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1. UVOD

Kako bi se elektromehaniCki impuls mogao ispravno kretati kroz stanice miokarda,
potrebna je potpuna ravnoteza strukturalnih i ionskih komponenata. Kada je ta
ravnoteza poremecéena, nastaje kaotiCna elektricna aktivnost odnosno fibrilacija koja
moze zahvatiti bilo koju sréanu komoru (1). Fibrilacija atrija (FA) je naj¢eS¢a
postojana aritmija (2). Njena osnovna karakteristika je neorganizirana, brza i
nepravilna aktivacija atrija koja dovodi do nepravilne aktivacije ventrikula. Klinicki, FA
se dijeli u nekoliko podvrsta: novootkrivena, paroksizmalna (rekurentne epizode koje
se spontano prekidaju u manje od 7 dana), persistentna (rekurentne epizode koje
traju dulje od 7 dana), dugovjeCna perzistentna (perzistentna koja traje dulje od
godinu dana) te permanentna (trajni osnovni ritam) (3). 1-2% opcée populacije
oboljeva od FA Ssto je gotovo 90000 ljudi u Republici Hrvatskoj, a za oCekivati je da
Ce se prevalencija FA udvostruciti tijeko sljedecih 50 godina, usporedno sa starenjem
populacije (4). FA je progresivna bolest koja mozZe poceti klini¢ki inaparentno te se
zatim manifestirati povremenim epizodama koje postaju sve dulje i uCestalije da bi
naposljetku, zbog negativhog preoblikovanja lijevog atrija (LA), postala trajna.
KlasiCan tijek bolesti takoder ukljuCuje elektrofizioloSke promjene na molekularnoj
razini, kao i stvaranje fibroze i mehanic¢kih promjena LA. U FA izostaje normalna
kontrakcija atrija Sto zajedno sa ranije navedenim promjenama dovodi do stvaranja
trombogene sredine u LA. NajCeS¢e mjesto stvaranja tromba u FA je aurikula LA.
Jednom kada nastane tromb u LA postoji opasnost njegove mobilizacije i prelazka u
ljevu klijetku te u aortu s izazivanjem tromboembolijskin komplikacija (3). FA

povezana je sa peterostruko vecim rizikom nastanka mozdanog udara te sa tezim



posliedicama i ¢eS¢im recidivima mozdanog udara (3). Upravo zbog navedenih
rizika, lijekovi koji spre€avaju formiranje tromba Cine okosnicu terapije FA. Drugi
vazni dio terapije FA Cine lijekovi za kontrolu frekvencije odnosno ritma. U novije
vrijeme biljezi se i pomak prema takozvanoj "uzvodnoj" terapiji inhibitorima ACE i
statinima, prije nastanka kliniCke slike bolesti i njezinih komplikacija. Zbog toga bi bilo
od velike koristi identificirati dodatne Cimbenike rizika nastanka FA te uciniti

stratifikaciju rizika.

1.1. Epidemiologija

FA moze Cesto biti prisutna kod bolesnika bez razvoja kliniCke slike te tako biti
nedijagnosticirana. Mnogi bolesnici sa FA nikada ne budu hospitalizirani. Zbog toga
se smatra da je stvarna prevalencija FA u opc¢oj populaciji blizu 2%. Prevalencija FA
povecCava se sa staro$c¢u ispitanika od 0.5% u dobi od 40-50 godina, do 5-15% u
dobi od 80 godina (4-7). CijeloZivotni rizik dobivanja FA je 25% u ljudi koji su dozZivjeli

40 godina (8). Incidencija FA posljednja je dva desetlje¢a u porastu od 13%.

1.1.1. Spolne razlike

FA &e$ée zahvaéa muskarce nego zene. Cak i nakon korekcije prema etioloskim
Cimbenicima poput ishemijske i hipertenzivne bolesti srca, prevalencija FA kod
muskaraca je 1.5 puta veca nego kod Zena (2). Te razlike mogle bi upucivati na

ulogu spolnih hormona i njihovih receptora u nastanku FA.

1.1.2. Breme bolesti
FA je povezana s pove¢anom stopom smrtnosti, mozdanog udara te drugih trombo-

embolijskin dogadaja, zatajenjem srca i hospitalizacijama, smanjenom kvalitetom



Zivota, smanjenom tolerancijom fizickog napora te disfunkcijom lijeve klijetke (3).
Smrtnost je udvostru¢ena u bolesnika s FA, neovisno o drugim prediktorima (4, 9).
Samo je antitrombotska terapija pokazala u€inak u samanjenu smrti povezanih s FA
(10). Mozdani udar u FA Cesto je opsezan te rezultiran dugoro&nim posljedicama ili
smréu. Oko petine mozdanih udara uzrokovano je FA. Nedijagnosticirana,
supklinic(ka FA je vjerojatni uzrok kriptogenih mozdanih udara (9, 11). Rizik
mozdanog udara jednak je, neovisno je li FA paroksizmalna, premanentna ili
perzistentna (12). Hospitalizacije zbog FA C&ine jednu trecinu hospitalizacija zbog
aritmija, a najCeS¢i su neposredni razlozi akutni koronarni sindrom, pogorSanje
popustanja srca, trombo-embolijski dogadaiji i tahiaritmija (3). Kognitivha disfunkcija,
ukljuCujuci vaskularnu demenciju, povezana je s FA. Manje opservacijske studije
sugeriraju da supklini¢ki trombo-embolijski dogadaji doprinose kognitivnoj disfunkciji
u bolesnika s FA kod kojih nije izrazena klinicka slika mozdanog udara (11). FA
umanjuje kvalitetu Zivota i toleranciju fizickog napora. Bolesnici s FA imaju znacajno
reduciranu kvalitetu Zivota u usporedbi sa zdravim ljudima, opcom populacijom, ili s
koronarnim bolesnicima u sinusnom ritmu (13). Funkcija lijeve klijetke takoder je
oSte¢ena nepravilnim, brzim ritmom te gubitkom atrijske kontrakcije i povecanim

tlakom punjenja u zadnjem dijelu dijastole.

1.2. Mehanizmi nastanka

PatofizioloSke promjene koje prethode FA

Bilo koja strukturna bolest srca moZe zapoceti spori ali prograsivan proces
strukturalnog remodeliranja kod atrija i ventrikula. U atrijima dolazi do proliferacije i

diferencijacije fibroblasta u miofibroblaste, a pove¢ano stvaranje vezivnog tkiva i



fibroza glavne su posljedice tog procesa (3). Strukturalno remodeliranje rezultira
lokalnog provodenja facilitirajuéi time inicijaciju i odrzavanje FA. Ovakav
elektroanatomski supstrat omogucuje multiple male "re-entry" krugove koji odrzavaju

aritmiju.

PatofizioloSke promjene koje su posljedica FA

Nakon zapocinjanja FA, elektrofizioloSke karakteristike atrija, mehani¢ka funkcija, i
atrijska ultrastruktura mijenjaju se razliCitom brzinom i s razliitim patofizioloSkim
posliedicama (14). Tijekom prvih dana FA zabiliezeno je skracivanje efektivnog
razdoblja refraktornosti atrija (15). Elektricno remodeliranje pridonosi sve vecoj
stabilnosti FA tijekom vremena. Glavni stani¢ni mehanizmi skracivanja refraktornosti
atrija je smanjenje ulaznog toka klacija kroz kanale L tipa i povecanje ulaznog toka
kalijevih iona. Do normalizacije refraktornosti atrija dolazi nekoliko dana nakon
restitucije sinisnog ritma. Tijekom prvih dana FA takoder dolazi do perturbacija
kontraktiine funkcije atrija. Glavni stani¢ni mehanizmi kontraktilne disfunkcije su
smanjeni utok kalcijskih iona, poremeceno otpustanje kalcija iz unutarstanicnih
depozita i promjene miofibrilarne energetike. Fibroza i upalne promjene zabiljezene

su i u bolesnika s izoliranom FA (16).

1.2.1. Elektrofizioloski mehanizmi
Za FA potreban je aktivator za njeno zapocinjanje te substrat za njeno odrzavanje.
Ovi mehanizmi se medusobno ne iskljuéuju te ¢esto koegzistiraju tijekom patogeneze

FA.



Fokalni mehanizmi

Mnogo je istrazivanja provedeno nebi li se razjasnili fokalni mehanizimi koji
eventualno pridonose zapoc€injanju i odrzavanju FA (17). U stani¢ne fokalne
mehanizme spadaju "okidacka" aktivnost i "re-entry" (3). Zbog kradeg perioda
refraktornosti kao i nagle promjene orijentacije miocitnih vliakana, plu¢ne vene imaju
velik potencijal u zapocinjanju i odrzavanju atrijskih tahiaritmija. Ablacija mjesta s
visokom dominantnom frekvencijom smjeStenih oko usS¢a pulmonalnih vena u LA
rezultira progresivnom prolongacijom duljine fibrilacijskog kruga i konverzijom u
sinusni ritam kod bolesnika s paroksizmalnom FA, dok su kod bolesnika s
perzistentnom FA, ta mjesta rastrkana po cijelom atriju te su posljedicno uspjeSna

ablacija i konverzija u sinusni ritam teze za postici.
Hipoteza multiplih valova

Prema hipotezi multiplih valova, FA se odrzava kontinuiranim kaoticnim provodenjem
veCeg broja medusobno neovisnih valova kroz muskulaturu atrija. Njihove valne
fronte podlijezu stalnim konstruktivnim i destruktivnim interferencijama, zbog ¢ega
dolazi do ponistenja ili stvaranja novih valova. Sve dok je broj valnih fronti iznad
kriticne razine, valovi ¢e odrzavati aritmiju. Kod vecine bolesnika s paroksizmmalnom
FA moguce je odrediti mjesto izvora aritmije no to Cesto nije moguée kod

perzistentne ili permanentne FA.

1.2.2. Cimbenici povezani s FA

FA je povezana s mnogim kardiovaskularnim bolestima (18-19). Konkomitantne
bolesti srca sudjeluju u odrzavanju FA stvaraju¢i pogodan patoanatomski supstrat.
Bolesti povezane s FA takoder su biljezi globalnog kardiovaskularnog rizika odnosno

oStecenja srca, a ne samo uzrocni ¢imbenici. Starenje povecava rizik nastanka FA.



Jedno od mogucih objasnjenja je gubitak i izolacija atrijskog miokarda i s njima
povezane smetnje provodenja. Hipertenzija je Cimbenik rizika kod
novodijagnosticirane FA i komplikacije FA kao S$to su mozdani udar i sistemski
trombo-embolijski dogadaji. Simptomatsko zatajenje srca (New York Heart
Association (NYHA) razredi |I-1V) prisutno je kod 30% bolesnika s FA i FA je
dijagnosticirana kod 30—40% bolesnika sa zatajenjem srca (18-19). Zatajenje srca
moze biti i uzrok (zbog povecanog atrijskog tlaka i volumnog preopterecenja,
sekundarne disfunkcije zalistaka ili kroni€ne neurohumoralne stimulacije) i posljedica
FA (npr. tahikardiomiopatija ili dekompenzacija u akutnoj epizodi FA).
Tahikardiomiopatija je pojava disfunkcije lijeve Kklijetke u bolesnika s brzim
odgovorom ventrikula, a bez strukturne bolesti srca. Restitucijom sinusnog ritma
dolazi do poboljSanja ili normalizacije funkcije lijeve klijetke. Bolesti sr€anih zalistaka
nadene su kod oko 30% bolesnika s FA (18-19). FA uzrokovana distenzijom lijevog
atrija, rana je manifestacija mitralne stenoze i/ili regurgitacije. FA se takoder javlja u
uznapredovalim fazama bolesti aortalnog zalistka. lako je nekada bila Cesta,
‘reumatska FA’ danas je relativno rijetka u Europi. Kardiomiopatije, ukljuCujudi
primarno "elektricne" bolesti srca, nose povecan rizik nastanka FA, pogotovo kod
mladih bolesnika (20). Relativno rijetki oblici kardiomiopatija nadeni su kod 10%
bolesnika s FA (18-19). Kod manjeg broja bolesnika s izoliranom FA nadene su
mutacije karakteristicne za "elektricne" kardiomiopatije. Atrijski septalni defekt
povezan je s FA u 10-15% slu€ajeva. Ostale kongenitalne sréane greSke povezane s
FA su: "single ventricle", stanje nakon operacije po Mustard radi korekcije
transpozicije velikih arterija i stanje nakon operacije po Fontanu. Koronarna je bolest
prisutna u 220% bolesnika s FA (18-19). Nije jasno je li nekomplicirana koronarna

bolest per se (ishemija atrija) predisponirajuci Cimbenik za nastanak FA te kakva je



interakcija FA i perfuzije koronarnih arterija (21). Manifestna disfunkcija Stitnjace
moze biti jedini uzrok FA te moze biti predisponirajuéi Cimbenik komplkacija
povezanih s FA. U recentnim je istrazivanjima naden manji broj hipertireoidizama ili
hipotireoza u bolesnika s FA, medutim subklini¢ka disfunkcija &tithjate moze takoder
pridonjeti nastanku FA. 25% bolesnika s FA je pretilo, a njihov je prosje¢ni indeks
tielesne mase 27.5 kg/m? (18-19). 20% bolesnika s FA ima $edernu bolest koja
zahtijeva medikamentozno lijeCenje te mozZe pridonjeti osteCenju atrija. Kroni¢na
opstruktivna bolest plu¢a nadena je kod 10-15% bolesnika s FA te je vjerojatnije
biljeg globalnog kardivaskularnog rizika nego predisponirajuci Cimbenik za FA. Apnea
u snu, pogotovo povezana s hipertenzijom, Secernom bolesti i strukturnim bolestima
srca, moze biti patofizioloSki Cimbenik za FA jer apnea uzrokuje povecéanje atrijskog
tlaka i veliCine te promjene autonomog Ziv€anog sustava. Kroni¢na bolest bubrega
prisutna je kod 10-15% bolesnika s FA. Kroni¢na renalna insuficijencija povecava

rizik komplikacija povezanih s FA (3).

1.3. Izolirana fibrilacija atrija

Molekularne osnove FA nisu poznate. Kod starijih je bolesnika FA Cesto povezana s
ishodiSnom bolesti srca kao Sto su ishemijska, hipertenzivna, valvularna bolest ili
kardiomiopatija. Nasuprot tome, idiopatska odnosno “izolirana” FA tipi€no pogada
mlade i sredovjeCne odrasle (srednja dob prilikom dijagnosticiranja FA bila je 44
godine) bez poznate sr€ane bolesti (22). Prevalencija izolirane FA se krece, ovisno o
dobi promatrane populacije, od 3% do 11% (22-23). Nepoznati je udio bolesnika s

nasljiednom FA medu bolesnicima s izoliranom FA.



1.4. Genetika fibrilacije atrija

1.4.1. Genske asocijacije

FA ima nasljednu kompenentu, osobito u onim slu¢ajevima kada se klinicka slika
javlja u ranijoj Zivotnoj dobi bolesnika (24). Proteklih su godina identificirani mnogi
nasljedni ritmoloski poremecaji sr€ane funkcije povezani s FA kao Sto su sindrom
produzenog QT intervala, sindrom skracenog QT intervala te Brugada sindrom (25).
FA se takoder ucestalo pojavljuje s nasljednim bolestima srca kao Sto su
hipertrofijska kardiomiopatija i nasljedna ventrikulska preekscitacija koje su povezane
s mutacijama PRKAG gena. Ostali nasljedni oblici FA povezani su s mutacijama
gena atrijskog natrijurijetskog peptida, mutacijama gena za funkcionalne i regulatorne
podjedinice natrijskin i kalijskih kanala te mutacijama gena renin-angiotenzin-
aldosteron sustava, upalnih citokina i koneksina (26-30). PatofizioloSka uloga drugih
genskih promjena u zapocinjanju i odrzavanju FA, gdje je identificiran samo lokus, a
ne i gen (npr. 10922, 6q14-16 i 5p15), trenutno je nepoznata. Do sada identificirani
geni odnosno lokusi povezani s FA navedeni su u Tablici 1. U dosada$njim
istrazivanjima, FA je promatrana i kao monogentska bolest, kao bolest povezana s
drugim monogenskim bolestima te su analizirane razne genske varijante kao mogudi

predisponirajuci Cimbenici za razvoj FA.



Tablica 1 Genske asocijacije FA

Uloga Gen/lokus Mehanizam djelovanja StuQ|Ja{nac!n Referenca
proteina nasljedivanja
Povecanje stani¢ne
SCNA5 podrazljivosti, Gen kandidat/ (25, 31-
o prolongacija akcijskog sporadic¢no 39)
Natrijski potencijala atrija
kanal
Smanjenje vrSne ,
SCN1B/SCN2B  amplitude protoka ~ Ccn kandidat/ (40)
N sporadi¢no
natrijskih iona
Studija
PojaCana povezanosti/
KCNQ1 repolarizacija atrija autosomno (41-44)
dominantno
Poiacana Gen kandidat/
KCNE2 Jjacana autosomno (45)
repolarizacija atrija dominantno
Poiacana Gen kandidat/
Kalijski KCNJ2 I Jacal .. autosomno (46)
kanal repolarizacija atrija dominantno
Gen kandidat/
KCNE5 Pojacana autosomno. (47)
repolarizacija atrija dominantno i
sporadicno
Gen kandidat/
KCNA5 Odgodena autosomno (48-50)
repolarizacija atrija dominantno i
sporadicno




Uloga Mehanizam Studija/nacin
4 Genl/lokus ) . . . Referenca
proteina djelovanja nasljedivanja
Skracivanje ..
Prekursor akcijskog Stu.d”a
NPPA . povezanosti/autosomno (26)
ANP-a potencijala dominantno
atrija
Disperzija Gen (30, 51-
Koneksin GJAS brzine , oy ’
. kandidat/sporadi¢no 52)
provodenja
Studija
10922 Nepoznat  povezanosti/autosomno (53)
dominantno
Studija
6q14-16 Nepoznat  povezanosti/autosomno (54)
dominantno
Studija
5p15 Nepoznat  povezanosti/autosomno (55)
dominantno
Genome wide
Druga 4925 (PITX2) Nepoznat association/sporadi¢no (56-57)
Genome wide
16922 (ZFHX3) Nepoznat association/sporadi¢no (58)
Genome wide
1921 (KCNN3) Nepoznat association/sporadi¢no (59)
Studija
10p11—921 Nepoznat  povezanosti/autosomno (1)
dominantno
Studija
12p12 Nepoznat  povezanosti/autosomno (1)
dominantno
Studija
Nukleoporin ~ 5p13/NUP155 Nepoznat povezanosti/autosomno (60)
recesivno
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1.4.2. FA kao monogenska bolest

Obiteljska FA

Opis nasljedne odnosno obiteljske FA prvi je puta objavljen 1943. (61), ali njezina
prevalencija medu bolesnicima s FA joS uvijek nije odredena te se procjenjuje na oko
15% (1). Prvi lokus za obiteljsku FA identificiran je 1997. pomocu genetskog
mapiranja triju Spanjolskih obitelji koje su bile u medusobnom srodstvu (53). Medutim
sam gen odgovoran za FA kod tih obitelji jo$ uvijek nije identificiran. Istrazivanja su
pokazala da je obiteljska FA genetski heterogena bolesti (62). ldentifikacija gena

odgovornih za nastanak FA pridonjela bi razjasnjenju etiologije obiteljske FA.

Mutacije gena za natrijski kanal

Ljudski natrijski kanal miokarda ovisan o naponu odgovoran je za brzu depolarizaciju
kardiomiocita te je takoder ciljna molekula brojnih antiaritmijskih lijekova. Inicijalno su
mutacije gena za njegovu alfa podjedinicu (SCN5A) nadene kod €lanova obitelji sa
sindromom produzeni QT intervala (31). Tijekom vremena identificirano je vise od
200 mutacija gena SCN5A koje su povezane s raznim bolestima srca kao §to su
Brugada sindrom, progresivni poremecaj kondukcije, sindrom bolesnog sinusnog
Cvora, dilatativna kardiomiopatija i FA (32). Analize korelacije izmedu genotipa i
fenotipa pokazale su da je vecina mutacija povezana sa specificnim KliniCkim
manifestacijama, mada postoje preklapanja kod istog genskog defekta (33). Brugada
sindrom i sindrom produZzenog QT intervala Cesto se javljaju zajedno s
supraventrikulskim aritmijama ukljucujuéi FA (25). Daljnji dokaz uloge mutacije gena
SCNS5A u patofiziologiji FA je njezino postojanje u obitelji s nasljednom dilatativnom
kardiomiopatijom i FA (34). Takoder su opisane i mutacije istog gena u nasljednoj FA

sa i bez strukturne bolesti srca (35-37). Rijetke varijante gena SCN5A javljaju se kod
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otprilike 6% bolesnika s FA (36). Funkcijskom analizom dokazane su dvije grupe
mutacija: mutacije s povecanjem funkcije koje dovode do depolarizacijskog pomaka
u fazi inaktivacije kanala Sto rezultira poveéanjem stani¢ne podrazljivosti (37-38) i
mutacije s gubitkom funkcije kod kojih dolazi do hiperpolarizacije u fazi inaktivacije
kanala Sto rezultira produljenjem atrijskog akcijskog potencijala (35). Produljenje
repolarizacije atrija moglo bi inducirati atrijske torsade i rezultirati FA (63). Drugi
mehanizmi koji ukljuuju povecanje i gubitak funkcije, predlozeni su kod drugih
sindroma. Takoder postoji Sirok spektar mutacija koje su povezane s preklapaju¢im
sindromima $to ukazuje na okoliSne te druge genske Cimbenike koji odreduju fenotip.
Mutacije gena koji kodiraju za druge podjedinice natrijskog kanala (SCN1B i SCN2B),

nadene su kod bolesnika s FA, a nisu bile prisutne kod kontrola (40).

Mutacije gena za kalijski kanal

Struja kalijskih iona koja prolazi kroz kanale regulirane naponom igra vaznu ulogu u
repolarizaciji atrija. Ostali kalijski kanali su vazni su za uspostavljanje "ispravljackih"
struja kalija u stanicu i za kontrolu stani€nog potencijala u mirovanju. Poznate su
brojne mutacije s povecanjem i gubitkom funkcije gena za kalijske kanale. Mutacija
gena KCNQ1, koji kodira alfa podjedinicu naponom reguliranog kalijskog kanala
zaduzenu za stvaranje samog otvora za prolazak iona, inicijalno je shvacena kao
uzrok sindroma produzenog QT intevala (41). Mutacija istog gena je prva koja je bila
povezana s izoliranom FA (42). Hipotetski patogeni mehanizam sastoji se od
povecanja funkcije kanala povecavanjem struje repolarizacije i time povezanim
skracivanjem atrijskog akcijskog potencijala. Razne su druge mutacije KCNQ1
opisane kod obitelji s FA kao i mutacije gena za druge podjedinice kalijskog kanala,
ukljuCuju¢i KCNE2, KCNJ2 i KCNE5 (47). Nadalje, kod gena KCNAS5, nadena je

mutacija s gubitkom funkcije kod nekoliko obitelji s FA (48). Funkcijskom analizom
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mutacije otkrivena je odgoda repolarizacije akcijskog potencijala i njegova

prolongacija (slian mehanizam kao i kod mutacije SCN5A) (35).

Mutacije gena prekursora atrijskog natrijurijetskog peptida (NPPA)

U istrazivanju povezanosti u obitelji s autosomno dominantnom FA, nadena je
mutacija gena prekursora atrijskog natrijurijetskog peptida (NPPA) (26). Mutacija
uzrokuje gubitak stop kodona Sto rezultira ekspresijom produlienog peptida.
Koncentracija produljenog peptida u plazmi bila je 5 do 10 puta vea nego
koncetracija "divljeg tipa" NPPA Sto ukazuje na dulji poluzivot molekule, vjerojatno
zbog otpornosti na degradaciju. Takoder je zamjeCeno da produljeni peptid uzrokuje
skracivanje atrijskog akcijskog potencijala (kao i kod vecine mutacija gena za kalijski
kanal). Jo§ jedan moguci patofizioloSki mehanizam djelovanja mutacije ukljucuje
strukturne promjene koje rezultiraju fibrozom atrija, a uzrokovane su izlaganjem

visokim koncentracijama produljenog NPPA (26).

Koneksin 40

Inicijalno otkrivene mutacije gena u obiteljima s nasljiednom FA rijedak su uzrok
izolirane FA (64-65). Zbog toga su se istrazivanja usmijerila prema drugim
patofizioloSkim putevima. Medu gene kandidate spadaju i geni za koneksine,
proteine koji formiraju propusne veze (eng. gap junctions) i omogucuju elektricno
povezivanje stanica uz minimalan otpor. Buduéi da je koneksin 40 obilno prisutan u
atrijima, istrazivanja su se koncentrirala na njegov gen, GJA5. Poremecaju
provodenja kod miSeva kojima je inaktiviran GJA5 rezultiraju u ritmoloskoj
vulnerabilnosti atrija (66). Sekvencioniranje genomske DNA ekstrahirane iz tkiva srca
15 bolesnika s izoliranom FA identificiralo je 4 "missense" mutacije od kojih su 3 bile

steCene. Protein koji je bio produkt mutiranog gena bio je heterogeno rasporeden po
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tkivu atrija. Smatra se da je mutacija sa gubitkom funkcije rezultirala u poveéanoj
disperziji brzine provodenja signala te tako dovela do nastajanja i odrzavanja FA
(51). Sli¢an genski mozaicizam GJA1 gena, koji kodira protein koneksin 43, naden je

u tkivu atrija bolesnika s izoliranom FA (67).

Nukeloporin

Zadnji u nizu gena povezanih s FA je NUP155, mutacija kojeg izaziva kliniCku sliku
neonatalne FA, a nasljeduje se autosomno recesivno (60). Gen kodira protein iz
obitelji nukleoporina te se pretpostavlja da bi se patofizioloSki mehanizam nastanka
FA mogao odvija putem modulacije proteina koji sudjeluju u unutarstanicnom

transportu kalcija. Gen se nalazi na 5p13 i povezan je i s naglom sréanom smrti.

1.4.3. FA povezana s drugim monogenskim bolestima

Kod nekoliko je kardioloSkih genetskih sindroma (sa i bez strukturnih anomalija), FA
opisana kao dio klinitckog spektra. Sindrom dugog i kratkog QT intervala, kao i
Brugada sindrom su povezani sa supraventrikulskim aritmijama, pa tako i s FA. FA
se takoder ucestalo pojavljuje s nasljednim bolestima srca kao $to su hipertrofijska
kardiomiopatija, nasljedna ventrikulska preekscitacija te atrio-ventrikulski poremecaji
provodenja koji su povezani s mutacijama PRKAG, gena za y2 regulatronu

podjedinicu AMP-om aktivirane protein-kinaze (25, 68).

Slozenost genetike FA

Genetska istrazivanja obiteljske FA zahvatila su mnoge gene, ali u malom broju
sluCajeva, dok su epidemioloSka istrazivanja opée populacije zabiljezila genetsku
komponentu sporadi¢ne FA (63). Takoder je dokazano da prisutnost FA kod roditelja
povecava rizik nastanka FA kod djece, a ta je povezanost znaCajnija i jaCa kod

mladih ljudi i izolirane FA (24, 69-70). Istrazivanja gena kandidata u sporadi¢noj FA

14



ukazala su na ulogu genskih polimorfizama u regijama koje su se pokazale
znacajnima kod bolesnika s obiteljskom FA (30, 39, 52, 71-75). Takoder su istrazeni i
polimorfizmi bez do tada poznate povezanosti s FA koji ukljuCuju gene za sustav
renin-angiotenzin-aldosteron, interleukin 6, protrombin, sarkolipin te stani¢ne proteine
(76-84). Opisana je i povezanost polimorfizma gena SCN5A te GJA5 s
paroksizmalnom FA (30, 39, 52). Nazalost, broj ispitanika u navedenim istrazivanjima
je relativno mali te se joS iSCekuju vece studije koje bi potvrdile dobivene rezultate.
Meta-analize koje su do sada istrazivale ulogu polimorfizama gena sustava renin-
angiotenzin-aldosteron s FA, pokazale su moguc¢u povezanost izmedu
insercijske/delecijske mutacije gena angiotenzin konvertirajuéeg enzima (ACE) i
rizika nastanka FA (85-86). U vecéim se studijama, medutim, navedena veza nije
potvrdila, kao niti veza bilo kojeg drugog polimorfizma sa FA (87). Kao i kod drugih
kompleksnih bolesti, polozeno je mnogo nade u rezultate genomskih istrazivanja
povezanosti (eng. genome-wide association study, GWAS). U prvoj, nadena je
povezanost FA s mutacijama na lokusu 4925 (56). Kasnije ih je u istoj regiji nadeno
jo$ nekoliko (57). Opisane mutacije nalaze se u neposrednoj blizini PITX2, gena za
Cimbenik transkripcije koji je krucijalan za odredivanje lijevo-desne simetrije atrija te
neophodan za diferencijaciju lijevog atrija (88). Kao sljedeca genska varijanta
povezana s FA identificiran je gen ZFHX3 na lokusu 16922 (58). Treci je lokus 1921
na kojem je KCNN3, gen koji kodira kalijski kanal bitan za repolarizaciju atrija (59).
Mutacija rs2200733 na lokusu 4925 pokazala se kao najbolji prediktor FA za koju,
kao neovisni ¢imbenik, udvostru€uje rizik (57, 89). S povecanjem broja ispitanika u
genomskim istraZivanjima povezanosti, vjerojatno ¢e doci do otkica novih lokusa

povezanih s FA.
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1.5. Spolni hormoni i aritmije

Jedno od mogucih, a ipak vrlo ocito objasnjenje razliCite prevalencije FA kod
muskaraca i Zena su razlike u djelovanju spolnih hormona. Ucinci spolnih hormona
na akcijski potencijal kardiomiocita manifestiraju se u opservacijama poput kraéeg
ciklusa sinusnog ¢€vora uz subsekventno brzu frekvenciju u mirovanju kod Zena ili
kraéeg QT intervala kod post-pubertetskih muskaraca u odnosu na Zene iste dobi.
Medutim, specificni mehanizam, kojim spolni hormoni moduliraju elektrofizioloSke
parametre srca i podloznost aritmijama, joS uvijek je nepoznat (90). Dosadas$nja
istrazivanja potvrdila su Zenski spol kao neovisni Cimbenik rizika za nastajanje
aritmija povezanih s produljenjem QT intervala (91-93). Buduci da razlike u duljini QT
intervala kod muskaraca i zena ne postoje kod djece vec one nastupaju u pubertetu i
traju do 50 godine Zivota, pretpostavlja se da se radi o ucinku spolnih hormona na
repolarizaciju miokarda (94-95). Rizik malignih aritmija povezanih s produzenim QT

intervalom kod Zena najveci je izmedu 15 i 40 godina (96).

Jedan od nacina na koji spolni hormoni utjeCu na fizioloSke funkcije je regulacija
transkripcije. Spolni se hormoni veZu na svoje receptore koji se zatim translociraju u
jezgru. U jezgri stanice, komples spolnog hormona i njegovog receptora sluzi kao
transkripcijski ¢imbenik koji se veZze na promotorsku regiju gena koji sadrze element
koji odgovara na hormon (eng. hormone responsive element (HRE)), Sto dovodi do
regulacije ekspresije gena. Na primjer, kompleks estradiola i estrogenskog receptora
u srcu povecava transkripciju gena za lipokalin-tip prostaglandin D sintetazu (L-
PDGS) (97). To je tako zvani genomski u€inak spolnih hormona te je potrebno i do
nekoliko sati prije nego Sto postane vidljiv. Uz navedeni genomski ucinak, spolni

hormoni djeluju i preko aktivacije mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) Sto
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dovodi do aktivacije transkripcijskih faktora, kao i aktivacije endotelne NO sintetaze

(eNOS) koja je vezana za stanicnu membranu (98-101).

Jos jedan negenomski ucinak spolnih hormona je brzo moduliranje aktivnosti ionskih
kanala u srcu preko PI3K/Akt/eNOS sustava (102-104). No jo$ uvijek preostaje
izazov rasvjetljavanja to¢ne uloge spolnih hormona kod aritmija. Za sada su se
istraZivanja ritmoloskog uc€inka spolnih hormona preteZito koncentrirala na maligne
aritmija, osobito torsades de pointes (90, 105). Supraventrikulska tahikardija kod
Zena varira tijekom menstrualnog ciklusa, a ¢eSc¢a je tijekom luteinske faze te je
obrnuto proporcionalno povezana sa serumskom koncentracijom estrogena (106).
Sto se same FA ti¢e, za sad je proudavan uéinak hormonske nadomjesne terapije
kod postmenopauzalnih Zena te je pokazana ovisnost javljanja FA kod muskaraca
kada bi serumske koncetracije testosterona bile nize ili viSe od fizioloSkih, najcesc¢e

zbog starenja ili zloupotrebe anabolika (107-112).

1.5.1. Androgeni

Prema definiciji, androgen je bilo koji kemijski spoj (najéeS¢e steroidni hormon) koji
sluzi kao ligand i stimulira androgeni receptor (AR). Steroidni androgeni
(androstenediol, androstenedion, androsteron, dihidrotestosteron (DHT), prasteron
(dehidroepiandrosteron, DHEA) i testosteron) su ujedno i prekursori svih estrogena
(113). Svoj u€inak kod ljudi i ostalih kraljeznjaka ostvaruju putem dva glavna
mehanizma: aktivacijom AR (direktno ili preko DHT) i konverzijom u estradiol i
aktivacijom estrogenskih recptora (114-115). Slobodni testosteron se transportira u
citoplazmu stanice, gdje se moZe vezati za AR ili biti reduciran do DHT pomocu

enzima 5-alfa reduktaze. DHT se veZe na isti AR, ali jate nego sam testosteron pa je
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zato od njega 5 puta potentniji (116). Nakon odredenih strukturalnih promjena,
kompleks andreogen-AR ulazi u jezgru stanice te se vezZe na specificne nukleotidne
sekvence kromosomske DNA. Te regije, zvane HRE, utjeCu na transkripciju

odredenih gena te tako ocituju genomski utjecaj androgena.

Negenomski ucinak testosterona i drugih androgena odvija se putem induciranja
fosforilacije Ser/Thr kinaze Akt te induciranja eNOS i produkcije NO (102). NO dovodi
do s-nitrozilacije cisteinskih ostataka na ionskim kanalima pojaCavajuéi tako sporu
odgodenu ispravljacku K+ struju (IKs) (104). Ca2+ struja L-tipa (ICa,L) je suprimirana
od strane NO putem cGMP ovisnog sustava. Regulacija IKs i ICa,L testosteronom je
ovisna o koncentraciji te dovodi do skracivanja akcijskog potencijala i QT intervala

(104, 117-119).

Serumske koncentracije testosterona kod odraslih muskaraca kre¢u se izmedu 10 i

35 nM, medutim pocinju padati ve¢ nakon 40 godina zivota (120-121).

Ukupni negenomski elektrofizioloSki ucinak testosterona dovodi do skracivanja
repolarizacije ventrikula te smanjenja incidencije ventrikulskih aritmija (102-103, 119,

122).

Androgeni receptor

Androgeni receptor (AR), takoder poznat kao NR3C4 (eng. nuclear receptor
subfamily 3, group C, member 4), je vrsta nuklearnog receptora kojeg aktiviraju
androgeni (123-124). AR spada u skupinu steroidnih nukleranih receptora zajedno s
mineralokortikoidnim, glukokorticoidnim, estrogenskim i progesteronskim receptorima
(125-126). AR, kao i ostali nuklearni receptori, je modularni protein koji se sastoji od
4 strukturalno i funkcionalno razliCite domene: varijabilne aktivacijske domene NTD

(eng. N-terminal transactivation domain), visoko o€uvane domene za vezanje DNA
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DBD (eng. DNA binding domain), male zglobne regije i umjereno oCuvane C-
terminalne domene za vezanje s ligandom LBD (ligand-binding domain) (127).
Njegova je glavna funckija regulacija ekspresije gena, medutim ima i druge funkcije
(128-129). Kao i estrogenski receptor, AR djeluje i neovisno o vezanju za HRE,
putem drugih proteina koji se vezu na DNA kao sto je Cimbenik serumskog odgovora
(eng. serum response factor), protein koji aktivira nekoliko gena odgovornih za rast
miSi¢a (130). Bez liganda, AR se nalazi u citoplazmi povezan za razne proteine
pratitelije (eng. chaperones) kao $to su HSP (eng. heat shock proteins) te proteine
citoskeleta (131-135). Nakon vezanja liganda on se dimerizira te premjesta u
stani¢nu jezgru gdje ostvaruje svoje genomske ucinke (136). Osim dobro proucenih
genomskih ucCinaka AR posjeduje i negenomske ucinke. Negenomski ucinci AR
ostvaruju se unutar nekoliko minuta ili ¢ak sekundi i time ukazuju na nedostatak
transkripcije i translacije gena. AR svoje negenomske ucinke ostvaruje putem
proteina u membrani ili citoplazmi, pokrecuéi otpustanje unutarstani¢nog kalcija i
aktivaciju protein kinaza kao sto su MAPK (ERK), protein kinaza A (PKA), Akt i
protein kinaza C (PKC) (137-139). Moguée je da negenomska aktivnost AR djeluje
na njegovu genomsku aktivnost i genomsku aktivnost ostalih nuklearnih receptora.
Kinaze aktivirane AR-om mogu fosforilirati AR, neovisno o tome je li AR povezan s
ligandom, i tako stvoriti autokrinu pozitivhu povratnu spregu. Kinaze kao ERK1/2,
PI3K i Akt mogu fosforilirati i aktivirati AR sa i bez androgena, ilustriraju¢i na taj nacin
prilagodljivost genomske aktivnosti AR na okolinu s razliCitim koncentracijama
androgena (136). AR je neophodan za ekspresiju normalnog muskog fenotipa, a
neden je i u gotovo svim hormonski neovismin tkivima kraljeznjaka, ukljuCujuci srce i

krvne Zile (136).
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Polimorfizmi gena AR

Zajedno s ostalim steroidnim nuklearnm receptorima i receptorima za hormon
StitnjaCe, vitamin A, vitamin D te receptorima za proliferaciju preoksisoma (eng.
peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR) spadaju u istu nadobitel]
receptora (140). Cijela se ta nadobitelj nukearnih receptora vjerojatno razvila od istog
pretka kroz duplikaciju gena i mjeSanjem egzona te je postojala jo$ prije 500-830

milijuna godina, u doba pojavljivanja prvih kraljeznjaka (141-142).

Kod ljudi, AR je kodiran AR genom koji se nalazi na X kromosomu, na lokusu Xq11-
12, i sadrzi 8 egzona (143-144). Svi do sada istrazivani polimorfizmi AR nalaze se na
egzonu 1 (145). PocCevsi od amino-terminalnog kraja AR, prvo se nalazi aktivacijska
domena NTD, koja je zaduzena za aktivaciju transkripcije (146-147). NTD (aa 1-558)
sadrzi nekoliko regija vaznih za konformacijske promjene i aktivhost AR. U njoj se
nalaze 3 mikrosatelita s regijama trinukleotidnih ponvaljanja, od kojih su dva
polimorfni segmenti trinukleotidnih ponavljanja koji kodiraju poli-glutaminski (poly-Q) i
poli-glicinski (poly-G) trakt (148). Varijacije duljine tih dijelova mogu utjecati na
stabilnost veze izmedu NTD i LBD domena i njihovih liganada. Utvrdena je obrnuto
proporcionalna veza duljine regija trinukleotidnih ponavljanja i ekspresije i aktivnosti
AR (149-150). Tako je i utvrdena veza izmedu duljine CAG trinukleotidnih
ponavljanja (poly-Q) i nekoliko degenerativnih neuromuskularnih bolesti, ukljuujuci
Kennedy sindrom, poznat kao spinalna i bulbarna muscularna atrofija (SBMA), koiji
se manifestira progresivnom neuromuskulanom atrofijom i ataksijom (151). Duljina
segmenata CAG trinukleotidnih ponaviljanja je izmedu 11 i 31 trinukleotida, a
povezana je i sa povecanim rizikom hiperplazije prostate (<19 trinukleotida),
poremecenom spermiogenezom (228 trinukleotida) i karcinomom prostate (<18

trinukleotida) (126, 152). Neki od do sada nadenih 375 polimorfizama AR (prema:
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GeneCards (http://nciarray.nci.nih.gov/cards/)) navedeni su u tablici 2 i preteZito su

pru¢avani u kontekstu karcinoma prostate i muske celavosti.

Tablica 2 Genski polimorfizmi AR

Polimorfizam Fenotip/poremecaj Referenca

PoviSena koncentracija slobodnog

(153)
testosterona
Rizik oboljevanja od karcinoma prostate (154)
Poremecaj koncentracije lipoproteina u (155)
plazmi i rizik oboljevanja od koronarne bolesti
(CAG)Nn

Poremecaj spermiogeneze (156)
Smanjena gustoca kosti (157)
Ocuvanje kognitivnih sposobnosti (158)
Depresivni poremecaj (159)
(GGC)n Rizik oboljevanja od karcinoma prostate (160)
Stul S1 Rizik oboljevanja od karcinoma prostate (161)
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1.5.2. Estrogeni

Estrogeni su skupina hormona nazvani po svojoj ulozi u reproduktivnom ciklusu. Oni
su primarni Zenski spolni hormoni. Svi prirodi estrogeni kod ljudi su steroidni hormoni.
Nadeni su kod svih kraljeznjaka i ¢ak kod nekih insekata, sto upucuje na njihovu
ontogenetsku starost i vaznost (162-163). Glavni prirodni estrogeni kod ljudi su
estron (E1), estradiol (E2) i estriol (E3), a tijekom trudnoce i estetrol (E4). Svi
estrogeni nastaju od androgena (testosterona i androstenediona) pomoéu enzima
aromataze (164). Ucinak estrogen odvija se putem estrogenskog receptora (ER),
dimernog nuklearnog receptora koji se veze na DNA i kontrolira ekspresiju gena. Uz
genomski ucinak, estrogeni imaju i negenomski ucinak kojim modificiraju ponasanje
ionskih kanala (165). UcCinci estrogena na srce do sada su proucavani kod

hipertrofije, sr€anog zatajenja, ishemijske bolesti i nekih aritmija (166).

Genomski ucinci estrogena

Dugoro€ni, genomski ucinci estrogena odvijaju se putem nukleranih receptora ERa i
ERpB te dovode do modifikacije ekspresije gena. Nakon $to udu u stanicu estrogeni
se vezu za ER u citoplazmi, koji se nakon konformacijskih promjena translocira u
jezgru te veze na DNA (167). Intracelularna kolokalizacija oba ESR podtipa (a i B)
potvrdena je imunoflorescentnim bojenjem (168). Genomski ucinci estrogena
manifestriraju se u roku od nekoliko desetaka minuta do nekoliko sati, kao na primjer
kod enzima NO sintetaze (NOS), gdje estrogeni moduliraju ekspresiju gena koja
rezultira povec¢anom ekspresijom inducibilne (i)NOS i endotelne (e)NOS u
kardiomiocitima (168). Estrogeni kao i progesteron, reguliraju transkripciju gena za
koneksin 43 koji je predominantni protein u propusnim vezama (eng. gap junctions)

kardiomiocita (166).
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Estrogeni moduliraju ekspresiju gena kalcijskog kanala L-tipa. Nedostatak ucinka
estrogena povecava struju iona kroz kalcijski kanal L-tipa i time duljinu akcijskog u
kardiomiocitima miSeva (169). Kod ljudi koji boluju od sindroma produzenog QT

intervala nije medutim nadeno mutacija kalcijskog kanala L-tipa niti mutacija ER.

Estrogeni povecavaju ekspresiju atrijskog natrijurijetskog peptida (ANP), koji ima
antihipertrofijski u€inak i time potencijalnu ulogu u modulaciji hipertrofijskog odgovora
kod postmenopauzalne hipertenzije (170). Estrogeni utjeCu i na renin-angiotenzin-
aldosteron sustav, povecavajuci aktivnhost ACE (171-172). Mehanizam djelovanja
kojim to postizu je brza produkcia mRNA za angiotenzinogen, vjerojatno kroz
prisutnost elemenata za vezanje ER (ERE) u promotorskoj regiji gena za
angiotenzinogen (173-174). Proksimalni promotor gena za renin takoder sadrzi ERE

(175).

Negenomski ucinci estrogena

Opisano je mnogo stani¢nih u€inaka estrogena koji se razvijaju toliko brzo da nije
vjerojatno da su posljedica modulacije ekspresije gena. Za razliku od genomskih
uCinaka estrogena, putevi provodenja signala negenomskih ucinaka estrogena na
miokard su bitno slabije opisani. Neki od njih ovise o prisutnosti ER a i B dok su drugi
0 njioj neovisni (166). Na primjer, ako se estrogene spoji s govedim albuminom i na
taj naCin im se onemoguci prolaz kroz stanicnu membranu, oni su i dalje sposobni
modulirati kalcijski kanal L-tipa preko cGMP puta (176). Pritom se estrogeni veZzu na
vanjsku na membranski receptor i time povecaju oslobadanje kalcija (177-178). Taj
membranski receptor, poznat kao estrogenski receptor spojen s G-proteinom (eng. G

protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER) ili GPR30) kodiran je GPER genom
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(179). GPR30 je integralni membranski protein s visokim afinitetom za estrogene
(180-183). Ovaj je protein €lan obitelji s G-proteinom spojenih receptora sli€nim
rodopsinu, ima nekoliko transmembranskih domena te se nalazi u endoplazmatskom
retikulumu. Nakon Sto se veze za estrogen, dolazi do oslobadanja intracelularnog
kalcija i sinteze fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfat (IP3) u stani¢noj jezgri. GPR30 je
glavni medijator brzih negenomskih uCinaka estrogena. Na miSjem
eksperimentalnom modelu dokazano je da Zenke koje nemaju GPR30 boluju od
intolerancije glukoze, smanjenog tjelesnog rasta, te pove¢anog krvnog tlaka, dok
muZzjaci imaju ubrzan rast, pove¢an udio masnog tkiva te pove¢anu mineralizaciju

kostiju (184-185).

U negenomske ucinke estrogena na kardiovaskularni sustav spada i relaksacija
vaskularnih glatkih miSic¢a, koja je neovisna o prisutnosti nuklearnog ER (186-188).
Estrogeni uzrokuju i smanjenu kontraktilnost miokarda u trabekulama ljudskog atrija i
srcima Stakora i kuni¢a pokazala su da mikromolarne koncentracije estrogena imaju
akutni u€inak na frekvenciju sinusnog ¢vora koji je ovisan o koncentraciji estrogena
(191). Estrogeni negenomskim putem povecavaju i stopu deaktivacije kalijskog

kanala (IKr) i time smanjuju struju repolarizacije (192).

Estrogeni utjeCu i na unutarstani¢nu signalizaciju, a osjetljivi su na djelovanje protein
kinaze ERK1/2 (193). Inace je selektivna aktivacija ERK1/2 povezana s hipertrofijom
miokarda kod transgenskih miSeva (194). ER mogu biti aktivirani i pomoc¢u faktora
rasta, bez prisustva estrogena (195). Takav je slu¢aj kod inzulinu sli¢nom Cimbeniku
rasta (eng. insulin-like growth factor, IGF-1). IGF-1 ima sli€na svojstva estrogenima u
kontroli stani¢ne proliferacije. Aktivacija receptora za IGF-1 stimulira MAPKK kinazu

Sto rezultira fosforilacijom ERK1/2. Aktivacija ERK1/2 dovodi do fosforilacije ERa i do
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njegove, o ligandu neovisne, aktivacije (196). Drugi su faktori rasta takoder sposobni
oponasati funkciju estrogena na sli€an nacin, poput epidermalnog faktora rasta (eng.
epidermal growth factor, EGF) (197). Nacelno gledajuéi, negenomski ucinci
estrogena u srcu dokazani su u metabolizmu NO, protoku iona te unutarstani¢nim

putevima drugih glasnika.

ESR1

Glavni genomski put djelovanja estrogena je preko estrogenskog receptora (198-
200). Postoje dvije izoforme ER: ERa i ERP (201-202). ERa sadrzi 595
aminokiseline, dok ih ERB sadrzi 530 (203). Obje izoforme spadaju u gensku obitelj
nuklearnih receptora (NR) transkripcijskih ¢imbenika. Na molekularnoj razini, svi NR
mogu se podjeliti u 6 funkcijskih regija odnosno domena, obiljezenih A-F (204).
Pocevsi od N-terminalnog kraja, prva se nalazi A/B domena varijabilne duljine koja je
najvarijabilnija u obiteli NR-a. A/B domena sadrzi o ligandu neovisnu
transaktivacijsku regiju (AF-1), dok se o hormonu ovisna aktivacijska regija (AF-2)
nalazi unutar regije za vezanje hormona (eng. hormone binding domain, HBD)
domene E (205). Uz A/B domenu nalazi se regija za vezanje DNA (eng. DNA binding
domain, DBD) ili C domena, najoCuvanija u obitelji NR-a, koja sluzi za vezanje
receptora na ciline gene. C domena je spojena sa zglobnim dijelom nazvanim
domena D. E domena pokazuje 53% homologije izmedu clanova obitelji NR-a.
Konacno slijedi E/F domena preko koje se odvija interacija s HSP (eng. heat shock
protein), vezivanje s (ant)agonistima, dimerizacija, vezivanje kofaktora, lokalizacija
unutar jezgre te transaktivacija (206). U ERB nedostaju veliki dijelovi domene F, koji

se odnose na (ant)agonisti¢ko djelovanje anti-estrogena (207-208).
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ESR1 Polimorfizmi

Razlike u fenotipu, ovisne o estrogenima, mogu biti povezane s koncetracijom
djeluju¢eg estrogena ili s Cimbenicima zaduZenih za odgovor na hormone
(“estrogenska osjetljivost”) (165). S druge pak strane, varijabilnost odgovora na
estrogene mozZe ovisiti o promjeni funkcije receptora, razini njegove ekspresije ili 0
varijacijama u izvrSnom kraku odgovora. |z tog je razloga identifikacija genskih
varijanti u signalnom putu estrogena vazna i mogla bi utjecati na pozitivne i negativne

ucinke estrogena na dojke, kosti i kardiovaskularni sustav.

Prisutnost funkcionalnih ER dokazana je kod atrijskih i ventrikulskih miocita te u
fibroblastima srca musSkaraca i Zena. Obje izoforme (a i B) prisutne su u ljudskom
srcu (202). ESR1 i ESR2 (geni za ERa i ERB) su znacajni geni kandidati za
odredivanje varijabilnosti estrogenske osjetljivosti. Genski modificirani miSevi, bez
funkcionalnog ERa, imali su teSke poremecaje reproduktivnog i kostanog sustava
(209-212). Nasuprot tome, uloga ERP je slabije istrazena te obiljeZzena suptilnijim
promjenama reproduktivhog i koStanog sustava te ponaSanja u sluCaju njegove
afunkcije (210, 212-213). Do sada je opisan samo jedan ljudski slu¢aj mutacije koja
rezultira afunkcijom ERa, zbog preuranjenog pojavljivanja stop kodona (214). Taj
nam sluCaj ilustrira vaznost estrogena kod muskaraca, kako je estrogenska
rezistencija u bolesnika rezultirala intolerancijom glukoze, osteoporozom i teSkom

koronarnom bolesti (214-215).

Estrogenski receptor alfa (ER-a), poznat i kao NR3A1 (eng. nuclear receptor
subfamily 3, group A, member 1), je NR koji je aktiviran estrogenima. Kod ljudi, ER-a
je kodiran genom ESR1 (eng. EStrogen Receptor 1). Taj se gen nalazi na

kromosomu 6 (6925-27) i sadrzi 8 egzona. Osim jedinog ljudskog slucaja
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preuranjenog stop kodona u ESR1, nema drugih primjera patogenih mutacija u uzem
smislu kod ER. Nasuprot tome, registriran je velik broj polimorfizama koji su ili "tihe"
varijante u kodiraju¢im regijama ili su smjesteni na intronima ili se nalaze uzlazno od
mjesta pocCetka translacije. lako su neki povezani sa osjetljivoS¢u na estrogene, jos

uvijek nema c¢vrstih dokaza o njihovoj direktnoj modifikaciji funkcije ili ekspresije ER.

DNA varijante su Ceste, a nalaze se u viSe od 1% populacije (216). NajCesci tip
polimorfizama je promjena pojedinaénog nukleotida (para baza) te se naziva SNP
(eng. single nucleotide polymorphisms). SNP mogu biti odgovorni za razne
fenotipove, uklju€ujuéi podloZnost i otpornost na bolesti (217). Povezanost SNP-a i
bolesti mozZe biti izravna i neizravna, ovisno da li u€inak nastaje na genu na kojem se
polimorfizam nalazi, putem modifikacije ekspresije doticnog gena ili modifikacije
njegovog proteinskog produkta (216). SNP svoj utjecaj moze ostavariti i kroz

povezanost s drugim SNP koji posjeduje neki funkcijski u€inak (217).

Do sada je nadeno 2057 ESR1 polimorfizama (prema: GeneCards,
http://nciarray.nci.nih.gov/cards/). Medu njima, tri su ekstenzivno proucavana: Pvull,
Xbal, te polimorfna timin—adenine (TA) dinukleotidna regija koja se nalazi 1,174
parova baza uzlazno od egzona 1, u promotorskoj regiji gena (218-219). Fenotipovi
koji su povezani s ovim polimorfizmima uklju¢uju karcinom dojke (220-221), karcinom
endometrija  (222), migrenu (223), gustocu kosti (224) i druge. Sto se
kardiovaskularnih  bolesti tiCe, navedeni polimorfizmi povezani su s
hiperlipoproteinemijom (225) i koronarnom bolesti (219, 226-227). Do sada
provedenim istrazivanjima medutim nedostaje medusobne konzistenije, a otezano je

i bioloSko objasnjenje promatranih povezanosti.
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Tablica 3 Neki kliniCki istrazeni ESR1 polimorfizmi

Lokacija Polimorfizam Fenotip/poremecaj Referenca
Smanjena gustoca kostiju kod (224)
Pvull mladih muskaraca
(rs2234693)
Koronarna bolest (228)
Intron 1 Nizi rast mladih musSkaraca (224)
Xbal
(rs9340799) Smanjen rizik karcinoma (229)
prostate
(GGGA) Povecan rizik karcinoma (230)
n prostate
Rizik fraktura u osteoporoticki (231)
promjenjenoj kosti
(TA)n
Koronarna bolest (226)
G>A (-721E) . - .
(rs6915267) Hiperltrofija lijeve klijetke (232)
Promotorska
regija ERNE (T>C)
(rs9478245) Bolja endotelna funkcija (233)
ERNE-145 C>T; L .
(488133 Razina lipoproteina u serumu (234)
A>C
Karcinom dojke (165)
rs651971
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Lokacija Polimorfizam Fenotip/poremecaj Referenca

BstUI Karcinom dojke (220)
Egzon 1
kodon 10 . .
(T392C) Karcinom dojke (235)
Egzon 4 ER325 Karcinom prostate (161)
G594A Migrena (223)
Egzon 8
G2014A Postmenopauzalna osteoporoza (236)

1.5.3. Aromataza

Aromataza, poznata i kao estrogen sintetaza ili estrogen sintaza, je enzim odgovoran
za kljuéni korak u biosintezi estrogena iz androgena (237). Ona pripada nadobitelji
citokrom P450, velikoj obitelji enzima, nazvani hidroksilaze, koji kataliziraju uvodenje
atoma kisika u organske molekule (238). To su Siroko rasprostranjeni membranski
proteini koji su prisutni u vecini Zivotinjskih, biljnih i ljudskih tkiva (npr. jetra).
Neophodni su za sintezu kolesterola i steroidnih hormona te metabolizaciju
ksenobiotika i masnih kiselina. ZajedniCko svojstvo obitelji je prisutnost hema u
aktivnom dijelu enzima. Hem sadrzi Zeljezo koje se moze oksidirati i reducirati. Za
obavljanje funkcije, potreban im je nikotinamid-adenine-dinukleotid-fosfat (NADPH)
kao koenzim. Naziv obitelji potjeCe od valne duljine svjetla pri maksimalnoj apsorpciji

(450 nm) (239-240). Gen koji kodira aromatazu CYP19A1 nastao je rano tijekom
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evolucije svitkovaca te nije naden kod drugih bezkraljeznjaka (npr. insekata, skoljki,

spuzvi i koralja) koji estrogene sintetiziraju drukdijim putem.

Ljudska aromataza je 58 kDa tezak protein izoliran iz placentalnih mikrosoma krajem
dvadestog stolje¢a (241-244). Taj je protein visokooCuvan kod svih kraljeznjaka. U
enzimaksom kompleksu s flavoproteinom, NADPH-citokrom P450 reduktazom, ona
katalizira konverziju androgena (C19), testosterona i androstenediona, u estrogene
(C18), estradiol i estron (Slika 1.) (245-247). Aromataza se nalazi u
endoplazmatskom retikulumu stanice te je njena aktivhost regulirana tkivno
specificnim promotorima koji su pak podloZni utjecaju hormona, citokina i drugih

Cimbenika (248).

Aromataza je nadena u viSe vrsti stanica: granuloza stanicama, Leydigovim i
Sertolijevim stanicama, stanicama posteljice, neuronima, preadipocitima i
fibroblastima, stanicama vaskularnih glatkih miSi¢a, hondrocitima i osteoblastima
(242-244, 249-257). Dakle, estrogeni se proizvode u raznim tkivima, a ne samo u
tradicionalno poznatim, poput gonada ili posteljice, nego i u mozgu, masnom tkivu,
dojkama, kozi, krvnim Zilama, kosti i hrskavici (258). Ekspresija aromataze razlikuje
se ne samo medu tkivima i pojedincima, nego i tijekom razliitih razdoblja Zivota, npr.
aromataza se nalazi u fetalnoj jetri, ali ne i u jetri odraslog Covjeka (247). U janicima
Zena u reproduktivnoj dobi nalaze se velike koli€ine aromataze, glavnog izvora
estrogena. Nakon menopauze, periferna tkiva postaju najvaznija mjesta sinteze
estrogena. Kod muskaraca, 85% estradiola i vise od 95% estrona proizvede se u
vanzljezdanom tkivu kao posljedica aromatizacije cirkuliraju¢ih androgena (258-259).
Estrogeni koji nastaju u vanzljezdanom tkivu najCes¢e ne ulaze u cirkulaciju, nego
imaju intrakrine, autokrine, parakrine i jukstakrine ucinke na susjedne stanice (255).

Interakcije na razini tkiva tesko je klini¢ki mjeriti pa zato ¢esto ostaju neprepoznate.
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Slika 1 Funkcija aromataze
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Nedostatak aromataze je vrlo rijedak autosomno recesivni poremecaj te je do danas
opisano tek dvadesetak slucajeva (260-273). Nastaje zbog mutacija u kodirajucoj
regiji gena CYP19A1 Sto dovodi do smanjenja ili gubitka funkcije enzima, a klinicki se
prezentira kao manjak estrogena. Vecina opisanih mutacija su mutacije jednog
nukleotida u egzonima 9 i 10 koji kodiraju regije enzima za vezanje supstrata i hema.
Klinicka slika kod oba spola nastaje joS prije rodenja, kada se kod trudne majke
javljaju znakovi virilizacije zbog nemoguénosti posteljice da aromatizira androgene.

Povecane koncentracije androgena intrauterino dovode do androgenizacije Zenskih
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fetusa koji se radaju s ambiguoznim spolovilima. Tijekom puberteta, djevojcice boluju
od primarne amenoreje i nerazvijenih dojki. Prisutan je hipergonadotropni
hipogonadizam s hiperandrogenizmom uz pojavu akni i hirzutizam. Takoder dolazi do
zakaSnjelog zatvaranja epifiza dugih kosti i smanjene mineralizacije kostiju (260,
262-264, 266, 268, 271). Za razliku od Zzena, kod muskaraca se simptomi nedostatka
aromataze pojavljuju nakon puberteta. KarakteristiCan je visoki rast zbog zakasnjelog
zatvaranja epifiza, bez obzira na visoke koncentracije testosterona. Takoder se
nalaze: genu valgum, eunuhoidni izgled, osteopenija i osteoporoza. Muskarci sa
sindromom nedostatka aromataze su pretili te im sa starenjem prijeti nastanak
metabolickog sindroma karakteriziranog abdominalnom pretilosc¢u,
hiperlipoproteinemijom, hiperinzulinemijom, rezistencijom na inzulin i Se¢ernom
bolesti. Prisutni mogu biti i smanjena plodnost, smanjeni libido te kriptorhizam (264-
265, 267, 269-274). Hormonskom analizom seruma nije naden estradiol ni estron,
koncentracija gonadotropina je bila poviSena, dok su koncentracije androstenediona i
testosterona bile povisene ili normalne, Sto ukazuje na negativhu povratnu spregu
estrogena i FSH i LH kod muskaraca (275). Fenotip muSkaraca sa sindromom
nedostatka aromataze nalikuje na ranije opisani fenotip muskarca sa inaktivirajuéom
mutacijom ESR1 (214). Za razliku od estrogenske rezistencije, muskarci s
nedostatkom aromataze uspjesno se lijeCe egzogenim estrogenima (265, 269, 273,

276).

Kod nekoliko je obitelji opisan sindrom viSka estrogena zbog prevelike ekspresije
aromataze (277-283). Karakteriziran je izrazenom prepubertalnom ginekomastijom
kod djeCaka i makromastijom, preuranjenim pubertetom, povecanom maternicom i
nepravilnom menstruacijom kod djevoj€ica. Preuranjeno zatvaranje epifiza dovodi do

niskog rasta kod oba spola. U tom sindromu, poveCana aromatizacija androgena
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dovodi do visokih serumskih koncentracija estrogena uz niske koncentracije
androgena i gonadotropina. U dvije obitelji s autosomno dominantnom
ginekomastijom opisana je snazna povezanost s TTTA polimorfizmom CYP19A1,
gena koji kodira aromatazu te je dokazana njezina poveCana aktivhost u
fibroblastima (279, 282). U nekoliko su slu€ajeva prepubertalne ginekomastije kod
djeCaka i hipogonadotropnog hipogonadizma uzrokovanog poviSenom razinom
estrogena, registrirane mutacije nekoliko promotorskih regija koje su dovele do
pojaCane aktivacije CYP19A1 i hiperfunkcije aromataze. (280, 283). CYP19A1 Koristi
nekoliko promotora Cija aktivhost ne mora biti jednaka u svim tkivima te moze
ponekad uzrokovati suptilnu KkliniCku sliku viSka estrogena koja moze biti
neprepoznata (238). Lokalno povecanu sintezu estrogena je nemoguce izmjeriti u
normalnim klinickim uvjetima, a promjene u koncentraciji cirkuliraju¢ih spolnih
hormona mogu biti nesignifikantne (238). Cak i suptilna lokalna hiperekspresija
aromataze moze biti patogena kod hormonalno ovisnih stanja poput karcinoma dojke

i endometrija, endometrioze i ginekomastije (284).

Uloga u srcu

Istrazivanjem na Stakorima, dokazana je translacija mRNA aromataze te je dokazan i
enzim u tkivu srca. Aromataza je u srcu eksprimirana u manjim koncentracijama
nego u posteljici ili masnom tkivu (285). Za razliku od AR i ER, utjecaj funkcije
aromataze u srcu uvijek je posredan i to modulacijom lokalnih koncentracija spolnih
hormona. Na taj se na¢in moze bitno izmijeniti odgovr srca na ishemiju i reperfuziju,

a dokazano je i izrazito proaritmijsko djelovanje zbog nedostatka funkcije aromataze
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(285). Sto se kardioloskih bolesti ljudi tice, do sada je promatrana veza funkcije

aromataze i hipertenzije (286-287) te hipertrofijske kardiomiopatije (288).

Genetika

Aromatazu kodira gen CYP19A1 koji se nalazi na kromosomu 15, lokus (15921)
(289-290). Gen je dug oko 120 kb i sadrzi 10 egzona. devet kodiraju¢ih egzona (lI-X)
nalaze se na 30kb, a postoji i nekoliko alternativnih nekodirajuéih prvih egzona koji
su razlicito zastupljeni u pojedinim tkivima. Npr 1.1 i 1.2 u posteljici, 1.3 u masnom
tkivu, 1.4 u fibroblastima koze, 1.5 u fetusu, 1.6 u kostima, 1.7 u epitelu i |.f u mozgu
(249-250, 291-295). Kako svako tkivo koristi vlastite promotore i s njima povezane
pojaCivate i supresore, tkivho specifitna regulacija sinteze estrogena je vrlo
kompleksna. lako transkripti aromataze imaju razliCite 5’ krajeve, ovisno o prpotoru u
doti€nom tkivu, ti prvi egzoni se spajaju u zajedni¢ku 3’ poveznicu uzlazno od
poCetka translacije, $to rezultira sintezom identi¢nih proteina aromataze (250, 291-
292). Dakle, upotreba razli€itih promotora ne utjeCe na strukturu aromataze, ve¢ na

razinu njezine ekspresije.

Polimorfizmi aromataze

Osim mutacija u uzem smislu koje zahvacaju CYP19A1, najceS¢e genske promjene
koje se pojavljuju su SNP. Ti se polimorfizmi javljaju u vise od 1% populacije i
uzrokuju pojavljivanje razliCitih alelnih formi gena. Oni su nasljedni i njihova je
konfiguracija jedinstvena kod svake osobe (238). Do sada su nadena 942

polimorfizma gena CYP19A1 (prema: GeneCards, http://nciarray.nci.nih.gov/cards/).
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Vecina ih je prisutna u nekodiraju¢im regijama ili su kodiraju¢e, ali sinonimne
mutacije (296). Postoje samo 4 nesinonimna kodiraju¢a SNP: Trp 39 Arg i Thr 201
Met, koji ne utjeCu na aktivhost aromataza te Arg 264 Cys i Met 364 Thr, koiji
smanjuju njezinu enzimatsku funkciju (238). Najekstenzivnije prouCavani su
vjerojatno polimorfizmi introna 4: mikrosatelit tetranukleotidnih (TTTA)n ponavljanja
na polozaju 77 i TCT insercija/delecija na polozaju 27. Do sad su polimorfizmi
aromataze povezani s njezinom aktivnosti, koncentracijom spolnih hormona u
serumu (297-300) i stanjima ovisnim o estrogenima poput karcinoma dojke (299,
301-304), osteoporoze (297-298, 305), karcinoma endometrija (306-307),
endometrioze (308-309), karcinoma prostate (310-311) i ginekomastije (279, 282,
312). Dulji aleli (TTTA)n polimorfizma s viSe od 8 tetranukleotidnih ponavljanja i TCT
insercija bili su povezani sa pove¢anom incidencijom hiperestrogenih stanja (313).
Neki su rezultati, medutim, kontradiktorni. Takoder, ni molekularni mehanizmi
patogeneze nisu razjasnjeni, buduci da se polimorfizmi nalaze unutar introna. U obzir
dolazi povezanost s drugim funkcijskim polimorfizmima ili utjecaj na ekspresiju gena.
In vitro studije su potvrdile povecanu aktivnost aromataze u fibroblastima koze

ispitanika s viSe od 9 (TTTA)n ponavljanja (297).
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Tablica 4 CYP19A1 polimorfizmi

Lokacija Polimorfizam Fenotip/poremecaj Referenca
(TTTA)N : :
oeranom OIS, (304, 314-316)
(rs743572) ejomiom maternice
Intron 4
. (.TCT) . Karcinom i
insercija/deleciia  finrocisticna bolest (317)
(rs11575899) dojke
T>C Hipertenzija,
Egzon 10 gustoca kosti, (304, 318-320)
(rs10046) karcinom jajnika
G>A . ..
Egzon 3 t.H;pe”e”.z”.a’ (321-323)
(rS70051 8) jelesna visina
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2. HIPOTEZA

(TA)n polimorfizam gena ESR1, (CAG)n polimorfizam gena za AR te (TTTA)n
polimorfizam gena CYP19A1, povezani su s pove¢anom prevalencijom izolirane

fibrilacije atrija.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Analizirati povezanost genotipa s obzirom na polimorfizme (TA)n ESR1, (CAG)n AR i

(TTTA)nh CYP19A1 s pojavom izolirane fibrilacije atrija u odnosu na kontrolnu

skupinu.
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4. ISPITANICI | METODE

IstraZzivanje je provedeno na Klinici za bolesti srca i krvnih Zila, Klinici za unutrasnje
bolesti i Klinic(kom zavodu za medicinsku kemiju i biokemiju KBC-a Zagreb,
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u okviru projekta Ministarstva znanosti,
obrazovanja i Sporta: Atrijska fibrilacija: od genoma do fenotipa i kliniCke slike, br.
108-1081875-2001, voditelj projekta je prof.dr.sc. Anton Smalcelj, specijalist interne

medicine, subspecijalist kardiologije.

4.1. Ispitanici

U ovoj studiji parova sudjelovalo je 117 bolesnika s izoliranom FA i 197 zdravih
ispitanika koji su sluzili kao kontrole. Svi ispitanici (bolesnici i kontrole) bili su bijele
rase, porijeklom iz Grada Zagreba i Sire okolice. U istraZivanje su ukljuceni redom,
kako su se pojavljivali u stacionaru ili ambulanti Klinike od sijeCnja 2010. do prosinca
2012. Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak. Protokol istrazivanja sukladan je
etickim smjernicama objavljenim 1975. u HelsinSkoj deklaraciji. Istrazivanje je
odobreno od etickog povjerenstva KBC-a Zagreb i etickog povjerenstva Medicinskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

4.1.1. Bolesnici

Glavni kriterij uklju€ivanja u skupinu bolesnika s izoliranom FA bila je
elektrokardiografski dokumentirana epizoda FA, bez poznatih etioloskih ¢imbenika za
FA (tj. arterijska hipertenzija, sréano popustanje, bolest sréanih zalistaka,
kardiomiopatija, kongenitalne srCane greSke, koronarna bolest, bolest Stitnjace,

pretilost, SeCerna bolest, kroni€na opstruktivha bolest plu¢a, apneja u spavanju i
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kroni€na bolest bubrega) (324). Svi bolesnici s izoliranom FA podvrgnuti su
neinvazivnoj kardiolo$koj evaluaciji, ukljuuju¢i ehokardiografiju. Iz ispitivanja su
iskljuCeni bolesnici pusaci te korisnici alkohola i droga. Proces ukljuCivanja i

isklju€ivanja bolesnika iz istrazivanja prikazan je u slici 2.

4.1.2. Kontrolna skupina

Kontrolnu su skupinu Cinili zdravi zaposlenici KBC-a Zagreb podvrgnuti sistematskom
pregledu, kao i drugi zdravi korisnici usluga KBC-a Zagreb (npr. darivatelji kostane
srzi) sa zdravim srcima i normalnim elektrokardiogramima. Pregledani su od strane
ljeCnika, koji nije naSao znakove ili anamnesticke podatke bolesti. Proces

uklju€ivanja i isklju€ivanja kontrola iz istrazivanja prikazan je u slici 2.

40



Slika 2 Protokol ukljucivanja ispitanika u istrazivanje
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4.2. Metode

Visina ispitanika mjerena je Harpenderovim stadiometrom, a masa digitalnom
vagom. Indeks tjelesne mase (BMI) izraCunat je kao kvocijent mase u kilogramima i
kvadrata visine u metrima. Krvni tlak mjeren je sfingomanometrom. Srednji arterijski
tlak (MAP) izraCunat je prema formuli: sistolicki tlak (SBP) x 1/3 + dijastoli¢ki tlak

(DBP) x 2/3.

4.2.1. Ehokardiografija

Svim ispitanicima ucinjen je standardni transtorakalni ehokardiogram pomodu
uredaja GE Vivid 7 opremljenim sondom M4S (1.5 — 4.0 MHz). Pretragu je uvijek
izvrSio iskusni ehosonografiCar, a podaci su kasnije reanalizirani Kkoristeci
kompjuterski program GE Health Care EchoPac Dimension software, PC version

108.1.4.

4.2.2. Odredivanje genotipova

Svim ispitanicima izvadeno je 5 ml krvi iz periferne vene te pohranjena u epruvetu s
Na-EDTA i Cuvana na 4°C. Nakon transporta u laboratorij, genomska je DNA
izolirana iz leukocita koristeCi set za ekstrakciju Nucleon Il DNA extraction kit
(Scotlab, Coatbridge, Lanarkshire, UK) prema uputama proizvodaca. Ekstrahirana je

DNA priredena za daljnju analizu i pohranjena na -30°C.

PCR primeri bili su napravljeni za amplifikaciju polimorfne regije (TA)n ponavljanja
1174 bp uzvodno mjesta pocCetka prvog egzona humanog gena ESR1. 5' primer
obiljezen je fluoroscentnom bojom cijaninom (Cy5), dok 3' primer nije bio obiljezen.
LanCana reakcija polimeraze (PCR) odvijala se u volumenu od 50 pL koji je
sadrzavao 100 ng DNA, 10 pmol svakog primera (prednji; 5'-

GACGCATGATATACTTCACC, reverzni: 3'-GCAGAATCAAATATCCAGATG), 200

42



MM svakog od Cetiri deoksinukleozid trifosfata (ANTP), 10x pufersku otopinu (100 mM
Tris-HCI, pH 8.3 na 25°C; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,; 0.01% Zelatine) za optimalnu
aktivnost i stabilnost DNA polimeraze, 1.25 U Taq DNA polimeraze. Provedeno je
trideset PCR-ciklusa (prvi korak (denaturacija) - 2 minute na 94°C, drugi korak
(prijanjanje, eng. annealing) - 1 minutu na 58°C i treCi korak (ekstenzija/elongacija) -
1 minutu na 74°C). Nakon amplifikacije, produkti PCR podvrgnuti su elektroforezi na
gelu od 6% poliakrilamida u automatiziranom uredaju za sekvencioniranje
(ALFexpress, Amersham Pharmacia). Odredivanje alela ucinjeno je pomocu
raCunalnog programa AlleleLocator software (Amersham Pharmacia) koji racuna
duljinu fragmenata prema ljestvici alela (eng. allelic ladder), standardiziranom uzorku
koji sadrzava sve alele odredenog gena. Kao dodatni standardi, na svakom su gelu
koriSteni i ALFexpress Sizer od 200 bp (Amersham Pharmacia) kao i ALFexpress

Sizer od 100 bp.

(CAG)n polimorfizam egzona 1 gena AR amplificiran je koriste¢ci PCR na analogan
nacin kao i (TA)n polimorfizam ESR1 s 10 pmol svakog primera: prednji: 5'
GCGCGAAGTGATCCAGAAC 3’ obiliezen Cy5 fluoroscentnom bojom i reverzni 5’
CTCATCCAGGACCAGGTAGC 3’ koji nije bio obiljezen. Puferska otopina,
deoksinukleozid trifosfati (ANTP) i Tag DNA polimeraza isti su kao i kod ranije
opisanog ESR1 polimorfizma. Provedeno je 35 ciklusa PCR, a svaki se sastoja od tri
koraka: denaturacija na 94 °C kroz dvije minute, prijanjanje (eng. annealing) na 58 °C
kroz 60 s i polimerizacija na 74 °C kroz 60 s. Nakon amplifikacije, produkti PCR
podvrgnuti su elektroforezi na gelu od 6% poliakrilamida u automatiziranom uredaju
za sekvencioniranje  (ALFexpress, Amersham Pharmacia). Odredivanje alela
ucinjeno je pomocu racunalnog programa AlleleLocator software (Amersham

Pharmacia).
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Tetranukleotidni polimorfizam u intronu 4 gena CYP19A1 takoder je amplificiran
prema analognom protokolu. PCR amplifikacija polimorfnog fragmenta provedena je
koristecCi primere, 5'-CAA CTC GAC CCT TCT TTA TG-3' (predniji, obiljiezen s Cy5) i
5-GTT TGA CTC CGT GTG TTT GA-3' (reverzni). Lan€ana reakcija polimeraze
(PCR) odvijala se u volumenu od 50 pL koji je sadrzavao 100 ng DNA, 10 pmol
svakog primera, pufersku otopinu, deoksinukleozid trifosfate (dNTP) i Tag DNA
polimerazu kao $to je navedeno ranije. Provedeno je 35 ciklusa PCR, a svaki se
sastoja od tri koraka: denaturacija na 94 °C kroz dvije minute, prijanjanje (eng.
annealing) na 58 °C kroz 60 s i polimerizacija na 74 °C kroz 60 s. Nakon
amplifikacije, produkti PCR podvrgnuti su elektroforezi na gelu od 6% poliakrilamida
u automatiziranom uredaju za sekvencioniranje (ALFexpress, Amersham
Pharmacia). Odredivanje alela ucinjeno je pomocu racunalnog programa

AlleleLocator software (Amersham Pharmacia).

Kod svih su reakcija koriStene pozitivhe kontrole koje su sadrzavale genomsku DNA i

negativne kontrole koje su sadrzavale sve osim DNA.

Genotipizacija je provedena od strane laboratorijskog osoblja kojima nije bio poznat

status ispitanika s obzirom na izoliranu FA.

4.2.3. Statisticka obrada podataka

Metode

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti uz standardnu devijaciju (SD) za
kontinuirane vrijable te apsolutni brojevi uz relatvne frekvencije (%) za kategorijske
varijable. Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli provjerena je Kolmogorov-

Smirnov testom. Mann—-Whitney U test koriSten je za usporedivanje razlika izmedu
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bolesnika i kontrola za kontinuirane varijable, a za kategorijske varijable koriSten je
X2 test. Svi polimorfizmi analizirani su isprva zasebno, prema broju ponavljanja
polinukleotidnih sekvencija, a potom su razmatrani kao kombinacije alela. Podjela

polimorfizama prema alelima prikazana je u tablici 5.

Povezanost pojedinih genotipova s FA, analizirana je pomodu logistiCke regresije;
nacinjeni su modeli s FA kao ishodom za svaki pojedini gen. Za sve analize, p<0.05
(double-sided) smatran je signifikantnim. Za sve analize koristen je statisticki
program Statsoft, Inc. (2010) STATISTICA (data analysis software system), inacica

9.1. www.statsoft.com.

Tablica 5 Podjela polimorfizama na duge (L) i kratke (S) alele

Alel ESR1 (TA)n AR (CAG)n CYP19A1 (TTTA)N
S 8-21 7-20 7(-3pb)-9
L 22-27 21-34 10-14
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5. REZULTATI

Kao sto je vidljivo iz tablice 6. nije bilo razlike izmedu skupine s FA i kontrolne
skupine prema klinickim i ehokradigrafskim parametrima, $to je bila i namjera

istraZiavanja i pokazatelj kvalitete kontrolne skupine.

Tablica 6 Klinicki i ehokardiografski pokazatelji ispitanika s izoliranom FA i kontrola

FA (N=117) Kontrole (N=197) p vrijednost*

Dob (godine) 43.07+10.65 43.92+10.32 0.849
Zenski spol 44 (37.6%) 65 (33%) 0.407
SBP (mmHg) 119.817.3 119.4+7.2 0.66
DBP (mmHg) 77.314.8 77.5+4.7 0.803
BMI (kg/m?) 24.1+3.1 23.9+2.9 0.629
LVIDdt (cm) 5.09+0.34 5.05+0.33 0.865
IVSThi (cm) 0.94+0.15 0.92+0.16 0.768
PWTh§ (cm) 0.84+0.15 0.85+0.14 0.840
EF|| % 6615.0 6614.5 0.775
LAY (cm) 3.6+0.66 3.5+0.52 0.557
LAvol** (mL) 41.74+20.1 41.64+19.2 0.816
RAvoltt (mL) 30.42+14.71 30.37+13.3 0.854
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* Kontinuirane vrijable usporedene su pomodéu dvostranog Mann-Whitney testa,
tpromjer lijeve klijetke na kraju dijastole, fdebljina interventrikulskog septuma,
§debljina straznje stijenke lijeve klijetke, | ejekcijska frakcija lijeve klijetke, fduljina
uzduzZne osi lijevog atrija na kraju sistole, **volumen lijevog atrija na kraju sistole,

Ttvolumen desnog atrija na kraju sistole

Svi su ispitanici (bolesnici i kontrole) imali strukturno zdrava srca i normalan krvni

tlak.

5.1. Rezultati genotipizacije estrogenskog receptora alfa

Registrirano je 20 razliitih alela s brojem (TA)n dinukleotidnih ponavljanja
izmedu 8 i 27. Ovaj polimorfizam pokazuje bimodalnu distribuciju s dva vrdka
(maksimuma) i to sa 14 ponavljanja (19.8% alela) i 23 ponavljanja (12.6% alela) te
minimumom na 18 (TA)n dinukleotidnih ponavljanja kao $to je opisano ranije (325).
Ista bimodalna distribucija prati se kod bolesnika s FA i kod ispitanika iz kontrolne

skupine kao Sto je prikazano na slici 3, a apsolutni su podaci u tablici 7.

Nakon rangiranja prema spolu, po broju dinukleotidnih ponavljanja (tablica 8.),
zamjetna je veca zastupljenost duljih alela u skupini bolesnika s FA koja se nakon
ras€lanjivanja po spolu jasno mozZe pripisati muskarcima s FA (43.1% vs. 33%,
tablica 9, p=0.012). Osim toga, potvrdena je i pove¢ana uclestalost haplotipova s
kombinacijom dviju "dugih" alela ((TA)n>21) u skupini muskaraca s FA (19.2% vs.

7.6%.tablica 10, slika 3, p=0.021).
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Slika 3 Distirbucija (TA)n polimorfizma

25,0%

20,0%

15,0%

T FA

10,0%

M Kontrole

Frekvencija u skupini

5,0%

0,0% -
& 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

{TA)n

48



Tablica 7 Distribucija pojedinih alela prema broju (TA)n

FA Kontrole
(TA)n udio udio
% " (%)
8 1 04 0 0.0
9 0 00 0 0.0
10 0 00 O 0.0
11 0 00 3 0.8
12 0 00 8 2.0
13 19 81 30 7.6
14 54 231 70 17.8
15 21 9.0 60 15.2
16 9 38 17 4.3
17 4 17 7 1.8
18 1 04 8 2.0
19 10 43 17 4.3
20 8 34 14 3.6
21 6 26 25 6.3
22 27 115 23 5.8
23 37 158 43 10.9
24 28  12.0 46 11.7
25 5 21 12 3.0
26 4 17 8 2.0
27 0 00 3 0.8

Ukupno 234 100.0 394 100.0
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Tablica 8 Distribucija pojedinih alela prema broju (TA)n i spolu ispitanika

Muskarci Zene
(TA)N FA Kontrole FA Kontrole

udio N udio N udio N udio

(%) (%) (%) (%)
8 1 0.7 0 0.0 0 00 O 0.0
9 0 0.0 0 0.0 0 00 O 0.0
10 0 0.0 0 0.0 0 00 O 0.0
11 0 0.0 3 1.1 0 0.0 O 0.0
12 0 0.0 8 3.0 0 00 O 0.0
13 13 8.9 18 6.8 6 6.8 12 9.2

14 30 205 55 20.8 24 273 15 11.5

15 12 8.2 38 14.4 9 10.2 22 16.9
16 5 3.4 11 4.2 4 45 6 4.6
17 2 1.4 4 1.5 2 23 3 2.3
18 1 0.7 7 2.7 0 0.0 1 0.8
19 8 5.5 13 4.9 2 23 4 3.1
20 6 4.1 8 3.0 2 23 6 4.6
21 5 3.4 19 7.2 1 1.1 6 4.6
22 19 13.0 13 4.9 8 91 10 7.7
23 22 15.1 35 13.3 15 170 8 6.2
24 19 13.0 23 8.7 9 10.2 23 17.7
25 2 1.4 6 2.3 3 34 6 4.6
26 1 0.7 3 1.1 3 34 5 3.8
27 0 0.0 0 0.0 0 00 3 2.3

Ukupno 146 100.0 264 100.0 88 100.0 130 100.0
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Tablica 9 Razlike u distribuciji prema skupinama alela definiranim brojem (TA)n
prema spolu ispitanika

ESR1 Muskarci Zene Ukupno
genotip
FA  Kontrole p FA  Kontrole p FA  Kontrole p

8-21 83 184 50 75 133 259

(56.9) (69.7) (56.8) (57.7) (56.8) (65.7)
22-27 63 80 0.012 38 55 0.899 101 135 0.032

(43.1) (30.3) (43.2) (42.3) (43.2) (34.3)
Ukupno 146 264 88 130 234 394

Tablica 10 Razlike frekvencija kombinacija alela ESR1 gena prema spolu ispitanika

Haplo- Muskarci Zene Ukupno
ti
P FA Kontrole p FA  Kontrole p FA  Kontrole p
LL 14 10 8 10 22 20
(19.2) (7.6) (18.2) (15.4) (18.8) (10.2)
SL 35 60 22 35 57 95
(47.9) (45.4) 0021 (80)  (53.8) 0.901 (48.7) (48.2) 0.057
SS 24 62 14 20 38 82
(32.9) (47) (31.8) (30.8) (32.5) (41.6)

Ukupno 73 132 44 65 117 197
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Slika 4 ESR1 haplotipovi kod muskaraca
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5.2. Rezultati genotipizacije androgenog receptora

Registrirano je 28 razlicitih alela s brojem (CAG)n trinukleotidnih ponavljanja izmedu
7 i 34. Ovaj polimorfizam pokazuje normalnu distribuciju s vrSkom na 20 ponavljanja

(16.5% alela), (slika 5, tablica 11.) kao $to je opisano ranije (326).

Nakon analize po spolu, nije registrirano znaCajnih odstupanja osim nesto nize
zastupljenosti alela s 21 i 22 (CAG)n ponavljanja kod Zena s FA u odnosu na

kontrolnu skupinu (tablice 12.i 13.).

Prilikom analize haplotipova, primjecen je maniji udio LL genotipa kod Zzena s FA u
odnosu na zdrave kontrole, rezultat medutim nije statistiC¢ki znacajan (tablica 14, slika
6). S obzirom na mali broj ispitanih Zena i statisticku snagu testa od 60%, moglo bi se

raditi o lazno negativhom rezultatu.
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Slika 5 Distribucija (CAG)n polimorfizma
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Tablica 11 Distribucija pojedinih alela prema broju (CAG)n

FA Kontrole
(CAG)n udio n udio
(%) (%)
7 1 0.6 0 0.0
8 1 0.6 0 0.0
9 0 0.0 0 0.0
10 0 0.0 1 0.4
11 0 0.0 0 0.0
12 0 0.0 0 0.0
13 0 0.0 0 0.0
14 0 0.0 1 0.4
15 1 0.6 5 1.9
16 4 2.5 5 1.9
17 5 3.1 8 3.1
18 15 9.3 19 7.3
19 24 14.9 35 134
20 29 18.0 41 15.6
21 15 9.3 38 14.5
22 19 11.8 42 16.0
23 22 13.7 27 10.3
24 13 8.1 16 6.1
25 3 1.9 17 6.5
26 2 1.2 4 1.5
27 5 3.1 1 0.4
28 1 0.6 1 0.4
29 0 0.0 0 0.0

30 0 0.0 1 0.4
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31 0 0.0 0 0.0
32 1 0.6 0 0.0
33 0 0.0 0 0.0
34 0 0.0 0 0.0

Ukupno 161  100.0 262 100.0

Tablica 12 Distribucija pojedinih alela prema broju (CAG)n i spolu ispitanika

Muskarci Zene
(CAG)n FA Kontrole FA Kontrole

udio N udio N udio N udio

(%) (%) (%) (%)
7 1 14 0 00 O 00 O 0.0
8 1 14 0 00 O 00 O 0.0
9 0 0.0 O 00 O 00 O 0.0
10 0 0.0 1 08 0 00 O 0.0
11 0 00 O 00 O 00 O 0.0
12 0 00 O 00 O 00 O 0.0
13 0 00 O 00 O 00 O 0.0
14 0 0.0 1 08 0 00 O 0.0
15 1 14 2 1.5 0 0.0 3 2.3
16 3 41 5 3.8 1 11 0 0.0
17 4 55 4 30 1 11 4 3.1
18 6 82 11 83 9 102 8 6.2
19 13 17.8 19 144 11 125 16 12.3
20 123 21 15.9 20 227 20 15.4

N
—
o O

82 9 6.8 9 10.2 29 22.3
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22 8 11.0 17 129 M 125 25 19.2
23 9 123 15 1.4 13 148 12 9.2
24 5 6.8 8 6.1 8 91 8 6.2
25 2 27 13 98 1 1.1 4 3.1
26 2 27 4 30 O 00 O 0.0
27 2 27 1 08 3 34 0 0.0
28 0 00 O 00 1 1.1 1 0.8
29 0 00 O 00 O 00 O 0.0
30 0 0.0 1 08 O 00 O 0.0
31 0 00 O 00 O 00 O 0.0
32 1 14 O 00 O 00 O 0.0
33 0 00 O 00 O 00 O 0.0
34 0 00 O 00 O 00 O 0.0
Ukupno 73 100.0 132 100.0 88 100.0 130 100.0
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Tablica 13 Razlike u distribuciji prema skupinama alela definiranim brojem (CAG)n
prema spolu ispitanika

AR Muskarci Zene Ukupno
genotip
FA Kontrole p FA  Kontrole p FA  Kontrole p
7-20 38 64 42 51 80 115
(52) (48.5) (42.7) (39.2) (49.7) (43.9)
21-34 35 68 0.624 46 79 0.213 81 147 0.246
(48) (51.5) (57.3) (60.8) (50.3) (56.1)
Ukupno 73 132 88 130 161 262

Tablica 14 Razlike frekvencija kombinacija alela AR gena prema spolu ispitanika

Muskarci Zene
Haplotip
FA Kontrole p FA Kontrole p
LL 35(47.9) 68 (51.5) 9 (20.5) 26 (40)
SL 0 0 28 (63.6) 27 (41.5)
0.624 0.056
SS 38 (52.1) 64 (48.5) 7(15.9) 12(18.5)

Ukupno 73 132 44 65
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Slika 6 Haplotipovi AR kod Zena
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5.3. Rezultati genotipizacije aromataze

Registrirano je 9 razliCitih alela s brojem (TTTA)n tetranukleotidnih ponavljanja
izmedu 7 i 14 uz varijantu 7(-3pb) sa odgovaraju¢im veli¢inama alela od 168—195 bp.
Ovaj mikrosatelit sadrzi dva oblika (TTTA) 7 alela ovisno o TCT inserciji/deleciji 50-bp
uzvodno od (TTTA)n regije, Sto rezultira PCR produktima veliCine od 168 odnosno
171 bp. PCR produkt veli¢ine 168 bp odgovara (TTTA) 7-3 alelu, dok PCR produkt
veliCine 171 bp odgovara (TTTA) 7 alelu. Ovaj polimorfizam pokazuje bimodalnu
distribuciju s vrSkovima na 7(-3pb) ponavljanja (35% alela) i 11 ponavljanja (33%
alela) te minimumom na 9 (TTTA)n tetranukleotidnih ponavljanja kao $to je opisano

ranije (slika 6, tablica 15.).

Nakon analize po spolu, nadene su statisticki nesignifikantne razlike koje kod svakog
spola idu u suprotnom smjeru tako da ukupno gledajuci razlike gotovo i nema (tablice

16.117.).

Pojedine se haplotipske kombinacije alela takoder nisu pokazale signifikantno

razli¢itima i to kod oba spola (tablica 18).
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Slika 7 Distribucija (TTTA)n polimorfizma
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Tablica 15 Distribucija pojedinih alela prema broju (TTTA)n

FA Kontrole
(TTTAN ™= ~udo  ~ udo
(%) (%)
7(-3pb) 79 33.8 141 35.8
7 32 13.7 66 16.8
8 25 10.7 30 7.6
9 2 0.9 0 0.0
10 9 3.8 12 3.0
11 79 33.8 128 32.5
12 7 3.0 14 3.6
13 0 0.0 3 0.8
14 1 0.4 0 0.0

Ukupno 234 100.0 394 100.0

62



Tablica 16 Distribucija pojedinih alela prema broju (TTTA)n i spolu ispitanika

Muskarci Zene

(TTTA)n FA Kontrole FA Kontrole
n udio N udio udio udio

(%) (%) (%) (%)
7(-3pb) 54 37.0 98 371 25 284 43 331
7 13 89 50 189 19 216 16 123
8 13 89 19 72 12 13.6 11 8.5
9 1 0.7 O 0.0 1 11 0 0.0
10 8 55 8 3.0 1 1.1 4 3.1
11 52 356 79 299 27 307 49 377
12 5 34 9 34 2 23 5 3.8
13 0 0.0 1 04 O 0.0 2 1.5
14 0 0.0 O 0.0 1 11 0 0.0
Ukupno 146 100.0 264 100.0 88 100.0 130 100.0

Tablica 17 Razlike u distribuciji prema skupinama alela definiranim brojem (TTTA)n

prema spolu ispitanika

CYP19A1 Muskarci Zene Ukupno
genotip FA  Kontrole p FA  Kontrole p FA  Kontrole p
6-9 81 167 57 70 138 237
(565.5) (63.3) (64.8) (53.8) (59) (60.2)
10-14 65 97 0.123 31 60 0.108 96 157 0.771
(44.5) (36.7) (35.2) (46.2) 41) (39.8)
Ukupno 146 264 88 130 234 394
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Tablica 18 Razlike frekvencija kombinacija alela CYP19A1 gena prema spolu
ispitanika

Haplo- Muskarci Zene Ukupno
ti
P FA  Kontrole p FA Kontrole p FA  Kontrole p

LL 15 18 5 17 20 35

(20.5) (13.6) (11.4) (26.2) (17.1) (17.8)
SL 35 61 21 26 56 87

(48) (46.2) (305 (47.7) (40) 0.168 (47.9) (44.2) (g1

SS 23 53 18 22 41 75

(31.5) (40.2) (40.9) (33.8) (35) (38)

Ukupno 73 132 44 65 117 197
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5.4. Binarna logisticka regresija

Nacinjena su tri univarijabilna modela binarne logistiCke regresije sa sljedec¢im
varijablama kao prediktorima: LL genotip ESR1 gena (dakle oba alela s (TA)n>21, 1-
da, 0-ne), LL genotip AR gena (oba alela s (CAG)>20, 1-da, 0-ne) i LL genotip
CYP19A1 gena (oba alela s (TTTA)n>9, 1-da, 0-ne). Prema rezultatima (tablica 19,
slika 8) nosioci ESR1 LL genotipa izvrgnuti su dvostruko veéem riziku FA od ostalih
ispitanika, p=0.032. AR LL genotip smanjuje rizik FA, medutim ne statistiCki
signifikantno, p=0.08. Genotip LL CYP19A1 gena nije signifikantan prediktor izolirane
FA. U drugom koraku u modele su ukljuene i ostale varijable: krvni tlak (MAP u
mmHg), starost ispitanika (u godinama), indeks tjelesne mase (BMI u kg/m?) te muski
spol (1-da, 0-ne). ESR1 LL genotip ostao je signifikantan prediktor bez znacajne
promjene rizika (tablica 19.). Nije bilo drugih neovisnih prediktora izolirane FA. U
posljednjem su koraku nacinjena Cetiri univarijabilna modela radi ispitivanja
eventualne medusobne povezanosti polimorfizama koji su se pokazali u€estalijima
kod bolesnika s FA. NajjaCa je povezanost bila izmedu ESR1 LL genotipa i AR

SS+SL genotipa (non-LL), iako nije bila statisti¢ki signifikantna, p=0.066 (tablica 20.).
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Tablica 19 Modeli multivarijabilne analize

Modeli Varijabla OR Cl p
Model 1 ESR1 LL genotip 2.05 1.06-3.95 0.032
(Univarijabilni)
Model 2 AR LL genotip 0.66 0.41-1.05 0.08
(Univarijabilni)
Model 3 CYP19A1 LL genotip 0.95 0.52-1.75 0.879
(Univarijabilni)
ESR1 LL genotip 2.05 1.06-3.97 0.033
MAP (mmHg) 0.99 0.94-1.04 0.616
Model 4
Dob (godine) 0.99 0.97-1.02 0.529
(Multivarijabilni)
BMI (kg/m?) 0.93 0.76-1.14 0.508
Muski spol 0.87 0.53-1.42 0.583
AR LL genotip 0.69 0.43-1.12 0.134
MAP (mmHg) 1 0.95-1.05 0.877
Model 5
Dob (godine) 0.99 0.97-1.02 0.643
(Multivarijabilni)
BMI (kg/m?) 0.94 0.77-1.16 0.579
Muski spol 0.89 0.54-1.46 0.644
CYP19A1 LL genotip 0.93 0.51-1.71 0.816
MAP (mmHg) 0.99 0.91-1.04 0.68
Model 6
Dob (godine) 0.99 0.97-1.02 0.557
(Multivarijabilni)
BMI (kg/m?) 0.94 0.77-1.14 0.518
Muski spol 0.84 0.52-1.36 0.476
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Tablica 20 Modeli logistiCke regresije medusobnih kombinacija "rizi€nih" alela

Model Varijabla OR Cl p

ER/AR ESR1 LL/AR 2.08 0.95-4.55 0.066
non LL

ER/CYP ESR1 1.73 0.59-5.05 0.321
LL/CYP19A1
LL

AR/CYP AR non LL/ 1.17 0.56-2.47 0.678
CYP19A1 LL

ER/AR/CYP ESR1 LL/AR 2.61 0.72-9.44 0.144
non LL/

CYP19A1 LL
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Slika 8 Omijeri izgleda za FA za pojedine varijable prema binarnoj logistiCkoj regresiji
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6. RASPRAVA

Glavni rezultat

Genotip ESR1 sa viSe od 21 (TA)n CeS¢i je u osoba s izoliranom FA nego kod
zdravih ispitanika. Nakon analize po spolu vidljiva je izrazita razlika kod muskaraca
dok kod zena razlika u distribuciji ovog genotipa nije statistiCki znacajna. Kod
muskaraca sa homozigotnom kombinacijom (TA)n>21 veca je prevalencija izolirane
FA nego kod drugih alelnih kombinacija. Nije bilo statistiCki znac€ajnih razlika u

distribuciji promatranih polimorfizama AR i CYP19A1.

Na ucinjenoj binarnoj logisti¢koj regresiji ESR1 (TA)n polimorfizam se pokazao kao
neovisni prediktor izolirane FA. Nije nadena medusobna povezanost promatranih

polimorfizama gena ESR1, AR i CYP19A1.

Moguca objasnjena

Provedeno istraZivanje sugerira pozitivnu povezanost izmedu broja (TA)n ponavljanja
u promotorskoj regiji gena ESR1 i prevalencije izolirane FA. Znacajnost navedene
povezanosti nakon korekcije prema dobi, spolu, BMI i MAP ukazuje na Cinjenicu da je

ucinak polimorfizma neovisan o navedenim ¢imbenicima.

Estrogeni vrSe temeljne funkcije kod oba spola, ukljuCuju¢i modulaciju imunoloskog
odgovora, oksidativhog stresa, upale, stanicnog rasta, proliferacije i apoptoze te
utieCu na sredisSnji ziv€ani, kardiovaskularni i kostani sustav (101, 327). Njihova
ekstragonadalna produkcija, kao i njihovi lokalni ucinci, dokazani su u srcu i krvnim
Zilama zena, kao i muSkaraca, gdje nastaju konverzijom androgena pomocu

aromataze (328).
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Moguc¢i mehanizam preko kojeg spolni hormoni utjeCu na sréanu elektrofiziologiju
uklju€uju njihov u€inak na nuklearne i membranske receptore u kardiomiocitima (329-
331), moduliranje ekspresije gena preko sustava drugih glasnika (332), ali i vrSenjem
negenomskih radnji poput utjecaja na provodljivost ionskih kanala i mijenjanjem

stani€nog potencijala (333).

(TA)n jedan je od mnogih polimorfizama ESR1 gena (165), a njihova fenotipska
ekspresija je suptiina (334). Molekularni mehanizam preko kojeg bi (TA)n
polimorfizam mogao utjecati na FA je nejasan. Tri su moguc¢a nacina na Kkoji
polimorfizmi gena utjeCu na njihovu funkciju: kvalitativni (mutacija koja se zbiva u
egzonu doticnog gena), kvantitativni (mutacija koja se zbiva na bilo kojem
regulatornom elementu dotiChog gena, npr. promotorska regija) ili povezanost s
nekom drugom mutacijom koja ima neposredni ucinak na bolest (335). ESR1
posjeduje vrlo kompleksnu genomsku organizaciju sadrZavaju¢i nekoliko
promotorskih regija s alternativnim mjestima spajanja (eng. splice sites), iz kojih
proizlaze ekspresije alternativnih prvih egzona i razlicitih ER-a transkripata (336).
Buduci da se promatrani polimorfizam ne nalazi u kodirajucoj regiji ESR1, kvalitativni
utjecaj nije mogu¢. Kvantitativno, broj (TA)n dinukleotida moZe imati utjecaj na
koriStenje alternativnin promotora, Ssto rezultira razliCitom ekspresijom ER-a u
odredenim tkivima (335). Nadalje, otprilike 200 pb nizvodno od (TA)n regije nalazi se
regulatorni element koji povecava transkripciju ESR1 te, €ini se, djeluje kao element
koji odgovara na steroide (eng. steroid response element) (337). lako uloga ovog
elementa jo$ uvijek nije jasna, njegova blizina u odnosu na polimorfnu (TA)n regiju
¢ini ga potencijalnim cCimbenikom funkcijskih utjecaja broja (TA)n dinukleotida. U

obzir dolazi i moguénost da broj (TA)n dinukleotida ne utjeCe na srce izravno, vec
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preko neravnoteZze povezanosti gena (eng. linkage disequilibrium) s drugim

kodiraju¢im regijama.

Kod Zena s izoliranom FA manje je zastupljen LL genotip ((CAG)21-34) AR nego kod
zdravih Zena, iako se razlika nije pokazala statistiCki znaCajnom (p=0.056). Za
napomenuti je da je broj Zena u istraZivanju bio manji nego broj muskaraca te da je
statisticka snaga testa (60%) premala za adekvatnu interpretaciju tog rezultata s
obzirom na povecanu vjerojatnost pogreske tipa 2. S obzirom na dosada dokazanu
obrnuto proporcionalnu vezu duljine regije trinukleotidnin (CAG)n ponavljanja i
ekspresije i aktivnosti AR (149-150) te potencijalnu ulogu u lokalnoj ravnotezi u€inaka
estrogena i androgena i protuupalnu aktivhost androgena (338), ovakva bi tendencija
mogla biti temelj buducih istrazivanja navedenog polimorfizma kod veceg broja Zena

s izoliranom FA.

U provedenom istrazivanju nije nadeno dokaza o ulozi (TTTA)n polimorfizma gena

CYP19A1 u izoliranoj FA.

Usporedba s dosadasnjim studijama

ElektrofizioloSka istrazivanja polimorfizama gena receptora spolnih hormona do sada
su se provodila uglavhom na ventrikulskim, a ne atrijskim aritmijama. Prema do sada
objavljenoj literaturi, ovo je tek drugo istrazivanje utjecaja (TA)n polimorfizma ESR1
gena na FA te prvo koje prouc€ava utjecaj polimorfizma AR gena i CYP19A1 gena na
FA uz jedan rad koji se bavio prouCavanjem razina estrogena i testosterona u
izoliranoj FA (109). Dokazane su smanjene razine testosterona kod ispitanika s FA i
jednake razine estradiola. Sto se ti¢e polimorfizama gena hormonskih receptora, do

sada je dokazana pozitivna korelacija izmedu homozigota s alelima koji posjeduju
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broj (TA)n ponavljanja veci od 17 (339). Istrazivanja u drugim podrucjima pokazala su
da geni s ve¢im brojem (TA)n ponavljanja produciraju kemijski manje aktivne

estrogenske receptore, sto se podudara s ovdje dobivenim rezultatima (340-341).

Prednosti i nedostaci istraZivanja

Provedeno istrazivanje ima nekoliko limitirajucih Cimbenika. Prouavan je samo
(TA)n polimorfizam ESR1 gena. Moguce je da drugi polimorfizmi istog gena ili
polimorfizmi gena ESR2 takoder igraju ulogu u patogenezi izolirane FA. Takoder su
prou¢avani samo (CAG)n polimorfizam AR gena i (TTTA)n gena CYP19A1 koji, iako
najistrazeniji do sada i s najjaim dokumentiranim klinickim u€inkom, su jedni od

mnogih polimorfizama navedenih gena.

U obzir nisu uzete ni vrijednosti cirkuliraju¢ih spolnih hormona, njihova lokalna
koncentracija niti koncentracija proteina plazme za koje se veZu spolni hormoni.
Razlozi za to su viSestruki. Bilo bi nemoguce usporedivati estrogene i androgene
izmedu dva suprotna spola, koncentracije spolnih hormona mjenjaju se i za jedan red
veli€ine tijekom menstrualnog ciklusa Zena (342), a lokalne koncentracije bilo bi
gotovo nemoguce odrediti prakticno. Niti jedan ispitanik nije imao kliniCku sliku
hipogonadizma, a Zene u reproduktivnoj dobi imale su normalne menstruacijske
cikluse. Kod muskaraca je negatina povratna sprega s LH i FSH primarno odredena
androgenima, a kod Zena estrogenima i progestronom, a koncentracije estrogena
kod muskaraca i androgena kod Zena reguliraju se pasivno - kod muskaraca brzinom
aromataze, a kod Zena aktivnoS¢u kore nadbubrezne Zlijezde (342). Naposljetku,
iako navedeni Cimbenici imaju moguc utjecaj na rezultat istraZzivanja, njegova bi

distribucija trebala biti ravnomjerna kod bolesnika i kontrola.
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Sustav spolnih hormona kod ljudi vrlo je sloZzen te obuhvaca mnogo enzima koji nisu
obuhvaceni ovim istrazivanjem npr. 5-alfa reduktaza odnosno polimorfizmi njezinog
gena, kao ni drugi polimorfizmi brojnih enzima steroidogeneze. Znacajni defekti na toj

razini dali bi medutim izraZeniju kliniCku sliku.

Tocan molekularni mehanizm kojim bi spolni hormoni utjecali na FA je nepoznat. Ta
Cinjenica otezava pravilnu interpretaciju rezultata ne samo ovog vecC i srodnih
istraZivanja. Zakljucci se stoga mogu svesti samo na mogucu povezanost, a ne na

uzro¢no-posljedi¢nu vezu izmedu polimorfizama receptora spolnih hormona i FA.

Broj ispitanika u istrazivanjima utjecaja polimorfizama gena obi¢no je nekoliko stotina
do nekoliko tisu¢a, i do stotinu tisuca ako uraCunamo genomska istrazivanja
(GWAS). Postavlja se pitanje koliko je ovih 117 bolesnika reprezentativno za
izoliranu FA. Prevalencija FA je oko 2000 bolesnika na 100,000 populacije u SAD-u i
zemljama zapadne Europe (343). Prema do sada objavljenim epidemioloSkim
podacima, oko 2% svih slu€ajeva FA odnosi se na izoliranu FA (343). Kada bi
primijenili te podatke na hrvatsku polulaciju, procjenjujemo da u Republici Hrvatskoj
ima oko 1800 bolesnika s izoliranom FA. Prema toj procjeni, uzorak od 117 bolesnika
bio bi dovoljno velik za donoSenje zakljuCaka o povezanosti. Statisticka snaga
testova koriStenih na cijelom uzorku bila je dovoljna za detekciju srednje velikih do

velikih u€inaka, no mozda nije bila dostatna za opaZanje malih u€inaka.

Znacenje rezultata

Rezultati ovog istrazivanja donose nove spoznaje o ulozi spolnih hormona u
izoliranoj FA te pridonose stvaranju novih hipoteza. Da bi se veza izmedu broja (TA)n

dinukleotidnih ponavljanja te kvalitete i kvantitete ER-a transkripata s jedne strane i

73



prevalencije izolirane FA s druge strane mogla cjelovito i pouzdano istraZiti, potrebna
su istrazivanja na velikom broju ispitanika i u razliCitim populacijama. Takoder su
potrebna istrazivanja na molekularnoj razini za daljnje rasvjetljavanje uloge receptora
spolnih hormona u izoliranoj FA. Osim registrirane povezanosti (TA)n polimorfizma
ESR1 gena, dobar kandidat za daljnja istrazivanja je i (CAG)n polimorfizam AR gena

kod zena s izoliranom FA.
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7. ZAKLJUCAK

Postoji pozitivna povezanost izmedu broja dinukleotidnis ponavijanja (TA)n
polimorfizma ESR1 gena s izoliranom FA kod mus$karaca. Ta povezanost mogla bi
upucivati na ulogu estrogena i njihovih receptora u patofiziologiji FA. Potrebna su
daljnja istrazivanja na ve¢em broju ispitanika te istrazivanja na molekularnoj razini

kako bi se ta uloga razjasnila i iskoristila kao potencijalna metoda lijeCenja.
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8. SAZETAK

Uvod: Prema do sada objavljenoj literaturi, postoje naznake da bi polimorfizmi
estrogenskog receptora mogli biti povezani s izoliranom FA. S obzirom na njihovu
bioloSku ulogu i povezanost, moguce je da i polimorfizmi drugih receptora odnosno

enzima igraju ulogu u izoliranoj FA.

Cilj: Analizirati povezanost genotipa s obzirom na polimorfizme (TA)n ESR1, (CAG)n
AR i (TTTA)n CYP19A1 s pojavom izolirane fibrilacije atrija u odnosu na kontrolnu

skupinu.

Ispitanici i metode: U ovoj studiji parova sudjelovalo je 117 bolesnika s izoliranom FA
i 197 zdravih ispitanika koji su sluZili kao kontrole. Glavni kriterij ukljuivanja u
skupinu bolesnika s izoliranom FA bila je elektrokardiografski dokumentirana epizoda
FA, bez poznatih etioloSkih Cimbenika za FA (ij. arterijska hipertenzija, sréano
popustanje, bolest srcanih zalistaka, kardiomiopatija, kongenitalne srane greske,
koronarna bolest, bolest stitnjaCe, pretilost, Se¢erna bolest, kroniCha opstruktivha
bolest pluca, apneja u spavaniju i kroni¢na bolest bubrega). 1z ispitivanja su isklju€eni
bolesnici pusaci te korisnici alkohola i droga. Kontrolnu su skupinu Cinili zdravi
zaposlenici KBC-a Zagreb podvrgnuti sistematskom pregledu, kao i drugi zdravi
korisnici usluga KBC-a Zagreb (npr. darivatelji koStane srzi) sa zdravim srcima i
normalnim elektrokardiogramima. Svim ispitanicima izvadeno je 5 ml krvi iz periferne
vene te im je iz leukocita izolirana genomska DNA. Odrecivanje genotipa ucinjeno je
pomocu lancane reakcije polimeraze (PCR) sa obiljezenim prednjim i neobiljezenim
reverznim primerima. Nakon amplifikacije, produkti PCR podvrgnuti su elektroforezi

na gelu od 6% poliakrilamida u automatiziranom uredaju za sekvencioniranje.
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Odredivanje alela ucinjeno je pomoc¢u raCunalnog programa. Genotipizacija je
provedena od strane laboratorijskog osoblja kojima nije bio poznat status ispitanika s
obzirom na izoliranu FA. Mann—Whitney U test koridten je za usporedivanje razlika
izmedu bolesnika i kontrola za kontinuirane varijable, a za kategorijske varijable
koriSten je x2 test. Svi polimorfizmi analizirani su isprva zasebno, prema broju
ponavljanja polinukleotidnih sekvencija, a potom su razmatrani kao kombinacije alela.
Povezanost pojedinih genotipova s FA, analizirana je pomocu binarne logisticke
regresije; nacinjeni su modeli s FA kao ishodom za svaki pojedini gen. Za sve

analize, p<0.05 (double-sided) smatran je signifikantnim.

Rezultati: Nakon rangiranja prema spolu, po broju dinukleotidnih ponavljanja,
zamjetna je veca zastupljenost duljih alela ((TA)n>21) u skupini bolesnika s FA koja
se nakon rasclanjivanja po spolu jasno moZe pripisati muskarcima s FA, 43.1% vs.
33%, p=0.012. Osim toga, potvrdena je i povecana ucestalost haplotipova s
kombinacijom dviju "dugih" alela u skupini muskaraca s FA, 19.2% vs. 7.6%,
p=0.021. Prilikom analize haplotipova gena androgenog receptora, primjecen je
manji udio LL genotipa ((CAGn<22)) kod Zena s FA u odnosu na zdrave kontrole,
rezultat medutim nije statisticki znaCajan. Nije nadeno razlika u distribuciji (TTTA)N
polimorfizma CYP19A1 gena izmedu skupine s FA i kontrolne skupine. Prema
rezultatima binarne logistiCke regresije, nosioci ESR1 LL genotipa izvrgnuti su
dvostruko vecem riziku FA od ostalih ispitanika, OR=2.05, Cl=1.06-3.95, p=0.032.
Nakon Sto su u modele su ukljuCene i ostale varijable: krvni tlak (MAP u mmHg),
starost ispitanika (u godinama), indeks tjelesne mase (BMI u kg/m?) te muski spol (1-
da, 0-ne). ESR1 LL genotip ostao je signifikantan prediktor bez znacajne promjene

rizika.
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ZakljuCak: Postoji pozitivna povezanost izmedu broja dinukleotidnis ponavljanja
(TA)n polimorfizma ESR1 gena s izoliranom FA kod musSkaraca. Ta povezanost
mogla bi upudivati na ulogu estrogena i njihovih receptora u patofiziologiji FA.
Potrebna su daljnja istrazivanja na vec¢em broju ispitanika te istrazivanja na
molekularnoj razini kako bi se ta uloga razjasnila i iskoristila kao potencijalna metoda

lije€enja.

Kljune rijeci: izolirana fibrilacija atrija; estrogenski receptor alfa, androgeni receptor,

aromataza, genski polimorfizmi.
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9. SUMMARY

Genetic polymorphisms of the estrogen receptor alpha, androgen recptor, and

aromatase in lone atrial fibrillation

Karlo Golubié, 2013

Introduction: According to published data, there could be an association between
polymorphisms of the estrogen receptor gene and lone atrial fibrillation. Considering
their biological role and connection, it is possible that polymorphisms of other sex
hormone receptors and enzymes involved in sex hormone metabolism could also be

associated with lone atrial fibrillation.

Aim: To establish whether there is an association between the (TA)n ESR1, (CAG)n
AR as well as (TTTA)n CYP19A1 polymorphisms and the prevalence of lone atrial

fibrillation (AF).

Methods: We conducted a case-controlled study involving 117 patients with lone AF
and 197 healthy controls. The main inclusion criterion for the lone AF group was an
electrocardiographically (ECG) documented episode of AF, without known etiological
factors (i.e. arterial hypertension, heart failure, valve disease, cardiomyopathy,
congenital heart defects, coronary disease, thyroid disease, obesity, diabetes,
chronic obstructive lung disease, sleep apnea and chronic renal disease). Patient
with a history of smoking, alcohol and drug abuse were excluded from the study. The
control group consisted of healthy employees of the university hospital center Zagreb
who have undergone preemptive examination, as well as other healthy clients of the

center (e.g. bone marrow donors) with healthy hearts and normal ECGs. All
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participants had 5 ml of blood drawn from a peripheral vein, and genomic DNA was
extracted from their leukocytes. The genotype was determent by PCR with labeled
forward and unlabeled reverse primers. After the amplification, the PCR products
were run on a 6% polyacrylamide gel in an automated sequencer. Assignment of
alleles was performed using computer software. The determination of genotype was
performed by laboratory personnel blinded to participant status regarding AF. Mann—
Whitney U test was conducted to compare the differences between cases and
controls in continuous variables and x2 test for categorical variables. All
polymorphisms were analyzed at first separately, then according to groups of similar
numbers of polynucleotide repeats, and at last as genotype combinations. To assess
the association of genotype with AF, binary logistic regression models were built with
AF as outcome for each polymorphism. For all analyses, a double-sided p<0.05 was

considered statistically significant.

Results: After ranking by sex, and number of dinucleotide repeats, an increased
frequency of "long" alleles ((TA)n>21) was registered in the AF group which was
entirely driven by the male sex, 43.1% vs. 33%, p=0.012. Furthermore, there was an
increased frequency of haplotypes with the combination of two "long" alleles in the
AF group of men, 19.2% vs. 7.6%, p=0.021. There was also decreased frequency of
the LL genotype ((CAGn<22)) in women with AF compared to the control group,
albeit the result is not statistically significant. There were no differences in distribution
of the (TTTA)n polymorphism of the CYP19A1 gene between the AF and the control
group. According to the results of the binary logistic regression, carriers of the ESR1
LL genotype were twice as likely to develop AF compared to controls, OR=2.05,

Cl=1.06-3.95, p=0.032. When adjustment was made for age, sex, BMI, and blood
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pressure were added, the observed association remained statistically significant and

its magnitude did not change.

Conclusions: There is a positive association between the number of (TA)n repeats of
the ESR1 gene and lone AF in men. This association could indicate a role of
estrogen and its receptors in the pathophysiology of AF. Large-scale studies
conducted in different populations are required to more comprehensively and reliably
assess the relationship of (TA)n length with the quantity and quality of ER-a

transcripts, and the occurrence of AF, and perhaps use its curative potential.

Key words: lone atrial fibrillation; estrogen receptor alpha; androgen receptor;

aromatase; genetic polymorphism.
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1. Obavijest za ispitanika

2. Suglasnost za sudjelovanje odraslog ispitanika u istrazivanju
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Obavijest za ispitanika

Postovani/postovana,

Pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istrazivanju Ciji je
glavni cilj istraziti povezanost genotipa s pojavom izolirane fibrilacije atrija (jedne od
sr¢anih aritmija).

Istrazivanje se provodi u Klinici za bolesti srca i krvnih Zila KBC Zagreb, KiSpaticeva
12, 10 000 Zagreb, a financiran je od strane Ministarstva znanosti, obrazovanja i
Sporta RH.

VaSe sudjelovanje u istrazivanju treba se temeljiti na jasnom razumijevanju ciljeva
istraZivanja i naCina i postupaka za njegovo provodenje te mogucih Koristi ili rizika za
Vas kao ispitanika. Stoga Vas molimo da, prije donoSenja odluke, paZljivo procitate i
proucCite ovu obavijest, a ako u njoj naidete na bilo kakve nejasnoce ili nepoznate
rijeCi i izraze da o tome pitate istrazivacCe i lijeCnike koji u istrazivanju sudjeluju i duzni
su Vam i spremni odgovoriti na svako pitanje.

OPIS KLJUCNOG PROBLEMA | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Fibrilacija atrija je naj¢eS¢a kronicna aritmija Cija je ukupna prevalencija u opcoj
polulaciji ve¢a od 1 % (tu bolest dakle ima svaki stoti Covjek). Ona kod starijih osoba
dramaticno povecava rizik nastanka mozdanog udara, a uzrokuje i niz drugih
posljedica kao Sto su osjecaj nepravilnog rada srca, bol i pritisak u prsima, umor,
omaglice... lako je do sada identificirano nekoliko faktora rizika za nastanak fibrilacije
atrija, njeni pravi uzroci i dalje su nejasni. O¢ekujemo da ¢e na$ rad na ovom
podrucju pridonjeti boljem razumjevanju nastanka te aritmije u svrhu bolje prevencije
i lijeCenja.

CILJ | SVRHA ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja ispitati povezanost izmedu odredenog genotipa i izolirane
fibrilacije atrija. U tu se svrhu mora iskljuciti postojanje drugih bolesti srca, izuzev
same fibrilacije te pridobiti uzorak DNA ispitanika za daljnju laboratorijsku analizu.

102



ULOGA VAS KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

Navedeno istrazivanje provodit ¢e se kao dodatak uobiCajenoj obradi koja se vrsi
kod svih bolesnika s fibrilacijom atrija. Uvjet za ulazak u istrazivanje je
elektrokardiografski dokazana epizoda fibrilacije atrija bez drugih bolesti srca.
Ispitanici u kojih je valvularna, ishemijska, hipertenzivna ili kakva druga bolest srca
nece biti ukljuCeni u istrazivanje. U laboratorijskim analizama biti ¢e odredeni aleli s
odgovaraju¢im polimorfizmima estrogenskog receptora alfa. Svim bolesnicima s
fibrilacijom atrija biti ¢e uCinjen transtorakalni ultrazvuci pregled srca. U ispitivanje ce
biti uklju¢eno i 150 zdravih ispitanika kao kontrolna skupina. Svi ¢e oni proci gore
navedenu dijagnostiCku obradu. Tijekom ispitivanja susretat Cete se s osobljem
Klinike za bolesti srca i krvnih zila KBC Zagreb.

KOJE SU ZA VAS MOGUCE PREDNOSTI | KORISTI OD SUDJELOVANJA?

Bolesnicima i ispitanicima iz kontrolne skupine biti ¢e ucinjen transtorakalni
ultrazvuéni pregled srca. U slu€aju detekcije strukturnih i funkcionalnih poremecaja
srca, svakom ce se ispitaniku preporuciti daljnja obrada i lijeCenje.

KOJI SU ZA VAS MOGUCI RIZICI SUDJELOVANJA U ISTRAZIVANJU?

Ne oCekujemo da c¢ete u ovom istrazivanju biti izlozeni riziku. Eventualna pojava
kontaktnog dermatitisa prilikom elektro i ehokardiografije tako i tromboflebitis
povrSinskih vena ruku ili pojava omaglica prilikom vadenja krvi ne predstavljaju po
Zivot opasna stanja i prolazne su prirode ne ostavljajuc¢i posljedice po zdravlje
ispitanika.

POSTOJE LI DRUGI LIJEKOVI, DRUGE DIJAGNOSTICKE METODE ILI DRUGI
OPERATIVNI PRISTUPI?

U sluCaju da ne pristajete na sudjelovanje u studiji, to neCe utjecati na tijek lijeCenja
VaSe bolesti. Biti Cete lijeCeni standardnim metodama prema pravilima struke.

MORATE LI SUDJELOVATI U ISTRAZIVANJU?

Vi ¢ete u potpunosti slobodno i samostalno odluciti hocete li u ovom istrazivanju
sudjelovati ili ne. VaSe sudjelovanje je dragovoljno i u bilo koje vrijeme, bez
navodenja razloga, imate se pravo bez ikakvih posljedica povuéi iz istrazivanja. U
tom sluCaju Cete se nastaviti dalje lijeCiti na nacin koji je uobiCajen za Vasu bolest.
Ako odlucite prekinuti svoje sudjelovanje u istrazivanju, lijepo Vas molimo da o tome
na vrijeme obavijestite voditelja projekta i njegove suradnike.
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POVJERLJIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi Vasi osobni podaci biti ¢e pohranjeni i obradivani u elektronicCkom obliku, a
voditelj projekta i njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane
postupke za zastitu osobnih podataka. U naSe baze podataka Vi Cete biti uneseni
prema inicijalima imena i prezimena i pomocu posebnog koda. Vasu medicinsku
dokumentaciju Ce pregledavati samo voditelj projekta i njegovi suradnici, a Vase ime
nikada nece biti otkriveno tre¢cim osobama. Pristup Vasoj dokumentaciji mogu imati i
predstavnici EtiCkog povjerenstva u ustanovi u kojoj se lijeCite (lokalno etiCko
povjerenstvo) te predstavnici EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta, koje je
odgovorno za odobravanje i nadzor nad provodenjem ovog istrazivanja.

ZA STO CE SE KORISTITI PODACI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Podaci dobiveni u ovom znanstvenom istrazivanju mogu biti korisni u klinickoj praksi,
ali i u svrhu daljnjeg razvoja i unapredenja znanosti. Stoga se oCekuje da se ti podaci
objave u odgovaraju¢im znanstvenim Casopisima i publikacijama. Pri tome ¢e Va$
identitet ostati u potpunosti anoniman i zasti¢en.

TKO ORGANIZIRA | FINANCIRA OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje organizira Klinika za bolesti srca i krvnih Zila KBC-a Zagreb.
Financijska sredstva za provedbu ovog istrazivanja su dobivena od Ministarstva
znanosti, obrazovanja i Sporta Republike Hrvatske, a dio podataka koji ¢e biti
koriSteni u ovom istraZivanju dio su standardne dijagnostiCke obrade bolesnika s
fibrilacijom atrija.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu nakon temeljite analize dostavljenog prijedloga istrazivanja i pratece
dokumentacije. Istrazivanje se provodi u skladu sa svim primjenljivim smjernicama ciji
je cilj osigurati pravilno provodenje istraZivanja te sigurnost osoba koje u njemu
sudjeluju, ukljucujuci «Osnove dobre klinicke prakse» i «HelsinSku deklaraciju».
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KOGA MOZETE KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI | UPITE?

Ako su Vam potrebne bilo kakve dodatne informacije, ili imate dodatnih pitanja,
slobodno se obratite voditelju projekta ili njegovim suradnicima, kako slijedi:

Ime i prezime voditelja projekta i istraZivanja: prof. dr. sc. Anton Smalcelj
Adresa suradnika: Odjel prve kardiologije
Klinika za bolesti srca i krvnih Zila KBC Zagreb

Broj telefona voditelja projekta i istrazivanja: 01/2367489

Ime i prezime suradnika: Karlo Golubi¢, dr. med.
Adresa suradnika: Odjel prve kardiologije
Klinika za bolesti srca i krvnih zila KBC Zagreb

Broj telefona suradnika: 01/2367494

TKO CE JOS BITI OBAVIJESTEN O OVOM ISTRAZIVANJU?

O VasSem sudjelovanju u ovom znanstvenom istrazivanju biti ¢e obavijeSten i Vas
obiteljski lije¢nik.

O VASOJ PISANOJ SUGLASNOSTI ZA SUDJELOVANJE U OVOM ISTRAZIVANJU

Preslik dokumenta (potpisne stranice) koji trebate potpisati ako pristajete sudjelovati
u ovom istrazivanju dobit cete Vi i voditelj istrazivanja. Izvorni primjerak dokumenta
Ce zadrzati i Cuvati voditelj istrazivanja.

Hvala Vam Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili moguénost Vaseg sudjelovanja
u ovom znanstvenom istrazivanju.

Oba obavijest je sastavljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti
Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske
(NN 169/04).
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Suglasnost za sudjelovanje odraslog ispitanika u istrazivanju

1. Potvrdujem da sam dana u
procitao/pro€itala Obavijest za ispitanika za gore navedeno znanstveno
istrazivanje te sam imao/imala priliku postavljati pitanja.

2. Razumijem da je moje sudjelovanje dragovoljno i da se iz sudjelovanja u
istrazivanju mogu povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i bez
ikakvih posljedica za moje zdravstveno stanje ili pravni status.

3. Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji pristup imaju samo odgovorne
osobe, to jest voditelj istraZivanja i njegovi suradnici te Clanovi Eti¢kog
povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja i EtiCkog povjerenstva
koje je odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Tim osobama dajem dopustenje
za pristup mojoj medicinskoj dokumentaciji.

4. Pristajem da moj obiteljski lijecnik (odnosno ¢lan obitelji) bude upoznat s
mojim sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazZivanju.

5. Zelim i pristajem sudjelovati u navedenom znanstvenom istraZivanju.

Ime i prezime ispitanika (upisati tiskanim slovima):
Vlastorucni potpis:

Mjesto i datum:

Ime i prezime osobe koja je vodila postupak Obavijesti za ispitanika i Suglasnosti za
sudjelovanje:

Vlastorucni potpis:

Mjesto i datum:
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