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POPIS KRATICA

NSTEMI — infarkt miokarda bez elevacije ST-segmenta (engl. non ST-segment elevation
myocardial infarction)

EKG - elektrokardiogram

STEMI — infarkt miokarda s elevacijom ST-segmenta (engl. ST-elevation miocardial infarction)
ATP — adenozin trifosfat

ADP — adenozin difosfat

ACE — angiotenzin konvertiraju¢i enzim

iIpRGCs — unutarnje retinalne fotoreceptivne ganglijske stanice (engl. intrisically photosensitive
retinal ganglion cells)

CLOCK — prema engl. Circadian Locomotor Output Cycles Kaput

ARNTL1 — prema engl. Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 1
PER — prema engl. Period

CRY — prema engl. Cryptochrome

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
KVB — kardiovaskularne bolesti

MAF — ucestalost rjedeg alela (engl. minor allele frequency)

LDL — lipoprotein niske gustoce (engl. low-density lipoprotein)

HDL — lipoprotein visoke gusto¢e (engl. high-density lipoprotein)
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1. UvOD

1.1. Infarkt miokarda

Infarkt miokarda definiran je kao smrt miocita uzrokovana znacajnom i dugotrajnom
ishemijom. Najcesce, ali ne i uvijek, nastaje kao akutno ocitovanje aterosklerotske koronarne
bolesti. Kardiovaskularne bolesti, uklju¢uju¢i i infarkt miokarda, predstavljaju vazan
javnozdravstveni problem jer ¢ine 10 % sveukupnog morbiditeta i 30 % sveukupnog
mortaliteta (1). Vise od polovice svih oboljelih osoba od infarkta miokarda starije je od 65
godina. Do 60. godine incidencija je 4 — 5 puta ve¢a kod muskaraca nego kod zena, a poslije
60. godine incidencija je jednaka za oba spola (2). Infarkt miokarda naj¢esce zahvaca lijevu

klijetku jer je njena masa veca, pa je tako veca i njena potreba za kisikom (3).

1.1.1. Kilasifikacija

Infarkt miokarda moze se klasificirati u nekoliko tipova na temelju patoloskih, klinickih,
prognosti¢kih i terapijskih razlika. Tip 1 spontani je infarkt miokarda koji nastaje zbog
rupture, fisure, erozije ili ulceracije aterosklerotskog plaka. Tip 2 infarkt je miokarda Koji
nastaje zbog poremecaja u odnosu potrebe miocita za kisikom i dopreme kisika. Tip 3 smrt je
uzrokovana infarktom miokarda. Na infarkt miokarda kao uzrok smrti posumnja se na temelju
simptoma, ali je do smrti doslo prije nego §to je razina sr¢anih biomarkera u krvi stigla porasti
ili prije nego §to je uzet uzorak krvi. Tip 4 infarkt miokarda povezan je s perkutanom
koronarnom intervencijom. Tip 5 infarkt miokarda povezan je s postavljanjem koronarne

premosnice (4).

1.1.2. Patogeneza

Akutni infarkt miokarda dio je akutnog koronarnog sindroma i predstavlja njegov najtezi
oblik. Akutni koronarni sindrom ukljucuje nestabilnu anginu u kojoj pacijenti imaju
anginozne smetnje, ali bez povisenja sr¢anih biomarkera, zatim NSTEMI ako na EKG-u nema
elevacije ST-segmenta i STEMI u kojemu na EKG-u postoji elevacija ST-segmenta. Kod
NSTEMI 1 STEMI dolazi do poviSenja srcanih biomarkera u krvi, §to znaci da je doslo do
nekroze miocita. Najce$¢i patofizioloski mehanizam nastanka pucanje je aterosklerotskog
plaka u obliku rupture, fisure ili erozije pokrovne plofe plaka. Nakon pucanja
aterosklerotskog plaka dolazi do kontakta sadrzaja plaka i krvi, $to aktivira proces stvaranja
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1.UvOoD

ugruska. UgruSak moZe nepotpuno (nestabilna angina), potpuno i prolazno (NSTEMI) ili
potpuno i trajno (STEMI) okludirati lumen koronarne krvne zile (5). Postoje dvije vrste
plakova: stabilni i nestabilni. Stabilni imaju debelu pokrovnu plo¢u i malo lipidnog sadrzaja,
najéeSc¢e znacajno suzavaju lumen i rijetko pucaju, a obi¢no se ocituju stabilnom anginom. Do
rupture plaka najc¢e$ce dolazi kod nestabilnih plakova s tankom pokrovnom plo¢om i obilnim
kasastim lipidnim sadrzajem. Nakon potpune okluzije koronarne arterije dolazi do prekida
cirkulacije i nedostatne opskrbe miocita kisikom, odnosno ishemije (5, 6). Ishemi¢ni miokard
prelazi na iskoristavanje glukoze kao izvora energije za razliku od normalnog miokarda koji
primarno koristi masne Kiseline. Kada se ishemija produlji, aerobni metabolizam prelazi u
anaerobni, kojim se stvara mnogo manje energije. Zbog prelaska na anaerobni metabolizam
dolazi do nakupljanja mlije¢ne kiseline 1 drugih metabolita anaerobnog metabolizma u
citosolu, sto ko¢i glikolizu. Konaéno iscrpljenje anaerobne glikolize dogada se kada tkivni
ATP, koji je nuzan za proces glikolize, dosegne vrijednost manju od 1 umol po gramu suhe
mase i tada dolazi do smrti stanice (3). Ishemija dovodi do nekroze miocita u opskrbnom
podrucju okludirane arterije distalno od okluzije. Gubitak od 20 do 25 % mase lijeve klijetke
oCituje se klinicki, a gubitak viSe od 40 % mase vodi u kardiogeni Sok. Akutna ishemija
sr¢anog misica uzrokuje elektricnu nestabilnost miocita i posljediéno moze do¢i do po Zivot
opasnih aritmija poput ventrikularne tahikardije i fibrilacije koje su i glavni uzrok smrti od
infarkta miokarda (7). Ostali uzroci smrti jesu smanjenje sr¢anog minutnog volumena, pluéni

edem koji nastaje zbog zastoja krvi u pluénim krvnim Zilama, a ponekad i sréana ruptura (8).

1.1.3. Klinicka slika i postavljanje dijagnoze

Akutni infarkt miokarda najcesce se ocituje simptomima ishemije koji ukljucuju nelagodu i
bol u prsima, gornjim udovima, podru¢ju donje Celjusti i epigastrija koja je jednaka i u
mirovanju i naporu. Bol povezana s infarktom miokarda obi¢no traje dulje od 20 minuta i ima
difuzni karakter (4). Uz bol karakteristicno je da Su pacijenti loSeg opcéeg stanja (9). Infarkt
miokarda u nekim se slu¢ajevima ocituje atipi¢énim simptomima poput palpitacija, kardijalnog
aresta, a ponekad moze biti i potpuno asimptomatski, najé¢esce kod Zena i kod pacijenata koji
imaju Secernu bolest (4). Veéina pacijenata anksiozna je i nemirna zbog boli. Cesto je
prisutno bljedilo lica uz znojenje i hladnocu ekstremiteta. Obicno pacijenti imaju normalan

puls i krvni tlak, medutim kod nekih pacijenata javlja se hipotenzija ili hipertenzija (10).



1.UvOoD

Osnovni kriteriji za postavljanje dijagnoze infarkta miokarda ukljucuju prisutnost boli,
patoloski nalaz na EKG-u i poviSenje srcanih biomarkera u krvi. Promjene na EKG-u
ukljucuju za milimetar ili vise podignutu ST-spojnicu u dvama susjednim odvodima (samo
kod STEMI), negativni T-val i Q zubac koji se pojavljuje tek za nekoliko sati, a mora biti
prisutan u barem dvama susjednim odvodima i dubok vise od 1 mm (7, 11). Mjesto infarkta
ovisi 0 tome u kojoj je koronarnoj arteriji doslo do okluzije, a to se moze utvrditi EKG-om.
Opisane promjene javljaju se u odredenim odvodima na EKG-u ovisno o tome koja je krvna
zila okludirana. Okluzija lijeve silazne koronarne arterije uzrokuje infarkt prednje stjenke, sto
se na EKG-u o¢ituje promjenama u odvodima V1 — V4. Tromboza desne koronarne arterije
uzrokuje infarkt straznje stjenke, sto se na EKG-u vidi kao promjena u obliku denivelacije
ST-segmenta u V1 i V2 i dijafragmalni infarkt, sto se vidi u Il, 11l i aVF odvodu. Okluzija
lijeve cirkumfleksne arterije uzrokuje lateralni infarkt, sto dovodi do promjene u odvodu I,
aVL, V5i V6 (2, 12). Sr¢ani biomarkeri, koji rastu u krvi nakon infarkta miokarda, jesu sr¢ani
troponin | i T, kreatin kinaze, laktat dehidrogenaza i brojni drugi. Srcani troponin (I ili T)
specifiCan je za miocite i visoko je osjetljiv te se pomocu njega mogu detektirati i
mikroskopske zone nekroze miokarda. Za postavljanje dijagnoze vrijednost sréanog troponina
u krvi mora biti visa od 99. percentile referentne kontrolne skupine (13). Do povisenja

troponina dolazi 2 — 4 sata od pojave simptoma, a povisen ostaje jos nekoliko dana (14).

1.1.4. LijeCenje

Akutni infarkt miokarda predstavlja hitno stanje koje je potrebno odmah zbrinuti. Bol se
naj¢esce smanjuje sublingvalnim davanjem nitroglicerina, a kasnije se prelazi na intravensko
te intravensku primjenu morfija. Aspirin je lijek koji se daje zbog svog antitrombotskog
ucinka u prvom kontaktu s pacijentom neovisno o daljnjoj strategiji terapije. Konacna je
terapija infarkta miokarda reperfuzija i potrebno ju je $to ranije osigurati. Tri su oblika
reperfuzijske terapije, a to su fibrinoliticka terapija, perkutana koronarna intervencija i
kirurska revaskularizacija (7). Fibrinoliticka terapija podrazumijeva farmakolosku razgradnju
tromba. Lijekovi koji se za to koriste nazivaju se fibrinolitici i primjenjuju se intravenski.
Neki su od njih streptokinaza, tenekteplaza, alteplaza i reteplaza (15). Prednost se daje
perkutanoj koronarnoj intervenciji ako je pacijentu unutar 90 minuta dostupan centar u kojem
se to provodi. Perkutana koronarna intervencija postupak je mehanicke reperfuzije. U tom
postupku radi se dilatacija okludirane koronarne arterije i nakon toga najce$¢e postavlja se

stent koji lumen krvne zile drzi trajno otvorenim i ve¢im (16). KirurSka reperfuzija moze se
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provoditi uz stroj za izvantjelesnu cirkulaciju ili na kucaju¢em srcu. KirurS§kim postupkom
ugraduje se premosnica koja preuzima ulogu okludirane koronarne arterije i dovodi krv u
zahvaceni dio miokarda (17). Nakon oporavka pacijenti su pod povecanim rizikom od
ponovnog infarkta zbog Cega ih je potrebno pratiti, uvesti odredenu terapiju i savjetovati 0
promjeni Zzivotnih navika. Nakon infarkta miokarda pacijentu se prepisuje dvojna
antiagregacijska terapija, najcesce aspirin U dozi od 75 — 100 mg na dan i jedan od blokatora
ADP-receptora (klopidogrel ili tiklopidin) 9 — 12 mjeseci. Pacijentima se savjetuje regulacija
tjelesne tezine, promjena nacina prehrane, prestanak puSenja i konzumacije alkohola, vise
fizicke aktivnosti, bolja kontrola krvnog tlaka, bolja regulacija glikemije kod osoba koje
imaju Secernu bolesti i smanjenje razine kolesterola u krvi. B-blokatori preporucuju se u
terapiji nakon akutnog infarkta miokarda jer ako se s njihovom primjenom po¢ne dovoljno
rano, smanjuju veli¢inu infarkta i ranu smrtnost, a dugoro¢nim koristenjem takoder smanjuju

rizik od smrtnog ishoda (18, 19).

1.2. Cirkadijani ritam

Cirkadijani ritam psiholoski je i bihevioralni ciklus koji traje priblizno 24 sata, a generiran je
unutarnjim bioloskim predvodnikom, suprahijazmatskom jezgrom (20). Cirkadijani ritam
predstavlja evolucijsku prilagodbu organizma na okoli$ (21). Njegova je uloga velika jer on
regulira brojne fizioloske procese poput ciklusa spavanja i budnosti, tjelesne temperature,
hranjenja, hormonske sekrecije, homeostaze glukoze i ciklusa regeneracije stanica.
Cirkadijani ritam sinkroniziran je sa Zemljinom rotacijom tako Sto svaki dan na temelju
podrazaja koji signaliziraju koje je doba dana podesava unutarnje vrijeme suprahijazmatske
jezgre. Ti podrazaji nazvani su Zeitgebers, a od njih najvaznija je svjetlost. Osim svjetla,
raspored hranjenja, aktivnost tijekom dana i sekrecija melatonina takoder mogu utjecati na
cirkadijani ritam (20). Melatonin je hormon koji svojim obrascem lucenja kod sisavaca
signalizira koje je doba dana. Njegovo lucenje dogada se u odsutnosti svjetla i predstavlja
,biolosku noc*, a svjetlost suprimira njegovo lucenje. Melatonin je najbolji periferni marker
ljudskog cirkadijanog ritma. Njegova koncentracija u krvi pocinje rasti otprilike 2 sata prije
prirodnog vremena za spavanje, a najveca je 0ko pono¢i (21, 22). Receptori za melatonin
MT1 i MT2 nalaze se na membranama neurona suprahijazmatske jezgre, ali i u nekim
perifernim tkivima. Aktivacija MT1 receptora povezana je s pospanosti, a aktivacija MT2
odgovorna je za sinkronizaciju ciklusa svjetlo i mrak s unutra$njim bioloSkim satom.

Melatonin je ukljucen i u energijski metabolizam i pretilost, ali njegova uloga u tome zasad
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nije dovoljno razjasnjena (23). Supresija luenja melatonina zbog svjetlosti tijekom noci
mogla bi biti uzrokom velikog broja razli¢itih bolesti (22). Sintetski oblik melatonina,
ralmeteon, primjenjuje se u terapiji nesanice kod osoba koje imaju problema s usnivanjem.
Ralmeteon je ucinkovit lijek koji smanjuje latenciju do pojave sna, ne remeti normalnu
arhitekturu spavanja, ne izaziva ovisnost i ne uzrokuje znacajne simptome u slucaju prekida
terapije (24). Poremecaji spavanja povezani s cirkadijanim ritmom mogu nastati zbog
promjene u vanjskom okolisu, ali i zbog oSteCenja aferentnih ili eferentnih puteva
cirkadijanog ritma (20). Alzheimerova bolest primjer je u kojem dolazi do promjena u
neuralnim putevima koji omogucéuju spavanje, te se kod takvih osoba javljaju poremeceni
obrasci spavanja. Osobe s Alzheimerovom bolesti mogu imati obrnuti ciklus spavanja i
budnosti koji rezultira nesanicom i dnevnom pospanoséu (25). Kod odredenog broja slijepih
osoba primijecen je poremecaj cirkadijanog ritma zbog izostanka svjetlosnih podrazaja koji
suprahijazmatskoj jezgri signaliziraju doba dana (20). Rad u no¢noj smjeni i opstruktivna
apnea mogu dovesti do promjena u funkciji cirkadijanog ritma, te je kod takvih osoba
primije¢ena veca ucestalost kardiovaskularnih, gastrointestinalnih i reproduktivnih bolesti
(22, 26). Uskladenost cirkadijanog ritma s okoli§em moze se dobro opisati u sindromu brze
promjene vremenske zone (engl. jet lag), a javlja se kod putovanja zrakoplovom kroz
nekoliko vremenskih zona. Poremecaj traje 1 do 2 dana, dok se unutrasnji sat ne prilagodi
novom okolisu, odnosno novoj vremenskoj zoni. Putnici imaju simptome u obliku nesanice,
pospanosti tijekom dana, slabog apetita, depresivnog raspolozenja, iritabilnosti i uzrujanosti.
Kako bi se umanijili simptomi, osobe koje putuju na istok trebale bi izbjegavati jako svjetlo
rano ujutro i trebale bi se izloziti jakom svjetlu u kasno prijepodne i poslijepodne. Putnici
prema zapadu trebaju ostati budni do kraja dana na novoj destinaciji (20). Utjecaj
cirkadijanog ritma na ponaSanje ljudi moze se dobro zamijetiti i u povecanoj ucestalosti
nesreca u prometu i industriji te greSaka na radu u drugoj polovici no¢i. U tom razdoblju
smanjuje se koncentracija i tada mozak Salje najvise informacija o potrebi za spavanjem (26).
Unutra$nji cirkadijani ritam odrzan je 1 u odsutnosti okolisSnog ciklusa odnosno u izoliranim
uvjetima u kojima nema podrazaja koji upucuju na to koje je doba dana. Unutrasnji ritam
odrzava ciklus aktivnosti i odmaranja unato¢ tome $to nema vanjskih signala (27). Na razini
organizma cirkadijani ritam odvija se u centralnom i perifernim satovima koji su hijerarhijski

organizirani i komuniciraju neuralnim i humoralnim putevima (28, 29).
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1.2.1. Centralni sat

Suprahijazmatska jezgra djeluje kao centralni sat odnosno sredi$nji regulator koji uskladuje
vanjski dnevni ciklus s unutra$njim. Suprahijazmatska jezgra prima informacije iz okolisa i
salje informacije u druge dijelove tijela (20). Svjetlo na retini podrazuje unutarnje retinalne
fotoreceptivne ganglijske stanice (ipRGCs). Fotoreceptori u ipRGCs imaju sporu kinetiku i
relativno visok prag za svjetlo, $to ih ¢ini idealnim fotoreceptorima za cirkadijani ritam jer
moraju relativno dugo prenositi informaciju o svjetlosti i moraju biti neosjetljivi na prolazne
svjetlosne signale koji nisu povezani sa suncevom svjetlos¢u (21). Svjetlosni se podrazaj
zatim putem retinotalamic¢kog trakta prenosi do suprahijazmatske jezgre. Kod sisavaca je
funkcija supranuklearne jezgre i mozda retine izravno povezana sa svjetlosnim podrazajem.
Pinealna zlijezda ili epifiza nije izravno fotosenzitivna, ali utjeCe na suprahijazmatsku jezgru
jer lu¢i melatonin (28). Suprahijazmatska jezgra prima i neke druge informacije iz jezgre rafe,
ponsa i straznjeg dijela hipotalamusa. Eferentne projekcije suprahijazmatska jezgra Salje u
paraventrikularnu jezgru hipotalamusa, dorzomedijalni hipotalamus, talamus, preopticko 1
retrohijazmatsko podrudje, u striju terminalis i genikulatne jezgre. Osim neuralnim putevima,
s ostatkom mozga komunicira humoralnim putem izlucujuéi transformiraju¢i ¢imbenik rasta

alfa, citokine i prokinetin 2 (20).

1.2.2. Periferni satovi

Revolucionarno otkri¢e u kronobiologiji bilo je da se u ostatku mozga izvan suprahijazmatske
jezgre i u gotovo svim stanicama organizma nalaze periferni cirkadijani satovi (20). Ritam
gena cirkadijanog sata i njihovih proteinskih produkata proucavani su i dokazani na raznim
stanicama u kulturi (21). Veéina tkiva u organizmu posjeduje iste molekularne mehanizme
ekspresije gena cirkadijanog ritma kao i suprahijazmatska jezgra. Prema tome, tkivo moze
samostalno regulirati dnevni ritam, a uloga suprahijazmatske jezgre jest da uskladi dnevni
ritam u svim tkivima. Gubitak funkcije suprahijazmatske jezgre rezultira neuskladenoscu
perifernin satova (28). Suprahijazmatska jezgra uskladuje cirkadijani ritam svih stanica
neuralnim putem koji ukljuCuje autonomni ziv€ani sustav, 0dnosno simpaticki i
parasimpaticki sustav i humoralnim putevima koji ukljucuju lu¢enje hormona, od kojih se
glukokortikoidima pridaje najveca vaznost. Simpaticka inervacija iz suprahijazmatske do
paraventrikularne jezgre i na kraju jetre utjeCe na dnevni ritam glukoneogeneze, a time i na

koncentraciju glukoze u krvi. Simpaticka inervacija povecava osjetljivost nadbubrezne
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zlijezde na podrazaj adrenokortikotropnim hormonom i tako izravno utjeée na otpuStanje
glukokortikoida. Osim simpatickom inervacijom dnevni ritam otpustanja glukokortikoida
ovisi i 0 dnevnom ritmu luc¢enja kortikotropin oslobadaju¢eg hormona i adrenokortikotropnog
hormona (21). Glukokortikoidi utjeu na niz razli¢itih procesa poput glukoneogeneze,
metabolizma lipida, kardiovaskularnog tonusa, a imaju ulogu i u procesu upale i u
funkcioniranju imunoloskog sustava. Predstavljaju jedan od klju¢nih humoralnih medijatora
cirkadijanog ritma (28). Osim glukokortikoida, i drugi humoralni ¢imbenici imaju ulogu u
sinkronizaciji cikradijanog ritma poput melatonina, katekolamina, hormona rasta, atrijskog
natriuretskog peptida, angiotenzina Il, aldosterona i renina, koji takoder pokazuju dnevnu

varijaciju u izluéivanju (30).

1.3. CLOCK gen

CLOCK gen jedan je od gena ukljuc¢enih u molekularnu regulaciju cirkadijanog ritma. Gen se
nalazi na dugom kraku 4. kromosoma, a veli¢ine je 119.238 parova baza (31). CLOCK gen
kodira protein koji je transkripcijski ¢imbenik s motivom uzvojnica-okret-uzvojnica i ima
unutrasnju acetiltransferaznu aktivnost (30, 31). Proteinski produkt CLOCK gena ima
srediSnju ulogu u upravljanju cirkadijanim ritmom. Osim CLOCK gena, ulogu u cirkadijanom
ritmu imaju i drugi geni poput ARNTL, PER1, PER2, PER3, CRY1 i CRY2 gena kao i njihovi
proteinski produkti (32). Molekularni mehanizam funkcioniranja cirkadijanog ritma sastoji se
od sustava pozitivnih i negativnih povratnih sprega u kojima i CLOCK gen ima svoju ulogu.
CLOCK gen uz ARNTL gen aktivator je transkripcije, a PER i CRY inhibitori su transkripcije
(33). Proteinski produkti CLOCK i ARNTL gena formiraju heterodimer koji se veze na E-box
element u promotorskoj regiji uzvodno od CRY i PER gena te tako poti¢e njihovu ekspresiju
(32). Perl, per2 i per3 mRNA odlazi iz jezgre u citoplazmu i dolazi do stvaranja PER1, PER2
i PER3 proteinskih produkata. Kako se njihova koli¢ina povecava tako dolazi do stvaranja
PER1 i PER2 heterodimera koji ulaze ponovno u jezgru. CRY1 i 2 proteinski produkti
inhibiraju prijenos PER1 i PER2 heterodimera, dok PER 3 proteinski produkt djeluje tako da
pospjesuje ulazak PER1 i PER2 heterodimera u jezgru (34). Proteinski produkti PER i CRY
gena takoder formiraju heterodimere koji djeluju tako da inhibiraju ekspresiju CLOCK i
ARNTL gena, a na taj nain neizravno inhibiraju i vlastitu ekspresiju (33). Smanjenjem
ekspresije CRY i PER te razgradnjom njihovih proteinskih produkata tijekom noci prestaje
inhibicijsko djelovanje na CLOCK i ARNTL, pa ciklus moze opet poceti (20, 35). Cijeli taj
proces aktivacije i inhibicije traje oko 24 sata. CLOCK i ARNTL heterodimer veze se i na E-
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box gena koji su nazvani ,,geni pod kontrolom cirkadijanog ritma“ i tako poti¢u oscilacije
bioloskog sata i1 promjenu metabolickih i humoralnih funkcija tijekom dana (33).
Polimorfizam CLOCK gena mogao bi biti povezan s promjenom ponasanja u odredenim

populacijama, pretilos¢u i metaboli¢kim sindromom (31).

1.4. Utjecaj cirkadijanog ritma na kardiovaskularni sustav

Vecta pojava akutnih kardiovaskularnih dogadaja u odredeno doba dana upuéuje na
povezanost cirkadijanog ritma i funkcije kardiovaskularnog sustava. Pokazalo se da je najveca
incidencija infarkta miokarda ujutro izmedu Sest i dvanaest sati, a najniza u no¢i izmedu tri i
Sest sati. Ruptura i disekcija aorte najcesS¢e se dogada izmedu osam i jedanaest sati, dok je
najveca incidencija fibrilacije atrija poslijepodne (30, 32). Nekoliko ¢imbenika utjece na vecu
incidenciju akutnog infarkta miokarda u jutarnjim satima poput porasta simpaticke aktivnosti i
smanjenja fibrinoliticke aktivnosti (36). Vrijednosti krvnog tlaka mijenjaju se tijekom dana,
najnize vrijednosti krvni tlak pokazuje tijekom no¢i kada dolazi do prevlasti parasimpatikusa
nad simpatikusom. Krvni tlak pocinje rasti nesto prije vremena budenja, ima vise vrijednosti
tijekom dana i ponovno pocinje padati u ve¢ernjim satima prije spavanja. Normalni krvni tlak
obi¢no je tijekom no¢i manji za 10 % i udarno raste prije budenja (30). Budenjem i dizanjem
1z leZzeCeg polozaja dolazi do naglog porasta aktivnosti simpatikusa 1 luc¢enja katekolamina
koji povecavaju vaskularni tonus krvnih zila, pa tako i tonus koronarnih arterija (37). Porast
krvnog tlaka povecava potrebu miokarda za kisikom, a istovremeni porast tonusa koronarnih
krvnih zila i broja otkucaja srca dodatno pogorsavaju neravnotezu izmedu dotoka i potrebe
miokarda za kisikom (31). Cirkadijani ritam ima utjecaj i na agregaciju trombocita te ostale
komponente koagulacijskog sustava (30). Agregacija trombocita i koagulabilnost krvi
poviSena je u jutarnjim satima, dok je fibrinoliticka aktivnost smanjena. Ujutro u krvi dolazi
do porasta inhibitora aktivacije plazminogena i porasta aktivnosti faktora VIII. Stanje
hiperkoagulabilnosti i smanjene fibrinoliticke aktivnosti poveéava incidenciju trombotskih
dogadaja (31, 38). U jutarnjim satima poviSena je i vrijednost kortizola i angiotenzina II.
Kortizol povecava osjetljivost koronarnih arterija na katekolamine i tako povecava njihov

vazokonstriktivni uc¢inak (36).
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Cilj je ovog istrazivanja ispitati postoji li povezanost polimorfizama CLOCK gena

cirkadijanog ritma i infarkta miokarda.
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3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao studija slu¢aja i kontrola (39).

3.2. Ispitanici

Provedeno je istrazivanje polimorfizma CLOCK gena na 200 pacijenata s preboljenim
infarktom miokarda i 200 kontrolnih ispitanika. Ispitanici iz obiju skupina prikupljani su od
svibnja 2015. do prosinca 2016. godine. Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak za

sudjelovanje u istrazivanju.

Skupinu pacijenata s preboljenim infarktom miokarda cinili su pacijenti hospitalizirani na
Klinickom odjelu za bolesti srca 1 krvnih zila s intenzivnim lije¢enjem Klini¢kog bolni¢kog
centra Osijek.
Kriteriji za uklju¢ivanje ispitanika u skupinu pacijenata s infarktom miokarda bili su:

- preboljen infarkt miokarda tipa 1 (4)

- poviseni biokemijski marker troponin T (ve¢i od 0,05; iznad 99. percentile)

- bol u prsistu duza od 30 minuta

- promjene elektrokardiograma.
Kriteriji za iskljuéenje ispitanika iz skupine pacijenata s infarktom miokarda bili su:

- dekompenzacija

- valvularne greske

- ugradeni elektri¢ni uredaj (engl. pacemaker).

Kontrolnu skupinu ¢ine osobe iz ambulanti obiteljske medicine koje je prikupio njihov
lijecnik obiteljske medicine. Kontrolna je skupina prema dobi i spolu izjednaena sa
skupinom pacijenata s infarktom miokarda.
Kriteriji za ukljucenje ispitanika u kontrolnu skupinu bili su:

- troponin manji od 0,05

- negativna anamneza na infarkt miokarda, tezu kardiovaskularnu bolest 1 Se¢ernu bolest

tipa 2
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Kriteriji za iskljuCenje ispitanika iz kontrolne skupine bili su rodaci osoba iz skupine
pacijenata s infarktom miokarda zbog slozene nasljedne osnove Cimbenika rizika za

kardiovaskularne bolesti (40).

3.3. Metode

U istrazivanju su koriSteni anamnesticki upitnici radi prikupljanja op¢ih 1 medicinskih
podataka ispitanika te uzorci krvi iz vene. Svakom je ispitaniku uzeto 3 ml krvi u epruvetu s
podtlakom (Vacutainer, Becton Dickinson) s antikoagulansom etilendiamintetraoctena
kiselina. Svaki uzorak krvi posebno je $ifriran i pohranjen na -20 °C do postupka izolacije
DNA. Izolacija DNA radena je na mini spin kolonama prema standardnom protokolu
proizvodaca (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Nakon toga,
metodom lanéane reakcije polimerizacije u stvarnom vremenu i primjenom TagMan kompleta

reagensa, u¢injena je analiza triju polimorfizama jednog nukleotida u CLOCK genu.

3.3.1. Anamnesticki upitnik

Anamnesti¢kim upitnikom prikupljeni su podatci o svim ispitanicima. Iz upitnika su dobiveni
podatci o spolu, Zivotnoj dobi, razini obrazovanja, zaposlenju, konzumaciji kofeina, povijesti
pusenja, obiteljskoj povijesti infarkta miokarda, prijaSnjim kardiovaskularnim bolestima,
hipertenziji, dislipidemiji, respiratornim bolestima, $ec¢ernoj bolesti tipa 1 i 2, bolestima Stitne

zlijezde, bubrega 1 jetre.

Obiteljska anamneza kardiovaskularnih bolesti odredena je postojanjem bolesti koronarnih
arterijja kod rodaka u prvom koljenu prije 60.-e godine Zivota. PrijaSnje kardiovaskularne
bolesti utvrdene su postojanjem angine pektoris, infarkta miokarda, aritmije ili moZzdanog

udara u grupi pacijenta.

3.3.2. Izolacija DNA

Za postupak izolacije DNA koristene su komercijalne kolone sa silika-membranom pomocu

kompleta reagensa QI4amp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen Company).

Postupak izolacije DNA zapo€inje inkubacijom 20 ul QIAGEN Protease, 200 pl

nekoagulirane krvi i 200 pl odgovarajuc¢eg pufera. Inkubacija traje 10 minuta i radi se na
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56 °C. Nakon inkubacije, u uzorak se dodaje 200 pl 100 %-tnog etanola. Dobivena se smjesa
pipetira u DNeasy Mini spin column (koja je u tubici od 2 ml) i potom se centrifugira na 6000
g jednu minutu. DNA se veze na membranu, a ostatak smjese prolazi kroz pore membrane.
Zatim se DNeasy Mini spin column prenosi u novu tubicu, a tubica s filtratom odbacuje se.
Izolirana DNA ostaje u DNeasy Mini spin column i dodatno se proc¢is¢ava dodavanjem
razli¢itih pufera. Prvo se dodaje 500 ul AW1 pufera i centrifugira se na 6000 g 1 minutu.
DNeasy Mini spin column prebacuje se u novu tubicu, a ona koja sadrzi filtrat odbacuje se.
Potom se u DNeasy Mini spin column dodaje 500 ul AW2 pufera i centrifugira se na 20000 g
3 minute. Nakon centrifugiranja DNeasy Mini spin column prebacuje se u novu tubicu od 1,5
ml i dodaje 200 pl AE pufera izravno na membranu. Izolirana DNA ¢uva se u AE puferu

pohranjena na -20 °C do daljnje analize (41).

3.3.3. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimerazom vrlo je uéinkovita metoda u molekularnoj biologiji koja se
moze upotrijebiti za dobivanje velikih koli¢ina odredenog fragmenta DNA koji se zeli
analizirati. U svakom ciklusu dolazi do udvostruéenja ciljanog fragmenta DNA i njegova
koli¢ina eksponencijalno raste. Produkti svakog ciklusa mjere se pomocu fluorescentnog
signala koji je jaci $to je viSe novonastalih PCR produkata. Da bi se odredeni fragment DNA
umnozio, potrebne su dvije oligonukleotidne pocéetnice od 20 parova baza, jedna za segment
uzvodno, a druga za segment nizvodno od dijela koji zelimo umnoziti. Prvo dolazi do
denaturacije dvolan¢ane DNA na koju se vezu pocetnice. DNA polimeraza produljuje lance
na koje se vezala pocetnica. Ponavljanjem denaturacije i ponovnog vezanja pocetnica te

produljenja lanca dolazi do stvaranja novih kopija zeljenog dijela DNA (42).

Genotipizacija je u¢injena primjenom TagMan metodologije. TagMan metodologija temelji se
na 5-3' egzonuklearnoj aktivnosti Tag DNA-polimeraze. Ona zbog svoje egzonuklearne
aktivnosti moze razgraditi TagMan probu ako je ona vezana na ciljni dio DNA, odnosno ako
se TagMan proba vezala izmedu uzvodne i nizvodne pocetnice. TagMan proba na svojem 5'
kraju ima vezanu reportersku fluorescentnu boju FAM™ ili VIC™, dok na svom 3' kraju ima
vezan nefluorescentni prigusiva¢. Ako Tagq DNA polimeraza razgradi TagMan probu, dolazi
do razdvajanja receptorske fluorescentne boje 1 priguSivaca, Sto dovodi do nastanka
fluorescentnog signala odredene valne duljine. Intenzitet odasiljanja fluorescentnog signala

ovisi o koli¢ini novonastalog PCR produkta. Primjenom razli¢itih pocetnica i proba koje su
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obiljezene razli¢itim fluorescentnim bojama omogucena je visestruka analiza. Ako ne dode do
fluorescencije, znaci da nije doslo do vezanja TagMan probe za ciljani odsjecak DNA,
odnosno da ciljana sekvenca nije komplementarna probi ili da ciljana sekvenca nije umnozena
(43).

U istrazivanju su upotrijebljene probe za SNP-e (polimorfizme jednog nukleotida) prikazane u
Tablici 1. Odabir SNP-a utemeljen je na poznatoj ukljuc¢enosti CLOCK gena u molekularni
mehanizam regulacije cirkadijanog ritma te na povezanosti polimorfizma CLOCK gena s

rizi¢nim ¢imbenicima za kardiovaskularne bolesti.

Tablica 1. Analizirani polimorfizmi jednog nukleotida CLOCK gena cirkadijanog ritma

SNP Promjena u DNA Funkcija

rs11932595 AlG intronska supstitucija
rs6811520 CIT intronska supstitucija
rs13124436 AlG intronska supstitucija

Sastojci PCR smjese, i njihovi volumeni, koji su koristeni u postupku genotipizacije pomocu

TagMan metodologije prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Sastojci i volumeni reagensa potrebni za genotipizaciju TagMan metodom

Sastojci Volumeni
V (PCR Master Mix 2 x) 6,25 uL
V (SNP Tagman probe mix 40 x) | 0,31 uL

V (d. d. H20) 3,44 uL
V (DNA / H20) 2,5uL
Ukupni volumen 12,5 pLL

Postupak genotipizacije raden je prema PCR protokolu. Prvo dolazi do pocetne denaturacije
10 minuta na 95 °C. Potom denaturacije tijekom 40 ciklusa 15 sekundi na 92 °C te vezanje i

sinteza tijekom 40 ciklusa 1 minutu na 60 °C.
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Analiza dobivenih rezultata genotipizacije napravljena je na uredaju Applied Biosystems 7500

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).

3.4. Statisticke metode

Za statisticku obradu podataka koriSten je program Statistica 12.7 (StatSoft Inc. TULSA, OK,
USA). Napravljena je deskriptivna statistiCka obrada podataka. Razlike numerickih varijabli
izmedu dviju skupina ispitanika testirane su t-testom za nezavisne uzorke ili Mann-
Whitneyjevim U testom, ovisno o njihovoj distribuciji, dok su razlike izmedu kategoric¢kih

varijabli testirane Pearsonovim > testom.

Razlike u distribuciji i frekvenciji javljanja alela ispitane su y? testom. Odredeni su omjeri
izgleda (OR, engl. odds ratio) i 95 %-tni intervali pouzdanosti (95 % CI, engl. confidence
intervals) za usporedbu raspodjele alela i genotipova medu pacijentima i kontrolama.
Napravljen je i y? test o pretpostavljenom obliku raspodjele genotipova zbog moguceg
odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze, $to predstavlja dodatan korak u procjeni
kontrole genotipova. Analize su napravljene pomocu mreznog alata SHEsi (44). Frekvencije
haplotipova te povezanost haplotipova s infarktom miokarda procijenjena je pomocu mreznog
alata SHEsis ili SNPStats programom (44, 45), kao i razlike u haplotipovima izmedu
pacijenata s infarktom miokarda i kontrolne skupine. Razina znacajnosti je P < 0,05. Sve P

vrijednosti prilagodene su prema Bonferronijevom testu za viSestruko testiranje.
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4.1. Rezultati anamnestickog upitnika

4. REZULTATI

Analizirano je ukupno 400 ispitanika, od kojih je 200 preboljelo infarkt miokarda i 200 koji

nisu preboljeli infarkt miokarda. Aritmeticka sredina dobi ispitivane populacije iznosila je 64

godine sa standardnom devijacijom od 13 godina. 54,5 % ispitanika ¢ine muskarci, a 44,5 %

¢ine Zene. Op¢i podatci ispitanika prikazani su u Tablici 3., a u¢estalost rizi¢nih ¢imbenika za

razvoj kardiovaskularnih bolesti prikazana je u Tablici 4.

Tablica 3. Op¢i podatci ispitanika ukljucenih u istrazivanje

Pacijenti

Kontrole

Dob, aritmetic¢ka sredina

(standardna devijacija)

67 (12)

62 (13)

Broj ispitanika (%)

Broj ispitanika (%)

PuSenje
Nepusaci 98 (49,5) 151 (75,5)
Pugaci 41 (20,5) 39 (19,5)
Bivsi pusaci 60 (30) 10 (5)
Obrazovanje
Osnovna skola 70 (35) 53 (26,5)
Srednja skola 106 (53) 114 (57)
Visa/fakultet 24 (12) 33 (16,5)
Radni status
Zaposlen 32 (16) 57 (28,5)
Nezaposlen 23 (11,5) 13 (6,5)
Umirovljen 145 (72,5) 130 (65)
Konzumacija kofeina
Da 171 (85,5) 149 (74,5)
Ne 29 (14,5) 51 (25,5)
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Tablica 4. Ucestalost kardiovaskularnih ¢imbenika rizika medu ispitanicima

Kardiovaskularni Pacijenti Kontrole -
¢imbenici rizika Broj ispitanika (%) | Broj ispitanika (%)
Hipertenzija 107 (53,5) 59 (29,5) 0,892
Dislipidemija 26 (13) 23 (11,5) 0,048
Respiratorne bolesti 2(1,8) 8 (4) 0,772
Seéerna bolest tipa 1 1(1) 2(1,9) 0,886
Secerna bolest tipa 2 44 (22) 0 -
Bolesti Stitne Zlijezde 8 (4) 6 (6,3) 0,612
Bolesti bubrega 15 (7,5) 12 (6) 0,910
Bolesti jetre 10 (5) 9 (4,5) 0,481
Pozitivna obiteljska
anamneza KVB} 47 (23,5) 27 (13,5) 0,754
Prijasnje KVBT 143 (71,5) 14 (7) 0,221
Infarkt miokarda 57 (28,5) 0 -
Drugo (aritmije, angina
pektorgis,(moidz:ni udgr) 86.(43) 1@ ]
Nista 57 (28,5) 186 (93) -

*Pearsonov y 2 test

tKardiovaskularne bolesti

4.2. Analiza polimorfizma CLOCK gena

Ucestalost genotipova istrazivanih polimorfizama u ispitivanoj i kontrolnoj skupini u skladu
je s predvidenima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi. Raspodjela alela polimorfizama
CLOCK gena kao i ucestalost dominantnih i recesivnih modela genotipova prikazana je u
Tablici 5. Ucestalost genotipova polimorfizama CLOCK gena prikazana je na Slici 1.
Raspodjela i uéestalost genotipova CLOCK gena cirkadijanog ritma prikazani su u Tablici 6.

Statisticki znacajna razlika nije pronadena kod polimorfizama rs11932595 i rs13124436
CLOCK gena i infarkta miokarda, ali je pronadena kod rs6811520 i infarkta miokarda.
Razlike u ucestalosti alela i genotipova, nakon korekcije za viSestruko testiranje prema

Bonferroniju, nisu dosegle zadani prag znacajnosti.
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Tablica 5. Raspodjela alela i modela genotipova polimorfizma CLOCK gena

Ucestalost alela Modeli genotipova
Rjedi | MAF* | MAF* ) ) o
) o Pt Dominantni model Recesivni model
aleli | pacijenti | Kontrole
95 % 95 %
P OR P | OR
Cl Cl
§ 0,61 0,71
§ G 0,388 0,39 0,942 0,77 1,09 - 0,754 | 1,07 -
=, 1,95 1,61
o 0,27 0,88
P
= T 0,39 0,49 0,004 | 0,001 | 0,45 - 0,171 | 1,33 -
Q
2 0,73 2,02
§ 0,54 0,81
§ A 0,325 0,278 0,143 | 0,271 0,8 - 0,162 | 1,63 -
% 1,19 3,38

*UCcestalost rjedeg alela (engl. minor allele frequency)

TP vrijednosti dobivene su SNPStats programom za analizu razli¢itih modela genotipova
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