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1. uvOD

1.1. Infarkt miokarda

Infarkt miokarda jest nekroza sr¢anoga misi¢a uzrokovana trombozom ili embolijom
ogranka koronarne arterije (1). Vrlo je ozbiljno stanje koje u oko 25% oboljelih ima smrtni
ishod, a uzrok je 2/3 smrtnih slucajeva kod koronarnih bolesti srca. Razvoju infarkta miokarda
pogoduje nekoliko ¢imbenika: pretjerano uzimanje hrane, pretilost, uzimanje vecih koli¢ina
masti u hrani, hiperlipidemija, hipertonija, pusenje, Se¢erna bolest, nefroza, tjelesna neaktivnost
1 emocionalni stresovi. Ako u neke osobe istodobno djeluje vise takvih riziénih ¢imbenika,
povecava se i1 vjerojatnost nastanka infarkta (2). Infarkt miokarda ces¢e se pojavljuje u
muskaraca nego u zena, jer se smatra da su Zene do menopauze zastiene estrogenima.
Mehanizam njegova nastanka ukljucuje prekid cirkulacije kroz koronarne krvne zile (3). Akutni
infarkt miokarda najcesc¢e uzrokuje ateroskleroza, a rjedi su uzroci arteritis, embolija, spazam,
trauma, tromboza, disproporcija potrebe i opskrbe kisikom te konzumacija kokaina. Osnovna
je promjena u akutnom infarktu miokarda gubitak funkcije zahvac¢enoga dijela miokarda (4).
Prema Kkriterijima Svjetske zdravstvene organizacije dijagnoza akutnoga infarkta miokarda
temelji se na nalazu dvaju od tri kriterija: boli u prsima koja traje viSe od 30 minuta, specificne
promjene elektrokardiograma te poviSene razine MB frakcije kreatin kinaze (CKMB) u krvi (5)
odnosno biokemijskoga markera troponina. U aktualnim smjernicama Europskoga
kardioloskoga drustva i American College of Cardiology u sklopu redefinicije dijagnoze
infarkta miokarda, povisene vrijednosti troponina uvjet su za postavljanje dijagnoze infarkta
miokarda. Troponin I i T imaju izoformne oblike koji su jedinstveni za miocite stoga je njihova
poviSena razina bitna za postavljanje dijagnoze infarkta miokarda. PoviSena vrijednost
troponina definirana je kao vrijednost koja prelazi 99. percentil referentne populacije (gornja
referentna granica). Koncentracija troponina odreduje se pri prvoj procjeni te ponavlja nakon 3
— 6 sati. Nakon toga ponovno se odreduje ukoliko se nastavljaju ishemijske epizode ili ukoliko

je nejasno vrijeme pocetnih simptoma (6).
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Slika 1.Infarkt miokarda
(Prilagodeno prema: https://en.wikipedia.org/wiki/Myocardial_infarction; pristup 26. 9. 2015.)

Zeljezo takoder moze imati ulogu u nastanku ateroskleroze (7). Poveéano nakupljanje
ovoga metala u tkivu moze biti Stetno jer dvovalentno Zeljezo u reakciji s vodikovim
peroksidom stvara slobodne radikale koji u reakciji sa stanicnom membranom i organelama

moze dovesti do razvoja ateroskleroze pokretanjem lipidne peroksidacije (8).

1.2. HFE gen

Godine 1996. pronaden je HFE gen blizu HLA regije na kromosomu 6 (9). Sluzbeno
ime gena je ,,hemokromatoza®, a sluzbeni simbol HFE (10). HFE osigurava upute za stvaranje
proteina smjestenih na povrsini stanica crijeva, jetre i nekih stanica imunosnog sustava, a vazne
za regulaciju apsorpcije zeljeza iz tankoga crijeva. Osim toga, HFE protein sudjeluje i u kontroli
razine hepcidina, proteina vrlo vaznoga za regulaciju zeljeza u organizmu. Dovoljna koli¢ina
hepcidina $titi organizam od prekomjerne apsorpcije zeljeza, kao i prekomjernoga skladiStenja
zeljeza u tkiva i organe. HFE gen smjesten je na kratkom kraku kromosoma 6 na poziciji 21.3

(11).


https://en.wikipedia.org/wiki/Myocardial_infarction
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Slika 2.Kromosom 6.

(I1zvor: https://nr.wikipedia.org/wiki/Kromosom 6 (Covjek); pristup: 26.9.2015.)

1.3. Metabolizam Zeljeza

Zeljezo u svakoj stanici tijela ima znacajnu ulogu u oksidativnom metabolizmu, rastu i
proliferaciji te transportu i pohrani kisika. Da bi sluzilo tim funkcijama, mora biti vezano za
proteinske komponente. Ako koli¢ina Zeljeza prijede tjelesni kapacitet transporta i pohrane,
moze do¢i do toksi¢noga uc¢inka koji uzrokuje ostecenje stanica. U obrnutom slucaju, ako je
premalo Zeljeza na raspolaganju, ogranic¢ena je sinteza fizioloski aktivnih spojeva te dolazi do

inhibicije vaznih metabolickih procesa.

Distribucija

Spojevi koji sadrze Zeljezo u organizmu imaju vazne funkcije: oni koji sudjeluju u

metabolizmu (hemoglobin) ili s enzimatskom funkcijom (proteini koji vezu Zeljezo) i spojevi


https://hr.wikipedia.org/wiki/Kromosom_6_(Čovjek)
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koji sudjeluju u transportu (transferin, transferinski receptor) ili pohrani Zeljeza (feritin,
hemosiderin) (12).

Tijelo odrasla covjeka sadrzava oko 3,5 - 4,5 grama Zeljeza. Najveci dio od toga, 65-70%
(oko 3 g), nalazi se u hemoglobinu, 3-5 % u mioglobinu, a oko 20-30 % uskladisteno je u
retikuloendotelnom sustavu, jetri, bubrezima, slezeni i kostanoj srzi. Ostatak Zeljeza nalazi se
u citokromima, katalazi i peroksidazi, a krvni serum sadrzava vrlo malo zeljeza, oko 2,5 mg.
Mokra¢om se izluCuje oko 50 pg Zeljeza, a ostatak stolicom, tako da je ukupni dnevni gubitak

zeljeza oko 1 mg. To ukazuje da organizam vrlo uspjesno Stedi zeljezo.

Uobicajen unos

Fe 1020 mg .
Transferin

- S {transportira Fe)
[t 1
} ;\b Apsorpeija _ Gubitak 1 mg
LEW | 12mg 7 Fe/dan

~° Feidan

R
d 60-70% 5-15%
N 20-30%
)
3:%\ P Ostali i
Hemoglobin “* o stali procesi
1+
u
Feritin

{skladisti Fe u jetri i srcu)

Slika 3.Unos Zeljeza u organizam

(Prilagodeno prema: http://zdravlje.eu/2011/02/22/unos-zeljeza-u-organizam/; pristup 3. 10. 2015.)

Apsorpcija

Zeljezo se u organizam unosi hranom kao trovalentno Zeljezo kojemu Kkiselina iz
zeluCanoga soka stvara pogodnu kiselu sredinu te pomaze redukciju u dvovalentno zeljezo (13).
Samo se takvo Zeljezo moze apsorbirati u sluznicu tankoga crijeva. Apsorpciju pomaze i
vitamin C kao reducens (14), a ono ovisi o koli¢ini Zeljeza u unesenoj hrani, a i 0 obliku
unesenoga zeljeza (12).

Dvovalentno zeljezo ulazi u epitelne Stanice crijevne mukoze (enterocite), gdje se
oksidira u trovalentno pomoc¢u enzima feroreduktaze, za razliku od Zeljeza prisutnoga u hemu
koje se oslobada uz pomo¢ unutarstani¢noga enzima hemoksigenaze (15). Da bi Zeljezo

dospjelo u krv, mora iz lumena crijeva pro¢i kroz apikalnu i bazolateralnu membranu enterocita.


http://zdravlje.eu/2011/02/22/unos-zeljeza-u-organizam/

Uvod

Taj se proces odvija uz pomo¢ proteina visokospecifi¢nih za jednosmjerni transport Zeljeza.
Transport dvovalentnoga Zeljeza kroz membranu enterocita odvija se uz pomo¢ dvovalentnoga
transportera metala 1 (DMT 1, engl. divalent metal transporter 1) (16). Vecina
unutarstani¢noga zeljeza skladisti se, dok se jedan dio prenosi u cirkulaciju pomocu feroportina
(15). Feroportin se nalazi na bazolateralnoj membrani enterocita. Tkivno je specifi¢an te se
nalazi samo u tkivima koja otpustaju zeljezo u krv poput enterocita, makrofaga i stanica
placente. Feroportin je reguliran peptidom hepcidinom koji proizvodi jetra (16).

Zeljezo iz hema oslobada se iz mioglobina i hemoglobina uz pomoé pankreasnih enzima
u lumen zeludca te u obliku metaloporfirina procesom endocitoze prolazi membranu enterocita.

U enterocitima enzim hemoksigenaza cijepa porfirinski prsten i oslobada se atom zeljeza (17).

Prijenos

Kada Zeljezo dode u cirkulaciju veze se za transportne proteine koje proizvodi jetra:
albumini, laktoferini i transferin (15). Transferin posreduje izmjeni zeljeza izmedu tkiva (12),
pri ¢emu jedna molekula transferina prenosi dva atoma zeljeza (18). U plazmi ima dovoljno
transferina da veze 253-435 pg zeljeza po decilitru plazme, sto predstavlja ukupni kapacitet
vezanja zeljeza (engl. total iron-binding capacity, TIBC). Koncentracija je Zeljeza u serumu
70-201 pg/dL i gotovo je cjelokupno zeljezo (95 %) u kompleksu s transferinom, §to znaci da
je jedna tre¢ina transferina zasi¢ena zeljezom (serumsko zeljezo/TIBC x 100 = % zasi¢enosti
transferina). PriCuvni kapacitet vezanja Zeljeza predstavlja nezasieni kapacitet (engl.
unsaturated iron-binding capacity, UIBC).

Vecina Zeljeza vezanoga za transferin biva prenesena u kostanu srz za razvoj normoblasta,
gdje se ono iskori§tava za sintezu hemoglobina. Zeljezo u suvisku pohranjuje se u tkivima.
Vecéina je toga zZeljeza reciklirano Zeljezo iz monocito-makrofagnoga sustava, dok je manji dio
unesen apsorpcijom.

Transferin otpusta Zeljezo na specificne receptore na stanicama u razvoju, odnosno
transferinske receptore (TfR). TfR je transmembranski glikoproteinski dimer s dvije identi¢ne
podjedinice, a svaka od njih veZe po jednu molekulu transferina. Nakon ulaska transferina u
stanicu u kiselom se endosomu zeljezo otpusta s transferina koji se zatim transportira natrag u

cirkulaciju (12).
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Skladistenje

Zeljezo se pohranjuje u obliku feritina i hemosiderina. Feritin u hepatocitima i
makrofagima osigurava pricuve zeljeza dostupne za sintezu hemoglobina (19). Hemosiderin je
heterogeni agregat proteina i zeljeza i zapravo je izveden iz feritina (12). Kao i feritin,
hemosiderin se najcesS¢e nalazi u stanicama jetre, slezene 1 koStane srzi, no za razliku od njega,

nije topiv u vodi.

Regulacija homeostaze zeljeza

U zdravih osoba koli¢ina zeljeza regulirana je njegovim gubitkom iz organizma i
kontrolom koli¢ine njegove apsorpcije iz intestinalnoga trakta, za $to je odgovoran hepcidin
(19).

Hepcidin

Jetra je glavni organ za skladiStenje Zeljeza, a istovremeno i proizvodi proteine vazne za
metabolizam Zeljeza, poput hepcidina. Hepcidin je peptid sastavljen od 25 aminokiselina. Ime
je dobio po mjestu nastanka u jetri (hep-) i svojim antimikrobnim svojstvima in vitro (-cidin).
Gen koji kodira hepcidin (HAMP) nalazi se na kromosomu 19q13 (20). Glavni je regulatorni
protein homeostaze Zeljeza. Regulira intestinalnu apsorpciju Zeljeza te oslobadanje Zeljeza iz
enterocita, makrofaga hepatocita i stanica placente. Povecanje koncentracije hepcidina u krvi
zaustavlja apsorpciju Zeljeza iz crijeva, a i oslobadanje Zeljeza iz hepatocita, makrofaga 1
trofoblasta, Sto rezultira padom koncentracije Zeljeza u krvi 1 somatskim stanicama, posebno u
eritropoetskim stanicama (16). Proizvodnja hepcidina inducirana je i interleukinom-6 tijekom
upalnih reakcija, sto rezultira hipoferemijom (21).

Hepcidin se veZe za feroportin na stani¢noj membrani, Sto rezultira internalizacijom i
degradacijom feroportina u stanici. Zbog smanjene koli¢ine feroportina enterociti nisu u
mogucnosti otpustiti Zeljezo u krv te zeljezo biva izgubljeno u lumenu tankoga crijeva. Na isti
takav nacin zeljezo izlazi iz makrofaga, hepatocita i trofoblasta. Ukoliko je koncentracija

hepcidina visoka, zeljezo Ce ostati zarobljeno u tim stanicama, i obratno (16).
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Slika 4. Apsorpcija i transport zeljeza.
(Prilagodeno prema: http://www.hindawi.com/journals/ah/2010/272940/fig1/; pristup 3. 10. 2015.)

Koncentracija hepcidina regulirana je molekulama poput transferin receptora 2, HFE
(produkt gena) i hemojuvelina. Tako na primjer osobe koje imaju mutaciju HFE gena ne
proizvode hepcidin kao odgovor na oralni unos Zeljeza kao $to je to slucaj kod osoba bez te
mutacije (22).

HFE je transmembranski protein koji se primarno nalazi u hepatocitima, hematopoetskim
stanicama, i stanicama duodenuma. U metabolizmu Zeljeza tvori kompleks sa TfR 1 na stani¢noj
membrani. Kada se povisi razina transferina, kao u stanjima unosa Zeljeza, transferin se
zamijeni sa HFE iz TfR1 te slobodni HFE moZe stupiti u interakciju sa TfR2, koji takoder moze
vezati transferin. Tako TfR1 i TfR2 komuniciraju preko HFE. HFE-TfR2 kompleks jest senzor
za prijenos zeljeza kao dio signalne kaskade u sintezi hepcidina (23).


http://www.hindawi.com/journals/ah/2010/272940/fig1/
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1.4. Hemokromatoza

Hemokromatoza je poremecaj metabolizma zeljeza koji dovodi do nakupljanja
prekomjerne koli¢ine Zeljeza u parenhimskim stanicama razli¢itih organa, Sto dovodi do
progresivnoga ostecenja tkiva i poremecaja njihova rada (24). Simptomi hemokromatoze
ukljucuju: broncanu boju koze, cirozu, SeCernu bolest, artropatije, hipogonadotropni
hipogonadizam te kardiomiopatije (19). Hemokromatoza moze biti primarna i sekundarna.
Primarna (hereditarna) hemokromatoza poremecaj je koji nastaje zbog mutacija gena Koji
kodiraju proteine kljuéne u odrzavanju homeostaze Zeljeza, a kona¢ni je u¢inak povecana
apsorpcija Zeljeza u crijevu. Sekundarna je hemokromatoza poremecaj pri kojem dolazi do
prekomjernoga nakupljanja Zeljeza zbog anemija povezanih s neu¢inkovitom eritropoezom ili

Cestim transfuzijskim lijeCenjem (24).

1.4.1. Nasljedna, primarna ili hereditarna hemokromatoza

-----

poremecaj u Europi 1 Americi. Glavni su uzrok jedna ili dvije tockaste mutacije gena HFE na
6. kromosomu (6p21) (25). Prema bazi podataka OMIM (engl. Online Mendelian Inheritance
in Man) postoje Cetiri tipa te hemokromatoze, od kojih je svaka uzrokovana mutacijom razlicita
gena (tablica 1.) (24).

Dominantni oblik HH uzrokovan mutacijom poput C282Y u HFE Klasificiran je kao Tip
1 HH. Ostali su tipovi:

e Tip 2A HH uzrokovan mutacijom u genu za hemojuvelin, §to za posljedicu ima gubitak

regulacije hepcidina koja rezultira pove¢anom apsorpcijom zZeljeza

e Tip 2B HH uzrokovan mutacijom u genu za hepcidin, sto za posljedicu ima nedostatak

hepcidina ili njegovu neaktivnost

e Tip 3 HH udruZzen je s mutacijom u genu za transferinski receptor 2, §to vodi smanjenju

hepcidina

Tip 4, nazvan i feroportinska bolest, za razliku od ostalih tipova HH autosomno je dominantan
te smanjuje transport Zzeljeza, Sto za posljedicu ima nakupljanje Zeljeza u stanicama

retikuloendotelnoga sustava (RES-a) (15).
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Slika 5. Hepcidin i hemokromatoza
(Prilagodeno prema: http://www.bloodjournal.org/content/bloodjournal/112/2/219.full.pdf;
pristup 3.10.2015.)
(A) Prikazana je aktivnost hepcidina. Feroportin kao cilj na enterocitima i makrofagima.
Hepcidin se veZe za feroportin i uzrokuje njegovu internalizaciju i lizosomalnu razgradnju.
(B) Tri tipa hemokromatoze koja nastaju zbog poremecaja hepcidin/feroportin:
Tip I, poremecaj u genu hepcidina (HAMP) sprjecava ekspresiju hepcidina
Tip II, mutacija HFE, TFR2 ili HFE2 gena sprjecava ekspresiju hepcidina

Tip III, poremecaj gena za feroportin, sprjeava ekspresiju hepcidina.
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Tablica 1. Podjela hereditarnih/nasljednih hemokromatoza prema bazi podataka OMIM (engl.

Online Mendelian Inheritance in Man)

HFE- Juvenilna hereditarna TfR2- Feroportinska

hemokromatoza hemokromatoza hemokromatoza | hemokromatoza
Klasifikacija . . . . .
OMIM Tip1 Tip 2A Tip 2B Tip 3 Tip4
Mutrani gen i HAMP
lokus HFE, 6p21.3 HJV, 1921 19913.1 TfR2, 7922 SLC40A1,2qg32
Genski hemojuvelin transferinski
produkt HFE ) hepcidin feroportin
Nazi (HIV) receptor 2

aziv
. . silazna
medudjelovanje s | nepoznata, . L
- i regulacija iznosenje zeljeza
TRf1 koji moguce je da e 1 - ;
M . otpusStanja unos zZeljeza u 1z enterocita,

Uloga olaksava unos modelira NN : o

. 1 - zeljeza iz hepatocit makrofaga ili

Zeljeza vezanoga ekspresiju s .

. s enterocita i hepatocita
za transferin hepcidina
makrofaga

Nadin autosomno- autosomno- autosomno- autosomno- autosomno-
nasljedivanja | recesivno recesivno recesivno recesivno dominantno
Raspodjela
zeljeza u parenhimna parenhimna parenhimna parenhimna RES
organizmu
Vjerojatnost
zrjatrjog.a razlicita visoka visoka razlicita niska
oStecenja
gena
Rocetak 40-50 godina 20-30 godina | 20-30 godina 40-50 godina 40-50 godina
simptoma

1.4.1.1. Tip 1 hereditarne hemokromatoze

Tip 1 HH najces¢i je oblik preopterecenja Zeljezom. Osnovni je poremecaj povecana

apsorpcija zeljeza iz crijeva (16). Uzrok mu je mutacija HFE gena, koji se nalazi na 6.

kromosomu. Mutacija zahvaca jednu bazu 1 dovodi do zamjene tirozina cisteinom na poloZaju

282 proteina HFE (C282Y). Sve osobe homozogoti C282Y geneticki su predodredene za

nastanak niza promjena u metabolizmu Zeljeza koje mogu dovesti do njegova prekomjernoga

nakupljanja i oStecenja tkiva. Nemoguce je predvidjeti hoce li mutacija i u kolikoj mjeri dovesti

1 do fenotipskih promjena. Ekspresija bolesti pod utjecajem je razli¢itih ¢imbenika, poput unosa

alkohola, menstruacije, trudnoc¢e, masne jetre, virusnoga hepatitisa ili drugih bolesti povezanih

s povecanim nakupljanjem Zeljeza. Osim mutacije C282Y HFE opisane su jo§ dvije mutacije:

zamjena histidina aspartatnom kiselinom na polozaju 63 (H63D) i zamjena cisteina serinom na

polozaju 65 (S65C) (24). Od tih triju mutacija, mutacija C282Y u homozigotnom statusu ima
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najvecu penetraciju. Mutacije H63D 1 S65C manje su penetrantne i imaju manju vjerojatnost
razvoja bolesti.

Oko 60-90 % oboljelih Europljana homozigoti su za mutaciju C282Y (YY), 3-8 %
slozeni su heterozigoti (CY/HD), dok se homozigoti za mutaciju H63D (DD) javljajuu <1 %
oboljelih (26).

Molekularna patogeneza obuhvaca disfunkcionalnu kontrolu koncentracije zeljeza u

plazmi od strane Tfr-HFE-BZM kompleksa na bazolateralnoj membrani enterocita, $to rezultira

povecanom apsorpcijom Zeljeza te povecéani transport Zeljeza posredovan feroportinom, koji je
uzrokovan nedostatkom hepcidina.
U osoba s normalnom apsorpcijom zeljeza ,,wild* tip HFE protein veze se za TFR 1 3;-

mikroglobulin (BZM ), §to rezultira apsorpcijom unesenoga zeljeza iz enterocita u onoj mjeri

kolike su potrebe organizma za Zeljezom. Prema jednoj teoriji, U 0soba s mutiranim C282Y ne

dolazi do vezanja za B , M, te se stoga kompleks BZM-HFE ne veze za TfR na membrani

enterocita, Sto za posljedicu ima smanjenje saturacije transferina u krvi. Posljedi¢no dolazi do
ekspresije velikih koli¢ina DMT 1 zbog potrebe za Zeljezom. Prema drugoj teoriji uzrok je
nastanka HH nedostatak hepcidina, na $to i ukazuje snizena koncentracija hepcidina u osoba s
HH, a sto dalje ukazuje na to da je HFE gen potreban za normalnu regulaciju sinteze hepcidina
(16).

Bolest je karakterizirana sporim progresivnim nakupljanjem Zeljeza u razlicitim
organima. U vecine pacijenata dijagnoza se postavlja nakon pojave prvih klinickih simptoma
te poviSene saturacije transferina ili poviSene razine serumskoga feritina. Rani klinicki
simptomi ukljucuju kroni¢ni umor, bol u misi¢ima ili zglobovima, smanjeni libido, letargiju i
hepatomegaliju. Klini¢ka ekspresija bolesti ¢eS¢e se javlja u muskaraca nego u Zena koje
zahvaljuju¢i menstrualnom ciklusu i trudnoc¢i imaju veci gubitak Zeljeza, te stoga do razvoja
klini¢kih simptoma dolazi mnogo kasnije u zivotu (20). Bole$¢u najcesce zahvacen organ jest
jetra. Progresivno nakupljanje Zeljeza uzrokuje hepatomegaliju, poviSene jetrene enzime te
razvoj fibroze i konacno cirozu jetre. Hepatocelularni karcinom javlja se u 30 % bolesnika s
cirozom i najc¢es¢i je uzrok smrti u lijecenih bolesnika. Splenomegalija se javlja u oko polovine
simptomatskih bolesnika. Secerna bolest prisutna je u 50 % bolesnika, i to ¢esée u onih koji
imaju obiteljsku predispoziciju za razvoj bolesti. Artropatija se razvija u 25 — 50 % bolesnika.

Promjene najes¢e zahvacaju II. 1 III. metakarpofalangealni zglob ruke s

karakteristi¢nim radioloskim promjenama — uglasti krajevi kostiju uz osteofite ,,poput udice*
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(engl. square bone ends and hook-like osteophytes) (24). TaloZenje Zeljeza u miokard uzrokuje
ventrikularnu dilataciju i smanjenu frakciju izbacivanja, Sto se klini¢ki manifestira kao
kongestivno zatajenje srca i promjene njegova ritma. Sekundarni hipogonadizam nastaje zbog
talozenja zeljeza u hipofizi (26).

Dijagnoza se postavlja na temelju trijade poviSenih vrijednosti serumskoga zeljeza,
feritina 1 saturacije transferina, a u konacnici se potvrduje molekularnom analizom mutacije
HFE gena (20). Analiza mutacije HFE smanjuje potrebu za biopsijom jetre, koja je bitna u
sluc¢ajevima kada treba utvrditi stupanj fibroze ili ciroze u homozigota za C282Y. Neinvazivne
tehnike poput magnetne rezonance upotrebljavaju se kod osoba koje su heterozigoti C282Y da
bi se utvrdio stupanj opterecenja jetre Zeljezom ili u svrhu postavljanja dijagnoze neklasicne
hemokromatoze (27).

S obzirom na to da je HH najc¢esc¢a genetska bolest, danas se ozbiljno razmislja o
testiranju populacija. Model korelacije genotipa i fenotipa upucuje na to da je genetski defekt
prisutan pri rodenju, ali se klinic¢ki simptomi pojavljuju u adolescenata i1 kasnijoj Zivotnoj dobi.
Optimalna je dob za takvo testiranje od 18 do 30 godina, kada hemokromatoza postaje ocita iz
vrijednosti testiranja Zeljeza u krvi, a jo§ ne nastaje oSte¢enje organskih sustava. Ako se
hemokromatoza na vrijeme ne dijagnosticira i ne lije¢i, moze doc¢i do ciroze i zatajenja jetre.
Neki od takvih bolesnika kandidati su za presadivanje jetre (26).

Osnova lije€enja hemokromatoze jesu venepunkcije. To je ujedno i najjednostavniji,
najucinkovitiji 1 najjeftiniji nacin lije€enja. Prema zakljucku Radne skupine za lijecenje
hemokromatoze lijecenje treba zapoceti u svih bolesnika koji su homozigoti ili heterozigoti za
HH ili imaju fenotip za hemokromatozu bez obzira na genotip ako je feritin: >200 pg/L u Zene
ili osobe mlade od 18 godina, odnosno >300 pg/L u muskaraca. Pozeljno je da se skladista
zeljeza u bolesnika isprazne $to je prije moguce. U tom smislu tijekom prve dvije godine
lijeCenja potrebna je jedna venepunkcija tjedno po 500 mL krvi s obzirom na to da se ukupno
treba odstraniti 25 g Zeljeza (500 mL krvi sadrzava 200-250 g zeljeza) (24). Bitno je naglasiti
da pacijenti, kod kojih se s venepunkcijama pocne prije nastanka ireverzibilnoga oStecenja
organa, imaju normalan zZivotni vijek (28). Uc¢inak lijecenja prati se odredivanjem hematokrita,
saturacije transferina 1 koncentracije feritina. Keliraju¢i agens deferoksamin induciran je u
slu¢ajevima kada anemija ili hipoproteinemija onemogucavaju lijecenje venepunkcijama.

Osnovni preduvjet prognoze u bolesnika s hemokromatozom jest ciroza jetre. U
simptomatskih bolesnika bez znakova ciroze jetre uvodenje lijeCenja bitno produljuje

prezivljavanje s 33 % na 89 %. U tih se bolesnika povlace simptomi bolesti: smanjuje se veli¢ina
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jetre i slezene, funkcija jetre i srca popravlja se te se smanjuje pigmentacija koze. Se¢erna bolest
popravlja se u oko 40 % bolesnika, a terapija ima najmanje ucinka na hipogonadizam i
artropatiju. Ciroza jetre ireverzibilno je stanje te je u konacnici transplantacija jetre terapijska
moguénost. Kod uznapredovaloga stadija bolesti najées¢i su uzroci smrti sr€ano zatajenje,
hepatocelularni karcinom te komplikacija ciroze jetre i Seerne bolesti. Ako se terapija
pravodobno uvede i redovito provodi, u asimptomatskih bolesnika moze se sprijeciti klinicka

pojava bolesti, a zivotni vijek nije skracen (24).

1.3.1.2. Tip 2 hereditarne hemokromatoze

Tip 2 ili juvenilna hemokromatoza (JH) rijedak je autosomno-recesivni poremecaj koji
podjednako zahvac¢a muskarce i zene. Karakteriziran je rapidnim preoptere¢enjem zeljezom
koje uzrokuje teSka organska zatajenja ve¢ prije navrSene tridesete godine Zzivota.

Simptomi i laboratorijski nalazi su kao i kod hemokromatoze tipa 1, a najéesca je
posljedica u nelijeene bolesti zatajenje srca i/ili jake aritmije te je stoga to i1 najces¢i uzrok
prerane smrti pacijenta. U tezim slucajevima potrebno je presadivanje srca.

Postoje dva tipa JH: 2A 1 2B. Uzrok tipa JH 2A jest mutacija gena za hemojuvelin (HJV)
lociranoga na kromosomu 1q21, a ¢iji je produkt protein hemojuvelin. Tip JH 2B mnogo je tezi
oblik bolesti, a uzrok je mutacija gena HAMP koji kodira hepcidin.

Osobe koje su heterozigoti nemaju simptome bolesti te imaju normalne nalaze svih

parametara zeljeza za razliku od homozigota (19).

1.3.1.3. Tip 3 hereditarne hemokromatoze

Tip HH 3 jest autosomno-recesivna bolest uzrokovana mutacijama gena TfR2.
Karakterizirana je povisenom razinom serumskoga feritina, povisenom saturacijom transferina
1 preopterecenjem jetre zeljezom. Vecina su pacijenata heterozigoti za dvije razli¢ite mutacije
TFR2. Gen TFR2 kodira receptor TfR-2, protein koji posreduje unos Zeljeza vezanoga za
transferin. Povecana apsorpcija zeljeza u toj hemokromatozi posljedica je sprijecene ekspresije

hepcidina (19).
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1.3.1.4. Tip 4 hereditarne hemokromatoze

Tip 4 hemokromatoze jest autosomno-dominantna bolest kojoj je uzrok mutacije u genu
koji utjece na feroportin, SLC40A1, transmembranski protein kojemu je funkcija iznosenje
zeljeza iz makrofaga, enterocita i hepatocita. Kako mu je funkcija smanjena, dolazi do
nakupljanja zeljeza u tim stanicama, $to za posljedicu ima visoki serumski feritin u kombinaciji

sa snizenom saturacijom transferina (16).
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Svrha i cilj istrazivanja

2. SVRHA I CILJ ISTRAZIVANJA

Rezultati istrazivanja trebali bi pokazati postoji li razlika u ucestalosti mutacija HFE

gena kod simptomatskih kardioloskih pacijenata i nesimptomatske populacije.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Provedeno je retrospektivno istrazivanje mutacija gena HFE u kohorti pacijenata s
preboljenim infarktom miokarda i kontrolnih ispitanika. U radu su upotrijebljeni uzorci venske
krvi pacijenata hospitaliziranih na Klinickom odjelu za bolesti srca i1 krvnih zila s intenzivnim
lije¢enjem KBC-a Osijek (pacijenti s preboljenim infarktom miokarda). Kontrolnu skupinu ¢ine
osobe koje nisu imale infarkt miokarda i koje nemaju medicinsku dokumentaciju o potvrdenoj
tezoj kardiovaskularnoj bolesti. Svakom je ispitaniku venepunkcijom uzeto 3 ml krvi u epruvetu
s podtlakom (Vacutainer, Becton Dickinson) s antikoagulansom EDTA. Uzorci su posebno
Sifrirani te pohranjeni na -20°C do izolacije DNA. Od ostalih anamnestickih podataka

prikupljeni su podatci o spolu, dobi i hipertenziji.

3.2. Metode

Iz uzoraka krvi ispitanika izolirana je DNA na mini spin kolonama prema protokolu
proizvodaca (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Nakon izolacije DNA,
metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu na uredaju Applied Biosystems
7500 Real time PCR system, analizirana su tri naj¢esca polimorfizma jednoga nukleotida u genu
HFE: C282Y, H63D i S65C. Analiza je ucinjena primjenom Tagman hibridizacijskih proba.
Programskim paketom 7500 Software v2.3 analizirani su dobiveni genotipovi.

3.2.1. Izolacija DNA

Za izolaciju DNA iz uzorka upotrijebljene su komercijalne kolone sa silika-
membranom. lzdvajanje DNA na kolonama sa silika-membranom provedeno je pomocu
QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen Company) kompleta reagensa. Pri tome su ucinjene

manje izmjene originalnih uputa za izolaciju preporucenih od proizvodaca kako slijedi.
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Postupak

Izdvajanje DNA zapocinje inkubiranjem 200 puL pune krvi u 200 uL odgovarajucega
pufera za liziranje i uz prisutnost 20 uL QIAGEN Protease (enzim koji neselektivno razgraduje
proteine), a koji se nalaze u sastavu kita. Nakon 10 minuta inkubacije pri 56°C, dodaje se 200
pL 96-100 % etanola pomocu kojega dolazi do precipitacije DNA. Nakon toga smjesa se
pazljivo prebaci na QlaAmp Mini silika-membranu u kolone i centrifugira na 6000 g jednu
minutu. DNA se veze na membranu, a ostatak smjese prolazi kroz pore membrane. Tako
izolirana DNA dodatno se procis¢ava dodavanjem razli¢itih pufera. Prvo se dodaje 500 uL
AW1 pufera te se smjesa centrifugira na 6000 g jednu minutu. Zatim se QlaAmp Minispin
kolona prebaci u novu tubicu te se dodaje 500 pL pufera AW2 i ponovno centrifugira na 20000
g tijekom tri minute. Tijekom postupka mijenja se ionska jakost. U uvjetima visoke ionske
jakosti, DNA ¢e se vezati za kolonu i necistoée ¢e se isprati. U posljednjem koraku koristi se
pufer niske ionske jakosti koji potice otpustanje DNA s kolone (cijepa veze izmedu DNA i
membrane). QlaAmp Minispin kolona se prebaci u novu tubicu i doda se 200 uL AE pufera te
inkubira na sobnoj temperaturi 1 minutu, a zatim centrifugira na 6000 g jednu minutu. Izolirana

se DNA do daljnje analize ¢uva u AE puferu pohranjena na -20°C (29).
uzorak

razgradnja

vezanje

ispiranje

Acaﬁm—&@m«mm-—@

cista DNA

Slika 6. QlAamp® DNA izolacija

(Prilagodeno prema: https://www.giagen.com/hr/shop/sample-technologies/dna-sample-
technologies/genomic-dna/giaamp-dna-blood-mini-kit/#productdetails; pristup 24.9.2015.)
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3.2.2. Lanc¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real time PCR)

Lancana reakcija polimeraze izuzetno je djelotvorna metoda molekularne biologije. Ta
metoda omogucuje viSestruko kopiranje specificnih sekvenci DNA. Teorijski PCR
eksponencijalno amplificira DNA, udvostrucujuci ciljnu molekulu u svakom ciklusu. Kod
PCR-a u stvarnom vremenu proizvod reakcije mjeri se nakon svakoga ciklusa uz pomo¢
fluorescentnih boja koje doprinose povecanju fluorescentnoga signala u direktnoj proporciji s
brojem novonastalih PCR produkata.

Postoje razne inacice te metode, no najces¢e se upotrebljava ona temeljena na 5'-3'
egzonukleaznoj aktivnostiTag DNA polimeraze i fenomenom nazvanim prijenos rezonantne
fluorescentne energije, FRET (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer). U sustavu
FRET dolazi do prijenosa energije izmedu dviju fluorescentnih molekula koje su u blizini na
nacin da jedna fluorescentna boja biva potisnuta drugom tzv. prigusiva¢em, engl. quencher. Da
bi doSlo do emitiranja fluorescencije, te dvije molekule moraju biti rastavljene na vecu

udaljenost (30).

Slika 7. Postavljanje reakcije lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu

(Izvor:http://passel.unl.edu/pages/informationmodule.php?idinformationmodule=1057077340
&topicorder=5&maxto=14; pristup 24.9.2015.)

Postupak

Genotipizacija je uc¢injena primjenom Tagman metodologije koja se temelji na 5'-3'
egzonukleaznoj aktivnosti AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, koja razgraduje hibridiziranu

Tagman probu samo onda kada je proba vezana za ciljni odsjecak izmedu uzvodne i nizvodne

18


http://passel.unl.edu/pages/informationmodule.php?idinformationmodule=1057077340&topicorder=5&maxto=14
http://passel.unl.edu/pages/informationmodule.php?idinformationmodule=1057077340&topicorder=5&maxto=14

Ispitanici i metode

pocetnice, odnosno ako se ciljni odsje¢ak umnozava. To uzrokuje razdvajanje reporterske
fluorescentne boje (vezane na 5'-kraju probe) od nefluorescentnoga prigusivaca (vezanog na 3'-
kraju probe), $to za posljedicu ima emitiranje fluorescencije odredene valne duljine. Fragmenti
probe odstranjuju se s ciljnoga odsjecka DNA i nastavlja se polimerizacija. 3'-kraj sonde je
blokiran da bi se izbjeglo produljenje probe za vrijeme PCR reakcije. Do povecanja
fluorescentnoga signala do¢i ¢e samo onda kada je ciljna sekvenca komplementarna probi i
amplificirana tijekom PCR reakcije. Na taj se na¢in ne detektiraju nespecifiéna umnazanja.
Intenzitet fluorescencije ovisi o koli¢ini nastaloga PCR produkta. Primjenom razli¢itih

poCetnica i proba obiljezenih razli¢itim fluorescentnim bojama, omogucuje se viSestruka
(multipleks) analiza (31). (slika 8.)

1. Sastojci seta i DNA kalup

. 2GS 30
. Proba )i . Proba /to < s
Uzvodna pocetnica ¥ 9 E 4@  Nizvodna pocetnica
(¢ A N
5'e DNA kalup (G/A) 3
—~— ——
/’- - . \\
3" (C/T) ’5
2. Denaturacija pocetnice i vezanje sastojaka s ) LEGENDA
o8 2 3 v VIC® boja
Proba )!- Proba )\‘9 Nizvodna pocetnica »
: > "2 9 © >—Q (£ FAM “hoja
Uzvodna poéetnic{n‘ G\ XA
Prigusivac
pon " © e
¥ S s | MGH  Minor groove binder
- g
3. Polimerizacija i stvaranje signala I AmpliTag Gold®
DNA polimeraza
Nizvodna pocetnica
Gl
Proba /"l == Proba
@
Uzvodna pocetnica v G . A &= Pocetnica
. 22 M
l Q ‘e Kalup
C Produzena
Uparene baze pocetnica

Slika 8. Metoda genotipizacije pomoc¢u 5' nukleazne reakcije
(Prilagodeno prema: Priru¢nikApplied Biosystems7500/7500 Fast Real-Time PCR System)

19



Ispitanici i metode

TagMan MGB probe sastoje se od:
e reporterske boje na 5'-kraju i

e VIC® boje vezane za 5'-kraj alela probe 1
e FAM™ phoje vezane za 5'-kraj alela probe 2
U radu su upotrijebljene sekvence proba:

- za SNP rs 1800730

GCTGTTCGTGTTCTATGATCATGAGIA/TIGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAACTCC

- za SNP rs 1799945

TGACCAGCTGTTCGTGTTCTATGAT[C/G]IATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCG

- za SNP rs 1800562

CCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGTIG/A]ICCAGGTGGAGCACCCAGGCCTGGAT

Postupak genotipizacije prikazan je u tablici 2. PCR se provodi prema protokolu

prikazanom u tablici 3.

Tablica 2. Sastojci i volumeni potrebni za genotipizaciju

Sastojci Volumen
V (PCR Master Mix 2x) 6,25 u/L
V (SNP Tagman probe mix 40x) 0,31 w/L
V (d.d.H,0) 3,44 w/L
V (DNA/H,0) 2,5 WL
Ukupni volumen u jazici 12,5 u/L

Tablica 3. PCR protokol

Pocetna denaturacija 10 minuta na 95°C
Denaturacija tijekom 40 ciklusa | 15 sekundi na 92°C
Vezanje/smteza tijekom 40 1 minuta na 60°C
ciklusa
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Svaki ciklus PCR reakcije sastoji se od tri koraka:
1. denaturacije: na visokoj temperaturi dolazi do razdvajanja dvolancane DNA
2. vezanja: dolazi do vezanja specifi¢nih oligonukleotida - po€etnice i DNA matrice

3. sinteza: temperatura od 60°C optimalna je za aktivnost DNA polimeraze

Analiza uzoraka ucinjena je na uredaju Applied Biosystems 7500/7500 Real-Time
PCR System. (slika 9.)

Slika 9. Applied Biosystems 7500/7500 Real-Time PCR System.

(Izvor: https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate
2&catlD=600679; pristup 15.11.2015.)
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Slika 10. Prikaz rezultata genotipizacije Tagman probama

(Izvor: Priru¢nik Applied Biosystems7500/7500 Fast Real-Time PCR System)
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Slika 11. Primjer prikaza amplifikacijskih krivulja
(Izvor: Priru¢nikApplied Biosystems7500/7500 Fast Real-Time PCR System)
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3.2.3. Statisticke metode

Podaci o wucestalostima pojedinih alela prikazani su apsolutnim i relativnim
frekvencijama (%). Razlike u genetickoj distribuciji 1 frekvenciji javljanja alela te povezanost
HFE genotipova s infarktom miokarda testirane su Hi kvadrat (y2) testom odnosno Fisherovim
egzaktnim testom u sluc¢ajevima kada je uCestalost pojedine kategorije bila manja od pet. Razina
znacajnosti postavljena je na a=0,05, a sve P vrijednosti su dvostrane. Statisticka obrada
podataka napravljena je u programu IBM SPSS Statistics (ver. 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Frekvencije haplotipova i njihova povezanost s infarktom miokarda predvidene su
pomoc¢u SHEsis programa (32), kao i razlike u haplotipovima izmedu ispitanika i kontrolne
skupine. Da bi se smanjio utjecaj viSestrukog testiranja na dobivene p vrijednosti, haplotipovi

s frekvencijom manjom od 0,01 nisu bili ukljuceni u daljnje analize.
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Rezultati

4. REZULTATI

Ukupno je obradeno 400 ispitanika (raspon godina starosti 22-98), 200 pacijenata s
preboljenim infarktom miokarda i 200 pacijenata koji nisu preboljeli infarkt miokarda te
pripadaju kontrolnoj skupini.
4.1. Prikaz apsolutne i relativne frekvencije alela

U tablici 4. prikazana je ucestalost alela u obje skupine.

Tablica 4. Prikaz apsolutne i relativne frekvencije alela

Apsolutna Relativna
SNP Uzorak Alel P . frekvencija

frekvencija o

(%)
lspitanik G/IG 191 95,5
comry P GIA 9 45
Kontrola G/IG 184 91,9
G/A 16 8,1
CiC 158 79,0
Ispitanik CIG 38 19,0
H63D G/IG 4 2,0
CiC 148 74,0
Kontrola CIG 49 24,5
G/IG 3 15
Ispitanik A/A 193 96,5
spitani

S65C AIT 7 3,5
Kontrola alla 190 9.0
AIT 8 4,0

4.2. Prikaz ucestalosti alela s obzirom na spol

U tablici 5. prikazana je ucestalost alela s obzirom na spol. Od ukupno 400 ispitanika, u
istrazivanje je bilo uklju¢eno 218 muskaraca i 182 Zene.

Za SNP C282Y hi kvadrat testom utvrdena je znacajna razlika u ucestalosti G/G i G/A
alela kod muskaraca (y?>= 176,20; df = 1; p = 0,000) i kod Zena uklju¢enih u istrazivanje (=
130,30; Df = 1; p = 0,000).
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Rezultati

Za SNP H63D hi kvadrat testom utvrdena je znacajna razlika u ucestalosti C/C, C/G i
G/G alela kod muskaraca (y?>= 219,37; df = 2; p = 0,000) i kod Zena uklju¢enih u istraZivanje
(= 141,90; df = 2; p = 0,000).

Za SNP S65C hi kvadrat testom utvrdena je znaCajna razlika u ucestalosti C/C, C/G i
G/G alela kod muskaraca (y?>= 182,49; df = 1; p = 0,000) i kod Zena ukljucenih u istrazivanje
(= 157,80; df = 1; p = 0,000).

Tablica 5. Prikaz ucestalosti alela s obzirom na spol

Apsolutna Relativna
SNP Spol Alel - frekvencija
frekvencija (%)
y GIG 207 95,0
— Musko I —~/a 11 50
Fensk GIG 168 92,3
sk GIA 14 77
C/C 173 79,4
Musko CIG 43 19,4
GIG 2 0,9
H63D C/C 133 73,1
Zensko C/G 44 24,2
GIG 5 2.7
5 A/A 208 95,8
- Musko AT 9 4.2
ensk A/A 175 96,7
CnSKO AT 6 33

4.3. Prikaz ucestalosti hipertenzije prema skupinama

U tablici 6. prikazana je ucestalost hipertenzije prema skupinama za SNP C282Y. Hi
kvadrat testom utvrdena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojave hipertenzije u skupini
kontrolnih ispitanika koji su nositelji G/G alela (y*> = 35,16; df = 1; p = 0,000) s tim da je

znacajno veca ucestalost pacijenata koji nisu imali hipertenziju u kontrolnoj skupini.
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Tablica 6. Prikaz ucestalosti hipertenzije prema skupinama za SNP C282Y

i Hipertenzija
Skupina Alel A :_
Ispitanik G/G | 105(55,0%) | 86 (45,0%)

G/A 2 (23,0%) | 7 (78,0%)
Kontrola G/G 51 (28,0%) | 131 (72,0%)
GIA 7(44,0%) | 9(56,0%)

U tablici 7. prikazana je ucestalost hipertenzije prema skupinama za SNP H63D. Hi
kvadrat testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ucestalosti pojave hipertenzije u
skupini ispitanika (p = 0,625). U kontrolnoj skupini utvrdene su statisticki znacajne razlike u
uestalosti pojave hipertenzije kod nositelja C/C (x? = 27,00; df = 1; p = 0,000) i C/G alela (i
=7,37;df =1; p=0,007).

Tablica 7. Prikaz ucestalosti hipertenzija prema skupinama za SNP H63D

) Hipertenzija

Skupina Alel DA NE
C/C 85 (53,8%) 73 (46,2%)

Ispitanik C/IG 19 (50,0%) 19 (50,0%)
G/IG 3 (75,0%) 1 (25,0%)
C/C 42 (28,6%) | 105 (71,4%)

Kontrola C/G 15 (30,6%) 34 (69,4%)
G/IG 1 (50,0%) 1 (50,0%)

U tablici 8. prikazana je ucestalost hipertenzije prema skupinama za SNP S65C. U
kontrolnoj skupini utvrdena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojave hipertenzije kod
nositelja A/A alela (x* = 30,40; df = 1; p = 0,000) pri ¢emu je znacajno veéa ucestalost onih koji
nisu imali hipertenziju u kontrolnoj skupini.
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Tablica 8. Prikaz apsolutne i relativne ucestalosti hipertenzija prema skupinama za SNP S65C

. Hipertenzija
Skupina Alel DA NE
oitanik A/A | 105 (54,4%) | 88 (45,6%)

P AT 2(28,6%) | 5 (71,4%)
AIA 57 (30,0%) | 133 (70,0%)
Kontrola AT 1(125%) | 7 (87,5%)

4.4. Prikaz ucestalosti hipertenzija prema spolu

U tablici 9. prikazana je ucestalost hipertenzija prema spolu i skupini ispitanika.
Statisticki znacajna razlika u udestalosti hipertenzije utvrdena je u muskaraca (y* = 25,3; df =
1; p=0,000) i zena (y° = 10,12; df = 1; p = 0,001) u kontrolnoj skupini u kojoj su prevladavali
ispitanici koji nemaju hipertenziju. U skupini ispitanika nisu utvrdene statisti€ki znacajne
razlike u ucestalosti hipertenzije po spolovima, no primije¢eno je da je u skupini ispitanika veca

ucestalost Zena koje su imale hipertenziju u odnosu na Zene koje nisu imale hipertenziju.

Tablica 9. Prikaz apsolutne 1 relativne u€estalosti hipertenzija prema spolu 1 skupini ispitanika

. Hipertenzija
Skupina Spol DA NE
Ispitanici Musko 57 (50,0%) | 57 (50,0%)

Zensko 50 (58,0%) | 36(42,0%)
Kontrola Musko 26 (25,0%) | 77 (75,0%)
Zensko 32 (34,0%) | 63 (66,0%)

4.5. Analiza haplotipova

U Tablici 10. prikazani su moguci haplotipovi analiziranih mutacija HFE gena i njihove
frekvencije kod ispitanika s infarktom miokarda i kod kontrola. Nema statisticki znacajne
razlike u raspodjeli haplotipova HFE gena izmedu ispitanika i kontrola te su sve p vrijednosti

prilagodene dobi i spolu.
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Tablica 10. Frekvencije i raspodjela mogucih haplotipova u ispitanika i kontrola predvidenih

SHEsisPlus programom.

Cc282Y H63D S65C Frekvencija | Frekvencija

rs1800562 | rs1799945 | rs1800730 ispitanic: kontroleJ OR | 95%Cl P
1 G C A 0,845 0,805 1,38 | 0,96-1,99 | 0,079
2 G G A 0,115 0,133 0,85 | 0,56-1,29 | 0,452
3 A C A 0,022 0,04 0,55 | 0,24-1,27 | 0,154
4 G C T 0,017 0,02 0,87 | 0,31-2,43 | 0,794

OR — omjer izgleda (eng. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti (eng. confidence interval)
*p vrijednosti nakon prilagodbe za viSestruko testiranje
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5. RASPRAVA

U radu je obradeno dvjesto pacijenata hospitaliziranih na Klinickom odjelu za bolesti
srca 1 krvnih zila s intenzivnim lijjeCenjem KBC Osijek (pacijenti s preboljenim infarktom
miokarda i troponinom vec¢im od 0.05). Kontrolnu skupinu ¢ine 0sobe s troponinom manjim od
0.05, koje nisu imale infarkt miokarda i koje nemaju medicinsku dokumentaciju o potvrdenoj

tezoj kardiovaskularnoj bolesti te osobe koje nemaju dijabetes.

Kao najc¢esc¢a mutacija u HFE genu opisana je zamjena G>A na nukleotidu 845 (G845A)
koja mijenja tirozin za cistein u aminokiselini na poziciji 282 (C282Y). Prema dosada$njim
istrazivanjima europskog stanovnistva, homozigoti C282Y krecu se od 64 % kod talijanskih
pacijenata s hemokromatozom do 80-90% kod engleskih i francuskih pacijenata (33).
Procjenjuje se da u 38-50 % homozigota C282Y moze do¢i do pojave preopterecenja zeljezom,
a u 10-33 % eventualno moze do¢i do pojave simptoma HH i/ili o$tecenja organa (34).
Heterozigoti se dovode u vezu s poveéanim rizikom kardiovaskularne smrti (35) jer se smatra
da se kod njih postupno nakuplja Zeljezo §to moze izazvati poremecaj u kasnijim godinama
zivota. Nakupljanje Zeljeza na stjenkama arterija uzrokuje lipidnu peroksidaciju te tako
doprinosi stvaranju ateroskleroze (36). Mutacija poznata kao H63D, odnosno zamjena C>G na
nukleotidu 187 (C187G) ima ve¢i ucinak na razvoj bolesti ukoliko je u naslijedena zajedno s
mutacijom C282Y (33). Pojavnost ovoga genotipa je mala: prosje¢no 0,5 - 2,0 % pojedinaca
razvije klinicke znakove bolesti (34). Tre¢a zamjena baza poznata kao mutacija S65C nije jos$
dovoljno istraZena. Prisutna je u 1,5% europske populacije i smatra se benignim polimorfizmom
(6, 33).

Analizirajuéi frekvenciju alela u nasSoj skupini ispitanika 1 kontrolnoj skupini uo¢avamo
da su veéina homozigoti (,,wild type*) za sva tri SNP-a. Heterozigota C282Y u skupini
pacijenata s infarktom miokarda ima 4,5 % odnosno svega njih 9, kao i heterozigota S65C,
svega 3,5 % odnosno njih 7. Homozigote s mutacijom uocavamo samo za SNP H63D i to
podjednako u bolesnika i u kontrolnoj skupini. Nije uo¢ena znacajna razlika izmedu kontrolne
skupine i skupine pacijenata s preboljenim infarktom miokarda (37, 8, 38). Sli¢no istrazivanje
ovome provedeno je u Italiji (8) gdje takoder nije dokazana povezanost izmedu HFE mutacija

i infarkta miokarda.
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HH zahvaca jednako i muskarce i zene s obzirom na nacin nasljedivanja. Naime da bi
se naslijedila HH potrebno je naslijediti mutirani gen od svakog roditelja (39). U klini¢koj
praksi ¢esce se susrece u muskaraca u srednjim i kasnim pedesetim godinama Zivota. U Zena se
javlja ¢esce u slucaju ranijeg gubitka menstruacije (40). HH genotipizacija ima vaznu ulogu u
predvidanju rizika od kardiovaskularne smrti u Zzena, HH heterozigota, u postmenopauzi,
osobito ako su jo$ dodatno izloZzene povecanom riziku od kardiovaskularnih bolesti poput
pusenja i hipertenzije (41). Muskarci nositelji mutacije imaju dvostruko veci rizik od akutnog
infarkta miokarda od muskaraca koji nemaju mutaciju (42).

Analizirajuéi ucestalost alela s obzirom na spol u nasim skupinama ispitanika uo¢avamo
znacajnu razliku u njihovoj ucestalosti no moramo uzeti u obzir i ¢injenicu da je u istraZivanje
uklju€eno viSe muSkaraca nego Zena.

DosadaSnja istrazivanja ukazuju na znaCajnu povezanost mutacija HFE gena i
hipertenzije, osobito u populaciji pedesetogodisnjaka. Osim toga, osobe s mutiranim HFE
genom imaju vedi krvni pritisak ve¢ u trideset 1 petoj godini Zivota. Najveci rizik od razvoja
hipertenzije imaju osobe nositelji H63D G-alela (43). Nadalje, poveéane zalihe Zeljeza
udruzene su s progresijom ateroskleroze kao 1 otvrdnu¢em aorte, a samim tim 1 disfunkcijom
srca (44).

Analizirajuéi ucestalost hipertenzija U naSem istraZivanju uocavamo znacajnu vecu
ucestalost pojave hipertenzije u skupini ispitanika koji su nositelji G/G alela za SNP C282Y. S
druge strane, znacajno je veca ucestalost pacijenata koji nisu imali hipertenziju u kontrolnoj
skupini. U ovoj skupini utvrdene su i statisticki znacajne razlike u ucestalosti pojave
hipertenzije kod nositelja C/C i C/G alela za SNP H63D, dok iste nisu utvrdene u skupini
ispitanika. Statisticki zna¢ajna razlika u uestalosti pojave hipertenzije uocena je 1 kod nositelja
A/A alela za SNP S65C, pri ¢emu je znaCajno veca ucestalost pacijenata koji nisu imali
hipertenziju u kontrolnoj skupini.

Statisticki znacajna razlika u ucestalosti hipertenzije utvrdena je i u muskaraca i U zZena
u kontrolnoj skupini u kojoj su prevladavali ispitanici koji nemaju hipertenziju, 75% muskaraca
i 66% zena. U skupini ispitanika nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ucestalosti
hipertenzije po spolovima, ali se primjecuje da je u skupini ispitanika veca ucestalost Zena koje
su imale hipertenziju njih 58%, u odnosu na zene koje nisu imale hipertenziju, njih 42%. Sli¢ne
rezultate dobili su nizozemski istrazivaci na znacajno veéem broju pacijenata (36).

1z tablice 10. vidljivo je da nema statisticki znac¢ajne razlike u raspodjeli haplotipova

HFE gena izmedu ispitanika i kontrolne skupine. U obje skupine najcesci je GCA haplotip s
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ucestalo$¢u od 84 % u ispitanika i 80 % kod kontrolne skupine, dok se ostali haplotipovi
pojavljuju s vrlo malom frekvencijom. Bilo je za ocekivati da nema statisticki znacaje razlike
u raspodjeli haplotipova izmedu ispitanika i kontrolne skupine jer su frekvencije alela
istrazivanih SNP-ova vrlo sli¢ne kod ispitanika i kontrolne skupine $to je vidljivo iz tablice 4.

Ovi rezultati podudaraju se s istrazivanjem istih mutacija HFE gena, ali na skupini pacijenta s

arterijskom trombozom (45).
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Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Iz rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da nema znacajne razlike u ucestalosti
mutacija HFE gena izmedu ispitanika i kontrolne skupine, kao i s obzirom na spol, ako uzmemo
u obzir ¢injenicu da je u istrazivanje ukljueno vise muskaraca nego Zena. Isto tako, nema
znacajne razlike u frekvencijama razli¢itih HFE alela izmedu bolesnika s akutnim infarktom
miokarda i kontrolnih ispitanika te temeljem provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da

HFE mutacije nisu povezane s akutnim infarktom miokarda.
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Sazetak

7. SAZETAK

Dosada$nja istrazivanja Ukazuju na povezanost kardioloSkih komplikacija s

hereditarnom hemokromatozom. Prekomjerno nakupljanje Zeljeza u tkivima moze biti $tetno

jer dvovalentni ioni zeljeza mogu reagirati s vodikovim peroksidom i kisikom te tvoriti OH’
radikale i reaktivne Kisikove radikale. Slobodni radikali reagiraju sa stani¢nim membranama i
stanicnim organelama iniciraju¢i lipidnu peroksidaciju §to moze dovesti do razvoja
ateroskleroze. Neka istrazivanja pokazale su da pojedinci nositelji HFE mutacije mogu imati
veci rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti od onih bez mutacije. Nasuprot tome, veliki broj
istrazivanja ukazuje da ne postoji povezanost HFE mutacija i kardiovaskularnih bolesti. U
nasem istrazivanju proucavali smo povezanost izmedu HFE mutacija i akutnog infarkta
miokarda u dvije skupine ispitanika. U prvoj skupini bilo je 200 bolesnika (114 muskaraca i 86
zena) koji su preboljeli infarkt miokarda. Druga je skupina bila sastavljena od 200 zdravih
ispitanika (103 muskaraca i 97 zena). Svi pacijenti su genotipizirani za HFE mutacije. DNA
tipizacija provedena je za C282Y, H63D i S65C HFE alele. Rezultati ukazuju da nije bilo
znacajne razlike u frekvencijama razli¢itih HFE alela izmedu bolesnika s akutnim infarktom
miokarda i kontrolnih ispitanika odnosno da HFE mutacije nisu povezane s akutnim infarktom

miokarda.

Kljuéne rijeci: Zeljezo, HFE, hemokromatoza, PCR u stvarnom vremenu,
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Summary

8.SUMMARY

HFE MUTATIONS IN PATIENTS WITH MYOCARDIAL INFARCTION

Previous studies show a correlation between cardiac complications and hereditary

hemochromatosis. Tissue iron deposition could be harmful, because Fe ** can react with H,0:
to form OH- radicals and Fe?* can react with O to form reactive oxygen species. Free radicals
react with cell membranes and cell organelles and could lead to the development of
atherosclerosis by initiating lipid peroxidation. Hereditary hemochromatosis provides an
opportunity for studying the effects of iron on cardiovascular disease. Some studies have shown
that individuals who carried HFE mutations may be at greater risk of developing coronary heart
disease than those without the mutations. In contrast, a large number of studies have reported
no association between HFE mutations and coronary heart disease. We studied the relation
between HFE mutations and acute myocardial infarction in two sets of subjects. The first one
was composed of 200 patients (114 males and 86 females) who suffered myocardial infarction.
The second one was composed of 200 healthy controls (103 males and 97 females). All patients
were genotyped for HFE mutation. DNA typing was performed for C282Y, H63D and S65C
HFE alleles. There were no significant differences in frequencies of the different HFE alleles
between acute myocardial infarction patients and controls. Thus, our study, performed in two
samples of genetically homogeneous patients and controls, does not support the suggestion that

HFE mutations may be associated with acute myocardial infarction in susceptible individuals.

Keywords: iron, HFE, hemochromatosis, real time PCR
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