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1.SAZETAK

Asimetri€ni dimetilarginin: mediator vaskularne disfunkcije u cirozi

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) endogeni je inhibitor skupine enzima Kkoji
sudjeluju u sintezi u duSikovog oksida (NO), molekule sa dokazanim
vazodilatacijskim ucinkom, zbog €ega je vazan u patofiziologiji procesa vezanih uz
endotel krvih Zila. Patoloski vaskularni fenomeni vidljivi u cirozi jetre poput portalne
hipertenzije, hiperdinamicke cirkulacije i hepatorenalnog sindroma smatraju se

povezani sa promjenjenim vrijednostima ADMA i njenim utjecajem na sintezu NO.

Cilj ove studije je istraziti razlike u serumskim koncentracija asimetricnog
dimetil arginina u bolesnika s cirozom jetre i utvrditi njegov odnos prema stadijima
teZine bolesti jetre. Ovo presjecno istraZivanje provedeno je na 90 odrasla bolesnika
predominatno s cirozom jetre alkoholne etiologije u razli€itim stadijima jetrene bolesti
definiranih temeljem Child-Pugh i MELD(Na) skora. Nas$i rezultati ukazuju da
koncentracija ADMA-e u pojedinim skupinama iznosi za CP-A=0,73 ug/l, CP-B=0,80
ug/l, CP-C=0,91 ug/l. lako su u naSem istrazivanju nominalno nize vrijednosti AMDA-
e (0,73 ug/l) zabiljeZzene kod bolesnika u CP-A kompenziranom stadiju bolesti, a vise
(0.87 ug/L) kod bolesnika u CP-B+C dekompenziranom stadiju, izmedu skupina nije
postignuta statisti¢ki znac¢ajna razlika (p=0,207). NaSi podaci ukazuju da postoji slaba
pozitivna korelacija izmedu koncentracije ADMA-e u serumu i pojedinih stadija
teZine bolesti temeljem CP klasifikacije (r=0.284, p=0.007) kao i srednje jaka
pozitivna korelacija s MELD stadijima (r=0.328, p=0.002).

U zakljucku ADMA i NO usko su vezani uz promjene vezane za vaskularni
endotel, te su njihove promjene pokazatelji vaskularne disfunkcije. Medutim jo$
uvijek nedovoljno je razjasnjena njihova uloga i mehanizmi vezani uz vaskularnu
disfunkciju u cirozi. Uznapredovalo ostecenje u cirozi jetre dovodi do akumulacije
ADMA, naruSavanjem njezinog normalog metabolizma, PoviSene razine ADMA-a
mogu doprinijeti progesiji jetrene bolesti stoga regulacija metabolizma ADMA-e
moze predstavljati potencijalu terapijsku opciju lijeCenja vaskularne disfunkcije u

cirozi, $to otvara put mnogim buduéim studijama.

Kljuéne rijeci: asimetréni dimetilarginin, dusikov oksid, ciroza jetre



2.SUMMARY

Asymmetric dimethylarginine: mediator of vascular dysfunction in

cirrhosis

Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is an endogenous inhibitor of nitric oxid
(NO) synthase, a molecule with proven vasodilatory effect, which makes it an
important factor in pathophysiological processes of the vascular endothelium.
Pathologic vascular phenomena that can be seen in liver cirrhosis, such as portal
hypertension, hyperdynamic circulation, and hepatorenal syndrome, are thought to
be caused by changes in ADMA plasma concetrations and their effect on NO

synthesis.

The aim of this study was to define changes of ADMA plasma levels in patients with
cirrhosis and the association of ADMA plasma levels with the severity of liver
disease. This cross-sectional study included 90 adult patients with liver cirrhosis, of
predominantly alcoholic etiology, with various severity of liver disease determined by
the Child Pugh (CP) and MELD(Na) scores. Our results show ADMA levels for
different groups of patients: CP-A=0,73 ug/l, CP-B=0,80 ug/l and CP-C=0,91 ug/l. In
our study lower ADMA levels (0,73 ug/l) can be seen in patients with compensated
liver disease (CP-A) and higher levels (0.87 ug/L) in patients with decompensated
liver disease (CP-B+C), but there is no statistically significant difference between the
groups (p=0,207). Our results also show a weak positive correlation between ADMA
serum concetration and severity of disease based on the Child Pugh score (r=0.284,
p=0.007) and a moderate positive correlation with severity of diseae based on the
MELD score (r=0.328, p=0.002).

In conclusion, ADMA and NO are closely connected with changes of the
vascular endhothelium, and they are also indicators of vascular dysfunction.
However, their role remains unclear as well as mechanisms of vascular dysfunction
in cirrhosis. Advanced liver injury in cirrhosis induces ADMA accumulation due to
changes of metabolism. Increased ADMA levels cause progression of liver disease,
therefore regulation of the ADMA metabolism could represent an option for treatment
of vascular dysfunction in cirrhosis, which would clear the path for more upcoming

studies.

Key words: asymmetric dimmethylarginine, nitric oxid, liver cirrhosis



3.UVOD

Asimetricni dimetilarginin

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) endogeni je inhibitor skupine enzima koji
sudjeluju u sintezi u duSikovog oksida (NO), molekule sa dokazanim
vazodilatacijskim u€inkom, zbog €ega je vazan u patofiziologiji procesa vezanih uz

endotel krvih Zila.

DuSikov oksid djeluje vazodilatatorno na endotel krvnih Zila, utjeCe na hemostazu
inhibirajuéi kontrakcije i rast glatkih miSi¢a, agregaciju tromobocita te adheziju
leukocita na endotel (Procter i sur. 2014; Apostoli i sur. 2014; Melki i sur. 2014;
Puzserova i sur. 2010). Sintetizira se iz aminokiseline L-arginina pomoc¢u skupine
enzima NO sintaza (NOS), €ija je aktivnost pod utjecajem endogenih inhibitora poput
asimetriCnog dimetilarginina (Bredt 1999, Lorna 2008) (Slika 1.).

Metilarginini nastaju proteolizom metiliranih proteina u svim stanicama organizma

(Cooke 2004) (Slika 1). Skupini L-arginin analoga pripadaju:

« NC-metil-L-arginin (L-NMMA)
o N® NC-dimetil-L-arginin (asimetri¢ni dimetilarginin; ADMA)

N€ NC-dimetil-L-arginin (simetriéni dimetilarginin; SDMA).

ADMA i L-NMMA su kompetitivni inhibitori NOS, dok SDMA nema ucinak na NOS
(Vallance i sur. 1992a). Kako je koncentracija ADMA-e u krvi deset puta ve¢a od
koncetracije L-NMMA-e, smatra se da je ADMA glavni endogeni regulator L-
arginina/NO puta (Vallance i sur. 1992b).
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Slika 1. Metabolizam metilarginina (adaptirano prema Zakrzewicz i sur. BMC
Pulmonary Medicine 2009)

ADMA se sintetizira proteolizom u svim stanicama organizma, djeluje parakrino
inhibiraju¢i NOS ¢ime dovodi do supresije sinteze NO (Lorna 2008) (Slika 1).

ADMA se djelomi¢no izlu€uje bubrezima, no glavni put eliminacije je pomoc¢u enzima
dimetilarginin dimetilaminohidrolaze (DDAH 1 ili 2), koji ga razgraduje do citrulina i
dimetilamina (Vallance i sur. 1992b). DDAH je prisutna u mnogim tkivima ukljuujudéi i
jetru (Nijveldt i sur. 2003.) (Slika 1).

ADMA inhibira bazalno otpustanje NO iz endotela te povisuje tonus perifernih krvnih
Zila, te se zbog svojih uc€inaka na krvozilni sustav, ADMA i NO danas smatraju se

markerima endotelne disfunkcije.

Uloga AMDA-e prvenstveno je istrazena u kardiovaskularnim bolestima gdje se
osnovni patofizioloSki mehanizam temelji na promjena vezanim uz vaskularni
endotel. Dosadasnje studije pokazale su da su poviSene vrijednosti ADMA-e
neovisan prediktor povisenog kardiovaskularnog rizika i kardiovaskularnih incidenata
(Lu i sur. 2003., Asagami i sur. 2002.). Razina ADMA-e takoder raste starenjem

(Asagami i sur. 2002). U kritiéno oboljelih sa zatajenjem dva ili viSe organa, ADMA



jak i neovisan rizi¢ni faktor mortaliteta (Nijeveldt i sur. 2003). Prema ADMA/MOF
(MOF; multi organ failure) hipotezi Nijveldta i suradnika jetra ima srediSnju ulogu kao
najvazniji organ za izlu€ivanje ADMA-e. Ta funkcija jetre moze biti kompromitirana
faktorima kao Sto su teSka ozljeda organa i oStecenje DDAH aktivnost slobodnim
radikalima Sto se dogada u sepsi, traumi i ishemijskim oStecenjima. U ovim
slu€ajevima gubitak jetrene funkcije dovodi do poremecaja u argininfADMA omijeru i
inhibiciji NOS te posljedinoj smanjenoj sintezi NO Sto dovodi malperfuzije mnogih
organa uzrokuju¢i multiorgansko zatajenje (Ferrigno i sur. 2015). Bubrezno zatajenje
(Vallance i sur. 1992b) i ciroza jetre (Lluch i sur. 2004, Tsikas i sur. 2003.)
predstavljaju patoloSka stanja sa poviSenim razinama ADMA-e, a uzrok tomu je

svakako sudjelovanje bubrega i jetre u njezinoj eliminaciji.

Ciroza jetre

Porast tlaka u portalnom krvotoku kod ciroze jetre rezultat je strukturnih
promjena u samoj jetri, vazoaktivnih mehanizama i posljedi¢nog porasta splanhi¢nog
prilieva krvi u portalni sustav. Portalna hipertenzija je klinicki sindrom koji dovodi po
komplikacija poput varikoziteta jednjaka i Zeluca, ascitesa, portalne encefalopatije i
hepatorenalnog sindroma. Svakako glavni ¢&imbenik portalne hipertenzije je
povecanje intrahepatalnog otpora protoku krvi zbog strukturnih promjena
jetre. Strukturne promjene jetre nastaju kao posljedica kroni¢ne upale koja potice
odlaganje kolagena u jetrene reznjeve i uzrokuje suZenje sinusoida Cime se
povecCava otpor protoku krvi unutar samih reznjeva. Takoder kompresija centralnih
vena upalnim i regeneracijskim procesima dodatno utjeCe na porast otpora. Osim
strukturalnih promjena na porast portalnog tlaka utjeu i vazoaktivni ¢imbenici (Gupta
i sur. 1998.). Njihovo se djelovanje odcituje pojacanim tonusom glatkomiSi¢ne
muskulature i miofibroblasta sinusoida i vena (Bhathal i Grossman 1985) Sto je
posljedica poviSene koncentracije brojnih vazokonstriktornih molekula, ali nastaje
najvise kao posljedica endotelne disfunkcije koja se ocituje smanjenom sintezom NO
(Matei i sur. 2006.; Shah i sur. 1997.; Rockey i Chung 1998.; Sarela i sur. 1999.).

Porast splanhi¢nog protoka je posliedica vazodilatacije splanhi¢nih arterija
(mesenteriCnih i slezenskih krvnih Zila) i otvaranja porto-sistemskih kolaterala
(reperfuzija ve¢ postojecih krvnih Zila uz nastajanje novih). Pove¢ana sinteza NO u

splanhicnom krovotoku se smatra glavnim uzrokom vazodilatacije (Vallance i



Moncada 1991.; Bosh i sur. 1992.; Sogni i sur. 1995.), a dodatno i splanhi¢ne
angiogenze. Posljedicno nastaje sindrom hiperdinamine cirkulacije koji se ocituje
povecanim udarnim volumenom srca i frekvencijom srca, smanjenim perifernim
otporom i snizenim krvni tlakom (Blendis i Wong 2001.; Garcia-Tsao 2003.). Porto-
sistemske kolaterale pridonose nastanku sindroma hiperdinamiéne cirkulacije, tako
Sto smanjuju periferne rezistenciju i prenoseci vazoaktivne tvari iz crijeva izravno u
sistemni krvotok zaobilazedi jetru. HiperdinamiCna cirkulacija je osnova za nastanak
mnogih komplikacije ciroze kao $to su hepato-renalni sindrom, hepato-pulmonarni
sindrom, mogucnost razvoja Soka i ishemija. Takoder sudjeluje direktno i indirektno u
nastanku ascitesa i krvarenja iz varikoziteta.
Asimetricni dimetilarginin i dusicni oksid u cirozi jetre

Povecéana produkcija NO jedan je od glavnih faktora u smanjenju splanhi¢ne
rezistencije u dekompenziranoj cirozi jetre. Istovremeno koncentracije NO u ciroti¢noj
jetri su smanjene zbog smanjene aktivhosti eNOS (Slika 2). Dosadasnje studije
ukazuju da je u cirozi jetre zna¢ajno smanjenja ekspresija jetrene DDAH-1 Sto ima
za posljedicu poviSenje koncentracije hepatalne ADMA-e, jaCu inhibiciju aktivnosti
eNOS i sinteze NO (Gupta i sur. 1998; Sarela i sur. 1999). Smanjenje produkcije NO
u endotelu sinusoidnih kapilara ciroticne jetre vazan je faktor u razvoju portalne

hipertenzije (Vairappan 2015; Bolognesi i sur. 2014).

Paradoksalna situacija u cirozi jetre je da nalazimo poviSene vrijednosti
ADMA-e, endogenog inhibitora eNOS i poviSene vrijednosti NO (Slika 2). Postoji

nekoliko ponudenih objasnjenja.

Utvrdeno je da poviSena koncentracija NO inhibira aktivnost DDAH, enzima Kkoji
razgradjuje AMDA-u, i dovodi do posljedicne akumulacije ADMA-e u jetri (Leiper i
sur. 2002). Ukoliko se inhibicija DDAH dogada u cirozi, to bi moglo objasniti
istodobno povecane vrijednosti ADMA/NO.

Inhibiranjem bazalnog_otpustanja NO iz endotela, ADMA povisuje periferni vaskularni
otpor (Vallance i sur. 1989) te popravlja hiporeaktivhost na vazokonstriktore kod
portalne hipertenzije. Stoga se smatra da je poviSenje razine ADMA-e u cirozi
kompenzatorni mehanizam koji dovodi do smanjenja hiperprodukcije NO, kao

protuteZa ekscesivnoj perifernoj vasodilataciji (Lluch i sur. 2004).
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Slika 2. Razli¢it metabolizam asimetri€nog dimetilarginina u jetri i splanhi¢noj
cirkulaciji u portalnoj hipertenziji i cirozi jetri (adaptirano prema Lluch i sur. World J
Gastroenterol 2015)

Takoder problem hiperdinamiCke cirkulacije kao posljedice mesenteri¢ne
vazodilatacije uz poviSene sistemske koncentracije ADMA-e u cirozi nije razjasnjen
(Lluch i sur. 2004; Mookerjee i sur. 2007; Laleman i sur. 2005; Tain i sur. 2010).
Porast ADMA-e ne inhibira eNOS i proizvodnju NO u splanhi¢nim endotelnim

stanicama, iako se upravo suprotno dogada u jetri (Langer & Shah 2005).

U istraZivanju na Stakorima sa cirozom jetre i portalnom hipertenzijom ustanovljeno je
da smanjena mogucénost inhibicije NOS je povezana sa pojatanom ekspresijom
DDAH i posljedicno vecom razgradnjom ADMA-e. PojaCana ekspresija DDAH
predlozena je kao novi mehanizam nastanka NO hipeprodukcije, mesenteri¢ne
vazodilatacije i hiperdinamske cirkulacije (Serna i sur. 2013).

Hepatorenalni sindrom teSka je komplikacija ciroze jetre, radi se o funkcionalnom
zatajenju bubrega uz promjene u sistemskoj cirkulaciji. Do gubitka funkcije bubrega
dolazi zbog redukcije bubreznog protoka uzrokovanog vazokonstriktornim

djelovanjem simpatikusa, renin-angiotenzinskog sustava i arginin-vazopresina cija
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pojaCana aktivnost je posljedica vazodilatacije splanhi¢nog sustava odnosno pada
perifernog otpora (Serna i sur. 2013). Nakupljanje ADMA-e u cirkulaciji, kao
posljedica gubitka jetrene funkcije, ima znacCajan ucinak na bubrezno zatajenje,
inhibirajuci sintezu NO dolazi do promjena renalne perfuzije i glomerularne filtracije
(Nijveldt i sur. 2003b). ADMA uzrokuje kontrakciju renalnih arterija i posljedicno
dovodi do smanjena renalne perfuzije i povecanja renovaskularne rezistencije Sto

uzrokuje funkcionalno zatajenje bubrega (Lluch i sur. 2006).

Dosadasnje studije ukazuju da bolesnici sa dekompenziranom cirozom jetre imaju
viSe razine ADMA-e i NO u usporedbi sa zdravima kao i onima sa
kompenziranom oblikom bolesti (Lluch i sur. 2004). Llunch i suradnici u svom radu
na 20 bolesnika s alkoholnom cirozom jetre, pokazali su da postoji pozitivha
korelacija koncentracije ADMA/NO i kliniCkog stanja bolesnika. Studija je pokazala da
postoji negativha korelacija izmedu ADMA-e i NO u skupini zdravih kao i
kompenziranih bolesnika, dok kod dekompenziranih bolesnika nije uvrdena korelacija
izmedu ADMA-e i NO. Autori zakljuCuju da poviSenje ADMA-e i NO wu
dekompenziranih moze predstavljati odgovor na jetreno oStecenja (Lluch i sur. 2004).
PoviSene vrijednosti ADMA-e u ovoj studiji ne mogu se pripisati bubreznom zatajenju
jer su razine kreatinina u sve tri grupe pacijenta (kontrolna grupa tj. zdravi, sa
kompenziranom alkoholnom cirozom i dekompenziranom alkoholnom cirozom) bile
podjednake (Lluch i sur. 2004).

Dosadasnje studije na populaciji s transplantiranom jetrom ukazuju da se znacajno
poviSene preoperativne razine ADMA-e snizuju ve¢ prvi dan nakon transplantacije
(Martin-Sanz i sur. 2003).

4. METODE

Ispitanici
U ovu presjeCenu studiju uklju¢ena su 90 odrasla bolesnika sa cirozom jetre.

Prijedlog i provedbu istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinicke bolnice

Merkur Medicinskog Fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

IstraZzivanje je provedeno uz postivanje etiCkih nacela i bioeti¢kih principa koji su u
skladu s Nurnberskim kodeksom i najnovijom revizijom HelsinSke deklaracije (World
Medical Association 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=World%20Medical%20Association%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=World%20Medical%20Association%5BCorporate%20Author%5D

Uklju€ni kriteriji za studiju bili su: dob bolesnika (=18), ciroza jetre neovisno o etiologiji

bolesti te potpisan informativni pristanak.

Ciroza jetre definirana je pomocu histoloSkog nalaza jetre i/ili klinickih i morfoloskih

pokazatelja.

Podaci bolesnika prikupljani su tijekom protokolarnih kontrola, a ukljucivali su

podatke iz medicinske dokumentacije, klinickog pregleda i laboratorijskih analiza.

Podaci dobiveni iz medicinske dokumentacije sacCinjavali su; spol, dob, primarnu
bolest jetre (alkohol, virusne bolesti, autoimune bolesti, metabolicke bolesti, sve

druge etiologije i malignome jetre).

Svim bolesnicima u studiji na dan kontrole ucinjen je kompletan klini¢ki pregled, s
posebnim osvrtom na komplikacije jetrene bolesti poput encefalopatije i ascitesa koji
su ragirani u tri osnovna stadija (ascites: (1) nema, (2) blag, (3) umjeren;
encefalopatija: (1) nema, (2) stadiji 1-2, (3) stadiji 3-4).

Za procjenu tezine bolest jetre koriSten je MELD bodovni sustav koji se temelji na

nize navedenoj formuli (Edwards i Haper 2001.).

MELD Score (2016) = MELD(i) + 1.32*(137-Na) — [0.033*MELD(i)*(137-Na)]
MELD(i) = 0.957 x log (kreatinin mg/dL) + 0. 378 x log (bilirubin mg/dL) +
1.120 x log (INR) + 0.643

Bolesnici su podijeljeni u tri osnovne kategorije teZine jetrene bolesti temeljem Child
Pugh klasifikacije (Pugh i sur. 1973). Child Pugh klasifikaciju sacinjavaju ga dva
klinicka parametra ascites i encefalopatija, te tri laboratorijska parametra bilirubin,
albumini i INR kojima se dodijelju bodovi od 1 do 3 (Tablica 1). Zbroj bodova
kategorizira bolesnike u tri osnove tezine CP-A (5-6), CP-B (7-9), CP-C (10-15).

Tablical. Child-Pugh klasifikacija

Child Pugh klasifikacija tezine ciroze jetre

Bodovi

1 2 3

parametri




bilirubin (umol/L) <34.2 34.2-51.3 >51.3
albumin (g/L) >35 28-35 <28
INR <1l.7 1.7-2.2 >2.2
ascites nema blag umjeren
encefalopatija nema 1-2 3-4

Child Pugh A= 5-6, Child Pugh B=7-9, Child Pugh C=10-15

Analiticke metode
Uzorci venske krvi sakupljani su punkcijom kubitalne vene u odgovarajuée

epruvete. Rutinske laboratorijske analize (glukoza, bilirubin, kreatinin, PV-INR,
albumini, Na) izvrSene su u svjezim uzorcima bioloSkog materijala standardiziranim
laboratorijskim postupcima u akreditiranom laboratoriju (ISO 15189:2012 Medical

laboratories - Requirements for quality and competence”) Klinicke bolnice Merkur.

Uzorci seruma za odredivanje ADMA-e odvojeni su nakon centrifugiranja od
stani¢nog dijela krvi, najkasnije 1 sat nakon uzorkovanja i pohranjeni u zamrzivac (-
80°C) do analize. Koncentracija ADMA u serumu izmjerena je
validiranim enzimimunokemijskim postupkom S deklariranim
oCekivanim vrijednostima u rasponu od 0,40-0,75 umol/L i osjetljivoséu 0,05 pmol/L

(Schulze F i sur. 2004) u laboratoriju Klini¢ke bolnice Merkur.

Statisticke metode
Statisticka analiza provedena je pomocéu programskog paketa SPSS verzija

17.01. Normalnost raspodjele testirana je Shapiro-Wilksovim testom. Testiranje
razlika numerickih varijabli (npr. dob) izmedu grupa, provedeno je parametrijskim
testom (t-test;, ANOVA) kod normalne raspodjele, a kod odstupanja od normale,
neparametrijskim testom (Mann-Whitney testom, Kruskal-Wallis). Korelacije izmedu
varijabli testirane su Spearman rank testom. Numeri¢ke varijable prikazane su kao
srednja vrijednost i standardna devijacija, te ukoliko je bilo potrebno i raspon.
Testiranje razlika kategorijskih varijabli (npr. spola) izmedu grupa provedno je x2
testom. Podaci su prikazani graficki i tabelarno. Razina statisticke znaCajnosti za ovo

istrazivanje odredena je na p<0,05.



S.HIPOTEZA

Serumske vrijednosti asimetricnog dimetilarginina kod bolesnika s cirozom jetre
korelirati Ce s tezinom jetrene bolesti. Bolesnici s dekompenziranim oblicima jetrene
bolesti imati Ce viSe razine ADMA-e u odnosu na bolesnike sa kompenziranim

oblikom bolesti.

6.CILJEVI RADA

Cilj ove studije je istraziti razlike u serumskim koncentracija asimetricnog
dimetil arginina u bolesnika s cirozom jetre i utvrditi njegov odnos prema stadijima

tezine bolesti jetre.

7.REZULTATI

Osnovna obiljezja bolesnika
U ovu studiju uklju¢eno je 90 odraslih bolesnika sa cirozom jetre. Istrazivanu

kohortu sacinjavalo je 69 (76.7%) muskaraca i 21 (23.3%) Zena, prosjeCne starosti
57.18+ 8.6 godina (raspon od 30 do 73 godina) (Tablica 1.).

Etiologija bolesti jetre u vecline bolesnika 52 (57.8%) je alkoholna bolest jetre.
Raspodjela etiologija ostalih jetrenih bolesti je sljedeca: virusne bolesti jetre 22
(24.4%), autoimune bolesti jetre 7 (7.8%), 9 (10%) kriptogena bolest jetre. U gotovo
treCine bolesnika 24 (26,7%) uz osnovnu bolest jetre bio je prisutan hepatocelularni

karcinom (Tablica 2.)

Tablica 2. Osnove karakteristike ispitivane populacije (N=90).

Karakteristike Vrijednosti

Dob (godina) sr.vrijtSD | 57.18+ 8.6




Spol n(%), m/z 69 (76.7%)/21 (23.3%)

Etiologija bolesti jetre n(%)

alkoholna bolest 52 (57.8%)
virusne bolesti 22 (24.4%)
autoimune bolesti 7 (7.8%)

kriptogena bolest jetre | 9 (10%)

Maligne bolesti (HCC) |24 (26.7%)

ObiljeZja bolesnika prema tezini jetrene bolesti

Bolesnici su temeljem Child Pugh klasifikacije svrstani u tri osnovne skupine tezine
jetrene bolesti (A, B i C) (Tablica 1.). Raspodijela skupina Citave kohorte bila je
sliedeca: 14 (15.6%) CP-A, 30 (33.3%) CP-B, a 46 (51.1%) CP-C stadiji ciroze (Slika
3.). Vecina bolesnika 76 (84.4%) u studiji imali su dekompenzirani oblik jetrene
bolesti (CP-B+C).
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Slika 3. Raspodjela bolesnika prema teZini jetrene bolesti, temeljem Child Pugh
klasifikacije (A, B, C)

Bolesnici se izmedu pojedinih CTP skupina nisu razlikovali po dobi, BMI, etiologiji,

razini glikemije i bureznoj funkciji (p=ns) (Tablica 3.).

StatistiCki znaCajne razlike izmedu skupinama zabiliezene su za sve ostale

promatrane parametre (Tablica 3.)

Vrijednosti INR znacajno su se razlikovale izmedu skupinama, bolesnici u CP-C su
imali statistiCki znacajno vise vrijednosti (1.7+0.4) u odnosu na CP-A (1.310.1) (C vs
A p=0.000), te u odnosu na skupinu bolesnika CP-B (1.4+0.2) (C vs B p=0.000).

Bolesnici u CP-C stadiju ciroze imali su statistiCki zna¢ajno niZe vrijednosti natrija

(131+6 mmol/L) u serumu u odnosu na ostale skupine (C vs B p=0.007; C vs A
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p=0.000), dok bolesnici u stadiju B (1354 mmol/L) nemaju statistiCki znacajnu

razliku u odnosu na vrijednosti Na (138+3 mmol/L) u A stadiju (p=0.191).

Bolesnici u stadiju C imali su statisticki znacajno viSe vrijednosti bilirubina u serumu
(69; 36-605umol/L) u odnosu na skupinu A (21; 7-47umol/L) (p=0,002), dok izmedu
ostalih skupina nije zabiljeZzena statistiCki znaCajna razlika u vrijednostima serumskog
bilirubina (A vs B p= 0.094; B vs C p= 0.144).

Vrijednosti albumina u serumu bile su najvise u skupini A, 40+5 g/L (A vs B p=0.000;
A vs C p=0.000), takoder su se izmedu B (3319 g/L) i C (275 g/L) skupine

vrijednosti albumina znacajno razlikovale (p=0.000).

Bolesnici u C stadiju bolesti imali su zna¢ajno veée MELD skorove (231+6) u odnosu
na druge skupine (C vs B p=0.000, C vs A p=0.000), kao i bolesnici skupine B (1715)
u odnosu na A (11+3) skupinu ciroze (p=0.000).

Tablica 3. Klini€ki i laboratorijski nalazi za pojedine CP skupine bolesnika

Karakteristike CTP-A cTP-B cTP-C p
(n=14) (n=30) (n=46)

dob, sr.vrij*SD (god) 6014 5610 5719 0.44
BMI, sr.vrijxSD (kg/m?) 27.49+4.14 | 26.24+4.07 | 26.75+4.46 | 0.66
etiologija alkohol, n (%) 6(42.9) 17 (56.7) 29 (63.0) 0.41
INR, sr.vrijtSD 1.3+0.1 1.4+0.2 1.7£0.4 <0.001
Na, sr.vrijSD (mmol/L) 138+3 1354 131+6 0.000
GUK, sr.vrijtSD (mmol/L) 6.3+1.1 6.1+2.7 5.5+0.8 0.14
Kreatinin, sr.vrijtSD 7312 85150 105+69 0.13
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(mmol/L)
eGFR, sr.vrijtSD

_ 5 95.58+18.88 | 101.78+39.90 | 83.36+36.56 | 0.08
(mL/min./1.73m®)
Bilirubin, medijan (raspon)

23(7-47) 66(7-390) 108(36-605) | 0.01

(mmol/L)
Albumin, sr.vrijxSD (g/L) 405 3319 2715 <0.001
MELD, sr.vrijtSD 11+3 175 236 <0.001

Asimetricni dimetilarginin kod bolesnika s cirozom
Koncentracija ADMA u serumu svim bolesnika iznosile su 0.85 ug/L, (CI[0.77-0.92],

SD=0,36).

Koncentracija ADMA u pojedinim skupinama iznosila je: CP-A=0,73 ug/l (CI[0.58-
0.89], SD=0,26); CP-B= 0,80 ug/l (CI[0.68-0.93], SD=0,34); CP-C=0,91 ug/l (CI[0.79-
1.03], SD=0,39) (Tablica 4.).

Tablica 4. Koncentracija ADMA-e u serumu bolesnika s cirozom prema CP stadijima

ADMA CP-A CP-B CP-C p
koncentracija ug/L 0.73 0.80 0.91 0.207
95% CI* 0.58-0.89 | 0.68-0.93 | 0.79-1.03
standardna devijacija 0.26 0.34 0.39

*95% interval pouzdanosti

lako su nominalno najnize vrijednosti AMDA-e zabiljeZzene kod bolesnika u CP-A

stadiju, a najviSe kod bolesnika u CP-C stadiju, izmedu skupina nije postignuta
statisticki znacajna razlika (p= 0,207). (Slika 4.).
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Slika 4. Koncentracija ADMA-u serumu bolesnika s cirozom prema stadijima bolesti

(prikazana srednja vrijednost s 95% intervalom pouzdanosti)

Koncetracija ADMA-e u skupini kompenziranih bolesnika s cirozom (CP-A) iako je
bila nominalno niZza nije se statisticki znacajno razlikovala od bolesnika s
dekompenziranim oblikom jetrene bolesti (CP-B + CP-C) 0.87 ug/L (CI[0,78-0,95],
SD=0,38) (Slika 5.).
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Slika 5. Koncentracija ADMA-u serumu bolesnika s kompenziranom cirzom jetrenu u
odnosu na dekompenziranu cirozu (prikazana srednja vrijednost sa 95% intervalom
pouzdanosti)

U testiranoj skupini od 90 bolesnika sa cirozom postojala je slaba pozitivha
korelacija izmedu koncentracije ADMA-e u serumu i pojedinih stadija tezine bolesti
temeljem CP Klasifikacije (r=0.284, p=0.007) (Slika 6.) s srednje jaka s MELD
stadijima (r=0.328, p=0.002) (Slika 7.).
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Slika 6. Korelacija izmedu razine AMDA-e u serumu i CP stadija bolesti bolesnika s

cirozom (Spearmanov test,r=0.284, p=0.007)
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Slika 7. Korelacija izmedu razine AMDA-e u serumu i MELD scorova bolesnika s

cirozom (Spearmanov test,r=0.328, p=0.002)

8.Rasprava

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) endogeni je inhibitor skupine enzima koji sudjeluju
u sintezi u dusSikovog oksida, molekule s poznatim vazodilatatornim djelovanjem.
Promjene na krvim zilama oc€ituju se promjenama razina ADMA-e i NO, zbog ¢ega se

ove moleukle danas smatraju markerima endotelne disfunkcije.

Uloga AMDA-e uvelike je istrazena kod kardiovaskularnih bolesti gdje se upravo

osnovni patofizioloSki mehanizam temelji na promjena vezanim uz vaskularni
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endotel. Pokazalo da su poviSene vrijednosti ADMA-e neovisan prediktor poviSenog
kardiovaskularnog rizika i incidenata (Lu i sur. 2003., Asagami i sur. 2002.).

Progresivni razvitak fibroze u jetri, nevisno o etiologiji, dovodi promjena koje se
odrazavaju na krvnim Zilama. Povec¢anje tlaka u veni porte nastaje zbog povecanog
intrahepaticnog otpora uslijed stukturanih promjena zbog odlaganja kolagena, ali i
vazoaktivnin mehanizama koje dovode endotelne disfunkcije. Ujedno zbog
vazodilatacije i stvaranja kolateralne cirkulacije dolazi do povec¢anja splanhni¢kog
protoka koji pogorSava i odrzava portalnu hipertenziju. Splanhni€na vazodilatacija
dovodi do stanja hiperdinamske cirkulacije karakteriziranim povecanim sr€anim
udarnim volumenom i frekvencijom te smanjenom sistemnom vaskularnom

rezistencijom s niskim arterijskim tlakom.

Dusicni oksid zbog svojeg vazodilatacijskog ucinka, vazan je u odrzavanju normailne
periferne vaskularne rezistencije. Smatra se da promjene njegove koncentracije u
cirozi uzrokuju fenomene poput hiperdinamiCke cirkulacije uslijed mesenteriCne
vazodilatacije, te sudjeluju u razvitku portalne hipertenzije i hepatorenalnog

sindroma.

Kako ADMA ima ucinak na sintezu NO njezin ucinak u tim fenomenima je takoder

relevantan.

Dosadasnja istraZivanja pokazala su da ciroza jetre predstavlja patolosko stanje sa

povisenim razinama ADMA-e (Lluch i sur. 2004, Tsiakas i sur 2003).

Cilj ove studije bio je istraziti razlike serumskih koncentracija asimetricnog dimetil
arginina u bolesnika s cirozom i utvrditi njegov odnos prema klini¢kim stadijima tezine

bolesti jetre.

Ovo presjecno istrazivanje provedeno je na 90 odrasla bolesnika predominatno s
cirozom jetre alkoholne etiologije u razliCitim stadijima jetrene bolesti definiranih
temeljem Child-Pugh i MELD(Na) skora. U prethodnoj studiji Llucha i suradnika na
uzorku od 20 bolesnika sa alkoholnom cirozom utvrdeno je da dekompenzirani
bolesnici imaju znacajno viSe koncentracije ADMA-e u usporedbi sa kompenziranim
(Lluch i sur. 2004.). Nasi rezultati ukazuju da koncentracija ADMA-e u pojedinim
skupinama iznosi za CP-A=0,73 ug/l, CP-B=0,80 ug/l, CP-C=0,91 ug/l. lako su u
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nasem istrazivanju nominalno nize vrijednosti AMDA-e (0,73 ug/l) zabiljezene kod
bolesnika u CP-A kompenziranom stadiju bolesti, a viSe (0.87 ug/L) kod bolesnika u
CP-B+C dekompenziranom stadiju, izmedu skupina nije postignuta statisticki
znacajna razlika (p=0,207) (Slika 5.). Nasi podaci ukazuju da postoji slaba pozitivha
korelacija izmedu koncentracije ADMA-e u serumu i pojedinih stadija tezine bolesti
temeljem CP Kklasifikacije (r=0.284, p=0.007) kao i srednje jaka pozitivha korelacija s
MELD stadijima (r=0.328, p=0.002) (Slike 6. i 7.). To govori u prilog dosadasnjih
studija na manjem brojem bolesnika s alkoholnom cirozom kao i studije na 90
bolesnika s cirozom razliCitih etiologija, koji ukazuju na pozitivhu korelaciju izmedu
ADMA-e i klini¢kih stadija ciroze temeljenih na CP klasifikaciji ili MELD scoru (Lluch i
sur. 2004. Bajaj i sur. 2013). Objasnjenje porasta ADMA-e pogorSanjem ciroze
temelji se na studijama koje ukazuju da je u cirozi je znaCajno smanjenja ekspresija
jetrene DDAH-1, glavnog enzima koji razgraduje ADMA-u. To ima za posljedicu
poviSenje koncentracije hepatalne ADMA-e, jaCu inhibiciju aktivhosti eNOS i sinteze
NO koiji je vazan je faktor u razvoju portalne hipertenzije (Gupta i sur. 1998; Sarela i
sur. 1999). Medutim paradoksalno u cirozi poviSene su razine obje molekule, i NO i
ADMA-e, stoga ovo na$e istraZivanje treba nadalje proSiriti u tom smjeru. Naime,
pokazalo se da je povecana produkcija NO jedan je od glavnih faktora u smanjenju
splanhi¢ne rezistencije. Utvrdeno je da poviSena koncentracija NO inhibira aktivnost
DDAH i dovodi do akumulacije ADMA-e, stoga se smatra da je poviSenje razine
ADMA-e u cirozi kompenzatorni mehanizam koji dovodi do smanjenja

hiperprodukcije NO, kao protuteza ekscesivnoj vasodilataciji (Leiper i sur. 2002).

U zakljuCku ADMA i NO usko su vezani uz promjene vezane za vaskularni endotel,

te su njihove promjene pokazatelji vaskularne disfunkcije.

Dosadasnje studije pokazuju da je jetra vazan organ u metabolizmu ADMA-e. ADMA
je endogeni inhibitor NOS-a te promjene u jetri mogu utjecati na razinu ADMA-e i
posljedi¢nu sintezu NO. Medutim jo$ uvijek nedovoljno je razjaSnjena njihova uloga
i mehanizmi vezani uz vaskularnu disfunkciju u cirozi. Uznapredovalo ostecenje u
cirozi jetre dovodi do akumulacije ADMA, naruSavanjem njezinog normalog
metabolizma. PoviSene razine ADMA-a mogu doprinjeti povecanoj vaskularnoj
rezistenciji u jetri i progesiji jetrene bolesti putem svoji poznatih vaskularnih ucinaka.

Stoga regulacija metabolizma ADMA-e moZe predstavljati potencijalu terapijsku
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opciju lije€enja vaskularne disfunkcije u cirozi, Sto otvara put mnogim buducim

studijama.
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