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POPIS KRATICA

EKG — elektrokardiogram
ADP — adenozin difosfat

STEMI — infarkt miokarda s elevacijom ST segmenta (engl. ST-elevation myocardial
infarction)

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

CK MB - sréani izoenzim Kreatin kinaza

Tn — troponin

ARNTL1 — engl. Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 1
BMALL - engl. Brain and Muscle Aryl-hydrocarbon receptor nucler translocator like 1
CCG — satom regulirani geni (engl. clock-controlled genes)

CLOCK —engl. Circadian Locomotor Output Cycles Kaput

PER — engl. period

CRY —engl. Cryptochrome

CK1 ¢ —kazein kinaza 1 € (engl. casein cinase 1 ¢)

CK1 6 — kazein kinaza 1 8 (engl. casein cinase 1 0)

REV-ERBa — engl. NR1D1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
ROR-a —engl. RAR related orphan receptor alpha

NMDAR — metabotropni glutamatni receptor (engl. N-methyl-D-aspartate receptor)
CREB - engl. cCAMP response element-binding protein

CAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat

MAPK — mitogenima aktivirane kinaze (engl. mitogen-activated protein kinase)
NGF — neurotrofi¢ni mozdani faktor (engl. nerve growth factor)

BDNF — ¢imbenik rasta neurona (engl. brain-derived neurotrophic factor)
CaMKII — kalcij kalmodulin ovisna kinaza tip 2

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

FRET — prijenos rezonantne fluorescentne energije (engl. Fluourescence Resonance Energy
Transfer)



MGB — engl. minor groove binder

KVB — kardiovaskularne bolesti

IL-6 — interleukin 6

CRP — C-reaktivni protein

TNFa — faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)
LDL - lipoprotein niske gustoce (engl. low-density lipoprotein)

VLDL - lipoprotein vrlo niske gustoce (engl. very low-density lipoprotein)
PCSKO9 — engl. proprotein convertase subtisilin/kexin type 9

OSA - opstruktivna apnejau snu (engl. opsturctive sleep apnea)

CPAP — kontinuirana aplikacija pozitivnog tlaka (engl. continous positive airway pressure)
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1. UvOD

1.1. Infarkt miokarda

Infarkt miokarda definira se kao smrt stanica miokarda uslijed prolongirane ishemije kao
posljedice potpunog prekida koronarne cirkulacije (1). Prekid koronarne cirkulacije najéesce
nastaje uslijed rupture ili ulceracije aterosklerotskog plaka te superponirane tromboze, ali i

usljed koronarnog vazospazma (2).

Infarkt miokarda jedan je od najces¢ih uzroka smrti te radne nesposobnosti u svijetu.
Incidencija jest 5/ 100 000 godisnje u razvijenim zemljama. Infarkt miokarda bolest je starije
zivotne dobi. Glavni rizi¢ni faktori jesu hipertenzija, dijabetes, pretilost, sjedilacki nacin
zivota te emocionalna napetost, na koje se moze utjecati, te dob, spol i nasljede, na koje nije
moguce utjecati. Medusobnom interakcijom ¢imbenika dolazi do nastanka ateroskleroze,

glavne patoloske podloge bolesti koronarnih arterija (3 —5).

Infarkt miokarda moze se Klasificirati na pet tipova (6). Osnovni je patofizioloski uzrok
infarkta miokarda neravnoteza izmedu potrebe i potros$nje kisika u miokardu (2). Tip 1
spontani je infarkt miokarda koji nastane kao posljedica ulceracije, erozije ili rupture ,,mekog"
koronarnog aterosklerotskog plaka te superponirane tromboze (3, 6). Do zacepljena moze doci
odmah, nakon nekoliko sati ili do njega uopée ne mora ni doéi, $to se ocituje klinickom
slikom nestabilne angine pektoris (7). Tip 2 infarkt je miokarda kod sekundarne ishemije srca.
Uzroci su koronarni spazam, aritmije, tireotoksikoza, respiratorna insuficijencija, anemija,
hipotenzija (3, 6). Tip 3 iznenadna je sréana smrt bez porasta biomarkera. Simptomi ili EKG
nalaz upucuju na kardijalnu smrt uzrokovanu ishemijom, ali smrt je nastupila prije nego su
dobiveni uzorci krvi pacijenta, odnosno prije nego su vrijednosti biomarkera porasle. Tip 4
povezan je s trombozom stenta tijekom ili nakon perkutane koronarne angioplastike (6). Kao
prevencija tromboze stenta tijekom zahvata koriste se heparin i inhibitor GP [IB/IIA
receptora, a nakon zahvata terapija acetilsalicilnom kiselinom i jednim od inhibitora
agregacije trombocita koji ovise 0 ADP-u (8 — 10). Tip 5 infarkt miokarda nastaje tijekom
postavljanja koronarne premosnice. Za prevenciju okluzije grafta primjenjuju se heparin,

acetilsalicilna kiselina, klopidogrel i tiklopidin (6, 11).

Morfoloski i patohistoloski infarkti miokarda mogu se podijeliti na transmuralne i

subendokardijalne infarkte miokarda (3). Transmuralni infarkti miokarda zahvacaju cijelu
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debljinu stjenke miokarda. Nalaze se u podruéju koje krvlju opskrbljuje jedna od triju glavnih
koronarnih arterija. Subendokardijalni infarkti nastaju uslijed hipotenzivnih epizoda u sklopu
cirkulatornog Soka. Nekroza zahvaca subendokardijalni dio miokarda citavom

cirkumferencijom obiju klijetki (2, 3).

Dijagnoza infarkta miokarda postavlja se na temelju simptoma, abnormalnosti EKG zapisa i
porasta biomarkera nekroze miokarda (6). Stanja nastala kao posljedica naglog poremecaja u
koronarnom krvotoku definiraju se kao akutni koronarni sindrom. On obuhvaca spektar od
nestabilne angine pektoris, STEMI i NSTEMI. Diferencijacija se obavlja na temelju EKG
nalaza i porasta biomarkera miokardijalne nekroze jer se klini¢ki simptomi preklapaju (12,
13). Tipi¢ni i vodeé¢i simptom infarkta miokarda jaka je bol u prsnom kosu duze od 20 minuta.
Bol ne reagira na primjenu nitroglicerina (9, 14). Bol se moze $iriti u epigastrij do pupka te u
lijevu stranu vrata, mandibulu, lice te lijevu ruku (15). Bol je visceralnog karaktera, pa su
pacijenti obi¢no nemirni te se ne mogu smjestiti u udoban polozaj. Kod pojedinih pacijenata
simptomi mogu biti krivo protumaceni, §to odgada dijagnozu i povecava smrtnost. Pacijenti
sa SeCernom boles¢u koja uzrokuje autonomnu neuropatiju nemaju boli. Zbog aktivacije
autonomnog ziv€éanog sustava, prekomjerne stimulacije simpatikusa, pacijenti su prestrasent,
blijedi, oznojeni, tahikardni i povisenog krvnog tlaka. Kod infarkta donje stjenke dolazi do
nadrazaja dijafragme i aktivacije parasimpatikusa. Tada su muc¢nina, povracanje, bradikardija,
AV blok te hipotenzija glavni simptomi (13 — 15). Diferencijalno dijagnosticki bolovi u
prsima mogu se oc¢itovati u sklopu miokarditisa, pleuritisa, pneumonije, aortne disekcije te

mnogih drugih stanja, ali mogu biti i psihogene naravi (16).

Elektrokardiografske promjene u sklopu akutnog infarkta miokarda posljedica su promjene
elektofizioloskih uvjeta u ishemijom zahvacenom dijelu miokarda (17). One se ocituju u
elektrokardiogramu negativnim simetricnim T valom kao znakom ishemije, ST-elevacijom
kao znakom lezije, novonastalim blokom lijeve grane te patoloskim Q zupcem (13, 18). Sve
promjene znacajne Su ako se pojavljuju u susjednim odvodima. Kod pacijenata sa sumnjom
na infarkt miokarda trebaju se snimati EKG zapisi u razmaku 15 — 30 minuta ili kontinuirano
promatranje 12-kanalnim EKG-om (6, 19). Mjesto ST-elevacije u elektrokardiogramu s 12

odvoda moze nam pomo¢i pri odredivanju lokacije infarkta miokarda (15, 19).

Pokazatelji nekroze miokarda, kardioselektivni enzimi, vazan su Kriterij u postavljanju
dijagnoze infarkta miokarda (20). Za dijagnozu infarkta miokarda bitni su porast i dinamika
kardioselektivnih enzima (6, 15). Ozljeda miokrada opaza se u povisenim razinama osjetljivih
i specifiénih biomarkera kao §to su kardijalni troponin i miokardijalna (MB) frakcija kreatin

2
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kinaze (CK) (6, 13, 20). Povisene vrijednosti biomarkera mogu se zabiljeZiti u svim stanjima
u kojima dolazi do nekroze kardiomiocita, kao §to je miokarditis, teSka dekompenzirana
kardiomiopatija, trauma, plué¢na embolija i kemoterapija (13, 20). Biomarker koji se preferira
u postavljanju dijagnoze infarkta miokrada jest troponin | i T (cTn). On ima visoku
specifi¢nost za miokardijalno tkivo te klini¢ku osjetljivost. PoviSena vrijednost troponina
definira se kao vrijednost koja prelazi 99. percentilu referentne populacije (gornja referentna
granica) (6, 13). Koncentracija troponina odreduje se prilikom postavljanja sumnje na infarkt
miokarda te se po potrebi ponavlja (14, 15, 20). Jo$ jedna vazna dijagnosticka metoda jest
dvodimenzionalna ehokardiografija i obojeni dopler. Promjene kinetike miokarda vidljive su
unutar nekoliko minuta od opstrukcije koronarne arterije, a prije nekroze, u EKG zapisu i
porastu vrijednosti biomarkera. Ehokardiografija nam pruza uvid u funkciju i strukturu

valvularnog aparata, septuma, miokarda te perikarda i velikih sr¢anih zila (14).

Akutno zbrinjavanje pacijenata s infarktom miokarda obuhvaca analgetsku, antiagregacijsku,
antiishemijsku, antikoagulantnu i reperfuzijsku terapiju. Nitroglicerin i morfij daju se radi
smanjenja boli te volumnog opterec¢enja srca (13, 15, 21). Kao konac¢na terapija primjenjuje se
fibrinoliza unutar 30 minuta te perkutana koronarna angioplastika unutar 60 minuta od
pocetka simptoma (15). Pacijenti s infarktom bazalnog dijela miokarda u terapiji ne smiju
primati nitrite, morfij te beta blokatore zbog opasnosti od dodatnog usporenja srcane

frekvencije i snizenja tlaka (9, 15).

Najces¢i uzrok smrti u ranoj, ali i kasnijoj postinfarktnoj fazi oporavka pacijenta jest
ventrikularna aritmija, osobito ventrikularna tahikardija koju slijedi ventrikularna fibrilacija.
Pacijentima se savjetuje promjena nacina zivota, kontrolirano bavljenje fizickom aktivno$cu,
promjena prehrane te primjena propisane farmakoloske terapije i obavezna rehabilitacijska
terapija (12, 14, 15, 22).

1.2. Gen ARNTL1

Gen ARNTL1 (engl. Aryl-hydrocarbon receptor nucler translocator like 1) poznat je i kao
BMALL (engl. Brain and Muscle Aryl-hydrocarbon receptor nucler translocator like 1).
Otkriven je 1997. godine. Veli¢ine je 24 egzona. Lokaliziran je na kratkom kraku 11.
kromosoma (11p15.2). Kodira protein ARNTL1 (engl. Aryl hydrocarbon receptor nuclear

translocator-like 1 protein) koji ima jednu od klju¢nih funkcija u povratnoj sprezi
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molekularnog mehanizma cirkadijanog ritma (23). Protein koji kodira taj gen ukljucen je u
patofiziologiju Angelmanovog sindroma, hipertenzije, dijabetesa, pretilosti, bipolarnog
poremecaja, neplodnosti, poremecaja glikogenolize i lipogeneze te drugih poremecaja
metabolizma. Regulira i odgovor steroidnih receptora na glukokortikoide, glukozom
posredovano oslobadanje inzulina, sintezu proupalnih citokina i kemokina te funkciju i
mobilizaciju upalnih stanica (23 — 25). U kontroli cirkadijanog ritma proteinski produkt gena
ARNTL1 stvara heterodimer s proteinskim produktima cirkadijanih gena. Heterodimer se veze

za E-box pojacivac element i potice ekspresiju gena (23, 24).

1.3. Cirkadijani ritam

Zivot na Zemlji podreden je 24-satnoj izmjeni dana i noéi koja je uvjetovana rotacijom
Zemlje oko vlastite osi. Mnogi fizioloski i patoloski procesi regulirani su tim 24-satnim
ciklusom putem endogenog sata. Endogeni sat naziva se cirkadijani ritam. Diurnalne
varijacije podrazumijevaju endogeni cirkadijani ciklus moduliran egzogenim ¢imbenicima
(25 - 27).

U ljudskom organizmu postoji jedan sredi$nji sat koji se nalazi u suprahijazmatskoj jezgri
prednjeg dijela hipotalamusa. U sredis$nji sat ubraja se i pinealna Zlijezda ili epifiza. Svaki
organ i stanica organizma sisavaca posjeduje vlastiti endogeni, periferni sat. Centralni i
periferni satovi organizirani su hijerarhijski te su pod kontrolom Zeitgebera, razli¢itih

¢imbenika iz okolisa, odnosno iz organizma (26).

Centralni sat primarno je reguliran koli¢inom svjetla. Izlozenost svjetlu utjeCe na centralni sat
preko neuralnih impulsa koji u suprahijazmatsku jezgru dospijevaju retinohipotalamickim
traktom, direktnom vezom retine i hipotalamusa (27). Periferni satovi sinkronizirani su sa
srediSnjim satom neurocefali¢cnom cirkadijanom osi. Simpaticki je Ziv€ani sustav glavna
neuralna sveza, a humoralna su vazoaktivni intestinalni polipeptid, renin-angiotenzin-
aldosteron sustav, melatonin, kateholamini, hormon rasta, atrijski natriuretski peptid te
nepoznati ¢imbenici i neki citokini poput prostaglandina E2. Vazni su ¢imbenici regulacije

funkcije perifernih satova i tjelesna aktivnost, prehrana i energetske zalihe (26, 28, 29).

Smatra se da je uloga perifernih satova da pripreme organizam na dnevne promjene fizickog i

psihickog optere¢enja i omoguce prilagodbu organa na njih (27). Krvni tlak, frekvencija srca,
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sréani minutni volumen poprimaju najnize vrijednosti tijekom noéi, u vrijeme obnove stanica

I tkiva organizma (15, 26, 28).

Plavo i zeleno svjetlo ultraljubi¢astog sun¢evog spektra stimulira fotoreceptore koji putem
retinohipotalamickog trakta neuronalnim impulsom djeluju na suprahijazmatsku jezgru (27).
Iz suprahijazmatske jezgre impuls se Salje u paraventrikularnu formaciju hipotalmusa. Impuls
se dalje $iri prema intermediolateralnoj kolumni cervikalnog dijela kraljezni¢ne mozdine, gdje
se nalaze sekundarni simpaticki neuroni. Simpaticki signali reguliraju funkciju perifernih
organa i epifize, gdje potic¢u lucenje melatonina. Vrijednosti melatonina najvece su tijekom
sna. Suprahijazmatska jezgra putem eferentnih projekcija stimulira i parasimpaticki ziv¢ani

sustav preko dorzalnih motornih jezgara vagusa (29, 30).

Cirkadijani ritam omogucuje organizmu vremensku uskladenost s okoliSem te mu osigurava
homeostazu na molekularnoj razini reguliraju¢i ekspresiju gena putem pozitivne i negativne
povratne sprege kako bi omogucili vr$nu koncentraciju proteina u odredenom vremenskom
dijelu 24-satnog ciklusa u kojem su ti proteini najpotrebniji za strukturu i funkciju pojedinog
tkiva (23). Povratna sprega odrazava diurnalne oscilacije u stanici na transkripcijskoj i
posttranskripcijskoj razini. Prema dosadasnjim istrazivanjima smatra se da je 8 do 10 % gena

u kardiovaskularnom sustavu podlozno diurnalnim promjenama u ekspresiji (25, 31).

Centralni i periferni sat gradeni su od nekoliko kljuénih gena koji reguliraju vlastitu ekspresiju
mehanizmima povratne sprege te ekspresiju satom reguliranih gena, CCG-a (engl. clock-
controlled genes). Klju¢ne komponente cirkadijanog sata, tj. pozitivnog kraka povratne sprege
jesu proteini CLOCK (engl. Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) i ARNTLL1 (engl.
Aryl-hydrocarbon receptor nucler translocator like 1), a negativnog kraka PER (engl. Period
1, 2, 3) i CRY (engl. Cryptochrome 1, 2). Ti proteini posjeduju funkciju transkripcijskih
faktora (25, 28). CLOCK i ARNTL1 stvaraju heterodimere koji difundiraju u jezgru. Proces
translokacije izmedu jezgre i citoplazme stanice nadziran je fosforilacijom protein kinazama,
kazein kinaza 1 epsilon i delta (CK1 g, CK1 §) (27). Vezu se na E-box sekvencu u podrucju
promotora gena PER i CRY te poti¢u njihovu transkripciju. Proteini PER i CRY takoder
stvaraju heterodimere i koce ekspresiju CLOCK i ARNTL1 gena te na taj nacin reguliraju i
vlastitu ekspresiju. Heterodimer PER i CRY proteina podlijeze proteosomalnoj degradaciji
tijekom noc¢i. 24-satni ciklus nastavlja se pove¢anjem ekspresije ARNTL1 i CLOCK gena.
CLOCK i ARNTL1 heterodimer takoder aktivira nuklearne receptore REV-ERBa (engl.
NR1D1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1) i RORa (engl. RAR related orphan
receptor alpha) koji koce ekspresiju gena ARNTL1 (25, 26, 28).
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Ekspresija gena cirkadijanog ritma i gena koji su kontrolirani njihovim produktima ovisna je o
epigenetskim procesima koji modificiraju strukturu kromatina, kao $to je acetilacija histona
(27).

Utjecaj svjetla na molekularnoj razini transmisije neuralnog signala iz retinohipotalamickog
trakta u suprahijazmatsku jezgru posredovan je glutamatom. Metabotropni NMDAR
glutamatni receptori natrijski su i kalcijski kanali koji se vezanjem glutamata otvaraju i
propustaju kalcij. Mijenja se lokalni potencijal membrane te se otvaraju 1 kalcijski kanali
regulirani naponom. Koncentracija intracelularnog Kkalcija poveca se i aktivira receptorske
kanale na endoplazmatskom retikulumu. Kalcij takoder moze direktno djelovati na
transkripcijskoj ili posttranskripcijskoj razini. U¢inci kalcija posredovani su kalcij kalmodulin

ovisnim kinazama (25 — 27).

CREB (engl. cAMP response element-binding protein) protein, koji se veze na ciklickim
adenozin monofosfatom regulirane elemente i modificira transkripciju te nekolicinu
posttranskripcijskih dogadaja. Protein je koji povezuje vise signalnih putova. Aktiviraju ga
protein kinaza A i G, kalcij kalmodulin ovisna kinaza te mitogenima aktivirane protein kinaze
(MAPK). Mitogenima aktivirane protein kinaze (MAPK) takoder su podlozne diurnalnim
varijacijama. Tijekom dana fosforilacija pojedinih kinaza povecana je kao i njihova aktivnost.
Ciljna im je molekula CREB. Mitogenima aktivirane kinaze aktivirane su ¢imbenikom rasta
neurona (NGF) i neurotroficnim mozdanim faktorom (BDNF) putem transmembranskog
receptora. Ciklic¢ki adenozin monofosfat jedna je od klju¢nih komponenti cirkadijanog sata jer
osigurava preciznu regulaciju ekspresije gena ovisno o koli¢ini svjetla. ViSestruki mehanizmi
povratne sprege gena cirkadijanog ritma osiguravaju cjelovitost i funkciju mehanizma u
razli¢itim fizioloSkim 1 patoloskim stanjima kada je jedan od signalnih puteva oStecen ili mu

je funkcija promijenjena (27).

Jos$ jedna od komponenti signalnog puta mogla bi biti aktivacija dusik-oksid sintetaze, kalcij
kalmodulin II ovisnom kinazom (CaMKII). Fosforilacija dusik-oksid sintetaze takoder je
bitna za promjenu u regulaciji gena ovisno o svijetlu. Tijekom rane veceri i no¢i svjetlosni
signal putem dusikovog oksida aktivira ionske receptorske kanale na endoplazmatskom
retukulumu i povecava intracelularnu mobilizaciju kalcija. U kasnije doba no¢i dusik oksid
aktivira gvanilat ciklazu koja producira ciklicki gvanozin monofosfat. On aktivira protein
kinazu G. Farmakoloski povecane razine ciklickog gvanozin monofosfata mijenjaju
cirkadijani ritam 1 ponaSanje kasno u no¢i. Mogu¢i je mehanizam centralnog ucinka
metilksantina. Metilksantini, kofein, teofilin i teobromin inhibitori su fosfodiesteraza, enzima

6
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koji sudjeluju u razgradnji cikli¢kih mononukleotida. U fizioloskim uvjetima koncentracija
ciklickog gvanozin monofosfata i aktivnost protein kinaze G dosezu svoj maksimum tijekom
dana (25 — 29).

Centralni geni cirkadijanog ritma reguliraju mnoge procese zaduzene za metabolizam i
stani¢nu produkciju energije. Neki od tih procesa jesu ritam spavanja i budnosti, plodnost,
ponasanje, socijalne interakcije, kognitivne, tj. intelektualne funkcije, tjelesna temperatura,
funkcija gastrointestinalnog, kardiovaskularnog, endokrinog, imunoloskog sustava te funkcija
jetre i bubrega (23). Regulacija imunoloSkog sustava te upalne reakcije od strane gena
cirkadijanog ritma imaju vaznu ulogu u os$tecenju vaskularnog endotela i razvoju ateroma
(31). Diurnalne varijacije u funkciji tih sustava, ali i funkciji endotela, produkciji dusikovog
oksida i funkciji kardiovaskularnog sustava, oslobadanju katekolamina i glukokortikoida,
produkciji i funkciji trombocita, fibrinolitickog i prokoagulantnog sustava govori u prilog
tome da genetski i okolisni ¢imbenici koji dovode do desinkronizacije okolisa i organizma
rezultiraju brojnim patoloskim stanjima (25, 31). Patoloska stanja imaju svoj specifican
diurnalni raspored pojavljivanja s najve¢om ucestalosti U jutarnjim satima, $to je dokazano na
primjeru tromboembolijskih incidenata kao §to su infarkt miokarda, ishemijski mozdani udar i

plu¢na embolija (25, 28).

Cimbenici okolisa koji mogu poremetiti funkciju unutrasnjeg sata (satova) najéesée su noéni
rad, zlouporaba kofeina, hiperkalori¢na prehrana i nedostatak sna, koji u razvijenom svijetu
zahvacaju vise od 50 % populacije, te pridonose povecanoj ucestalosti kardiometabolickih
bolesti (26, 27, 30). Najces¢i poremecaj cirkadijanog ritma jest sindrom brze promjene
vremenske zone (engl. jet lag) koji nastaje putovanjem kroz vremenske zone i nemoguénoscéu

prilagodbe na nove uvjete dnevnog svjetla. Oc¢ituje se Sirokim spektrom simptoma (30).

Uloga melatonina, renin-angiotenzin-aldosteronskog i simpatickog sustava u diurnalnim
varijacijama  funkcije razli¢itih organa moZe se upotrijebiti kao jedan oblik
farmakokronoterapije prilikom desinkronizacije normalnog ritma (25, 28, 30 — 33). Dodatni

oblici kronoterapije jesu terapija svjetlom i terapija tjelesnom aktivnoscu (27).

Bolesti oka kao S§to su refrakcijske greske poput miopije (kratkovidnost), katarakta,
dijabeticka retinopatija, makularna degeneracija, retinitis, atrofija optickog zivca i glaukom te
senilne promjene u anatomiji i fiziologiji oka i srediSnjeg zivéanog sustava utjeu na

sinkronizaciju cirkadijanog ritma i okolisa. Osobe s refrakcijskim greskama, 0sobito
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miopijom, imaju izrazenu desinkronizaciju cirkadijanog ritma s ¢eS¢om dnevnom pospanoscu

I varijancama u odlasku na pocinak u usporedbi s osobama bez refraktorne greske (27, 34).
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Glavni cilj istrazivanja bio je pokusati ispitati povezanost genetickih varijanti gena ARNTL1
cirkadijanog ritma i infarkta miokarda.
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3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao retrospektivna studija slucaja i kontrola (35).

3.2. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 200 pacijenata koji su preboljeli infarkt miokarda te su bili
hospitalizirani na Klinickom odijelu za bolesti srca i krvnih zila s intenzivnim lijeenjem,
Klini¢ki bolni¢i centar Osijek, od svibnja 2015. do prosinca 2016. i 200 prema dobi i spolu
podudarnih kontrolnih pacijenata. Prije pocetka istrazivanja od svakog sudionika zatrazen je

potpisan informirani pristanak.

Kriteriji za uklju¢ivanje ispitanika u skupinu pacijenata bili su preboljeli infarkt miokarda tipa
1 prema Thygens i sur. (6) te zadovoljena barem dva od tri sljedeca kriterija: povisen
biokemijski marker nekroze miocita troponin T (veéi od 0,05; iznad 99. percentile), bol u
prsisStu duza od 30 minuta te promjene zabiljezene na elektrokardiogramu. Kriteriji za
iskljuivanje ispitanika iz ispitivane grupe bili su prisutnost kardiovaskularnih bolesti kao Sto

su dekompenzacija srca, valvularna greska te ugradeni elektri¢ni uredaj (engl. pacemaker).

Ispitanike iz kontrolne skupine regrutirao je njihov obiteljski lije¢nik. Kontrolnu skupinu
¢inili su pacijenti s troponinom T manjim od 0,05, koji nisu imali infarkt miokarda i Kkoji
nemaju medicinsku dokumentaciju o potvrdenoj tezoj kardiovaskularnoj bolesti te osobe koje
nemaju dijabetes tipa 2. 1z kontrolne skupine iskljuceni su rodaci osoba koje su preboljele

infarkt miokarda zbog slozene nasljedne osnove kardiovaskularnih bolesti.

3.3. Metode

U istrazivanju su koristeni anamnesticki upitnici i uzorci krvi dobiveni venepunkcijom. Prije
pocetka istrazivanja od svakog sudionika zatrazen je potpisan informirani pristanak. Uzorci
krvi prikupljeni su u epruvetu s podtlakom (Vacutainer, Becton Dickinson) s antikoagulansom

etilendiamintetraoctena kiselina. 1z uzoraka krvi pacijenta izolirana je DNA na komercijalnim
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kolonama prema protokolu proizvodac¢a (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden,
Germany) u kojemu su uc¢injene manje promjene. Nakon postupka izolacije DNA, analizirana
su tri polimorfizma jednog nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) gena
ARNTL1 metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu na uredaju Applied
Biosystems 7500 Real time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
Analiza je izvrSena pomocu TagMan hibridizacijskih proba. Ispitani polimorfizmi prikazani

su u Tablici 1.

Tablica 1. Popis odredivanih genetickih polimorfizama gena ARNTL1

GEN POLIMORFIZAM
rs3789327
ARNTL1 rs4757144
rs12363415

3.3.1. Anamnesticki upitnik

Pomoc¢u anamnesti¢kog upitnika prikupljeni su standardni podatci o dobi, spolu, zaposlenju,
konzumaciji kofeina, povijesti puSenja, obiteljskoj povijesti infarkta miokarda, prijaSnjim
bolestima kardiovaskularnog sustava, hipertenziji, dislipidemiji, respiratornim bolestima,
dijabetesu tipa 1 i 2, bolestima Stitnjace, bubrega i jetre. Obiteljska povijest kardiovaskularnih
bolesti odredena je postojanjem bolesti koronarnih arterija kod rodaka u prvom koljenu prije
60.-e godine Zivota. Prijasnje kardiovaskularne bolesti utvrdene su postojanjem angine
pektoris, infarkta miokarda, aritmije ili moZdanog udara u grupi pacijenata. Prije pocetka

istrazivanja od svakog sudionika zatrazen je potpisan informirani pristanak.

3.3.2. Izolacija DNA

Za izolaciju DNA iz uzoraka periferne krvi upotrijebljene su komercijalne kolone sa silika-
membranom. Postupak izdvajanja DNA na kolonama izveden je pomoc¢u QIAamp© DNA
Blood Mini Kit (Qiagen Company) kompleta reagensa. U standardnim uputama proizvodaca

ucinjene SU Manje izmjene.

11
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Izolacija DNA pocinje inkubiranjem 200 uL pune krvi u 200 pL odgovaraju¢eg pufera za
liziranje uz dodatak 20 pL QIAGEN Protease (enzim Kkoji neselektivno razgraduje proteine) u
1,5 mL epruveti. Uzorak se dobro promijesa 15 sekundi te se 10 minuta inkubira na 56 °C.
Nakon inkubacije, uzorak se kratko centrifugira da bi se odstranile zaostale kapljice s
unutra$njosti poklopca. Zatim se dodaje 200 uL 100 %-tnog etanola. Uzorak se mijesa 15
sekundi. U daljnjem postupku dobivena smjesa uzorka pazljivo se odpipetira u DNeasy Mini
spin column (koja se nalazi u epruveti od 2 mL) bez da se namoce rubovi kolone te se
centrifugira na 6000 g (8000 rpm) 1 minutu. Filtar se iz DNeasy Mini spin column prebaci u
novu epruvetu od 2 mL, a epruveta s filtratom odbaci se. Izolirana DNA se zadrzi u DNeasy
Mini spin column te se dodatno procisti dodavanjem razli¢itih pufera. Prvo se dodaje 500 uL
AW1 pufera tako da se pazljivo otvori DNeasy Mini spin column, zatvori i centrifugira na
6000 g (8000 rpm) 1 minutu. Nakon centrifugiranja DNeasy Mini spin column potrebno je
prebaciti u novu 2 mL epruvetu, a ona s preostalim filtratom odbaci se. Zatim se istim
postupkom, uz pazljivo otvaranje kolone te oprez da se ne smoci rub, dodaje 500 uL. AW2
pufera. Zatvara se poklopac i smjesa se centrifugira na 20000 g (14 000 rpm) 3 minute.
Zavrsetkom postupka centrifugiranja sadrzaj DNeasy Mini spin column prebacuje se u novu
1,5 mL epruvetu te se doda 200 uL AE pufera. Uzorak se inkubira 1 minutu na sobnoj
temperaturi i zatim centrifugira na 6000 g (8000 rpm) 1 minutu. DNA izolat ¢uva se u AE
puferu na temperaturi od -20 °C (36).

3.3.3. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real time PCR)

Lancana reakcija polimerazom jedna je od najucinkovitijih metoda u molekularnoj biologiji.
Omogucuje visestruko kopiranje specifi¢nih sljedova DNA koje zelimo analizirati. Lan¢ana
reakcija polimerazom u stvarnom vremenu, eksponencijalno amplificira molekulu DNA,
udvostrucujuci je svaki ciklus. Rezultat reakcije mjeri se nakon svakog ciklusa pomocu

fluorescentne boje ¢iji je signal proporcionalan koli¢ini novonastalih Zeljenih sekvencija DNA
(37, 38).

Svaki PCR ciklus sastoji se od triju koraka. Prvi je korak denaturacija na visokoj temperaturi,
95 °C i razdvajanje dvolan¢ane DNA molekule. U sljede¢em koraku na temperaturi izmedu
50 °C i 60 °C omoguceno je vezanje dviju DNA pocetnica veli¢ine 20 parova baza koje se
vezu uzvodno, odnosno nizvodno od Zeljenog segmenta, u slu¢aju lancane reakcije

polimeraze u stvarnom vremenu i specificnih DNA proba. U trecem koraku aktivira se DNA

12
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polimeraza, enzim koji sudjeluje u procesu sinteze komplemetarnog lanca DNA, a za &iju je
optimalnu funkciju potrebna temperatura izmedu 68 °C i 72 °C. Cijeli proces, ovisno o
uporabi, sastoji se od 25 — 50 ciklusa (39, 40).

Postupak u lancanoj reakciji polimerazom temelji se na 5'-3' egzonukleaznoj aktivnosti DNA
polimeraze te uporabi dviju fluorescentnih boja, fluorofora, ¢ija je fluorescencija potisnuta
prigusivacem (engl. quencher). Fenomen se naziva prijenos rezonantne fluorescentne energije
ili FRET (engl. Fluourescence Resonance Energy Transfer). TagMan probe specifi¢ne za
pojedine sljedove DNA obiljezene su dvjema fluroforama, tj. fluorescentnim bojama. Na 5'
kraju nalazi se reporterska fluorescentna boja, VIC™ ili FAM™, a na 3' kraju nalazi se
prigusiva¢ (engl. quencher) obiljezen bojom MGB (engl. minor groove binder). VIC™ je
specificna za ,,divlji tip* alela, a FAM™ za  mutirani tip“ alela (41). Tijekom lan¢ane
reakcije polimerazom AmpliTag Gold DNA Polymerase svojom 5' egzonukleaznom
aktivno$¢u razgraduje probu i razdvaja dvije fluorofore. Rezultat je fluorescentni signal
odredene valne duljine iz reporter boje. DNA polimeraza razgraduje fluorescentno obiljeZenu
probu samo kada je vezana za specifi¢ni zeljeni slijed DNA. Sama proba je na 3' kraju
blokirana te je onemoguceno njeno produljenje, fragmenti probe odstranjuju se sa ciljnog
segmenta DNA, a reakcija katalizirana enzimom DNA polimeraza nastavlja se. Rezultat je
daljnje umnazanje DNA lanca (37, 38, 41).

Intenzitet fluorescencije, koji se biljezi laserskim ¢itaéem, ovisi o koli¢ini nastalog produkta.
Primjenom nekoliko razli¢itih proba obiljezenih razlic¢itim fluoroforima omogucene su

visestruke ili multipleks analize (38, 41).

U istrazivanju Su upotrijebljene probe za polimorfizam jednog nukleotida prikazane u Tablici
2., koji su odabrani na temelju poznate ukljuc¢enosti ARNTL1 gena u molekularni mehanizam
regulacije cirkadijanog ritma te na povezanosti polimorfizma ARNTL1 gena s rizi¢nim

¢imbenicima za kardiovaskularne bolesti.

Tablica 2. Popis odredivanih genetickih polimorfizama gena ARNTL1

Polimorfizmi jednog | Promjena u DNA Funkcija
nukleotida
rs3789327 AlG intronska supstitucija
rs4757144 AlG intronska supstitucija
rs12363415 AlG intronska supstitucija

13
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Potrebni sastojci i volumeni za genotipizaciju pomo¢u TagMan metodologije prikazani su u
Tablici 3.

Tablica 3. Sastojci i volumeni za genotipizaciju pomoc¢u TagMan metodologije

Sastojci Volumen

V (PCR Master Mix 2 x) 6,25 nL.
V (SNP Tagman probe mix 40 x) 0,31 uL
V (d. d. H20) 3,44 uL
V (DNA/H20) 2,5ulL
Ukupni volumen u jazZici 12,5 uL

Postupak genotipizacije raden je prema PCR protokolu:
- podetna denaturacija na 95 °C tijekom 10 minuta.
- denaturacija tijekom 40 ciklusa 15 sekundi na 92 °C

- vezanije i sinteza tijekom 40 ciklusa 1 minutu na 60 °C

3.3.4. Statisticke metode

Za statisticku obradu podataka koriSten je program Statistica 12.7 (StatSoft Inc. TULSA, OK,
USA). Napravljena je deskriptivna statisticka obrada podataka. Razlike numeri¢kih varijabli
izmedu dviju skupina testirane su t-testom za nezavisne uzorke ili Mann-Whitneyjevim U
testom, ovisno o njihovoj distribuciji, a razlike izmedu kategori¢kih varijabli testirane su
Pearsovim y? 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 % ClI,
engl. confidence intervals) za usporedbu raspodjele alela i genotipova medu pacijentima i
kontrolama. Napravljen je x? test o pretpostavljenom obliku raspodjele genotipova zbog
mogucéeg odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze, Sto predstavlja dodatan korak u
procjeni kontrole genotipova. Analize su napravljene pomocéu mreznog alata SHEsis.
Frekvencije haplotipova te povezanost haplotipova s infarktom miokarda procijenjene su
pomocu mreznog alata SHEsis i SNPStats kao i razlike u haplotipovima izmedu pacijenata s

infarktom miokarda i kontrolne skupine (42, 43). Razina znacajnosti postavljena je na
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p <0,05. Sve P vrijednosti prilagodene su prema Bonferronijevom testu za viSestruko

testiranje.
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4.1. Anamnesticki upitnik

4. REZULTATI

je 64 godine sa standardnom devijacijom od 13 godina. 54,4 % ispitanika ¢ine muskarci.

Tablica 4. Op¢i podatci ispitanika ukljucenih u istrazivanje

Pacijenti Kontrole
Obiljezja (broj) Muskarci Zene Muskarci Zene
(114) (86) (104) (96)
Dob, aritmeti¢ka
sredina (standardna | 64 (12) 69 (12) 62 (13) 62 (13)
devijacija)
Broj (%) Broj (%) Broj (%) Broj (%)
PuSenje
Nepusaci | 41 (35,9) 58 (67,4) 70 (67,3) 81 (84,4)
Pusaci | 25 (21,9) 16 (18,6) 26 (25) 13 (13,5)
Bivsi pusaci | 48 (42,2) 12 (13,9) 8 (7,7) 2(2,1)
Obrazovanje
Osnovna §kola | 19 (16,7) 51 (59,3) 16 (15,4) 37 (38,5)
Srednja Skola | 77 (67,5) 29 (33,8) 70 (67,3) 44 (45,8)
Visa/fakultet | 18 (15,8) 6 (6,9) 18 (17,3) 15 (15,7)
Radni status
Zaposlen | 25 (21,9) 7(8,2) 30 (28,9) 27 (28,1)
Nezaposlen | 18 (9,7) 12 (13,9) 7(6,7) 6 (6,3)
Umirovljen | 78 (68,4) 67 (77,9) 67 (64,5) 63 (65,6)
Konzumacija
kofeina
DA | 99 (86,8) 72 (83,7) 82 (78,9) 67 (69,8)
NE | 15 (13,2) 14 (16,3) 22 (21,1) 29 (30,2)

Demografski i op¢i podatci 400 ispitanika (200 pacijenata s preboljenim infarktom miokarda i

200 kontrola) prikazani su u Tablici 4. Aritmeti¢ka sredina dobi ispitivane populacije iznosila
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Kod ispitanica i u kontrolnoj skupini postoji statisticki zna¢ajna razlika u puSenju povezana sa

zivotnom dobi (¥ = 103,9; df = 76; P = 0,018 i y*= 129,8; df = 74; P < 0,001), dok znacajna

razlika ne postoji kod muskaraca u ispitivanoj i kontrolnoj skupini (x* = 89,9; df = 88; P =
0,421 1 xz = 89,5; df = 88; P = 0,435). Ucestalost kardiovaskularnih rizi¢nih ¢imbenika svih

ispitanika prikazana je u Tablici 5.

Tablica 5. Uc¢estalost kardiovaskularnih rizi¢nih ¢imbenika medu ispitanicima

Pacijenti Kontrole
KVB* Simbenici rizika Muskarci Zene Muskarci Zene
Broj (%) Broj (%) Broj (%0) Broj (%)
ispitanika ispitanika ispitanika ispitanika
Hipertenzija 57 (50) 50 (58,1) 27 (25,9) 32(33,3)
Dislipidemija 9(7,9) 17 (19,8) 9(8,7) 14 (14,6)
Respiratorne bolesti 2(1,8) 0 3(2,9) 5(5,2)
Dijabetes mellitus | 1(0,9) 1(1,2) 2(1,9 0
Dijabetes mellitus 2 26 (22,8) 18 (20,9) 0 0
Bolesti Stitne Zlijezde 2(1,8) 6 (6,9) 0 6 (6,3)
Bolesti bubrega 4 (3,5) 11 (12,8) 7(6,7) 5(5,2)
Bolesti jetre 1(0,9) 9 (10,5) 4 (3,9) 5(5,2)
Pozitivna obiteljska 29 (25,4) 18 (20,9) 12 (11,5) 15 (15,6)
anamneza na KVB*
Prijasnje KVB* 82 (71,9) 61 (70,9) 7(6,7) 7(7,3)
Infarkt miokarda 37 (32,5) 20 (23,3) 0 0
Drugo (aritmije, 45 (39,5) 41 (47,7) 7(6,7) 7(7,3)
angina pektoris,
moZdani udar)
Nista 32 (28,1) 25 (29,1) 97 (93,3) 89 (92,7)

*kardiovaskularne bolesti

4.2. Analiza polimorfizma gena ARNTL1 cirkadijanog ritma

Ucestalost genotipova istrazivanih polimorfizama u ispitivanoj i kontrolnoj skupini u skladu

je s predvidenima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi. Raspodjela alela polimorfizama
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gena ARNTL1 kao i ucestalost dominantnih i recesivnih modela genotipova prikazana je u

Tablici 6. Ucestalost genotipova polimorfizma gena ARNTL1 prikazana je na Slici 1.

Raspodjela i ucestalost genotipova istrazivanih gena cirkadijanog ritma prikazane su u Tablici

7.

Statisticki znaCajna razlika nije pronadena kod polimorfizma rs3789327, rs4757144,

rs12363415 gena ARNTLL. Razlike u ucestalosti alela i genotipova, nakon korekcije za

viSestruko testiranje prema Bonferroniju, nisu dosegle zadani prag znacajnosti.

Tablica 6. Raspodjela alela i modela genotipova polimorfizama gena ARNTL1

Ucestalost alela

Modeli genotipova

Rjedi | MAF* | MAF* P Dominantni model Recesivni model
alel | ispitanici | kontrole
E P+ | OR % P+ | OR | 95%Cl
0
£ Cl
<
N~
% 0,65 - 0142 -
2 G 0,415 0,44 | 0,475 | 0,916 | 0,98 0,163 | 0,7
~ 1,48 1,16
A
<
A 0,49 — 0,77 —
S A 0,623 0,593 | 0,385 | 0,498 | 0,83 0,47 | 1,16
S 1,42 1,74
£
9
& 0,06 — 0,65 —
© G 0,152 0,17 | 0,501 | 0,048 | 0,3 0,99 1
¥ 1,02 1,54
—
£

*ucestalost rijedeg alela (engl. minor allel frequency)

TP vrijednosti dobivene su SNPStats programom za analizu razli¢itith modela genotipova
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Slika 1. Ucestalost genotipova istrazivanih polimorfizama gena ARNTL1

19



Tablica 7. Raspodjela i ucestalost genotipova polimorfizama gena ARNTL1

4. REZULTATI

Aleli | Genotipovi
SNP Ispitanici s infarktom miokarda, S
o Kontrole, broj ispitanika (%) p* 1
1|2 broj ispitanika (%)
11 12 22 11 12 22

N~
) 67 100 33 68 88 44
S |A|G 0,301 | 2,34
5 (335%) | (50%) | (16,5%) | (34%) | (44 %) (22 %)
<
S 79 91 30 72 93 35
S |A|G 0,694 | 0,73
5 (39,5%) | (455%) | (15%) | (36 %) | (46,5%) | (17,5 %)
9
3 142 95 3 142 48 10
© |A|G 0,120 | 4,24
§ (71%) | (27,5%) | (1,5%) | (71%) | (24 %) (5 %)

*P vrijednosti dobivene su Pearsonovim 2 (chi kvadrat) testom
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4. REZULTATI

Rezultati analize neravnoteze povezanosti istrazivanih polimorfizama gena cirkadijanog ritma
prikazani su na Slici 2. Ako je vrijednost relativnog koeficijenta vezane neravnoteze (D') blize
jedan, povezanost ispitivanih polimorfizama je velika. Na temelju D' iz Slike 2. vidljivo je da
izmedu rs3789327 1 rs12363415 SNP-ova gena ARNTL1 postoji mala moguénost
rekombinacije.

rs3789327 rs4757144 rs12363415

Slika 2. NeravnoteZza povezanosti polimorfizama gena ARNTLL1 i relativni koeficijent vezane

neravnoteze (D).
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4. REZULTATI

Na Slici 3. prikazane su vrijednosti koeficijenta korelacije (R?) izmedu istrazivanih
polimorfizama pojedinih gena cirkadijanog ritma. Sto je koeficijent korelacije blize nuli,
populacija je blize ravnotezi. Populacija je najblize ravnotezi za SNP-e rs4757144 |
rs12363415, a najvece odstupanje populacije od ravnoteze vidljivo je izmedu polimorfizama
rs3789327 i rs4757144.

rs3789327 rs4757144 rs12363415
1 2 3
0.08 0.05
0.13
R?

Slika 3. Povezanost polimorfizama gena ARNTL1 i koeficijent neravnoteze (R?).
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4. REZULTATI

Analizirani su haplotipovi gena ARNTL1. Ucestalost predvidenih haplotipova prikazana je u
Tablici 8. Usporedbom cetiriju naj¢es¢ih haplotipa izmedu ispitanika i kontrolne grupe za tri

polimorfizma gena ARNTLL1 nije pronadena statisticki znacajna razlika.

Tablica 8. Ucestalost i raspodjela moguéih haplotipova polimorfizama gena ARNTL1 kod
ispitanika s infarktom miokarda i kontrolne skupine.

Ucestalost | Ucestalost
rs3789327 | rs4757144 | rs12363415 o p*
(pacijenti) | (kontrole)
1 A G A 0,19 0,16 0,562
2 G A A 0,18 0,16 0,604
3 G G A 0,13 0,13 0,627
4 A A A 0,35 0,39 0,073

*P vrijednosti dobivene su SNPStats programom za analizu haplotipova
Povezanost polimorfizama gena ARNTL1 i rizi¢nih ¢imbenika za KVB za pojedinu skupinu

ispitanika prikazani su u Tablici 9. (Mann-Whitneyjev U test). Polimorfizam rs12363415 gena
ARNTL1 povezan je s dijabetesom tipa 2 (P = 0,049).
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Tablica 9. Povezanosti rizi¢nih ¢imbenika za KVB i polimorfizama gena ARNTL1

P-k
rs3789327 rs4757144 rs12363415
Pacijenti | Kontrole | Pacijenti | Kontrole | Pacijenti | Kontrole
Pusenje 0,421 0,82 0,072 0,332 0,595 0,433
Hipertenzija 0,741 0,756 0,983 0,25 0,326 0,626
Dislipidemija 0,661 0,348 0,546 0,012 0,287 0,431
Respiratorne
) 0,505 0,315 0,512 0,218 0,528 0,281
bolesti
Dijabetes
_ 0,819 0,874 0,512 0,544 0,528 0,369
mellitus |
Dijabetes
0,9 - 0,077 - 0,049 -
mellitus 11
Bolesti Stitne
0,434 0,644 0,57 0,288 0,291 0,684
Zlijezde
Bolesti
0,919 0,184 0,988 0,352 0,735 0,045
bubrega
Bolesti jetre 0,747 0,595 0,231 0,913 0,508 0,598
Pozitivna
obiteljska
0,882 0,099 0,104 0,876 0,561 0,009
anamneza
KVB+
Prijasnji
_ 0,013 0,893 0,408 0,589 0,775 0,056
KVB-if

*P vrijednosti dobivene su Mann-Whitneyjev U testom

tkardiovaskularne bolesti
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5. RASPRAVA

U istrazivanje je uklju¢eno 200 pacijenata s preboljenim infarktom miokarda tipa 1
hospitaliziranih na Klinickom odjelu za bolesti srca i krvnih Zila s intenzivnim lije¢enjem,
Klini¢ki bolni¢ki centar Osijek. Kriteriji ukljucivanja u istrazivanje bila su zadovoljena
najmanje dva od triju sljedecih Kriterija: povisen biokemijski marker nekroze miocita troponin
T (veéi od 0,05; iznad 99. percentile), bol u prsisStu duza od 30 minuta te promjene zabiljezene
na elektrokardiogramu. Kontrolnu je skupinu ¢inilo 200 zdravih ispitanika koje je odabrao
obiteljski lije¢nik. Ukljuceni su ispitanici koji nemaju medicinsku dokumentaciju o
potvrdenoj tezoj kardiovaskularnoj bolesti te osobe koje nemaju dijabetes mellitus tipa 2.
Istrazivanjem smo pokusali utvrditi postoji li polimorfizam na razini jednog nukleotida
(SNP, engl. single nucleotide polymorphism) gena ARNTL1 kod pacijenata s infarktom

miokarda.

Analizirajuci kardiovaskularne ¢imbenike rizika prema anamnesti¢kom upitniku utvrdeno je
da kod ispitanica i kontrolne skupine postoji statisti¢ki znacajna razlika u pusenju povezana sa

Zivotnom dobi.

U istrazivanju su analizirana tri SNP-a gena ARNTL1 (rs3789327, rs4757144, rs12363415).
Statisticki znacajna razlika nije potvrdena za polimorfizme rs3789327, rs4757144 i
rs12363415 kod pacijenata s infarktom miokarda i kontrolnih ispitanika. Razlike u ucestalosti
alela i genotipova, nakon korekcije za viSestruko testiranje prema Bonferroniju, nisu dosegle

zadani prag znacajnosti.

Analiziranjem frekvencije alela u skupini pacijenata s infarktom miokarda i kontrolnoj
skupini uoceno je da su vecina pacijenata i kontrolne skupine heterozigoti A/G za SNP
rs3789327 i rs4757144, a homozigoti A/A za SNP rs12363415. Statisticki znacajna razlika

izmedu pacijenata i kontrolne skupine nije uocena.

Vjerojatnost rekombinacije izmedu polimorfizma rs3789327 i rs12363415 mala jer je
vrijednost relativnog koeficijenta vezane neravnoteze 0,72 te da se ta dva polimorfizma
nasljeduju zajedno. Najveéa je mogucnost rekombinacije izmedu polimorfizama rs3789327 i
154757144 jer je vrijednost relativnog koeficijenta vezane neravnoteze 0,31. Sto je vrijednost
relativnog koeficijenta vezane neravnoteze (D’) blize jedan, povezanost ispitivanih

polimorfizama je veca, mogucnost zajednickog nasljedivanja je veca, a mogucnost
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rekombinacije je manja. Populacija je najbliza ravnotezi za polimorfizme rs4757144 i
rs12363415.

Analizom haplotipova gena ARNTL1 i usporedbom cetiriju najc¢es¢ih, izmedu ispitanika i
kontrolne skupine ne postoji statisticki znaCajna razlika. Postoji teznja zajednickog

nasljedivanja haplotipa AAA kod pacijenata s infarktom u odnosu na kontrolnu skupinu.

U ovom istazivanju mozemo vidjeti povezanost polimorfizma rs12363415 i dijabetesa
mellitusa tipa 2. Takoder, za polimorfizam rs3789327 postoji povezanost S prijasnjom
dokazanom kardiovaskularnom boles¢u u skupini pacijenata s infarktom miokarda. Osobe
koje boluju od dijabetesa mellitusa tipa 2 i osobe s postojeCom kardiovaskularnom bolesti u
vecem su riziku obolijevanja od infarkta miokarda. Nije pronadena izravna povezanost
izmedu triju proucavanih polimorfizama gena ARNTL1 s pojavom infarkta miokarda.
Povezanost s dijabetesom mellitusom tipa 2 znacajna je jer je dijabetes jedan od rizi¢nih
¢imbenika za razvoj ateroskleroze te bolesti koronarnih arterija. To pridonosi povecanoj

ucestalosti infarkta miokarda.

Iz prethodnih istrazivanja mozemo uociti povezanost cirkadijanog ritma i infarkta miokarda,
tj. mutacija samih gena 1 utjecaja iz okoliSa na same te gene. Mnoge druge bolesti takoder su
povezane s genima cirkadijanog sata pa ih jednim imenom mozemo nazvati

kardiometabolicke bolesti (44 — 58).

Cirkadijana distribucija pojave infarkta miokarda zabiljezena je prije viSe od Cetiri desetljeca
u istrazivanjima Svjetske zdravstvene organizacije (44). Najucestalija pojava simptoma
vidljiva je izmedu 6 1 12 sati prijepodne. Druga vrSna vrijednost pojave infarkta miokarada
biljezi se izmedu 17 i 19 sati uveCer. Smatra se da je pojava infarkta miokarda tijekom
jutarnjih sati povezana s diurnalnim varijacijama aktivnosti simpati¢kog Ziv€anog sustava,
lu¢enjem glukokortikoida, aktivnosti renin-angiotenzin-aldosteron sustava, pojacane
prokoagulantne i smanjene fibrinoliticke aktivnosti u krvozilnom sustavu, $to za posljedicu
ima povisenje krvnog tlaka, sréane frekvencije, kontraktilnosti te poveéanje udarnog volumen
srca i lokalne te sustavne hiperkoagulabilnosti (44, 45). Nasuprot tome, cjelokupna
metabolicka aktivnost, kontraktilnost, ionska homeostaza smanjeni su tijekom noc¢i. Aktivnost
vagusa pojacana je. Svi procesi usmjereni su ka obnovi staniéne membrane kardiomiocita,
kontraktilnog aparata, stani¢nih signalizacijskih puteva te energetske rezerve glikogena (46).
Navedeni ¢imbenici koje biljezimo u jutarnjim satima utjecu na porast Krvnog tlaka i sréane

frekvencije, a time i porast potro$nje kisika u miokardu. Istodobno je zabiljezen i povecan
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tonus koronarnih arterija sa smanjenom opskrbom miokarda kisikom. Sve to pridonosi rupturi
aterosklerotskih plakova u koronarnoj arteriji i nastanku okluzivnog tromba (44, 47).
ZabiljeZzeno je da su navedene pojave povezane s ustajanjem iz kreveta te da kod osoba koje
se nisu uspravljale nema izraZenijih promjena u hemodinamici. Uspravan stav rezultira
povecanjem sr¢ane frekvencije i krvnog tlaka te poja¢anim luCenjem katekolamina i
glukokortikoida. Kortizol poveéava osjetljivost koronarnih arterija na norepinefrin, a

simptatikus pojacava agregabilnost trombocita (44, 48).

Mnogi c¢imbenici, kao Sto su demografski i geografski, sezonska promjena racunanja
vremena, lijekovi, komorbiditet, zivotni stil, prehrana, tjelesna aktivnost i mnogi drugi mogu
utjecati na cirkadijanu varijaciju u pojavi infarkta miokarda. Zaklju¢ak o tome donesen je na
temelju usporedbe istrazivanja o cirkadijanoj varijaciji pojave infarkta miokarda iz proslosti
sa sada$njima. Unato¢ velikim promjenama Zivotnog stila, prehrane, dijagnostike te terapije,

isti uzorak pojave infarkta miokarda prisutan je i danas (44).

Ipak, neki ¢imbenici mogu promijeniti postojeéi uzorak pojave infarkta miokarda u jutarnjim
satima. Pacijenti koji su primali terapiju p-blokatorima, pacijenti s anamnezom dijabetesa
mellitusa te oni s disfunkcijom autonomnog ziv¢anog sustava imali su potpuno ponisten
cirkadijani uzorak pojave infarkta miokarda. Prema znanstvenim dokazima smatra se da je to
posljedica dijabeticke autonomne neuropatije, nedostatka autonomne inervacije ili vlakana te

blokade receptora simpatickog ziv€anog sustava (44 — 46).

Neki drugi ¢imbenici poput mlade zivotne dobi, Zenskog spola, terapije statinima i aspirinom
ponistili su, ali ne u potpunosti, klasiéni uzorak cirkadijane pojave infarkta miokarda (44).
Aspirin ireverzibilno acetilira ciklooksigenazu tipa 1 u trombocitima, enzim bitan za sintezu
prostanglandina. Time smanjuje sintezu tromboksana A2, glavnog posrednika u agregaciji
trombocita (49). Statini stabiliziraju koronarni plak inhibiraju¢i leukocitne metaloproteaze te

imaju antilipemi¢ni, antiinflamatorni, antiagregacijski i fibrinoliti¢ki ué¢inak (7, 50, 51).

Koncentracije nekih kardioprotektivnih lijekova koji se uzimaju jednom u 24 sata u jutarnjim
su satima najnize, tj. tijekom budenja i ustajanja iz postelje. Pacijenti koji su dozu
antihipertenziva uzimali prije spavanja imali su bolju regulaciju krvnog tlaka tijekom noc¢i, ali
i tijekom dana. Smanjen je kardiovaskularni rizik naspram pacijenata koji su antihipertenzive
uzimali u drugo vrijeme dana. Pozitivni u¢inak na smanjenje agregabilnosti trombocita
potvrden je i prilikom aplikacije acetilsalicilne kiseline uvecer umjesto u jutarnjim satima

(45, 52). Primjena lijekova u skladu s cirkadijanom funkcijom organizma te pokusSajem
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utjecaja na nju farmakoloSkim susptancama naziva se farmakokronoterapijom. Vaznu ulogu u
farmakokronoterapiji ima i melatonin. Otkricem uloge u diurnalnim varijacijama funkcije
razli¢itih organa moze biti upotrijebljen kao jedan oblik terapije prilikom desinkronizacije
normalnog ritma. Ramelteon, sinteti¢ki analog melatonina rabi se u poremecajima spavanja i
sindromu brze promjene vremenske zone (engl. jet lag) (30). Poznavanjem njegovog
antioksidativnog i protektivnog ucinka na stanice, spektar stanja u kojima se moze rabiti kao
terapija ili prevencija proSiren je. Kao $to je ve¢ navedeno renin-angiotenzin-aldosteron i
simpaticki sustav imaju vaznu ulogu u fizioloskim funkcijama kao Sto je odrzavanja krvnog
tlaka, elektrolitne i acidobazne ravnoteze te imaju ulogu neuro-humoralnih posrednika u
diurnalnim varijacijama te patoloskim stanjima poput remodeliranja kardiovaskularnog
sustava. Na temelju tih spoznaja lijekovi Kkoji djeluju na renin-angiotenzin-aldosteronski i
simpati¢ki sustav, poput inhibitora angiotenzin konvertizirajueg enzima, blokatora
angiotenzinskih receptora i B-blokatora, moguci su oblik farmakokronoterapije (25, 28, 32,
33).

Prije nepune dvije godine provedena je studija na 25 499 pacijenata s infarktom miokarda u
Ausburgu, u Njemackoj. Cilj je bio utvrditi postoji li povezanost izmedu promjena ljetno i
zimsko raCunanje vremena (pomicanje sata unaprijed ili unazad) te pojavnosti infarkta
miokarda uslijed akutnog poremecaja cirkadijanog ritma. Studija je obuhvatila muskarce i
zene od 25 do 74 godine. Podatci su prikupljani od 1985. do 2010. godine. Rezultat studije
upucuje da nema znacajnog povecanja incidencije infarkta miokarda, ali pojedine podgrupe
pacijenata bile su u vec¢em riziku. To su osobe s prethodnim preboljelim infarktom miokarda
te osobe koje u terapiji imaju jedan od inhibitora angiotenzin konventiraju¢eg enzima. Studija
provedena 2013. godine u Hrvatskoj na 2412 hospitaliziranih pacijenata zbog akutnog
infarkta miokarda zabiljezila je znaCajan porast broja infarkta miokarda u prva Cetiri dana
nakon proljetnog pomicanja sata unaprijed, posebno prvi ponedjeljak. Smjestaj drzave u kojoj
je provedena studija ima vazan ucinak na rezultat jer geografska duZzina i Sirina utjecu na to

kako svjetlost i tama ulaze u interakciju s cirkadijanim ritmom ¢ovjeka (53).

Utjecaj cirkadijanog ritma na kardiovaskularni sustav proucen je i u mnogim drugim
istrazivanjima. Smjenski rad moZe povecati rizik za hipertenziju, upalna stanja |
kardiovaskularne bolesti zbog poremecaja cirkadijanog ritma unato¢ kontroli klasi¢nih
rizi¢nih ¢imbenika. Te promjene dokazane su u kontroliranim pokusima na ljudima. Rezultat
no¢ne aktivnosti 1 deprivacije sna bio je porast krvnog tlaka, nedovoljno snizenje tlaka

tijekom noc¢i, porast sr¢ane frekvencije i smanjenje vagalne aktivnosti do 15 %. Povecane su
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vrijednosti IL-6, CRP-a, TNFa i rezistina. Svi ti ¢imbenici pomaZzu razvoju upale i
kardiovaskularnih bolesti (54).

Provedena su istrazivanja na Zivotinjama, najces¢e glodavcima i to misevima. Stvoreni su
sojevi bez pojedinih centralnih i perifernih gena cirkadijanog ritma. Tim istrazivanjima
rasvijetljene su funkcije pojedinih gena cirkadijanog ritma unutar kardiovaskularnog, ali i
drugih organskih sustava. MiSevi kojima nedostaje centralni gen ARNTL1 pokazivali su
nedostatak dnevnih varijacija u promjenama krvnog tlaka te poremecaje u ponasanju. MiSevi
bez ARNTL1 gena u vaskularnom endotelu imali su oSteCenu funkciju endotela (endotelna
disfunkcija) te poremecaj odgovora na acetilkolin i smanjenu sintezu dusSikovog oksida.
Arterije miSeva s oSte¢enim perifernim vaskularnim ARNTL1 genom bile su Siroke i sklone
trombozi. Transplantacija zdrave karotidne arterije kod misa bez endotelnog ARNTL1 gena
rezultirala je visestrukim ateroskleroti¢nim lezijama u njoj. Nedostatak tog perifernog gena
nije utjecao na druge funkcije u organizmu. MiSevi bez kardiomiocitnog ARNTL1 gena razvili
su i neke druge promjene poput dilatativne kardiomiopatije, strukturne promjene skeletnih
misic¢a te neplodnost. Kod starijih miSeva zabiljeZeno je progresivno smanjenje ejekcijske
frakcije 1 zatajenje srca. MiSevi su pokazivali 1 sporiju sr¢anu frekvenciju 1 produzene RR
intervale s vecom vjerojatnos$¢u pojave aritmije (45, 47). Takoder, kod tih miSeva struktura
kontraktilnog aparata bila je dezorganizirana, a funkcija sr¢anog miSica oslabljena. Zabiljezen
je smanjen volumen mitohondrija i poremecaj u respiracijskom lancu. Iz istrazivanja na
glodavcima znanstvenici su zakljuéili da je funkcija ARNTL1 gena zapravo kardioprotektivna
(55).

Studijama na Stakorima uoceno je da pojedine proteinske komponente kalijskih, natrijskih i
kalcijskih naponom reguliranih kanala podlijeZu diurnalnim varijacijama u sintezi, $to se
ocituje na razli¢itoj propusnosti membrane za te ione, a time i autonomnoj aktivnosti srca te
kontraktilnosti (46).

Kako za funkciju kardiovaskularnog sustava, tako i za odrzavanje metabolicke ravnoteze
iznimno su vazne diurnalne varijacije u aktivaciji pojedinih gena cirkadijanog ritma (56).
Normalne dnevne oscilacije hranjenja i gladovanja podudaraju se s diurnalnim varijacijama u
apsorpciji 1 metabolizmu nutrijenata. IstraZivanjima na glodavcima i ljudima dokazane su te
varijacije. Metabolicki putevi pod nadzorom su gena cirkadijanog ritma izravno ili diurnalnim
varijacijama u koncentraciji hormona. Glavni hormoni koji nadziru metabolicke funkcije jesu
inzulin, kortizol, melatonin, norepinefrin i epinefrin, hormon rasta, testosteron, estrogen i
hormoni $titnjace (55, 57). Hrana razli¢ito utjece na gene cirkadijanog sata. Kad zdrava
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odrasla osoba pojede ugljikohidratima bogat obrok (dorucak, rucak, vecera) najnize vrSne
vrijednosti glukoze biljeze se nakon dorucka, a najveée nakon vecere. Kontinuirana infuzija
glukoze tijekom 24 sata pokazuje najveci porast glukoze tijekom noci, a pad razine glukoze u
jutarnjim satima. Na temelju tog istrazivanja objaSnjena je dostupnost makronutrijenata

ovisno o obroku koji pojedemo te osjetljivost pojedinih tkiva na inzulin u razli¢ito doba dana

(47, 55, 57).

U mnogim dosadasnjim epidemioloSkim istrazivanjima dokazano je da smjenski rad,
nedostatak sna, unos nekvalitetne hrane te zapadnjaci stil Zivota utjeCu na desinkronizaciju
centralnog i perifernih satova. Kroni¢na disrupcija cirkadijanog ritma povecava rizik za razvoj

metaboli¢ke disfunkcije. Rezultat su pretilost i dijabetes mellitus tipa 2 (56 — 58).

Jedana od osnovnih predpostavki da poremecaji cirkadijanog ritma uzrokovani zapadnjackim
stilom zivota dovode do razvoja metabolickih bolesti proizlazi iz promatranja sisavaca koji
ulaze u hibernaciju tijekom hladnijeg razdoblja godine. Tijekom kasnog proljec¢a, ljeta i rane
jeseni te zivotinje dulje ostaju budne i konzumiraju veée koli¢ine hrane, $to im povecava
zalihe masnog tkiva, dovodi do inzulinske i leptinske rezistencije. Ulaskom u hibernaciju te
zivotinje iskoristavaju metabolicke zalihe i tako postupno povecavaju inzulinsku i leptinsku
osjetljivost do novog razdoblja u kojem ¢e svakodnevno moéi konzumirati hranu. Budu¢i da
je kod ljudi takav obrazac ponasanja neprihvatljiv i evolucijski napusten, ljudi su u

cjelozivotnom stanju ,,ljeta izloZeni velikim koli¢inama kalorija i umjetne svjetlosti (26).

U bijelom masnom tkivu pretilih osoba razvija se sterilna upalna reakcija s pojacanom
proizvodnjom adipocitnih citokina. Citokini masnog tkiva djeluju¢i na suprahijazmatsku
jezgru i hipotalamicki centar za prehranu uzrokuju rezistenciju na leptin, jedan od glavnih
produkata bijelog masnog tkiva. Time dovode do pogorSanja metabolicke disfunkcije te
nastanka metabolickog sindroma. Ekspresija leptinskog gena pod utjecajem je proteinskih
produkata gena cirkadijanog ritma. Funkcija je leptina da centralnim u¢inkom smanji osjet

gladi, apetit te da poveca utrosak energije (56).

U pokusima provedenima na misevima i ostalim glodavcima utvrdene su i mnoge vazne uloge
ARNTL1 gena u metaboli¢kim procesima. Misevi s delecijom centralnog ARNTL1 gena imali
su naruSenu ravnotezu oreksigenic¢nih i1 anoreksigeni¢nih neuropeptida u hipotalamickom
centru za glad, a takoder i diurnalne varijacije u prehrani i lokomotornoj aktivnosti, s
povecanjem inzulinske rezistencije cijelog organizma te porastom tjelesne tezine i povecanim

unosom hrane u vrijeme neaktivnosti (55, 56). Sli¢ne promjene uocene su i kod glodavaca s
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delecijom ARNTL1 gena u B stanicama gusSteraCe te adipocitima. Te promjene mogu biti
povezane i sa starenjem jer je uoc¢eno da pokusne zivotinje s delecijom ARNTL1 gena stare

brze nego kontrole (58).

Istrazen je i nedostatak gena u pojedinim perifernim tkivima s utjecajem na metabolizam ili
pojedini metabolicki put. Nedostatak ARNTL1 u masnom tkivu rezultirao je povecanjem
adipocita, u jetri povecanom inzulinskom osjetljivos¢u 1 napadajima hipoglikemije te
povecanjem koncentracije LDL-a (engl. low-density lipoprotein) i VLDL-a (engl. very low-
density lipoprotein) zbog disfunkcije kompleksa PCSK9 (engl. proprotein convertase
subtisilin/kexin type 9) molekule i LDL receptora (56, 58). Buduc¢i da je jetra sredi$nji organ u
kojemu se odvija metabolizam i detoksikacija u organizmu, istrazivanja na tom organu
doprinijela su sveukupnom shvac¢anju metabolizma. Takoder je utvrdena vaznost REV-ERBa.
To je jezgrin receptor s vaznom funkcijom u metabolizmu ugljikohidrata i lipida u jetri, ali i u
masnom tkivu i miSi¢u. On je poveznica izmedu metabolizma i termogeneze u smedem

masnom tkivu (58).

Funkcija 1 koli¢ina crijevne mikroflore takoder oscilira tijekom 24-satnog ciklusa te razli¢ito
utjece na apsorpciju hrane. Utjecajem slatkisa i antibiotika moze do¢i do promjene u ravnoteZi
odredenih bakterija crijevne mikroflore, sto za rezultat ima poremecaj u funkciji crijeva i jetre
(56, 57).

U prethodnim istrazivanjima zabiljezena je povezanost SNP-a gena ARNTL s dijabetesom
mellitusom tipa 2 kao i u nasem istrazivanju. Neki od polimorfizama tog gena bili su povezani
s hipertenzijom, $to u nasem istrazivanju nije potvrdeno (56, 58). Budué¢i da razliCita
istrazivanja na ljudima nisu eticki prihvatljiva zato jer pojedine uzorke tkiva nije moguce
dobiti ili zahtijevaju ponovljene bolne procedure, postoji relativno manje podataka u
istrazivanjima na ljudima. Subkutanom biopsijom ljudi s dijabetesom mellitusom tipa 2 te
zdravih pojedinaca uocena je razlika u sintezi melatonina u tim dvjema skupinama.
ZabiljeZena je znacajna redukcija sekrecije kod osoba s dijabetesom mellitusom tipa 2. U
studijama deprivacije sna uoceno je povecanje tjelesne mase povezano s unosom velikih
koli¢ina kalori¢ne hrane, poremecajem diurnalne sekrecije melatonina te pojavom inzulinske
rezistencije (58). Dijabetes je dosegao epidemioloske razmjere rasprostranjenosti diljem
svijeta. Visestruko povecava rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Smatra se da dijabetes
mellitus tipa 2 1 kardiovaskularne bolesti imaju zajedni¢ku osnovu, disrupciju gena
cirkadijanog ritma. Zato ih nazivamo jednim imenom, kardiometaboli¢kim bolestima. Osobe s
dijabetesom imaju poremecene dnevne varijacije u koncentraciji glukoze te krvnog tlaka.
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Takoder, kod takvih osoba ceS¢e su hipertenzivne komplikacije 1 akutni dogadaji poput
infarkta miokarda i ishemijskog mozdanog udara (47). Kardiometabolicka bolest povezana je
I s dislipidemijom te povecanjem vrijednosti markera upale poput C-reaktivnog proteina. On
je vazan prediktivni ¢cimbenik kardiovaskularnog rizika te je u korelaciji s aktivno$¢u upale u

aterosklerotskim plakovima (51).

Poremecaj sna koji je vrlo ¢est medu sredovjecnim pretilim musSkarcima, opstruktivna apneja
u snu (OSA, engl. opsturctive sleep apnea), uvelike pridonosi povecanju rizika od
kardiovaskularnih i metabolickih bolesti. Takve osobe izlozene su varijacijama u trajanju
kvalitetnog sna, sistemnoj i pluénoj hipertenziji, neravnotezi aktivnosti simpatikusa i
parasimpatikusa i poremecajima zgrusavanja krvi. Ti ¢imbenici povecavaju rizik nastanka
iznenadne sr¢ane smrti, infarkta miokarda ili mozdanog udara. Takoder zbog poremecaja
cirkadijanog ritma dolazi i do povecéanog rizika razvoja dijabetesa mellitusa tipa 2. Terapija
kontinuiranom aplikacijom pozitivnog tlaka (CPAP, engl. continous positive airway pressure)
tijekom sna poboljsava ventilaciju i smanjuje rizik, Sto se direktno moze dokazati plinskom

analizom krvi i redukcijom broja crvenih krvnih stanica na normalnu razinu (31, 46, 58).
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti:

- Ne postoji direktna povezanost izmedu polimorfizama ARNTL1 gena cirkadijanog ritma i
pojavnosti infarkta miokarda. Nije pronadena statisticki znaCajna razlika izmedu SNP-a

rs3789327, rs4757144 1 rs12363415 izmedu ispitanika iz dvije skupine.

- Najces¢i ¢imbenici rizika za razvoj infarkta miokarda kojima su bili izloZeni ispitanici iz
skupine pacijenata hipertenzija, dislipidemija, dijabetes mellitus tip 2, pozitivna obiteljska te
osobna anamneza na kardiovaskularne bolesti. Vecina pacijenata sa preboljenim infarktom

miokarda u nekom razdoblju Zivota konzumirala je kofein 1 pusSila cigarete.

- SNP 1512363415 je statisticki znacajno ucestaliji kod pacijenata s dijabetesom mellitusom
tip 2 te rs3789327 kod pacijenata s anamnezom prija$njih kardiovaskularnih bolesti. Dijabetes
mellitus i prijasnje kardiovaskularne bolesti predstavljaju ¢imbenik rizika u nastanku infarkta

miokarda.

-----

ispitanika 1 kontrola ne postoji statisticki znafajna razlika. Postoji teZznja zajednickog

nasljedivanja haplotipa AAA kod pacijenata s infarktom u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Cilj istrazivanja. Glavni cilj istrazivanja bio je pokuSati dokazati povezanost geneti¢kih

varijanti gena ARNTL1 i infarkta miokarda.
Ustroj studije. Studija slucaja i kontrola.

Ispitanici i metode. Nase istrazivanje provedeno je na ukupno 400 osoba. U prvoj skupini
bilo je 200 pacijenta sa preboljenim infarktom miokarda tip 1 lijeCenih u Klinickom
bolnickom centru Osijek. Drugu skupinu ¢inilo je 200 zdravih osoba regrutiranih od strane
obiteljskog lijecnika. Cilj istraZivanja bio je utvrditi povezanost polimorfizama jednog
nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) gena ARNTLL1 i infarkta miokarda.
Svi ispitanici genotipizirani su na tri polimorfizma gena ARNTL1 (rs3789327, rs4757144,
rs12363415).

Rezultati. Nije potvrdena statisticki znacajna razlika polimorfizama gena ARNTL1 izmedu
pacijenata i kontrola. IstraZivanje je pokazalo da ne postoji direktna povezanost infarkta i
polimorfizama gena ARNTLL, ali polimorfizmi rs3789327 i rs12363415 povezane su sa
¢imbenicima rizika za razvoj akutnih komplikacija. To su dijabetes mellitus tip 2 za
polimorfizam rs12363415 te prijasnja dijagnoza kardiovaskularnih bolesti za polimorfizam
rs3789327. Dijabetes mellitus tip 2 je vaZan rizi¢ni ¢imbenik jer je povezan sa razvojem

ateroskleroze i bolesti koronarnih arterija.

Zakljucak. Rezultati su pokazali da ne postoji direktna veza izmedu SNP-ova ARNTL1 gena i
infarkta miokarda. Povezanost je pronadena izmedu SNP-ova i ¢imbenika rizika za razvoj
infarkta miokarda. Na temelju toga mozemo re¢i da polimorfizam ARNTL1 gena ima

odredenu ulogu u nastanku infarkta miokarda.

Klju¢ne rije¢i: ARNTL1 gen; cirkadijani ritam; infarkt miokarda
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Variation in ARNTL1 gene in patients with myocardial infarction

Objectives. The main aim of the study was to establish the association of genetic variants of

the ARNTL1 gene with the onset of myocardial infarction.
Study design. Case-control study

Participants and Methods. Our research is conducted on a total of 400 people. In the first
group there were 200 patients with myocardial infarction type 1 treated at Clinical Hospital
Center Osijek. The second group consisted of 200 healthy persons recruited by a family
physician. The goal of the study was to determine the correlation between single nucleotide
polymorphisms of ARNTL1 gene and myocardial infarction. All subjects were genotyped into
three polymorphisms of the ARNTL1 gene (rs3789327, rs4757144, rs12363415).

Results. There was no statistically significant difference between polymorphisms of ARNTL1
gene in patients and controls. Research has shown that there is no direct link between
infarction and single nucleotide polymorphisms of the ARNTL1 gene, but rs3789327 and
rs12363415 polymorphisms are associated with risk factors for the development of acute
complications. These are diabetes mellitus type 2 for rs12363415 polymorphism and previous
diagnosis of cardiovascular diseases for rs3789327 polymorphism. Type 2 diabetes mellitus is
an important risk factor because it is associated with the development of atherosclerosis and

coronary artery disease.

Conclusion. The results show that there is no direct link between SNP's of ARNTL1 gene and
myocardial infarction. The association of SNPs and risk factors in the development of the
infarction was found. Based on this, the polymorphism of the ARNTL1 gene has a certain role

in the emergence of myocardial infarction

Key words: ARNTL1 gene; circadian rhythm; myocardial infarction
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