 3.17. Συσχέτιση της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου (mg/ηµέρα) µε 

φλεγµονώδεις, βιοχηµικούς και αιµατολογικούς δείκτες σε υποοµάδα (N=250) των 

ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P§ 
Φλεγµονώδεις δείκτες   
IL-6 (pg/ml) 0,039 0,59 
IL-8 (pg/ml) 0,184 0,011 
TNF-α (pg/ml) 0,001 0,99 
MCP1 (pg/ml) -0,026 0,72 
MIP1a (pg/ml) -0,019 0,79 
RANTES (ng/ml) 0,181 0,013 
Βιοχηµικοί δείκτες   
Zn πλάσµατος (µΜ) 0,147 0,045 
Ολική χολερυθρίνη (mg/dl) 0,046 0,54 
SGOT (IU/L) -0,075 0,35 
SGPT (IU/L) -0,031 0,64† 
Κρεατινίνη (mg/dl) 0,099 0,15 
Αλβουµίνη (g/dl) 0,015 0,83 
Αιµατολογικοί δείκτες   
Λευκοκύτταρα (103/ml) -0,043 0,56 
Ουδετερόφιλα (%) -0,031 0,67 
Λεµφοκύτταρα (%) 0,028 0,69 
Μονοπύρηνα (%) -0,053 0,46 
Ιωσινόφιλα (%) 0,061 0,40 
Βασεόφιλα (%) 0,027 0,71 
Ερυθροκύτταρα (106/ml) 0,043 0,52 
Αιµοπετάλια (103/ml) -0,030 0,67 
Αιµατοκρίτης (%) 0,059 0,37 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) 0,045 0,48 
ΤΚΕ (mm/h) 0,052 0,43 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης της διατροφικής πρόσληψης Zn ανά mg/ηµέρα. 
§Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και την θερµιδική πρόσληψη. †Σταθµισµένο για το φύλο, 
την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. 
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Εκτίµηση της φυσικής δραστηριότητας στον γηριατρικό πληθυσµό 

 Η επίδραση της φυσικής δραστηριότητας (ως ΜΕΤ-λεπτά/εβδοµάδα) στα επίπεδα 

σωµατοµετρικών, κλινικών, γλυκαιµικών και λιπιδαιµικών δεικτών παρουσιάζεται στον 

Πίνακα 3.19. Σηµαντικές συσχετίσεις εντοπίστηκαν µε τον ∆.Μ.Σ., το σκορ στην εξέταση 

της νοητικής κατάστασης και το σκορ στην γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης. 

 

Πίνακας 3.19. Συσχέτιση της φυσικής δραστηριότητας (ΜΕΤ-λεπτά/εβδοµάδα) µε 

σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς λιπιδαιµικούς και ψυχοκοινωνικούς δείκτες 

στο σύνολο (N=843) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P 
Σωµατοµετρικοί δείκτες   
∆.Μ.Σ. (kg/m2) -0,090 0,025§ 
Κλινικοί δείκτες   
Συστολική αρτηριακή πίεση (mm Hg) 0,042 0,29† 
∆ιαστολική αρτηριακή πίεση (mm Hg) -0,003 0,95† 
Γλυκαιµικοί δείκτες   
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) 0,070 0,07‡ 
Ινσουλίνη νηστείας (pmol/L) 0,043 0,28** 
Homa-B (%) 0,010 0,80‡ 
Homa-IR 0,047 0,24** 
Λιπιδαιµικοί δείκτες   
Ολική χοληστερόλη (mg/dl) -0,018 0,65§§ 
LDL-C (mg/dl) -0,022 0,57§§ 
HDL-C (mg/dl) 0,018 0,64†† 
Τριγλυκερίδια (mg/dl) -0,023 0,56†† 
Οξειδωµένη LDL-C (mg/dl)1 -0,038 0,64§ 
Ψυχοκοινωνικοί δείκτες   
Εξέταση νοητικής κατάστασης (0-30) 0,226 4,7x10-10***
Γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης (0-15) -0,208 9,9x10-8***
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης της φυσικής δραστηριότητας ανά ΜΕΤ-
λεπτά/εβδοµάδα. §Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, 
τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιυπερτασικής θεραπείας. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον 
∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιδιαβητικής θεραπείας. **Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τον 
∆.Μ.Σ. §§Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. 
††Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. 
‡‡Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και το µορφωτικό επίπεδο. ***Σταθµισµένο για το φύλο, 
την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και την οικογενειακή κατάσταση. 1N=175 άτοµα. 
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 Στον Πίνακα 3.20 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από τα µοντέλα γραµµικής 

παλινδρόµησης για την εκτίµηση της επίδρασης της φυσικής δραστηριότητας στα επίπεδα 

φλεγµονωδών, βιοχηµικών και αιµατολογικών δεικτών. ∆εν βρέθηκαν σηµαντικές 

συσχετίσεις στην υποοµάδα των 250 ηλικιωµένων εθελοντών. 

 

Πίνακας 3.20. Συσχέτιση της φυσικής δραστηριότητας (ΜΕΤ-λεπτά/εβδοµάδα) µε 

φλεγµονώδεις, βιοχηµικούς και αιµατολογικούς δείκτες σε υποοµάδα (N=250) των 

ηλικιωµένων εθελοντών. 

Εξαρτηµένη µεταβλητή β* P§ 
Φλεγµονώδεις δείκτες   
IL-6 (pg/ml) -0,009 0,91 
IL-8 (pg/ml) -0,020 0,79 
TNF-α (pg/ml) 0,067 0,38 
MCP1 (pg/ml) 0,034 0,65 
MIP1a (pg/ml) 0,031 0,68 
RANTES (ng/ml) -0,026 0,73 
Βιοχηµικοί δείκτες   
Zn πλάσµατος (µΜ) 0,107 0,15 
Ολική χολερυθρίνη (mg/dl) 0,119 0,12 
SGOT (IU/L) 0,025 0,75 
SGPT (IU/L) -0,033 0,66† 
Κρεατινίνη (mg/dl) 0,013 0,85 
Αλβουµίνη (g/dl) -0,073 0,31 
Αιµατολογικοί δείκτες   
Λευκοκύτταρα (103/ml) -0,065 0,39 
Ουδετερόφιλα (%) 0,038 0,61 
Λεµφοκύτταρα (%) 0,004 0,95 
Μονοπύρηνα (%) -0,067 0,36 
Ιωσινόφιλα (%) -0,139 0,06 
Βασεόφιλα (%) 0,012 0,87 
Ερυθροκύτταρα (106/ml) 0,023 0,74 
Αιµοπετάλια (103/ml) -0,081 0,27 
Αιµατοκρίτης (%) 0,029 0,66 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) 0,032 0,62 
ΤΚΕ (mm/h) -0,079 0,25 
*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης της φυσικής δραστηριότητας ανά ΜΕΤ-
λεπτά/εβδοµάδα. §Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία 
και τον ∆.Μ.Σ. 
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3.4 Γενετική ανάλυση 

Ανάλυση της συχνότητας αλληλοµόρφων και γονοτύπων 

 Στον Πίνακα 3.21 παρουσιάζονται οι γενετικοί δείκτες που µελετήθηκαν, οι 

γονότυποι, το επίπεδο σηµαντικότητας για τον έλεγχο Hardy-Weinberg Equilibrium και η 

συχνότητα εµφάνισης του σπάνιου αλληλοµόρφου (MAF) για κάθε δείκτη. Οι συχνότητες 

εµφάνισης των σπάνιων αλληλοµόρφων κυµαίνονταν από 0,08 (rs1800629 TNF-α) έως 

0,48 (rs7034200 GLIS3). Όλοι οι πολυµορφισµοί ήταν σε συµφωνία µε την ισορροπία 

Hardy-Weinberg, εκτός από τους rs11640851 (MT1A) και rs10636 (ΜΤ2Α).  

 
Πίνακας 3.21. Χαρακτηριστικά των γενετικών δεικτών στο δείγµα των ηλικιωµένων. 
SNP Chr Γονίδιο Γονότυποι (Ν) N HWE P MAF 
rs10493846 1 SEC63D1 GG/GT/TT: 467/207/25 699 0,706 0,18 
rs340874 1 PROX1 CC/CT/TT: 213/405/180 798 0,671 0,48 
rs780094 2 GCKR CC/CT/TT: 228/398/166 792 0,775 0,46 
rs560887 2 G6PC2 CC/CT/TT: 400/321/69 790 0,667 0,29 
rs4675095 2 IRS1 AA/AT/TT: 614/156/10 780 1,000 0,11 
rs11717195 3 ADCY5 TT/TC/CC: 483/226/34 743 0,249 0,20 
rs11920090 3 SLC2A2 TT/TA/AA: 549/207/23 779 0,510 0,16 
rs11167682 5 SAP30L GG/GT/TT: 466/270/41 777 0,838 0,23 
rs4880 6 SOD2 TT/TC/CC: 63/100/49 212 0,490 0,47 
rs1061581 6 Hsp70-2 AA/AG/GG: 103/110/19 232 0,226 0,32 
rs1800629 6 TNF-α GG/GA/AA: 680/111/7 798 0,320 0,08 
rs1800795 7 IL-6 GG/GC/CC: 163/72/9 244 0,831 0,18 
rs4607517 7 GCK GG/GA/AA: 525/242/37 804 0,181 0,20 
rs2191349 7 DGKB/THEM195 TT/TG/GG: 252/354/161 767 0,079 0,44 
rs7034200 9 GLIS3 AA/AC/CC: 206/370/181 757 0,561 0,48 
rs6479526 9 PTPDC1 CC/CT/TT: 440/278/54 772 0,291 0,25 
rs457420 9 BRD3 CC/CT/TT: 272/367/152 791 0,167 0,42 
rs10885122 10 ADRA2A GG/GT/TT: 611/155/14 780 0,297 0,12 
rs11605924 11 CRY2 CC/CA/AA: 272/388/135 795 0,884 0,41 
rs7944584 11 MADD AA/AT/TT: 327/344/108 779 0,276 0,36 
rs174550 11 FADS1 TT/TC/CC: 422/298/64 784 0,279 0,27 
rs10830963 11 MTNR1B CC/CG/GG: 414/317/46 777 0,166 0,26 
rs35767 12 IGF1 GG/GA/AA: 482/264/35 781 1,000 0,21 
rs8052394 16 MT1A AA/AG/GG: 393/139/2 534 0,002 0,13 
rs11640851 16 MT1A AA/AC/CC: 215/272/35 522 2,8E-05 0,33 
rs1610216 16 MT2A AA/AG/GG: 335/178/18 531 0,418 0,20 
rs10636 16 MT2A GG/GC/CC: 252/251/25 528 1,1E-04 0,29 
SNP: Single Nucleotide Polymorphism, Chr: Chromosome, HWE: Hardy-Weinberg Equilibrium, 
MAF: Minor Allele Frequency 

 

Οι πολυµορφισµοί rs1800629 (TNF-α), rs1800795 (IL-6), rs8052394 (MT1A),  

rs11640851 (MT1A) και rs10636 (MT2A) µελετήθηκαν µε την εφαρµογή του επικρατούς 
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γενετικού µοντέλου (φορείς του σπάνιου αλληλοµόρφου έναντι µη φορέων). Οι υπόλοιποι 

πολυµορφισµοί µελετήθηκαν µε την εφαρµογή του προσθετικού γενετικού µοντέλου 

(επίδραση ανά αλληλόµορφο αναφοράς). 

 
Εκτίµηση της συσχέτισης των γενετικών δεικτών µε τον επιπολασµό νοσηµάτων 
στους ηλικιωµένους 

 Ο έλεγχος συσχέτισης των πολυµορφισµών µε την πιθανότητα παρουσίας 

νοσηµάτων στο δείγµα των ηλικιωµένων εθελοντών, πραγµατοποιήθηκε µε µοντέλα 

λογιστικής παλινδρόµησης, διορθωµένα για το φύλο και την ηλικία (Μοντέλο 1) και 

επιπλέον για τον ∆.Μ.Σ. (Μοντέλο 2), όπου ήταν απαραίτητο. Τα αποτελέσµατα των 

αναλύσεων µε επίπεδο σηµαντικότητας P≤0,10 παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.22. 
 
 Η παρουσία υπέρτασης σχετίστηκε σηµαντικά µε το C αλληλόµορφο για τον 

πολυµορφισµό rs780094 (GCKR) (λόγος πιθανοτήτων: 1,293, P=0,039, σταθµισµένο για 

το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ.). Ερµηνεύοντας τη συσχέτιση, οι ηλικιωµένοι µε CT 

γονότυπο είχαν 1,293 µεγαλύτερη πιθανότητα να είναι υπερτασικοί σε σχέση µε τους ΤΤ 

και οι CC 2,586 σε σχέση µε τους ΤΤ (προσθετικό µοντέλο). Παράλληλα, η παρουσία 

υπέρτασης σχετίστηκε σηµαντικά µε το G αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs8052394 

(ΜΤ1Α) (λόγος πιθανοτήτων: 1,670, P=0,032, σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και 

τον ∆.Μ.Σ.). Ερµηνεύοντας τη συσχέτιση, οι φορείς του G αλληλοµόρφου (GG και GA) 

είχαν 1,670 µεγαλύτερη πιθανότητα να είναι υπερτασικοί σε σχέση µε τους AA (επικρατές 

µοντέλο). Αντίστοιχα, η παρουσία υπερχοληστερολαιµίας σχετίστηκε µε το Τ 

αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs4880 (SOD2), η παρουσία υπέρβαρου µε το Τ 

αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs6479526 (PTPDC1) και το G αλληλόµορφο για τον 

πολυµορφισµό rs35767 (IGF1), ενώ η παχυσαρκία µε C αλληλόµορφο για τον 

πολυµορφισµό rs457420 (BRD3). 
 
 Σηµαντικές συσχετίσεις των γενετικών δεικτών µε το ιστορικό καρδιαγγειακού 

νοσήµατος καταγράφηκαν για τους πολυµορφισµούς rs11640851 (MT1A) και rs8052394 

(MT1A) (P=0,003 και P=0,001 αντίστοιχα). Το ιστορικό αγγειακού εγκεφαλικού 

επεισοδίου βρέθηκε να σχετίζεται θετικά µε το C αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό 

rs1800795 (IL-6) και µε το C αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs11640851 (MT1A). Η 

πιθανότητα εµφάνισης ανεπάρκειας Zn (επίπεδα πλάσµατος ≤10,5 µΜ) ήταν µικρότερη 

παρουσία του Τ αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs7944584 (MADD) και το ίδιο 

ίσχυε για το G αλληλόµορφο του πολυµορφισµού rs10830963 (MTNR1B). 
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Πίνακας 3.22. Συσχέτιση των πολυµορφισµών µε την πιθανότητα παρουσίας νοσηµάτων στο σύνολο (Ν=843) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

   Μοντέλο 1 (συµµεταβλητές: 
φύλο, ηλικία)  

Μοντέλο 2 (συµµεταβλητές: 
φύλο, ηλικία, ∆.Μ.Σ.) 

Εξαρτηµένη µεταβλητή SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

Λόγος πιθανοτήτων* 
(95% διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P Λόγος πιθανοτήτων* 
(95% διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P 

Ιατρικό ιστορικό       
Υπέρταση1 rs780094 (GCKR) C (0,54) 1,293 (1,03; 1,62) 0,026 1,276 (1,01; 1,61) 0,039 

rs457420 (BRD3) C (0,58) 1,254 (1,00; 1,56) 0,045 1,189 (0,95; 1,49) 0,13 
rs18006292 (TNF-α) G (0,92) 1,448 (0,94; 2,21) 0,08 1,401 (0,90; 2,17) 0,13 
rs80523942 (ΜΤ1Α) A (0,87) 1,601 (1,01; 2,53) 0,043 1,670 (1,04; 2,67) 0,032 

Σακχαρώδης ∆ιαβήτης 21 rs35767 (IGF1) G (0,79) 1,426 (0,98; 2,05) 0,06   
Υπερχοληστερολαιµία1 rs4880 (SOD2) T (0,53) 1,674 (1,01; 2,77) 0,045   

rs106362 (MT2A) G (0,72) 1,516 (0,92; 2,48) 0,10   
Καρδιαγγειακά 
νοσήµατα1 

rs4675095 (IRS1) A (0,89) 1,601 (1,00; 2,56) 0,049 1,598 (1,00; 2,56) 0,050 
rs11920090 (SLC2A2) T (0,84) 1,479 (1,01; 2,16) 0,043 1,503 (1,02; 2,20) 0,037 
rs116408512 (MT1A) C (0,33) 1,829 (1,19; 2,79) 0,005 1,906 (1,24; 2,93) 0,003 
rs80523942 (MT1A) G (0,13) 1,948 (1,26; 2,99) 0,002 1,985 (1,29; 3,05) 0,001 

Έµφραγµα µυοκαρδίου1 rs11717195 (ADCY5) C (0,20) 1,745 (0,98; 3,08) 0,055   
 rs11920090 (SLC2A2) T (0,84) 2,623 (0,95; 7,23) 0,06   
Αγγειακό εγκεφαλικό 
επεισόδιο1 

rs11167682 (SAP30L) T (0,23) 1,695 (0,96; 2,97) 0,07   
rs18007952 (IL-6) C (0,18) 20,280 (2,80; 146,90) 0,002   
rs116408512 (MT1A) C (0,33) 2,731(1,07; 6,93) 0,034   

*Λόγος πιθανοτήτων της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. 1Απουσία έναντι παρουσίας. 2Επικρατές γενετικό µοντέλο. 
3Ν=250. 
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   Μοντέλο 1 (συµµεταβλητές: 

φύλο, ηλικία)  
 

Εξαρτηµένη µεταβλητή SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

Λόγος πιθανοτήτων* 
(95% διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P   

Υπέρβαρο1 rs11717195 (ADCY5) T (0,80) 1,367 (0,97; 1,91) 0,07   
rs6479526 (PTPDC1) T (0,25) 1,499 (1,04; 2,16) 0,029   
rs35767 (IGF1) G (0,79) 1,425 (1,02; 1,99) 0,038   

Παχυσαρκία1 rs11167682 (SAP30L) T (0,23) 1,260 (0,99; 1,60) 0,06   
rs457420 (BRD3) C (0,58) 1,226 (1,00; 1,49) 0,045   

Ανεπάρκεια Zn (≤10,5 
µΜ) 1,3 

rs780094 (GCKR) C (0,54) 0,678 (0,45; 1,02) 0,06   
rs7944584 (MADD) T (0,36) 0,590 (0,38; 0,92) 0,021   
rs10830963 (MTNR1B) G (0,26) 0,607 (0,24; 0,37) 0,049   
rs106362 (MT2A) C (0,28) 0,569 (0,29; 0,32) 0,056   

*Λόγος πιθανοτήτων της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. 1Απουσία έναντι παρουσίας. 2Επικρατές γενετικό µοντέλο. 3Ν=250.
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πολυµορφισµό rs10636 (MT2A), µε τους φορείς του C αλληλοµόρφου (GC και CC, 

επικρατές µοντέλο) να έχουν κατά 0,112 mm Hg χαµηλότερα επίπεδα πίεσης σε σχέση µε 

τους GG (P=0,012, σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη 

αντιυπερτασικών φαρµάκων. 

 

 Το αλληλόµορφο G για τον πολυµορφισµό rs2191349 (DGKB/THEM195), 

σχετίστηκε σηµαντικά µε µειωµένα επίπεδα γλυκόζης νηστείας, ινσουλίνης νηστείας και 

Homa-IR (P=0,001, P=0,032 και P=0,004, αντίστοιχα). Οι τιµές Homa-B επηρεάζονταν 

αρνητικά (P=0,035) από το Α αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs1800629 (TNF-α). 

 

Αναφορικά µε τους λιπιδαιµικούς δείκτες, το C αλληλόµορφο για τον 

πολυµορφισµό rs4880 (SOD2) είχε σηµαντική επίδραση στα επίπεδα οξειδωµένης LDL-C 

(β=-0,252, P=6,5x10-4), τριγλυκεριδίων (β=-0,237, P=3,9x10-4), HDL-C (β=0,147, 

P=0,029) και ολικής χοληστερόλης (β=-0,136, P=0,046). Παράλληλα, το Α αλληλόµορφο 

για τον πολυµορφισµό rs1800629 (TNF-α) σχετίστηκε µε µειωµένα επίπεδα ολικής 

χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων. Τα επίπεδα οξειδωµένης LDL-C βρέθηκε να 

αυξάνονται παρουσία του T αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs340874 (PROX1) και 

το ίδιο ίσχυε και για το Τ αλληλόµορφο του πολυµορφισµού rs7944584 (MADD). Τέλος, 

το Τ αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs11167682 (SAP30L) σχετίστηκε µα αυξηµένα 

επίπεδα HDL-C. 
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Πίνακας 3.23. Συσχέτιση των πολυµορφισµών µε σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς και λιπιδαιµικούς δείκτες στο σύνολο (N=843) 

των ηλικιωµένων εθελοντών. 

   Μοντέλο 1 (συµµεταβλητές: 
φύλο, ηλικία) 

Μοντέλο 2 (συµµεταβλητές: 
φύλο, ηλικία, ∆.Μ.Σ., 

αντιυπερτασικά φάρµακα) 
Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P β* P 

Σωµατοµετρικοί 
δείκτες 

      

∆.Μ.Σ. (kg/m2) rs560887 (G6PC2) T (0,29) -0,060 0,09   
rs11717195 (ADCY5) C (0,20) -0,071 0,050   
rs457420 (BRD3) T (0,42) -0,084 0,017   
rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,063 0,08   

Κλινικοί δείκτες       
Συστολική αρτηριακή 
πίεση (mm Hg) 
 

rs10493846 (SEC63D1) T (0,18) 0,074 0,07 0,074 0,053 
rs780094 (GCKR) T (0,46) -0,075 0,046 -0,060 0,09 
rs11717195 (ADCY5) C (0,20) -0,085 0,028 -0,086 0,019 
rs11167682 (SAP30L) T (0,23) 0,078 0,039 0,070 0,050 
rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,138 0,054 -0,135 0,053 
rs18007951 (IL-6) C (0,18) 0,117 0,08 0,127 0,048 
rs457420 (BRD3) T (0,42) -0,064 0,09 -0,045 0,21 
rs11605924 (CRY2) A (0,41) -0,088 0,018 -0,095 0,007 
rs7944584 (MADD) T (0,36) -0,077 0,041 -0,077 0,032 

∆ιαστολική 
αρτηριακή πίεση (mm 
Hg) 

rs11717195 (ADCY5) C (0,20) -0,071 0,07 -0,065 0,09 
rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,080 0,035 -0,075 0,044 
rs2191349 (DGKB/THEM195) G (0,44) 0,066 0,09 0,062 0,11 
rs8052394 (MT1A) G (0,13) 0,076 0,09 0,082 0,06 
rs106361 (MT2A) C (0,28) -0,112 0,013 -0,111 0,012 

*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. 1Επικρατές γενετικό µοντέλο. 
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   Μοντέλο 1 

(συµµεταβλητές: φύλο, 
ηλικία) 

Μοντέλο 2 (συµµεταβλητές: 
φύλο, ηλικία, ∆.Μ.Σ., και 
§αντιδιαβητικά φάρµακα) 

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P β* P 

Γλυκαιµικοί δείκτες       

Γλυκόζη νηστείας 
(mg/dl) 

rs2191349 (DGKB/THEM195) G (0,44) -0,107 0,003 -0,095 0,001§ 
rs174550 (FADS1) C (0,27) -0,081 0,023 -0,057 0,052§ 

Ινσουλίνη νηστείας 
(pmol/L) 

rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,068 0,058 -0,064 0,07 
rs2191349  (DGKB/THEM195) G (0,44) -0,098 0,058 -0,101 0,032 
rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,068 0,040 -0,052 0,10 

Homa-B (%) rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,077 0,042 -0,075 0,035§ 
rs6479526 (PTPDC1) T (0,25) 0,066 0,09 0,050 0,17§ 

Homa-IR rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,068 0,07 -0,062 0,08 
rs2191349 (DGKB/THEM195) G (0,44) -0,102 0,009 -0,104 0,004 
rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,081 0,034 -0,062 0,09 

*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. 1Επικρατές γενετικό µοντέλο.
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   Μοντέλο 1 

(συµµεταβλητές: φύλο, 
ηλικία) 

Μοντέλο 2 (συµµεταβλητές: 
φύλο, ηλικία, 

αντιλιπιδαιµικά φάρµακα, 
και †∆.Μ.Σ.) 

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P β* P 

Λιπιδαιµικοί δείκτες       
Ολική χοληστερόλη 
(mg/dl) 

rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,146 0,034 -0,136 0,046 
rs174550 (FADS1) C (0,27) 0,061 0,08 0,052 0,13 
rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,064 0,07 -0,067 0,045 

LDL-C (mg/dl) rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,126 0,07 -0,112 0,09 
rs174550 (FADS1) C (0,27) 0,071 0,044 0,061 0,07 

HDL-C (mg/dl) rs560887 (G6PC2) T (0,29) 0,059 0,09 0,049 0,16† 
rs11167682 (SAP30L) T (0,23) 0,087 0,013 0,083 0,016† 
rs4880 (SOD2) C (0,47) 0,145 0,033 0,147 0,029† 
rs35767 (IGF1) A (0,21) 0,078 0,025 0,069 0,047† 

Τριγλυκερίδια 
(mg/dl) 

rs560887 (G6PC2) T (0,29) -0,069 0,055 -0,059 0,09† 
rs11920090 (SLC2A2) A (0,16) 0,070 0,052 0,072 0,043† 
rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,227 9,7x10-4 -0,237 3,9x10-4† 
rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,112 0,001 -0,106 0,002† 
rs80523941 (MT1A) G (0,13) -0,086 0,047 -0,078 0,07† 

Οξειδωµένη LDL-C 
(mg/dl)2 

rs340874 (PROX1) T (0,48) 0,211 0,005   
rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,252 6,5x10-4   
rs7944584 (MADD) T (0,36) 0,180 0,020   

*Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. 1Επικρατές γενετικό µοντέλο. 2Ν=175.
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Ο έλεγχος συσχέτισης των πολυµορφισµών µε φλεγµονώδεις, βιοχηµικούς και 

αιµατολογικούς δείκτες των ηλικιωµένων εθελοντών, πραγµατοποιήθηκε µε µοντέλα 

γραµµικής παλινδρόµησης, διορθωµένα για το φύλο και την ηλικία (Μοντέλο 1) και 

επιπλέον για τον ∆.Μ.Σ. όπου ήταν απαραίτητο. Τα αποτελέσµατα των αναλύσεων µε 

επίπεδο σηµαντικότητας P≤0,10 παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.24. Οι πιο ισχυρές 

συσχετίσεις ήταν µεταξύ των επίπεδων IL-6 και του Τ αλληλοµόρφου για τον 

πολυµορφισµό rs10493846 (SEC63D1) (β=0,262, P=4,1x10-4), καθώς και µεταξύ των 

επιπέδων ολικής χολερυθρίνης και του Τ αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs340874 

(PROX1) (β=-0,227, P=8,7x10-4). 
 
 Ανάµεσα στις υπόλοιπες συσχετίσεις, το C αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό 

rs7034200 (GLIS3) είχε σηµαντική αρνητική επίδραση στα επίπεδα IL-8, MCP1 και 

MIP1a. Το Α αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό rs11920090 (SLC2A2) είχε θετική 

επίδραση στα επίπεδα MCP1 και MIP1a, ενώ το C αλληλόµορφο για τον πολυµορφισµό 

rs10636 (MT2A) είχε αρνητική επίδραση στα επίπεδα των δεικτών. Παράλληλα, τα 

επίπεδα IL-6 σχετίστηκαν θετικά µε την παρουσία του C αλληλοµόρφου για τον 

πολυµορφισµό rs174550 (FADS1) και τα επίπεδα IL-8 αρνητικά µε την παρουσία του Α 

αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs4607517 (GCK). Οι φορείς του C αλληλοµόρφου 

για τον πολυµορφισµό rs1800795 (IL-6) είχαν χαµηλότερα επίπεδα MIP1a σε σχέση µε 

τους µη φορείς, ενώ το ίδιο ίσχυε για τα επίπεδα RANTES των φορέων του Α 

αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs1800629 (TNF-α). 
 
 Τα επίπεδα ψευδαργύρου πλάσµατος σχετίστηκαν αρνητικά µε την παρουσία του 

T αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs780094 (GCKR) και θετικά µε την παρουσία 

του C αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό rs11717195 (ADCY5). Το Τ αλληλόµορφο 

για τον πολυµορφισµό rs11167682 (SAP30L), καθώς και το G αλληλόµορφο για τον 

πολυµορφισµό rs1610216 (MT2A) σχετίστηκαν µε µειωµένα επίπεδα SGOT και SGPT. 

Παράλληλα, τα επίπεδα SGPT επηρεάζονταν αρνητικά από την παρουσία των 

αλληλοµόρφων: Τ για τον πολυµορφισµό rs340874 (PROX1), Τ για τον πολυµορφισµό 

rs780094 (GCKR) και Τ για τον πολυµορφισµό rs560887 (G6PC2). Οι σηµαντικές 

συσχετίσεις των γενετικών δεικτών µε τους αιµατολογικούς δείκτες αφορούσαν την 

αρνητική επίδραση των αλληλοµόρφων Τ του πολυµορφισµού rs780094 (GCKR) και Α 

του πολυµορφισµού rs35767 (IGF1), καθώς και τη θετική επίδραση του Τ αλληλοµόρφου 

του πολυµορφισµού rs457420 (BRD3), στα επίπεδα αιµατοκρίτη και αιµοσφαιρίνης.
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Πίνακας 3.24. Συσχέτιση των πολυµορφισµών µε φλεγµονώδεις, βιοχηµικούς και 

αιµατολογικούς δείκτες σε υποοµάδα (N=250) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

   Μοντέλο 1 
(συµµεταβλητές: φύλο, 

ηλικία) 
Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P 

Φλεγµονώδεις δείκτες     
IL-6 (pg/ml) rs10493846 

(SEC63D1) 
T (0,18) 0,262 4,1x10-4

rs174550 (FADS1) C (0,27) 0,141 0,026 
IL-8 (pg/ml) rs2191349 

(DGKB/THEM195) 
G (0,44) -0,130 0,053 

rs4607517 (GCK) A (0,20) -0,136 0,036 
rs7034200 (GLIS3) C (0,48) -0,132 0,043 

TNF-α (pg/ml) rs4607517 (GCK) A (0,20) -0,108 0,10 
rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,113 0,08 

MCP1 (pg/ml) rs11920090 (SLC2A2) A (0,16) 0,154 0,018 
rs2191349 
(DGKB/THEM195) 

G (0,44) 0,122 0,07 

rs7034200 (GLIS3) C (0,48) -0,163 0,012 
rs7944584 (MADD) T (0,36) 0,115 0,08 
rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,124 0,053 
rs106361 (MT2A) C (0,28) -2,249 0,025 

MIP1a (pg/ml) rs11717195 (ADCY5) C (0,20) -0,112 0,09 
rs11920090 (SLC2A2) A (0,16) 0,149 0,022 
rs2191349 
(DGKB/THEM195) 

G (0,44) 0,114 0,09 

rs7034200 (GLIS3) C (0,48) -0,151 0,021 
rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,128 0,046 
rs106361 (MT2A) C (0,28) -0,130 0,041 

RANTES (ng/ml) rs4675095 (IRS1) T (0,11) -0,108 0,10 
rs18006291 (TNF-α) A (0,08) -0,143 0,027 

Βιοχηµικοί δείκτες     
Zn πλάσµατος (µΜ) rs780094 (GCKR) T (0,46) -0,1334 0,039 

rs11717195 (ADCY5) C (0,20) 0,1368 0,041 
Ολική χολερυθρίνη 
(mg/dl) 

rs340874 (PROX1) T (0,48) -0,227 8,7x10-4

rs11717195 (ADCY5) C (0,20) -0,118 0,09 
SGOT (IU/L) rs11167682 (SAP30L) T (0,23) -0,194 0,006§ 

rs1610216 (MT2A) G (0,20) -0,175 0,010§ 
SGPT (IU/L) rs340874 (PROX1) T (0,48) -0,169 0,014 

rs780094 (GCKR) T (0,46) -0,150 0,026 
rs560887 (G6PC2) T (0,29) -0,150 0,028 

 rs11167682 (SAP30L) T (0,23) -0,140 0,042 
 rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,136 0,043 
 rs1610216 (MT2A) G (0,20) -0,144 0,028 
1Επικρατές γενετικό µοντέλο. *Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά 
αλληλόµορφο αναφοράς. §Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. 
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Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P 

Κρεατινίνη (mg/dl) rs780094 (GCKR) T (0,46) 0,119 0,053 
Αλβουµίνη (g/dl) rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,206 0,046 

rs10830963 
(MTNR1B) 

G (0,26) -0,108 0,09 

rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,123 0,050 
Αιµατολογικοί δείκτες     
Λευκοκύτταρα (103/ml) rs10493846 

(SEC63D1) 
T (0,18) 0,169 0,026 

rs10830963 
(MTNR1B) 

G (0,26) -0,125 0,06 

rs1610216 (MT2A) G (0,20) 0,111 0,08 
Λεµφοκύτταρα (%) rs7034200 (GLIS3) C (0,48) -0,108 0,09 

rs116408511 (MT1A) C (0,33) -0,107 0,09 
rs80523941 (MT1A) G (0,13) -0,108 0,08 

Μονοπύρηνα (%) rs10493846 
(SEC63D1) 

T (0,18) -0,139 0,07 

Ιωσινόφιλα (%) rs10493846 
(SEC63D1) 

T (0,18) 0,147 0,052 

rs4607517 (GCK) A (0,20) -0,154 0,015 
rs174550 (FADS1) C (0,27) -0,121 0,06 
rs106361 (MT2A) C (0,28) 0,111 0,08 
rs80523941 (MT1A) G (0,13) 0,105 0,09 

Βασεόφιλα (%) rs11717195 (ADCY5) C (0,20) 0,114 0,09 
rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,125 0,05 

Ερυθροκύτταρα 
(106/ml) 

rs340874 (PROX1) T (0,48) -0,133 0,026 

Αιµοπετάλια (103/ml) rs2191349 
(DGKB/THEM195) 

G (0,44) 0,169 0,009 

Αιµατοκρίτης (%) rs780094 (GCKR) T (0,46) -0,127 0,028 
rs457420 (BRD3) T (0,42) 0,135 0,020 
rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,143 0,012 

Αιµοσφαιρίνη (g/dl) rs780094 (GCKR) T (0,46) -0,144 0,011 
rs457420 (BRD3) T (0,42) 0,141 0,012 
rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,141 0,012 

ΤΚΕ (mm/h) rs4880 (SOD2) C (0,47) -0,262 0,010 
rs457420 (BRD3) T (0,42) -0,102 0,08 

1Επικρατές γενετικό µοντέλο. *Τυποποιηµένος συντελεστής β της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά 
αλληλόµορφο αναφοράς. §Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. 
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Ανάλυση της συσχέτισης των γενετικών δεικτών µε την παρουσία άνοιας και 

καταθλιπτικών συµπτωµάτων στους ηλικιωµένους 

 Στον Πίνακα 3.25 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των ελέγχων συσχέτισης των 

γενετικών δεικτών µε τα σκορ εκτίµησης της γνωστικής λειτουργίας και της παρουσίας 

κατάθλιψης στους ηλικιωµένους.  

 

Πίνακας 3.25. Συσχέτιση των πολυµορφισµών µε ψυχοκοινωνικούς δείκτες στο σύνολο 

(N=843) των ηλικιωµένων εθελοντών. 

   Μοντέλο 1 
(συµµεταβλητές: φύλο, 
ηλικία)  

Μοντέλο 2  

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP 
(γονίδιο) 

Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P β* P 

Ψυχοκοινωνικοί 
δείκτες 

      

Εξέταση 
νοητικής 
κατάστασης (0-
30) 

rs174550 
(FADS1) 

C (0,27) -0,074 0,036 -0,075 0,020§ 

rs35767 
(IGF1) 

A (0,21) 0,071 0,047 0,056 0,08§ 

Γηριατρική 
κλίµακα 
κατάθλιψης (0-
15) 

rs11167682 
(SAP30L) 

T (0,23) -0,079 0,029 -0,080 0,025† 

rs18007951 
(IL-6) 

C (0,18) 0,118 0,054 0,114 0,06† 

rs6479526 
(PTPDC1) 

T (0,25) -0,105 0,003 -0,104 0,003† 

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP 
(γονίδιο) 

Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

Λόγος 
πιθανοτήτων** 

(95% 
διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P Λόγος 
πιθανοτήτων** 

(95% 
διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P 

Καταθλιπτικά 
συµπτώµατα2 

rs7034200 
(GLIS3) 

C (0,48) 1,285  
(0,97; 1,68) 

0,07 1,318 
(1,00; 1,74) 

0,049‡ 

rs6479526 
(PTPDC1) 

C (0,75) 1,337  
(0,96; 1,84) 

0,08 1,317 
(0,95; 1,82) 

0,10‡ 

1Επικρατές γενετικό µοντέλο. 2Απουσία έναντι παρουσίας. * Τυποποιηµένος συντελεστής β της 
επίδρασης του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. §Σταθµισµένο για το µορφωτικό 
επίπεδο. †Σταθµισµένο για τον ∆.Μ.Σ. και την οικογενειακή κατάσταση. ‡Σταθµισµένο για την 
οικογενειακή κατάσταση. **Λόγος πιθανοτήτων της επίδρασης του πολυµορφισµού ανά 
αλληλόµορφο αναφοράς 
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3.5 Ανάλυση της αλληλεπίδρασης των γενετικών δεικτών µε τη 

διατροφή και τα στοιχεία του τρόπου ζωής 
 

Αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης του βαθµού υιοθέτησης της Μεσογειακής 

διατροφής και των γενετικών δεικτών στην κατάσταση υγείας των ηλικιωµένων 

 Ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης του βαθµού υιοθέτησης της Μεσογειακής 

διατροφής και των γενετικών δεικτών πραγµατοποιήθηκε σε µοντέλα γραµµικής (για τις 

συνεχείς µεταβλητές) και λογιστικής (για τις κατηγορικές µεταβλητές) παλινδρόµησης. Ως 

ερµηνευτικές µεταβλητές συµπεριλήφθηκαν σε κάθε µοντέλο: το σκορ Μεσογειακής 

διατροφής, ο γενετικός δείκτης, η αλληλεπίδρασή τους (διατροφικό σκορ * γενετικός 

δείκτης), το φύλο, η ηλικία και άλλοι πιθανοί συµπαράγοντες. Οι έλεγχοι αλληλεπίδρασης 

περιορίστηκαν µόνο στους γενετικούς δείκτες µε σηµαντική επίδραση στα χαρακτηριστικά 

του δείγµατος (Πίνακες 3.22-3.25), ενώ δεν βρέθηκε σηµαντική διαφορά στο βαθµό 

υιοθέτησης της Μεσογειακής διατροφής µεταξύ των γονοτύπων για τους πολυµορφισµούς 

που ελέγχθηκαν. Τα αποτελέσµατα των µοντέλων γραµµικής παλινδρόµησης για την 

εκτίµηση των αλληλεπιδράσεων σε επίπεδο σηµαντικότητας P<0,10 παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 3.26. 

 

 Οι σηµαντικότερες αλληλεπιδράσεις που βρέθηκαν ήταν µεταξύ της Μεσογειακής 

διατροφής και: του πολυµορφισµού rs560887 (G6PC2) στα επίπεδα δείκτη µάζας 

σώµατος, του πολυµορφισµού rs7944584 (MADD) µε τα επίπεδα συστολικής αρτηριακής 

πίεσης, του πολυµορφισµού rs1800629 (TNF-α) µε τα επίπεδα διαστολικής αρτηριακής 

πίεσης, του πολυµορφισµού rs2191349 (DGKB/THEM195) µε τα επίπεδα ινσουλίνης 

νηστείας και Homa-IR, του πολυµορφισµού rs340874 (PROX1) µε τα επίπεδα ολικής 

χολερυθρίνης, του πολυµορφισµού rs560887 (G6PC2) για τα επίπεδα SGPT, του 

πολυµορφισµού rs457420 (BRD3) για τα επίπεδα αιµατοκρίτη και αιµοσφαιρίνης και του 

πολυµορφισµού rs11167682 (SAP30L) για το σκορ στην γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης. 
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Πίνακας 3.26. Συσχέτιση της αλληλεπίδρασης του σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής (0-55) 

και πολυµορφισµών µε σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς λιπιδαιµικούς, 

βιοχηµικούς αιµατολογικούς και ψυχοκοινωνικούς δείκτες. 

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

β* P 

Σωµατοµετρικοί 
δείκτες 

    

∆.Μ.Σ. (kg/m2) rs560887 (G6PC2) T (0,29) -0,684 0,056§ 
Κλινικοί δείκτες     
Συστολική αρτηριακή 
πίεση (mm Hg) 

rs7944584 (MADD) T (0,36) -0,7082 0,041† 

∆ιαστολική αρτηριακή 
πίεση (mm Hg) 

rs18006291  
(TNF-α) 

A (0,08) -0,888 0,018† 

Γλυκαιµικοί δείκτες    
Ινσουλίνη νηστείας 
(pmol/L) 

rs2191349 
(DGKB/THEM195) 

G (0,44) -0,826 0,023‡ 

Homa-IR rs2191349 
(DGKB/THEM195) 

G (0,44) -0,838 0,019‡ 

Βιοχηµικοί δείκτες2     
Ολική χολερυθρίνη 
(mg/dl) 

rs340874 (PROX1) T (0,48) 1,484 0,041** 

SGPT (IU/L) rs560887 (G6PC2) T (0,29) -1,491 0,019** 
Αιµατολογικοί 
δείκτες2 

    

Βασεόφιλα (%) rs18007951 (IL-6) C (0,18) 1,129 0,09** 
Αιµατοκρίτης (%) rs457420 (BRD3) T (0,42) -1,599 0,011** 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) rs457420 (BRD3) T (0,42) -1,458 0,018** 
ΤΚΕ (mm/h) rs4880 (SOD2) C (0,47) 1,885 0,06** 
Ψυχοκοινωνικοί 
δείκτες 

    

Γηριατρική κλίµακα 
κατάθλιψης (0-15) 

rs11167682 
(SAP30L) 

T (0,23) 0,876 0,009§§ 

1Επικρατές γενετικό µοντέλο. *Τυποποιηµένος συντελεστής β της αλληλεπίδρασης του σκορ 
Μεσογειακής διατροφής ανά µονάδα και του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. 
§Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τη φυσική δραστηριότητα. †Σταθµισµένο για το φύλο, 
την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιυπερτασικής θεραπείας. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, την 
ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. **Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. §§Σταθµισµένο για το φύλο, την 
ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και την οικογενειακή κατάσταση. 
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 Σηµαντικές αλληλεπιδράσεις βρέθηκαν επίσης ανάµεσα στο σκορ Μεσογειακής 

διατροφής και τον πολυµορφισµό rs4880 (SOD) µε την πιθανότητα παρουσίας 

υπερχοληστερολαιµίας, καθώς και τον πολυµορφισµό rs780094 (GCKR) µε την 

πιθανότητα παρουσίας ανεπάρκειας Zn στο πλάσµα (Πίνακας 3.27).  

 

Πίνακας 3.27. Συσχέτιση της αλληλεπίδρασης του σκορ Μεσογειακής ∆ιατροφής (0-55) 

και πολυµορφισµών µε τον επιπολασµό υπερχοληστερολαιµίας και ανεπάρκειας 

ψευδαργύρου. 

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

Λόγος πιθανοτήτων* 
(95% διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P§ 

Ιατρικό ιστορικό     
Υπερχοληστερολαιµία1 rs4880 (SOD) T (0,53) 1,359 (1,13; 1,64) 0,001 
Ανεπάρκεια Zn (≤10,5 
µΜ)1,2 

rs780094 
(GCKR) 

T (0,46) 0,836 (0,71; 0,98) 0,028 

*Λόγος πιθανοτήτων της αλληλεπίδρασης του σκορ Μεσογειακής διατροφής ανά µονάδα και του 
πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο αναφοράς. §Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. 1Απουσία 
έναντι παρουσίας. 2N=250. 
 

Εκτίµηση της αλληλεπίδρασης της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου και των 

γενετικών δεικτών στον γηριατρικό πληθυσµό 

Ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου και των 

γενετικών δεικτών πραγµατοποιήθηκε σε µοντέλα γραµµικής (για τις συνεχείς 

µεταβλητές) και λογιστικής (για τις κατηγορικές µεταβλητές) παλινδρόµησης. Ως 

ερµηνευτικές µεταβλητές συµπεριλήφθηκαν σε κάθε µοντέλο: η διατροφική πρόσληψη 

ψευδαργύρου, ο γενετικός δείκτης, η αλληλεπίδρασή τους (διατροφικός ψευδάργυρος * 

γενετικός δείκτης), το φύλο, η ηλικία και άλλοι πιθανοί συµπαράγοντες. Οι έλεγχοι 

αλληλεπίδρασης περιορίστηκαν µόνο στους γενετικούς δείκτες µε σηµαντική επίδραση 

στα χαρακτηριστικά του δείγµατος (Πίνακες 3.22-3.25), ενώ δεν βρέθηκε σηµαντική 

διαφορά στη διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου µεταξύ των γονοτύπων για τους 

πολυµορφισµούς που ελέγχθηκαν.  

 
 Τα αποτελέσµατα των µοντέλων γραµµικής παλινδρόµησης για την εκτίµηση των 

αλληλεπιδράσεων σε επίπεδο σηµαντικότητας P<0,10 παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.28. 

Οι σηµαντικότερες αλληλεπιδράσεις που βρέθηκαν ήταν µεταξύ της διατροφικής 

πρόσληψης ψευδαργύρου και: του πολυµορφισµού rs560887 (G6PC2) στα επίπεδα HDL-
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C, των πολυµορφισµών rs340874 (PROX1) και rs7944584 (MADD) µε τα επίπεδα 

οξειδωµένης LDL-C και του πολυµορφισµού rs340874 (PROX1) µε τα επίπεδα ολικής 

χολερυθρίνης. 

 
 Τα αποτελέσµατα των µοντέλων λογιστικής παλινδρόµησης για την εκτίµηση των 

αλληλεπιδράσεων σε επίπεδο σηµαντικότητας P<0,10 παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.29. 

Οι σηµαντικότερες αλληλεπιδράσεις που βρέθηκαν ήταν µεταξύ της διατροφικής 

πρόσληψης ψευδαργύρου και: του πολυµορφισµού rs8052394 (MT1A) για την πιθανότητα 

παρουσίας υπέρτασης, του πολυµορφισµού rs4675095 (IRS1) για την πιθανότητα 

παρουσίας καρδιαγγειακών νοσηµάτων και του πολυµορφισµού rs7034200 (GLIS3) για 

την πιθανότητα παρουσίας καταθλιπτικών συµπτωµάτων. 

 

Πίνακας 3.28. Συσχέτιση της αλληλεπίδρασης της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου 
(mg/ηµέρα) και πολυµορφισµών µε σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς 
λιπιδαιµικούς, βιοχηµικούς αιµατολογικούς και ψυχοκοινωνικούς δείκτες. 
Εξαρτηµένη µεταβλητή SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 

αναφοράς 
(συχνότητα) 

β* P 

Κλινικοί δείκτες     
Συστολική αρτηριακή 
πίεση (mm Hg) 

rs11167682 (SAP30L) T (0,23) 0,240 0,06§ 
rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,322 0,10§ 

Γλυκαιµικοί δείκτες     
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) rs174550 (FADS1) C (0,27) 0,198 0,07† 
Λιπιδαιµικοί δείκτες     
HDL-C (mg/dl) rs560887 (G6PC2) T (0,29) 0,323 0,013‡ 
Οξειδωµένη LDL-C 
(mg/dl)2 

rs340874 (PROX1) T (0,48) 0,695 0,018** 
rs7944584 (MADD) T (0,36) 0,671 0,028** 

Φλεγµονώδεις δείκτες3     
MIP1a (pg/ml) rs18007951 (IL-6) C (0,18) -0,329 0,09** 
Βιοχηµικοί δείκτες3     
Ολική χολερυθρίνη 
(mg/dl) 

rs340874 (PROX1) T (0,48) -0,460 0,043** 

Ψυχοκοινωνικοί δείκτες     
Γηριατρική κλίµακα 
κατάθλιψης (0-15) 

rs11167682 (SAP30L) T (0,23) 0,241 0,06§§ 

1Επικρατές γενετικό µοντέλο. 2Ν=175. 3Ν=250. *Τυποποιηµένος συντελεστής β της 
αλληλεπίδρασης της διατροφικής πρόσληψης Zn ανά mg/ηµέρα και του πολυµορφισµού ανά 
αλληλόµορφο αναφοράς. §Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη 
αντιυπερτασικής θεραπείας. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη 
αντιδιαβητικής θεραπείας. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη 
αντιλιπιδαιµικής θεραπείας. **Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και την θερµιδική πρόσληψη. 
§§Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και την οικογενειακή κατάσταση. 
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Πίνακας 3.29. Συσχέτιση της αλληλεπίδρασης της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου 

(mg/ηµέρα) και πολυµορφισµών µε την πιθανότητα παρουσίας νοσηµάτων στο σύνολο 

των ηλικιωµένων. 

Εξαρτηµένη 
µεταβλητή 

SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 
αναφοράς 

(συχνότητα) 

Λόγος πιθανοτήτων* 
(95% διαστήµατα 
εµπιστοσύνης) 

P 

Ιατρικό 
ιστορικό 

    

Υπέρταση1 rs80523942 (MT1A) A (0,87) 1,213 (1,01; 1,45) 0,037§ 
Καρδιαγγειακά 
νοσήµατα1 

rs4675095 (IRS1) A (0,89) 0,768 (0,60; 0,99) 0,041§ 

Ψυχοκοινωνικοί 
δείκτες 

    

Καταθλιπτικά 
συµπτώµατα1 

rs7034200 (GLIS3) C (0,48) 1,180 (1,05; 1,33) 0,005† 

1Απουσία έναντι παρουσίας. 2Επικρατές γενετικό µοντέλο. *Λόγος πιθανοτήτων της 
αλληλεπίδρασης της διατροφικής πρόσληψης Zn ανά mg/ηµέρα και του πολυµορφισµού ανά 
αλληλόµορφο αναφοράς. §Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και τον ∆.Μ.Σ. †Σταθµισµένο για 
το φύλο, την ηλικία, την θερµιδική πρόσληψη και την οικογενειακή κατάσταση. 
 

Έλεγχος της αλληλεπίδρασης της φυσικής δραστηριότητας και των γενετικών 

δεικτών στους ηλικιωµένους  

Ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης της φυσικής δραστηριότητας και των γενετικών 

δεικτών πραγµατοποιήθηκε σε µοντέλα γραµµικής (για τις συνεχείς µεταβλητές) και 

λογιστικής (για τις κατηγορικές µεταβλητές) παλινδρόµησης. Ως ερµηνευτικές µεταβλητές 

συµπεριλήφθηκαν σε κάθε µοντέλο: η φυσική δραστηριότητα, ο γενετικός δείκτης, η 

αλληλεπίδρασή τους (φυσική δραστηριότητα * γενετικός δείκτης), το φύλο, η ηλικία και 

άλλοι πιθανοί συµπαράγοντες. Οι έλεγχοι αλληλεπίδρασης περιορίστηκαν µόνο στους 

γενετικούς δείκτες µε σηµαντική επίδραση στα χαρακτηριστικά του δείγµατος (Πίνακες 

3.22-3.25), ενώ δεν βρέθηκε σηµαντική διαφορά στα επίπεδα φυσικής δραστηριότητας 

µεταξύ των γονοτύπων για τους πολυµορφισµούς που ελέγχθηκαν.  

 
 Τα αποτελέσµατα των µοντέλων παλινδρόµησης για την εκτίµηση των 

αλληλεπιδράσεων σε επίπεδο σηµαντικότητας P<0,10 παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.30. 

Οι σηµαντικότερες αλληλεπιδράσεις που βρέθηκαν ήταν µεταξύ της φυσικής 

δραστηριότητας και: των πολυµορφισµών rs10493846 (SEC63D1) και rs11167682 

(SAP30L) στα επίπεδα της συστολικής αρτηριακής πίεσης, του πολυµορφισµού rs2191349 



Σταυρούλα Κανόνη                                                      Αποτελέσµατα 

137 
 

(DGKB/THEM195) στα επίπεδα γλυκόζης νηστείας, του πολυµορφισµού rs10493846 

(SEC63D1) στον αριθµό των λευκοκυττάρων, του πολυµορφισµού rs1800795 (IL-6) στο 

ποσοστό των ιωσινόφιλων, του πολυµορφισµού rs457420 (BRD3) στις τιµές αιµατοκρίτη, 

αιµοσφαιρίνης και ταχύτητας καθίζησης ερυθροκυττάρων και του πολυµορφισµού 

rs6479526 (PTPDC1) για το σκορ στην κλίµακα γηριατρικής κατάθλιψης. 

 

Πίνακας 3.30. Συσχέτιση της αλληλεπίδρασης της φυσικής δραστηριότητας (MET-
λεπτά/εβδοµάδα) και πολυµορφισµών µε σωµατοµετρικούς, κλινικούς, γλυκαιµικούς 
λιπιδαιµικούς, βιοχηµικούς αιµατολογικούς και ψυχοκοινωνικούς δείκτες. 
Εξαρτηµένη µεταβλητή SNP (γονίδιο) Αλληλόµορφο 

αναφοράς 
(συχνότητα) 

β* P 

Κλινικοί δείκτες     
Συστολική αρτηριακή 
πίεση (mm Hg) 

rs10493846 (SEC63D1) T (0,18) -0,231 0,029§ 
rs11167682 (SAP30L) T (0,23) -0,258 0,016§ 

Γλυκαιµικοί δείκτες     
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) rs2191349 

(DGKB/THEM195) 
G (0,44) 0,218 0,018† 

Λιπιδαιµικοί δείκτες     
HDL-C (mg/dl) rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,215 0,051‡ 
Βιοχηµικοί δείκτες1     
Αλβουµίνη (g/dl) rs35767 (IGF1) A (0,21) -0,284 0,10** 
Αιµατολογικοί δείκτες1     
Λευκοκύτταρα (103/ml) rs10493846 (SEC63D1) T (0,18) -0,502 0,006** 
Ιωσινόφιλα (%) rs18007952 (IL-6) C (0,18) 0,385 0,022** 
Αιµατοκρίτης (%) rs457420 (BRD3) T (0,12) -0,360 0,027** 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) rs780094 (GCKR) T (0,46) 0,282 0,10** 

rs457420 (BRD3) T (0,42) -0,344 0,031** 
ΤΚΕ (mm/h) rs457420 (BRD3) T (0,42) 0,500 0,002** 
Ψυχοκοινωνικοί δείκτες     
Εξέταση νοητικής 
κατάστασης (0-30) 

rs174550 (FADS1) C (0,27) 0,181 0,053§§ 

Γηριατρική κλίµακα 
κατάθλιψης (0-15) 

rs6479526 (PTPDC1) T (0,25) 0,220 0,033†† 

1Ν=250. 2Επικρατές γενετικό µοντέλο. *Τυποποιηµένος συντελεστής β της αλληλεπίδρασης της 
φυσικής δραστηριότητας ανά ΜΕΤ-λεπτά/εβδοµάδα και του πολυµορφισµού ανά αλληλόµορφο 
αναφοράς. §Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιυπερτασικής 
θεραπείας. †Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιδιαβητικής 
θεραπείας. ‡Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και τη λήψη αντιλιπιδαιµικής 
θεραπείας. **Σταθµισµένο για το φύλο και την ηλικία. §§Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία και 
το µορφωτικό επίπεδο. ††Σταθµισµένο για το φύλο, την ηλικία, τον ∆.Μ.Σ. και την οικογενειακή 
κατάσταση. 
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3.6 Αξιολόγηση της επίδρασης της χορήγησης συµπληρώµατος 

ψευδαργύρου σε δείκτες υγείας των ηλικιωµένων 

 Η παρεµβατική µελέτη περιελάµβανε τη χορήγηση 10 mg/ηµέρα ασπαρτικού 

ψευδαργύρου (Zn) σε δισκία (Unizink 50, Köhler Pharma Corp., Alsbach-Hähnlein, 

Germany) για 6 εβδοµάδες. Τα κριτήρια για την επιλογή των εθελοντών ήταν η 

ανεπάρκεια Zn (≤10,5 µΜ στο πλάσµα), κατά τη χρονική στιγµή της στρατολόγησης. Η 

µελέτη παρέµβασης πραγµατοποιήθηκε περίπου έναν χρόνο µετά την αρχική 

στρατολόγηση των εθελοντών. 

 

 Στη µελέτη συµµετείχαν συνολικά 30 ηλικιωµένοι (16 γυναίκες και 14 άντρες) µε 

µέση ηλικία 71,2±6,6 έτη. Τα επίπεδα Zn πλάσµατος τη στιγµή της στρατολόγησης ήταν 

9,3±1,2 µΜ. Η µέση διατροφική πρόσληψη Zn, όπως εκτιµήθηκε πριν την έναρξη της 

παρέµβασης από τις διατροφικές ανακλήσεις 24-ώρου, ήταν 7,0±3,2 mg/ηµέρα. Στον 

Πίνακα 3.31 παρουσιάζονται τα επίπεδα των βιοχηµικών, φλεγµονωδών, αιµατολογικών 

και ψυχοκοινωνικών δεικτών, πριν και µετά τη χορήγηση του συµπληρώµατος Zn.  

 

 Τα επίπεδα Zn στο πλάσµα ήταν 11,4±1,6 µΜ πριν την έναρξη της χορήγησης, ενώ 

δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά µετά τη λήψη του συµπληρώµατος. Αντίθετα, 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση στα επίπεδα γλυκόζης νηστείας (P=1,6x10-4) και 

αύξηση στα επίπεδα τριγλυκεριδίων (P=0,033). Ανάµεσα στους δείκτες φλεγµονής, 

παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των επιπέδων IL-6 και RANTES (P=0,009 και 

P=0,002, αντίστοιχα), µετά τη λήψη του συµπληρώµατος για 6 εβδοµάδες. Παράλληλα, 

παρατηρήθηκε αύξηση στο σκορ εξέτασης νοητικής κατάστασης των ηλικιωµένων µετά 

τη λήψη του συµπληρώµατος Zn (P=0,008).  
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Πίνακας 3.31. Σύγκριση των επιπέδων βιοχηµικών, φλεγµονωδών, αιµατολογικών και 

ψυχοκοινωνικών δεικτών πριν και µετά τη χορήγηση συµπληρώµατος ψευδαργύρου. 

Χαρακτηριστικό Πριν τη 
χορήγηση 

Μετά τη 
χορήγηση 

P* 

Ν (Γυναίκες/Άντρες) 30 (16/14) 30 (16/14)  
Βιοχηµικοί δείκτες    
Zn πλάσµατος (µΜ) 11,4 (1,6)1 11,0 (1,6) 0,44 
Γλυκόζη νηστείας (mg/dl) 113,5 (26,9) 94,4 (22,2) 1,6x10-4 
Ολική χοληστερόλη (mg/dl) 214,7 (45,8) 221,3 (35,6) 0,20 
LDL-C (mg/dl) 142,4 (34,6) 149,0 (30,5) 0,18 
HDL-C (mg/dl) 50,7 (18,3) 47,7 (9,9) 0,14 
Τριγλυκερίδια (mg/dl) 108,3 (46,3) 123,0 (43,0) 0,033 
Φλεγµονώδεις δείκτες    
IL-6 (pg/ml) 4,8 (4,0) 8,2 (5,4) 0,009 
IL-8 (pg/ml) 13,1 (8,4) 17,4 (6,6) 0,31 
MCP1 (pg/ml) 102,7 (47,3) 97,7 (24,7) 0,96 
RANTES (ng/ml) 6,7 (4,5) 9,8 (5,1) 0,002 
Αιµατολογικοί δείκτες    
Λευκοκύτταρα (103/ml) 6,5 (2,0) 6,2 (1,7) 0,06 
Λεµφοκύτταρα (%) 30,5 (7,3) 32,0 (6,7) 0,34 
Μονοπύρηνα (%) 6,2 (1,5) 5,5 (1,0) 0,035 
Πολυµορφοπύρηνα (%) 63,2 (7,8) 62,5 (7,0) 0,68 
Ερυθροκύτταρα (106/ml) 4,8 (0,5) 4,9 (0,5) 0,33 
Αιµοπετάλια (103/ml) 208,4 (50,8) 237,1 (52,0) 0,002 
Αιµατοκρίτης (%) 45,5 (4,9) 44,7 (4,5) 0,06 
Αιµοσφαιρίνη (g/dl) 14,7 (1,7) 14,7 (1,5) 0,30 
Ψυχοκοινωνικοί δείκτες    
Εξέταση νοητικής κατάστασης (0-30) 24,5 (4,0) 26,3 (2,8) 0,008 
Γηριατρική κλίµακα κατάθλιψης (0-15) 2,1 (2,6) 1,9 (2,2) 0,77 

1Μέση τιµή (τυπική απόκλιση), οµοίως για όλες τις συνεχείς µεταβλητές. *Wilcoxon’s paired test. 
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4. Συζήτηση 

 Στην παρούσα γηριατρική µελέτη (GHRAS Study – Greek Health Randomized 

Ageing Study) αξιολογήθηκαν βιοµόρια (λιπίδια, γλυκόζη, ινσουλίνη, φλεγµονώδεις 

δείκτες και ψευδάργυρος), γενετικοί, ανθρωποµετρικοί και κλινικοί δείκτες, το ιατρικό 

ιστορικό, οι διατροφικές συνήθειες και άλλα στοιχεία του τρόπου ζωής (δηµογραφικά 

στοιχεία, φυσική δραστηριότητα, κάπνισµα, παρουσία κατάθλιψης και έκπτωση 

γνωστικών λειτουργιών) σε δείγµα ηλικιωµένων Ελλήνων (253). Συνολικά, 

στρατολογήθηκαν 843 ηλικιωµένοι (71,8% γυναίκες και 28,2% άντρες), µε µέση ηλικία τα 

71,9±7,4 έτη (ελάχιστη 60,0 και µέγιστη 94,5 έτη).  

 

∆είκτες υγείας και παράγοντες νοσηρότητας στους ηλικιωµένους 

Στην παρούσα µελέτη, καταγράφηκαν υψηλά ποσοστά υπέρτασης (70,9%) και 

υπερχοληστερολαιµίας (86,7%) στο σύνολο των ηλικιωµένων εθελοντών. Η υπέρταση είχε 

µεγαλύτερο επιπολασµό στους άντρες έναντι των γυναικών (81,1% έναντι 66,9% 

αντίστοιχα, P=0,004), ενώ η υπερχοληστερολαιµία ήταν πιο συχνή στις γυναίκες σε σχέση 

µε τους άντρες (89,9% έναντι 78,6% αντίστοιχα, P=2,9x10-4). Αντίστοιχα αυξηµένα 

ποσοστά υπέρτασης και υπερχοληστερολαιµίας σε γηριατρικούς πληθυσµούς έχουν 

καταγραφεί και σε άλλες µεγάλες µελέτες (184, 279, 280), ενώ παράλληλα φαίνεται πως οι 

ηλικιωµένες γυναίκες επανειληµµένα εµφανίζουν υψηλότερα επίπεδα λιπιδίων σε σχέση 

µε τους άντρες (53, 54, 71). Η συχνότητα εµφάνισης σακχαρώδη διαβήτη 2 (Σ∆ 2) ήταν 

15,4% και καρδιαγγειακών νοσηµάτων 19,5%.  

 

Η µέση τιµή του δείκτη µάζας σώµατος (∆.Μ.Σ.) στο σύνολο του δείγµατος ήταν 

29,9±4,9 kg/m2, ενώ η συχνότητα εµφάνισης υπέρβαρου (25,0 kg/m2≤∆.Μ.Σ.≤29,9 kg/m2) 

και παχυσαρκίας (∆.Μ.Σ.≥30,0 kg/m2) ήταν 41,7% και 44,5%, αντίστοιχα. Οι ηλικιωµένες 

γυναίκες ήταν σε µεγαλύτερο ποσοστό παχύσαρκες σε σύγκριση µε τους άντρες (48,4% 

έναντι 34,3%), ενώ οι άντρες εµφάνιζαν µεγαλύτερα ποσοστά υπέρβαρου (49,2% έναντι 

38,8%). Συνολικά, το 87,2% των γυναικών και το 83,5% των αντρών ήταν υπέρβαροι ή 

παχύσαρκοι (∆.Μ.Σ.≥25,0 kg/m2). Αντίστοιχα υψηλά επίπεδα παχυσαρκίας σε ελληνικό 

γηριατρικό πληθυσµό έχουν καταγραφεί και από την µελέτη MEDIS (281), ενώ 

υψηλότερα επίπεδα ∆.Μ.Σ. στις γυναίκες έναντι των αντρών έχουν βρεθεί και σε άλλη 

ελληνική µελέτη ηλικιωµένων (282).  Στις Μεσογειακές χώρες η συχνότητα εµφάνισης της 

παχυσαρκίας στην τρίτη ηλικία είναι αρκετά υψηλή. Στην Ιταλία, εκτιµάται πως το 48,6% 
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των ηλικιωµένων αντρών και το 54,9% των γυναικών έχουν ∆.Μ.Σ.≥25 kg/m2 (24), ενώ 

στη νότια Ιταλία τα ποσοστά είναι υψηλότερα (76% στους άντρες και 86% στις γυναίκες) 

(38). Στην Ισπανία, η συχνότητα εµφάνισης υπέρβαρου και παχυσαρκίας υπολογίζεται σε 

49,0% και 31,5% αντίστοιχα στους άντρες και 39,8% και 40,8% αντίστοιχα στις γυναίκες 

(39). 

  

 Η ανεπάρκεια ψευδαργύρου πλάσµατος (≤10,5 µΜ) καταγράφηκε στο 27,7% του 

δείγµατος των ηλικιωµένων (25,6% στις γυναίκες και 31,2% στους άντρες). Η συχνότητα 

εµφάνισης ανεπάρκειας ψευδαργύρου πλάσµατος στο δείγµα ηλικιωµένων Ελλήνων, όπως 

καταγράφεται στην παρούσα µελέτη, είναι παρόµοια µε τη συχνότητα που καταγράφηκε 

και σε άλλους Ευρωπαϊκούς πληθυσµούς ηλικιωµένων στα πλαίσια της µελέτης Zincage 

(283). Αντίθετα, παρόµοιες αλλά µικρότερες µελέτες στην Ευρώπη εκτιµούν χαµηλότερο 

επιπολασµό (<5%) της ανεπάρκειας ψευδαργύρου σε ηλικιωµένους Ευρωπαίους (227).      

 

Η αύξηση της ηλικίας βρέθηκε να επηρεάζει αρνητικά τα επίπεδα ολικής 

χοληστερόλης, LDL-C και οξειδωµένης LDL-C και θετικά τα επίπεδα συστολικής 

αρτηριακής πίεσης, IL-6 και IL-8 (P=0,039, P=0,003, P=0,005, P=2,3x10-5, P=0,015, 

P=0,032, αντίστοιχα). Η επίδραση της ηλικίας σε κλινικούς και βιοχηµικούς δείκτες, όπως 

καταγράφεται στην παρούσα µελέτη, επιβεβαιώνεται και από προοπτικές µελέτες (83, 259, 

284, 285). Συγκεκριµένα, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της µελέτης “Framingham”, η 

αύξηση της ηλικίας συνοδεύεται µε σηµαντική αύξηση των επιπέδων της συστολικής 

αρτηριακής πίεσης, ενώ αντίθετα η διαστολική σταθεροποιείται ή και µειώνεται µετά τα 

60 έτη (83). Παράλληλα, η αύξηση της ηλικίας συνδέεται και µε σταδιακή µείωση των 

επιπέδων ολικής χοληστερόλης ανεξάρτητα από τα αρχικά επίπεδα συστολικής 

αρτηριακής πίεσης, δείκτη µάζας σώµατος, φυσικής δραστηριότητας, καπνίσµατος ή/και 

λήψης αντι-υπερτασικής και αντιλιπιδαιµικής θεραπείας (284). Η θετική επίδραση της 

ηλικίας στα επίπεδα IL-6 και IL-8 είναι σε συµφωνία και µε άλλες µελέτες, όπου 

παρατηρούνται αυξηµένα επίπεδα πλάσµατος φλεγµονωδών κυτταροκινών σε 

ηλικιωµένους (259, 285, 286). 
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Επίδραση της διατροφής και της φυσικής δραστηριότητας στα επίπεδα βιοµορίων σε 

γηριατρικούς πληθυσµούς 

 Η Μεσογειακή διατροφή σχετίστηκε αρνητικά µε τα επίπεδα ∆.Μ.Σ., γλυκόζης 

νηστείας, τριγλυκεριδίων και IL-8 και θετικά µε τα επίπεδα HDL-C (P=0,008, P=0,003, 

P=0,018, P=0,005, P=0,001, P=0,038, αντίστοιχα). Η διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου 

σχετίστηκε θετικά µε τα επίπεδα ψευδαργύρου πλάσµατος και αρνητικά µε τα επίπεδα 

τριγλυκεριδίων (P=0,045, P=0,002, αντίστοιχα), ενώ η φυσική δραστηριότητα αρνητικά 

µε τα επίπεδα ∆.Μ.Σ. (P=0,025). Παράλληλα, ύστερα από τη χορήγηση συµπληρώµατος 

ψευδαργύρου (10 mg/ηµέρα για 6 εβδοµάδες) παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση στα 

επίπεδα γλυκόζης νηστείας (P=1,6x10-4) και αύξηση στο σκορ εξέτασης νοητικής 

κατάστασης των ηλικιωµένων (P=0,008). 

 

Αρκετές επιδηµιολογικές (180-186) καθώς και παρεµβατικές µελέτες (187-190), 

έχουν συσχετίσει τη Μεσογειακή διατροφή µε χαµηλά επίπεδα αρτηριακής πίεσης και 

ολικής χοληστερόλης, µε χαµηλή συχνότητα εµφάνισης διαβήτη, µε µειωµένη φλεγµονή 

και µε βελτιωµένη πηκτική ικανότητα και ενδοθηλιακή λειτουργία σε γηριατρικούς 

πληθυσµούς. Πρόσφατα, σε µια µελέτη ηλικιωµένων στην Κύπρο, βρέθηκε πως η 

µεγαλύτερου βαθµού υιοθέτηση της Μεσογειακής διατροφής συνδέεται µε χαµηλότερα 

επίπεδα ολικής χοληστερόλης, ακόµη και σε ηλικιωµένους που λάµβαναν αντιλιπιδαιµική 

αγωγή µε στατίνες (184). Παράλληλα, τα αποτελέσµατα της παρεµβατικής µελέτης 

“PREDIMED” σε ηλικιωµένους, έδειξαν σηµαντική βελτίωση του λιπιδαιµικού προφίλ 

και µείωση των φλεγµονωδών παραγόντων, ύστερα από τρίµηνη υιοθέτηση της 

Μεσογειακής διατροφής (187, 196). Σε µια έρευνα µε ηλικιωµένους εθελοντές από τις 

µελέτες “Framingham” και “SENECA”, βρέθηκε αρνητική συσχέτιση της Μεσογειακής 

διατροφής µε την περιφέρεια µέσης και τον ∆.Μ.Σ. (199). Στη µελέτη “MEDIS” 

καταγράφηκε επίσης µειωµένη πιθανότητα εµφάνισης παχυσαρκίας µε τη µεγαλύτερου 

βαθµού υιοθέτηση της Μεσογειακής διατροφής σε ηλικιωµένους από Ελληνικά νησιά και 

την Κύπρο (200).    

 

  Στην παρούσα µελέτη βρέθηκε θετική συσχέτιση της διατροφικής πρόσληψης 

ψευδαργύρου µε τα επίπεδα του ιχνοστοιχείου στο πλάσµα. Αντίστοιχα αποτελέσµατα 

άλλων µελετών είναι αντικρουόµενα, καθώς σε κάποιες µελέτες επιβεβαιώνεται η 

συσχέτιση της διατροφικής πρόσληψης ψευδαργύρου µε τις τιµές του στο πλάσµα, ενώ σε 

άλλες µελέτες δεν αναδεικνύεται σηµαντική συσχέτιση (227, 287-290). Αυτές οι διαφορές 
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θα µπορούσαν να οφείλονται σε αρκετούς λόγους, συµπεριλαµβανοµένων των 

διαφορετικών εργαλείων διατροφικής αξιολόγησης, καθώς και των αλληλεπιδράσεων του 

ψευδαργύρου µε άλλα θρεπτικά συστατικά και µε ορισµένα φαρµακευτικά έκδοχα (231, 

291, 292). 

  

Παράλληλα, τα αποτελέσµατα της παρούσας παρεµβατικής µελέτης χορήγησης 

συµπληρώµατος ψευδαργύρου σε υποοµάδα ηλικιωµένων έδειξαν σηµαντική µείωση των 

επιπέδων γλυκόζης µετά τη λήψη 10 mg/ηµέρα ασπαρτικού ψευδαργύρου για 6 

εβδοµάδες. Είναι γνωστό πως ο ψευδάργυρος είναι απαραίτητος στα β-κύτταρα για την 

κρυσταλλοποίηση της ινσουλίνης σε εξαµερή και την έκκρισή της από το πάγκρεας (293).  

Παράλληλα, ο ψευδάργυρος εκκρίνεται µαζί µε την ινσουλίνη και ασκεί 

ινσουλινοµιµητικές και αντιοξειδωτικές δράσεις, ενώ συµµετέχει και στη ρύθµιση της 

µάζας των β-κυττάρων (294, 295). Η διαταραγµένη οµοιόσταση του ψευδαργύρου είναι 

χαρακτηριστική σε πειραµατόζωα αλλά και σε ανθρώπους µε διαβήτη (296, 297).  

Συγκεκριµένα, δοκιµές µε χορήγηση συµπληρώµατος ψευδαργύρου σε πειραµατόζωα 

επιβεβαιώνουν την προστατευτική δράση του ψευδαργύρου έναντι του Σ∆2, ενώ στους 

ανθρώπους τα επίπεδα ψευδαργύρου πλάσµατος σχετίζονται µε µειωµένο κίνδυνο 

εµφάνισης Σ∆2 (297). Ωστόσο, η αιτιώδης σχέση ανάµεσα στον ψευδάργυρο και τον Σ∆2 

στους ανθρώπους δεν είναι πλήρως τεκµηριωµένη. Επιδηµιολογικά δεδοµένα από 

πληθυσµιακές µελέτες είναι ενδεικτικά της συσχέτισης του διατροφικού ψευδαργύρου 

(τροφές ή/και συµπληρώµατα) µε µειωµένο κίνδυνο Σ∆2 (298-300). Αντίθετα, οι 

περιορισµένες παρεµβατικές µελέτες διερεύνησης της επίδρασης χορήγησης 

συµπληρώµατος ψευδαργύρου στο µεταβολισµό της γλυκόζης, στην οµοιόσταση της 

ινσουλίνης και στον κίνδυνο Σ∆2 καταλήγουν σε αντικρουόµενα αποτελέσµατα (297, 

301). Συνεπώς, αν και η χορήγηση συµπληρώµατος ψευδαργύρου αποτελεί πιθανό 

θεραπευτικό στόχο για τον Σ∆2, απαιτούνται περισσότερες µελέτες προκειµένου να 

στοιχειοθετηθούν επίσηµες συστάσεις. 

 

Η γενετική επίδραση στους δείκτες υγείας 

 Οι σηµαντικότερες συσχετίσεις που βρέθηκαν ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες 

και τους µελετώµενους δείκτες υγείας στην παρούσα µελέτη ήταν για τους 

πολυµορφισµούς: rs11640851 και rs8052394 του γονιδίου MT1A µε την εµφάνιση 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων (P=0,005 και P=0,002), rs11605924 CRY2 µε τα επίπεδα 

συστολικής αρτηριακής πίεσης (P=0,007), rs2191349 DGKB/THEM195 µε τα επίπεδα 
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γλυκόζης νηστείας (P=0,001), rs4880 SOD2 µε τα επίπεδα τριγλυκεριδίων και 

οξειδωµένης LDL-C (P=3,9x10-4 και P=6,5x10-4, αντίστοιχα), rs10493846 SEC63D1 µε 

τα επίπεδα IL-6 (P=4,1x10-4) και rs340874 PROX1 µε τα επίπεδα ολικής χολερυθρίνης 

(P=8,7x10-4). 

 

 Το οξειδωτικό στρες καθώς και η έλλειψη ψευδαργύρου φαίνεται να εµπλέκονται 

στην εµφάνιση καρδιαγγειακών νοσηµάτων (302, 303). Οι µεταλλοθειονίνες εµφανίζουν 

καρδιοπροστατευτικό ρόλο κυρίως µέσω της αντιοξειδωτικής τους δράσης, ρυθµίζοντας 

την οµοιόσταση του ψευδαργύρου (304, 305). Πρόσφατα, βρέθηκε σηµαντική συσχέτιση 

του πολυµορφισµού rs8052394 του γονιδίου MT1A µε τις καρδιαγγειακές επιπλοκές του 

Σ∆2, σε συνδυασµό µε αλλαγές στην ενδοκυτταρική οµοιόσταση του ψευδαργύρου (306). 

Παράλληλα, ο πολυµορφισµός rs11640851 του γονιδίου MT1A βρέθηκε να επηρεάζει τη 

δράση αντιοξειδωτικών ενζύµων σε ασθενείς µε διαβήτη (307). Ωστόσο, η θετική 

συσχέτιση των δύο πολυµορφισµών του γονιδίου MT1A µε τον κίνδυνο εµφάνισης 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων, όπως εκτιµήθηκε στην παρούσα µελέτη, δεν βρέθηκε να 

ισχύει σε δείγµα ηλικιωµένων από την Ιταλία, πιθανά λόγω των διαφορών στη διατροφική 

πρόσληψη ψευδαργύρου ανάµεσα στους δύο πληθυσµούς (308, 309).   

 

Η εµπλοκή του γονιδίου CRY2 στην υπέρταση δεν έχει ερευνηθεί ακόµη στους 

ανθρώπους, ωστόσο σε µια πρόσφατη µελέτη σχετίστηκε η έλλειψη του κρυπτοχρώµατος 

1 και 2 µε υπέρταση σε πειραµατόζωα (310).  

 

Ο πολυµορφισµός rs2191349 DGKB/THEM195 έχει συσχετιστεί σηµαντικά µε τα 

επίπεδα γλυκόζης νηστείας σε µια πρόσφατη µελέτη συσχέτισης γονιδιωµατικής σάρωσης 

και µετα-ανάλυσης (311). Το γονίδιο DGKB κωδικοποιεί τον β ισότοπο του καταλυτικού 

τοµέα της κινάσης διακυλογλυκερόλης, η οποία ρυθµίζει την ενδοκυτταρική συγκέντρωση 

διακυλογλυκερόλης. Στα παγκρεατικά κύτταρα πειραµατόζωων, η γλυκόζη αυξάνει τα 

επίπεδα διακυλογλυκερόλης µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C 

και την έκκριση ινσουλίνης (311). 

  

 Ο πολυµορφισµός rs4880 (SOD2) προκαλεί την αλλαγή του αµινοξέος αλανίνης σε 

βαλίνη στη θέση 16 της µιτοχονδριακής δισµουτάσης µε αποτέλεσµα τη µειωµένη 

λειτουργία του ενζύµου (312). Στην παρούσα µελέτη βρέθηκε αρνητική συσχέτιση της 

παρουσίας βαλίνης (C αλληλόµορφο) µε τα επίπεδα τριγλυκεριδίων και οξειδωµένης 
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LDL-C, ενώ φαίνεται πως αυτή η επίδραση είναι αντίθετη από την επίδραση που 

παρατηρείται σε νεότερους πληθυσµούς (313). Σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της 

παρούσας µελέτης, µια πρόσφατη έρευνα κατέληξε στη θετική συσχέτιση του T/T 

(αλανίνη/αλανίνη) γονότυπου µε την πιθανότητα εµφάνισης καρκίνου, προφίλ 

ανοσογήρανσης και αυξηµένης καταστροφής του DNA στους ηλικιωµένους (314). Η 

προτεινόµενη υπόθεση από τους ερευνητές βασίζεται στην θεωρία των ελευθέρων ριζών, 

προτείνοντας ότι οι φορείς του Τ αλληλοµόρφου παράγουν επαρκώς SOD και συνεπώς 

εµφανίζουν ισχυρή έµφυτη ανοσία στη µεσήλικη ζωή, αλλά αυξηµένη ανοσογήρανση 

στην τρίτη ηλικία.  

 

Παράλληλα, θετική συσχέτιση των τριγλυκεριδίων µε τα επίπεδα οξειδωµένης 

LDL-C έχει παρατηρηθεί και σε µεσήλικες (315). Είναι γνωστό ότι τα αυξηµένα επίπεδα 

τριγλυκεριδίων ευνοούν την παραγωγή µικρών και πυκνών µορίων LDL-C, ιδιαίτερα 

επιρρεπών σε οξείδωση (316). Αποτελέσµατα από τη µελέτη MESA (Multi-Ethnic Study 

of Atherosclerosis) υποδηλώνουν ότι η δυσλιπιδαιµία, τα αυξηµένα επίπεδα φλεγµονωδών 

δεικτών, το αρσενικό φύλο, η εθνικότητα και το κάπνισµα θα µπορούσαν να εξηγήσουν το 

µεγαλύτερο ποσοστό της διακύµανσης των επιπέδων της οξειδωµένης LDL-C (317).  

 

Αλληλεπιδράσεις γενετικών δεικτών και διατροφής στους ηλικιωµένους 

Οι σηµαντικότερες αλληλεπιδράσεις καταγράφηκαν ανάµεσα στη Μεσογειακή 

διατροφή και: τον πολυµορφισµό rs7944584 (MADD) µε τα επίπεδα συστολικής 

αρτηριακής πίεσης (P=0,041), τον πολυµορφισµό rs1800629 (TNF-α) µε τα επίπεδα 

διαστολικής αρτηριακής πίεσης (P=0,018) και τον πολυµορφισµό rs2191349 

(DGKB/THEM195) µε τα επίπεδα ινσουλίνης νηστείας και Homa-IR (P=0,023 και 

P=0,019). Τα αποτελέσµατα αυτά θα πρέπει να επαληθευτούν και σε άλλες µεγαλύτερες 

µελέτες.  

Η διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων γονιδίων-διατροφής είναι σηµαντική για την 

κατανόηση της αιτιολογίας και παθογένειας νοσηµάτων, καθώς και για την ανάπτυξη 

εξατοµικευµένων προληπτικών παρεµβάσεων. Ωστόσο, η δυσκολία στο σχεδιασµό 

τέτοιων µελετών για την εξασφάλιση ικανοποιητικής στατιστικής ισχύος περιορίζει το 

πλήθος των διαθέσιµων βιβλιογραφικών δεδοµένων. Σε µια πρόσφατη µελέτη 3µηνης 

παρέµβασης µε Μεσογειακού τύπου δίαιτα βρέθηκαν σηµαντικές αλληλεπιδράσεις για 23 

πολυµορφισµούς µε τον κίνδυνο εµφάνισης καρδιαγγειακών νοσηµάτων (318). 

Παράλληλα, στα πλαίσια µια πρόσφατης µετα-ανάλυσης, συµπεριλαµβάνοντας και τον 
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ηλικιωµένο πληθυσµό της παρούσας µελέτης, βρέθηκε σηµαντική συσχέτιση ανάµεσα 

στον πολυµορφισµό rs780094 του γονιδίου GCKR και της κατανάλωσης δηµητριακών 

ολικής άλεσης σε σχέση µε τα επίπεδα ινσουλίνης νηστείας (319). 

 Στα πλαίσια του ερευνητικού προγράµµατος ZINCAGE, βρέθηκε σηµαντική 

συσχέτιση του διατροφικού ψευδαργύρου µε τον πολυµορφισµό rs1800795 του γονιδίου 

IL-6 και τα επίπεδα της IL-6 στο πλάσµα (309). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα αυτής της 

µελέτης, στην οποία συµπεριλήφθηκε και το παρόν δείγµα ηλικιωµένων εθελοντών, η 

διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου σχετιζόταν µε υψηλότερα επίπεδα IL-6 στους φορείς 

του GG γονότυπου, σε σχέση µε τους φορείς του C αλληλοµόρφου για τον πολυµορφισµό 

rs1800795. Το εύρηµα αυτό είναι σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της παρεµβατικής 

µελέτης χορήγησης συµπληρώµατος ψευδαργύρου του ίδιου ερευνητικού προγράµµατος, 

υποδηλώνοντας την ωφέλιµη επίδραση του ιχνοστοιχείου στο ανοσοποιητικό σύστηµα των 

ηλικιωµένων (320). 

 

Πλεονεκτήµατα και αδυναµίες της παρούσας µελέτης 

 Τα κυριότερα πλεονεκτήµατα της παρούσας µελέτης είναι η ολιστική αποτίµηση 

της κατάστασης υγείας σε ένα αρκετά µεγάλο δείγµα ηλικιωµένων, συνδυάζοντας 

γενετικούς, κλινικούς, βιοχηµικούς, αιµατολογικούς και ανθρωποµετρικούς δείκτες καθώς 

επίσης και διατροφικούς παράγοντες και στοιχεία του τρόπου ζωής. Ο σχεδιασµός της 

παρούσας µελέτης επιτρέπει τόσο την εκτίµηση της µεµονωµένης επίδρασης καθενός από 

αυτούς τους παράγοντες, όσο και την αλληλεπίδρασή τους στην κατάσταση υγείας των 

ηλικιωµένων.  

 

 Ωστόσο, παρά τη χρήση έγκυρων και σταθµισµένων εργαλείων εκτίµησης των 

παραγόντων του τρόπου ζωής (διατροφή, φυσική δραστηριότητα, ψυχοκοινωνικά 

χαρακτηριστικά), δεν µπορεί να αποκλειστεί η ύπαρξη συστηµατικού σφάλµατος 

µέτρησης στην παρούσα µελέτη. Παράλληλα, δεν µπορεί να αποκλειστεί η επίδραση και 

άλλων γενετικών δεικτών που δεν συµπεριλήφθησαν στο σχεδιασµό της µελέτης.  

 

Συµπεράσµατα  

Οι µηχανισµοί που εµπλέκονται στη γήρανση δεν είναι πλήρως διευκρινισµένοι, 

ωστόσο περιλαµβάνουν πληθώρα παραγόντων. Η υιοθέτηση της Μεσογειακή διατροφή 

και η διατροφική πρόσληψη ψευδαργύρου φαίνεται να έχει ευεργετική επίδραση στην 

κατάσταση υγείας των ηλικιωµένων. Αρκετοί γενετικοί δείκτες βρέθηκαν να επηρεάζουν 
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τον κίνδυνο νοσηρότητας στον ηλικιωµένο πληθυσµό, ενώ η διατροφή θα µπορούσε να 

εξασθενίσει µέρος της δυσµενούς γενετικής προδιάθεσης.  

Η ολιστική αποτίµηση της κατάστασης υγείας των ηλικιωµένων και η αξιολόγηση 

της συνδυασµένης επίδρασης των γενετικών και περιβαλλοντικών παραγόντων µπορούν 

να συµβάλλουν στην πρόληψη της νοσηρότητας και στην προαγωγή της υγείας στην τρίτη 

ηλικία. Απαιτούνται περισσότερες µελέτες µε µεγαλύτερο δείγµα ηλικιωµένων και µε 

προοπτικό σχεδιασµό για την καλύτερη κατανόηση των εµπλεκόµενων µηχανισµών που 

καθορίζουν την κατάσταση υγείας στους γηριατρικούς πληθυσµούς και την 

στοιχειοθέτηση κατάλληλων οδηγιών για τη δηµόσια υγεία. 
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Abstract As the elderly population is increasing

rapidly, there is a lot of scientific interest in clari-

fying the differential life-style, genetic, biochemi-

cal and molecular factors contributing to mortality

or exceptional longevity. Within the framework of

the ZINCAGE project, 249 old (60–85 years) and

nonagenarian Greek subjects (‡85 years old) were

recruited and anthropometrical, blood and bio-

chemical indices as well as blood pressure mea-

surements were obtained. Based upon the

inclusion criteria, 214 of them were characterized

as healthy (136 female, 78 male), while those

characterized as non-healthy were excluded from

the statistical analysis. The findings indicated an

88.4% prevalence of overweight and obesity in

elderly (91.2% in women, 83.3% in men), while a

significant decrease in body mass index with age

was recorded.Hypercholesterolemiawas observed

in 75.3% of elderly women and in 69.2% of men.

Erythrocyte sedimentation rate value was

increased in 27.6%of all healthy elderly, while zinc

deficiency was observed in 18.7% of elderly. Over

85.0% of all healthy elderly were within normal

range for all other hematological analysis. Blood

analysis confirmed the good health status of the

elderly recruited as healthy, except for the high

prevalence of obesity and hypercholesterolemia.

Keywords Health status Æ Elderly Æ Body mass

index Æ Blood indices Æ ZINC AGE study

Introduction

The elderly still represent one of the fastest

growing segments of the population in developed

countries. The growing number of elderly over

the age of 65 years is mainly due to the increment

of life expectancy in adults and the reduction of

childhood mortality (Hazzard 1985). Among the

European countries, Italy and Greece present the

highest percentage of elderly (Eurodiet 2000). In

1995, 16.0% of the European population was over

65 years and 3.0% over 80 years (Eurodiet 2000).

According to demographic projection, in 2050 the

elderly population (>60 years of age) will reach

32.0% (11.0% over 80 years of age) (Eurodiet

2000).
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Ageing is a process that affects the perfor-

mances of most physiological systems and in-

creases susceptibility to disease and death. In

particular, a dysregulation of the immune sys-

tem with ageing is believed to contribute to

morbidity and mortality, due to the greater

incidence of infections and cancer, as well as

autoimmune phenomena involved in major age

related diseases, such as atherosclerosis (Wick

et al. 1999). On the other hand, elderly dem-

onstrating exceptional longevity have generally

been spared major age-related diseases, such as

cardiovascular disease, diabetes mellitus and

cancer, which are diseases that are responsible

for most deaths in the elderly (Barzilai and

Shuldiner 2001). Efforts to identify risk factors

for functional decline and mortality in older

individuals have intensified in recent years,

aiming to reduce the likelihood of subsequent

adverse outcomes. Sociodemographic and life-

style characteristics, nutritional parameters,

physical examination findings, biological mark-

ers and genetic background are candidate fac-

tors to have predictive value for mortality or

exceptional longevity in older adults. Trichopo-

ulos and co-workers have studied the role of

dietary habits regarding mortality and have

concluded that adherence to a diet relying on

plant foods and unsaturated lipids, as that

resembles the Mediterranean diet, may be par-

ticularly appropriate for elderly people

(Trichopoulou et al. 2003, 2005).

A new, large-scale European cohort,

ZINCAGE project, is studying biochemical,

genetic and lifestyle factors for healthy ageing

(Mocchegiani et al. 2004). To meet the aims of

the European project ZINCAGE, which focuses

on dietary intake of zinc, oxidative stress, immu-

nosenescence and longevity in elderly, we inves-

tigated the health status of a Greek elderly and

nonagenarian cohort. For the needs of the current

study 214 healthy elderly subjects were recruited

and anthropometrical, hematological and bio-

chemical indices were obtained. The hypothesis

tested is whether old men and women recruited

on basis of non-atherosclerotic, non-cancer and

non-major diseases inclusion criteria, have nor-

mal clinical and anthropometrical indicators of

health status.

Materials and methods

Subjects and study design

The study was carried out in a sample of non-

institutionalized men and women older than

60 years of age form the county of Attica. A total

of 249 subjects participated voluntarily and data

were collected between April 2004 and January

2005. The Bioethics Committee of Harokopio

University of Athens approved the study protocol

and all subjects signed a volunteer consent form.

The study was part of ‘‘Nutritional zinc, oxi-

dative stress and immunosenescence: biochemi-

cal, genetic and lifestyle implications for healthy

ageing—ZINCAGE’’. ZINCAGE project is a

European Union 6th Framework project involv-

ing 17 European research groups, which studies

biochemical, genetic and lifestyle factors for

healthy ageing with a particular focus on nutri-

tional zinc, oxidative stress and immunosenes-

cence (Mocchegiani et al. 2004). ZINCAGE

project involves the recruitment of about 800

healthy old subjects (60–85 years old), 120

healthy nonagenarians (‡85 years) and 120 old

patients (infected, affected by cancer or athero-

sclerotics) belonging to five European geographic

areas, namely, Germany, Poland, Greece, Italy

and France. The upper goal is to clarify the role of

nutritional zinc in healthy ageing and longevity

through the maintenance of immune efficiency

both at central and peripheral levels. The

ZINCAGE project mainly focuses on the estab-

lishment of a comprehensive picture of the links

among metallothioneins (MT), chaperones, nitric

oxide production, telomere length, cell cycle

kinetics, ApoJ, PARP-1 activity, signal transduc-

tion and DNA repair in lymphocytes obtained

from old and nonagenarian subjects, thus pro-

viding potential novel biomarkers for immu-

nosenescence and successful ageing.

Inclusion and exclusion criteria

for the recruitment of old and nonagenarian

subjects

Healthy subjects included in the study had to be

non-institutionalized and live independently

(without requiring special daily care and/or

330 Biogerontology (2006) 7:329–337
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nursing support). In addition they should be

free of any kind of medication such as steroid,

diuretic, anticonvulsant, anti-depressive drug,

antibiotic, antimetabolite, non-steroid anti-inflam-

matory drug intake, as well as non-integrator

and/or vitamin supplementation. Subjects were

excluded if they had diabetes, autoimmune dis-

eases, neurodegenerative diseases, cardiovascular

diseases, infections, cancer, Crohn’s disease and

acrodermatitis enteropathica, kidney disease,

liver disease, sickle cell anemia, chronic skin

ulcerations and endocrine disorders.

For the recruitment of patients inclusion cri-

terion were respiratory and urinary infections in

acute phase as to the infected patients, breast

cancer as to women, prostate cancer as to men

and pulmonary cancer as to cancer patients,

bilateral and/or unilateral carotid stenosis,

hypertension (systolic/diastolic blood pressure >

165/95 mm Hg), cardiovascular diseases (angina,

arrhythmia), previous myocardial infraction as to

atherosclerotic old subjects.

Blood analysis

Prior to blood collection, volunteers were sub-

jected to 12 h fasting. Blood analysis included:

blood cell count and indices [leukocytes, neu-

trophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, red

blood cells (RBC), hemoglobin, hematocrit, mean

corpuscular volume (MCV), mean corpuscular

hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglo-

bin concentration (MCHC), coefficient of varia-

tion of red cell distribution width (RDW-CV),

platelets, mean platelet volume (MPV)], plasma

zinc, biochemical indices [fasting glucose, total

cholesterol (TC), high-density lipoprotein choles-

terol (HDL-C), triglycerides (TG), total plasma

proteins, albumin, globulin, albumin globulin ra-

tio] and erythrocyte sedimentation rate (ESR).

Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was

calculated using the Friedewald equation

(Friedewald et al. 1972). DNA and peripheral

blood mononuclear cells (PBMC) were also

obtained from each blood sample.

Based upon the TC, HDL-C, LDL-C and

triglyceride levels, subjects were categorized

in groups according to the National Choles-

terol Educational Program (Expert Panel on

Detection, Evaluation, and Treatment of High

Blood Cholesterol in Adults 2001) as shown in

Table 1.

Anthropometrical and blood pressure

measurements

The anthropometrical measurements, including

weight and height, were obtained by trained clini-

cal dietitians using standardized techniques and

equipment (World Health Organization 1995).

Body weight was measured to the nearest 0.1 kg

using calibrated electronic scales, with the subject

barefoot and dressed in light clothing. Height was

measured barefoot to the nearest 0.1 cm using

portable stadiometer. Blood pressure was mea-

sured using a mercury sphygmomanometer,

according to the proposed guidelines (Joint

NationalCommittee 2003).Bodymass index (BMI)

was calculated as weight (kg)/height (m) squared.

Based upon the BMI values, subjects were cate-

gorized in groups: underweight (BMI < 18.5 kg/

m2), normal weight (18.5 £ BMI £ 24.9 kg/m2),

overweight (25.0 £ BMI £ 29.9 kg/m2), obese

(30.0 £ BMI £ 34.9 kg/m2) and severely obese

(BMI ‡ 35.0 kg/m2) (Table 1).

Table 1 Cut-off points for BMI and blood lipid values

Reference values Classification

BMI (kg/m2)
< 18.5 Underweight
18.5–24.9 Normal weight
25.0–29.9 Overweight
30.0–34.9 Obesity
‡35 Severe obesity
Total cholesterol (mg/dl)
< 200 Desirable
200–239 Borderline high
‡240 High
HDL-C (mg/dl)
< 40 Low
‡40 Desirable
LDL-C (mg/dl)
< 130 Optimal
130–159 Borderline high
160–189 High
‡190 Very high
Plasma zinc (lM)
£10 Deficiency
>10 Normal

Biogerontology (2006) 7:329–337 331

123

Σταυρούλα Κανόνη Δημοσιευμένες εργασίες



Statistical methods and analysis

Statistical analysis was performed with SPSS 11.5

edition. Continuous variables are presented as

mean values ± standard deviation (SD). Differ-

ences in proportions of variables were assessed

using chi square test. T-tests, Mann–Whitney

tests, analyses of variance (ANOVA), analyses of

covariance (ANCOVA) and Kruskal–Wallis tests

were used to compare the variables among sub-

groups of the sample. Statistical significance was

assessed at two-tailed P = 0.05 level.

Results

A total of 249 old and nonagenarian subjects

entered the study. Thirty old subjects were char-

acterized as atherosclerotic, three males had

prostate cancer and two females had pulmonary

infection, and were excluded from further statis-

tical analysis. The remaining 214 elderly were

healthy, 136 female (63.5%) and 78 male (36.5%).

Among them, 29 elderly (7 male and 22 female)

were marked with severe obesity (BMI ‡ 35 kg/

m2) and were further categorized in a separate

sample group. The mean age of the healthy and

severely obese subjects was 73.3 years, ranging

from 60 years to 94 years. The healthy nonage-

narians subjects (age ‡ 85 years) were 20 (11

male and 9 female).

Regarding BMI, healthy women had significant

higher BMI compared to healthy men (P = 0.003)

(Table 2). The average prevalence of overweight

in all elderly was 37.9% (31.6% in women and

48.7% in men), while the average prevalence of

obesity was 36.9% (43.4% in women and 25.6%

in men) and the average prevalence of severe

obesity was 13.6% (16.2% in women and 9.0% in

men) (Table 3). All together, 91.2% of females

and 83.3% of males were overweight or obese.

When dividing healthy subjects into groups

according to their age (60–70, 71–84 and

‡85 years), healthy nonagenarians had significant

lower BMI compared to the other age groups

(P = 0.009). Figure 1A presents the changes in

BMI across the three age groups in all healthy

subjects.

Within healthy, prevalence of obesity was

61.6% in elderly aged 60–70 years and 20.0% in

nonagenarians. Nonagenarians had the highest

prevalence of normal weight (30.0%) and the

highest prevalence of overweight (50.0%) com-

pared to the other age groups (Table 5).

As far as lipid profile concerns, healthy women

had significantly higher TC, and HDL-C levels

compared to healthy men (P = 0.015 and

P = 0.002, respectively) (Table 2). A percentage

of 41.0% in men occurred with TC levels bor-

derline high, while in women the percentage was

34.3%. The opposite goes as to high TC levels,

with 28.2% of men and 41.0% of women

(Table 3). LDL-C levels were optimal for 48.7%

of men and only for 34.3% of women, while

23.1% of men and 32.8% of women had LDL-C

levels over 160 mg/dl (Table 3). TC/HDL-C ratio

Table 2 Comparison of
selected variables within
healthy subjects by sex
and adjusted for age

Values are presented as
mean ± SD

Males Females P value

Number of participants 78 136
Age (years) 75.5 ± 7.9 72.0 ± 7.5 0.002
Systolic blood pressure (mm Hg) 143.3 ± 15.9 137.5 ± 17.9 0.055
Diastolic blood pressure (mm Hg) 81.2 ± 8.7 79.0 ± 8.8 0.036
BMI (kg/m2) 28.8 ± 4.3 31.3 ± 5.2 0.003
Biochemical and blood indices
Total cholesterol 215.7 ± 37.6 230.6 ± 38.0 0.015
HDL-C (mg/dl) 54.6 ± 12.1 60.5 ± 12.9 0.002
Triglycerides (mg/dl) 133.4 ± 83.8 128.1 ± 56.1 0.536
LDL-C (mg/dl) 134.3 ± 34.6 144.5 ± 34.0 0.069
LDL/HDL ratio 2.6 ± 0.8 2.5 ± 0.9 0.637
TC/HDL ratio 4.1 ± 1.1 4.0 ± 1.1 0.355
Fasting glucose (mg/dl) 97.3 ± 17.9 95.7 ± 28.9 0.854
ESR (mm/h) 15.7 ± 13.1 24.6 ± 16.7 < 0.001
Plasma zinc (lM) 11.2 ± 1.7 11.4 ± 1.5 0.634
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and LDL-C/HDL-C ratio were similar for men

and women, and for all age groups (Tables 2, 4).

LDL-C/HDL-C ratio ranged from 0.8 to 5.5, with

values below 3.5 for 85.8% of elderly, while TC/

HDL-C ratio ranged from 1.95 to 8.31 with values

below 4.0 for 57.5% of the subjects.

A trend for decline in TC levels with age was

observed (P = 0.149), that was significant only for

nonagenarians compared to the elderly aged

60–70 (Fig. 1B). All other blood lipid mean val-

ues were similar across all age groups and there

was no significant age-dependent difference in the

prevalence of dyslipidemia (Tables 4, 5). On the

blood pressure levels, healthy men had significant

higher diastolic blood pressure than women

(Table 2).

Regarding other blood indices, 87.7% of el-

derly had normal fasting glucose levels (£110 mg/

dl). There was no significant difference in average

fasting glucose levels between men and women

(Table 2). Over 85.0% of all elderly were within

normal range for total leukocyte count and com-

ponents, while 100.0% had normal plasma protein

levels. Over 85.0% of men and 88.0% of women

were within normal range for all other hemato-

logical analyses on RBCs and platelets, except for

the ESR. ESR value was increased in 27.6% of

elderly, while women had higher ESR mean

levels than men (P < 0.001) (Table 2). In addi-

tion, there was a significant increase in ESR levels

with age (P < 0.001) (Table 4).

As far as zinc plasma levels concerns, 81.3% of

elderly (75.6% of men and 84.6% of women)

occurred with normal values (Table 3), while

there was no gender- or age dependent difference

in zinc plasma levels (Tables 2, 4).

Discussion

In our sample of healthy Greek elderly (‡60 years

of age) participating in ZINCAGE project, 88.4%

(91.2% of women and 83.3% of men) were found

to be overweight or obese, whereas only 0.9% was

underweight. Healthy women demonstrated

higher BMI levels compared to healthy men

(31.3 ± 5.2 vs. 28.8 ± 4.3 kg/m2, Table 2). This is

in accordance with Trichopoulou and co-workers,

giving 30.3 ± 5.0 kg/m2 BMI value for Greek el-

derly women and 28.1 ± 3.9 kg/m2 for Greek men

of over 65 years of age (Trichopoulou et al. 2000).

Prevalence of overweight and obesity in elderly

populations is not well documented and ranges

widely upon geographical location and study

design. The Third National Health and Nutrition

Examination Survey (NHANES III) showed that

Table 3 Prevalence,
expressed as percentage
respect to cut-off points,
of underweight,
overweight, obesity and
dyslipidemia in healthy
male and female elderly

Males % (N = 78) Females % (N = 136) P value

BMI (kg/m2)
Underweight 1.3 (1) 0.7 (1) 0.014
Normal weight 15.4 (12) 8.1 (11)
Overweight 48.7 (38) 31.6 (43)
Obesity 25.6 (20) 43.4 (59)
Severe obesity 9.0 (7) 16.2 (22)
Total cholesterol (mg/dl)
Desirable 30.8 (24) 24.6 (33) 0.171
Borderline high 41.0 (32) 34.3 (46)
High 28.2 (22) 41.0 (55)
HDL-C (mg/dl)
Low 7.7 (6) 2.2 (3) 0.078
Desirable 92.3 (72) 97.8 (131)
LDL-C (mg/dl)
Optimal 48.7 (38) 34.3 (46) 0.209
Borderline high 28.2 (22) 32.8 (44)
High 16.7 (13) 23.1 (31)
Very high 6.4 (5) 9.7 (13)
Plasma zinc
Deficiency 24.4 (19) 15.4 (21) 0.144
Normal 75.6 (59) 84.6 (115)
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64.0% of women and 70.0% of men aged

60–69 years were overweight or obese (Flegal

et al. 1998), while the percentages were lower for

the age group beyond 70 years of age (56.1% for

women and 61.1% for men) (Davison et al. 2002).

Low prevalence of obesity was reported in elderly

over 50 years of age (16.0% in men and 33.0% in

women) in Jerusalem (Gofin et al. 1996) and in

Taiwan, where 41.3% of women and 30.5% of

men (‡65 years) were overweight or obese (Chiu

et al. 2000). In the Mediterranean basin, the

prevalence of overweight in elderly populations is

higher. In a cross sectional study of 3,356 elderly

Italians (65–84 years old), 48.6% of men and

54.9% of women were overweight or obese

(Perissinotto et al. 2002), while in south Italy

(Barbagallo et al. 2001) the prevalence was higher

(76.0% for men and 86.0% for women). Similarly

in a Spanish cohort older than 60 years of age, the

prevalence of overweight and obesity was esti-

mated at 49.0 and 31.5% for the men and 39.8 and

40.8% for the women, respectively (Gutierrez-

Fisac et al. 2004). Factors favoring overweight

and obesity in elderly populations are multifac-

eted and include positive energy balance, inac-

tivity, economical and educational factors,

increase in adipose tissue with significant reduc-

tion in fat-free mass, depression and gender

(Inelmen et al. 2003). Old women have higher

prevalence of obesity and lower prevalence of

overweight compared to males, an observation

that could be due to the fact that women have a

greater tendency to increase weight and accu-

mulate fat, especially at post-menopausal period

(Inelmen et al. 2003).

In the present study, a decline in BMI was

observed for all healthy subjects older than

71 years of age (Fig. 1A). Similar trend has been

Fig. 1 Changes in BMI (A) and TC levels (B) in elderly
by age group. * P < 0.050 for the comparisons with the
other age groups, ** P = 0.055 for the comparisons with
the 60–70 age group

Table 4 Comparison of
selected variables within
healthy subjects by age
group and adjusted for
gender

Values are presented as
mean ± SD

60–70 years 71–84 years ‡85 years P value

Number of participants 91 103 20
Systolic blood pressure (mm Hg) 138.0 ± 16.8 140.0 ± 17.9 146.2 ± 16.6 0.349
Diastolic blood pressure (mm Hg) 80.8 ± 7.8 79.1 ± 8.9 79.0 ± 12.6 0.276
Biochemical and blood indices
HDL-C (mg/dl) 59.9 ± 13.2 56.8 ± 12.7 59.0 ± 11.7 0.671
TG (mg/dl) 130.7 ± 73.1 131.6 ± 65.6 119.0 ± 49.0 0.616
LDL-C (mg/dl) 145.4 ± 34.9 139.4 ± 32.8 126.0 ± 38.1 0.153
LDL/HDL ratio 2.6 ± 0.8 2.6 ± 0.9 2.2 ± 0.8 0.138
TC/HDL ratio 4.0 ± 1.1 4.1 ± 1.1 3.6 ± 0.9 0.142
Fasting glucose (mg/dl) 96.5 ± 26.4 95.6 ± 25.3 99.4 ± 21.4 0.816
ESR (mm/h) 17.5 ± 13.1 23.5 ± 17.7 27.4 ± 15.7 < 0.001
Plasma zinc (lM) 11.7 ± 1.7 11.3 ± 1.5 10.8 ± 1.5 0.404
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documented in large elderly cohorts (Perissinotto

et al. 2002; Davison et al. 2002; Gutierrez-Fisac

et al. 2004) and this has been attributed primarily

to the reduction of lean mass and height occurring

with increasing age. Alternatively that could be

due to the selective long survival of non-obese

elderly (Elia 2001). Nevertheless, the effect of

overweight and obesity on mortality in elderly

populations remains controversial. Most studies

showed a lack of significant association between

high BMI and increased mortality, whereas BMI

values lower than 18.5 kg/m2 were strongly asso-

ciated with frailty and mortality in elderly

(Grabowski and Ellis 2001). Only few studies

showed a significant J or U-shaped association

between mortality and BMI, with the right curve

rising for BMI over 31 or 32 kg/m2 (Heiat et al.

2001).

In the present study, the prevalence of hyper-

cholesterolemia in elderly was found high, espe-

cially in women. High or borderline high TC

levels were observed in 75.3% of elderly women

and 69.2% of men, while 65.6% of women and

51.3% of men had LDL-C levels above 130 mg/dl.

This is line with the findings of previously con-

tacted studies, showing that elderly women con-

sistently have higher TC levels than men of the

same age (Schupf et al. 2005; LaRosa 1996).

Although, in middle-aged adults TC and LDL-C

are well-established factors of coronary heart

disease, in elderly the role of lipoproteins remains

to be clarified. Some studies have shown that TC

is an important predictor of coronary heart dis-

ease in elderly men (Anum and Adera 2004;

Houterman et al. 2002; Po-Huang and Eaker

2000), among which, this of Annum, that it is an

important predictor only for men aged up to

80 years old. Nevertheless, large prospective

studies have found no statistically significant

associations between elevated TC levels and all

cause mortality risk in elderly populations (Schatz

et al. 2001; Anderson et al. 1987). However,

regarding elderly women, most of the studies

agree on the lack of association between high TC

levels and risk for cardiovascular mortality

(Anum and Adera 2004; Po-Huang and Eaker

2000). It seems that low TC values constitute a

risk for mortality similar to very high TC values.

A U-shaped association between TC, LDL-C and

mortality has been demonstrated (Curb et al.

2004b; Casiglia et al. 2003). Furthermore, it has

been supported that low levels of TC and LDL-C

are associated with higher all cause mortality in

both elderly men and women (Schupf et al. 2005;

Casiglia et al. 2003) and with higher neoplastic

mortality in women (Casiglia et al. 2003).

Table 5 Prevalence,
expressed as percentage
respect to cut-off points,
of underweight,
overweight, obesity and
dyslipidemia in healthy
elderly by age group

60–70 years
% (N = 91)

71–84 years
% (N = 103)

‡85 years
% (N = 20)

P value

BMI (kg/m2)
Underweight 1.1 (1) 1.0 (1) 0.0 (0) 0.022
Normal weight 6.6 (6) 10.7 (11) 30.0 (6)
Overweight 30.8 (28) 41.7 (43) 50.0 (10)
Obesity 44.0 (40) 34.0 (35) 20.0 (4)
Severe obesity 17.6 (16) 12.6 (13) 0.0 (0)
Total cholesterol (mg/dl)
Desirable 24.2 (22) 24.5 (25) 52.6 (10) 0.075
Borderline high 34.1 (31) 41.2 (42) 26.3 (5)
High 41.8 (38) 34.3 (35) 21.1 (4)
HDL-C (mg/dl)
Low 3.3 (3) 5.9 (6) 0.0 (0) 0.424
Desirable 96.7 (88) 94.1 (96) 100.0 (19)
LDL-C (mg/dl)
Optimal 38.5 (35) 36.3 (37) 63.2 (12) 0.322
Borderline high 28.6 (26) 36.3 (37) 15.8 (3)
High 22.0 (20) 20.6 (21) 15.8 (3)
Very high 11.0 (10) 6.9 (7) 5.3 (1)
Plasma zinc (lM)
Deficiency 17.6 (16) 17.5 (18) 30.0 (6) 0.395
Normal 82.4 (75) 82.5 (85) 70.0 (14)
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In total, elderly women had higher levels of

HDL-C compared to men. Only a small per-

centage of the elderly (7.7% of men and 2.2% of

women) had HDL-C levels below 40 mg/dl, while

all nonagenarians had optimal levels. It is well

documented, that healthy elderly have higher

levels of HDL-C than younger subjects (Schaefer

et al. 1989), the vast majority of those over

70 years (~90.0%) occurring with HDL-C levels

over 40 mg/dl (Nikkila and Heikkinen 1990). El-

derly women have approx 10 mg/dl higher aver-

age HDL-C levels than men (Abbott et al. 1998).

Large-scale studies (Curb et al. 2004a) identified

the atheroprotective role of HDL-C in old age, as

HDL-C levels were strongly and inversely related

to risk for coronary death, myocardial infraction

and stroke (Shepherd et al. 2002). Therefore,

HDL-C levels are thought to represent a lon-

gevity factor, through mechanisms involving

antioxidant and anti-inflammatory properties of

HDL-C (Barter 2004).

Concerning ESR, the majority (~70.0%) of the

elderly had average ESR levels above 30 mm/h. In

all participants, the average ESR levels showed a

significant rise with age, however in women ESR

levels were higher than those in men. Our findings

are in accordancewith previous large cohort studies

(Andresdottir et al. 2003; Natali et al. 2003). Choi

and co-workers showed a significant correlation

betweenTC levels andESR in elderly (Choi andPai

2004). The authors suggested that hypercholester-

olemia could increase ESR levels in elderly. This

could be an explanation for the high ESR levels

observed in current study since equally high preva-

lence of hypercholesterolemia was also recorded.

Furthermore, the present study revealed 18.7%

zinc deficiency in elderly, while average zinc plas-

ma valueswere similar for both genders (11.2 ± 1.7

for men and 11.4 ± 1.5 for women, P = 0.634).

There was no significant age-dependent decline

in zinc plasma levels, even though nonagenarians

occurred with 30.0% of zinc deficiency. Similar

studies have demonstrated lower prevalence

(< 5%) of zinc deficiency in European elderly

populations (Andriollo- Sanchez et al. 2005),

however with different evaluation methods.

Nevertheless, an increased zinc deficiency in

Greek elderly could imply genetic and nutritional

etiology.

Conclusively, our findings, consistently with

findings outcoming from other studies, indicate a

possible correlation between overweight, obesity

or hypercholesterolemia and well-being of el-

derly. Since there is still an unmet need to define

the anthropometrical and biochemical indices

that contribute to longevity, these findings are to

shed light upon these factors. However, further

research as to evaluate life-style, biological and

genetic factors, is needed to finally elucidate the

determinants of longevity.
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Abstract

Pro-inflammatory cytokine response and NK activity are controlled by the availability of zinc ion, whose intra-cellular transport is
regulated by metallothioneins.

In order to closely examine the importance of circulating zinc in the modulation of immune response during ageing, in the balance of
Th2/Th1 equilibrium and finally in the reversibility of systemic low grade inflammation, we evaluated the changes occurring in plasma
IL-6 and MCP-1 concentrations and NK lytic activity in a healthy low grade inflamed elderly population, following zinc-aspartate sup-
plementation. In addition, we aimed to highlight the potential interaction among circulating zinc increments, changes in immunological
parameters and +647 MT1a and �174 IL-6 polymorphic alleles.

Thirty-nine healthy individuals (60–83 years) from the ZINCAGE cohort (previously typed for +647 MT1a and �174 IL-6 polymor-
phisms) were supplied with zinc-aspartate. Blood samples collected before and after supplementation underwent basal laboratory deter-
minations (circulating zinc, albumin and C-reactive protein) and immunological studies (plasma IL-6 and MCP-1 and NK lytic activity).
Zinc supplementation in subjects with low or borderline-normal circulating zinc increased the concentration of this ion and modulated
plasmatic IL-6 and MCP-1 as well as NK lytic activity. An interactive effect of polymorphic alleles of MT1a and IL-6 genes on zinc, IL-6,
MCP-1 and NK activity was evidenced following supplementation, indicating the genetic background as one of the determinants for
identifying groups of subjects that can take advantage of therapeutic intervention.
� 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Zinc; IL-6; MCP-1; NK lytic activity; +647 MT1a polymorphism; �174 IL-6 polymorphism; Elderly

1. Introduction

Inflammation, ageing and age-associated diseases are
conditions possibly characterized by zinc deficiency.

Among micronutrients, zinc is one of the most important
trace elements required as a catalytic, structural and regu-
latory ion for the activities of more than 300 enzymes, pro-
teins and transcriptional factors. Therefore, zinc is a key
element in many homeostatic responses of the body,
including oxidative stress and for many biological func-
tions, including immune efficiency (Fraker and King,
2004; Ibs and Rink, 2003; Rink and Gabriel, 2000).
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In particular, zinc deficiency may be related to the
decreased functional activity of immune cells, associated
with ageing, by reducing cell-mediated adaptive and innate
immune responses (Dardenne, 2002; Shankar and Prasad,
1998) as well as adversely affecting the secretion and func-
tion of cytokines (Prasad, 2000) and possibly chemokines
(Mariani et al., 2006), thus resulting in limited immuno-
resistance to infections.

A progressive age-related increase of plasma concentra-
tion of some chemokines has been observed in healthy
elderly subjects (Inadera et al., 1999; Gerli et al., 2000;
Antonelli et al., 2006; Wieczorowska-Tobis et al., 2006).
In particular, MCP-1 chemokine levels appear closely
associated with age (Deo et al., 2004; Mariani et al.,
2006) and elevated in concomitance with low circulating
levels of zinc (Mariani et al., 2006). Also acute phase pro-
tein increases are described to accompany the ageing pro-
cess. The finding of these proteins mirrors a chronic low
grade inflammatory state (as defined by a 2- to 4-fold
increased level) (Vasto et al., 2007a), determined by differ-
ent factors such as the chronic antigenic stress (probably
the most prominent one). This progressive and prolonged
activation of the immune system is evident in the elderly
and, along with the genetic characteristics, is possibly
related to several diseases of ageing with an inflammatory
pathogenesis (such as atherosclerosis, type 2 diabetes,
osteoarthritis and alzheimer’s disease) (Mariani et al.,
2007).

Pro-inflammatory cytokine response is largely con-
trolled by the bio-availability of zinc ions and some zinc-
dependent transcription factors are involved in the regula-
tion of the gene expression of pro-inflammatory cytokines
(e.g. IL-6, TNF-a) (Mocchegiani et al., 2006; Prasad et al.,
2004). Furthermore, zinc-finger proteins are necessary for
signal transduction from cytokine receptors to response
genes. All these activities are carefully regulated inside
the cells by metallothioneins (MT), a group of metal-bind-
ing proteins with high affinity for zinc, playing a central
role as intracellular zinc transporters. Human MT genes,
in turn, are up-regulated by zinc (Vandeghinste et al.,
2000) and some polymorphisms of these genes have been
correlated to chronic inflammation and may affect zinc
release (MT1a sub-isoform, in particular) (Mocchegiani
et al., 2006; Richards et al., 1984). Furthermore, MT induc-
tion and expression is under the control of IL-6, a multi-
functional cytokine, major component of acute phase
response, regulating differentiation and activity of different
cell types (including lymphocytes), stress reactions and
inflammatory responses (Vasto et al., 2007b).

As a consequence, high circulating levels of IL-6
related to the chronic inflammatory status (and possibly
the �174 G/C polymorphism in the promoter region of
the IL-6 gene), influence abnormally elevated levels of
MT that, binding zinc, decrease the availability of this
ion for biological processes and immune functions, partic-
ularly in ageing (Franceschi et al., 2000, 2005; Olivieri
et al., 2006).

In order to closely examine the importance of circulating
zinc in the modulation of immune response during ageing,
in the balance of Th2/Th1 equilibrium (showing a preva-
lent Th2 profile in the elderly) and finally in the reversibility
of systemic low grade inflammation, we evaluated the
changes occurring in plasma IL-6 and MCP-1 (a Th2 che-
mokine) concentrations and NK cell functional activity in
a healthy low grade inflamed elderly population, following
zinc-aspartate supplementation. In addition, we aimed to
highlight the potential interaction among circulating zinc
increments, changes in immunological parameters and
+647 MT1a and �174 IL-6 polymorphic alleles.

2. Materials and methods

2.1. Study population

A sample of 39 healthy individuals, (19 women and 20
men, aged 72.7 years ± 6.40, mean ± SD) (range 60–83
years) was taken from the cohort of the ZINCAGE project
and underwent a zinc supplementation trial, that preferen-
tially included carriers of +647 MT1a C+ and �174 IL-6
C� alleles. All subjects undergoing zinc supplementation
had concentrations of plasma zinc below 11 lmol/L at least
at one check-up of two made within one year.

The sample, recruited by Mocchegiani in Italy, Rink in
Germany, and Dedoussis in Greece, was supplied with
10 mg/day of zinc-aspartate (Unizink 50, KÖHLER
PHARMA Corp., Alsbach-Hähnlein, Germany). Subjects
recruited by Jaite in Poland were supplied with an identical
form of zinc-aspartate, locally produced (Zincas, Zaklad
Chemiczno-Farmaceutyczny FARMAPOL, Poznań,
Poland). All the subjects received the supplement for
48 ± 2 days.

All participants provided informed consent according to
the procedures required by the local Research Ethics Com-
mittees, which also approved the study protocol.

Blood samples collected before and after supplementa-
tion from overnight fasting subjects underwent basal labo-
ratory determinations. For immunological studies, plasma
was separated by centrifugation at 4 �C, divided and
appropriately stored at �80 �C until used for cytokine
and chemokine determinations. Cellular pellets were
diluted with PBS, stratified on density gradient and centri-
fuged. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) sepa-
rated at the interface, resuspended in RPMI 1640
containing FCS and DMSO, were cryopreserved in liquid
nitrogen. Laboratory data, plasma, PBMC and DNA sam-
ples were kept anonymous.

Briefly, the selection included healthy old people, still
living independently (at their own home or in nursing
homes) not needing special daily care and not taking
any noteworthy drugs (steroids, diuretics, anti-convul-
sants, anti-depressants, chelating drugs, antibiotics and
antimetabolites, or NSADs, in the last two months
before the recruitment), nutritional integrators, or vita-
min complexes.
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2.2. Plasma albumin, C-reactive protein and zinc

concentrations

Plasma albumin and C-reactive protein (Crp) concentra-
tions, as indicators of nutritional status and of chronic dis-
eases, respectively, were measured by nephelometry
(albumin normal range: 3.5–5.3 g/dl and Crp normal
range: <0.3 mg/dl). Concentration of zinc, as a micronutri-
ent involved in the immune response, was determined with
a Thermo XII Series induction coupled plasma mass spec-
trometer (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA,
USA) as previously reported (Malavolta et al., 2006) (nor-
mal range: 10–15 lmol/L). These data were kindly supplied
by Moccheggiani’s group.

2.3. Multiplex bead immunoassay

IL-6 and MCP-1 concentrations were simultaneously
evaluated in duplicate plasma samples, using commercially
available multiplex bead-based sandwich immunoassay kits
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), as previously
described (Mariani et al., 2006). Briefly, distinct sets of fluo-
rescently dyed beads (50 ll) loaded with capture monoclonal
antibodies specific for each cytokine to be tested were incu-
bated with a similar volume of plasma (1:4 diluted) or with
standards in a 96-well plate. Subsequently, 25 ll of fluores-
cent detection antibody mixture were added and then the
samples were washed and resuspended in assay buffer.

Low standard curves for each soluble factor were used,
ranging from 3952.5 to 0.24 pg/ml for IL-6 and from
2280.2 to 0.14 pg/ml, for MCP-1.

The formation of different sandwich immunocomplexes
on distinct bead sets was quantified using the Bio-Plex Pro-
tein Array System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA), evaluating the fluorescent signal of a minimum of
100 beads per region (chemokine/cytokine).

Data were analysed using the Bio-Plex Manager soft-
ware version 3.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). In general, at least six standards were accepted
and used to establish standard curves following a five-
parameter logistic regression model (5PL).

2.4. +647 A/C MT1a and �174 G/C IL-6 polymorphisms

The first polymorphism corresponded to an A/C transi-
tion at +647 nt position in the coding region of the human
MT1a gene, the second one corresponded to a G/C transi-
tion at position �174 in the human IL-6 gene promoter.

Genotyping for each polymorphism was performed by
Mocchegiani’s group. Amplification conditions were
reported elsewhere (Mocchegiani et al., 2006; Olomolaiye
et al., 1998).

2.5. NK cell lytic activity

K562 tumor target cells (1 · 106) were labelled with
15 lM calcein-AM (Molecular Probe, Eugene, OR) for

30 min at 37 �C and washed 2 times with cold complete
medium. Labelled target cells (5 · 103/50 ll) and varying
numbers of cryopreserved and thawed effector cells (from
5 · 106 to 5 · 103 PBMC/100 ll) were incubated in tripli-
cate in V-bottom 96-well plates (Effector/Target E/T ratios
from 50/1 to 1/1). After incubation at 37 �C in 5% CO2 for
4 h, 75 ll of each supernatant were harvested, transferred
into new plates and measured by a dual-scanning micro-
plate spectrofluorimeter (Spectramax Gemini – Molecular
Devices, Sunnyvale, CA).

Data were expressed as arbitrary fluorescent units
(AFU). Percent lytic activity was calculated according to
the formula [(test AFU � spontaneous AFU)/(maximum
AFU � spontaneous AFU)] · 100. Spontaneous AFU rep-
resents Calcein AM released from target cells in medium
alone and maximum AFU is Calcein AM released from
target cells lysed in medium plus 2% Triton X-100, each
measured in at least six replicate wells (Neri et al., 2001).

2.6. Statistical analysis

Concentrations were expressed as lmol/L for zinc, g/dl
for albumin, mg/dl for Crp, pg/ml for IL-6 and MCP-1.
NK cell function was expressed as % lytic activity. All val-
ues were presented as means ± SD and/or SEM and as
medians and percentiles. Differences between men and
women or C� and C+ alleles were evaluated by the
Mann–Whitney U-test; differences before and after supple-
mentation were evaluated by Wilcoxon’s matched pairs
test; differences among sub-groups were analysed by Anal-
ysis of variance followed by post-tests. Correlations among
variables were assessed by Pearson’s and Spearman corre-
lation coefficients. All reported p values are based on
two-sided tests and were compared with a significance level
of 5%. ‘‘Statistica’’ (release 6, StatSoft Inc.) for Windows
was used to perform statistical analysis.

3. Results

3.1. Zinc supplementation modulates circulating zinc, IL-6

and MCP-1 and NK cell activity

There were no significant differences between men and
women regarding age, basal plasma zinc and albumin con-
centrations (Table 1), therefore they were analysed
together. Both men and women had albumin concentra-
tions within the normal range, indicating that none of the
examined subjects had clinically evident malnutrition. In
addition, all the subjects presented a systemic low grade
inflammation but did not suffer from chronic diseases, as
indicated by serum C-reactive protein, whose levels never
exceeded a 4-fold increase. In particular, 8 subjects were
Crp negative, the remaining group presented a median of
0.275 mg/dl before and of 0.31 mg/dl after supplementa-
tion (5th–95th percentiles: 0.1–1.06 mg/dl before and 0.1–
1.01 mg/dl after supplementation) without differences
between men and women and without modulation by zinc.
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Also IL-6 and MCP-1 plasma concentrations indicated a
systemic low grade inflammatory status, being within a 4-
fold increase, compared to normal values (Table 1).

Zinc-aspartate supplementation significantly increased
circulating zinc concentrations up to 11.5 ± 1.85 lmol/L
(mean ± SD; Wilcoxon matched pairs test, p < 0.001 com-
pared to basal levels) mainly in women, allowing the subjects
belonging to the first quartile before supplementation to up-
grade to the second quartile after supplementation (not
shown). Serum basal concentrations of zinc were directly
correlated to the levels reached after supplementation (Pear-
son’s correlation coefficient r = 0.536, p = 0.0001).

Concomitantly, also IL-6 and MCP-1 plasma concen-
trations (Table 2) were modified by zinc-aspartate supple-
mentation (up- and down-modulated, respectively) as well
as NK lytic activity that increased both in men and women
(Table 3).

Basal plasma concentrations of IL-6 were proportional
to the MCP-1 basal ones (Pearson’s correlation coefficient
r = 0.367, p = 0.02), whereas they showed a borderline neg-
ative correlation following supplementation (not shown).

In addition, the higher the concentration of IL-6 before
supplementation, the lower the increment observed follow-
ing supplementation was (Pearson’s correlation coefficient
r = �0.847, p = 0.000), suggesting that IL-6 could be mod-
ified in the plasma within a limited biological interval.

3.2. Influence of single +647 MT1a and �174 IL-6 polymorphic

alleles

In the 39 examined subjects, the observed frequencies of
MT1a genotypes for +647 A/C polymorphism were com-
pared with the expected frequencies and did not deviate from
the Hardy–Weinberg equilibrium (chi-square = 4.317632,
df = 2, p = 0.115463), mirroring the whole population from

which the examined subjects were taken. On the contrary,
IL-6 genotypes for �174 G/C polymorphism significantly
deviated from Hardy–Weinberg equilibrium (chi-
square = 7.693303, df = 2, p = 0.021352) for a lower pres-
ence of heterozygous subjects in favour of a higher number
of the homozygous ones (mainly CC).

AC and CC genotype carriers for +647 MT1a polymor-
phism were grouped and referred to as MT1a C+ (25 sub-
jects), whereas AA genotype carriers were referred to as
MT1a C� (14 subjects). Likewise, GC and CC genotype
carriers for �174 IL-6 polymorphism were grouped and
referred to as IL-6 C+ (14 subjects), and GG genotype car-
riers were referred to as IL-6 C� (25 subjects).

Plasma zinc concentrations, both basal and after supple-
mentation, were lower in C� than C+ MT1a carriers
(Fig. 1a). However, both C� and C+ carriers tended to
increase circulating zinc concentrations after supplementa-
tion, albeit not significantly, but maintained their differ-

Table 1
Selected characteristics of healthy old subjects

Total subjects (n = 39) Women (n = 19) Men (n = 20)

Age (years) 72.7 ± 6.40 71.9 ± 7.41 73.4 ± 5.46
Zinc (lmol/L) 10.5 ± 1.45 (10.00–15.00)a 10.8 ± 1.25 10.2 ± 1.58
Albumin (g/dl) 4.2 ± 0.40 (3.50–5.30)a 4.2 ± 0.47 4.2 ± 0.32

Values are expressed as means ± SD. Comparisons between women and men by Mann–Whitney U-test did not show significant differences.
a Normal range values of serum concentrations from a normal young adult population are reported in parentheses and obtained from Trumbo et al.

(2001).

Table 2
Plasma IL-6 and MCP-1 concentrations in basal conditions and after zinc supplementation

Soluble factors Conditions Total subjects (n = 39) Women (n = 19) Men (n = 20)

IL-6 (pg/ml) Basal 24.4 ± 2.79 (7.1 ± 5.7)c 23.4 ± 3.80 25.3 ± 4.15
After zinc 33.3 ± 2.11a 34.1 ± 3.24 32.7 ± 2.78

MCP-1 (pg/ml) Basal 136.4 ± 8.82 (43.16 ± 4.92)c 146.5 ± 13.40 126.8 ± 11.53
After zinc 116.4 ± 5.63b 116.4 ± 9.02b 116.4 ± 7.21

Values are expressed as means ± SEM.
Comparisons between women and men by Mann–Whitney U-test did not show significant differences. Comparisons between basal and after zinc
supplementation concentrations by Wilcoxon’s matched pairs test show significant differences: ap < 0.05; bp < 0.01.

c Serum concentrations from 21 normal adult donors (age range 24–55 years) are reported in parentheses (personal unpublished data).

Table 3
NK lytic activity in basal conditions and after zinc supplementation

E/T cell ratios Women (n = 19) Men (n = 20)
NK lytic activity (%) NK lytic activity (%)

Basal After Zn Basal After Zn

E/T 50 23.0 ± 1.53 29.0 ± 3.40b 22.6 ± 1.91 28.0 ± 3.80
E/T 25 18.8 ± 4.12 25.8 ± 2.56b 18.3 ± 1.79 26.1 ± 2.74b

E/T 12 15.2 ± 1.74 22.1 ± 2.41c 15.1 ± 1.80 22.6 ± 2.47c

E/T 6 12.8 ± 1.68 19.7 ± 2.52c 11.9 ± 1.65 20.2 ± 2.35c

E/T 3 10.9 ± 1.56 18.3 ± 2.14c 10.1 ± 1.47 17.9 ± 1.94b

E/T 1 7.7 ± 1.11 16.0 ± 1.85c 6.1 ± 0.89 15.4 ± 1.86a

Values are expressed as means ± SEM. Comparisons between women and
men by Mann–Whitney U-test did not show significant differences.
Comparisons between basal and after zinc supplementation percentages of
NK lytic activity by Wilcoxon’s matched pairs test show significant dif-
ferences: ap < 0.01; bp < 0.001; cp < 0.0005.
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ences as in basal conditions (Fig. 1a). As concerning IL-6
polymorphism (Fig. 1b), C� and C+ carriers presented
similar zinc concentrations in basal conditions, whereas,
after zinc supplementation, C+ carriers displayed a border-
line significant (p = 0.06) increase compared to C�, thus
undergoing a significant up-regulation compared to their
basal concentrations.

In general, subjects displaying relatively high basal con-
centrations of zinc (e.g. MT1a C+) presented on average a
low increment after supplementation (Pearson’s correlation
coefficient r = �0.5764, p = 0.005).

Basal IL-6 plasma concentrations were slightly lower in
MT1a C+ carriers than in C� ones (Fig. 1c). Plasma IL-6
increased after zinc supplementation, thus showing an evi-
dent up-regulation in MT1a C+ carriers (Fig. 1c), but, in
general, without differences between C� and C+ carriers.

IL-6 C� and C+ carriers (Fig. 1d) showed trends oppo-
site to MT1a polymorphism, with C� carriers presenting
lower basal IL-6 concentrations and the most significant
increments after supplementation, but, in general, C�
and C+ carriers were almost similar.

Basal MCP-1 levels were similar before and after supple-
mentation both in MT1a and IL-6 polymorphic allele car-
riers (Fig. 1e and f) and a down regulation of MCP-1
concentrations of about 10% was evident after zinc
supplementation.

Lytic activity of NK cells was similar in C+ and C� car-
riers of both MT1a and IL-6 polymorphisms in basal con-
ditions and was up-regulated by zinc supplementation
(Fig. 2a–d).

The increments (differences between the values reached
after and those before supplementation) of circulating zinc,
plasma IL-6, plasma MCP-1 and NK lytic activity (at 1/1
E/T ratio, in order to evaluate activity on a per-cell-basis,
thus avoiding the amplification effect due to cell recycling)
were arranged according to circulating zinc increments. A
positive trend (Spearman correlation r = 0.272, p = 0.03)
of circulating zinc concentrations (Fig. 3a) from IL-6 C�,
to MT1a C+ and C� carriers and finally to IL-6 C+ was
observed (IL-6 C� vs C+, p < 0.02). In particular, IL-6
C� and MT1aC+ carriers shared low increments of zinc,
(below 1 lmol/L), high increments of plasma IL-6
(Fig. 3b) (over 70% of basal concentrations; p < 0.005 at
least, compared to IL-6 C+ and MT1a C�, respectively,
not shown), and limited increments of NK lytic activity
(Fig. 3c). The other two polymorphisms (e.g. MT1a C�
and IL-6 C+), parallel to circulating zinc concentrations
increments over 1 lmol/L (Fig. 3a), showed a limited
increase of plasma IL-6 (Fig. 3b) (lower than 25% of basal
concentrations) and more evident increments of NK lytic
activity (Fig. 3c), (over 80% of basal concentrations).

A general reduction in MCP-1 concentration was
observed independently of polymorphic alleles, showing
similarities between C� and C+ alleles of both polymor-
phisms (Fig. 3d).

3.3. Interactive effects of combined +647 MT1a and �174

IL-6 polymorphisms

The potential interactive effects of polymorphic alleles
on serum zinc, plasma IL-6 and MCP-1 and on NK cell
lytic activity is shown in Table 4, where NK lytic activity
is reported at 1:1 Effetor/Target ratio.

A significant interaction of MT1a C� allele with both
C� and C+ alleles of IL-6 polymorphism was observed
on serum zinc concentrations, that differed significantly
before and after supplementation (analysis of variance
p = 0.05 at least).

In particular, subjects presenting C� alleles for both
polymorphisms (n.7) showed the lowest concentration of
basal circulating zinc that was not modified by zinc-aspar-
tate intake. Conversely, MT1a C�/IL-6 C+ carriers (n.7),
although their basal concentrations overlapped those of
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Fig. 1. Plasma zinc, IL-6 and MCP-1 concentrations according to +647
MT1a and �174 IL-6 polymorphic alleles: effect of zinc supplementation.
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double C� carriers, were the only ones up-modulated by
treatment (p = 0.003, average increase 2.59 lmol/L).

MT1a C+/IL-6 C� (n.18) and MT1a C+/IL-6 C+ (n.7)
carriers showed similar basal concentrations of zinc (over
11 lmol/L) and similar increases after supplementation,
very close to the values presented by single C+ polymor-
phism of MT1a (Fig. 1a) and IL-6 (Fig. 1b).

Regarding IL-6 plasma concentrations (Table 4), the
effect of the two polymorphisms was particularly interest-
ing in the MT1a C�/IL-6 C+ group, the only one showing
a decrease (about 20%) in IL-6 plasmatic concentrations
after zinc-aspartate supplementation. All the other poly-
morphic allele combinations showed similar basal and
up-regulated IL-6 concentrations, which in C�C� and
C+C+ were significantly increased after supplementation,
compared to basal ones.

Concerning MCP-1 (Table 4), all combined polymor-
phisms showed similar MCP-1 basal concentrations and
all, except MT1a C�/IL-6 C�, tended to down-regulate
chemokine concentration after zinc-aspartate supplementa-
tion (MT1a C+/IL-6 C+ becoming the relatively lowest,
with an approximate 25% decrement compared to basal
plasma levels).

Donors with the combined MT 1a C�/IL-6 C+ and MT
1a C+/IL-6 C� polymorphisms showed the relatively low-
est lytic activity in basal conditions (Table 4), but they
underwent a significant increase after zinc supplementation
(p < 0.01 at least for all the Effector/Target ratios exam-
ined, not shown). Conversely, C double negative and C
double positive carriers showed only a slight increase in
lytic activity (not shown). However, lytic activities after

zinc supplementation were generally comparable, with
some differences between MT1a C+/IL-6 C� and MT1a
C�/IL-6 C� or MT1a C+/IL-6 C+ at the lowest E/T ratio
(p < 0.05, not shown).

The interactive effects of polymorphic alleles on circu-
lating zinc concentrations suggested an overloading on
pro-inflammatory phenotype due to the concomitant pres-
ence of C� alleles of MT1a and IL-6, as seen by the lack
of increment in circulating zinc concentrations following
zinc-aspartate treatment (Fig. 4a), the up-regulation of
plasma IL-6 concentrations (Fig. 4b), (lower and higher
than the single polymorphism ones, respectively,
Fig. 3b) and the halved increments of NK lytic activity
(Fig. 4c), compared to single IL-6 C� ones (Fig. 3c).
Conversely, the pair of MT1a C+ with IL-6 C�, and
especially with IL-6 C+, seemed to reduce the pro-inflam-
matory unbalance (Fig. 4b), improving lytic activity
(Fig. 4c) with the progressive increase of circulating zinc
(Fig. 4a). Finally, MT1a C�/IL-6 C+ carriers seemed
to be the most favoured by zinc-aspartate treatment; in
fact, parallel to the increment of more than 2 lmol/L cir-
culating zinc (Fig. 4a), they showed a reversal between IL-
6 plasma concentration (Fig. 4b) and NK lytic activity
(Fig. 4c).

MCP-1 increments (Fig. 4d), despite being always nega-
tive in single polymorphism carriers, became positive in
double negative C carriers and showed an additive decre-
ment in double positive C carriers. In MT1a C+/IL-6
C� and MT1aC�/IL-6 C+, MCP-1 modifications resem-
bled those of C+ allele of the corresponding single poly-
morphism (Fig. 1e and f).
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4. Discussion

In this study we evaluated the effect of zinc aspartate
supplementation on circulating zinc, IL-6 and MCP-1
plasma concentrations and on NK lytic activity in a

healthy elderly population in relationship to some poly-
morphic allele variants.

The effect of zinc treatment on lytic activity could be due
to a conversion from the pro-inflammatory status into a
more balanced Th1/Th2 equilibrium, generally Th2 skewed
by even mild zinc deficiency (Cakman et al., 1996; Prasad,
2000; Rink et al., 1998). NK lytic activity up-modulation
after zinc supplementation was in agreement with previous
data demonstrating that zinc deficiency affects NK cells
that display decreased number and functional activity as
well (Allen et al., 1983; Keen and Gershwin, 1990; Mocche-
giani et al., 2003; Prasad, 2000; Ravaglia et al., 2000).
Recently, it has been reported that an in vitro zinc stimula-
tion mimicking doses and times of the in vivo supplemen-
tation used in this study, fostered a Th1 response
probably not activating NK cell directly, but triggering
IFN-c synthesis by an increased number of CD56+ NK
cells (Metz et al., 2007).
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Fig. 3. Increments after supplementation of circulating zinc (a), plasma
IL-6 (b) and MCP-1 (d) concentrations, and NK lytic activity (c) in single
+647 MT1a and �174 IL-6 polymorphic allele carriers. aZinc concentra-
tion: IL-6 C� vs. IL-6 C+ p = 0.02.

Table 4
Plasma zinc, IL-6 and MCP-1 concentrations according to polymorphic
allele combinations: effect of zinc supplementation

Concentrations + 647 MT1a
alleles

�174 IL-6 alleles

C� C+

Basal circulating zinc
(lmol/L)a

C� 9.59 ± 0.60 9.93 ± 0.37
C+ 11.09 ± 0.32 11.16 ± 0.56

Circulating zinc after
supplementation

C� 9.50 ± 0.92 12.53 ± 0.38

(lmol/L) b C+ 11.88 ± 0.41 12.23 ± 0.46

Basal plasma IL-6
(pg/ml)

C� 18.92 ± 5.83 28.10 ± 5.68
C+ 22.61 ± 5.39 22.73 ± 7.49

Plasma IL-6 after
supplementationc

C� 34.29 ± 4.14 22.75 ± 5.33
C+ 32.45 ± 2.95 39.66 ± 2.45

Basal plasma MCP-1
(pg/ml)

C� 111.93 ± 26.59 144.47 ± 20.59
C+ 122.17 ± 10.74 123.32 ± 15.84

Plasma MCP-1 after
supplementation
( pg/ml)

C� 118.29 ± 18.92 128.22 ± 16.25
C+ 108.09 ± 5.07 97.79 ± 15.72

Basal NK activity (%) C� 13.69 ± 2.98 7.98 ± 2.19
C+ 6.49 ± 0.84 11.53 ± 2.2

NK activity after
supplementation

C� 16.25 ± 2.77 15.80 ± 2.86
C+ 11.37 ± 1.27 19.03 ± 3.85

Values are expressed as means ± SEM. Analysis of variance: ap < 0.05;
bp < 0.006; cp < 0.06.
Basal circulating zinc: MT1a C�/IL-6 C� vs. MT1a C+/IL-6 C� and vs.
MT1a C+/IL-6 C+ p < 0.05.
Circulating zinc after supplementation: MT1a C�/IL-6 C� vs. MT1a C+/
IL-6 C� p < 0.003; MT1a C�/IL-6 C� vs. MT1a C+/IL-6 C+ and vs.
MT1a C�/IL-6 C+ p < 0.02.
Basal circulating zinc vs. zinc after supplementation: MT1a C�/IL-6
C+p < 0.003.
Basal plasma IL-6 vs. plasma IL-6 after supplementation: MT1a C�/IL-6
C� and MT1a C+/IL-6 C+ p < 0.05.
Basal NK activity: MT1a C+/IL-6 C� vs. MT1a C�/IL-6 C� and MT1a
C+/IL-6 C+ p < 0.05.
NK activity after supplementation: MT1a C+/IL-6 C� vs. MT1a C+/IL-
6 C+p = 0.07.
Basal NK activity vs. NK activity after supplementation: MT1a C+/IL-6
C�p < 0.003 and MT1a C�/IL-6 C+ p < 0.01.
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The decrease in plasma concentrations of MCP-1,
observed following treatment, agrees with the suggested
remodelling to a Th1 prevailing immune response and with
the indication that chemokines also participate in the Th2
profile (Mariani et al., 2006). This also indicates that
MCP-1 level is influenced by zinc, as demonstrated on lung
epithelial cells (Richter et al., 2003) and that zinc supple-
mentation down modulates this chemokine.

Conversely, the effect on IL-6 was unexpected and oppo-
site to that observed for MCP-1, since the treatment with
zinc increased plasma concentrations of IL-6 in the overall
survey, suggesting an up-regulation of the pro-inflamma-
tory status, even if values remained below the ones
observed in chronic diseases. In basal conditions plasma
concentrations of IL-6 and MCP-1 were directly corre-
lated, but following zinc supplementation they modulated
in opposite ways, approaching a borderline inverse correla-
tion, thus indicating that sensitivity to zinc was probably
also dependent on other variables. In any case, the incre-
ment of IL-6 was restricted to a limited biological interval,
as suggested by the poor increases observed in subjects with
higher basal levels. This effect was not due to gender differ-
ences, because circulating zinc and IL-6 concentrations
were similar in both sexes.

As concerning a possible reversibility of systemic ‘‘low
grade inflammation’’, as determined by Crp levels, we did
not find any influence of zinc supplementation (in agree-
ment with the Monica/Kora study, Scheurig et al., 2007)
suggesting that, in our experimental conditions, zinc was
able to modulate (positively or negatively) only peculiar
pathways and not the overall inflammatory process.

Many recent studies have been given up to the analysis
of possible associations among polymorphisms in genes
encoding inflammatory mediators, circulating levels of
these mediators and longevity. The �174 G > C polymor-
phism has been reported as functionally important since
it influences the rate of IL-6 transcription and IL-6 plasma
concentration (Brull et al., 2001; Terry et al., 2000). The
numerous studies focusing on this polymorphism are very
conflicting (see Krabbe et al., 2004, for a mini-review).
Some authors suggested that C allele was a risk marker
for all-cause mortality, associated with high plasma levels
of IL-6 (Krabbe et al., 2004). Other studies, including
one by our group on a large survey (Ravaglia et al.,
2005), showed no association between this polymorphism
and plasma levels of IL-6, which were increased in C�
allele carriers only in the presence of concomitant clinical
conditions. In agreement, in the present study we did not
observe differences in plasma IL-6 concentration in C�
or C+ allele carriers before and after zinc supplementation,
the only difference being the up-modulation of C� carriers.
Likewise, we did not observe different zinc concentrations
between C+ and C�, but C+ carriers appeared to be up-
modulated, suggesting that zinc responders were also able
to limit plasma IL-6 increase.

Furthermore, also MT1a polymorphism seems to influ-
ence the observed modifications, in line with the MT role as
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intracellular distrainers of zinc. In fact, the analysis of
MT1a polymorphism showed essential circulating zinc dif-
ferences between C� and C+ allele carriers, both before
and after supplementation, C� allele carriers displaying
the lowest levels of zinc without evident increases after sup-
plementation joined to the lowest up-modulation of plasma
IL-6. These data are partially in disagreement with a previ-
ous study performed on a female survey from central Italy,
describing MT1a C+ carriers as characterized by a pro-
inflammatory phenotype (high IL-6, low circulating zinc,
high intracellular zinc, low zinc bioavailability) compared
to C� (Cipriano et al., 2006). Excluding gender and num-
erosity of the sample, the main difference probably explain-
ing the divergent results was represented by circulating zinc
concentrations that were normal in the previous study
(Cipriano et al., 2006) but markedly decreased in the pres-
ent. Therefore, we suggest that important determinants are
also the initial zinc concentration, the zinc/inflammation
level and the increment necessary to recover normal basal
levels. Some discrepancies might have also resulted from
the complex interaction between life style and genetic fac-
tors together with cultural, dietetic and genetic differences
across countries but also from the study of a single poly-
morphism rather than the association of more polymor-
phisms of proteins related to inflammation.

Indeed, the association of the two polymorphisms indi-
cated the C� double carriers as unable to respond to the
pharmacological treatment and, concomitantly, unable to
limit the overproduction of IL-6 and to improve NK activ-
ity. On the other side, MT1a C�/IL-6 C+ and carriers
were the best responders to zinc supplementation and the
only ones able to down modulate IL-6, thus favouring
the NK-mediated response, therefore showing a lower
degree of inflammatory status, probably for a better zinc
release from MT. Thus, the inflammatory response might
be intense, long lasting or not modulated in subjects with
a given genetic background, as our data suggest for
MT1a C�/IL-6 C�, indicating the opportunity to avoid
ineffective supplementation in particular patient groups.

In conclusion, in this paper we have shown that zinc-
aspartate supplementation in subjects with low or borderline
normal circulating zinc levels increases the concentration of
this ion and modulates IL-6 and MCP-1 plasma concentra-
tions and NK lytic activity that seem to be differently influ-
enced by the interaction of some polymorphic alleles.
Therefore, we suggest that, together with peak IL-6 plasma
concentrations reached after an inflammatory response, also
the reciprocal changes undergone by the different factors
towards the Th1 profile, together with the genetic back-
ground, could be important determinants for evaluating
the efficacy of zinc treatment and for identifying groups of
subjects that can take advantage of therapeutic intervention.
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Abstract

IL-6 SNP at position �174 is associated with age-related diseases characterized by an impaired Zn status. This polymorphism seems
also relevant in regulating the expression of proteins, such as Metallothioneins (MT), involved in the modulation of Zn homeostasis.
Since high IL-6 levels in elderly induce hypozinchemia, the IL-6�174 SNP may be useful to identify old subjects who are at risk for
Zn deficiency. The objectives of this study are: (1) to choose old subjects who effectively need Zn supplementation and (2) to study
the effect of Zn supplementation on Zn, immune and psychological status in genetically selected subjects. For this purpose, a baseline
study comprising 895 healthy old subjects recruited in Central-Northern and Southern European Countries was carried out by evaluating
their dietary intake, psychological and immune parameters as well as their Zn status. A Zn supplementation trial was performed in 110
old subjects selected on the basis of their plasma Zn levels and IL-6 SNP. After correcting for age and Zn intake, C� carriers displayed
higher MT and lower levels of several parameters related to zinc status (plasma Zn, erythrocyte Zn and NO-induced release of Zn in
PBMC) than C+ carriers. Better NK cell cytotoxicity and psychological functions (PSS, MMSE) were also found in C+ than C� carriers
strictly related to the zinc status. However, independently by the polymorphism, all subjects with plasma zinc 610.5 lM showed the
worst immune response and psychological functions. Supplementation was carried out in C+ and C� carriers with stable low plasma
zinc levels (610.5 lM at baseline and at 1 year follow-up) and in C� carriers with unstable plasma zinc (610.5 lM at baseline and
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Abbreviations: Zn/Alb, Plasma Zn/albumin (molar ratio); MT, Metallothionein (protein expression); RBC-Zn, Zinc in erythrocytes; iZnL, intracellular
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>10.5 lM at 1 year follow-up). C+ carriers with plasma zinc >10.5 lM were not supplemented because showing the best immune and
psychological conditions. After 48 ± 2 days of supplementation with 10 mg/day of Zn-aspartate, the NO-induced release of Zn, eryth-
rocyte Zn and NK cell cytotoxicity increased in all groups selected for supplementation, including C� with unstable plasma zinc. In
conclusion, the sole assessment of plasma Zn level is not reliable to exclude C� carriers from Zn supplementation. A possible explanation
for the conflicting data on the identification of IL-6�174G as a ‘‘risk allele” based on different dietary intake in the studied population is
also suggested.
� 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: IL-6 polymorphisms; Zinc status; Metallothioneins; Genetic screening; Ageing

1. Introduction

Elderly people are commonly considered at high nutri-
tional risk for marginal zinc deficiency, which could contrib-
ute to the development and complications of age-related
chronic diseases (Tudor et al., 2005). Normal physiological
changes associated with ageing, some medications for
chronic diseases, and relatively common disorders such as
high blood pressure, obesity, malabsorption and diarrhoea
can all contribute to the manifestations of zinc deficiency
(Prasad, 1991; Das, 2001; Ozata et al., 2002; Sundaram
et al., 2002).

Social and physiological factors such as loneliness, lim-
ited income, reduced interest in food, decreased sense of
smell and taste, difficulty in chewing or swallowing as well
as reduced vision may also contribute to worsen the overall
zinc status (Ahluwalia, 2004).

However, the contribution of intrinsic genetic factors on
the prevalence of zinc deficiency has been scarcely studied,
especially in elderly, despite the fact that many single nucle-
otide polymorphisms, associated with increased risk of
developing age-related diseases may affect zinc homeostasis
by direct modulation of proteins involved in zinc buffering,
or by an indirect pro-inflammatory cytokine mediated effect
(Mocchegiani et al., 2006). In this context, interleukin-6 (IL-
6) promoter gene single nucleotide polymorphism (SNP) at
position �174 has been extensively studied in several age-
related pathologies, such as cardiovascular diseases, Alzhei-
mer disease and cancer (Licastro et al., 2003; Antonicelli
et al., 2005; Koivisto et al., 2005; Garg et al., 2006). This
seems also particularly important for modulating the intra-
cellular zinc homeostasis, which is in turn affected by specific
proteins named Metallothioneins (MT) (Maret, 2003). These
proteins act as antioxidants since zinc–sulfur cluster is sensi-
tive to changes of cellular redox state and oxidizing sites in
MT (reduced thiol groups) induce the transfer of zinc from
its MT binding sites to those of lower affinity in other pro-
teins, such as antioxidant metallo-enzymes (Maret, 2000).
Since IL-6 affects MT gene expression and production, the
interplay between MT, IL-6 and intracellular zinc homeosta-
sis is thus crucial during inflammation and ageing (Maret,
2000; Mocchegiani et al., 2006).

In this context, abnormal increase of IL-6 concentra-
tions is a reliable marker for functional disability as well
as a predictor for disability and mortality among elderly

people (Harris et al., 1999). Moreover, IL-6�174G/C
locus variability modulates on one hand the individual
susceptibility to common causes of morbidity and mor-
tality among elderly people (Olivieri et al., 2006), and
on the other hand the individual capacity to reach the
extreme limits of the human life span (Bonafè et al.,
2001). Therefore, the genetic variability at IL-6�174G/
C locus is fundamental in the elderly population in order
to better understand the intrinsic causes of the longevity.
Indeed, the genetic variations of the IL-6�174G/C locus
are involved in IL-6 production and in immune response.
In particular, old subjects carrying GG genotypes (called
C�) are disadvantaged for the longevity and are more
prone to develop atherosclerosis because of the presence
of higher IL-6 production, impaired NK cell cytotoxicity,
increased MT gene expression and low zinc ion availabil-
ity in comparison with C+ carriers (Giacconi et al.,
2004). Since high IL-6 in elderly people induces abnor-
mal increments of MT gene expression leading to low
zinc ion availability (Mocchegiani et al., 2006), the deter-
mination of genetic variations of the IL-6�174G/C locus
may be a useful tool for screening old subjects at risk for
zinc deficiency and impaired immune response. This fact
is especially pertinent considering the existence of contra-
dictory data in the literature on the potential benefit of
zinc supplementation in old people (Hininger-Favier
et al., 2007; Maret and Sandstead, 2006). The discrepan-
cies may be related to an incorrect screening of old peo-
ple who effectively need zinc supplementation. Since the
intracellular zinc status is also related to the nutritional
status of each individual (Reddy and Love, 1999), the
genetic screening of IL-6�174G/C locus may be of
added value for a correct zinc supplementation in elderly
subjects. On this basis, the aim of the present paper is to
screen old subjects for IL-6�174G/C polymorphism from
different Northern and Southern European countries with
different dietary habits and to detect the differences
between C+ and C� carriers in zinc status, in inflamma-
tory/immune response and in some psychological param-
eters, because of a close correlation between these last
parameters and zinc/immune response in elderly (Mocc-
hegiani et al., 2005; Marcellini et al., 2006; Maylor
et al., 2006). The effect of a zinc supplementation in
old subjects with specific IL-6 genetic polymorphisms is
reported and discussed.
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2. Materials and methods

2.1. Subjects

Old subjects (n = 895 with the age range of 60–84 years)
were recruited from five different European countries
(Italy, France, Germany, Poland, Greece). The study was
part of ZINCAGE Project (www.zincage.org) (Mocchegi-
ani et al., 2004). The study design comprised two parts.

1. The first part consisted of a baseline centralized
(INRCA Center) screening (genetic and zinc status param-
eters) performed in a sample of 895 (232 from Italy, 211
from France, 165 from Greece, 140 from Poland and 147
from Germany) healthy non-institutionalized men and
women aged from 60 to 84 years (488 females and 407
males) selected on the basis of the SENIEUR protocol
for immuno-gerontological studies. The participants of
the study had to be free of medication such as steroids,
diuretics, anticonvulsants, anti-depressive drugs, antibiot-
ics, antimetabolites, non-steroid anti-inflammatory drugs
and micronutrient supplementation. Subjects were
excluded if they had autoimmune, neurodegenerative, car-
diovascular, kidney or liver diseases, diabetes, infections,
cancer, chronic inflammatory bowel disease or acroderma-
titis enteropathica, sickle cell anaemia, chronic skin ulcer-
ations and endocrine disorders. Medical history was
recorded by the family doctor or through a medical exam-
ination when possible. Ethical approval was obtained by all
centers performing the recruitment and all subjects signed
an informed consent form.

2. The second part constited of a zinc supplementation
trial. Plasma zinc 610.5 lM was chosen as a cut-off for zinc
deficiency, as suggested by Pepersack et al. (2001). All sub-
jects with plasma zinc 610.5 lM at the baseline and after 1
year of follow-up were chosen for zinc supplementation
and divided on the basis of IL-6 polymorphism. In partic-
ular, independently by the recruiter Center, the groups
undergone zinc supplementation are: (1) Group A (n =
38) including C� carriers for IL-6�174 polymorphism
and zinc 610.5 lM; (2) Group B (n = 32) including C+
carriers for IL-6�174 polymorphism and zinc 610.5 lM.
(3) Group C (n = 40) including C� carriers with unstable
plasma zinc (610.5 lM at the baseline and >10.5 lM after
one year of follow-up). For this reason, the number of old
subjects undergoing to zinc supplementation is limited
(n = 110) compared to the original recruitment number.
This is in agreement with the fact that old subjects with a
clear zinc deficiency are not more than 5–10% of the gen-
eral European elderly population (Maylor et al., 2006).
The effect of zinc supplementation was therefore evaluated
in 110 old subjects (57 males and 53 females), aged 65–85
years (mean age 72 ± 6 years). The old volunteers selected
for zinc supplementation were grouped together indepen-
dently of their European country of origin as the selection
of subjects was based on centralized biological and genetic
parameters (INRCA Center). Zinc supplementation was
performed with 10 mg/day of zinc-aspartate (Unizink 50,

KÖHLER PHARMA Corp., Alsbach-Hähnlein, Ger-
many) in Italy, Germany, France and Greece. In Poland
zinc supplementation was carried out with 10 mg/day of
an identical form of zinc-aspartate (Zincas, Zakład Chem-
iczno-Farmaceutyczny FARMAPOL, Poznań, Poland)
approved by the respective local Health Authorities. The
supplementation period was 48 ± 2 days. PBMC were col-
lected before and after supplementation according to the
above the protocols.

2.2. PBMC recovery and storage

Individual blood samples were drawn in a plastic syringe
containing heparin. The whole blood was collected and
centrifuged at 450g for 10 min at 4 �C to separate plasma.
The remaining blood was diluted 1:3 with phosphate buf-
fered saline (1 � PBS), pH 7.4, without Mg++ and Ca++.
Granulocytes were purified from red blood cells through
sedimentation with 8–10% HAES (final concentration)
and the remaining cells were carefully stratified with a pip-
ette on the top of a Ficoll-Hypaque solution (d = 1077 g/
ml) at room temperature, in a 15 ml centrifuge tube. The
solution was centrifuged at 450g for 30 min at 20 �C. The
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were recov-
ered and washed two times with PBS. The cell pellet was
recovered, cells counted and centrifuged (450g for
10 min) in 5 ml of PBS, and the tube was left on ice for
10–20 min. The supernatant was removed and cells resus-
pended at room temperature in Fetal Calf Serum contain-
ing 5% of sterile DMSO. After 5 min, further DMSO was
added to reach a final concentration of 10%. Immediately
after, lymphocytes were placed in freezer at �80 �C within
a 1 �C freezing container (Nalgene) and left overnight
before placing them in liquid nitrogen.

2.3. Dietary assessment (assessment of dietary zinc intake)

For the basal screening, a qualitative food frequency
questionnaire, designed for the needs of ZINCAGE, was
used for assessment of the dietary zinc intake (Marcellini
et al., 2006). The consumption of 53 different food items
was recorded and based on these data we determined a
‘‘zinc score” for each volunteer. To provide a continuous
variable, representing zinc dietary habits, frequency, quan-
tity estimation and zinc content of foods consumed were all
considered for the ‘‘zinc score” calculation.

Individual food consumption was calculated as fre-
quency (1 for never or less than 1 time/month, 2 for occa-
sionally, 3 for sometimes and 4 for consumption every day)
multiplied by quantity (0 for no consumption, 1 for small, 2
for medium and 3 for abundant). Taking into account the
large variations of zinc content in foods, even within food
groups, all food items were considered separately. Euro-
pean National and USDA food composition tables were
used to define zinc content for all 53 food items included
in the food frequency questionnaire. Consumption of each
food was then multiplied by the correspondent zinc con-
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tent. A ‘‘zinc score” was calculated for each old volunteer
as the sum of all estimated zinc intakes derived from all
listed food items. The general formula used for zinc score
calculation was: Zinc score = Frequency � Quan-
tity � Zinc content. The calculation of the zinc score pro-
vided with a continuous variable as a comparative
estimate of dietary zinc intakes among recruited old sub-
jects. Three 24 h recalls were collected from each partici-
pant chosen for the supplementation trial. Dietary data
were assessed using the Nutritionist Pro software (Axxya
Systems) and published national food composition tables,
for the estimation of mean daily dietary zinc intake.

2.4. Determination of zinc status

2.4.1. Zinc in plasma and erythrocytes

Plasma and erythrocyte zinc were determined by a
Thermo XII Series ICP-MS (Thermo Electron Corpora-
tion, Waltham, MA, USA) as previously described (Cipri-
ano et al., 2006). Plasma samples were diluted 1:10, and
erythrocytes were diluted 1:26, respectively, with a diluent
containing 0.1% triton and 0.15% HNO3, to ensure that
trace elements are maintained in solution and to favor
the washout of these elements between samples. External
multielement calibration solutions containing Zn (blank
to 2000 ppb) were prepared by serial dilution of a parent
multi-element solution (VHG Labs, Manchester, USA),
using the same diluent used for the samples. Rhodium
(Rh), at 200 ng/ml was used as internal standard. Data
were acquired for 66Zn. The instrument was operated with
a Peltier cooled impact bead spray chamber, single piece
quartz torch (1.5 mm i.d. injector) together with Xi inter-
face cones and a Cetac-ASX 100 autosampler (CETAC
Technologies, Omaha, Nebraska, USA). A Burgener Trace
nebuliser was used as this device does not block during
aspiration of clinical samples. The instrument was operated
in standard mode (non-CCT), using 1400 W RF power,
1.10 L min�1 nebuliser gas flow, 0.70 L min�1 auxiliary
gas flow, 13.0 L min�1 cool gas flow, 70 ms dwell time,
30 s sample uptake 35 s wash time (2 repeats per sample).
The level of albumin was obtained by routine blood
analysis.

2.4.2. Metallothioneins determination by flow cytometry

Thawed PBMC (2 � 105) were treated with 0.3% para-
formaldehyde and stored at 4 �C for 2 days before process-
ing. MT determination was performed as previously
reported by Yurkow and Makhijani (1998) using the
monoclonal mouse anti-horse Metallotionein clone E9
antibody (Dakocytomation, Denmark). Samples probed
with an irrelevant (isotypic) antibody (clone MOPC21,
IgG1k, Sigma–Aldrich, MI, Italy) in conjunction with the
fluorescein-conjugated secondary antibody served as stain-
ing controls. The fluorescence intensity obtained with the
isotypic antibody was subtracted to all data. Results are
expressed as mean fluorescence intensity (MFI) (Malavolta
et al., 2006).

2.4.3. Flow cytometric analysis of intracellular zinc ion

availability and zinc release by MT

‘‘Zinc free” RPMI medium was obtained by treatment
of RPMI with 5% Chelex 100 (Sigma–Aldrich, MI, Italia).
Thawed PBMC were divided into two equal aliquots of
2 � 105 cells, at least. One aliquot was incubated with
20 lM Zinpyr-1 (ZP-1) (Neurobiotex, Galveston, Texas,
USA) for 300 at 37 �C, 5% CO2 in Hepes buffered ‘‘zinc
free” RPMI medium containing 1 mM EDTA, as extra-cel-
lular chelator, of free zinc eventually still present in the
medium and/or adsorbed to the cell membrane.

The second aliquot was always incubated in the same
conditions plus 50 lM N,N0,N0-tetrakis (2-pyridylmethyl)
ethylenediamine (TPEN) (Sigma–Aldrich, Milan, Italy),
in order to detect the autofluorescence of the zinc-free
ZP-1 probe (Burdette et al., 2001).

After incubation, the aliquots were immediately ana-
lysed by flow cytometry (Coulter Epics XL). After selecting
lymphocyte population according to the forward light and
side scatters, the Mean Fluorescence Intensity for ZP-1 was
detected (excitation wavelength 488 nm and detection at
525 ± 15) in the two aliquots. Data were reported as the
ratio of ZP-1 fluorescence/ZP-1 autofluorescence and rep-
resented the intracellular labile Zn (iZnL) (Malavolta
et al., 2006).

To investigate the NO-induced release of Zn, another
aliquot was incubated with 20 lM ZP-1 plus 100 lM dye-
thilamine NOnoate acetoxymethylated (AcOM DEA/
NO) (Calbiochem, VWR International s.r.l., MI, Italy)
(Misra et al., 1996). In fact, AcOM-DEA/NO is a cell-per-
meable acetoxymethylated diazeniumdiolate compound
that donates NO ‘‘intracellularly” following the action of
intracellular esterases (Saavedra et al., 2000). Once the
incubation period was terminated, all aliquots were imme-
diately read by the Flow Cytometer. The difference
between iZnL in presence and absence of NO-donor was
used to estimate the intracellular release of Zn (iZnR), as
previously reported (Malavolta et al., 2006).

2.5. Genotyping

DNA was extracted from blood lymphocytes by phenol
chloroform according to standard procedures. Amplifica-
tion of the �174C/G locus was performed, as previously
described (Olomolaiye et al., 1998).

2.6. NK cell cytotoxicity

Lytic activity of cryopreserved PBMC was determined
against K562 target cells as previously described (Neri
et al., 2001). The evaluation was obtained at 12/1 Effec-
tor/Target (E/T) cell ratios. The assessment was performed
in a subgroup of 96 samples due to high number of cells
required for this assessment (5 � 106 cells/ml) and the
necessity to distribute the cell samples to all ZINCAGE
Partners. It is of note, that this number is representative
of the original entire population because the distribution
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of the IL-6 genotypes as well as for gender is similar in
these 96 samples and in the original entire sample (data
not shown).

2.7. Multiple immunoassay for chemokine and cytokine

plasma profiles

Fourfold diluted plasma samples were assayed in dupli-
cate using commercially available multiplex bead-based
immunoassay kits. IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, and RAN-
TES concentrations were simultaneously evaluated using
multiplex reagent kits (Bio-Rad Laboratories, USA) as
previously described (Mariani et al., 2006).

Pre-mixed distinct dyed beads, loaded with specific
capture antibodies, were incubated with plasma samples
and subsequently with fluorescently labelled detection anti-
bodies. The entire testing procedure was performed using
96-well plates, and the formation of different sandwich
immunocomplexes on distinct bead sets was measured
and quantified using the Bio-Plex Protein Array System
(Bio-Rad Laboratories, USA). The low standard curves
were used for IL-6, IL-8, TNF-a, and MCP-1 (ranging
from 3952.5 to 0.24 pg/ml; from 3159.2 to 0.19 pg/ml; from
12,685.9 to 0.777 pg/ml, and from 2280.2 to 0.14 pg/ml,
respectively) and the high standard curve for RANTES
(ranging from 22,134 to 1.4 pg/ml).

Values presenting a coefficient of variation beyond 10%
were discarded before the final data analysis. Data were
analysed using the Bio-Plex Manager software version 3.0
(Bio-Rad Laboratories, USA). Values were expressed as
pg or ng/ml.

2.8. Psychological parameters

For the assessment of cognitive status, the ‘‘Mini Mental
State Examination” (MMSE), (Folstein et al., 1975) was
used. It assesses many components of cognitive function.
Score range is from 0 to 30 points: a score of 23 (the cut
off value) or lower is suggestive for cognitive decline.
Scores of 24–30 indicate no cognitive impairment; 18–23
indicate mild cognitive impairment whereas 0–17 indicates
severe cognitive impairment. Depressive symptoms were
measured using the ‘‘Geriatric Depression Scale” [GDS-
reduced version of 15 items (Yesavage et al., 1983; Sheikh
and Yesavage, 1986)], which identifies depressive symp-
toms in older adults using some questions related to the
previous week. It represents a reliable and valid self-rating
depression screening scale for elderly populations (Osborn
et al., 2002). Score range is from 0 to 15. A score of 0–4
indicates a normal situation, a score of 5–9 indicates mild
depression and a score of 10–15 indicates moderate to
severe depression.

The perception of stress was measured by the Perceived
Stress Scale (PSS) questionnaires (Cohen et al., 1983). It is
a measure of the degree to which situations in one’s life are
appraised as stressful. It is a 14-items questionnaire, asking
how often a person has felt or thought a certain way over

the last month. The score above mean indicates high stress
level.

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS edition
11.5. (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Continuous vari-
ables are presented as mean values ± standard deviation
(SD). The normal distribution of the investigated vari-
ables was assessed through the Kolmogorov–Smirnov cri-
terion. Due to skewed distribution, log transformed
values of Zn score, plasma zinc, zinc/albumin (molar
ratio), RBC zinc, GDS, PSS and MMSE were used for
calculating partial correlation coefficients after controlling
for age. Student’s t test, Wilcoxon Rank test (for paired
not normally distributed variables), Mann–Whitney U

test (for unpaired not normally distributed variables),
analyses of variance (ANOVA) and analyses of covari-
ance were used to compare the variables among sub-
groups of the sample. IL-6 �174G/C genotype
distribution and differences in allele distribution from
Hardy–Weinberg’s equilibrium in the studied population
was evaluated by Pearson’s v2 test. All reported p values
are based on two-sided tests and were compared with a
significance level of 5%.

3. Results

3.1. Genotype distribution in the participating European

countries

Table 1 shows the genotype distribution for IL-6
�174 polymorphism in the five European recruiting cen-
tres. Large differences appear in its distribution compar-
ing the Southern and the Central-Northern European
centres (v2 = 128.141, df = 8, p < 0.001). In particular,
homozygotes for G allele (C� carriers) are more repre-
sented in Italy and Greece (about 68%) than in Poland
(about 20%), France (about 40%) and Germany (about
34%). In contrast, CC homozygotes are more repre-
sented in Poland (about 22.7%) and quite rare in Greece
(about 1%) when compared to the other European
Countries.

Table 1
IL-6 �174G/C genotype distribution in the European Centres

Italy
(%)

Poland
(%)

Germany
(%)

Greece
(%)

France
(%)

Genotype

CC 5.3 22.7 13.1 1.2 15.3
GC 26.5 57.4 53.1 31.1 44.6
GG 68.1 19.9 33.8 67.7 40.1

All populations were in Hardy–Weinberg’s equilibrium (p > 0.05). A sig-
nificant different distribution of IL-6 �174 genotype was observed among
the European centres (v2 = 128.141, df = 8, p < 0.001). A significant
increment of GG genotype was observed in Greece and Italy when com-
pared to France, Germany and Poland.
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3.2. Zinc status, Metallothioneins, immune parameters and

psychological conditions in old subjects from different

European countries at the baseline of the recruitment in

dependence of the zinc score

Taking into account that Greek and Italian populations
display a different genotype distribution than French, Ger-
man and Polish ones (Table 1), the sample was split into
Southern (Italy and Greece) and North-Central (France,
Germany and Poland) European populations.

Table 2 shows the subdivision of the old subjects on the
basis of the zinc score, herein considered and calculated as
an estimate of their daily dietary intake of zinc. Taking into
account that the median value of zinc score in the whole
sample is 134 at baseline, old subjects are divided into
two groups (zinc score 6134 and zinc score >134).

In general, zinc status (plasma zinc, Zn/Alb, RBC-Zn,
MT, iZnR), immune and psychological parameters display
a better condition in both Northern and Southern Euro-
pean populations in presence of higher zinc score. This
condition is more evident in France, Poland and Germany,
whereas in Italy and Greece, this condition is less evident
with some unexpected data related to pro-inflammatory
cytokines (IL-6 and TNF-alpha) and chemokines (Rantes)
(Table 2).

In the whole sample, Zn score is significantly correlated
with plasma Zn, Zn/Alb, and RBC–Zn after controlling for
age (partial correlation coefficient are r = 0.254 (p < 0.001),
r = 0.246 (p < 0.001) and r = 0.358 (p < 0.001), respec-

tively). A positive correlation was also found between iZnR

or MT and zinc score (partial correlation coefficients are:
r = 0.154 (p = 0.043) and r = 0.136 (p = 0.046),
respectively).

An opposite trend is instead found between Zn score
and iZnL. A quadratic regression model was the best fit
(b0 = 1.3795, b1 = �0.0011, b2 = 1.9E-06; R2 = 0.031;
p < 0.006) between Zn score and iZnL, suggesting that this
last parameter alone is not properly reliable for evaluating
the nutritional zinc status because it can be up-regulated in
the presence of either a low or a high dietary intake of zinc.

3.3. Zinc status, Metallothioneins, immune parameters and

psychological conditions in old subjects at the baseline of the

recruitment in dependence of the IL-6 �174G/C

polymorphism

No differences exist in the zinc score between C+ and
C� old subjects (167 ± 108 vs. 170 ± 102) (Table 3), sug-
gesting that this subdivision for IL-6 polymorphism for
the zinc status and immune parameters is not impugned
by different dietary intakes of zinc. Following this subdivi-
sion, C� old subjects display some alterations related to
the zinc status when compared to C+ subjects including:
significant lower plasma zinc; higher MT production; less
RBC-zinc; lower iZnR; impaired NK cell cytotoxicity. By
contrast, some crucial cytokines and chemokines related
to the inflammatory status (IL-6, TNF-alpha, MCP-1,
MIP-1a) are quite similar between C� and C+ subjects

Table 2
Zinc status, immune parameters and psychological parameters in different European Countries in dependence of the zinc score

Parameters Zinc score

Italy and Greece Germany, Poland and France

6134 >134 6134 >134

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Zn Score 100 20 178§ 39 91 25 268 124
Plasma Zn (lM) 11.5§ 1.8 11.7§ 1.7 12.6 2.2 13.6* 2.3
Zn/Alb 0.40§ .07 0.46* .09 0.45 .07 0.47* .08
MT (MFI) 62.6 23.9 72.1* 28.3 65.6 34.6 75.0 26.0
RBC Zn (lM) 79 37 109*,§ 38 127 44 173* 76
iZnL 1.31 .21 1.24 .13 1.31 .20 1.25 .16
iZnR 0.18 .08 0.21* .08 0.20 .07 0.22 .09
NK activity a 19.1 8.7 19.7 10.1 17.4 7.9 23.1* 11.1
IL6 (pg/ml) 14.7§ 6.1 19.1*, § 8.5 21.4 9.4 21.7 9.3
IL8 (pg/ml) 8.8§ 4.3 8.3§ 4.3 11.9 5.9 9.6* 5.3
MCP-1 (pg/ml) 93.3§ 36.2 89.1§ 39.6 120.6 45.9 115.7 44.3
MIP-1a (pg/ml) 18.1§ 9.0 15.0*, § 8.9 21.1 10.8 20.9 10.5
TNF-a (pg/ml) 61.3§ 28.3 68.5*, § 38.4 82.1 44.5 102.9* 40.7
Rantes (ng/ml) 7.2§ 6.5 10.0*, § 8.9 15.4 10.0 19.1* 14.4
GDS 4.0§ 3.5 3.3*, § 2.6 3.1 3.2 2.0* 2.4
PSS 23.5§ 7.6 16.4*, § 8.3 17.4 8.1 14.7* 6.6
MMSE 24.5§ 5.6 25.4§ 3.3 25.8 3.0 28.3* 1.9

Zn/Alb = plasma Zn/albumin (molar ratio), MT = Metallothionein (protein expression), RBC Zn = zinc in erythrocytes, iZnL = intracellular labile zinc,
iZnR = intracellular NO-induced release of Zn.

* p < 0.05 at least, when compared to zinc score <134. Statistical analysis was performed by Student’s t test for normally distributed variables and by
Mann–Whitney U test for not normally distributed variables.
§ p < 0.05 at least, when compared to ‘‘Germany, Poland and Greece” within the same Zn score group.

a Assessment performed in a subgroup of 96 samples.
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(Table 3). Of interest, despite the increase of MT in C� car-
riers, the MT/iZnR ratio is higher, possibly reflecting a
reduced capability to release zinc in these subjects. After
controlling for age, a significant correlation is found
between MT and iZnR in C+ subjects (Partial Correlation
coefficient r = 0.339, p = 0.011), whereas in C� subjects

only a trend towards a positive correlation exists (partial
correlation coefficient r = 0.169, p = 0.084).

With respect to the psychological conditions, GDS and
PSS are slightly, but not significantly, higher in C� subjects
in comparison to C+ ones, whereas MMSE is significantly
higher in C+ subjects when compared to C� ones (Table
3). Of interest, GDS and PSS are positively correlated with
MT/iZnR while negatively correlated with plasma zinc
(Table 4), whereas MMSE score was negatively correlated
with MT/iZnR and positively correlated with plasma zinc.
PSS is also negatively correlated with iZnR (Table 4). How-
ever, when C� and C+ subjects are considered separately,
it emerges that only the PSS score in C� subjects remains
significantly correlated with all the three parameters related
to the zinc status (Table 4), suggesting the existence of an
interrelationship among IL-6 polymorphism, zinc status
and psychological stress.

When C+ and C� carriers are subdivided on the basis
of their plasma zinc, it emerges that only C+ carriers with
plasma zinc >10.5 lM display satisfactory zinc status,
immune and psychological functions (Table 5). All subjects
with plasma zinc 610.5 lM, independently by IL-6 poly-
morphism, show the worst NK cell cytotoxicity and psy-
chological functions. However, also C� subjects with
plasma zinc >10.5 lM display lower NK cell cytotoxicity
and RBC-Zn as well as higher MT/iZnR than C+ carriers
(Table 5).

Therefore, the simple assessment of plasma zinc seems
not enough to exclude C� carriers from a supplementation
trial. It is also relevant to note that the majority of C� car-
riers with plasma zinc 610.5 lM (77%) is present in Italy
and Greece. By contrast, C+ carriers with plasma zinc defi-
ciency (610.5 lM) are equally distributed (50%) between
Central-Northern and Southern European Countries. The
differences in zinc status (plasma zinc, iZnL and iZnR)
observed between C� and C+ carriers within the experi-
mental groups are gender independent (data not shown).

Table 3
Zinc status, immune and psychological parameters in carriers of different
alleles for IL-6 �174G/C polymorphism

Parameters �174G/C IL6 carriers

C� C+

Adjusted Mean SD Adjusted Mean SD

Zn score 170 102 167 108
Plasma Zn (lM) 12.3* 2.1 12.7 2.3
Zn/Alb 0.44a .083 0.45 .079
MT (MFI) 71.4* 28.4 62.1 22.3
RBC Zn (lM) 117* 57 136 67
iZnL 1.27 .15 1.28 .18
iZnR 0.19b .07 0.21 .08
MT/iZnR 431* 250 337 176
NK activity 18.9* 8.0 24.4 9.9
IL6 (pg/ml) 19.5 9.2 19.5 8.6
IL8 (pg/ml) 9.2 4.8 10.2* 5.5
MCP-1 (pg/ml) 103.6 44.0 106.9 44.1
MIP-1a (pg/ml) 19.6 9.9 18.4 10.6
TNF-a (pg/ml) 80.8 40.1 80.7 44.0
Rantes (ng/ml) 11.7 10.6 15.2* 12.1
GDS 3.0 3.0 2.9 3.0
PSS 18.0c 8.1 17.1 8.1
MMSE 25.7 4.4 26.3* 3.4

Zn/Alb = plasma Zn/albumin (molar ratio), MT = Metallothionein
(protein expression), RBC Zn = zinc in erythrocytes, iZnL = intracellular
labile zinc, iZnR = intracellular NO-induced release of Zn.

* p < 0.05 by univariate analysis with age and Zn score as covariate. Log
transformed values were used to calculate significance for not normally
distributed variables.

a p = 0.08.
b p = 0.1.
c p = 0.9.

Table 4
Correlations between psychological conditions and Zn status in relationship to IL-6 �174G/C polymorphism

Log MT/iZnR iZnR Log plasma Zn

Coefficienta Sig. Coefficienta Sig. Coefficienta Sig.

Whole sample
Log GDS 0.197* 0.026 � 0.143 0.096 �0.128* 0.001
Log PSS 0.225* 0.004 �0.248* 0.001 �0.090* 0.008
Log MMSE � 0.239* 0.003 0.107 0.184 0.168* 0.000

C�
Log GDS 0.122 0.271 �0.222 0.040 �0.090 0.105
Log PSS 0.197* 0.048 �0.230* 0.017 �0.129* 0.010
Log MMSE �0.252* 0.012 0.126 0.202 0.096 0.073

C+
Log GDS 0.274 0.076 �0.034 0.821 �0.1522* 0.005
Log PSS 0.146 0.282 �0.234 0.072 �0.0621 0.193
Log MMSE �0.104 0.489 0.005 0.973 0.243* 0.000

MT = Metallothionein (protein expression); iZnR = intracellular NO-induced release of Zn.
* Correlation is significant at least at 0.05 level.
a Partial correlation coefficients were computed after controlling for age.
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3.4. Effect of zinc supplementation in selected old people on

the basis of IL-6 �174G/C polymorphism

The groups chosen for zinc supplementation are Groups
A, B, C, as reported in Section 2, and divided in Before
Supplementation (BS) and Post Supplementation (PS).

Table 6 shows the effect of zinc supplementation in the
experimental groups cited above. The subdivision in
groups A, B and C allows the evaluation of the effect of
zinc supplementation in relationship to the genetic poly-
morphism of IL-6 and zinc status. Since there are no differ-
ences in dietary intake within the old subjects chosen for
zinc supplementation, a bias due to different zinc intake
is excluded (Table 6). All groups display a mean dietary
intake of zinc (7.74, 8.56, and 8.62, respectively) that is well
below the RDI (10–11 mg/day) (Food and Nutrition Board
and Institute of Medicine, 2000). After 48 ± 2 days of zinc
supplementation, an increment in the main following
parameters is observed in all groups considered. These
are: (a) RBC-Zn; (b) iZnR; (c) NK cell cytotoxicity. For
psychological parameters, a general trend to decrease is
observed for GDS and PSS scores, and to increase for
MMSE score (Table 6).

Zinc supplementation induces also a general increment
of pro-inflammatory cytokines and chemokines in all
experimental groups (Table 6). Moreover, it is noteworthy

that the values of some immune-psychological parameters
after zinc supplementation in Groups A, B and C reach
those ones present in C+ carriers with normal plasma zinc
(>10.5 lM) (see Tables 5 and 6).

4. Discussion

Taking into account the association of IL-6 �174G/C
polymorphism with some age-related disease and even with
longevity (Antonicelli et al., 2005; Ravaglia et al., 2005;
Bonafè et al., 2001), it is interesting to note a great differ-
ence in the genotype distribution between Central-North-
ern and Southern European Countries, with an increased
frequency of GG genotypes (called C�) in Italy and Greece
(Table 1). It has been reported that C� carriers seem more
predisposed to develop type 2 diabetes (Libra et al., 2006),
cardiovascular diseases (Olivieri et al., 2006) and obesity
(Dedoussis et al., 2004), that are in turn associated with
an altered zinc status (Fabris and Mocchegiani, 1995).
However, it is of interest that different dietary habits exist
between Northern and Southern Europe, largely due to a
major consumption of characteristic foods of the Mediter-
ranean Area (Southern Europe) (fish and vegetables) in
contrast to those ones of Northern Europe (meat and soft
cheese) (Bamia et al., 2005). The zinc content is different in
these foods (USDA, 1976). This fact reflects the zinc score

Table 5
Influence of plasma zinc and IL-6 �174G/C polymorphism on zinc status, immune function and psychological parameters

Parameters Plasma zinc

610.5 lM >10.5 lM
IL-6 �174 carriers IL-6 �174 carriers

C� C+ C� C+

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Plasma Zn (lM) 9.5 .9 9.5 .9 12.9** 1.8 13.2** 2.0
Zn/Alb .35 .05 .35 .04 .46** .07 .47** .07
RBC Zn (lM) 106 51 109 38 120 58 142**, a 70
MT (MFI) 77.8 25.3 62.0 20.6 69.3 29.0 63.7 25.7
iZnL 1.23 .11 1.28 .23 1.28 .16 1.28 .19
iZnR .19 .07 .18 .09 .19 .07 .22 .08
MT/iZnR 483 224 451 240 415 259 307b,c 139
NK activity 17.5 8.3 13.6 7.5 19.1 9.7 25.1*,c 11.2
IL6 (pg/ml) 19.2 9.5 18.5 9.5 19.6 9.2 19.7 8.4
IL8 (pg/ml) 9.8 5.3 10.0 4.9 9.0 4.7 10.1 5.6
MCP-1 (pg/ml) 96.7 45.6 99.9 48.1 105.3 43.5 108.3 43.2
MIP-1a (pg/ml) 19.3 9.8 15.5 10.4 21.5 19.4 23.5d 26.2
TNF-a (pg/ml) 72.9 42.6 58.7 40.8 82.7** 39.3 85.2** 43.3
Rantes (ng/ml) 9.7 8.9 10.9 6.0 12.3 10.9 15.8�, b 12.9
GDS 3.4 3.2 3.2 2.7 2.9 2.9 2.8 3.0
PSS 19.2 8.9 17.4 8.5 17.5 7.9 17.1 8.0
MMSE 24.6 4.6 24.4 4.5 26.0* 4.3 26.6* 3.0

Zn/Alb = plasma Zn/albumin (molar ratio), MT = Metallothionein (protein expression), RBC Zn = zinc in erythrocytes, iZnL = intracellular labile zinc,
iZnR = intracellular NO-induced release of Zn. Significance was tested by ANOVA with Tukey’s post-hoc comparison. Log transformed values were used
for testing significance of variables not normally distributed.

* p < 0.05 with respect to C� and C+ carriers with plasma zinc 610.5.
** p < 0.001 with respect to C� and C+ carriers with plasma zinc 610.5.

a p < 0.001 with respect to C� with plasma zinc >10.5.
b p < 0.05 with respect to C� with plasma zinc 610.5.
c p < 0.05 with respect to C� with plasma zinc >10.5.
d p < 0.05 with respect to C+ with plasma zinc 610.5.
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that is obviously higher in presence of a dietary intake of
foods rich of zinc. However, in presence of zinc score
6134 (Table 2), plasma zinc, immune and psychological
parameters are lower in Italy and Greece, suggesting a pos-
sible functional role of IL-6 �174G allele. This role is
herein confirmed by univariate analysis correcting for two
confounding factors (age and zinc score) (Table 3).

In addition, although both C+ and C� carriers with low
plasma zinc levels display a generally impaired zinc status
as well as innate immune response and psychological
parameters, also C� carriers with satisfactory plasma zinc
show ambiguity regarding to some parameters related to
the zinc status (i. e. iZnR and RBC-Zn) and immune
response. With regard to the inflammatory profile, in
agreement with other papers in which IL-6 plasma levels
are more different between C+ and C� subjects in very
old age than in old age (Bonafè et al., 2001), no differences
exist between old C+ and C� carriers (Table 3). This fact
means that on one hand our old subjects were in good
health at the time of the recruitment and that on the other
hand they follow the concept of ‘‘inflamm-aging”, in which
the beneficial effects of inflammation devoted to the neu-
tralization of dangerous/harmful agents in adulthood
become detrimental later in life following the antagonistic
pleiotropy theory of ageing (Franceschi et al., 2000).

Moreover, these findings are very important because
they suggest that the determination of the plasma zinc
alone is not enough to test zinc deficiency in elderly, espe-
cially in establishing a possible zinc supplementation. Only
C+ carriers may be eventually supplemented with zinc con-
sidering only plasma zinc. Conversely, for C� carriers, the
sole determination of plasma zinc is not enough to detect
zinc deficiency and the consequent zinc supplementation.
Such findings are also of importance because there are con-
siderable evidences to show that an excess of dietary zinc
associated with the addition of exogenous zinc may be dan-
gerous (Fosmire, 1990; Sandstead, 1995; Shankar and Pra-
sad, 1998). On the other hand, in vitro studies suggest that
high doses of zinc are pro-apoptotic in immune cells, while
physiological doses are protective both in vivo and in vitro
models (Fraker and Lill-Elghanian, 2004). Indeed, a phys-
iological dose of zinc increases INF-c and decreases the
production of pro-inflammatory cytokines (Cakman
et al., 1997) with thus a role to keep the inflammation
under control (Mocchegiani et al., 1998). Moreover, zinc
has also a specific effect on innate immune response (Rink
and Gabriel, 2000; Mocchegiani and Malavolta, 2004).
Therefore, an adequate zinc status is crucial in elderly tak-
ing also into account that zinc deficiency in elderly is also
due to intestinal malabsorption and use of certain drugs

Table 6
Effect of zinc supplementation on zinc status, immune and psychological parameters

Groups

A(BS)a A(PS)a B(BS)a B(PS)a C(BS)a C(PS)a

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Age (y) 74 7 – – 71 7 – – 71 6 – –
Dietary intake of zinc (mg/day) 7.74 3.68 – – 8.56 2.51 – – 8.62 4.4 – –
Plasma Zn (lM) 9.0 1.4 10.2* 1.8 8.7 1.5 10.5* 1.9 12.3 1.6 11.8 1.7
Zn/Alb .34 .06 .38* .07 .32 .05 .39* .06 .45 .04 .45 .06
MT (MFI) 104 45 98 42 114 39 113 34 92 43 90 47
RBC Zn (lM) 80.1 28.2 112.6* 53.7 78.3 22.8 105.1* 33.5 77.7 31.9 118.1* 64.6
iZnL 1.25 .10 1.31* .11 1.27 .07 1.34* .13 1.29 .13 1.33 .09
iZnR .18 .08 .23* .10 .18 .05 .22* .09 .17 .04 .24* .09
MT/iZnR 583 361 398* 159 541 221 485 303 672 344 506 358
NK activity 17.7 6.5 24.9* 4.5 9.8 7.9 15.0* 8.8 15.9 8.1 20.7* 11.9
IL6 (pg/ml) 26.7 17.2 37.6* 7.9 29.4 16.7 41.2* 7.3 19.1 16.2 38.8* 7.8
IL8 (pg/ml) 15.4 4.5 16.8 5.4 13.1 4.9 19.8* 6.0 12.6 5.5 17.6* 5.6
MCP-1 (pg/ml) 112.3 39.7 110.7 45.2 109.8 46.7 111.6 47.7 120.6 50.2 109.4 24.9
MIP-1a (pg/ml) 27.1 30.6 18.1 5.7 16.4 11.2 20.2 5.7 16.4 17.3 16.7 5.7
TNF-a(pg/ml) 64.6 41.2 62.2 15.1 69.8 43.3 67.6 17.2 53.7 51.0 64.5 11.9
Rantes (ng/ml) 11.3 6.4 9.4 4.8 12.8 6.1 11.5 5.1 10.2 7.0 11.5 5.1
GDS 2.8 2.8 2.5 2.5 3.7 3.2 2.7 2.3 2.3 2.3 2.0 2.2
PSS 17.5 7.5 14.8 7.8 14.1 6.1 13.0 6.7 18.5 8.6 17.3 7.6
MMSE 25.4 2.4 26.4 2.3 23.8 4.6 24.8 3.7 25.6 2.7 26.9* 2.2

The old subjects selected for zinc supplementation are:
Group A includes 38 old subjects.
Group B includes 32 old subjects.
Group C includes 40 old subjects.
The dietary intake of zinc was evaluated by the 24 h recall before zinc supplementation (see material and methods for details).
Zn/Alb = plasma Zn/albumin (molar ratio), MT = Metallothionein (protein expression), RBC Zn = zinc in erythrocytes, iZnL = intracellular labile zinc,
iZnR = intracellular NO-induced release of Zn.

* p < 0.05, at least, with respect to the same group before supplementation by Student’s t test for normally distributed variables and by Wilcoxon Rank
test for not normally distributed variables.

a BS = before supplementation; PS = post-supplementation.
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(Maret and Sandstead, 2006). Moreover, an old person is a
frail individual with a high risk to contract infections, can-
cer and cardiovascular diseases: all pathologies linked to a
zinc deficiency (Fabris and Mocchegiani, 1995). Following
these characteristics, some papers report the effect of zinc
on nutritional/immune parameters in healthy old people
in order to prevent some age-related diseases, with however
contradictory data. Some authors report a beneficial effect
of physiological zinc supplementation in ageing with resto-
ration of the immune response (Prasad et al., 1993; Bou-
kaı̈ba et al., 1993; Fortes et al., 1998); other authors
report in contrast no beneficial effect or even a toxic effect
of zinc on the immune response (Bogden et al., 1990).
These contradictory data might be due either to the zinc
dose used or to the length of the treatment (Mocchegiani
et al.,1998). However, from the findings of the present
study, the cause might be instead due to an incorrect choice
of old subjects who effectively need zinc supplementation.
The genetic screening for IL-6 polymorphism associated
with the zinc status and dietary habits are useful tools for
the choice of people to be supplemented with zinc. Indeed,
old C� subjects from all considered European Countries
are more predisposed to zinc deficiency and consequently
represent the best candidate for zinc supplementation. By
contrast, C+ carriers are more prone to reach longevity
(Bonafè et al., 2001) even though conflicting data for C+
carriers are reported from Northern European population
(Sie et al., 2006; Hurme et al., 2005). A possible explana-
tion to these conflicting data may be due to the different
intake of zinc between Northern and Southern Europe.
In other words, the C� allele in the papers of Sie et al.
(2006) and Hurme et al. (2005) might not be any more
the ‘‘risk allele” due to higher zinc intake in Northern
Europe.

Anyway, IL-6 genetic screening associated to a dietary
assessment or to a comprehensive evaluation of zinc status
seems the best strategy to identify old subjects who effec-
tively need zinc supplementation without risks. As a proof,
the supplementation trial herein reported, other than
improving NK cell activity and positively affecting psycho-
social parameters, was safe in all subjects. Taking into
account that these results were observed also in C� carriers
with unstable plasma zinc, it could be suggested that this
parameter alone is not a reliable test to detect the real zinc
status, as already suggested in Down’s syndrome subjects
(Fabris et al., 1984).

These beneficial effects of zinc supplementation in age-
ing are in agreement with the proposal of the need of zinc
to prolong the rate of survival in old mice (Mocchegiani
et al., 2000), to improve the immune response (Haase
et al., 2006) and to normalize psychosocial functions (Mar-
cellini et al., 2006; Maylor et al., 2006). A further interest-
ing point is the increment of some pro-inflammatory
cytokines (IL-6) after zinc supplementation. This last point
may be interpreted as a possible mechanism by zinc for a
prompt immune response against antigens. On the other
hand, increased IL-6 occurs from macrophages after LPS

stimulation in old zinc supplemented individuals (Lothar
Rink, personal communication). Further studies are in pro-
gress to investigate this phenomenon.

The presence of a less significant correlation between
MT and the capacity of zinc release by MT in C� subjects
in comparison to C+ ones is another intriguing point
which could be related to the existence of MT dysfunctions
possibly linked to irreversible oxidative damage or homo-
cysteinylation (Barbato et al., 2007). On the other hand,
C� carriers display higher MT/iZnR ratio than C+ ones,
suggesting the possible presence of oxidized MT in C�
with subsequent limited zinc release by MT.

In conclusion, the present paper shows for the first time
the relevance of the IL-6 polymorphism for the screening of
old subjects who effectively need zinc supplementation.
Although a placebo group would be useful to compare
the overall effect of zinc supplementation, the comparison
between C+ and C� subjects remains valid without pla-
cebo group. Moreover, the IL-6 �174G/C polymorphism
may be a useful tool to unmask the real zinc deficiency
because the sole assessment of plasma zinc might be mis-
leading, as shown by the effects of zinc supplementation
in C� carriers with unstable plasma zinc (Group C). How-
ever, taking into account that all experimental groups
included in the supplementation trial displayed a zinc
intake well below the RDI, it emerges the problem to check
for the dietary habits and zinc status of elderly people
aimed to a possible zinc supplementation. The possible
impact of zinc rich foods, such as red lean meat, on the
health of elderly individuals should be therefore revised
especially in view of the latest results regarding to the con-
sumption of this source of zinc that does not elevate oxida-
tive stress or inflammation in humans (Hodgson et al.,
2007).
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Abstract

We investigated the association between superoxide 
dismutase (SOD) Ala16Val polymorphism and the lev-
els of oxidized LDL lipoprotein-C (ox-LDL-C) in two 
age-different Greek cohorts. Four hundred fifteen mid-
dle-aged (n = 147 females: 43.2 ± 13 years, n = 268 
males: 43.3 ± 14 years) Caucasian Greek subjects 
consisted the middle aged cohort. One hundred sev-
enty five elderly (n = 88 females: 79.9 ± 4 years; n = 87 
males: 80.6 ± 4 years) were selected from the elderly 
cohort. Genotype data were obtained for all of them. 
Multiple linear regression analysis, stratified by gen-
der and adjusted for age, smoking habits and body 
mass index as covariates, showed higher ox-LDL-C 
levels for the middle aged men with the Val/Val geno-
type, compared to the other allele (Ala/Ala and Ala/Val) 
carriers (65.9 ± 25.7 vs. 55.7 ± 20.5 mg/dl; stand-
ardized β  coefficient = 0.192, P = 0.012). On the con-
trary, elderly women with the Val/Val genotype oc-
curred with lower ox-LDL-C levels compared to the 
Ala/Ala or Ala/Val genotype (74.2 ± 22.1 vs. 86.5 ±
26.6 mg/dl; standardized β  coefficient =  -0.269, P =
0.015). The same trend was also recorded in elderly 
men, however without reaching statistical signifi-

cance (standardized β  coefficient =  -0.187, P = 0.077). 
Moreover, elderly men and women with the Ala/Ala or 
Ala/Val genotype presented higher triglycerides levels 
compared to Val/Val (women: 145.2 ± 68.7 vs. 114.3

± 34.3 mg/dl, P = 0.027; men: 147.8 ± 72.4 vs. 103.7 

± 38.0 mg/dl, P = 0.002). Additionally, middle aged 
men with the Val/Val genotype had higher HDL-C levels 
compared to the Ala allele carriers. The results suggest 
that SOD Ala16Val polymorphism is an age-dependent 
modulator of ox-LDL-C levels in middle-aged men and 
elderly women. 

Keywords: aging; aged, 80 and over; oxidized low 
density lipoprotein; polymorphism, genetic; super-
oxide dismutase

Introduction

Aging is an inevitable, heterogeneous but inducible 
process, characterized by a general decline in 
physiologic function with an increasing morbidity 
and mortality rate. Specific causes of aging are not 
completely elucidated, although various lines of 
evidence implicate random (stochastic) events as 
a fundamental driving force behind this process. 
The free radical theory of aging was postulated as 
early as 1956 by Harman (1956) and it may explain 
many of the physiologic changes associated with 
aging. According to this hypothesis, different types of 
free radicals are formed in aerobic organisms, 
particularly due to their metabolic activity. The most 
important free radicals are the reactive oxygen 
species (ROS), which have been shown to dam-
age a whole spectrum of cellular key components, 
during the aging process (Gutteridge and Halliwell, 
2000). Free radicals and reactive oxygen and 
nitrogen species (ROS, RNS) are mutagenic com-
pounds, known to cause DNA damage, favor cell 
transformation, and contribute to the development 
of a variety of malignant diseases. 
   Atherosclerosis is one of the major health con-
cerns in developed countries. It is also well-known, 
that atherosclerosis is closely related to lipoprotein 
metabolism. In particular, oxidative modification of 
LDL is involved in the early development of athero-
sclerotic lesions, through the formation of macro-
phage-derived foam cells. Subsequently, ROS for-
mation and oxidative stress contribute to the 
atherogenetic process (Rosenblat et al., 2002). 
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Several studies have demonstrated the presence 
of lipid peroxides and byproducts of lipid per-
oxidation in LDL-C particles and in arterial macro-
phages in atherosclerotic lesions (Mertens and 
Holvoet, 2001; Rosenblat et al., 2002). Similarly, it 
is assumed that lipid peroxidation, subsequent to 
free-radical damage, is involved in the aging pro-
cess (Schwenke, 1998).
   Several enzymes with antioxidant activity [super-
oxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase 
(GPX), catalase] comprise a fundamental system, 
developed by aerobic organisms, to prevent oxi-
dative damage. SODs are the only enzymes dis-
mounting superoxide radicals. There are numerous 
mechanisms by which cells defend themselves 
against oxidants (Kinnula and Crapo, 2004). SODs 
decompose superoxide radicals into H2O2 and O2 
(Kinnula and Crapo, 2004). Mammalian cells, in 
particular, contain a manganese superoxide dismu-
tase (Mn SOD/SOD2) localized within the mito-
chondrial matrix (Weisiger and Fridovich, 1973), a 
copper- and zinc-containing superoxide dismutase 
(Cu/Zn SOD/SOD1) localized predominantly in 
cytoplasmic and nuclear compartments (McCord 
and Fridovich, 1969), and a copper- and zinc 
containing SOD predominantly found in extra-
cellular compartments (EC SOD/SOD3) (Marklund, 
1982). MnSOD, a homotetramer containing one 
manganese ion per subunit (Beyer et al., 1991; 
Wan et al., 1994), is essential for the vitality of 
mammalian cells. The MnSOD gene is located on 
chromosome 6q25 (Wan et al., 1994). Total knock-
out of the MnSOD gene is perinatally lethal, 
leading to neurological manifestations and cardio-
toxicity (Tsan, 2001; Van Remmen et al., 2001). 
Heterozygous mice with decreased MnSOD acti-
vity present increased mitochondrial oxidative 
damage (Williams et al., 1998). A polymorphic 
variant of MnSOD, with possible enhancing effect 
on the risk of cancer development, has been 
described. In this variant, a substitution of T to C 
base results in the replacement of alanine (Ala) 
with valine (Val) at position 16 of the mitochondrial 
targeting sequence (16th amino acid from the 
beginning of the signal sequence or 9th amino acid 
from the first amino acid of the mature protein) 
(Rosenblum et al., 1996). This amino acid replace-
ment has been suggested to change the mito-
chondrial targeting of the enzyme. It has recently 
been shown, that the Ala MnSOD/mitochondrial 
targeting sequence allows efficient targeting of 
MnSOD to the mitochondria, whereas the Val variant 
leads to a decreased formation of active MnSOD in 
the mitochondrial matrix (Sutton et al., 2003).
   To examine the influence of the SOD Ala16Val 
polymorphism on the levels of oxidized low-density 

lipoprotein (ox-LDL) during the ageing process, we 
studied two age different Greek cohorts.

Materials and Methods

The gene symbols used in this article follow the 
recommendations of the HUGO Gene Nomen-
clature Committee (Povey et al., 2001).

Healthy adults and very old people

Middle aged cohort: The middle aged cohort in-
cluded 415 middle-aged subjects. This group was 
part of the “ATTICA” study (Pitsavos et al., 2003), 
which is a health and nutrition survey, carried out in 
the province of Attica (including 78% urban and 
22% rural areas), where Athens, is a major metro-
polis. The sampling was performed in the working 
or other public places; it was random, multistage 
and based on the age-sex distribution of the pro-
vince of Attica provided by the National Statistical 
Service (census of 2001). The participation rate 
was 68%. From the sampling we excluded 10% of 
men and 7% of women with history of chronic 
disease (renal failure, liver and cardiovascular dis-
ease and chronic obstructive pulmonary disease), 
as well as individuals (＜ 2%) who were under 
current or chronic use of certain drugs that in-
fluence antioxidant status, like methotrexate, trime-
thoprin, cholestyramine and cyclosporine. Also, all 
people living in institutions were excluded from the 
study. All participants were interviewed by trained 
personnel (cardiologists, dieticians and nurses), 
using a standard questionnaire.
Elderly cohort: The elderly subjects included in the 
present study, were part of a large elderly cohort 
called GHRAS (Greek Health Randomized Aging 
Study), consisting of 800 healthy men and women 
older than 65 years of age (unpublished data). The 
elderly cohort selected for the present study is a 
sample of 175 subjects older than 75 years of age. 
The selection criteria was the equal representation 
all the Ala16Val SOD genotypes in both genders of 
elderly subjects. Furthermore, the oldest parti-
cipants had to be free of medication such as anti-
lipidemics, anticoagulants, steroids, diuretics, anti-
convulsants, anti-depressive drugs, antibiotics, anti-
metabolites, non-steroid anti-inflammatory drugs and 
micronutrient supplementation. Subjects were ex-
cluded if they had autoimmune, neurodegenerative, 
cardiovascular, kidney or liver disease, diabetes, in-
fections, cancer, chronic inflammatory bowel disease 
or acrodermatitis enteropathica, sickle cell anaemia, 
chronic skin ulcerations and endocrine disorders. 
Medical history was recorded by the family doctor or 
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through a medical examination when possible.

Genotyping

Genomic DNA was extracted from whole blood 
leukocytes with a DNA extraction kit (Nucleospin 
Blood kit, Macherey-Nagel, Düren, Germany). 
Ala16Val SOD genotype was determined, as pre-
viously described (Masry et al., 2005), for 415 
subjects of the middle aged cohort and 212 of the 
elderly cohort. 

Biochemical analysis

Blood samples were collected after 12 h fasting. 
The biochemical analysis included total choles-
terol, HDL-C, triglycerides and glucose measure-
ments. LDL-C was calculated using the Friedewald 
equation. Ox-LDL-C was measured in plasma 
samples using a commercial ELISA kit (Mercodia 
AB, Uppsala, Sweden), following the manufac-
turer’s instructions.

Anthropometric, clinical, demographic and
lifestyle characteristics 

The anthropometric measurements included weight 
and height and were obtained using standardized 
techniques and equipment. Body mass index (BMI) 
was calculated as weight (kg) / height (m) squared. 
Arterial blood pressure was measured 3 times on 
the right arm with a sphygmomanometer and with 
the subject in a sitting position for 30 min. Demo-
graphic (age and gender) and lifestyle charac-
teristics (smoking habits) of the middle-aged and 
the elderly participants were recorded using stan-
dardised questionnaires. Current smokers were 
defined as those who smoked at least one ci-
garette per day. 

Statistical analysis

Continuous variables are presented as mean ±  
standard deviation, while categorical variables are 
presented as absolute and relative frequencies. 
Pearson’s correlation coefficient was used in order 
to measure associations between normally distri-
buted continuous variables. Contingency tables 
with the calculation of chi-squared test (with Yates 
correction) evaluated the associations between 
categorical variables. However, due to the small 
number of observations in some cases, Fisher’s 
exact test, with the calculation of exact P-values, 
was applied to evaluate the association between 
the investigated polymorphism and group of study. 
The application of Student’s t-test evaluated the 

associations between categorical and normally 
distributed continuous variables. The distribution of 
the SOD polymorphism in both populations was 
compared with the expected frequency through the 
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). Testing devia-
tions from the HWE was performed by Pearson’s 
chi-squared test, using the observed genotype 
frequencies obtained from the data and the ex-
pected genotype frequencies obtained using the 
HWE. The association of genotypes with ox-LDL-C 
concentrations were tested by using multiple linear 
regression models, after taking into account the 
effects of several potential confounders. All re-
ported P values are based on two- sided tests and 
were compared with a significance level of 5%. 
Statistical analysis was performed with SPSS edi-
tion 13.0.

Results

We evaluated the prevalence of the SOD Ala16Val 
polymorphism and its effect on ox-LDL-C levels in 
two age different Greek cohorts, a middle aged 
one (n = 147 females: 43.2 ± 13 years, n = 268 
males: 43.3 ± 14 years) and an oldest old cohort 
(females: 79.9 ± 4 years; males: 80.6 ± 4 years). 
The allele frequency observed in both populations 
of the current study was 0.54 for Ala and 0.46 for 
Val. Genotypes frequency was in HWE. Table 1 
presents anthropometrical, clinical and biochemical 
variables of the two cohorts, according to the SOD 
Ala16Val genotype. Middle aged men with the 
Val/Val genotype had higher ox-LDL-C and HDL-C 
levels compared to the Ala carriers (Ala/Ala or 
Ala/Val) (65.9 ± 25.7 vs. 55.7 ± 20.5 mg/dl, P =
0.011 for the ox-LDL-C; 47.4 ± 12.7 vs. 43.5 ±
10, P = 0.020 for the HDL- C). Furthermore, middle 
aged men with the Val/Val genotype had lower total 
cholesterol/ox-LDL ratio compared to the Ala 
carriers (Table 1). On the contrary, elderly women 
with the Ala/Ala or Ala/Val genotype presented 
higher ox-LDL-C levels and lower total cholesterol/ 
ox-LDL ratio compared to the Val/Val genotype 
(86.5 ± 26.6 vs. 74.2 ± 22.1 mg/dl, P = 0.042 for 
the ox-LDL; 2.9 ± 0.7 vs. 3.2 ± 0.8, P = 0.029 for 
the total cholesterol/ox-LDL ratio). Both elderly 
men and women with the Ala/Ala or Ala/Val geno-
type occurred with higher triglycerides levels com-
pared to the Val/Val group (147.8 ± 72.4 vs. 103.7
± 38.0 mg/dl, P = 0.002 and 145.2 ± 68.7 vs. 
114.3 ± 34.3 mg/dl, P = 0.027, for men and women 
respectively). Multiple linear regression analysis 
(Table 2), stratified by gender and adjusted for age, 
body mass index and smoking habits as covari-
ates, confirmed the dichotomous age effect of the 
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Table 1. Characteristics of the participants by genotype for the Ala16Val mutation of the SOD gene.

Middle aged cohort
Women Men

Ala/Ala, Ala/Val Val/Val P Ala/Ala, Ala/Val Val/Val P
n 124 23 216 52
Age (y)   38.9 ±11.5   38.7 ± 11.3 0.924   45.7 ± 9.8   46.0 ± 9.2 0.834
BMI (kg/m2)   23.8 ± 4.4   25.7 ± 5.7 0.075   27.8 ± 4.1   27.3 ± 3.4 0.409
Systolic Blood Pressure (mmHg) 113.6 ± 16.4 113.3 ± 15.7 0.932 127.9 ± 17.3 128.7 ± 19.0 0.772
Diastolic Blood Pressure (mmHg)   76.7 ± 14.0   78.0 ± 13.6 0.661   84.7 ± 15.8   97.0 ± 94.8 0.365
Total Cholesterol (mg/dl) 179.6 ± 39.3 184.1 ± 37.5 0.612 197.4 ± 33.7 195.7 ± 36.6 0.749
HDL-C (mg/dl)   52.6 ± 10.9   51.3 ± 12.5 0.619   43.5 ± 10.0   47.4 ± 12.7 0.020
LDL-C (mg/dl) 110.4 ± 35.3 108.6 ± 35.8 0.828 127.5 ± 31.4 122.6 ± 34.1 0.329
Triglycerides (mg/dl)   84.6 ± 44.9 120.9 ± 111.0 0.136 130.2 ± 74.3 130.4 ± 61.8 0.986
Oxidized LDL-C (U/L)   61.3 ± 32.3   65.9 ± 29.0 0.532   55.7 ± 20.5   65.9 ± 25.7 0.011
Total Cholesterol/Oxidized LDL-C     3.7 ± 2.2     3.3 ± 1.3 0.207     4.0 ± 1.4     3.4 ± 1.5  0.029
Glucose (mg/dl)   87.2 ± 11.3 101.2 ± 57.8 0.260   97.0 ± 24.1 104.3 ± 35.9 0.169
Current smokers (%) 42.0 39.0 0.800 48 46 0.790

Elderly cohort
Women Men

Ala/Ala, Ala/Val Val/Val P Ala/Ala, Ala/Val Val/Val P
n 62 26 65 22
Age (y)   80.5 ± 4.4   78.3 ± 3.5 0.023   80.7 ± 4.3   80.3 ± 5.3 0.750
BMI (kg/m2)   29.3 ± 4.3   30.1 ± 4.6 0.454   28.1 ± 3.6   28.7 ± 4.0 0.553
Systolic Blood Pressure (mmHg) 147.0 ± 21.4 139.2 ± 20.9 0.147 150.6 ± 17.1 143.6 ± 18.0 0.128
Diastolic Blood Pressure (mmHg)   76.7 ± 10.8   79.1 ± 12.0 0.384   79.1 ± 10.7   77.5 ± 12.5 0.585
Total Cholesterol (mg/dl) 235.1 ± 34.5 226.5 ± 40.8 0.321 227.4 ± 36.4 210.8 ± 45.8 0.087
HDL-C (mg/dl)   55.5 ± 12.4   60.1 ± 12.3 0.112   52.3 ± 10.7   51.1 ± 9.0 0.646
LDL-C (mg/dl) 150.6 ± 32.5 143.5 ± 39.2 0.389 145.5 ± 32.4 138.9 ± 38.9 0.434
Triglycerides (mg/dl) 145.2 ± 68.7 114.3 ± 34.3 0.027 147.8 ± 72.4 103.7 ± 38.0 0.002
Oxidized LDL-C (U/L)   86.5 ± 26.6   74.2 ± 22.1 0.042   81.3 ± 21.8   73.1 ± 19.1 0.119
Total Cholesterol/Oxidized LDL-C     2.9 ± 0.7     3.2 ± 0.8 0.029     2.9 ± 0.7     3.0 ± 0.5 0.817
Glucose (mg/dl) 104.2 ± 29.0   95.0 ± 12.9 0.127 110.2 ± 33.6 102.0 ± 20.7 0.288
Current smokers (%) 8.1 11.5 0.689 15.4 4.5 0.277

Table 2. Results from multiple linear regression models that evaluated the association between oxidized LDL-C concentrations and SOD
genotype stratified by gender*.

Middle-aged cohort Women Men
Variable Standardized β coefficient P Standardized β coefficient P

Val/Val vs. Ala/Ala, Ala/Val  0.071 0.410  0.192 0.012
Age (y) -0.045 0.640  0.100 0.195
BMI (kg/m2) -0.094 0.341 -0.137 0.076
Non-smoking vs. current smoking  0.071 0.175  0.016 0.832
Adjusted R2  0.3% 0.361  4.2% 0.025

Elderly cohort Women Men
Variable Standardized β coefficient P Standardized β coefficient P

Val/Val vs. Ala/Ala, Ala/Val -0.269 0.015 -0.187 0.077
Age (y) -0.186 0.093 -0.337 0.003
BMI (kg/m2)  0.061 0.568 -0.099 0.364
Non-smoking vs. current smoking -0.032 0.759  0.092 0.396
Adjusted R2  4.4% 0.102  8.9% 0.020

*Significant genotype × sex interaction for both cohorts (P < 0.05).
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Val/Val genotype on ox-LDL-C levels (standardized 
β coefficient = 0.192, P = 0.012 and standardized 
β coefficient = -0.269, P = 0.015, for middle aged 
men and oldest old women, respectively). Further-
more, a trend for lower ox- LDL-C levels in old men 
with the Val/Val genotype was also recorded, with 
a nominal significance (standardized β coefficient
= -0.187, P = 0.077).

Discussion

In this study we evaluated the effect of SOD 
Ala16Val polymorphism on the ox-LDL-C levels in 
two age-different groups, a middle aged and an 
oldest old one. The allele frequency recorded in 
our populations was inversely distributed, compar-
ing to Asians populations (current study: Ala 0.54 
and Val 0.46; healthy Chinese: Ala 0.13 and Val 
0.87, healthy Korean: Ala 0.12 and Val: 0.88) (Lee 
et al., 2006; Mak et al., 2006). On the other hand, 
the recorded prevalence of the Ala16Val polymor-
phism in the current study is similar to other 
Caucasian populations, like Turks (Akyol et al., 
2004) and Brazilian residents (Gottlieb et al., 
2005).
   As oxidative stress is considered to play a critical 
role in senescence-associated changes, it is con-
ceivable that antioxidant enzymes are important 
anti-aging agents. Surprisingly, the investigated 
polymorphism was found to have an inverse effect 
on ox-LDL-C levels in our two age-different po-
pulations.  In middle age men, the presence of the 
Val allele, which according to the literature results 
to a less active SOD enzyme, was positively 
associated with ox-LDL-C and HDL-C levels. A 
possible explanation of the higher HDL-cholesterol 
levels observed in middle aged men with the 
Val/Val genotype could be a feed-back mechanism 
in these subjects where the anti-oxidant properties 
of HDL might compensate the high oxidative stress 
represented by the elevated ox-LDL levels (Lee et 
al., 2005). Our finding of increased HDL cho-
lesterol levels in middle-aged subjects with the 
Val/Val genotype is in accordance with the results 
of other studies (Kakko et al., 2003; Lee et al., 
2006), where Val/Val subjects present higher HDL- 
C levels compared to the other genotypes, how-
ever without statistical significance. Evidence for 
the existence of a feed-back mechanism among 
HDL-C levels and antioxidant enzymes has been 
demonstrated in subjects with low HDL-C levels 
(Savor-Blat et al., 2007), as well as in studies with 
Glutathione peroxidase-1 deficient mice (de Haan 
et al., 2006). On the other hand, it is well docu-
mented, that healthy elderly have higher levels of 

HDL-C than younger subjects (Schaefer et al., 
1989), the vast majority of those over 70 years 
(~90.0%) occurring with HDL-C levels over 40 
mg/dl (Nikkila and Heikkinen, 1990). This incre-
ment in HDL-C levels in healthy oldest old subjects 
(survivors), also recorded by our previous study 
(Kanoni et al., 2006), could have overshadowed 
the potential impact of the SOD genotype. 
   The opposite was recorded in elderly women, 
where the Val allele was associated with de-
creased ox-LDL-C, as well as triglycerides levels. A 
positive correlation of triglyceride with ox-LDL 
levels observed in elderly has been previously 
shown for middle aged people (Lapointe et al., 
2007). It is well established that higher TG levels in 
plasma enhance production of small, dense LDL 
particles, which are known to be more susceptible 
to oxidation (Young et al., 2003). Data from the 
Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) sug-
gest that, dyslipidemia (adverse levels of cho-
lesterol, HDL-cholesterol, triglycerides), inflamma-
tion markers (elevated fibrinogen), male gender, 
ethnicity (black) and current smoking, could ex-
plained the most variation in ox-LDL-C levels, in 
multivariate analysis model (Holvoet et al., 2006b). 
The same investigators provide evidence, that 
ox-LDL-C is a proinflammatory stimulus, inhibiting 
the expression of the antioxidant SOD1 (Holvoet et 
al., 2006a). Results (Mocchegiani, 2007) from the 
large European elderly study (Zincage) suggest 
that erythrocyte’s SOD activity (eSOD) significantly 
and progressively increase with age, while women 
exhibit higher eSOD activity compared to men in all 
age groups. Previously reported results regarding 
the activity of red blood cell (RBC) SOD, plasma 
GPX, and, to a lesser extent, plasma SOD are 
contradictory. Some investigators claim an increase 
from the youngest to the oldest age groups, which 
has been correlated with a parallel increase of free 
radicals (Mecocci et al., 2000; Cheynier, 2005). 
However, in a cross- sectional study (Andersen et 
al., 1998) conducted in 41 Danish centenarians 
and 52 control subjects, Cu/Zn-SOD activity de-
creased in the centenarians group. In the area of 
endogenous antioxidant defenses, excess amount 
of ROS leads to the depletion of the protective 
GSH and SOD (Kaliora et al., 2006). Very old 
people represent a highly selected group of suc-
cessfully aged people. They have apparently es-
caped the major age-related diseases and exhibit 
special immunologic or metabolic features (Ander-
sen et al., 1998; Biesalski, 2002). In several stud-
ies involving young and elderly groups, some 
investigators have detected a positive association 
between age and increased LDL-C oxidation and 
decreased ox-LDL-C antibodies (Mertens and 
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Holvoet, 2001), while others (Nakamura et al., 
2006) not. These contradictory results could be 
attributed to the different population size.
   The promoter of MnSOD gene contains binding 
sites for several transcription factors such as AP-1, 
AP-2, SP-1, and NF-κB (Harris et al., 1991; Das et 
al., 1995). In line with this, MnSOD is induced by 
multiple stress conditions both in vitro and in vivo. 
MnSOD induction occurs after exposure to cyto-
kines (TNF-α , IFN-γ , IL-1, IL-6) (Ono et al., 1992), 
cigarette smoke (Gilks et al., 1998), chronic hypo-
xia (Clerch et al., 1998), asbestos fibers (Janssen 
et al., 1992), radiation (Guo et al., 2003) and 
modulators of intracellular redox and/or thiol state 
(Das et al., 1995). Most of these parameters are 
age dependent factors and adding smoking as a 
cofactor in our model, the effect of SOD poly-
morphism on ox-LDL-C levels remained statisti-
cally significant. 
   Ox-LDL-C appears to be a stimulator of NF-κB 
and AP-1, which are thought to play a predominant 
role in endothelial cell activation, resulting in 
atherogenesis. It has been recently shown (Lin et 
al., 2007), that overexpression of Cu, Zn-SOD 
and/or catalase suppress the ox-LDL-induced in-
crease in AP-1 and NF-κB activity, providing 
information on a mechanism potentially explaining 
the antiatherogenic and antiproliferative activities 
of antioxidant enzymes. Overexpression of MnSOD 
inhibits, in vitro, the oxidation of LDL-C by end-
othelial cells (Fang et al., 1998) and ox-LDL-C is 
able to induce the expression of MnSOD in 
macrophages (Kinscherf et al., 1997).
   Many SNPs have a significant effect only in the 
presence of heterozygosity of a second SNP. This 
type of interaction would not be detected using 
single-SNP analysis, because SNP genotypes 
could have a limited effect on a subset of the 
population, or even antagonistic effects when in-
vestigated in combination with a second SNP 
genotype. These observations are consistent with 
the hypothesis, that interactions between genetic 
variants and environmental exposure are the pri-
mary causes of phenotypic variability, and not the 
genetic variants alone (Dedoussis et al., 2007).
   An age-dependent effect of a single gene poly-
morphism was recently shown in a Finish study 
(Fan et al., 2007). The results suggested that HL 
C-480T polymorphism is a strong age-dependent 
risk factor of sudden cardiac death in middle-aged 
men. We have no evidence of the underlying 
mechanism, which could explain the inverse effect 
of the SOD polymorphism on ox-LD-C levels in the 
oldest old women. If the decrease in SOD activity, 
as previously reported, is more evident in the SOD 
Ala carriers, then this could partially explain the 

higher ox-LDL-C levels in these subjects. In line 
with our results and our hypothesis, a recently 
published study (Taufer et al., 2005), demonstrated 
that in elderly, the Ala/Ala genotype was associ-
ated with increased risk for cancer, immunosene-
scence profile and DNA damage. The proposed 
hypothesis for these results by the investigators is 
based on the free radical theory of aging, concisely 
suggesting that Ala carriers effectively produce 
SOD and thus presenting strong innate immunity in 
their middle-age life, but increased immunosene-
scence in their latter life. An age related decline in 
gene expression was recently (Ling et al., 2004) 
reported for a common Gly482Ser polymorphism in 
the transcriptional co-activator PGC-1α in muscle 
biopsies. Insulin resistance in skeletal muscle 
increases with age, and since skeletal muscle is a 
major site of insulin stimulated glucose disposal, 
aging is a risk factor for type 2 diabetes (Petersen 
et al., 2003).
   The limitations of our study include the cross- 
sectional design, the absence of multiple antioxi-
dant compounds measurements and the evalua-
tion of other genetic markers related to antioxidant 
enzymes. 
   Longitudinal studies in both of our populations, 
as well as the study of other genes known to affect 
the levels of ox-LDL-C, will add new evidence on 
the age specific variation in ox-LDL-C levels and 
the predisposing genetic markers. To our knowledge 
this is the first report of a dual effect of a poly-
morphism on ox-LDL-C levels depending on age. 
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THE DIFFERENTIAL EFFECT OF SOD ALA16VAL 
POLYMORPHISM ON OXIDIZED LDL-C LEVELS IN YOUNGER 

AND OLDER ADULTS 
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Pitsavos2, C. Stefanadis2  
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Background and aims: Superoxide dismutase (SOD) is part of a fundamental system, 
developed to prevent oxidative damage, with potential impact on the atherosclerotic and the 
ageing process. We sought to examine the effect of superoxide dismutase (SOD) Ala16Val 
polymorphism on the levels of ox-LDL-C in two Greek cohorts of middle-aged and elderly 
participants.  
 
Methods: We obtained sociodemographic, genotype and biochemical data from 495 middle-
aged (n=127 females: 43.2±13 years, n=268 males: 43.3±14 years) Caucasian Greek 
subjects and 88 elderly (n=44 females: 81.7±5 years; n=44 males: 81.4±4 years).  
 
Results: Multiple linear regression analysis, stratified by gender and adjusted for age, 
smoking habits and body mass index as covariates, showed higher ox-LDL-C levels for the 
middle aged men with the Val/Val genotype, compared to the other allele (Ala/Ala and 
Ala/Val) carriers (65.9±25.7 vs. 55.7±20.5 mg/dl; standardized ß coefficient=0.192, P=0.012). 
On the contrary, elderly women with the Ala/Ala or Ala/Val genotype occurred with higher ox-
LDL-C levels compared to the Val/Val genotype (77.3±16.1 vs. 66.4±15.8 mg/dl; standardized 
ß coefficient=0.324, P=0.044). Additionally, middle aged men with the Val/Val genotype had 
higher HDL-C levels compared to the Ala allele carriers, while elderly men and women with 
the Ala/Ala or Ala/Val genotype presented higher triglycerides levels compared to Val/Val 
(women: 165.0±77.2 vs. 108.5±24.7 mg/dl, P=0.001; men: 143.2±65.7 vs. 101.9±36.8 mg/dl, 
P=0.015).  
 
Conclusions: The results suggest that SOD Ala16Val polymorphism is an age-dependent 
modulator of ox-LDL-C levels in middle-aged men and elderly women. 
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Summary

 Background: The “GHRAS” study is aimed at investigating the interactions among socioeconomic, lifestyle, di-
etary, psychological, and biochemical factors determining the health status of elderly Greeks. The 
design and baseline sociodemographic, clinical, and dietary characteristics of the participants are 
presented here.

 Material/Methods: A total of 782 elderly (>60 years of age) Greeks were randomly recruited in Athens. Standardized 
anthropometric, biochemical, and clinical procedures and extensive questionnaires were used to 
assess health parameters and lifestyle factors.

 Results: A high prevalence of hypercholesterolemia was found in both men and women (78.7% vs. 90.1%, 
p<0.001) as well as hypertension (81.3% vs. 71.8, p=0.005). Obesity was found in 43.6% of all par-
ticipants and 42.7% was overweight. Elderly women demonstrated higher mean BMI values than 
the men (30.2±5.0 vs. 28.7±4.0, p<0.001). Only 13.4% of all subjects reported current smoking. The 
majority of the women (77.5%) had never smoked, while most of the men (53.4%) were former 
smokers. The women appeared more physically active and less adherent to the Mediterranean diet 
than the men. 36.2% of the women and 21.0% of the men had mild to severe depressive symptoms 
(p<0.001), while 28.4% of the women and 25.4% of the men had cognitive decline (p=0.430). A 
history of cardiovascular disease was present in 19.9% and diabetes in 13.9% of all participants.

 Conclusions: The prevalence of morbidity risk factors in this population is high. Further investigation is required, 
including the interaction of compromising factors, to clarify their impact on the health status of 
the elderly.
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BACKGROUND

The increase in life expectancy and decreases in birth rate 
and childhood mortality are enhancing the continuing 
growth of the elderly European population [1]. Greece, like 
other developing countries, is experiencing a marked change 
in the age structure of its population [1]. Consequent to 
these altering population demographics, the necessity for an 
assessment of the health status of the elderly is emerging.

Aging is a heterogeneous process characterized by a gener-
al decline in physiological functions, resulting in a growing 
risk of chronic diseases, cognitive impairments, and mor-
tality. Although the exact mechanisms involved are not ful-
ly elucidated, the aging process appears to be largely sus-
ceptible to a wide range of factors. Genetic background is 
considered to account for 25% of the variability in human 
longevity [2]. The remaining 75% is attributed to environ-
mental infl uences. Socioeconomic characteristics and life-
style factors such as diet, physical, activity, smoking habit, 
and alcohol consumption have been associated with health 
status, morbidity, and mortality in older adults [3,4].

Healthy aging is described as a lifelong process optimizing 
opportunities for improving and preserving health, physi-
cal, social, and mental wellness, independence, and quali-
ty of life [5]. Therefore the recognition of clinical, genetic, 
and environmental risk factors for morbidity and mortal-
ity in the elderly is essential for a better understanding of 
the aging process. Moreover, modifi able risk factors could 
be subjected to positive interventions, promoting healthy 
aging. In order to assess the associations between sociode-
mographic, dietary, clinical, and genetic factors and the 
risk of morbidity in an elderly urban Greek population, we 
conducted a cross-sectional health and nutrition study, the 
GHRAS. Here we present the study design and the status 
of various characteristics of the participants.

MATERIAL AND METHODS

Aims and study design

The main objectives of the GHRAS are: 1) to record the 
prevalence of cardiovascular disease, diabetes, and cardio-
vascular disease risk factors such as hypercholesterolemia, 
obesity, and hypertension in old and very old subjects, 2) to 
record the dietary habits of the elderly, and 3) to investigate 
potential interactions among socioeconomic, lifestyle, di-
etary, psychological, biochemical, and genetic factors infl u-
encing the health status of the elderly. To meet these aims 
we randomly selected Centers of Open Protection for the 
Elderly in the Athens region and invited their members to 
participate in the study. Centers of Open Protection for the 
Elderly are public entities that provide assistance from social 
workers, fi rst-degree medical care, and recreational activi-
ties for the elderly. The Bioethics Committee of Harokopio 
University of Athens approved the study protocol and all 
subjects signed a voluntary consent form. Between February 
2005 and December 2006, 782 volunteers were recruited.

Blood sampling

Prior to blood collection, the volunteers were subjected to 12-
hour fasting. Blood samples were collected from the antecu-

bital vein between 9 and 11 a.m. Serum and plasma samples 
were isolated and stored at –80°C for future measurement. The 
blood samples were also used for DNA and RNA isolation.

Clinical, anthropometrical, and biochemical measurements

Blood pressure was measured using a mercury sphyg-
momanometer according to the proposed guidelines 
[6]. Hypertension was defi ned as blood pressure levels 
≥140/90 mmHg or the use of antihypertensive medication. 
The anthropometrical measurements, including weight and 
height, were obtained by trained clinical dietitians using 
standardized techniques and equipment. Body weight was 
measured to the nearest 0.1 kg using calibrated electronic 
scales with the subject barefoot and dressed in light cloth-
ing. Height was measured barefoot to the nearest 0.1 cm 
using a portable stadiometer. Body mass index (BMI) was 
calculated as weight (kg)/height (m) squared. Based upon 
the BMI values, the subjects were categorized into groups of 
underweight (BMI <18.5 kg/m2), normal weight (18.5 ≤BMI 
≤24.9 kg/m2), overweight (25.0 ≤BMI ≤29.9 kg/m2), and 
obese (BMI ≤30.0 kg/m2). Biochemical measurements in-
cluded total cholesterol, HDL-C, triglycerides, and blood 
glucose. LDL-C levels were calculated using the Friedewald 
equation. Hypercholesterolemia was defi ned as total choles-
terol levels greater than 200 mg/dl or the use of lipid-low-
ering agents, while diabetes was defi ned as blood glucose 
above 125 mg/dl or the use of antidiabetic medication.

Investigated parameters

All participants were interviewed by trained personnel us-
ing a standard questionnaire. The questionnaire included 
questions about demographic and lifestyle characteristics, 
detailed medical history, dietary habits, and psychological 
and cognitive status evaluation.

Sociodemographic and lifestyle variables

Information about the marital status of the participants (single, 
married, divorced, widowed) was recorded. Their educational 
level was measured by the years of schooling and was defi ned 
as no education, primary education (1–6 years), secondary 
education (7–12 years), and tertiary education (>12 years). 
Smoking habits were also recorded and the participants were 
accordingly characterized as current smokers, never smokers, 
and former smokers. Physical activity was evaluated using a 
questionnaire which included questions about the frequen-
cy and duration (hours/week) of household and recreation-
al activities. To quantify the intensity of physical activity, each 
activity was assigned a value for metabolic equivalents (MET) 
using a published coding system [7]. The MET unit assigned 
for each activity was multiplied by the average number of min-
utes performing each activity in a seven-day period, providing 
a value of physical activity in MET-min/week. Tertiles of the 
MET-min/week values were calculated. The participants were 
then categorized in one of the following groups: low physi-
cal activity (fi rst tertile), medium physical activity (second ter-
tile), and high physical activity (third tertile).

Medical record

A complete medical and surgery record was obtained. All 
participants who reported a diagnosed history of angina, 
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heart failure, coronary heart disease, stroke, myocardial in-
farction, or surgeries such as heart bypass and angioplasty 
were characterized as cardiovascular patients. Subjects with 
acute illness, cancer, autoimmune diseases, infl ammatory 
bowel disease, kidney and liver failure, or neurodegenera-
tive disease were excluded from the study protocol.

Dietary assessment

A quantitative food-frequency questionnaire was used for 
the dietary assessment. All participants reported their dai-
ly, weekly, or monthly average intake of several food items 
that they consumed during the last year. Then the frequen-
cy of consumption was quantifi ed approximately in terms 
of the number of times a week this food was consumed. 
Alcohol consumption was also assessed and calculated as 
ml per day.

A dietary pyramid has been developed to describe the 
Mediterranean dietary pattern [8]. According to this di-
etary pattern we calculated each participant’s special diet 
score, which assessed adherence to the Mediterranean diet 
(range: 0–55), as described elsewhere [9]. In brief, for the 
consumption of items presumed to be close to this pattern 
(unrefi ned cereals, fruit, vegetables, potatoes, legumes, fi sh, 
and olive oil), we assigned a score of 0 for no consumption 
and scores of 1 to 5 for rare to daily consumption. On the 
other hand, for the consumption of foods presumed to be 
away from this diet (red meat and red meat products, poul-
try, and full-fat dairy products), we assigned the opposite 
scores (i.e. 0 when a participant reported daily consumption 
to 5 for rare or no consumption). For alcohol we assigned 
a score of 5 for consumption of <300 ml/day, a score of 0 
for consumption of more than 700 ml/day, and scores of 
4 to 1 for consumption of 300, 400, 500, and 600 ml/day 
(containing 12 g of ethanol per 100 ml). Additionally, par-
ticipants reported the presence of mastication problems. 
Following a special diet (e.g. low salt, low fat, or other) was 
also recorded.

Psychological and cognitive status evaluation

Symptoms of depression were assessed with the use of the 
Geriatric Depression Scale (GDS) questionnaire [10], as it 
is translated and validated for the Greek population [11]. 
The Geriatric Depression Scale is a well-known and reli-
able method for the measurement of depression in the 
elderly. Furthermore, cognitive functioning was evaluat-
ed in all participants with the use of the Mini Mental State 
Examination (MMSE) [12], as it is translated and validat-
ed for the Greek population.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS ver. 11.5. 
Continuous variables are presented as mean values ± the 
standard deviation (SD), while qualitative variables are pre-
sented as absolute and relative frequencies. The normality 
of the distribution of the continuous variables was assessed 
by the Kolmogorov-Smirnov criterion. Differences in the 
proportions of categorical variables were assessed using chi-
squared tests. t-tests, Mann-Whitney tests, analyses of vari-
ance (ANOVA), and analyses of covariance (ANCOVA) were 
used to compare the variables among subgroups of the sam-

ple. Because of multiple comparisons, Tukey’s correction 
was used to control for overall type I error. Correlations 
were evaluated by calculating the Pearson coeffi cient (r). 
Multiple linear regression models were applied after con-
trolling for several potential confounders. Statistical signif-
icance was assessed at a two-tailed p=0.05 level.

RESULTS

The sociodemographic and lifestyle characteristics of the 
elderly participants are presented in Table 1. In total, 782 
elderly subjects were recruited (69.9% women and 30.1% 
men) with a mean age of 72.2±7.2 years, ranging from 60 
to 95 years of age. The oldest participants (over 80 years of 
age) comprised 15.7% of the overall elderly cohort. The 
majority of the men were married (76.5%), while a larg-
er proportion of the women were widowed (49.3%) com-
pared with the men (17.5%). In order to further elucidate 
differences in the demographic characteristics between gen-
ders, we divided our cohort into three age groups (60–69, 
70–79, and 80–95 years of age). As shown in Figure 1A, larg-
er proportions of men in all the age groups were married 
compared with their female counterparts, while the oppo-
site was found for the widowers. The majority of the elder-
ly subjects reported primary education (53.8%) and only 
a 7.7% of the participants were illiterate. There was no sig-
nifi cant difference in educational level between men and 
women (Table 1). However, when the total years of school-
ing were considered, men had signifi cantly more years of 
education than women (8.0±4.5 vs. 7.4±4.5 years, respective-
ly, p=0.001 adjusted for age). Furthermore, when investigat-
ing the educational level of the participants per age group, 
we found a signifi cant gender-specifi c difference within the 
69–70 years age group. As presented in Figure 1B, more 
women reported primary education than men (58.7% vs. 
47.8%), while more men reported tertiary education than 
women (16.5% vs. 8.5%).

Considering smoking, 13.4% of all subjects reported cur-
rent smoking, equally distributed in both genders. However, 
the majority of women (77.5%) had never smoked, while 
the majority of men (53.4%) were former smokers. Women 
appeared more physically active than men. The majority of 
women reported medium (36.2%) and high (43.3%) phys-
ical activity level. In contrast, most of the men (63.1%) re-
ported low physical activity. This difference was apparent 
between men and women in the age group of 60–69 years 
of age (c2=78.36, p<0.001) and in the age group of 70–79 
years of age (c2=85.21, p<0.001), as illustrated in Figure 1C. 
Nevertheless, this difference was reduced among the oldest 
participants (80–95 years old) (Figure 1C).

High prevalences of hypercholesterolemia (86.7%) and 
hypertension (74.7%) were documented in our cohort. As 
presented in Table 2, hypercholesterolemia was more prev-
alent in women (90.1%) than in men (78.7%), while hyper-
tension was more prevalent in men (81.3%) than in wom-
en (71.8%). Among the hypercholesterolemic subjects only 
27.7% received antilipidemic medication and 39.2% re-
ported following a low-fat diet. Both hypercholesterolemic 
men and women reported similar compliance to lipid-low-
ering medication (24.3% and 29.0%, respectively, p=0.248). 
However, more hypercholesterolemic women were on a low-
fat diet than men (42.0% vs. 31.9%, respectively, p=0.017). 
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Among the hypertensive subjects, 76.5% used antihyperten-
sive medication and 31.7% reported adherence to a low-salt 
diet, without signifi cant differences between genders.

The women had higher mean plasma levels of total cho-
lesterol, HDL-C, and LDL-C compared with the men 
(Table 2). However, after dividing our cohort into three 
age groups, differences in blood lipid levels between gen-
ders were signifi cant only for the age groups of 60–69 and 
70–79 years of age (Figure 2A–D). On the other hand, 
men had higher blood pressure and fasting plasma glu-
cose levels than women (Table 2). Interestingly, when in-
vestigating blood pressure and plasma glucose levels with-
in age groups, only diastolic blood pressure measurements 
were signifi cantly higher in the men than in the women 
in the age groups of 70–79 and 80–95 years of age. These 
results are illustrated in Figure 2E–G. Diabetes was prev-
alent in 13.9% of all participants, but higher percentag-
es of diabetics were recorded among men (20.0%) than 
among women (11.3%) (Table 2). A history of cardiovas-
cular disease was reported by 19.9% of the participants, 
mostly men (31.1% of the men and 15.2% of the wom-
en) (Table 2).

Levels of total cholesterol negatively correlated with ad-
vancing age (standardized b=–0.083, p=0.018, after con-

trol for sex and antilipidemic medication), as illustrated in 
Figure 3A. In contrast, systolic blood pressure levels were 
signifi cantly increased with age (standardized b=0.146, 
p<0.001, after control for sex and antihypertensive treat-
ment) (Figure 3B).

Obesity was prevalent in 43.6% of all the elderly and 42.7% 
of the study population was overweight. Altogether, 86.3% 
of our cohort had BMI levels above 29.9 kg/m2, while only 
13.5% had normal weight and 0.3% was underweight. Elderly 
women demonstrated higher mean BMI values than the men 
(30.2±5.0 vs. 28.7±4.0, p<0.001). Obesity was more prevalent 
among elderly women than men (47.7% vs. 33.9%), while el-
derly men demonstrated higher percentages of overweight 
than women (49.8% vs. 39.7%) (Table 2). There was no sig-
nifi cant correlation between BMI level and age in the over-
all cohort. However, the group of the oldest participants 
(≥80 years of age) demonstrated signifi cant lower BMI lev-
els than participants aged 60–79 years (28.1±4.0 vs. 30.1±4.9 
kg/m2, p=0.001, after sex adjustment).

The weekly frequency of several food groups consumed 
by the participants is illustrated in Table 3. The elderly 
men had greater consumption than women of most of the 
food groups, except for similar consumption of unrefi ned 
grains, fruits, poultry, and dairy products. Furthermore, 

Sociodemographic variables Women Men p

N 547 235

Age (years) (Mean ±SD) 71.2±6.9 74.6±7.3 <0.001

Oldest old (≥80 years) (n,%)  65 (11.9)  58 (24.5) <0.001

Marital status

Single (n,%)  15 (2.8)  5 (2.1)

<0.001
Married (n,%)  216 (39.5)  180 (76.5)

Divorced (n,%)  46 (8.5)  9 (3.8)

Widowed (n,%)  270 (49.3)  41 (17.5)

Education

No education (n,%)  49 (8.9)  12 (5.1)

0.070
Primary (n,%)  305 (55.8)  120 (50.9)

Secondary (n,%)  136 (24.8)  74 (31.6)

Tertiary (n,%)  57 (10.5)  29 (12.4)

Smoking habits

Current smokers (n,%)  68 (12.4)  37 (15.8)

<0.001Former smokers (n,%)  55 (10.1)  126 (53.4)

Non smokers (n,%)  424 (77.5)  72 (30.8)

Physical activity

Low (n,%)  112 (20.5)  148 (63.1)

<0.001Medium (n,%)  198 (36.2)  63 (26.6)

High (n,%)  237 (43.3)  24 (10.3)

Table 1. Sociodemographic and lifestyle characteristics of the Greek old cohort.
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96.1% of the participants used olive oil in their food. 
A total of 19.9% (20.8% of women and 17.9% of men, 
p=0.379) of the participants reported mastication prob-
lems. Adherence to the Mediterranean diet as assessed 
by the diet score was signifi cantly greater among the men 
than the women (Table 3). Married participants had sig-
nifi cantly higher mean Mediterranean diet scores than 
widowers (30.5±3.2 vs. 29.4±2.9, p=0.027, after age and 
sex adjustments).

The elderly women had signifi cant higher values of 
the geriatric depression scale than the men (4.0±3.5 vs. 
2.83±3.0, p=0.040, after age and marital status adjustment). 
Consequently, the distribution of the depression catego-
ries differed signifi cantly between women (63.8% normal, 
26.2% mild depression, and 10.0% moderate to severe de-
pression) and men (79.0% normal, 15.0% mild depres-
sion, and 6.0% moderate to severe depression) (p<0.001). 
Depression (higher scores in the depression scale) was pos-

Figure 1.  Diff erences in marital status (A), educational level (B), and physical activity (C) between women and men, stratifi ed by age group.
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itively associated with advancing age (b=0.097, p=0.010, af-
ter control for gender and marital status). Referring to the 
MMSE questionnaire, there was no signifi cant difference 
between men and women after adjusting for age and ed-
ucation level (25.6±4.2 vs. 25.0±4.8, p=0.078). Scoring in 
the MMSE was indicative of normal cognition for 71.6% of 
the women and 74.6% of the men (p=0.430). Low scores 
in the MMSE (declined cognition) negatively associated 
with age (b=–0.201, p<0.001, after control for gender and 
education).

DISCUSSION

Here we presented the design and sociodemographic, life-
style, dietary, clinical, and psychological characteristics of 
the Greek Health Randomized Aging Study (GHRAS). The 
majority of the men were married (76.5%), while a greater 
proportion of the women were widowed (49.3%) compared 
with the men (17.5%). The majority of the elderly subjects 
reported primary education (53.8%) and only a 7.7% of the 
participants were illiterate, while the men had signifi cantly 
more years of education than the women. The sociodemo-
graphic characteristics of our elderly cohort are in accor-
dance with previously published data [13,14]. Only 13.4% 
of all the subjects reported current smoking. The majori-
ty of the women (77.5%) had never smoked, while the ma-
jority of the men (53.4%) were former smokers. The wom-
en appeared more physically active and less adherent to 
the Mediterranean diet than the men. A history of cardio-
vascular disease was present in 19.9% of the participants 
(31.1% of men and 15.2% of women). Diabetes was preva-
lent in 13.9% of all participants, similar to previously pub-
lished results [15].

We recorded a high prevalence of hypercholesterolemia 
(86.7%) in our elderly cohort, with only 27.7% of the par-
ticipants being treated with lipid-lowering agents and 39.2% 
following a dietary treatment. A high prevalence of hyper-
cholesterolemia in elderly populations has been well docu-
mented in other large-scale cohorts [16–18]. Furthermore, 
the elderly Greek women had higher total cholesterol and 
HDL-C levels than the men. This fi nding is in accordance 
with other studies, suggesting that elderly women consistent-
ly have higher total cholesterol and HDL-C levels than their 
male counterparts [19–21]. Additionally, we demonstrated 
an age-related decline in total cholesterol levels (Figure 1A), 
as has been previously shown [22,23].

A total of 74.7% of our elderly population was accounted 
as hypertensive. A higher prevalence of hypertension was 
found among the elderly men than the women (81.3% vs. 
71.8%, respectively). The majority of the hypertensive par-
ticipants received antihypertensive treatment (76.5%), while 
only 31.7% reported following a low-salt diet. Similar per-
centages of hypertensive elderly persons were reported in 
another Greek study [24]. We also demonstrated an increase 
in mean systolic blood pressure levels with advancing age 
(Figure 1B). Data from the Framingham Heart Study in-
dicated that systolic blood pressure increases continuous-
ly with age [25]. The age-dependent rise in systolic blood 
pressure is largely determined by progressive stiffening of 
central elastic arteries, which refl ects the biological aging 
of the arterial system [26].

Obesity was prevalent in 43.6% of all the GHRAS participants 
and 42.7% of the study population was overweight. Altogether, 
86.3% of our cohort was overweight or obese, while only 13.5% 

Clinical variables Women (n=547) Men (n=235) p

BMI (kg/m2)  30.2±5.0**  28.7±4.0 <0.001

Total cholesterol (mg/dl)  237.9±40.8  222.0±40.6 <0.001

HDL-C (mg/dl)  56.7±12.1  51.0±11.6 <0.001

LDL-C (mg/dl)  155.6±36.3  144.9±35.4 0.003

Triglycerides (mg/dl)  127.7±54.1  132.2±69.3 0.536

Glucose (mg/dl)  101.1±22.2  107.4±29.9 0.003

Systolic blood pressure (mmHg)  139.1±18.2  143.7±18.1 0.033

Diastolic blood pressure (mmHg)  77.2±10.0  79.3±11.0 0.006

Underweight (%)  1 (0.2)  1 (0.4)

0.005
Normal weight (%)  68 (12.4)  37 (15.9)

Overweight (%)  217 (39.7)  117 (49.8)

Obesity (%)  261 (47.7)  80 (33.9)

Hypercholesterolemia (%)  493 (90.1)  185 (78.7) <0.001

Diabetes (%)  62 (11.3)  47 (20.0) 0.002

Hypertension (%)  393 (71.8)  191 (81.3) 0.005

Cardiovascular disease (%)  83 (15.2)  73 (31.1) <0.001

Table 2. Clinical characteristics of the participants stratifi ed by gender*.

* Age adjustment was performed for all comparisons between genders; ** Mean ±SD.
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had normal weight and 0.3% was underweight. These results 
are in line with recently published data from the ‘MEDIS’ study 
[14], documenting 42% obesity among the elderly on Greek is-

lands and Cyprus and with a previous study that we conducted 
on a smaller sample of elderly healthy Greeks [27]. Elderly wom-
en demonstrated higher mean BMI values than men (30.2±5.0 
vs. 28.7±4.0, p<0.001). This is in accordance with Trichopoulou 
and coworkers, who reported 30.3±5.0 kg/m2 BMI value for el-
derly Greek women and 28.1±3.9 kg/m2 for Greek men over 
65 years of age [28]. Obesity was more prevalent among the 
elderly women than men (47.7% vs. 33.9%), while the elderly 
men demonstrated higher percentages of overweight than the 
women (49.8% vs. 39.7%). The prevalence of overweight and 
obesity in elderly populations varies widely with geographical 
location and study design. It has been recently documented 

Figure 2.  Diff erences in BMI levels (A), total cholesterol (B), HDL-C 
(C), LDL-C (D), and glucose levels (E) and systolic (F) and 
diastolic (G) blood pressure levels between women and 
men, stratifi ed by age group. * Signifi cant diff erent 
between genders.
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that in Europe the prevalence of obesity in the elderly ranges 
from 12.8% in Sweden to 20.2% in Spain for men and from 
12.3% in Switzerland to 25.6% in Spain for women [29]. In the 
Mediterranean basin, the prevalence of overweight and obesi-
ty in elderly populations is generally high. In a cross-sectional 
study of 3356 elderly Italians (65–84 years old), 48.6% of the 
men and 54.9% of the women were overweight or obese [30], 
while in southern Italy [31] the prevalence was higher (76.0% 
for men and 86.0% for women). Similarly, in a Spanish cohort 
older than 60 years of age, the prevalence of overweight and 
obesity was estimated at 49.0% and 31.5% for the men and 
39.8% and 40.8% for the women, respectively [32].

Depression symptomatology was present in 36.2% of the el-
derly women and 21.0% of the men, while cognitive decline 

was determined in 28.4% of the women 25.4% of the men. 
These fi ndings are in accordance with a previous investiga-
tion in an elderly Greek population [33]. Furthermore, ad-
vancing age strongly correlated (after control for potential 
cofactors) with higher scoring on the Geriatric Depression 
Scale and lower on the MMSE in the present study. Age and 
female gender have already been documented as risk fac-
tors of depression in the elderly [34].

CONCLUSIONS

The GHRAS is aimed at investigating the interactions among 
genetic and environmental factors determining the health 
status of elderly Greeks. Here we presented the design and 
sociodemographic, lifestyle, dietary, clinical, and psycho-

Figure 3.  Negative correlation between age and total cholesterol levels (A) and positive correlation between age and systolic blood pressure levels 
(B) in the elderly participants.

BA

Dietary variables Women (n=547) Men (n=235) p

Refi ned grain (servings/week)  13.1±12.2*  17.4±13.0 <0.001

Unrefi ned grain (servings/week)  7.7±10.3  6.5±11.2 0.291

Fruits (servings/week)  17.1±10.2  16.7±10.8 0.711

Vegetables (servings/week)  9.8±3.8  10.3±4.2 0.005

Potatoes (servings/week)  1.8±1.3  2.2±1.4 0.003

Legumes (servings/week)  2.1±1.0  2.6±1.2 0.032

Fish (servings/week)  2.2±1.3  2.5±1.5 0.004

Poultry (servings/week)  1.7±1.0  1.7±1.2 0.367

Red meat and products (servings/week)  2.8±1.9  3.6±3.3 <0.001

Dairy products (servings/week)  22.2±10.2  23.1±10.5 0.388

Sweets (servings/week)  5.3±4.3  5.9±5.8 0.032

Alcohol (ml/day)  27.9±55.6  94.6±138.7 <0.001

Mediterranean diet score (1–55)  29.7±3.0  30.7±3.4 <0.001

Table 3. Weekly frequency of food groups consumed by the recruited elderly women and men.

* Mean ±SD.
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logical characteristics of the participants. Further investi-
gation of possible interactions among these factors would 
reveal their impact on the health status and well-being of 
elderly Greeks.
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Abstract

Background: Aging is associated with low-grade ele-
vation of circulating inflammatory markers, leading to
increased risk of morbidity and mortality. The Medi-
terranean diet has been suggested as a determinant
of longevity. In the current study, we investigated the
impact of the Mediterranean diet on inflammatory
status in old subjects.
Methods: Within the ZINCAGE study, 957 healthy old
subjects (G60 years old) from five European countries
were recruited. Plasma interleukin (IL)-6, IL-8, mono-
cyte chemoattractant protein, tumor necrosis factor-
a, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and
erythrocyte sedimentation rate (ESR) were measured.
Dietary data were collected applying a food frequency
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questionnaire and were used to estimate adherence
to the Mediterranean diet.
Results: The Italians presented the greatest adher-
ence to the Mediterranean diet, while the Polish the
poorest. In females, higher diet score was significant-
ly associated with lower body mass index and ESR
and higher HDL-C levels (bs–0.127, ps0.003;
bs–0.144, ps0.001; bs0.144, ps0.029, respectively).
In males, diet score was negatively associated with
IL-8 levels (bs–0.101, ps0.044). The Mediterranean
diet was associated with reduced IL-8 concentrations
in Greeks (bs–0.213, ps0.007).
Conclusions: There were significant effects of the
components of the Mediterranean diet on inflamma-
tion markers. The Mediterranean diet score is useful
in assessing nutritional influence on immune status.
Clin Chem Lab Med 2008;46:990–6.
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Introduction

Ageing is characterized by phenotypic and functional
changes of the immune system, leading to increased
systemic inflammation and thus to increased risk of
infectious, autoimmune and neoplastic diseases and
mortality. Moreover, a dysregulation of the acute
phase response has been suggested as an important
contributor to immunosenescence (1–3).

Age-related inflammation also involves elevation of
circulating cytokines and chemokines (1). Among the
cytokines, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis fac-
tor-a (TNF-a) have been positively associated with
advancing age in several studies (4–9). Regarding
chemokines, studies have shown that IL-8 and
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) levels
also increase with age (8, 10–13). Low-grade elevation
of inflammatory mediators is associated with frailty,
cardiovascular disease and all-cause mortality in the
elderly (1, 6).

The association of nutrition with chronic diseases
has gained large scientific interest. While several
nutrients have been suggested to have anti-inflam-
matory effects (14), there is growing evidence that
certain dietary patterns, such as the Mediterranean
diet, may contribute to decreased inflammatory mark-
ers (15) and longevity (16–19). It is suggested that due
to the interrelated effect of nutrients on health and
disease, the overall dietary pattern evaluation would
be more efficient in investigating associations
between nutrition and health status (14, 20). The Med-
iterranean dietary pattern has been associated, in
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large cohorts, with reduced cardiovascular disease
risk, incidence of cancer and overall mortality (16, 19,
21–24).

Within the ZINCAGE project, biochemical, genetic
and lifestyle factors for healthy ageing are studied in
a European cohort (25). For the purpose of the current
study, healthy elderly subjects (G60 years) were
recruited, and dietary data and inflammatory markers
were evaluated. We applied a Mediterranean diet
score, representing adherence to the Mediterranean
diet, to investigate its impact on inflammatory status
in European old subjects.

Materials and methods

Subjects and study design

The study was carried out on a sample of 957 (209 from
France, 163 from Greece, 143 from Germany, 301 from Italy
and 141 from Poland) healthy non-institutionalized men and
women )60 years of age. Moreover, the participants of the
study had to be free of medication, such as steroids, diuret-
ics, anticonvulsants, anti-depressive drugs, antibiotics,
antimetabolites, non-steroid anti-inflammatory drugs and
micronutrient supplementation. Subjects were excluded if
they had autoimmune, neurodegenerative, cardiovascular,
kidney or liver disease, diabetes, infections, cancer, chronic
inflammatory bowel disease or acrodermatitis enteropathi-
ca, sickle cell anemia, chronic skin ulcerations and endocrine
disorders. Medical history was recorded by the family doctor
or through a medical examination when possible. Smoking
habits were also recorded using a standardized question-
naire. Current smokers were defined as those who smoked
at least one cigarette per day. Ethical approval was obtained
at all of the centers of recruitment and all subjects signed an
informed consent form. The study was part of ‘‘Nutritional
zinc, oxidative stress and immunosenescence: biochemical,
genetic and lifestyle implications for healthy ageing –
ZINCAGE’’ (25).

Anthropometric and biochemical measurements

The anthropometrical measurements, including weight and
height, were obtained using standardized techniques and
equipment. Body mass index (BMI) was calculated as
weight/height squared (kg/m2). Also, blood samples were
collected after 12 h fasting. Plasma concentrations of IL-6, IL-
8, MCP-1 and TNF-a were simultaneously evaluated using
commercially available multiplex bead-based sandwich
immunoassay kits (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA), as described elsewhere (8). Additionally, erythrocyte
sedimentation rate (ESR) and high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) values were also measured.

The Mediterranean diet score

A food frequency questionnaire, designed for the needs of
ZINCAGE, was used for the dietary assessment. The ques-
tionnaire included all major food groups and food items with
high zinc content. All participants reported their daily, weekly
or monthly average intake of several food items that they
consumed during the last year. Then, the frequency of con-
sumption was quantified approximately in terms of the num-
ber of times a week this food was consumed. Alcohol
consumption was also assessed and calculated as mL/day.

A dietary pyramid has been developed to describe the
Mediterranean dietary pattern (26). According to this dietary
pattern we calculated each participant’s special diet score,
which assessed adherence to the Mediterranean diet (range
0–55), as described elsewhere (27). In brief, for the con-
sumption of items presumed to be close to this pattern (non-
refined cereals, fruit, vegetables, potatoes, legumes, fish and
olive oil), we assigned a score of 0 for no consumption and
scores 1–5 for rare to daily consumption. On the other hand,
for the consumption of foods presumed to be away from this
diet (red meat and red meat products, poultry and full-fat
dairy products), we assigned the opposite scores (i.e., 0
when a participant reported daily consumption to 5 for rare
or no consumption). For alcohol, we assigned a score of 5
for consumption of -300 mL/day, a score of 0 for consump-
tion of more than 700 mL/day, and scores of 1–4 for con-
sumption of 300, 400, 500 and 600 mL/day (containing 12 g
of ethanol per 100 mL).

Statistical methods and analysis

Statistical analysis was performed with SPSS version 11.5
(Leed Tools, Chicago, IL, USA). Continuous variables are pre-
sented as mean values"standard deviation (SD). The nor-
mal distribution of the investigated variables was assessed
through the Kolmogorov-Smirnov criterion. Due to a skewed
distribution, log-transformed values of diet score, plasma IL-
6, IL-8, MCP-1, TNF-a and ESR values were used. Correla-
tions were evaluated by calculation of Pearson r coefficient.
Student’s t-test, analyses of variance and analyses of covar-
iance were used to compare the variables among subgroups
of the sample. Because of multiple comparisons, Tukey’s
correction was used to control for overall type I error. Mul-
tiple linear regression models were applied, after controlling
for several potential confounders. All reported p-values are
based on two-sided tests and were compared with a signif-
icance level of 5%.

Results

A total of 957 old and oldest old subjects (209 from
France, 143 from Germany, 163 from Greece, 301
from Italy and 141 from Poland) participated in the
study. Demographic, biochemical and diet character-
istics of the participants are shown in Table 1. Current
smoking was recorded only in 9.0% of all elderly
subjects.

Among the groups examined, those in Italy had the
highest Mediterranean diet score, followed by the
German, the French, the Greek and lastly the Polish
groups (Figure 1A). Multiple comparisons showed
similar diet score values for Germany, France and
Greece (ps0.441, adjusted for age and gender). Italy
had the highest diet score values compared to all
other centers (p-0.020, adjusted for age and gender),
while Poland had the lowest diet score values
(p-0.015, adjusted for age and gender).

The same order of magnitude was observed among
males (Figure 1B). Italian males had the highest diet
score compared to all others (p-0.004, adjusted for
age), while German, French and Greek males had
similar diet score values (p)0.997, adjusted for age).
Polish males had the lowest diet score compared to
all others (p-0.020, adjusted for age), except for
Greek males (ps0.061, adjusted for age). Concerning
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Table 1 Characteristics of the healthy old and oldest old participants of the ZINCAGE study.

France Germany Greece Italy Poland

n Male 98 100 60 115 52
Female 111 43 103 186 89

Age, years Male 68.4"6.2a 69.7"4.8 73.3"6.2 77.2"9.1 72.7"6.2
Female 68.4"6.1 70.3"4.9 71.0"6.3b 79.9"10.0b 71.0"7.2

BMI, kg/m2 Male 25.7"2.8 25.3"2.5 28.2"3.5 25.5"3.3 25.8"3.1
Female 23.6"3.3b 23.9"3.2b 30.1"3.4c 24.2"3.9c 27.2"3..7b

IL-6, pg/mL Male 118.2"396.9 21.2"17.2 12.8"4.6 21.3"13.1 27.8"24.4
Female 74.3"159.8 22.0"20.9 13.6"4.6 20.7"10.9 23.9"14.0

IL-8, pg/mL Male 129.8"286.8 8.7"4.8 8.2"3.6 9.2"7.0 23.5"37.7
Female 196.2"485.9 8.8"5.5 8.4"4.2 13.3"18.5d 37.5"142.0

MCP-1, pg/mL Male 119.3"68.2 140.1"74.2 93.9"37.8 85.9"39.7 136.9"73.5
Female 135.9"208.6 124.7"49.0 91.1"35.2 82.2"42.4 174.8"372.8

TNF-a, pg/mL Male 119.8"70.2 92.5"48.0 57.0"24.0 64.3"40.1 80.2"66.8
Female 119.0"43.9 93.5"44.7 60.6"25.2 56.9"42.5 72.9"44.1

HDL-C, mg/dLe Male 59.2"12.2 59.9"13.0 54.7"12.3 56.6"12.8 47.8"9.8
Female 70.9"13.4b 75.8"17.3b 61.0"13.4c 57.4"17.5 57.0"11.7b

ESR, mm/h Male 9.6"8.4 5.6"4.5 14.1"12.0 14.3"12.1 12.1"13.7
Female 16.1"9.6d 8.8"6.0d 24.5"17.1d 18.0"12.5d 20.5"11.1d

Diet score Male 29.1"4.4 29.3"4.8 29.0"4.2 31.3"3.2 26.9"3.1
Female 29.1"4.0 28.8"5.7 27.7"3.4c 29.6"4.0c 26.6"3.0

aMean"SD, all such values, bsignificant difference between genders, cafter age adjustment, dafter age and BMI adjustments,
econversion factor: 0.026.

only females (Figure 1C), those in Italy and France had
higher Mediterranean diet score values compared to
Poland (p-0.001, adjusted for age), and similar to
each other and to German females (p)0.531, adjust-
ed for age). Females in Greece had significantly lower
diet score values compared to Italian females
(ps0.002, adjusted for age) and had similar score val-
ues to French, German and Polish females (p)0.094,
adjusted for age).

Adherence to the Mediterranean diet, as estimated
by the diet score, was significantly different between
genders for Greece and Italy (Table 1). Greek and
Italian old females had lower mean diet score values
compared to their male counterparts (ps0.002 and
p-0.001, respectively, adjusted for age).

The Mediterranean diet score was significantly
associated with lower BMI values in females (stan-
dardized bs–0.127, ps0.003, after control for age,
smoking habits and country of origin) (Figure 2A).
Furthermore, the diet score was associated in female
subjects with higher HDL-C levels (standardized
bs0.144, ps0.029, after control for age, BMI, smok-
ing habits and country of origin) and lower ESR val-
ues (standardized bs–0.144, ps0.001, after control
for age, BMI, hematocrit, smoking habits and country
of origin). These findings are illustrated in Figure 2B
and C. As regards male subjects, diet score was neg-
atively associated with IL-8 levels (standardized
bs–0.101, ps0.044, after control for age, BMI, smok-
ing habits and country of origin) (Figure 2D).

The Mediterranean diet score was significantly
associated with lower plasma IL-8 levels in the Greek

subjects (standardized bs–0.213, ps0.007), after con-
trol for age, sex, BMI and smoking habits (Figure 2E).
No other significant associations were found between
inflammatory factors and the diet score in the other
ethnicities. When we investigated potential correla-
tions among the components of the Mediterranean
diet score and the inflammatory markers, several
associations were revealed. These results are pre-
sented in Table 2. Higher levels of all investigated
inflammatory markers (IL-6, IL-8, MCP-1 and TNF-a)
were negatively associated with olive oil use and pos-
itively with red meat and products consumption, for
all European elderly, after control for age, gender, ori-
gin, BMI and smoking habits (Table 2). Interestingly,
non-refined cereal consumption was positively asso-
ciated with higher MCP-1 and TNF-a plasma levels
(Table 2).

Discussion

The Mediterranean diet has been suggested to pro-
mote health and longevity; therefore, during the last
years, a large number of diet scores have been cre-
ated to assess adherence to the Mediterranean diet
(28, 29). In the present study, we adopted a validated
Mediterranean diet score (27), which had already
been used in other cohorts (23, 27, 30–32). We inves-
tigated adherence to the Mediterranean diet within
the ZINCAGE European elderly cohort and its impact
on circulating inflammatory markers and other health
parameters.
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Figure 1 Mediterranean diet scores in different population
groups.
(A) Mediterranean diet score mean values in healthy old and
oldest old across European countries (p-0.001, adjusted for
age and gender). (B) Mediterranean diet score mean values
in healthy males across European countries (p-0.001,
adjusted for age). (C) Mediterranean diet score mean values
in healthy females across European countries (p-0.001,
adjusted for age). a,b,cBars with different lower case letters
are significantly different.

We demonstrated different degrees of adherence to
the Mediterranean diet among the European centers
examined. In particular, Italians had the highest
scores for adherence to the Mediterranean dietary

pattern, while the Polish had the lowest scores,
compared to all others. Old participants from France,
Germany and Greece had similar adherence to the
Mediterranean diet. On the contrary, data from other
studies investigating dietary habits among European
countries suggest higher compliance to the Mediter-
ranean dietary pattern in elderly subjects residing in
Greece and Italy, and to a lesser extent in elderly sub-
jects in France (33, 34). In the same studies, elderly
subjects from Germany appeared to adhere less to
the Mediterranean diet (33, 34). However, in contrast
to our study, no health criteria were used for the eld-
erly recruitment in the above-mentioned studies. In
accordance with our results, French elderly subjects
are considered to be close to the Mediterranean diet,
as assessed by a diet score (35). Additionally, data
derived from a nutritional study conducted in 10
European countries, investigating dietary patterns,
suggest a progressive narrowing of dietary differenc-
es between North and South European countries (36).
Regional-related differences in dietary patterns within
countries, as well as different diet score tools applied
in the studies and different recruitment criteria could
account for some of the contradictory data.

A significant finding of the current study is that
greater adherence to the Mediterranean diet was
associated with lower BMI values, higher HDL-C lev-
els and lower ESR values in European old females
(Figure 2A–C). It has been previously shown that the
Mediterranean diet has been inversely associated
with prevalence of overweight and obesity, as well as
with BMI levels (27, 31, 37, 38). Taking into account
the increasing prevalence of obesity in older adults
and its clinical complications on health status (39),
adherence to the Mediterranean diet could be bene-
ficial for ageing populations. In accordance to our
findings, previous studies have also underlined the
association of the Mediterranean diet with a favorable
lipid profile (27, 37), also in elderly populations (40).
Considering HDL-C as an important factor of longevity
(40, 41) with significant anti-inflammatory properties
(42), the adoption of a healthy diet could augment its
role in ageing. Furthermore, we demonstrated an
inverse effect of the Mediterranean diet on ESR val-
ues of ageing females. ESR is suggested to reflect
plasma concentration of acute phase response pro-
teins, resulting in a compound index of both viscosity
and inflammation. Furthermore, ESR has been asso-
ciated with an increased risk of coronary heart dis-
ease (43).

In the present study, we demonstrated a significant
association between adherence to the Mediterranean
diet and lower IL-8 levels in overall ageing males (Fig-
ure 2D). This finding was confirmed only in ageing
participants recruited from Greece (Figure 2E). Data
from other studies support that adherence to the
Mediterranean dietary pattern attenuates inflamma-
tory markers production (23, 24, 44–46); however,
there is no published data on diet and circulating
IL-8. The lack of association between the Mediterra-
nean diet score and the other inflammation markers
investigated in our study could be attributed to a
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Figure 2 Associations of the Mediterranean diet score with biochemical markers.
(A) Mediterranean diet score and BMI values for females (ns532, standardized bs–0.127, ps0.003). (B) Mediterranean diet
score and HDL-C levels for females (ns532, standardized bs0.144, ps0.029). (C) Mediterranean diet score and log-trans-
formed ESR values for females (ns532, standardized bs–0.144, ps0.001). (D) Mediterranean diet score and log-transformed
IL-8 levels for males (ns425, standardized bs–0.101, ps0.044). (E) Mediterranean diet score and log-transformed IL-8 levels
for Greek elderly subjects (ns163, standardized bs–0.213, ps0.007). Conversion factor: 0.026.

number of reasons. It could be speculated that differ-
ential genetic background and lifestyle habits across
European countries may influence diet-inflammation
interactions. Another aspect to consider is that the
Mediterranean dietary pattern may unevenly affect
the widely ranged inflammatory markers of the ethnic
groups examined.

Considering the other inflammatory markers eval-
uated in this study, we found several associations
with some components of the Mediterranean diet. As

expected by previously published data (47–49), olive
oil was associated with lower IL-6, IL-8, MCP-1 and
TNF-a levels. Furthermore, all investigated inflam-
matory markers were positively associated with
higher red meat consumption. This finding is in accor-
dance with previously published data, suggesting that
increased red meat consumption (46) and saturated
fat intake (50, 51) are associated with elevated levels
of inflammatory markers. Interestingly, we found a
positive association of non-refined cereal consump-
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Table 2 Correlations of inflammatory markers with the consumption of food groups and characteristics of the Mediterranean
diet in healthy old subjectsa.

Dependent Predictors Standardized b p
parameter coefficient

IL-6, pg/mL Red meat and productsb 0.161 -0.001

Olive oil usec –0.113 0.001

Alcohold 0.065 0.059
IL-8, pg/mL Red meat and productsb 0.115 0.001

Olive oil usec –0.139 -0.001

Alcohold 0.045 0.187
MCP-1, pg/mL Non-refined cerealsb 0.194 -0.001

Red meat and productsb 0.079 0.020

Olive oil usec –0.170 -0.001

Alcohold 0.041 0.212
TNF-a, pg/mL Non-refined cerealsb 0.086 0.007

Red meat and productsb 0.154 -0.001

Olive oil usec –0.061 0.050

Alcohold 0.027 0.388
aResults from separate multiple linear regression models after control for age, gender, BMI, country of origin and smoking
habits. b,c,dFood groups are presented as bservings/week, ctimes/week and dmL/day. Data in bold: statistically significant.

tion with increased levels of MCP-1 and TNF-a in eld-
erly subjects. Whole-grain consumption has been
associated with decreased levels of homocysteine
and C-reactive protein in previous studies (52, 53);
however, there are no bibliographic data on MCP-1
and TNF-a status.

In conclusion, we assessed adherence to the Med-
iterranean diet in a European ageing population using
a validated diet score. We demonstrated significant
effects of the Mediterranean diet on BMI, HDL-C, ESR
and IL-8 levels. Furthermore, several associations
among components of the Mediterranean dietary pat-
tern and inflammatory markers were revealed. The
Mediterranean diet score is useful in assessing nutri-
tional influence on immune status of older adults.
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Abstract

Although zinc plays an important role in health status of the elderly, their dietary habits in relation to zinc intake are not well documented. The main
objective of the current study was the assessment of dietary zinc intake in European old populations and the investigation of its impact on plasma zinc and
inflammatory cytokines concentrations, in relation to genetic markers. Within the ZINCAGE study, 819 healthy old Europeans (≥60 years old) were recruited.
Plasma zinc, interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8) were measured. Genotype data were obtained for the −174G/C polymorphism in the IL-6 gene. Dietary
data were collected with a food frequency questionnaire and were used to calculate a zinc diet score. Zinc score was validated using additional dietary data (24-h
recalls), in a subsample of 105 subjects. Zinc score was different among most of the European centres (Pb.001), while an age-dependent decline was documented
(P=4.4×10−12). Plasma zinc concentrations were significantly correlated with the zinc score (standardized β=0.144, P=8.8×10−5). The minor allele frequency for the
−174G/C polymorphism was f(C) 0.31. There was a significant interaction of zinc diet score and GG (−174G/C) genotype on higher plasma IL-6 levels (β±S.E.=0.014
±0.0, P=.008). The main finding of our study was the detection of gene–nutrient and biochemical–nutrient interactions in a multiethnic cohort based on a
common dietary assessment tool.
© 2009 Published by Elsevier Inc.

Keywords: Zinc diet score; Plasma zinc levels; Inflammation; Genes; Elderly; ZINCAGE study

1. Introduction

Ageing is a process that affects all physiological systems and
increases susceptibility to disease and death. In particular, a
dysregulation of the immune system with ageing is believed to
contribute to morbidity and mortality, due to the greater incidence of
infections and cancer, as well as to inflammatory phenomena involved
in major age-related diseases, such as atherosclerosis [1].

Nutrition is a strong modulator of risk factors for chronic diseases.
This is especially important for the elderly, as proper nutrition plays a
crucial role in maintaining good health and functioning. Epidemio-
logical studies suggest that nutrition influences longevity [2–5],
cardiovascular events [6,7], neoplastic diseases [8,9] and cognitive
function [10,11] in the elderly. Thus, dietary habits of the elderly, both
in terms of dietary patterns and of single nutrient intake, need to be
taken into account in order to clarify the relation between nutrition
and health or disease in advanced age.

Zinc is an essential trace mineral for human health. It is a catalytic,
structural and functional component of many proteins, enzymes,
hormones and hormone receptors. Especially in elderly populations,
zinc is of great importance due to its impact on immune functions
[11,12], bone mass preservation [13,14], antioxidant defence [15], DNA
repair [16] and cognitive function [17]. While the importance of zinc
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ion bioavailability in the elderly is well documented, there is limited
data on the relationships between dietary zinc intake, zinc status and
healthy ageing [18,19]. Providing information about dietary habits of
the elderly and their possible impact on zinc and inflammatory status
would be useful for the determination of specific needs and dietary
guidelines in relation to zinc.

On the other hand, low-grade elevation of inflammatorymediators
has been recognized as a risk factor for age-related inflammation,
frailty, cardiovascular disease and all-cause mortality in the elderly
[20,21]. Amongst the inflammatory markers, IL-6 and IL-8 have been
positively associated with advancing age in several studies [21–24].
Nevertheless, genetic background also has an evident contribution to
immunosenescence [25]. Among the potential genetic markers of
inflammation, the −174G/C polymorphism in the promoter of the IL-6
gene has been shown to affect cytokine production, therefore
modulating susceptibility to age-related diseases and mortality
[26,27]. Several studies support that GG genotype is associated with
elevated IL-6 levels, impaired innate immune response and high
prevalence of inflammatory pathologies in the elderly [15,27,28].

Within the ZINCAGE project, biochemical, genetic and lifestyle
factors for healthy ageing are studied in a European cohort [26]. For
the purpose of the current study, healthy old subjects (≥60 years old)
were recruited and dietary and genetic data, plasma zinc, IL-6 and IL-8
measurements were obtained. We designed and calculated a zinc
score, representative of zinc dietary habits, in order to assess the
differential dietary intake of zinc in European old populations and to
investigate its impact on zinc and inflammatory markers concentra-
tions, in relation to genetic background.

2. Materials and methods

2.1. Subjects and study design

The study was carried out in a sample of 819 (272 from Italy, 163 from Greece, 137
fromGermany,128 from France and 119 from Poland) healthy noninstitutionalized men
and women older than 60 years. Moreover, the participants of the study had to be free
of medication such as steroids, diuretics, anticonvulsants, antidepressive drugs,
antibiotics, antimetabolites, non-steroidal anti-inflammatory drugs and micronutrient
supplementation. Subjects were excluded if they had autoimmune, neurodegenerative,
cardiovascular, kidney or liver disease, diabetes, infections, cancer, chronic inflamma-
tory bowel disease or acrodermatitis enteropathica, sickle cell anaemia, chronic skin
ulcerations and endocrine disorders. Medical history was recorded by the family doctor
or through a medical examination when possible. Ethical approval was obtained at all
of the centers of recruitment and all subjects signed an informed consent form. The
study was part of the ZINCAGE study [26].

2.2. Anthropometric and biochemical measurements

The anthropometrical measurements included weight and height, and were
obtained using standardized techniques and equipment. Body mass index (BMI) was
calculated as weight (kg)/height (m) squared. Blood samples were collected after 12 h
of fasting, using trace element-free vacutainers. Plasma zinc levels were analyzed by
induction coupled plasmamass spectrometry (ICP-MS) according to themanufacturer's
instructions (Thermo Electron Corporation,Waltham, MA, USA). Plasma concentrations
of IL-6 and IL-8 were evaluated using commercially available multiplex bead-based
sandwich immunoassay kits (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), as described
previously [23].

2.3. Genotyping

Genomic DNA from peripheral blood was extracted with phenol/chloroform using
standard protocols. IL-6 −174G/C (rs1800795) polymorphism was screened, as
described elsewhere [27].

2.4. Assessment of dietary zinc intake

A qualitative food frequency questionnaire, designed for the needs of ZINCAGE, was
used for the assessment of dietary zinc intake. The food frequency questionnaire
included 53 food items, representative of the major food groups (red meat and poultry,
fish and seafood, dairy products, refined and nonrefined grains, raw and cooked
vegetables, fruits, eggs, sweets, beverages, and oil and added fat). The consumption of
all food items was recorded in terms of frequency (never or less than once a month,
occasionally, sometimes, daily consumption) and quantity (no, small, medium,

abundant consumption). Based upon these data, we determined a “zinc score” for
each volunteer. To provide a continuous variable, representative of zinc dietary habits,
frequency, quantity estimation and zinc content of foods consumed were all considered
for the zinc score calculation.

Individual food consumption was calculated as frequency (1 for never or less than
once a month, 2 for occasionally, 3 for sometimes and 4 for consumption everyday)
multiplied by quantity (0 for no consumption, 1 for small, 2 for medium and 3 for
abundant). Taking into account the large variations of zinc content in foods, evenwithin
food groups, all food items were considered separately. European National and USDA
food composition tables were used to define zinc content for all 53 food items included
in the food frequency questionnaire. Zinc content of all food items used for the zinc diet
score calculation is presented in Table 1. Consumption of each food was then multiplied
to the correspondent zinc content. A zinc score was calculated for each old volunteer as
the sum of all estimated zinc intakes derived from all listed food items. The general
formula used for zinc score calculation was: Zinc score=Frequency×Quantity×Zinc
content. The calculation of the zinc score provided with a continuous variable as a
comparative estimate of dietary zinc intakes among recruited old subjects.

A validation study of the developed zinc score was conducted in a subsample of 111
old subjects (51 males and 60 females), because of the high cost of complete dietary
assessment in all subjects of the ZINCAGE study. Three 24-h recalls were collected from
each old participant of the validation study. Dietary data were assessed using the
Nutritionist Pro software (Axxya Systems) and published national food composition
tables, for the estimation of mean daily dietary zinc intake.

2.5. Statistical methods and analysis

Statistical analysis was performed with SPSS edition 13.0. Continuous variables are
presented as mean values±S.D. The normal distribution of the investigated variables
was assessed through the Kolmogorov–Smirnov criterion. Due to skewed distribution,
log-transformed values of zinc score, plasma IL-6, IL-8 and zinc levels were used.
Correlations were evaluated by calculation of Pearson r coefficient. Student's t test,
analyses of variance (ANOVA) and analyses of covariance (ANCOVA) were used to
compare the variables among subgroups of the sample. Because of multiple
comparisons, Tukey's correction was used to control for overall type I error. The
distribution of the investigated polymorphism was compared with the expected
frequency through the Hardy–Weinberg equilibrium (HWE), using Pearson's chi-
squared test. Multiple linear regression and univariate analysis of variancemodels were
applied, after taking into account the effect of potential cofounders. All reported P
values are based on two-sided tests and were compared with a significance level of 5%.

Table 1
Zinc content of all food items used for the zinc diet score calculation

Food item (serving) Zn content/
serving (mg)

Food item (serving) Zn content/
serving (mg)

Oysters (3 oz) 74.00 Whole-wheat bread (1 slice) 0.50
Calf (3 oz) 5.50 Egg (1 item) 0.50
Liver (3 oz) 4.50 Tomatoes cooked (0.5 cup) 0.45
Shellfish (3 oz) 4.00 Potatoes cooked (1 cup) 0.40
Lamb (3 oz) 4.00 Other cooked vegetables

(1 cup)
0.40

Horse (3 oz) 3.00 Fisha (3 oz) 0.40
Canned meat (3 oz) 3.00 Ice cream (0.5 cup) 0.40
Offal (3 oz) 3.00 Wheat bread (1 slice) 0.20
Turkey (3 oz) 2.80 Raw vegetables (1 cup) 0.20
Pork (3 oz) 2.50 Vegetable soup (1 cup) 0.20
Other meat (3 oz) 2.50 Fruit juice (1 cup) 0.20
Yoghurt (1 cup) 2.00 Cake/snack (1 piece) 0.13
Chicken (3 oz) 1.70 Fruits (1 medium) 0.10
Legumes cooked

(0.5 cup)
1.30 Canned fruits (0.5 cup) 0.10

Peas cooked (1 cup) 1.10 Dried fruits (1 medium) 0.10
Canned fish (3 oz) 1.00 Chocolate (0.5 bar) 0.10
Milkb (1 cup) 1.00 Cola-type beverage (1 cup) 0.05
Hard matured cheese

(1 oz)
0.90 Cookies (1 item) 0.02

Pizza (1 slice) 0.80 Tea (1 cup) 0.02
Cheesec (1 oz) 0.80 Butter, lard (1 tablespoon) 0.001
Pasta/rice (1 cup) 0.70 Sugar/honey (1 teaspoon) 0.00
Cold meat/salami

(2 slices)
0.65 Oild (1 teaspoon) 0.00

a Includes codfish/bluefish, frozen fish and other fresh fish.
b Includes full-cream, semi-skimmed and skimmed milk.
c Includes fresh and soft cheese.
d Includes extravirgin olive oil, olive oil, seed oil and margarine.
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3. Results

A total of 819 subjects (128 from France, 137 from Germany, 163
from Greece, 272 from Italy and 119 from Poland) entered the study.
Demographic, biochemical and diet characteristics of the recruited
subjects are shown in Table 2.

In the subsample of 105 healthy older subjects, who enrolled in
the validation study, the assessed mean daily dietary zinc intake was
8.2±3.5 mg/day and the calculated mean zinc score was 126.9±54.6.
Zinc score was significantly associated with daily dietary zinc intake
(mg/day) (standardized β=0.260, P=.007, after controlling for age,
sex and country of origin). This finding is illustrated in Fig. 1A.
Plasma zinc values showed significant positive correlations with
dietary zinc score in all elderly (standardized β=0.144, P=8.8×10−5,
after controlling for age, sex, country of origin and BMI), as
illustrated in Fig. 1B.

Amongst the overall healthy old populations examined, those in
France had the highest zinc scores, followed by the Italian, German,
Greek and, lastly, the Polish (Fig. 2). Multiple comparisons showed
significant differences in mean zinc score for all counties (Pb.001,
adjusted for age and gender), except between Germany and Italy,
occurring with the same zinc score values (P=.408, adjusted for age
and sex). The same order of magnitude was observed when only
females were considered, with all multiple comparisons statistically
significant (Pb.027, adjusted for age), except between German and
Greece female populations (P=.767, adjusted for age). Among healthy
male populations, the French had the highest zinc score, followed by
the German and the Italian, who had the same zinc scores (P=.111,
adjusted for age). Polish and Greek male populations presented with
the lowest zinc scores and were not different from each other (P=.287,
adjusted for age). Mean zinc score values were significantly different
between males and females for Italy and Poland (Table 2). Italian and
Polish old males had higher mean zinc scores compared to their
female counterparts (P=.012 and P=3.3×10−4, respectively, adjusted for
age and BMI).

There was a significant decline in zinc score with age in the
majority of the healthy old volunteers. A significant negative
correlation between zinc score and age was observed in the Italian,
Polish, German and Greek old population (P=5.3×10−12, P=9.4×10−7,
P=.044, P=.004, respectively, adjusted for gender). When all

Table 2
Characteristics of the ZINCAGE study subjects, stratified by country of origin and gender

France Germany Greece Italy Poland

n
Male 62 96 60 107 41
Female 66 41 103 165 78
Age (years)
Male 68.3±5.9a 69.7±4.8 73.3±6.2 77.4±9.2 72.4±6.1
Female 68.6±6.0 70.2±4.9 71.0±6.3b 79.7±10.0 71.0±7.3
BMI (kg/m2)
Male 26.0±2.8 25.3±2.5 28.2±3.5 25.4±3.3 25.6±3.1
Female 23.5±3.2b 23.9±3.3b 30.1±3.4c 24.4±4.0b 27.5±3.6b

IL-6 (pg/ml)
Male 22.1±7.6 19.0±11.2 12.8±4.6 19.8±8.9 22.8±9.2
Female 21.8±6.4 18.8±11.0 13.6±4.6 19.7±9.1 22.1±8.6
IL-8 (pg/ml)
Male 9.7±5.2 8.4±4.4 8.2±3.6 8.5±4.2 14.6±5.5
Female 10.5±6.3 8.3±4.3 8.4±4.2 9.9±4.3d 14.1±5.4
Plasma zinc (μM)
Male 13.3±4.0 12.4±1.6 11.2±1.7 11.4±2.7 12.5±2.4
Female 13.1±1.9 12.1±1.5 11.4±1.6 11.4±2.2 12.5±2.3
Zinc diet score
Male 296.8±136.8 168.9±96.9 109.9±25.8 166.9±54.0 104.8±35.4
Female 251.8±130.4 140.0±94.0 104.3±25.5 146.4±45.5b 87.1±26.3b

aMean±S.D., all such values. bSignificant difference between genders, cafter age
adjustment, dafter age BMI adjustments.

Fig. 1. Positive correlation between zinc diet score and dietary zinc intake (A) in healthy
old subjects (n=105, standardized β=0.260, P=.007, after controlling for age, sex and
country of origin), and plasma zinc values (B) in all old subjects (N=819, standardized
β=0.144, P=8.8×10−5, after controlling for age, sex, country of origin and BMI).

Fig. 2. Zinc score mean values in healthy old subjects across the European countries
(Pb.001, ANCOVA test adjusted for age and gender). ⁎Significantly different from all
other countries (Pb.001, ANCOVA test adjusted for age and gender).

3S. Kanoni et al. / Journal of Nutritional Biochemistry xx (2009) xxx–xxx

ARTICLE IN PRESSΣταυρούλα Κανόνη Δημοσιευμένες εργασίες



healthy old subjects were divided into two age groups (60–70 and
71–84 years of age), there was a significant decline in zinc score
throughout these age groups (P=4.4×10−12, adjusted for gender and
country of origin). A decline in mean zinc score values was significant
in subjects aged 71–84 years compared to elders between 60 and
70 years in Germany, Greece and Poland (P=.026, P=.042 and
P=2.1×10−7 accordingly, adjusted for gender). In contrast, no
significant decline in zinc score between the age groups was
observed in the French (P=.361 adjusted for gender). A decline in
zinc score was also significant across all Italian age groups, including
the oldest ones (P=6.4×10−10) (Fig. 3).

The minor allele frequency of the −174G/C polymorphism in the IL-
6 gene was 0.31 for the C allele. Genotype frequency was in HWE.
Demographic, biochemical and diet characteristics of the subjects,
according to their genotypes, are presented in Table 3. Old subjects
carrying the C allele for the −174G/C polymorphism in the IL-6 gene
presented with significant higher plasma IL-8 levels (P=.019)
compared to GG old subjects (Table 3).

In order to evaluate the impact of the −174G/C polymorphism and
zinc diet score on plasma IL-6 and IL-8 levels, twomodels of univariate
analysis of variance were applied (Table 4). Plasma IL-6 levels were
negatively associated with the presence of the GG genotype (β±S.E.=
−2.371±01.2, P=.006), while the impact of the zinc diet score was only
borderline significant (Table 4). However, the −174G/C genotype–zinc
diet score interaction was significant, as GG genotype was associated

with higher plasma IL-6 levels compared to GC/CC genotypes, with
increasing zinc diet score (β±S.E.=0.014±0.0, P=.008) (Table 4).

Plasma IL-8 levels were positively associated with advancing age
(β±S.E.=0.042±0.0, P=.013), while the impact of either the −174G/C or
the zinc diet score was statistically significant (Table 4).

4. Discussion

In order to assess the dietary zinc intake in old Europeans, we
designed a zinc score based upon data collected by a qualitative food
frequency questionnaire. To provide a continuous variable, represen-
tative of zinc-related dietary habits, frequency, quantity estimation
and zinc content of foods consumed were all considered for the zinc
score calculation. Delineating associations between nutrition and
health status is quite challenging in elderly populations, since dietary
behaviour is largely modified by age-related difficulties in mastica-
tion, gastrointestinal function and psychosocial factors [28]. Further-
more, basic difficulties in nutritional assessment of the elderly and the
complex influence of dietary habits on health and disease justify the
use of “diet” scores. Various diet scores are used in nutritional
epidemiology, providing an overall view of dietary habits. Mediterra-
nean diet score [5,29], dietary pattern analysis [30], healthy eating
index scores [31] and nutrient density scores [32] have all been
developed and used in large-scale elderly cohorts, in order to reveal
risk factors of morbidity. Furthermore, dietary scores have been
successfully applied on single nutrients, like folate, providing a valid
estimate of dietary intake in the elderly [33].

In the present study, we found a positive association between
plasma zinc levels and zinc score for the overall old cohort (Fig. 1B).
Other studies, investigating relations between dietary zinc intake and
plasma zinc levels, reported contradictory results [13,18,34–36]. These
discrepancies could be attributed to the lack of their employment of a
zinc-specific dietary assessment tool, as well as to the variety of
factors influencing zinc bioavailability. It is well documented that
dietary sources and other components of the diet [37,38], as well as
physiological factors, medications [39] and genetic background [40],
are strong modulators of zinc bioavailability and plasma zinc
concentrations. In particular, a recent study has shown a significant
effect of food phytate content on zinc absorption and bioavailability
[41]. However, it was not feasible to consider dietary factors
implicated in zinc absorption in our study design.

Our analysis revealed a significant gene–nutrient interaction
concerning the −174G/C IL-6 polymorphism and IL-6 plasma levels.
In particular, GG old subjects occurred with higher plasma IL-6 levels
compared to C allele carriers, with increasing zinc diet score. This
finding is in accordance with previously published data from a zinc
supplementation trial within the ZINCAGE study [42]; nevertheless,
it is contradictory to previously published data on zinc-regulated
gene expression in cultured peripheral blood mononuclear cells with

Fig. 3. Age dependent decline in zinc score in healthy old and very old subjects.
⁎Significant different from all other age groups (Pb.001, ANCOVA test adjusted for
gender).

Table 3
Differences in biochemical and dietary factors of the old subjects, stratified by the
−174G/C IL-6 genotypes

IL-6 −174G/C

GG GC/CC P

n 405 414
Male/female (%) 46.3/53.7 43.0/57.0 .354
Age (year) 73.6±8.5a 72.6±8.2 .093
BMI (kg/m2) 26.2±4.2 25.9±3.6 .236
IL-6 (pg/ml) 19.0±9.0 19.2±8.8 .520
IL-8 (pg/ml) 9.3±4.7 10.3±5.4 .019
Plasma zinc (μΜ) 11.9±2.2 12.1±2.5 .144
Zinc diet score 159.4±94.2 152.6±94.0 .065

a Mean±S.D., all such values. Values in italics represent statistically significant
P value.

Table 4
Results from univariate analysis of variance models, which evaluated the association
among plasma IL-6 and IL-8 levels, −176G/C polymorphism of the IL-6 gene and zinc
diet score in the ZINCAGE cohort

Covariates Plasma IL-6 (pg/ml) Plasma IL-8 (pg/ml)

β coefficient±S.E. P β coefficient±S.E. P

Age (year) −0.075±0.1 .107 0.042±0.0 .013
BMI (kg/m2) −0.146±0.1 .104 0.027±0.1 .733
Female vs. male 0.229±0.6 .034 0.820±0.4 .029
Nonsmokers vs. current smokers 0.564±1.1 .981 1.327±0.7 .023
Country of origin −0.915±0.2 .001 −0.210±0.1 .261
GG vs. GC/CC genotypes −2.371±1.2 .006 −1.751±0.7 .488
Zinc diet score 0.007±0.0 .067 −0.003±0.0 .293
GG genotype×Zinc diet

score vs. GC/CC
genotypes×Zinc diet score

0.014±0.0 .008 0.004±0.0 .668

4 S. Kanoni et al. / Journal of Nutritional Biochemistry xx (2009) xxx–xxx

ARTICLE IN PRESSΣταυρούλα Κανόνη Δημοσιευμένες εργασίες



a 50 μM zinc dosage [27]. This last effect may be attributed to the
pharmacological effect of large doses of zinc on pro-inflammatory
cytokines production [43]. However, when supplementing with a
physiological dose of zinc (10 mg/day), an increment in IL-6 levels of
GG old individuals was observed [44]. This finding supports the
hypothesis that zinc may have a role in stabilizing inflammation and
modulating the immune response, especially in GG subjects, with
subsequent prompt immune response against external noxiousness
[44]. On the other hand, experiments in lymphocytes from aged
donors, stimulated with LPS, have shown an increment of IL-6 levels
after zinc addition (15 μM) in vitro [45]. These data suggest the
importance of zinc as an immunomodulatory agent, while underlining
that increased dietary zinc intake in GG elderly could be beneficial
against external noxiousness, with subsequent good healthy status.
Such a consideration could be important, taking into account that the
GG genotype is considered detrimental for longevity [40].

Additionally, we found significant country-dependent differences
in zinc scores across Europe, with the French having the highest zinc
intake, then the Italian, followed by the German, while the Greek and
Polish old subjects had the lowest zinc intake. To our knowledge,
there are no published data to compare the dietary zinc intake of the
elderly among different European countries, applying a common
nutritional assessment tool. However, differential dietary habits
across Europe are well documented [31] and could account for this
country-dependent difference in zinc score. Interestingly, we have
also documented several differential consumptions in food groups,
within the ZINCAGE cohort [46]. Higher consumption of oysters in
France, as well as fish and red meat in France, Italy and Germany,
compared to Greece and Poland, could explain the large differences in
zinc score [46].

Furthermore, a decline in zinc score with age was recorded for the
majority of the investigated European old populations, except for the
French (Fig. 3). Results from other studies are contradictory, as some
investigators demonstrate a decline in dietary zinc intake with
advancing age [47], while others do not observe any age-related
change [18]. Unfortunately, the difficulty in recruiting very old
subjects from European countries other than Italy is inhibitory for
further comparisons among several age groups. However, it is well
documented that the elderly are at nutritional risk as a result of
multiple physiological, social, psychological and economic factors,
which adversely affect dietary choices and eating patterns [48]. On the
other hand, previously published results from the ZINCAGE study
indicate a progressive age-related increase of plasma IL-6, IL-8, MCP-1
and TNF-alpha concentrations in concomitance with low circulating
levels of zinc [23].

To sum up, we used a zinc diet score to assess gene–nutrient
interactions on the inflammatory status of the elderly. With the
application of a zinc score, different zinc intake on a gender-, age- and
country-dependent manner is revealed. A dietary assessment tool,
like zinc diet score, would be useful for the evaluation of gene–
nutrient and biochemical–nutrient interactions. Additional statistical
analysis, also including more genetic, biochemical and lifestyle data
along with the zinc score, would provide a substantial database for
gender- and country-specific dietary guidelines for the elderly.
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Abstract

Metallothioneins (MT), the antioxidant zinc-binding proteins, seem to mediate cardioprotection. It has been postulated that zinc homeostasis and MT
function may be altered, as a consequence of oxidative stress, in cardiovascular disease (CVD), with a potential implication of MT genetic polymorphisms. The
present study explores the role of +647A/C and +1245A/G MT1A polymorphisms on the susceptibility to CVD, zinc status and enzyme antioxidant activity, in
the Greek and Italian populations. The country selection was based on the lower zinc status and the reduced zinc dietary intake in Greece than in Italy despite the
similar Mediterranean dietary pattern. A total of 464 old, healthy control subjects and 369 old CVD patients more than 70 years of age were studied. Logistic
regression model indicated that +1245 MT1A G+ genotype significantly increased the risk of CVD in Greece (34.4% vs. 23.2%; odds ratio=1.88, 95% confidence
interval=1.14–3.08; P=.013) but not in Italy. Haplotype analysis showed an increment of CG haplotype frequency in CVD Greek patients (17.4% vs. 10.6%,
Pb.05). Differential country-related frequency distribution was also recorded. Applying a multivariate regression model, +647/+1245 MT1A haplotype was
associated with a modulation of enzyme antioxidant activities in both countries. Decreased plasma zinc and reduced intracellular Zn release, as well as increased
enzyme antioxidant activity, were more apparent in Greek healthy donors than in Italy. In conclusion, +1245 MT1A polymorphism and +647/+1245 MT1A
haplotype are implicated in CVD in Greece but not in Italy, suggesting a role of gene–diet interaction in the disease predisposition.
© 2010 Published by Elsevier Inc.

Keywords: Metallothionein polymorphisms; Zinc; Cardiovascular disease; Enzyme antioxidant activity

1. Introduction

Experimental and clinical studies have suggested an implication of
increased oxidative stress in the pathophysiology of atherosclerosis
and cardiovascular disease (CVD) [1–4], and oxidative stress may also
result from an imbalance between oxidant production and antiox-
idant defenses [5]. Metallothioneins (MTs), low molecular mass zinc-
binding proteins, exert an antioxidant function by regulating
intracellular zinc availability and protecting heart tissue from
damages induced by reactive oxygen and nitrogen species [6,7].

Several investigators report hypozincemia in atherosclerosis and CVD
[8,9] or a zinc dyshomeostasis during myocardial ischemia–reperfu-
sion model [10]. In addition, longitudinal or nested case–control
studies, within a prospective population, describe the general
involvement of zinc deficiency in increased CVD mortality [11],
especially in the presence of concomitant dysmetabolism of other
trace elements [12]. Zinc is also an important cofactor of two isoforms
of Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1 and SOD3 with cytoplasmatic
and extracellular localization, respectively). Alterations in antioxidant
defense mechanisms are correlated with CVD and atherosclerosis
severity [13,14]. Furthermore, a dyshomeostasis of other micronu-
trients that are essential cofactors of SOD and glutathione peroxidase
(GPx), such as copper and selenium [15], induces oxidative stress and
modulates endogenous defenses that combat it [16]. Interestingly,
zinc supplementation at physiological doses improves both zinc
status [17] and plasma and erythrocyte superoxide dismutase (pSOD
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and eSOD, respectively) levels, in a trial of healthy elderly participants
from ZINCAGE study [18]. Supplementation with a high dose of zinc
has also been suggested as a therapeutic strategy in terminating
angina pectoris [19]. Moreover, the use of zinc ionophore pyrithione
in ischemia–reperfusion model improves myocardial recovery,
promoting the increment of intracellular labile zinc in response to
oxidative stress [10]. Recent investigations suggest a strong associa-
tion among +647A/C MT1A polymorphism (rs11640851) and zinc
homeostasis in DM2 patients, affected by CVD complications [20],
while +1245A/G MT1A polymorphism (rs 8052394) appears to
influence serum SOD activity in diabetic Chinese patients [21]. The
analysis of these two polymorphisms, characterized by an amino acid
transition, may be useful to better elucidate the implication of MT1A
isoform on CVD susceptibility. Hence, the aim of the present study is
to investigate the potential impact of +647A/C and+1245A/GMT1A
polymorphisms on CVD susceptibility, in a Greek and Italian
population. The selection of these two countries was based upon
the evidence of lower plasma zinc levels in Greek elderly donors than
Italian ones (age range, 60–84 years) [22], despite the similar
Mediterranean dietary pattern [23]. Antioxidant enzyme activity
(pSOD, eSOD, CAT and GPx), zinc status and plasma levels of some
trace elements were also assessed.

2. Materials and methods

2.1. Patients and controls

The study population consisted of four groups of subjects: 244 Italian and 220
Greek healthy control subjects (Groups A and B) and 215 Italian and 154 Greek CVD
patients (Groups C and D).

Patients and controls recruited from Italy were born in Marche, a region in
Central Italy. Patients (n=215) (mean age=77±10 years) were enrolled from the
Department of Surgical Pathology, INRCA Geriatric Hospital during the 2005–2008
period, upon diagnosis of ischemic heart disease by clinical history and by resting
electrocardiogram and/or carotid artery disease by Doppler ultrasonography period.
The clinical features of the patients are summarized in Table 1. The control group
consisted of 244 free-living individuals (mean age=75±10 years), characterized as
healthy, on the basis of their clinical history and blood tests. In particular, they did
not suffer from diabetes or any other clinical symptoms or history of cardiovascular
and carotid artery disease.

Greek participants were randomly selected in the Athens region between February
2005 and December 2006 [24]. A complete medical and surgery record was obtained.
All participants who reported a diagnosed history of angina, heart failure, coronary
heart disease, stroke, myocardial infarction or surgeries such as heart bypass and
angioplasty were characterized as cardiovascular patients (n=154, mean age=74±6
years). The control group consisted of 220 free-living healthy subjects (mean age=72
±7 years), based on their clinical history and blood tests. The descriptive
characteristics of the Greek subjects are summarized in Table 1.

The INRCA Hospital and Harokopio University Ethics Committees approved the
project. Informed consent was obtained from each individual in compliance with
Italian and Greek legislation.

2.2. Laboratory measurements

Venous peripheral blood samples, collected after an overnight fast, underwent
basal biochemical laboratory determinations. Serum total cholesterol, HDL cholesterol,
LDL cholesterol and triglycerides were measured by automated enzymatic methods
with reagents from Boehringer-Mannheim (Germany). Fasting glucose and serum C-
reactive protein (CRP) levels were determined using standard laboratory methods. The
erythrocyte sedimentation rate (ESR) was determined by the classical Westergren
method. Plasma was collected and frozen at −80°C until used. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were separated by conventional density gradient
centrifugation, collected, washed and immediately used and/or in part cryopreserved
in liquid nitrogen aliquots of 2×106 cells in 1 ml of RPMI (GIBCO) with 10% of fetal calf
serum. Genomic DNA of PBMC was extracted by the phenol chloroform method,
according to the standard procedure.

2.3. Genotyping of +647A/C MT1A and +1245C/G MT1A polymorphisms

We screened for two single-nucleotide polymorphisms (SNPs) found in dbSNP
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) (PubMed Reference rs 8052394 and rs
11640851) corresponding to an A/C transition at +647 nt position and to an A/G
transition at +1245 nt position, respectively, in the coding region of the human MT1A

gene. The first SNP results in the Asp27Thr amino acid substitution, while the second
one corresponds to Lys51Arg amino acid change. PCR-restriction fragment length
analysis was performed, as previously described [25].

2.4. Zinc, copper and selenium concentrations in plasma

Plasma zinc, copper and selenium concentrations from Greek and Italian
samples were measured in the Laboratory of Nutrigenomic and Immunosenescence
(Ancona, Italy) with Thermo XII Series ICP-MS (Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA, USA), following the manufacturer's instructions (AN_EO604) with
slight modifications. Plasma samples were diluted 1:10 with a diluent, containing
0.1% Triton X-100, to maintain a stable emulsion with the diluted sample, and
0.15% HNO3, to ensure solubility of the trace elements, in order to achieve washout
of these elements between samples. External calibration solutions containing Zn,
Cu (blank to 2000 ppb) and Se (blank) were prepared by serial dilution of a parent
multielement solution (1000 ppm for Zn, Cu and Se) (VHG Labs, Manchester, NH),
using the same diluent as for the samples. Rhodium, at 200 ng/ml, was used as
internal standard. Data were acquired for 66Zn, 65Cu and 82Se. Quality of the
analysis was assured by assessment of “quality standard samples” (SERONORM™
TRACE ELEMENT SERUM, Sero AS, Billingstad, Norway). Zinc levels of the quality
standard samples were within 10% of the certified levels, as previously
reported [17].

The instrument was operated with a Peltier cooled impact bead spray chamber,
single piece quartz torch (1.5 mm i.d. injector) together with Xi interface cones and
a Cetac-ASX 100 autosampler (CETAC Technologies, Omaha, NE). A Burgener Trace
nebulizer was used as this device does not block during aspiration of clinical
samples. The instrument was operated in standard mode (non-CCT), using 1400 W
RF power, 1.10 L min−1 nebulizer gas flow, 0.70 L min−1 auxiliary gas flow, 13.0 L
min−1 cool gas flow, 70 ms dwell time, 30 s sample uptake and 35 s wash time
(2 repeats per sample).

2.5. Flow cytometric analysis of intracellular zinc ion availability, zinc release by MT and
MT determination

Flow cytometry assessments were carried out in the Laboratory of Nutrige-
nomic and Immunosenescence. “Zinc-free” RPMI medium (zinc concentration less
than 1 ppb) was obtained by treatment of RPMI with 5% Chelex 100 (Sigma-
Aldrich, Milan, Italy), adding EDTA and HEPES buffer at the final concentrations of

Table 1
Clinical characteristics of CVD patients and controls

Controls CVD patients

Italy
(n=244) (A)

Greece
(n=220) (B)

Italy
(n=215) (C)

Greece
(n=154) (D)

Age (years) 75±10 72±7 ⁎ 77±10 74±6 ‡‡

Male (%) 40.9 29.6 60 ⁎⁎⁎ 46.1†

Hypertension
(%)

51 70 ⁎⁎⁎ 72 ⁎⁎⁎ 84‡‡,†

Diabetes
mellitus (%)

0 0 25 ⁎⁎⁎ 20‡‡‡

Fasting glucose
(mg/dl)

92.3±13.0 91.8±9.1 108.7±38.5 ⁎ 105.1±27.4 ‡‡

BMI (kg/m2) 25.2±3.6 28.8±4.1 ⁎ 24.4±4.1 29.9±4.8‡‡,†

ESR (mm/h) 12.2±10.0 17.9±11.7 ⁎ 16.7±13.6 ⁎ 29.4±22.9 ‡‡,†

CRP plasma
levels
(mg/dl)

0.38×/÷0.48 0.32×/÷0.52 0.78×/÷2.19 ⁎ 0.93×/÷2.24 ‡‡,†

LDH (UI/L) 168.8±26.3 175.0±25.3 164.4±40.2 232.9±104.4 ‡‡,†

Total
cholesterol
(mg/dl)

211.4±38.3 220.3±30.8 200.1±41.3 ⁎ 229.5±42.6 ‡‡

HDL
cholesterol
(mg/dl)

56.1±14.8 58.4±12.5 59.7±21.5 53.5±12.8 ‡‡,†

LDL cholesterol
(mg/dl)

135.1±35.3 139.3±28.5 130.3±44.4 149.1±37.1 ‡‡

Triglycerides
(mg/dl)

112.8±80.5 112.4±51.9 130.7±67.0 ⁎ 134.3±60.6 †

LDH, total serum lactic dehydrogenase.
Univariate analysis (using age and gender as covariates) or χ2 test for categorical
variables were reported.

⁎ Pb.05 versus Group A.
‡‡ Pb.01 versus Group C.
⁎⁎⁎ Pb.001 versus Group A.
† Pb.05 versus Group B.
‡‡‡ Pb.001 versus Group C.
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1 and 25 mM, respectively (pH 7.4). Thawed or fresh PBMCs were divided into two
equal aliquots of 2×105 cells, at least. One aliquot was incubated with 20 μM
Zinpyr-1 (ZP-1) (Neurobiotex, Galveston, TX) for 30 min at 37°C and 5% CO2 in
HEPES buffered “zinc-free” RPMI medium containing 1 mM EDTA, as extracellular
chelator, of free zinc eventually still present in the medium and/or adsorbed to the
cell membrane.

The second aliquot was always incubated in the same conditions plus 50 μM N,N′,
N′-tetrakis (2-pyridylmethyl)ethylenediamine (Sigma-Aldrich), in order to detect the
autofluorescence of the zinc-free ZP-1 probe.

After incubation, the aliquots were immediately analyzed by flow cytometry
(Coulter Epics XL). After selecting lymphocyte population according to the forward
light and side scatters, the mean fluorescence intensity for ZP-1 was detected
(excitation wavelength, 488 nm; detection at 525±15) in the two aliquots. Data were
recorded as the ratio of ZP-1 fluorescence/ZP-1 autofluorescence and represented the
intracellular labile Zn (iZnL) [26].

To investigate the NO-induced release of Zn, an additional aliquot was
incubated with 20 μM ZP-1 plus 100 μM diethylamine NONOate acetoxymethy-
lated (AcOM-DEA/NO) (Calbiochem, VWR International s.r.l., Milan, Italy). In fact,
AcOM-DEA/NO is a cell-permeable acetoxymethylated diazeniumdiolate compound
that donates NO “intracellularly” following the action of intracellular esterases.
Once the incubation period was terminated, all aliquots were immediately read by
the flow cytometer. The difference between iZnL in the presence and absence of
NO donor was used to estimate the intracellular release of Zn (iZnR), as previously
reported [20].

MT determination was performed as previously reported by Malavolta et al.
[26], in thawed PBMC (2×105) treated with 0.3% paraformaldehyde and stored at
4°C for 2 days before processing using the monoclonal mouse anti-horse MT clone
E9 antibody (Dakocytomation, Denmark). Results are expressed as mean
fluorescence intensity.

2.6. Antioxidant enzyme activity determinations

The assessments of antioxidant enzyme activity in frozen samples from the Greek
and Italian population were performed at the Institute of Gerontology and Geriatrics,
University of Perugia (Italy). SOD3 (pSOD) (U/ml), CAT (μmol/min/mg protein) and
GPx (nmol NADPH/min/ml) activities in plasma were measured, according to the
methods of L'Abbé and Fisher [27], Beers and Sizer [28] and Flohé and Gunzler [29],
respectively. To determine SOD1 activity in erythrocytes (eSOD), red blood cells were
hemolyzed with cold distilled water. The enzymatic activity (U/g Hb) was measured in
the supernatant, according to Winterbourn et al. [30], following the extraction with
ethanol/chloroform mixture (1:1).

2.7. Assessment of dietary zinc intake

A qualitative food frequency questionnaire, designed for the needs of ZINCAGE
project [31], was used for the assessment of dietary zinc intake in healthy elderly
subjects. The consumption of 53 food items was recorded and, based upon these data, a
“zinc score” for each volunteer was determined. To provide a continuous variable,
representative of zinc dietary habits, frequency, quantity estimation and zinc content
of foods consumed were all considered for the “zinc score” calculation (zinc
score=frequency×quantity×zinc content). A validation study of the developed zinc
score has been previously reported [32].

2.8. Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS/Win program (version 15.0; SPSS Inc., Chicago, IL).
Differences among groups were compared by univariate analysis using one-way
analysis of variance for continuous variables and χ2 test for categorical variables. Post
hoc tests were performed when appropriate. The frequency distribution of +647A/C
and +1245A/G MT1A polymorphisms and the differences in allele distribution from
Hardy–Weinberg's equilibrium in control and patient groups were compared by
χ2 test.

Armitage's trend test and multiple logistic regression analysis were used to
evaluate the association between +647A/C and+1245A/GMT1A polymorphisms and
the study groups, after adjustment for potential cofounders, with the calculation of
odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CIs). Haplotype frequencies were
estimated by using an expectation maximization algorithm, implemented with
Arlequin package.

Pairwise linkage disequilibrium (LD) between the two SNPs was also assessed.
Bonferroni correction was used to adjust for multiple testing, with the single test
significance level established as α=.05, divided by the number of tests. Multiple
regression analysis for cardiovascular biochemical markers was performed, accord-
ing to the CG haplotype of the MT1A gene after controlling for age, gender, body
mass index (BMI) and hypertension. The calculation of partial correlation
coefficient, corrected for age, was performed after the log transformation of
variables with skewed distribution. A probability value less than .05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Clinical characteristics and biochemical parameters

Table 1 presents the clinical profile of the participants. Hyperten-
sion was more prevalent in Greece than Italy, both in healthy subjects
and in CVD patients (Pb.001 and Pb.05, respectively). Greek subjects
had a higher mean BMI value than the Italian participants (Pb.05). An
increased inflammatory status (ESR) was observed in Greek healthy
controls and CVD patients, when compared to the Italians (Pb.05).
With regard to CRP, a significant increment was observed exclusively
in the CVD group for both countries, compared to healthy controls
(Pb.05). Total serum lactic dehydrogenase was enhanced in Greek
CVD patients in relation to their Italian counterparts (Pb.01). No
country-dependent difference was recorded in the lipid profile of the
healthy elders. Significant differences in total cholesterol, LDL and
HDL cholesterol levels were observed between CVD patients from
Italy and Greece (Pb.05) (Table 1). CVD patients showed higher
triglyceride and fasting glucose levels than healthy subjects in both
countries (Pb.05).

Table 2 reports the biochemical parameters of the subjects. A
decrease in plasma zinc levels was observed in Greek healthy
controls, as compared to the Italian ones (Pb.05). A higher prevalence
of subjects with a mild zinc deficiency (cutoff ≤11 μM) was observed
in Greek healthy subjects when compared to Italian ones (47.3% vs.
32.4%; Pb.01). Moreover, a zinc deficiency was found in Italian CVD
patients compared to the Italian healthy controls (Pb.05). The
determination of zinc ion availability (iZnL) and the in vitro NO-
induced zinc release (iZnR) was performed in a subpopulation,
including 40 CVD patients and 40 healthy subjects, randomly selected
from each country using cryopreserved PBMCs. In order to verify if the
methodology [26] could be applied in frozen samples, we have
previously evaluated the correlations between iZnL and iZnR in fresh
versus frozen PBMCs in 28 Italian elderly controls (13 males and 15
females). A significant correlation between frozen and fresh samples
(iZnL fresh and frozen PBMCs: r=.661, Pb.001; iZnR fresh and frozen
PBMCs: r=.4, Pb.03) was found. iZnL values were lower in Italian CVD

Table 2
Metal trace elements, zinc status and antioxidant enzymes

Controls CVD patients

Italy
(n=244) (A)

Greece
(n=220) (B)

Italy
(n=215) (C)

Greece
(n=154) (D)

Zn plasma
levels (μM)

11.8±1.8 11.2±1.4 ⁎ 10.7±2.5 ⁎ 11.1±2.2

Se plasma
levels (μM)

1.21±0.44 1.45±0.50 ⁎ 1.22±0.53† 1.43±0.44 ‡

Cu plasma
levels (μM)

17.5±3.4 18.0±3.8 18.6±5.0 18.8±5.0

iZnL
a 1.34±0.12 1.33±0.22 1.24±0.10 ⁎ 1.35±0.15 ‡

iZnR
a 0.21±0.07 0.16±0.08 ⁎ 0.18±0.06 0.14±0.1†,‡

MT
(pmol/mg prot)

21.7±9.5 21.3±8.1 23.7±12.1 26.5±8.9†

MT/iZnR 368±202 365±165 468±160 ⁎ 480±90†

pSOD (U/ml) 22.4±4.3 22.5±3.8 22.3±4.0 23.1±2.9‡

eSOD (U/g Hb) 2970.3±660.3 3365.6±760.3 ⁎ 3094.3±716.3 3207.5±780.6
GPx (nmol

NADPH/
min/ml)

0.099±0.014 0.104±0.010 ⁎ 0.100±0.008 0.101±0.011

CAT
(μmol/min/
mg prot)

19.2±3.2 22.9±2.9 ⁎ 19.4±2.6 23.5±4.0‡

Univariate analysis (using age as covariate) was performed.
⁎ Pb.05 versus Group A.
† Pb.05 versus Group B.
‡ Pb.05 versus Group C.
a Tested in a subgroup of 40 CVD patients and 40 healthy controls randomly

chosen.
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than controls (Pb.05), whereas no difference was observed in Greece,
as well as between Greek and Italian healthy controls. iZnR values
decreased in the presence of disease in Greece (Pb.05), while a slight
downward trend was observed in Italy. In addition, iZnR values were
significantly lower in the Greek population than the Italian one
(Pb.05) (Table 2).

No country-related differences in MT levels were recorded.
However, MT levels were significantly increased in CVD Greek
patients, compared to their healthy counterparts (Pb.05), while MT/
iZnR increased concomitantly to the pathology, in both populations
(Pb.05) (Table 2).

With regard to other trace elements, no significant disease-related
differences were recorded in copper and selenium levels, although
Greek subjects presented higher selenium plasma concentrations,
compared to the Italians (Pb.05).

Antioxidant enzyme activity was not affected by the disease state,
but differences were observed in relation to country. In particular,

eSOD, GPx, and CAT activities were increased in Greek controls, as
compared to the Italian ones (Pb.05), while CAT and pSOD activities
were higher in CVD Greek patients than Italians (Pb.05).

Partial correlation coefficients, among enzyme antioxidant activ-
ity, zinc parameters and zinc score, are reported in Table 3. In Greek
healthy controls, an inverse correlation between MT/iZnR and eSOD
was found (r=−0.38, Pb.05). Positive correlations were observed
between iZnR and eSOD in Greece and in Italy (r=.32, Pb.01 and r=.4,
Pb.05, respectively). Moreover, significant correlations were observed
between zinc score and iZnR in Greece (r=.3, Pb.05) or plasma zinc
levels and zinc score in Italy (r=.17, Pb.01).

3.2. +647A/C and +1245A/G MT1A genotype distribution

The genotype frequency distributions for +1245A/G polymorph-
ism were in Hardy–Weinberg's equilibrium, in cases and controls in
both countries. The +647A/C MT1A polymorphism genotype

Table 3
Correlations between antioxidant enzyme activity, zinc score and Zn status in Greek and Italian healthy controls

LogMT/iZnR iZnR Plasma Zn

Coefficienta Significance Coefficienta Significance Coefficienta Significance

Italy
pSOD 0.027 0.8 -0.1 0.6 −0.16 0.4
eSOD −0.24 0.1 0.4 ⁎ 0.045 −0.07 0.6
GPx 0.12 0.5 −0.16 0.4 0.15 0.4
CAT 0.08 0.9 −0.1 0.3 −0.27 0.1
Zn score −0.1 0.6 0.1 0.09 0.17 ⁎⁎ 0.002

Greece
pSOD −0.25 0.1 0.11 0.5 −0.11 0.6
eSOD −0.38 ⁎ 0.021 0.32 ⁎ 0.009 0.21 0.3
GPx 0.02 0.6 −0.03 0.8 0.07 0.6
CAT 0.1 0.8 −0.12 0.5 −0.05 0.8
Zn score −0.21 0.09 0.3 ⁎ 0.015 0.1 0.1

a Partial correlation coefficients were computed after controlling for age.
⁎ Correlation is significant at least at the .05 level.
⁎⁎ Correlation is significant at least at the .01 level.

Table 4
Genotype distribution of +647A/C and +1245A/G MT1A polymorphisms in CVD and healthy controls

(A) Italy

Controls (n=244) CVD patients (n=215) P value (Pearson χ2 test)
[Armitage's trend test]

OR (95% CI) [P value]
(logistic regression model)

+647A/C MT1A genotype
AA 47.5% 55.3% .21 0.83 (0.39–1.75) [.62a]
AC 45.5% 37.7% [OR=0.851, χ2=1.80, P=.17969]
CC 7.0% 7.0%

+1245A/G MT1A genotype
AA 75% 80% .47 0.68 (0.31–1.48) [.34b]
AG 22.9% 18.7% [OR=0.775, χ2=1.67, P=.19683]
GG 2.1% 1.3%

(B) Greece

Controls (n=220) CVD patients (n=154) P value (Pearson χ2 test)
[Armitage's trend test]

OR (95% CI) [P value]
(logistic regression model)

+647A/C MT1A genotype
AA 44.5% 34.2% .12 1.25 (0.75–2.13) [.38a]
AC 48.2% 58.6% [OR=1.243, χ2 =2.48, P=.11567]
CC 7.3% 7.2%

+1245A/G MT1A genotype
AA 76.8% 65.6% .021 1.88 (1.14–3.08) [.013b]
AG 23.2% 33.1% [OR=2.103, χ2=6.66, P=.00989]
GG 0% 1.3%

Logistic regression analysis was performed with adjustment for age, gender, hypertension, BMI and diabetes.
ORs for genotypes were calculated, grouping aA/C+C/C (C+ genotype) versus A/A (C− genotype) and bA/G+G/G (G+ genotype) versus A/A (G− genotype).
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frequency was consistent with Hardy–Weinberg's equilibrium in the
various groups, except for the CVD Greek patients.

No significant different genotypic distribution of +647A/C MT1A
and +1245 MT1A polymorphisms was observed between CVD
patients and healthy old controls in Italy (Table 4A).

Similarly, no differences were observed in +647A/C MT1A
genotype distributions between healthy controls and CVD patients
in Greece. However, a significant association was found in Greece
between +1245A/G MT1A polymorphism and CVD, with increased
G+ frequency (AG and GG genotypes) in the patient group, with
respect to healthy controls (Pb.05 by Pearson χ2 test) (Table 4B).
Multiple logistic regression analysis, corrected for age, gender,
hypertension, BMI and diabetes, indicated, however, that the +1245
G+MT1A genotype was an independent risk factor for CVD (P=.013;
OR=1.88, 95% CI=1.14–3.08) (Table 4B).

3.3. Haplotype determination

Two single nucleotide polymorphisms of MT1A cluster were
determined, and the frequency of haplotypes was analyzed using the

Arlequin software package. The polymorphism of +647 MT1A was
in strong LD with the +1245 MT1A one, as indicated by the D′ value,
which was estimated in all subjects for both countries (D′=0.34,
Pb.00001 and D′=0.92, Pb.00001 for Italy and Greece, respectively).
Moreover, a significant difference in haplotype frequency distribu-
tion between CVD patients and control subjects was evident
in Greece (likelihood ratio=8.1, df=3, P=.04 by Pearson χ2)
(Table 5B), but not in Italy (likelihood ratio=3.9, df=3, P=.27 by
Pearson χ2) (Table 5A).

MT1A CG (Thr/Arg) haplotype was more prevalent in Greek CVD
patients, as compared to old individuals (17.4% vs. 10.6%; P=.007),
and these differences remained statistically significant after Bonfer-
roni correction for four comparisons. Haplotype frequency distribu-
tion between Greek and Italian populations, within the same subject
group, displayed significant differences in both controls and CVD
patients (controls: likelihood ratio=13.4, Pb.01; CVD patients: like-
lihood ratio=18.5, Pb.001).

3.4. Phenotype assessment according to +1245A/G MT1A
polymorphism and MT1A haplotypes in Greek and Italian participants

We evaluated the influence of MT1A haplotype on phenotype
markers (antioxidant enzymes and zinc homeostasis) in Greek and
Italian populations.

Multiple regression analysis of enzyme antioxidant activity
and iZnR according to the CG haplotype of the MT1A gene,
including age, gender, BMI and hypertension, as covariates,
was performed.

The Greek participants with CG haplotype (both CG+/CG− and
CG+/CG+, labeled as CG+) had higher GPx activity in healthy
donors (Pb.001) (Fig. 1B) and lower CAT activity (Fig. 1A) and iZnR

in CVD patients (Fig. 1C) than subjects without CG haplotypes
(labeled as CG−/CG−) (Pb.05). No differences in relation to CG
haplotype were observed for CAT activity and iZnR in the control
group and for GPx activity in CVD patients. In Italy, CG haplotype
was associated with higher pSOD in the control subjects and
increased eSOD in CVD patients (Pb.01 and Pb.05, respectively)
(Fig. 2A and B). No significant differences were found for GPx, CAT
activity and iZnR. Using the same multiple regression model, we
found that none of the other haplotypes was associated with

Table 5
Haplotypic frequencies in CVD and healthy controls

(A) Italy

+647 MT1A
allele

+1245 MT1A
allele

Controls,
frequency (%)

CVD patients,
frequency (%)

P value

A A 63.9 69.5 .085
C A 22.7 20.3 .40
C G 6.7 5.7 .51
A G 6.7 4.5 .15

(B) Greece

+647 MT1A
allele

+1245
MT1A allele

Controls,
frequency (%)

CVD patients,
frequency (%)

P value

A A 67.4 63.2 .26
C A 21.1 19.0 .43
C G 10.6 17.4 .007 ⁎⁎

A G 0.9 0.4 .33

For (A): likelihood ratio=3.9, df=3, P=.27 by Pearson χ2 when comparing all groups.
For (B): likelihood ratio=8.1, df=3, P=.04 by Pearson χ2 when comparing all groups.
Each P value is referred to the comparison between one haplotype versus all other ones.

⁎⁎ Pb.05 after adjusting for multiple comparisons, using Bonferroni correction.

Fig. 1. Catalase, GPx activity and intracellular zinc release according to +647/+1245 MT1A haplotypes in the Greek cohort. **Pb.001 as compared to CG−/CG− haplotype; *Pb.05 as
compared to CG−/CG− haplotype, using multivariate regression analysis correcting for age, gender, BMI and hypertension. CG+ haplotype identifies heterozygous and homozygous
subjects with CG haplotypes, while CG−/CG− represents subjects without CG haplotype.
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antioxidant enzyme activity or other clinical and biochemical
markers (data not shown).

4. Discussion

Oxidative stress and zinc dyshomeostasis have been implicated in
CVDs [33,34]. A cardioprotective role has been suggested for MT
[6,35], zinc-binding proteins regulating zinc homeostasis and anti-
oxidant response [36,37]. Recently, an involvement of +647A/C
MT1A polymorphism in DM2 CVD complications coupledwith altered
modulation of intracellular zinc homeostasis has been demonstrated
[20], whereas +1245A/G MT1A polymorphism seems to influence
the antioxidant enzyme activity in diabetic Chinese patients [21]. In
the present study, a logistic regression model revealed an association
of +1245 MT1A polymorphism with CVD in Greece, but not in Italy.
The variable LD among the Italian and the Greek population, as well as
the different lifestyle and environmental factors, including diet, could
explain the lack of association between +1245 MT1A polymorphism
with CVD in the Italian cohort. Several studies demonstrated that
gene–environment combinations may modify the disease risk with a
particular relevance for dietary habits [38–42].

No association between the +647A/C MT1A polymorphism and
CVD was observed. However, haplotype analysis showed a signifi-
cant association of the MT1A CG haplotype with CVD in the Greek
sample, as well as a different country-related haplotype frequency
distribution, suggesting heterogeneity in the frequencies of MT
variants in different European populations (unpublished data from
ZINCAGE study).

CG haplotype modulated enzyme antioxidant activity in Greece
(CAT and GPx) and in Italy (eSOD and pSOD), and it was associated
with decreased iZnR in CVD Greek patients (Figs. 1 and 2). All these
findings are relevant because they show for the first time the
implication of MT1A gene variants in antioxidant efficiency and CVD
susceptibility. In the Greek cohort, we have also observed a higher
prevalence of healthy subjects with mild zinc deficiency (cutoff ≤11
μM in the plasma) than Italian ones (47.3% vs. 32.4%; Pb.01). The
choice of this cutoff has been previously suggested to identify subjects
with a “potential zinc deficiency”, taking also into account a variability
of 10% in plasma zinc concentrations [17,43]. The lower zinc status in
Greece was also supported by impaired iZnR, which, in turn, reflects a
more reduced zinc intake in elderly Greek population than in Italy, as

previously reported [32]. The presence of a positive correlation
between iZnR and the dietary zinc intake in Greece confirms this
assumption. A moderate zinc deficiency may predispose to CVD
development or mortality, as also suggested by epidemiological
studies in other countries [11,44,45]. Zinc plays an antiatherogenic
role through the inhibition of both oxidative stress and endothelial
cells apoptosis during inflammation [46,47]. Moreover, zinc enhances
the activity and expression of antioxidant proteins, such as MTs [48]
and SOD [18]. Therefore, chronic zinc deficiency affects the antiox-
idant response determining susceptibility to oxidative stress and
modulation of inflammatory parameters [49,50], increasing, as such,
the risk of CVDs. In addition, since one of the protective effects of MT
on CVD may be attributed to their capacity to release zinc [51], Greek
subjects with impaired iZnR may be more vulnerable to the pathology
occurrence or progression. On the other hand, the Greek cohort
presents high prevalence of CVD risk factors, such as hypercholester-
olemia and hypertension [24], and increased BMI and ESR levels than
Italian ones (present study). The increment of enzyme antioxidant
activity (pSOD, eSOD and CAT) in Greece might be, in part, promoted
by a reduced zinc intake [52] or by the presence of atherogenic stimuli
[53,54]. Finally, the decreased zinc dietary intake in Greek healthy
elderly cohort [32] may be the main cause of the different results
between Greece and Italy, further supporting the relevance of the
gene–dietary habit interaction for CVD predisposition [41]. Interest-
ingly, the Mediterranean diet is widespread in both countries and is
associated with lower incidence of CVDs [55]. However, the
Mediterranean diet score is lower in Greece than in Italy and is
associated with increased circulating levels of pro-inflammatory
cytokines [56].

In conclusion, our data support +1245A/G MT1A polymorphism
and +647/+1245 MT1A haplotype as susceptibility markers for CVD
in theGreek population and suggest a possible influence ofMT1A gene
variants on antioxidant enzyme activity and intracellular zinc release.

However, a study with a large sample size is needed to
validate or replicate our association results, especially from other
ethnic populations.
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Impaired beta-cell function and insulin resistance are key determinants 
of type 2 diabetes (T2D). Hyperglycemia in the fasting state is one of 
the criteria that defines T2D1, it can predict definitive clinical end-
points in nondiabetic individuals2,3 and, when corrected in subjects 
with T2D, may help prevent microvascular4,5 and long-term macro
vascular6,7 complications. To date, there are nearly 20 published loci 
reproducibly associated with T2D8; most of these are also associated 
with decreased insulin secretion9 due to defective beta-cell function 
or beta-cell mass. Association studies for diabetes-related quantitative 
traits in participants without diabetes have also identified loci influ-
encing fasting glucose levels, whose effects appear to be mediated by 
impairment of the glucose-sensing machinery in beta cells10–17.

We recently formed the Meta-Analyses of Glucose and Insulin-
related traits Consortium (MAGIC) to conduct large-scale meta-
analyses of genome-wide data for continuous diabetes-related traits 
in participants without diabetes15. We aimed to identify additional 
loci that influence glycemic traits in individuals free of diabetes and 
investigate their impact on related metabolic phenotypes. We were 
also interested in understanding variation in the physiological range 
of glycemia and evaluating the extent to which the same variants 
influence pathological fasting glucose variation and T2D risk. The 
initial MAGIC collaboration identified the fasting glucose- and  
T2D-associated locus in MTNR1B15, which was also reported by 
others16,17; this finding demonstrated that studies of continuous gly-
cemic phenotypes in nondiabetic individuals can complement the 
genetic analyses of diabetes as a dichotomous trait and can improve our 
understanding of the mechanisms involved in beta-cell function and 
glucose homeostasis. Here, we extend our previous approach by per-
forming meta-analyses of ~2.5 million directly genotyped or imputed 
autosomal SNPs from 21 genome-wide association studies (GWAS). 
These 21 cohorts include up to 46,186 nondiabetic participants of 

European descent informative for fasting glucose and 20 GWAS includ-
ing up to 38,238 nondiabetic individuals informative for fasting insu-
lin, as well as the surrogate estimates of beta-cell function (HOMA-B) 
and insulin resistance (HOMA-IR) derived from fasting variables by 
homeostasis model assessment18. Follow-up of 25 lead SNPs in up to 
76,558 additional individuals of European ancestry identified nine 
new genome-wide significant associations (empirically determined as 
P < 5 × 10−8)19 with fasting glucose and one with fasting insulin and 
HOMA-IR. Five of these loci also demonstrated genome-wide signifi-
cant evidence for association between the glucose-raising allele and 
T2D risk in up to 40,655 cases and 87,022 nondiabetic controls.

The wealth of loci newly discovered to be associated with fasting 
glucose and HOMA-B contrasts with the single new locus identified 
for fasting insulin and HOMA-IR and suggests that there is a differ-
ent genetic architecture for beta-cell function and insulin resistance.  
Furthermore, our data support the hypothesis that not all loci that 
influence glycemia within the physiological range are also associated 
with pathological levels of glucose and T2D risk.

RESULTS
Genome-wide association meta-analysis of glycemic traits
We conducted a two-stage association study in individuals of European 
descent (Online Methods, Supplementary Fig. 1 and Supplementary 
Tables 1a,b). Because we sought to identify variants that influence fast-
ing glucose in the unaffected population, hyperglycemia in the diabetic 
range exerts deleterious effects on beta-cell function20,21 and treat-
ment can confound glucose and insulin measurements, we excluded 
individuals with known diabetes, those on anti-diabetic treatment, 
and those with fasting glucose ≥7 mmol/l. We combined data from  
21 stage 1 discovery GWAS for fasting glucose (n = 46,186) and  
20 GWAS for fasting insulin (n = 38,238), HOMA-B (n = 36,466)  

New genetic loci implicated in fasting glucose 
homeostasis and their impact on type 2 diabetes risk
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Levels of circulating glucose are tightly regulated. To identify new loci influencing glycemic traits, we performed meta-analyses  
of 21 genome-wide association studies informative for fasting glucose, fasting insulin and indices of beta-cell function (HOMA-B)  
and insulin resistance (HOMA-IR) in up to 46,186 nondiabetic participants. Follow-up of 25 loci in up to 76,558 additional 
subjects identified 16 loci associated with fasting glucose and HOMA-B and two loci associated with fasting insulin and HOMA-IR.  
These include nine loci newly associated with fasting glucose (in or near ADCY5, MADD, ADRA2A, CRY2, FADS1, GLIS3, 
SLC2A2, PROX1 and C2CD4B ) and one influencing fasting insulin and HOMA-IR (near IGF1). We also demonstrated association 
of ADCY5, PROX1, GCK, GCKR and DGKB-TMEM195 with type 2 diabetes. Within these loci, likely biological candidate genes 
influence signal transduction, cell proliferation, development, glucose-sensing and circadian regulation. Our results demonstrate 
that genetic studies of glycemic traits can identify type 2 diabetes risk loci, as well as loci containing gene variants that are 
associated with a modest elevation in glucose levels but are not associated with overt diabetes.
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Replication studies and global meta-analysis for 25 loci
We carried forward to stage 2 all independent loci with association 
to any of the four traits at P < 2 × 10−5; we did not include SNPs in 
the known T2D genes TCF7L2 and SLC30A8, for which no further 
validation was sought (Table 1 and Supplementary Table 2). We also 
included the nominally associated top SNP from a likely biological 
candidate (IRS1, P = 10−4 for HOMA-IR) and a locus with P values 
that approached genome-wide significance in several stage 1 discovery 
cohorts (PLXDC2-NEBL), even though their overall stage 1 P values  
were > 2 × 10−5 (Table 1 and Supplementary Table 2). In total,  
25 loci were chosen for replication.

We directly genotyped 25 variants in 26 additional stage 2 studies 
with up to 63,850 nondiabetic participants of European ancestry for 
fasting glucose and 25 studies and up to 52,892 participants for fast-
ing insulin, HOMA-IR and HOMA-B (Supplementary Table 1b and 
Online Methods). We also obtained in silico replication data for 12,708 
additional individuals from 7 studies for fasting glucose (9,372 partici-
pants and 5 studies for fasting insulin, HOMA-IR and HOMA-B), for a 
total of up to 76,558 individuals for fasting glucose and 62,264 for fast-
ing insulin, HOMA-IR and HOMA-B in stage 2 association analyses.

Our combined stage 1 and 2 meta-analysis, including a total of up 
to 122,743 participants for fasting glucose (98,372 for fasting insu-
lin, HOMA-IR and HOMA-B), established genome-wide significant 
associations for nine new loci for fasting glucose and/or HOMA-B (in 
or near ADCY5, MADD, CRY2, ADRA2A, FADS1, PROX1, SLC2A2, 
GLIS3 and C2CD4B) and one for fasting insulin and HOMA-IR 
(upstream of IGF1) (Table 1 and Fig. 1a–j). Here, we replicate the 
recently reported associations of the loci DGKB-TMEM195 (with 
fasting glucose)24 and GCKR (with fasting glucose, fasting insulin 
and HOMA-IR)11,12,25 at levels that exceed the threshold for genome-
wide significance. Loci that had previously achieved genome-wide 
significant associations with fasting glucose (G6PC2, MTNR1B and 
GCK) were also confirmed (Table 1).

and HOMA-IR (n = 37,037) and analyzed associations for ~2.5 
million autosomal SNPs directly genotyped and imputed22,23 from 
HapMap CEU sample data, assuming an additive genetic effect for 
each of the 4 traits.

Inverse variance-weighted meta-analyses revealed 12 inde-
pendent loci associated with fasting glucose and/or HOMA-B at 
genome-wide significance levels (Table 1, Supplementary Table 2  
and Supplementary Fig. 2a,b). These included five newly discov-
ered associations for loci in or near ADCY5, MADD, ADRA2A, 
CRY2 and FADS1 (Table 1 and Fig. 1a–j), four previously reported 
fasting glucose-associated loci in or near GCK, GCKR, G6PC2 and 
MTNR1B, the recently reported24 locus in DGKB-TMEM195, 
and two loci in the T2D susceptibility genes TCF7L2 (rs4506565, 
r2 = 0.92 with the previously reported SNP rs7903146) and 
SLC30A8 (rs11558471, r2 = 0.96 with the previously reported SNP 
rs13266634). Seven additional loci had reproducible evidence for 
association with fasting glucose and/or HOMA-B across stud-
ies at the arbitrary summary threshold of P < 2 × 10−5, chosen 
to prioritize SNPs for follow-up (Table 1 and Supplementary 
Table 2). After excluding SNPs within the four previously discov-
ered genome-wide significant fasting glucose loci in GCK, GCKR, 
G6PC2 and MTNR1B, we still observed an excess of small P values 
compared to the distribution expected under the null hypothesis 
(Fig. 2a,b), suggesting that some of these additional loci are likely 
to represent new fasting glucose– and/or HOMA-B–associated loci 
that merit additional investigation.

Stage 1 analyses of fasting insulin and HOMA-IR revealed no loci 
that reached genome-wide significance, but there were six loci with 
consistent evidence for association across study samples at P < 2 × 
10−5 (Table 1, Supplementary Table 2 and Supplementary Fig. 2c,d). 
Comparison of the observed P values with the distribution expected 
under the null hypothesis showed an excess of small P values that 
warrant further investigation (Fig. 2c,d).

Table 1  SNPs associated with fasting glucose-related or insulin-related traits at genome-wide significance levels
Glucose/HOMA-B selected SNPs Fasting glucose HOMA-B

SNP Nearest gene(s)
Alleles  

(effect/other) Freq Discovery P
I2 estimate  

(P ) Global P
Joint  

analysis n Discovery P
I2 estimate  

(P ) Global P
Joint  

analysis n

rs560887 G6PC2 C/T 0.70 4.4 × 10–75 0.31 (0.18) 8.7 × 10–218 119,169 2.0 × 10–28 0.54 (0.01) 1.5 × 10–66 94,839

rs10830963 MTNR1B G/C 0.30 1.2 × 10–68 0.00 (1.00) 5.8 × 10–175 112,844 1.8 × 10–22 0.45 (0.03) 2.7 × 10–43 90,364

rs4607517 GCK A/G 0.16 4.5 × 10–36 0.19 (0.46) 6.5 × 10–92 118,500 7.5 × 10–8 0.36 (0.12) 1.8 × 10–16 94,112

rs2191349 DGKB-TMEM195 T/G 0.52 7.8 × 10–17 0.10 (0.68) 3.0 × 10–44 122,743 5.4 × 10–11 0.09 (0.71) 2.8 × 10–17 98,372

rs780094 GCKR C/T 0.62 2.5 × 10–12 0.00 (1.00) 5.6 × 10–38 118,032 0.25 0.32 (0.18) 3.2 × 10–4 93,990

rs11708067 ADCY5 A/G 0.78 8.7 × 10–9 0.04 (0.89) 7.1 × 10–22 118,475 2.2 × 10–4 0.37 (0.10) 2.5 × 10–12 94,212

rs7944584 MADD A/T 0.75 1.5 × 10–9 0.00 (1.00) 2.0 × 10–18 118,741 1.1 × 10–4 0.16 (0.51) 3.5 × 10–5 94,408

rs10885122 ADRA2A G/T 0.87 8.4 × 10–11 0.00 (1.00) 2.9 × 10–16 118,410 3.7 × 10–6 0.11 (0.66) 2.0 × 10–6 94,128

rs174550 FADS1 T/C 0.64 1.5 × 10–8 0.00 (1.00) 1.7 × 10–15 118,908 4.5 × 10–5 0.01 (0.99) 5.2 × 10–13 94,536

rs11605924 CRY2 A/C 0.49 1.5 × 10–9 0.00 (1.00) 1.0 × 10–14 116,479 5.2 × 10–6 0.03 (0.94) 3.2 × 10–5 92,326

rs11920090 SLC2A2 T/A 0.87 1.9 × 10–6 0.00 (1.00) 8.1 × 10–13 119,024 1.4 × 10–4 0.36 (0.11) 4.5 × 10–6 94,629

rs7034200 GLIS3 A/C 0.49 1.2 × 10–4 0.00 (1.00) 1.0 × 10–12 106,250 1.9 × 10–6 0.19 (0.46) 1.2 × 10–13 83,759

rs340874 PROX1 C/T 0.52 7.1 × 10–8 0.00 (1.00) 6.6 × 10–12 116,882 3.7 × 10–5 0.00 (1.00) 5.3 × 10–6 92,942

rs11071657 C2CD4B A/G 0.63 2.8 × 10–7 0.00 (1.00) 3.6 × 10–8 114,454 0.23 0.08 (0.73) 0.002 90,675

rs11558471 SLC30A8 A/G 0.68 2.6 × 10–11 – –  45,996 1.4 × 10–6 – – 36,283

rs4506565 TCF7L2 T/A 0.31 1.2 × 10–8 – – 46,181 1.4 × 10–6 – – 36,461

Insulin/HOMA-IR selected SNPs Fasting insulin HOMA-IR

rs780094 GCKR C/T 0.62 1.1 × 10–4 0.14 (0.57) 3.6 × 10–20 96,126 9.9 × 10–7 0.25 (0.32) 3.0 × 10–24 94,636

rs35767 IGF1 G/A 0.85 1.0 × 10–7 0.17 (0.50) 3.3 × 10–8 94,590 7.8 × 10–8 0.26 (0.28) 2.2 × 10–9 93,141

Directly genotyped and imputed SNPs were tested for association with fasting glucose, fasting insulin and homeostasis model assessment of beta-cell function (HOMA-B) and 
insulin resistance (HOMA-IR). Twenty-one discovery cohorts with genome-wide data were meta-analyzed (stage 1 discovery), and 25 SNPs were promoted for replication of the same 
trait in a set of 33 additional cohorts with in silico (n = 7) or de novo (n = 26) genotype data (n = 31 for fasting insulin, HOMA-B and HOMA-IR; for stage 2 replication P values and 
effect sizes, see Table 2). A joint analysis was then performed (global). Heterogeneity in the discovery sample was assessed using the I2 index48. Replication was not attempted for 
SNPs in two known T2D-associated genes (SLC30A8 and TCF7L2) that achieved genome-wide significance for fasting glucose in stage 1. Freq denotes the allele frequency of the 
glucose-raising allele. n = sample size. Note that the previously reported GCKR SNP has associations with glucose-related and insulin-related traits.
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We further conducted a global meta-analysis of cohort results 
adjusted for body mass index (BMI) to test whether these diabetes-
related quantitative trait associations may be mediated by associations 
with adiposity. The adjustment for BMI did not materially affect the 
strength of the associations with any of the traits (data not shown).

Effect size estimates for genome-wide significant loci
We restricted our effect size estimates (Table 2 and Supplementary 
Table 2) to the stage 2 replication samples (up to n = 76,558) to avoid 
inflation introduced by the discovery cohorts (the so-called ‘win-
ner’s curse’26). The previously identified loci in G6PC2, MTNR1B 
and GCK showed the largest effects on fasting glucose (0.075, 0.067 
and 0.062 mmol/l per allele, respectively), with the remaining loci 
examined showing smaller effects (0.008 to 0.030 mmol/l per allele; 
Table 2). The proportion of variance in fasting glucose explained by 
the 14 fasting glucose–associated loci with replication data (that is, 
all fasting glucose loci except for those on TCF7L2 and SLC30A8) 
ranged from 3.2%–4.4% in the six replication studies providing this 
information. Because results from our largest unselected commu-
nity-based cohort (Framingham) were on the lower bound of these 

estimates (3.2%), we felt reassured that the winner’s curse was not a 
major concern in this instance and selected the Framingham cohort  
to estimate the proportion of heritability explained and the geno-
type score. With a heritability estimate of 30.4% in the Framingham 
cohort, these 14 loci explain a substantial proportion (~10%) of the 
inherited variation in fasting glucose. Given the possibility that these 
same loci harbor additional independent variants (for example, those 
due to low-frequency alleles not captured by this analysis) that also 
influence fasting glucose27, this estimate of the heritability attribut-
able to these loci is likely to be conservative.

We estimated the combined impact of the 16 loci associated with 
fasting glucose (the 14 loci included in the effect size estimates plus 
those on TCF7L2 and SLC30A8) in some of the largest cohorts 
(Framingham, the Northern Finland Birth Cohort (NFBC) of 1966 
and the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) study) by con-
structing a genotype score equal to the sum of the expected number 
of risk alleles at each SNP weighted by their effect sizes (see Online 
Methods). Fasting glucose levels were higher in individuals with 
higher genotype scores (Fig. 3), with mean differences of ~0.4 mmol/l 
(5.93 versus 5.51 mmol/l in NFBC 1966; 5.36 versus 5.03 mmol/l in 
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Figure 1  Regional plots of ten newly discovered genome-wide significant associations.  
(a) ADCY5. (b) MADD. (c) ADRA2A. (d) FADS1. (e) CRY2. (f) SLC2A2. (g) GLIS3. (h) PROX1.  
(i) C2CD4B. (j) IGF1. For each region, directly genotyped and imputed SNPs are plotted with 
their meta-analysis P values (as −log10 values) as a function of genomic position (NCBI Build 35).  
In each panel, the stage 1 discovery SNP taken forward to stage 2 replication is represented by 
a blue diamond (with global meta-analysis P value), with its stage 1 discovery P value denoted 
by a red diamond. Estimated recombination rates (taken from HapMap) are plotted to reflect the 
local LD structure around the associated SNPs and their correlated proxies (according to a white-
to-red scale from r2 = 0 to 1, based on pairwise r2 values from HapMap CEU). Gene annotations 
were taken from the UCSC genome browser.
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Framingham; 5.70 versus 5.29 mmol/l in ARIC) when comparing 
individuals with a score of 23 or higher (5.6% of the sample) to those 
with a score of 12 or lower (2.9% of the sample). The 0.4 mmol/l  
(7.2 mg/dl) difference between the two tails of the distribution of risk 
score in the population (top 5.6% compared to the bottom 2.9%) is of 
clinical relevance, as it represents a shift of approximately 25 centile 
points in the distribution of fasting glucose. Prospective evidence 
has shown that a difference of this magnitude in fasting glucose is 
associated with a relative risk of 1.54–1.73 for future T2D, account-
ing for other risk factors28. The impact of individual SNPs on fasting 
glucose in the combined discovery and replication samples is shown 
in Supplementary Figure 3.

We also analyzed data from 1,602 self-reported white European 
children aged 5.9–17.2 from two studies. Though directionally con-
sistent with observations in adults, some effect size estimates in these 
children were of smaller magnitude (data not shown). As in adults, the 
largest effect sizes were observed for risk alleles in GCK (b = 0.085,  
P = 1.2 × 10−5, n = 1,602), G6PC2 (b = 0.062, P = 1.9 × 10−4, n = 1,582)  
and MTNR1B (b = 0.033, P = 0.058, n = 1,309).

Impact of reproducibly associated loci on additional glycemic traits
We sought to investigate all 17 loci associated with fasting glucose, 
HOMA-B, fasting insulin or HOMA-IR at genome-wide significance 
for their effects on other continuous glycemic traits. Whereas most 
of the 16 loci associated with fasting glucose are also strongly associ-
ated with HOMA-B (Tables 1 and 2), the associations between fasting 
glucose loci and fasting insulin were weak at best; GCKR is the only 
locus reaching genome-wide significant associations for both fasting 
glucose and fasting insulin or HOMA-IR, with the glucose-raising  
C allele being associated with increased fasting insulin (global P = 3.6 ×  
10−20) and HOMA-IR (global P = 3.0 × 10−24). These patterns are 
consistent with the gross trait correlations obtained in Framingham 
for fasting glucose and HOMA-B (r = −0.43) and for fasting glucose 
and fasting insulin (r = 0.25).

Impairment of glucose homeostasis may be characterized by ele-
vated fasting glucose or fasting insulin, elevated glucose or insulin 
at 2 h after oral glucose tolerance test (OGTT), or elevated glycated 
hemoglobin (HbA1c). We tested associations of each of the 17 loci of 
interest in a subset of MAGIC cohorts with GWAS data informative 
for these traits. Because HbA1c is a measure of average glycemia over 
the preceding 2–3 months, we hypothesized that if an association of 
these loci with additional traits was present, it should be direction-
ally consistent. The three loci with the largest effect sizes on fasting 
glucose—G6PC2, MTNR1B and GCK—all showed genome-wide sig-
nificant and directionally consistent associations with HbA1c; DGKB-
TMEM195, ADCY5, SLC2A2, PROX1, SLC30A8 and TCF7L2 showed 
nominal (P < 0.05) evidence of directionally consistent association 
(Table 2). The fasting glucose–raising alleles at TCF7L2, SLC30A8, 
GCK and ADCY5 were associated (P < 0.0002) with increased 2-h 

glucose (Table 2); a parallel MAGIC project reports the genome-wide 
significant association with 2-h glucose of another ADCY5 SNP in 
strong linkage disequilibrium (LD) with our lead SNP (r 2 = 0.82)29. In 
contrast, and consistent with previous reports that the fasting glucose–
raising allele of GCKR is associated with greater insulin release during 
OGTT11,12,30, this allele was associated with lower 2-h glucose.

Testing of these loci for association with T2D as a dichotomous trait 
in up to 40,655 cases and 87,022 nondiabetic controls demonstrated 
that the fasting glucose–raising alleles at 7 loci (in or near ADCY5, 
PROX1, GCK, GCKR and DGKB-TMEM195 and the known T2D 
genes TCF7L2 and SLC30A8) are robustly associated (P < 5 × 10−8)  
with increased risk of T2D (Table 2). The association of a highly  
correlated SNP in ADCY5 with T2D in partially overlapping  
samples is reported by our companion manuscript29. We found less 
significant T2D associations (P < 5 × 10−3) for variants in or near 
CRY2, FADS1, GLIS3 and C2CD4B (Table 2). These data clearly show 
that loci with similar fasting glucose effect sizes may have very different 
T2D risk effects (see, for example, ADCY5 and MADD in Table 2).

Given that several alleles associated with higher fasting glucose 
levels were also associated with increased T2D risk and that the T2D-
related genes TCF7L2 and SLC30A8 showed association with fasting 
glucose, we systematically investigated association of all established 
T2D loci with the same four fasting diabetes–related quantitative traits. 
We found directionally consistent nominal associations (P < 0.05) of 
T2D risk alleles with higher fasting glucose for 11 of 18 established 
T2D loci, including MTNR1B (Supplementary Table 3). These data 
demonstrate that a large T2D effect size does not always translate to 
an equivalently large fasting glucose effect in nondiabetic persons, as 
clearly highlighted when contrasting the remarkably small effects of 
TCF7L2 on fasting glucose compared to MTNR1B (Table 2).

Impact of new glycemic loci on other metabolic traits
Next, we used available GWAS results for additional metabolic 
phenotypes (BMI from GIANT31, blood pressure from Global 
BPgen32 and lipids from ENGAGE33) to assess the impact of the 
newly discovered glycemic loci on these traits. None of the newly 
discovered loci had significant (P < 0.01) associations with BMI or 
blood pressure (Table 3). Notably, the FADS1 glucose-raising allele 
was associated with increased total cholesterol (P = 2.5 × 10−6),  
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Figure 2  Quantile-quantile plots. (a) Fasting glucose. (b) Beta-cell 
function by homeostasis model assessment (HOMA-B). (c) Fasting insulin. 
(d) Insulin resistance by homeostasis model assessment (HOMA-IR). In 
each plot, the expected null distribution is plotted along the red diagonal, 
the entire distribution of observed P values is plotted in black and a 
distribution that excludes the ten newly discovered loci shown in Figure 1  
is plotted in green. For fasting glucose and HOMA-B, the distribution that 
excludes the four genome-wide significant fasting glucose–associated 
loci reported previously (in GCK, GCKR, G6PC2 and MTNR1B) is plotted 
in blue. A comparison of the observed P values for each trait shows that 
fasting glucose and HOMA-B associations are much more likely to be 
detected than fasting insulin and HOMA-IR associations.
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low-density lipoprotein cholesterol (P = 8.5 × 10−6) and high-
density lipoprotein cholesterol (P = 2.9 × 10−5), but was associated 
with lower triglyceride levels (P = 1.9 × 10−6) (Table 3); a consist-
ent association of this locus with lipid levels has been previously 
reported34. The fasting glucose–﻿associated variant in MADD was 

not associated with lipid levels and is not in LD (r2 < 0.1) with 
a previously reported high-density lipoprotein cholesterol SNP 
(rs7395662)33, suggesting two independent signals within the same 
locus, one affecting lipid levels and the other affecting fasting glu-
cose levels (Table 3).

Potential functional roles of newly discovered loci
We investigated the likely functional role of genes mapping closest to 
the lead SNPs using several sources of data, including human disease 

Table 2  Association of newly discovered SNPs with glycemic traits in MAGIC and type 2 diabetes replication meta-analyses

SNP
Nearest  
gene(s)

Alleles  
(effect/
other)

Fasting  
glucose  
(mmol/l) HOMA-B

Fasting  
insulin (pmol/l) HOMA-IR HbA1c (%)

2-h glucose  
(mmol/l)

2-h insulin  
(pmol/l)

Type 2  
diabetesb

rs560887 G6PC2 C/T Effecta 0.075 (0.003) –0.042 (0.004) –0.007 (0.004) 0.006 (0.004) 0.032 (0.004) 0.017 (0.020) –0.031 (0.013) 0.97 (0.95–0.99)

P 8.5 × 10–122 7.6 × 10–29 0.11 0.16 1.0 × 10−17 0.41 0.01 0.012

rs10830963 MTNR1B G/C Effecta 0.067 (0.003) –0.034 (0.004) –0.006 (0.004) 0.004 (0.004) 0.024 (0.004) 0.056 (0.022) 0.034 (0.015) 1.09 (1.06–1.12)

P 1.1 × 10–102 1.1 × 10–22 0.14 0.37 3.0 × 10−9 0.01 0.02 8.0 × 10−13

rs4607517 GCK A/G Effecta 0.062 (0.004) –0.025 (0.005) 0.004 (0.006) 0.015 (0.006) 0.041 (0.005) 0.097 (0.026) –0.012 (0.015) 1.07 (1.05–1.10)

P 1.2 × 10–44 1.2 × 10–6 0.46 0.01 6.3 × 10−19 2.0 × 10−4 0.42 5.0 × 10−8

rs2191349 DGKB-

TMEM195

T/G Effecta 

P

0.030 (0.003) 

5.3 × 10–29

–0.017 (0.003) 

     6.4 × 10–8

–0.002 (0.003) 

  0.48

0.002 (0.004) 

   0.61

0.008 (0.003) 

0.01

0.000 (0.019) 

0.98

–0.006 (0.012) 

    0.60

1.06 (1.04–1.08) 

1.1 × 10−8

rs780094 GCKR C/T Effecta 0.029 (0.003) 0.014 (0.003) 0.032 (0.004) 0.035 (0.004) 0.004 (0.004) –0.091 (0.019) 0.000 (0.011) 1.06 (1.04–1.08)

P 1.7 × 10–24 1.4 × 10–5 3.6 × 10−19 5.0 × 10−20 0.32 1.4 × 10−6 1.00 1.3 × 10−9

rs11708067 ADCY5 A/G Effecta 0.027 (0.003) –0.023 (0.004) –0.011 (0.004) –0.006 (0.005) 0.015 (0.004) 0.094 (0.023) 0.008 (0.015) 1.12 (1.09–1.15)

P 1.7 × 10–14 3.6 × 10–8 0.01 0.16 5.1 × 10−4 6.6 × 10−5 0.60 9.9 × 10−21

rs7944584 MADD A/T Effecta 0.021 (0.003) –0.007 (0.004) 0.002 (0.004) 0.005 (0.004) 0.001 (0.004) –0.017 (0.022) –0.019 (0.013) 1.01 (0.99–1.03)

P 5.1 × 10–11 0.07 0.60 0.26 0.84 0.44 0.15 0.30

rs10885122 ADRA2A G/T Effecta 0.022 (0.004) –0.010 (0.005) 0.001 (0.005) 0.004 (0.005) 0.007 (0.005) 0.004 (0.030) –0.051 (0.019) 1.04 (1.01–1.07)

P 9.7 × 10–8 0.03 0.90 0.47 0.21 0.89 0.007 0.020

rs174550 FADS1 T/C Effecta 0.017 (0.003) –0.020 (0.003) –0.011 (0.004) –0.008 (0.004) 0.007 (0.004) 0.013 (0.019) –0.003 (0.012) 1.04 (1.02–1.06)

P 8.3 × 10–9 5.3 × 10–10 2.7 × 10−3 0.03 0.053 0.49 0.82 2.3 × 10−4

rs11605924 CRY2 A/C Effecta 0.015 (0.003) –0.005 (0.003) 0.001 (0.004) 0.003 (0.004) 0.001 (0.003) 0.023 (0.018) 0.006 (0.011) 1.04 (1.02–1.06)

P 8.1 × 10–8 0.13 0.73 0.34 0.72 0.20 0.62 1.7 × 10−4

rs11920090 SLC2A2 T/A Effecta 0.020 (0.004) –0.012 (0.005) 0.002 (0.005) 0.005 (0.005) 0.017 (0.005) 0.015 (0.027) –0.022 (0.016) 1.01 (0.99–1.04)

P 3.3 × 10–6 0.02 0.77 0.37 5.8 × 10−4 0.58 0.19 0.34

rs7034200 GLIS3 A/C Effecta 0.018 (0.003) –0.020 (0.004) –0.014 (0.004) –0.011 (0.004) 0.003 (0.003) 0.037 (0.018) 0.010 (0.011) 1.03 (1.01–1.05)

P 1.2 × 10–9 8.9 × 10–9 2.7 × 10−4 4.6 × 10−3 0.32 0.04 0.36 1.3 × 10−3

rs340874 PROX1 C/T Effecta 0.013 (0.003) –0.008 (0.003) –0.002 (0.004) 0.001 (0.004) 0.009 (0.004) 0.030 (0.020) –0.007 (0.012) 1.07 (1.05–1.09)

P 6.6 × 10–6 0.02 0.68 0.74 9.5 × 10−3 0.13 0.56 7.2 × 10−10

rs11071657 C2CD4B A/G Effecta 0.008 (0.003) –0.013 (0.004) –0.009 (0.004) –0.008 (0.004) 0.001 (0.004) –0.065 (0.020) –0.006 (0.013) 1.03 (1.01–1.05)

P 0.01 8.1 × 10–4 0.03 0.07 0.79 0.001 0.65 2.9 × 10−3

rs13266634 SLC30A8 C/T Effecta 0.027 (0.004) –0.016 (0.004) –0.004 (0.005) –0.0002 (0.005) 0.016 (0.004) 0.093 (0.022) –0.011 (0.015) 1.15 (1.10–1.21)c

P 5.5 × 10–10 2.4 × 10–5 0.44 0.97 3.3 × 10−5 2.0 × 10−5 0.47 1.5 × 10−8

rs7903146 TCF7L2 T/C Effecta 0.023 (0.004) –0.020 (0.004) –0.012 (0.004) –0.010 (0.005) 0.013 (0.003) 0.118 (0.021) 0.010 (0.013) 1.40 (1.34–1.46)c

P 2.8 × 10–8 1.4 × 10–7 0.004 0.03 1.8 × 10−4 2.6 × 10−8 0.42 2.2 × 10−51

rs35767 IGF1 G/A Effecta 0.012 (0.005) 0.009 (0.005) 0.010 (0.006) 0.013 (0.006) 0.010 (0.005) 0.027 (0.025) 0.015 (0.016) 1.04 (1.01–1.07)

P 0.01 0.09 0.10 0.04 0.050 0.28 0.33 6.6 × 10−3

Sample size  

for each trait

45,049– 

76,558

35,435– 

61,907

37,199– 

62,264

35,901– 

62,001

33,718– 

44,856

15,221– 

15,234

7,051– 

7,062

40,655  

cases/87,022  

controls

aPer-allele effect (SE) for quantitative traits was estimated from stage 2 replication samples for fasting glucose, homeostasis model assessment of beta-cell function (HOMA-B), 
fasting insulin, and homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR), and from discovery meta-analyses of MAGIC GWAS for glycated hemoglobin (HbA1c), 2-h 
glucose after an oral glucose tolerance test (BMI-adjusted) and 2-h insulin (BMI-adjusted). For the first four traits, the regression coefficients are obtained from the replication 
cohorts so as to avoid an overestimate of the effect size caused by the ‘winner’s curse’. Results from replication samples were unavailable for rs7903146 and rs13266634; thus, 
discovery meta-analysis results are shown for both SNPs for fasting glucose (n = 45,049–45,051), HOMA-B (n = 35,435–35,437), fasting insulin (n = 37,199–37,201) and 
HOMA-IR (n = 35,901–35,903). bReplication genotyping was undertaken in 27 independent type 2 diabetes (T2D) case/control samples for all except the TCF7L2 and SLC30A8 
signals. cAssociation with T2D for SNPs in TCF7L2 and SLC30A8 loci was estimated from the DIAGRAM+ meta-analysis for a total of 8,130 cases/38,987 controls. For these loci, 
we have included data on the most commonly associated SNPs with T2D in previously published data.
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Figure 3  Variation in levels of fasting glucose depending on the number  
of risk alleles at newly identified loci, weighted by effect size in an 
aggregate genotype score for the Framingham Heart Study. The bar plots 
show the average and standard error of fasting glucose in mmol/l for  
each value of the genotype score based on the regression coefficient  
(right y axis), and the histogram denotes the number of individuals in  
each genotype score category (left y axis). Comparable results were 
obtained for the NFBC 1966 and ARIC cohorts. On average, the range 
spans ~0.4 mmol/l (~7.2 mg/dl) from low to high genotype score.
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databases, evidence from animal models and bioinformatic analy-
ses (see Box 1, Online Methods and Supplementary Table 4). The 
newly discovered and previously established glycemic loci represent 
various biological functions: signal transduction (DGKB-TMEM195, 
ADCY5, FADS1, ADRA2A, SLC2A2, GCK, GCKR, G6PC2 and IGF1), 
cell proliferation and development (GLIS3, MADD and PROX1), 
glucose transport and sensing (SLC2A2, GCK, GCKR and G6PC2) 
and circadian rhythm regulation (MTNR1B and CRY2). All of these 
pathways represent further avenues for physiological characterization 
and possible therapeutic intervention for T2D. However, we note that 
other genes could be causal (Box 1 and Supplementary Table 4), and 
further experimental evidence will be needed to unequivocally link 
specific genes with phenotypes.

Expression analyses
We measured expression of the genes mapping closest to our lead 
SNPs (in DGKB-TMEM195, ADCY5, MADD, its neighboring gene 
SLC39A13 (a member of a family of zinc transporters mapping ~45 kb  
from the MADD lead SNP), ADRA2A, FADS1, CRY2, SLC2A2, GLIS3, 
PROX1 and C2CD4B) in human pancreas and other metabolically 
relevant tissues (Supplementary Fig. 4a). Although there was evidence 
of expression in human islets for nearly all genes tested (with the 
sole exception of TMEM195), we found that DGKB and MADD were 

most strongly expressed in brain, SLC2A2, FADS1, TMEM195 and 
PROX1 were most strongly expressed in liver and ADCY5 was most 
strongly expressed in heart, whereas SLC39A13, ADRA2A and CRY2  
were broadly expressed. Notably, C2CD4B was highly expressed in 
the whole pancreas with lower levels in isolated islets, suggesting 
that it is also present in exocrine cells. A duplicate experiment in a 
different laboratory obtained similar results (Supplementary Fig. 4b). 
We further examined expression of these transcripts in flow-sorted 
human beta cells from two separate individuals and documented 
beta-cell expression for all but TMEM195, with SLC39A13, CRY2, 
GLIS3 and PROX1 being particularly highly expressed in these cells 
(Supplementary Fig. 4c). Expression levels in metabolically relevant 
tissues for DGKB (beta cells) and TMEM195 (liver) provided equally 
credible evidence for their respective candidacies as the causal gene at 
these loci. Furthermore, based on its relatively high expression levels 
in beta cells, SLC39A13 (neighboring gene to MADD) constitutes a 
possible candidate gene that may merit further investigation.

Potential causal variants, eQTLs and copy number variants
Our results interrogate only a fraction of the common variants in 
any given genomic region; we therefore expect that for the major-
ity of the loci here described, the underlying causal variant has yet 
to be identified. Nevertheless, for some loci there are possible SNP 

Table 3  Association of newly discovered SNPs with related metabolic traits in other GWAS datasets

SNP
Nearest  
gene(s)

Alleles  
(effect/other) BMI (kg/m2)

Diastolic blood  
pressure (mm Hg)

Systolic blood  
pressure (mm Hg) Hypertension HDL LDL Total cholesterol Triglycerides

rs560887 G6PC2 C/T Effecta –0.013 (0.010) –0.146 (0.091) –0.105 (0.135) –0.023 (0.028) –0.004 (0.004) 0.01 (0.011) 0.019 (0.011) 0.004 (0.005)

P 0.18 0.12 0.46 0.41 0.32 0.35 0.10 0.52

rs10830963 MTNR1B G/C Effecta 0.002 (0.010) 0.034 (0.098) 0.088 (0.146) –0.003 (0.030) 0.005 (0.004) –0.015 (0.013) 0.002 (0.014) –0.004 (0.007)

P 0.86 0.74 0.56 0.91 0.26 0.25 0.88 0.58

rs4607517 GCK A/G Effecta 0.004 (0.011) –0.136 (0.111) –0.128 (0.165) –0.013 (0.033) –0.006 (0.005) 0.012 (0.014) –0.002 (0.015) 0.013 (0.007)

P 0.75 0.23 0.45 0.70 0.21 0.38 0.87 0.054

rs2191349 DGKB–TMEM195 T/G Effecta 0.001 (0.009) –0.075 (0.082) –0.046 (0.122) 0.007 (0.025) 0.002 (0.003) 0.009 (0.01) 0.015 (0.011) 0.004 (0.005)

P 0.95 0.37 0.71 0.79 0.64 0.40 0.18 0.44

rs780094 GCKR C/T Effecta 0.012 (0.009) 0.052 (0.084) 0.006 (0.124) 0.020 (0.025) 0.009 (0.003) 0.007 (0.01) –0.019 (0.011) –0.055 (0.005)

P 0.17 0.55 0.96 0.45 8.7x10−3 0.51 0.08 9.6 × 10−27

rs11708067 ADCY5 A/G Effecta –0.010 (0.011) –0.056 (0.104) 0.047 (0.156) 0.028 (0.031) 0.0004(0.004) –0.014 (0.013) –0.013 (0.013) –0.003 (0.006)

P 0.35 0.60 0.77 0.37 0.92 0.26 0.32 0.62

rs7944584 MADD A/T Effecta 0.023 (0.010) –0.208 (0.093) –0.170 (0.140) –0.038 (0.028) 0.007 (0.004) –0.013 (0.012) –0.016 (0.012) –0.007 (0.006)

P 0.02 0.03 0.24 0.18 0.06 0.27 0.18 0.26

rs10885122 ADRA2A G/T Effecta –0.021 (0.014) –0.079 (0.131) 0.168 (0.193) 0.073 (0.039) 0.01 (0.007) –0.019 (0.02) –0.02 (0.021) –0.02 (0.01)

P 0.14 0.56 0.40 0.07 0.15 0.34 0.33 0.04

rs174550 FADS1 T/C Effecta 0.003 (0.009) –0.208 (0.086) –0.108 (0.128) 0.013 (0.026) 0.014 (0.003) 0.046 (0.010) 0.052 (0.011) –0.025 (0.005)

P 0.73 0.02 0.42 0.62 2.9 × 10−5 8.5 × 10−6 2.5 × 10−6 1.9 × 10−6

rs11605924 CRY2 A/C Effecta 0.011 (0.009) 0.123 (0.082) –0.003 (0.123) 0.004 (0.025) 0.005 (0.004) 0.005 (0.011) 0.008 (0.011) –0.009 (0.005)

P 0.21 0.15 0.98 0.87 0.13 0.62 0.46 0.10

rs11920090 SLC2A2 T/A Effecta 0.010 (0.012) –0.034 (0.117) –0.023 (0.174) –0.030 (0.036) 0.003 (0.005) –0.004 (0.014) –0.009 (0.015) –0.015 (0.007)

P 0.42 0.78 0.90 0.41 0.60 0.81 0.57 0.04

rs7034200 GLIS3 A/C Effecta –0.002 (0.009) 0.093 (0.082) 0.087 (0.122) 0.006 (0.025) 0.0002(0.003) 0.015 (0.01) 0.028 (0.011) 0.005 (0.005)

P 0.86 0.27 0.49 0.80 0.94 0.15 8.3 × 10−3 0.37

rs340874 PROX1 C/T Effecta –0.007 (0.009) 0.113 (0.085) 0.093 (0.127) 0.029 (0.026) –0.007 (0.003) 0.009 (0.01) 0.003 (0.011) 0.007 (0.005)

P 0.46 0.20 0.48 0.27 0.04 0.39 0.81 0.19

rs11071657 C2CD4B A/G Effecta –0.006 (0.010) 0.132 (0.091) –0.007 (0.135) 0.020 (0.028) –0.004 (0.004) 0.012 (0.011) 0.002 (0.011) 0.006 (0.005)

P 0.54 0.16 0.96 0.49 0.22 0.28 0.86 0.30

rs13266634 SLC30A8 C/T Effecta –0.026 (0.011) –0.081 (0.094) –0.072 (0.139) 0.010 (0.029) 0.003 (0.004) 0.016 (0.011) 0.013 (0.011) 0.005 (0.005)

P 0.01 0.40 0.62 0.74 0.47 0.13 0.24 0.33

rs7903146 TCF7L2 T/C Effecta –0.033 (0.009) 0.026 (0.091) 0.025 (0.137) 0.003 (0.028) 0.005 (0.004) 0.007 (0.012) 0.007 (0.012) –0.006 (0.006)

P 4.4 × 10−4 0.78 0.86 0.92 0.22 0.53 0.55 0.31

rs35767 IGF1 G/A Effecta 0.003 (0.012) –0.102 (0.113) –0.078 (0.167) –0.005 (0.034) 0.003 (0.005) –0.009 (0.015) –0.012 (0.015) –0.002 (0.007)

P 0.81 0.38 0.65 0.87 0.56 0.52 0.43 0.84

n  28,225–

32,530

 28,591–

34,130

 28,557–

34,135

   8,145– 

9,553 cases

   21,045  17,521  17,529   21,104

   8,175–9,749 

controls

aPer-allele effect (s.e.m.). Results for BMI, blood pressure traits and lipid levels were kindly provided by the GIANT31, GlobalBPGen32 and ENGAGE33 consortia, respectively.
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candidates; in SLC2A2, the lead SNP (rs11920090) is in perfect LD 
(r 2 = 1.0) with rs5400 (stage 1 discovery association P = 5.9 × 10−6), 
which codes for the amino acid substitution T110I, predicted to be 
“possibly damaging” by PolyPhen35 and PANTHER (Pdel = 0.92)36. 
In GCKR, the lead SNP is in strong LD (r 2 = 0.93) with rs1260326, 
encoding P446L, a nonsynonymous variant previously associated with 
fasting glucose and HOMA-IR11,12,30 and predicted by PolyPhen to 
be “probably damaging.” A recent functional study has demonstrated 
that this variant indirectly leads to increased GCK activity, resulting in 
the observed effects on fasting glucose and triglyceride levels37. Both 
the SLC2A2 T110I and GCKR P446L substitutions were predicted to 
be “tolerated” by SIFT38, highlighting the difficulties in obtaining con-
sensus functional predictions from different informatic approaches.

We used publicly available expression quantitative trait locus (eQTL) 
datasets for liver39, cortex40 and Epstein-Barr virus–﻿transformed lym-
phoblastoid cell lines41 to explore additional possible causal mecha-
nisms by testing for association between replicated loci and mRNA 
expression levels of nearby genes (Online Methods). The lead SNP 
in FADS1, rs174550, is in strong LD with (r 2 = 0.80) and is in close 
proximity (130 bp) to rs174548, a SNP highly associated with FADS1 

mRNA expression levels in liver (P = 1.7 × 10−5) and with FADS2 
mRNA expression levels in lymphoblastoid cells (P = 3.1 × 10−4). 
The SNP rs174548 has also been associated (up to P = 4.5 × 10−8)  
with a number of serum glycerophospholipid concentrations in a 
GWAS investigating metabolomic profiles42, and rs174550 also 
showed strong associations (P < 5.2 × 10−7) with the same metabolites 
(data not shown). These results are substantiated by previous work 
associating SNPs in this region with the fatty acid composition of 
phospholipids43. The latter data suggest that the minor allele variant 
of rs174550 results in a reduced efficiency of the fatty acid delta-5  
desaturase reaction42. Finally, bioinformatic analysis identifies a 
perfect proxy, rs174545 (r 2 = 1.0 with rs174550), whose glucose-
raising allele abolishes a predicted target site for the miR-124 
microRNA (see Online Methods). Taken together, these data support 
the hypothesis that not only the abundance of fatty acids, but also 
their precise composition and degree of desaturation, may influence 
glucose homeostasis.

Although our study was not designed to explicitly investigate the 
impact of copy number variation on glycemic traits, we took advan-
tage of existing data44 to investigate whether any of our lead SNPs are 

Box 1:  Genes nearest to loci associated with fasting diabetes-related quantitative traits 

The DGKB-TMEM195 locus was recently reported to be associated with fasting glucose24; here we report genome-wide significant replication of that finding and 

evaluate the genes mapping closest to the lead SNP in further detail. DGKB encodes the β (1 of 10) isotype of the catalytic domain of diacylglycerol kinase, which 

regulates the intracellular concentration of the second messenger diacylglycerol. In rat pancreatic islets, glucose increases diacylglycerol49, which activates protein  

kinase C (PKC) and thus potentiates insulin secretion50. TMEM195 encodes transmembrane protein 195, an integral membrane phosphoprotein highly expressed in liver.

ADCY5 encodes adenylate cyclase 5, which catalyzes the generation of cAMP. Upon binding to its receptor in pancreatic beta cells, glucagon-like peptide 1 (GLP-1) 

induces cAMP-mediated activation of protein kinase A, transcription of the proinsulin gene and stimulation of insulin secretory processes51.

MADD encodes mitogen-activated protein kinase (MAPK) activating death domain, an adaptor protein that interacts with the tumor necrosis factor α receptor to 

activate MAPK. Both PKC and MAPK have been implicated in the proliferation of beta cells induced by GLP-1 (ref. 51), suggesting that DGKB and MADD may 

contribute to beta-cell mass and insulin secretion in this manner as well. Also in this region, SLC39A13 encodes a putative zinc transporter required for connec-

tive tissue development and BMP/TGF-β signaling52. NR1H3 encodes the liver X receptor alpha (LXRA) protein, which contains the retinoid response element. 

Glucose stimulates the transcriptional activity of LXR, which acts as a molecular switch that integrates hepatic glucose metabolism and fatty acid synthesis53.

ADRA2A encodes the α2A adrenergic receptor, which is expressed in beta cells and whose activation leads to an outward potassium current independent of the  

islet potassium-sensitive ATP (KATP) channel, thus possibly modifying insulin release54. Mice with null mutations display abnormal glucose homeostasis in  

addition to cardiac hypertrophy and abnormal heart rate and blood pressure.

FADS1 encodes fatty acid desaturase 1, which catalyzes the biosynthesis of highly unsaturated fatty acids from precursor essential polyunsaturated fatty acids. 

One such product is arachidonic acid; in rodent beta cells, arachidonic acid liberated by phospholipase A2 augments glucose-mediated insulin release55. Two 

other members of the same family, FADS2 and FADS3, also reside in this region. By directing fatty acids down this metabolic pathway, increased activity of these 

enzymes may lower circulating triglyceride concentrations.

CRY2 encodes cryptochrome 2, an integral component of the mammalian circadian pacemaker56. Mice with null mutations in this gene present with abnormal 

circadian rhythmicity and several metabolic abnormalities including impaired glucose tolerance, increased insulin sensitivity, decreased body weight and adipose 

tissue, and abnormal heart rate. Together with MTNR1B15–17, this is the second circadian gene associated with fasting glucose in humans, contributing further 

evidence to the emerging idea that this pathway regulates glucose homeostasis57. In the same region, MAPK8IP1 encodes the scaffolding protein JIP1. Cross-talk 

between JIP1 and JIP3 has been implicated in the regulation of ASK1-SEK1-JNK signaling during glucose deprivation58. A missense mutation in this gene (lead-

ing to a S59N amino acid substitution) segregates with diabetes in one family affected with a Mendelian form of the disease59.

SLC2A2 encodes the GLUT2 transporter responsible for transporting glucose into beta cells and triggering the glucose-mediated insulin secretion cascade. In 

humans, recessive mutations in this gene lead to Fanconi-Bickel syndrome, a rare disorder characterized by hepatorenal glycogen accumulation, proximal renal 

tubular dysfunction and impaired utilization of glucose and galactose60; mouse mutants also show hyperglycemia and abnormal glucose homeostasis61.

GLIS3 encodes the transcription factor GLIS family zinc finger 3 isoform, a Krüppel-like zinc finger protein that both activates and represses transcription and 

participates in beta-cell ontogeny62,63. Functional mutations in this gene cause a syndrome of neonatal diabetes and congenital hypothyroidism63. Polymorphisms 

within this gene have recently been associated with type 1 diabetes risk (t1dgc.org).

PROX1 encodes the prospero homeobox protein 1, a novel co-repressor of hepatocyte nuclear factor 4α64 that plays a crucial role in beta-cell development; muta-

tions in its target gene HNF4A cause maturity-onset diabetes of the young, type 1 (ref. 65).

C2CD4B (formerly FAM148B) encodes the nuclear localized factor 2 (NLF2). It is expressed in endothelial cells and upregulated by proinflammatory cytokines66. 

As shown here, it has a high level of expression in the pancreas, although its putative molecular connection with glucose homeostasis is presently unclear.

IGF1 encodes the insulin-like growth factor 1 and is the sole genome-wide significant locus associated with HOMA-IR in our study. Humans and mice null for 

IGF1 display abnormal glucose homeostasis, with insulin resistance, increased circulating insulin and insensitivity to growth hormone67.
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in LD with common, diallelic copy number polymorphisms (CNPs) 
mapping within a 1-Mb window. Of the fasting glucose loci, only 
DGKB-TMEM195 has a validated, common CNP affecting sequence 
within 1 Mb of the index SNP44. Despite the proximity of this CNP to 
the associated SNP (~25 kb), the CNP is essentially uncorrelated with 
the index SNP (r 2 = 0.01 in HapMap CEU) and is therefore unlikely 
to explain the observed association with fasting glucose level.

DISCUSSION
In this meta-analysis of 21 stage 1 discovery GWAS cohorts followed 
by targeted stage 2 replication of 25 loci in 33 additional cohorts (tota-
ling up to 122,743 nondiabetic participants), we report new genome-
wide significant associations of SNPs in or near ADCY5, MADD, 
ADRA2A, CRY2, FADS1, GLIS3, SLC2A2, PROX1 and C2CD4B with 
fasting glucose and one SNP near IGF1 associated with fasting insulin 
and HOMA-IR. We have also confirmed associations of variants in 
GCK, GCKR, G6PC2 and MTNR1B with fasting glucose and achieved 
genome-wide significance for the recently reported DGKB-TMEM195 
locus24 and for variants in the known T2D-associated genes TCF7L2 
and SLC30A8. All of the fasting glucose–associated SNPs showed 
consistent nominal associations with HOMA-B, and those in GCK, 
G6PC2, MTNR1B, DGKB-TMEM195, ADCY5, FADS1 and GLIS3 did 
so at genome-wide significant levels. As previously reported11,12,30, 
GCKR is also associated with fasting insulin and HOMA-IR.

Notably, in addition to the established T2D-associated loci in 
TCF7L2, SLC30A8 and MTNR1B, five of the loci that are associated with 
elevated fasting glucose levels in nondiabetic individuals (in ADCY5, 
GCK, GCKR, PROX1 and DGKB-TMEM195) also increase the risk 
of T2D in separate T2D case-control studies. However, this overlap 
is incomplete and highlights the fact that the magnitude of the effect 
on fasting glucose is not predictive of the effect on T2D risk, as shown 
when comparing fasting glucose and T2D effect sizes for MTNR1B 
and TCF7L2, or for ADCY5 and MADD (Table 2). Loci on the latter 
two genes have similar effect sizes on fasting glucose and have similar 
allele frequencies, and yet the former is robustly associated with T2D 
risk (OR 1.12, P = 5.5 × 10−21) whereas the latter is not (OR 1.01,  
P = 0.3) in the same samples. This suggests that not all loci associated 
with fasting glucose within the ‘physiological’ range are also associated 
with ‘pathological’ fasting glucose levels and T2D risk. Thus, variation 
in fasting glucose in healthy individuals is not necessarily an endo
phenotype for T2D, which posits the hypothesis that the mechanism by 
which glucose is raised, rather than a mere elevation in fasting glucose 
levels, is a key contributor to disease progression. On the other hand, we 
cannot rule out the existence of separate T2D-protective variants within 
loci for which elevated fasting glucose does not progress to manifest 
T2D; we also cannot rule out the effect of cohort selection in the detec-
tion of the loci with variable effects on fasting glucose and T2D risk. 
Nevertheless, this work shows that targeting quantitative traits in GWAS 
searches can help identify genetic determinants of overt disease.

With regard to insulin resistance, our analyses resulted in only one 
new genome-wide significant locus associated with fasting insulin and 
HOMA-IR. The associated SNP rs35767 is 1.2 kb upstream of IGF1, 
raising the possibility that it may influence IGF1 expression levels (we 
have found no direct support for this notion in the limited eQTL data 
available). Although not reaching genome-wide significance, we note 
that SNP rs4675095 in IRS1 (the insulin receptor substrate-1 gene) 
was also associated with HOMA-IR (P = 4.6 × 10−3), which, given 
IRS1’s excellent biological credentials, will warrant further investiga-
tion. This SNP is not in LD with the widely studied missense SNP sub-
stitution G972R (rs1801278), nor is it in LD with the newly discovered 
T2D SNP rs2943641 (ref. 45), whose C risk allele was only nominally 

associated with increased fasting insulin (P = 0.02) and HOMA-IR  
(P = 0.04) in our discovery dataset. The previously reported asso-
ciations of SNPs in PANK1 with fasting insulin24 did not receive 
strong support in our discovery cohorts (P = 0.04 and P = 0.17 for 
rs11185790 and rs1075374, respectively).

Notably, our large-scale meta-analyses produced more than a dozen 
robust associations with fasting glucose and only two with fasting 
insulin and HOMA-IR (GCKR and IGF1). Although the somewhat 
smaller sample size for the insulin analysis may have contributed to 
this discrepancy, a comparison of the similarly powered HOMA-B 
and HOMA-IR analyses reveals associations with HOMA-B several 
orders of magnitude more significant than those seen with HOMA-
IR (Fig. 2). Because insulin itself is a component of the numerator 
in both measures, one cannot attribute this discrepancy to technical 
differences in insulin measurements across cohorts. Similarly, because 
the quantile-quantile plots are very similar for fasting insulin and 
HOMA-IR, we do not believe that the use of a mathematical formula 
(as was used with HOMA-IR) rather than a direct measurement (as 
was used with fasting insulin) has affected our analyses substantially.  
HOMA-B and HOMA-IR have comparable heritability estimates 
(0.26 and 0.27 in the Framingham Heart Study, respectively), and 
their correlation is substantial (r = 0.55 in the Framingham Heart 
Study). Thus, not only may there be a difference in the identity of 
specific genetic determinants for each trait46, but the genetic archi-
tecture may be distinct for each trait, with more modest effects, fewer 
loci, rarer variants, or a stronger environmental modification under
lying HOMA-IR. In addition, HOMA-IR (which is composed of fast-
ing values) is an imperfect estimate of global insulin resistance, as it 
addresses mostly hepatic sensitivity to insulin and is partially affected 
by beta-cell function. The heritability of HOMA-IR is lower than the 
heritability for insulin sensitivity derived from the minimal model47.  
Exploration of gene × environment interactions and analysis of 
datasets that include 2-h glucose and insulin values may reveal other 
genetic factors that increase insulin resistance in humans29.

In conclusion, our large-scale meta-analysis of GWAS has identified 
ten new loci associated with glycemic traits whose in-depth physiological 
investigation should further our understanding of glucose homeostasis 
in humans and may reveal new pathways for diabetes therapeutics.

Methods
Methods and any associated references are available in the online version 
of the paper at http://www.nature.com/naturegenetics/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Genetics website.
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ONLINE METHODS
Cohort description. The consortia participating in MAGIC contributed a 
maximum total of 122,743 individuals. The stage 1 discovery set included 
36,466–46,186 individuals (depending on trait) from 17 population-based 
cohort studies and four case-control studies. The stage 2 replication set 
included up to 76,558 individuals from 33 sample collections, including  
28 population-based and 5 case-control collections. Detailed information on 
all studies is provided in Supplementary Tables 1a (stage 1 discovery) and 1b 
(stage 2 replication). All participants were adults of white European ancestry 
from the United States or Europe. Individuals were excluded from the analysis 
if they had a physician diagnosis of diabetes, were on diabetes treatment (oral 
or insulin) or had a fasting plasma glucose ≥7 mmol/l. Some individuals with 
fasting glucose <7 mmol/l but who would have tested abnormally after an oral 
glucose challenge could have been included; we estimated this number to be as 
low as <1% in the Framingham Heart Study and 1.6% in Inter99, two popula-
tion cohorts in which all relevant data were available. Individual studies applied 
further sample exclusions, including pregnancy, non-fasting individuals, type 1  
diabetes, or outliers ±3 s.d. of distribution for either fasting glucose or fasting 
insulin, as detailed in Supplementary Tables 1a and 1b. Individual stage 1 dis-
covery cohort sizes ranged between 458 and 6,479 samples; stage 2 replication 
cohorts ranged between 554 and 8,010 samples. All studies were approved by 
local research ethic committees, and all participants gave informed consent.

Type 2 diabetes association. The association analysis of lead SNPs with 
T2D as a dichotomous trait was carried out under the additive genetic 
model in 27 case-control cohorts totaling 40,655 cases and 87,022 controls 
of European descent. These included 8,130 cases and 38,987 controls from 
eight DIAGRAM+ Consortium studies and 32,525 additional T2D cases 
and 48,035 additional controls from 19 cohorts genotyped de novo, listed 
as cohort (n cases/n controls): FUSION_stage2 (1,203/1,261), METSIM_CC 
(854/3,469), Addition/Ely (892/1,612), Cambridgeshire Case Control Study 
(541/527), Norfolk Diabetes Case Control Study (6,056/6,428), deCODE 
(1,465/23,194), DGDG (690/730), DGI (1,022/1,075), ERGO (1,178/4,761), 
EUROSPAN (268/3,710), FUSION (1,161/1,174), KORA S3 (433/1,438), T2D 
Wellcome Trust Case Control Consortium (1,924/2,938), HPFS (1,146/1,241), 
Nurses’ Health Study (1,532/1,754), Danish (3,652/4,992), KORA_replication 
consisting of cases from KORAS1-S4 and the Augsburg Diabetes Family 
Study (ADFS) and controls from KORA S4 (1,047/1,491), OxGN_58BC 
(UKRS2) (612/1,596), UKT2DGC (4,979/6,454), Framingham Heart 
Study_CC (674/7,664), NHANES (289/1,219), Partners/Roche (534/649), 
Umeå (1,327/1,424), French_CC (2,155/1,862), GCI Poland_DGI_Stage2 
(969/969), GCI_US_DGI_Stage2 (1,191/1,171) and MDC_MDR_DGI_Stage2 
(2,814/3,234). According to the best sample-specific model, in some cohorts, 
age and BMI were used as covariates for adjustment of the case-control asso-
ciation. The meta-analysis of the cohort-specific summary statistics (odds 
ratios and 95% confidence intervals) was performed using a fixed effects 
inverse-variance approach with GWAMA (see URLs).

Quantitative trait measurements. Fasting glucose (in mmol/l) was measured 
from fasting whole blood, plasma or serum or a combination of these. Whole-
blood fasting glucose levels were corrected to plasma fasting glucose using a correc-
tion factor of 1.13. Fasting insulin was measured as described in Supplementary 
Tables 1a and 1b for each of the cohorts. Indices of beta-cell function (HOMA-B) 
and insulin resistance (HOMA-IR) were derived from paired fasting glucose and 
insulin measures using the homeostasis model assessment18.

Genotyping, imputation and quality control. Genotyping of individual 
cohorts was carried out using commercial genome-wide arrays as detailed in 
Supplementary Tables 1a and 1b. For genome-wide SNP sets, different crite-
ria were used to filter out poor-quality SNPs and samples before imputation. 
Criteria generally applied for exclusion of samples were (i) call-rate <0.95, 
(ii) individuals with heterozygosity outside the population-specific bounds 
and (iii) ethnic outliers. Criteria generally applied for exclusion of SNPs were 
(i) minor allele frequency (MAF) <0.01, (ii) Hardy-Weinberg equilibrium  
P < 10−4 or 10−6 and (iii) call-rate <0.95. Imputation of additional auto-
somal SNPs from the HapMap CEU reference panel was performed  
using the software MACH23, IMPUTE22 or BIMBAM68 with parameters and 

pre-imputation filters as specified in Supplementary Tables 1a and 1b. SNPs 
were also excluded if the cohort-specific imputation quality as assessed by 
r2.hat was <0.3 (MACH) or proper-info was <0.4 (IMPUTE) or observed/
expected dosage variance was <0.3 (BIMBAM), or if their mapping and/or 
strand annotation was ambiguous. In total, up to 2.5 million genotyped or 
imputed autosomal SNPs were considered for meta-analysis. SNPs were consid-
ered for meta-analysis if they were available for at least 20% of maximum avail-
able sample size or if ≥10,000 individuals were informative for each SNP.

Statistical analyses. We excluded from analysis people with diabetes (those on 
diabetes treatment or with fasting glucose ≥7 mmol/l), non-fasting participants 
and pregnant women. In each cohort, we used log-transformed trait values 
for fasting insulin, HOMA-IR and HOMA-B and untransformed fasting glu-
cose as the dependent variable in linear regression models that included terms 
for sex, age (except NFBC 1966, where all subjects were 31 years old), study 
site (if applicable), geographical covariates (if applicable) and age squared 
(Framingham only) to assess the association of additively coded genotypes 
with trait values. Association testing was performed using software that takes 
genotype and imputation uncertainty into account, using a missing-data 
likelihood test implemented in SNPTEST22 or by using allele dosages in the 
linear regression model in MACH2QTL23, GenABEL69 or lmekin from the R 
kinship package70. Regression estimates for the effect of the additively coded 
SNP were pooled across studies in a meta-analysis using a fixed effect inverse-
variance approach71. The individual cohort results, but not the final meta-
analysis results, were corrected for residual inflation of the test statistic using 
the genomic control method72. Final GC values were 1.05 for fasting glucose, 
1.046 for HOMA-B, 1.04 for HOMA-IR and 1.041 for fasting insulin.

Replication SNP selection and analysis. Twenty-five lead SNPs from among 
the most significant association results in the stage 1 discovery meta-analyses 
were selected for replication. To account for the correlation between traits and 
to ensure independent signals, highly significant associations detected in two 
or more traits were selected only once. All selected loci had an r 2 < 0.5 with the 
nearest other selected loci. From each unique locus, the SNP with the smallest 
P value was chosen. All SNPs had a minimum sample size of at least 80% of 
the overall discovery sample. Variants known to be associated with T2D (in 
SLC30A8 and TCF7L2) and reaching the genome-wide significance threshold  
(P < 5 × 10−8) were not included in the replication list. SNPs were also selected 
on the basis of low heterogeneity between studies, although loci with biologic 
plausibility were selected even if there was some evidence of heterogeneity. 
Seventeen SNPs from the glucose and HOMA-B analyses and eight SNPs from 
the insulin and HOMA-IR analyses were taken for stage 2 replication. Although 
previously described, variants in G6PC2, GCK, GCKR and MTNR1B were 
selected for replication to serve as ‘positive controls’ in all study samples. Up to 
four alternate proxy SNPs (maximizing LD with the index SNP) were selected 
for each locus to accommodate the capacities of different platforms. In the 
cases where index SNPs failed in the initial stage of genotyping, replication 
results were obtained for proxy SNPs in strong LD with the original index SNP 
whenever possible. SNPs with Hardy-Weinberg equilibrium P values ≤0.001 
were excluded. In cases where more than one proxy SNP was genotyped but 
the index SNP was unavailable, the proxy SNP’s LD with the index SNP and 
its call rate was used to select the SNP with the best-quality genotyping to be 
included in the meta-analysis.

Genotype data for 25 signals or proxies were obtained from 33 independent 
replication cohorts, including both in silico data from pre-existing GWAS (8) 
and de novo genotyping (25). Phenotype definition and association testing 
between fasting traits and these 25 SNPs was performed in the same manner  
in each cohort. The inverse variance method was then applied to derive 
pooled effect estimates from the stage 2 replication samples using METAL 
(see URLs) and GWAMA software. We then carried out a pooled analysis of the 
stage 1 discovery cohorts and stage 2 replication samples to determine which 
SNPs reached genome-wide significance, as determined by a P < 5 × 10−8.  
Heterogeneity was assessed using the I2 index48.

Notes on replication genotyping. Amish. The Amish trait data is reported 
for the Heredity and Phenotype Interaction Heart Study (HAPI), Amish 
Family Longevity Study (LS), Amish Family Diabetes Study (AFDS), Amish 
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Family Calcification Study (AFCS) and Pharmacogenomics of Anti-Platelet 
Intervention (PAPI) Study. All studies genotyped 15 SNPs (rs10830963, 
rs4607517, rs11605924, rs11708067, rs1416802, rs588262, rs4675095, rs6947696, 
rs4912494, rs11920090, rs174550, rs7034200, rs4243291, rs457420, rs1881413). 
Other SNPs were typed on different sample subsets: AFDS only (rs2191349, 
rs10493846); HAPI only (rs560887); HAPI, LS and Pharmacogenomics of 
Anti-Platelet Interaction study (PAPI) (rs780094, rs6479526, rs340835, 
rs11167682); HAPI, LS, AFDS, PAPI (rs4918635, rs855228); HAPI, LS and 
AFCS (rs11039149). The genotyping statistics in Supplementary Table 1b are 
reported for the AFDS + HAPI + LS cohorts.

FUSION stage 2. The FUSION stage 2 cohort includes some Health 2000 
samples, none of which overlap with the Health 2000 cohort.

SNP score. For the 16 SNPs reaching genome-wide significance of association 
(either in the discovery stage alone or in the combined replication and discov-
ery meta-analysis), we defined a risk score as the weighted sum of the number 
of expected risk alleles, where the sum of the weights was set to the number of 
SNPs (16) and the weights were proportional to the estimate of the effect size 
for each SNP. Mean fasting glucose levels according to the number of weighted 
risk alleles were computed in some of the largest cohorts (Framingham, ARIC, 
NFBC 1966) with all 16 SNPs available (genotyped or imputed).

Bioinformatic analysis and functional annotation. To perform a prelimi-
nary assessment of the underlying functionality at the associated loci, we 
first expanded the set of SNPs to include those in strong LD with the index 
SNP (defined as pairwise r 2 >0.8 according to HapMap Phase II CEU data). 
We then mapped the genomic locations of all the SNPs in this expanded set 
to several non-mutually-exclusive genomic annotation sets: nonsynony-
mous sites, splice sites, intergenic regions, 5′ UTR, 3′ UTR and introns from 
dbSNP version 129 (see URLs section for URLs of this and other software 
mentioned in this paragraph); 1-kb and 5-kb regions upstream of transcrip-
tion start sites from Ensembl version 49; intergenic predicted transcrip-
tion factor binding sites, CpG islands, ORegAnno elements, Encode region 
ancestral repeats, EvoFold elements, multispecies conserved sequences  
and positively selected gene regions from the University of California 
Santa Cruz human table browser; predicted microRNA target sites from 
TargetScan 4.2; validated enhancers from the Vista Enhancer Browser; pre-
dicted cis-regulatory modules from the PreMod database; and validated 
noncoding RNAs from RNAdb. The potential functional effect of nonsyn-
onymous substitutions were evaluated using three prediction programs: 
SIFT, PolyPhen and PANTHER.

GRAIL. We used GRAIL (see URLs) to examine the putative relationship 
between candidate genes at validated loci based on concomitant appearance in 
published scientific text. GRAIL is a bioinformatic annotation tool that, given 
several genomic regions or SNPs associated with a particular phenotype or dis-
ease, searches for similarities in the published scientific text among the associated 
genes73. It scores regions for functional relatedness by defining associated regions 
based on the interval between recombination hotspots flanking furthest neigh-
boring SNPs with r 2 >0.5 to the index SNP, and identifies overlapping genes in 
that region. Based on textual relationships between genes (as determined from a 
download of PubMed abstracts on 16 December 2006), GRAIL assigns a P value 
to each region suggesting its degree of functional connectivity, and picks the best 
candidate gene after taking into account multiple comparisons.

We considered the following SNPs and candidate genes: rs10830963 
(MTNR1B), rs2191349 (DGKB), rs4607517 (GCK), rs11920090 (SLC2A2), 
rs11708067 (ADCY5), rs560887 (G6PC2), rs780094 (GCKR), rs11605924 
(CRY2), rs7034200 (GLIS3), rs340874 (PROX1), rs10885122 (ADRA2A), 
rs7944584 (NR1H3), rs174550 (FEN1, FADS1, C11orf9, C11orf10, FADS2) 
and rs11071657 (C2CD4B). In addition, the following keywords describing 
functional connections were used: “glucose”, “diabetes”, “islet”, “diacylglycerol”, 
“circadian”, “insulin”, “drosophila”, “liver”, “clock”, “cyclase”, “pancreatic”, “ade-
nylyl”, “memory”, “beta”, “mice”, “islets”, “phosphatase”, “camp”, “light”, “activ-
ity”. A total of 7 genes (MTNR1B, DGKB, GCK, SLC2A2, ADCY5, G6PC2 and 
GCKR) out of 14 had a significant association with functional connectivity 
(at P < 0.1) compared to 1.4 expected under the null, demonstrating that this 
gene set is enriched in relationships with each other.

eQTL analysis. The validated association signals were searched for previ-
ous evidence of expression quantitative trait loci (eQTLs) using several data 
sources. Liver eQTL association results were obtained from Schadt et al.39. 
Cortex eQTL association results were obtained from Myers et al.40. Epstein-
Barr virus-transformed lymphoblastoid cell eQTLs from ref. 41 were retrieved 
using the mRNA by SNP browser (see URLs). For each region, we limited our 
analysis to cis eQTLs given the difficulty of reliably interpreting trans effects. 
Genes or SNPs within 1 Mb from the lead SNP were considered. The r2 values 
between the lead SNPs and eQTL SNPs were retrieved from the HapMap Phase 2  
data (CEU Panel), and only SNPs with r2 >0.6 were considered.

Of the 12 SNPs showing association with liver and located at < 1 Mb from 
the lead SNP, five had no r2 data in HapMap and were located at large distances 
from the MAGIC lead SNP (mean 320 kb, range 48-725 kb). Of the remaining 
seven, rs174548 at the FADS1 (fatty acid desaturase 1, PeQTL = 1.74 × 10−5) 
locus was located 130 bp away from the lead SNP rs174550 and in strong LD 
(pairwise r2 = 0.8). All the remaining SNPs did not fit our criteria for selec-
tion, although we note that a second lead SNP (rs780094 at GCKR) was also 
moderately associated (r2 = 0.49, distance = 74 kb) with a strong effect eQTL 
(rs4665969 at IFT172, PeQTL = 3.97 × 10−23). For circulating lymphoblastoid 
cells, the only cis effect fitting our criteria was observed for the MAGIC SNP 
rs174550 (FADS1), which was located 24 kb from a known eQTL centered on 
the FADS2 gene (PeQTL = 3.1 × 10−4). Finally, for cortex, the only eQTL was 
found at four SNPs within LOC131076 (rs6769837, rs7648255, rs12636058, 
rs6438726), all located >870 kb from the MAGIC lead SNP (rs11708067 at 
ADCY5, LD metrics not available).

Gene expression studies. Adult total RNA samples, except pancreatic islets 
and flow-sorted beta cells, were purchased from Clontech (Clontech-Takara 
Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France). Adult human islets (n = 2) 
were available through existing collections at Oxford University and were 
obtained with full ethical consent. Flow-sorted beta cells were obtained from 
two brain-dead adult donors (preparations >92% insulin-positive cells), in 
accordance with French legislation and the local ethical committee, as previ-
ously described74.

Tissue panel (Oxford). Samples were treated with DNase I (Ambion) to 
ensure that residual genomic contamination was removed. For each tissue,  
1 µg of total RNA was used to generate cDNA by random primed first strand 
synthesis (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. 
Reverse transcription was also performed on all samples in the absence of the 
enzyme reverse transcriptase, and these samples were used as negative controls. 
Primers were designed to cover all RefSeq transcripts. Resulting cDNA for each 
tissue was diluted 1:100 and 4 µl used in a 10 µl qRT-PCR reaction with 5.5 µl 
gene expression master mix (Applied Biosystems) and 0.5 µl gene specific assay 
(Applied Biosystems). All samples were run in triplicate. A standard curve was 
generated by pooling 1 µl of each cDNA and serially diluting (1:50, 1:100, 
1:200, 1:400, 1:800) and running as above. Expression levels were determined 
with respect to the mean of four endogenous controls (β-actin, B2M, HPRT, 
TOP1) and normalizing to the mean of the 1:100 standard for the assay of 
interest. For ease of presentation, the maximum gene expression has been set 
to equal 1 and all other tissue expressions reported as a fraction of this.

Tissue panel (Cambridge). Adult human total RNA samples (cerebellum, 
cortex, spleen, pancreas, lung, kidney, liver, skeletal muscle, heart, testes, 
adipocyte and total brain) were obtained from Clontech. Random-primed 
first-strand cDNA synthesis was performed with 100 ng RNA using Super 
Script II (Invitrogen) according to manufacturer’s instructions. Primers 
were design to cover the majority of protein coding transcripts. For the 
standard curve, 200 ng of a pool of all RNA samples was amplified using 
the same protocol. The resulting cDNA for each tissue was diluted fivefold 
and 5 µl of each sample were used in a 12 µl SYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystem). The cDNA for the standard curve was diluted twofold 
and used as above. Primers (SIGMA) were designed to anneal to all anno-
tated isoforms of any given gene. Quantitative PCR reactions were done in 
triplicate on an ABI 7900HT (Applied Biosystems). Expression levels were 
calculated from their average crossing points, expressed relative to the con-
trol gene Top1 (encoding topoisomerase 1), and normalized to gene-specific 
expression in pancreas. For the purpose of presentation, for each gene the 
maximal expression was set to equal one and the rest reported as fraction 
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of this number. The results of these duplicate experiments, which largely 
confirm those reported in the text, are shown in Supplementary Fig. 3.

Flow-sorted beta cells (Lille). Samples were treated with DNase I (Ambion) 
to ensure that residual genomic contamination was removed. For each tissue, 
1 µg of total RNA was used to generate cDNA by random primed first strand 
synthesis (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. 
Reverse transcription was also performed on all samples in the absence of the 
enzyme reverse transcriptase, and these samples were used as negative con-
trols. Total RNA was extracted using Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel) 
according to the manufacturer’s instructions. Resulting cDNA for each tissue 
was diluted 1:10, and 4 µl was used in a 20-µl qRT-PCR reaction with 10 µl 
gene expression master mix (Applied Biosystems) and 1 µl gene-specific assay 
(Applied Biosystems). Data is presented with the most expressed gene (GLIS3) 
normalized to 1 and all other genes reported as a fraction of this number.

URLs. GWAMA, http://www.well.ox.ac.uk/gwama/index.shtml; METAL, 
http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Metal/index.html; dbSNP version 
129.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/; Ensembl version 49, http://
www.ensembl.org; University of California Santa Cruz human table browser, 
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables; TargetScan 4.2, http://www. 
targetscan.org; Vista Enhancer Browser, http://enhancer.lbl.gov; PreMod 
database, http://genomequebec.mcgill.ca/PreMod; RNAdb, http://research.

imb.uq.edu.au/rnadb/; SIFT, http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html; PolyPhen, 
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/; PANTHER, http://www.pantherdb.
org/tools/csnpScoreForm.jsp; GRAIL (Gene Relationships Across Implicated 
Loci), www.broad.mit.edu/mpg/grail; mRNA by SNP browser, http://www.
sph.umich.edu/csg/liang/asthma/.
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