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1. UVOD



1.1. RENIN ANGIOTENZIN SUSTAYV (RAS)

Istrazivanja Tigerstedta i Bergmana (1) jo§ krajem 19. stolje¢a ukazala su na ulogu
bubrega u regulaciji krvnog tlaka. Ovi autori, izvodec¢i eksperimente na psima, pokazali su da
intravenska aplikacija sirovog ekstrakta kore bubrega, kojoj su dali naziv "renin", rezultira
znaCajnim porastom krvnog tlaka. Kasnija istrazivanja Goldblatta i suradnika (2) pokazala su
da suzenje renalne arterije u psa dovodi do kroni¢ne arterijske hipertenzije. Nakon niza
bezuspjesSnih pokusaja da se pasivnom imunizacijom Zivotinja to stanje korigira, opada interes
za dalja istrazivanja RAS-a. Tek nakon otkri¢a angiotenzin konvertiraju¢eg enzima i uvodenja
radioimunoloske analize renina ponovo je poraslo zanimanje za istrazZivanja uloge bubrega u
razvoju arterijske hipertenzije. To je dovelo do otkri¢a Citavog niza enzima, peptida i
kofaktora koji su izgradili koncept klasicnog renin-angiotenzin sustava ( RAS ) (3) (Slika 1.)
kao niza medusobno ovisnih reakcija koje po€inju s proreninom i zavrSavaju nastankom
angiotenzina. Tijekom vremena, bilo je sve viSe dokaza o povezanosti ovog sustava sa
simpatiCkim Ziv€anim sustavom, prostaglandinskim sustavom i kalikrein-kinin sustavom (3).
Rezultati novijih istrazivanja ukazuju na postojanje potpuno novih peptida, enzima koji tvore
te peptide, novih receptora i novih funkcija, ve¢ ranije detektiranih receptora unutar ovog

sustava stvarajuci tako novi koncept klasicnog RAS-a (4-11) (slika 2.).



Slika 1. Koncept ""klasicnog" renin-angiotenzin sustava
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Slika 2. ""Novi"' koncept klasicnog renin agitenzin sustava
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Danas RAS nije viSe poznat samo kao cirkuliraju¢i hormonalni sustav koji regulira promet
elektrolita, tekucine i arterijski tlak, sudjeluju¢i tako u patofiziologiji kardiovaskularne i
bubrezne bolesti. Tijekom posljednjih nekoliko godina sve je veci naglasak na RAS kao
poseban parakrini/autokrini sustav na razini tkiva, poznat kao lokalni, tkivni RAS, koji
funkcionira potpuno neovisno o komponentama RAS-a u sustavnoj cirkulaciji. Studije su
pokazale vaznost tkivnih RAS-a u mozgu, srcu, bubrezima, perifernim krvnim Zzilama (12-
18), reproduktivnim organima, fibroblastima i makrofagima (19) te u retini i cilijarnom tijelu
oka (20). Bitan preduvjet ovog koncepta jest da se od svih komponenti kaskade lokalnog
RAS-a, angiotenzin II mora stvarati isklju¢ivo lokalno, u tkivu, i u njemu se vezivati na ANG
IT receptore membrana stanica u kojima se stvara (autokrino djelovanje) ili na receptore
susjednih stanica (parakrino djelovanje) (16). Iako jo$ puni proturjecnosti, posljednjih su
godina objavljeni radovi koji ukazuju na mogucénost postojanja cijelovitog intracelularnog
RAS-a, tzv. intrakrinog RAS-a, ¢ije se komponenete ne trebaju izlucivati u izvanstanicni
prostor da bi zapocele biolosko djelovanje (21).

Klini¢ka istrazivanja klasicnog renin-angiotenzin sustava ukazala su na promjene
aktivnosti razine pojedinih komponenti ovog sustava u razli¢itim patofizioloskim stanjima.

Posljedica toga su znacajni pomaci u dijagnostici i terapiji razli¢itih bolesti (22-25).
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1.1.1. Angiotenzinogen

Supstrat renina, angiotenzinogen (AGT), je glukoprotein plazme, molekularne mase
oko 61000, koji sadrzi oko 14% ugljikohidrata (3). Biosinteza ovoga o,-globulina se zbiva u
jetri, odakle dospijeva u plazmu (3). Ovaj slijed je potvrden znatnim smanjenjem
koncentracija AGT u serumu nakon parcijalne hepatektomije ili trovanja kloroformom.
Biokemijska istraZzivanja su dokazala postojanje dva oblika angiotenzinogena, koji se
razlikuju u molekularnoj masi, Michaelisovoj konstanti i elektroforeznoj migraciji (3).

Postojanje cijelovitih lokalnih, tkivnih RAS-a ukazuje i na lokalno stvaranje AGT
nezavisno o procesu njegova nastajanja u klasi¢nom, cirkulacijskom RAS-u (12-18).

Mehanizam koji kontrolira razinu AGT u plazmi joS nije poznat. Pretpostavlja se da bi
angiotenzin II mehanizmom pozitivne povratne sprege mogao poticati biosintezu
angiotenzinogena u jetri. Neki autori ukazuju na postojanje plazmatskog ¢imbenika nazvanog
y-globulin, koji potie sintezu AGT kod nefrektomiranih Zivotinja. Eskperimentalno je
dokazano da razina glukokortikoida u plazmi pozitivno djeluje na proizvodnju AGT u jetri
(3).

Klini¢ka istrazivanja su pokazala da je razina AGT u plazmi smanjena u bolesnika s
cirozom jere, nefrotskim sindromom i Addisonovom boles¢u (3) Smanjenje koncentracije
AGT u plazmi zapaZeno je kod Zivotinja 1 nakon adrenektomije 1 hipofizektomije (3). Porast
razine tog glukoproteina utvrden je u trudno¢i, u Cushingovu sindromu, malignoj hipertenziji
te poslije davanja ACTH, hormona kore nadbubreZne Zlijezde, ekstrogena i poslije bilateralne

nefroktomije (3).
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1.1.2. Prorenin

Prorenin je prethodnik aktivnog renina, a nastaje u jukstaglomerularnim stanicama odakle se
moze izluc¢iti u cirkulaciju ili pak deponirati u stanicnim granulama. Omjer renin-prorenin je u
tim stanicama i do 1:10 (26-27). Prevodenje neaktivne molekule prorenina u aktivnu
molekulu renin, odvija se izvan cirkulacije, u endoplazmatskoj mrezici jukstaglomernih
stanica bubrega djelovanjem aktivirajuceg enzima slicnog tripsinu (3).

Jo$ uvijek nema dovoljno podataka o ulozi prorenina u fizioloskim i patofizioloSkim
zbivanjima u ljudskom organizmu (27). Sealy i suradnici (28) su prvi ukazali na mogucnost
akitvne vazodilatacijske uloge prorenina kao protuteZe vazokonstrikcijskom ucinku
angitenzina II. Visoke koli¢ine prorenina nadene su u tekucini folikula ovarija (29), ali
moguca uloga u reprodukciji joS je uvijek nepoznata. Visoke vrijednosti nadene su i u plazmi
bolesnika s dijabetesom tipa I, osobito u onih s krvozilnim komplikacijama (30). SniZene
vrijednosti prorenina Sealy je dokazao u plazmi hipertenzivnih bolesnika u odnosu na

normotenzivne (28).

1.1.3. Renin

Renin klasi¢nog, cirkulirajueg RAS-a, je visokospecificni proteoliticki enzim
molekularne tezine 42000 — 49000 koji se stvara 1 pohranjuje u citoplazmatskim zrncima
specijaliziranih mioepitelnih stanica jukstaglomerularnog aparata (31). Te su stanice
smjeStene u zidu renalnih aferentnih arteriola na mjestu njihovog ulaska u glomerul (31).
Renin odvaja od N-terminalnog kraja AGT dekapeptid, nazvan angiotenzin i (31). Reakcija
renin - angiotenzin zbiva se u cirkulaciji, a brzina te reakcije zavisi neposredno od koli¢ine

AGT u plazmi. PoluZivot renina u plazmi iznosi oko 15 minuta (31). Manje koli¢ine prorenina
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i renina nadene su i u neferktomiranih bolesnika (32), Sto ukazuje na njihovo izvanbubrezno
podrijetlo.

Kontrola izlu¢ivanja renina bila je dugi niz godina predmet opseznih istrazivanja pa se
znanja o tom mehanizmu dopunjuju i mijenju (31). Danas prevladava stav da izluCivanje
renina klasi¢nog cirkuliraju¢eg RAS-a kontrolira nekoliko sustava, a zavisno od fizioloskih
uvjeta jedna od njih obi¢no preuzima dominantnu ulogu. Tobian i suradnici (32) prvi su
iznijeli pretpostavku da jukstaglomerularne stanice bubrega djeluju kao mehanoreceptori, koji
reagiraju na promjenu perifernog tlaka u bubrezima. Van Dongen i Peart (33) su upozorili na
mogucnost da inhibicija sekrecije renina agiotenzinom II nije posljedica renalne
vazokonstrikcije, ve¢ da predstavlja mehanizam zavisan o ulasku izvanstani¢nog kalcija u
jukstaglomerularne stanice.

Velik broj radova pokazuje da makula densa, koja djeluje kao osjetljiv senzor za Na™ i
CI, reagira na promjenu koncentracije elektrolita u tubularnoj tekucini i na oslobadanje renina
iz jukstaglomerularnih stanica. Vander i Miller (34) su pokazali da se povecano oslobadanje
renina zbiva u odgovoru na smanjeno optereéenje Na® u tubularnoj tekuéini na razini makule
dense. Sli¢ne rezultate dobili su i drugi autori (35-36).

Vazno mjesto u regulaciji lucenja renina zauzima simpaticki ZivC€ani sustav, jer
stimulacija bubrezne inervacije ili infuzija kateholamina povecava sekreciju renina (37).
Pretpostavlja se da simpaticka inervacija bubrega moZe mijenjati oslobadanje renina u
razli¢itim uvjetima, ali da ona nije nuZzna za oslobadanje renina iz jukstaglomerularnih
stanica. Daljnja istraZivanja su pokazala da podrazivanje adrenergi¢kih B receptora potice
oslobadanje renina, dok najnoviji podaci pokazuju da aktivacija unutrastani¢nih o receptora

koci oslobadanje renina iz jukstaglomerularnih stanica.
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Promjena koncentracije elektrolita, posebno Na*, K* i Ca™, ima odredeni utjecaj na
sekreciju renina (38). Nedavna istraZivanja su pokazala da prostaglandinski sustav ima
znaCajnu ulogu u kontroli izlu¢ivanja renina. Prostaglandini PGE, i PGI, povecavaju
aktivnost renina u plazmi i neposredno utjecu na njihovo oslobadanje iz jukstaglomerularnog
aparata mehanizmom pozitivne povratne sprege (39). Potvrdeno je i inhibitorno djelovanje
angiotenzina II i antidiuretskog hormona na mehanizam sekrecije renina.

Za renin se dugo mislilo da osim pretvorbe AGT u angiotenzin i sam po sebi nema
direktnog fizioloSkog djelovanja. Medutim, nedavna su istraZivanja (12-18) u sklopu koncepta
lokalnih, tkivnih RAS-a, po prvi put pokazala da se ovaj enzim vezuje na reninske receptore
memebrana mezangijskih stanica u kulturi izazivaju¢i stani¢nu hipertofiju i povecanje razine
inhibitor-1 aktivatora plazminogena (9,10). Receptori su gradeni od 350 aminokiselina s
jednom transmembranskom domenom koja specificno veze prorenin i renin. Osim na
mezangijskim stanicama u bubregu, pronadeni su i na membranama glatke muskulature
koronarnih i bubreznih arterija (11).

U klini¢koj praksi, odredivanje plazmatske aktivnosti renina posluzilo je kao pouzdan
parametar prilikom postavljanja dijagnoze nekih vrsta sekundarnih hipertenzija.

Bolesnici s esencijalnom hipertenzijom mogu se podijeliti u grupe s niskom,
normalnom i visokom plazmatskom reninskom aktivnosc¢u, $to je znacajno u lijeCenju i
prognozi bolesti. U gotovo u 90% bolesnika koji su imali pove¢anu plazmatsku aktivnost
renina u sklopu renovaskularne hipertenzije, nakon operativnog zahvata doSlo je do
normalizacije krvnog tlaka (25). Nadeno je znacajno povecanje plazmatske aktivnosti renina u
krvi bubreznih vena sa zahvacene strane u bolesnika s hemangiopericitomom ili
nefroblastomom. Povecanje aktivnost renina u plazmi dokazano je kod ciroze jetre (40),
kongestivne sréane bolesti (16), nefrotskog sindroma u tijeku normalne trudnoce i tijekom

primjene estrogenskih kontracepcijskih sredstava (40).
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SniZena plazmatska aktivnost renina odredena u bolesnika s primarnim

aldosteronizmom znacajan je diferencijalno-dijagnosticki nalaz (41).

1.1.4.Angiotenzin I

Angiotenzin i (ANG 1) je dekapeptid koji nastaje kao proizvod reakcije renin —
angiotenzinogen (3. Angiotenzin i utjeCe na povecanje proizvodnje kateholamina u meduli
nadbubrezne Zlijezde izaziva perifernu vazokonstrikciju djelovanjem na srediSnji Ziv€ani
sustav, dok direktnim u¢inkom izaziva vazokonstrikciju u bubreznoj cirkulaciji (3). Sudjeluje

i u autoregulaciji protoka kroz bubrege (3).

1.1.5. Angiotenzin konvertirajuci enzimi

Angiotenzin konvertiraju¢i enzim (ACE, prema engl. angiotensin corverting enzyme),
poznat i pod nazivima peptidil-dipeptid hidrolaza, kininaza II, peptidaza P ili
karboksikatepsin, jedan je od kljucnih enzima sustava RAS-a koji ima znacajnu ulogu u
metabolizmu vazoakitvnih peptida (42). Javlja se u tri izoenzimska oblika: o — izoenzim koji
se nalazi u krvi i potie iz endotela plu¢nih krvnih Zila, dok su f i y — izoenzimi prisutni u
razli¢itim strukturama bubreZnoga tkiva (42). Ve¢ina ACE-a se javlja u membranski vezanom
obliku (42) na plazma membranama razli¢itih tipova stanica kao Sto su endotelne stanice
krvnih Zila, mikrovilozna Cetkasta strana epitelnih stanica poput stanica proksimalnih kanali¢a
u bubregu ili na membranama neuroepitelnih stanica (42). Znatno manja koli¢ina ACE-a

javlja se u topivom obliku (42).
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ACE je kiseli glukoprotein s 8-12% ugljikohidrata, molekularne teZine oko 150000 i
izoelektricne tocke oko 4,5 (42). U aktivnom sredisStu, ACE sadrZi ion cinka koji je veoma
vazan za aktiviranje enzima (42). ACE se moze aktivirati i pomo¢u Co, Mn i CI (42), a
inhibiraju ga kompetitivno razni peptidi iz otrova juznoamericke zmije Bothrops jaruraca,
razni sulthidrini spojevi i EDTA (42). Kataliticka esencijalna funkcionalna grupa, aktivno
mjesto ACE, sadrzi arginin, tirozin, lizin, glutaminsku kiselinu i kompleksno vezan ion cinka.
Optimalni pH za ACE je nesto iznad neutralne sredine (pH 7-8), ali mu enzimska aktivnost
naglo opada u kiseloj sredini. Pad aktivnosti se dogada zbog disocijacije cinka, odnosno
njegova udaljavanja iz aktivnhog centra. Metodama molekularne biologije ustanovljen je
redoslijed aminokiselina u ovom enzimu. ACE izoliran iz endotelnih stanica ¢ovjeka pokazuje
dvije homologne domene C i N koje su aktivni centri ACE, ali je kinetika njihove inhibicije
razliita (42).

Aktivnost ACE je prisutna u gotovo svim krvozilnim tkivima (42). Otkrivene su
znatne razlike u aktivnosti ovog enzima kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Pomocu
imunofluorescentnih antitijela Caldwell i1 sur. (43) su proucavali distribuciju ACE u
organizmu. Najveca prisutnost ACE nadena je u plu¢ima. gdje je smjeSten u kaveolama
membrana na luminalnoj povrSini endotelnih stanica (slika 3) za koji je vezan elektrostatskim
silama (43). Visoka aktivnost ACE utvrdena je i u epitelnim stanicama proksimalnih i
sabirnih tubula bubrega, kao i u epitelnim stanicama tankog crijeva (19). Nadena je i znatna

akitvnosti ACE u testisima te epididimisu, kao i u spermi (44).
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Slika 3. Shematski prikaz krvoZilne lokalizacije ACE u pluc¢ima
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Istrazivanja su pokazala da se u ljudskom i Zivotinjskom mozgu nalaze sve
komponente renin — angiotenzin sustava pa i sam ACE, osobito u neurohipofizi, korpus
striatumu i1 u supstanci nigri, a kasnije i u drugim podrucjima mozga (45). Utvrdeno je da
krvno-moZdana barijera sprjecava prijelaz ACE-a iz plazme u moZdano tkivo (45).

Visoka specificna aktivnost ACE odredena je i u krvnim zilama nadbubrezne Zlijezde
(45), retine i pleksus korioideusa (20). Smatra se da sustav renin-angiotenzi u oku ima vaznu
ulogu u regulaciji o¢nog krvotoka (20).

Eksperimentalno je potvrdeno da frakcija serumskog ACE potje¢e iz kaveola
membrana endotelnih stanica krvnih Zila pluc¢a, ali manjim dijelom i iz drugih tkiva (46).

ACE je prili¢no nespecifican metaloenzim, koji uglavnom odvaja dipeptide i tripeptide
od razliCitih peptidnih supstrata. Supstrati za tu peptidazu su angiotenzin I, bradikinin,
enkefalin, supstancija P, faktor koji oslobada luteiniziraju¢i hormon, hemoregulatorni peptid,
kemotakti¢ni peptid, lanac B inzulina i ¢itav niz drugih supstrata (47). Ipak, glavna fizioloska
uloga ACE je odvajanje dipeptida histidil-leucin od C-terminalnog kraja angiotenzina i i
stvaranje snaznog vazokonstriktornog oktapeptida, angiotenzina II (47).

Ovaj enzim takoder inaktivira vazodilatatorni nonapeptid bradikinin u sustavnoj
cirkulaciji, odvajanjem dipeptida fenilalanin-arignina od C-terminalnog kraja peptidnog lanca
(48). Prilikom prolaska kroz sustav plu¢nih kapilara, supstrat angiotenzin i i bradikinin,
dolaze u izravan kontakt s ACE-om smjeStenim u kaveolama krvoZilnog endoteola. Neki
istrazivaci ukazuju da se u tijeku prolaza kroz plu¢nu cirkulaciju, samo 20-40% angiotenzina
prevede u angiotenzin II (49). Ipak, smatra se da je proces prevodenja angiotenzina i u
angiotenzin II tako uc¢inkovit da se u fizioloSkim granicama oko 80% angiotenzina 1 tijekom

jednog prolaska krvi kroz krvoZzilno korito pluca prevede u angiotenzin II (49).
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Izvanpluéna konverzija angiotenzina i je prilino brza ¢emu u prilog govori podatak da
intravenska primjena angiotenzina 1 u arteriju ekstremiteta dovodi do trenutne
vazokonstrikcije distalno od mjesta davanja (49).

Novi tip ACE-a oznacen kao ACE-2 je po prvi put opisan 2000. godine (50,51), a
smjeSten je na membranama stanica razli¢itih tkiva, prvenstveno na membranama sré¢anih
miocita, endotelnihi i epitelnih stanica bubrega te stanica testisa (50,51). Radi se o cink-
metaloproteinazi koja se sastoji od 805 aminokiselina, gradom i biokemijskim osobina vrlo
sli¢noj ACE-u. Kao i ACE, ACE-2 prevodi bradikinin u inaktivni [des-Arg’] bradikinin. Za
razliku od njega, ACE-2 ne prevodi ANG i u ANG II (51) ve¢ hidrolizira ANG 1 u
angiopeptidazu ANG (1-9), a ANG II u angiopeptidaze (1-7) (50,51), koje imaju posebne,
novootkrivene bioloske aktivnosti. Ovi uéinci ACE-2 na potpuno nov nalin osvjetljavaju
patofizioloSke mehanizme kardiovaskularnih i bubreznih bolesti, poglavito hipertenzije

(50,51).

1.1.5.1. Klinicki znacaj ACE

Ispitivanja serumske aktivnosti ACE u zdravih osoba nisu pokazala dosljednost
rezultata. Lieberman i sur. utvrdili su vecu serumsku aktivnost ovog enzima u Zena nego u
muskaraca (52). Drugi autori nisu zapazili spolne i rasne razlike serumske aktivnosti ACE u
zdravih osoba (53,54). Prema nekim autorima, serumska aktivnost ACE se ne mijenja u Zena
tijekom trudnoce, dok su drugi istrazivaci utvrdili snizenje aktivnosti toga enzima u tijeku
prva dva tromjesecja trudnoce (55).

U razdoblju od rodenja do petnaeste godine Zivota serumska aktivnost ACE prili¢no je
ujednacena (56). Utvrdene su znatno vece vrijednosti serumske aktivnosti enzima u odraslih u

odnosu na vrijednosti odredene u djece (56). U adeloscenata starosne skupine od 15-18
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godina, vrijednosti serumske aktivnosti ACE su izmedu vrijednosti odredenih u djece i
odraslih (56). Nasuprot tome, neka su istrazivanja pokazala da je serumska aktivnost ACE
obrnuto proporcionalna u odnosu na starost ispitanika (42).

Ispitivanjem dnevnih varijacija serumske aktivnosti ACE u zdravih osoba, tijekom

dvanaest tjedana, utvrdeno je da nema znacajnijih promjena serumske aktivnosti ovog enzima

(51).

1.1.5.2. Znacaj angiotenzina konvertirajuceg enzima u nekim patofizioloskim stanjima

Serumska aktivnost ACE-a se mijenja u razli¢itim patofizioloSkim stanjima (tablica
1.). Lieberman i suradnici (57) prvi su zapazili znacajan porast serumske aktivnosti ACE u
bolesnika s pluénom sarkoidozom $to je kasnije potvrdeno i u drugim istraZivanjima (58,59).
Stoga je odredivanje serumske aktivnosti ACE u ovih bolesnika postala rutinska pretraga u
klinikama diljem svijeta, jer se taj parametar potvrdio kao veoma dobar pokazatelj za
postavljanje dijagnoze bolesti (59). Njegovim odredivanjem dobiva se uvid u tijek bolesti i
prac¢enje ucinka primjenjene terapije. Silverstein i suradnici su utvrdili povecanje serumske
aktivnosti ACE u skupini od 9 bolesnika oboljelih od Gaucherove bolesti (60). Lieberman i
Rea su pocetkom osamdesetih godina proslog stolje¢a ukazali na porast serumske aktivnosti
enzima u 15 od 26 nelijeCenih bolesnika oboljelih od lepre (61). Daljnja istraZivanja su
pokazala porast serumske aktivnosti ACE u bolesnika s oboljelih od akutne ili subakutne
milijarne tuberkuloze (62) i u osoba oboljelih od silikoze i1 azbestoze (63). Schweisfurth i
suradnici odredili su povecanu serumsku aktivnost ovog enzima u 50% bolesnika s
esencijalnom arterijskom hipretenzijom (64). Ti autori su zapazili pozitivnu korelaciju izmedu
serumske aktivnosti ACE-a i sistolickog, srednjeg arterijskog i dijastolickog krvnog tlaka, kao

i negativnu koleraciju izmedu serumske aktivnosti ACE-a i plazmatske reninske aktivnosti,
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Radovi Osborna i Studera (65,66) i suradnika nisu pokazali znacajan porast serumske
aktivnosti ACE u bolesnika s aterijskom hipertenzijom. Istrazivanja su pokazala da i u
hipertireozi dolazi do povecanja serumske aktivnosti ACE-a (67). Porast serumske aktivnosti
ACE-a zapazen je i u bolesnika sa Se¢ernom bolesc¢u (68). Raff i suradnici otkrili su porast
serumske aktivnosti ACE-a kod nekih koznih bolesti, kao §to su psorijaza i lihen planus (69).

SniZzenje serumske aktivnosti ACE zapaZeno je u djece s akutnim respiratornim
distresnim sindromom (70), u bolesnika s bronhalnom astmom, kroni¢nim bronhitisom i
pluénim emfizemom (71) te u bolesnika s cisticnom fibrozom pluc¢a i s karcinomom pluca
(72), bolesnika s Hodgkinovom bolesti nekim limfomima (73), a postoje i podaci da je
serumska aktivnost ACE znacajno sniZena i u bolesnika s hipotireozom (74).

Navedene Cinjenice pokazuju da su istrazivanja serumske aktivnosti ACE u razli¢itim

bolestima predemt velikog zanimanja. znanstvenika.

Tablica 1. Promjene serumske aktivnosti ACE u nekim bolesnim stanjima

Povecana aktivnost ACE Smanjena aktivnost ACE
aktivna sarkoidoza fibroza pluca
silikoza emfizem pluca
azbestoza bronhijalna astma
Morbus Gaucher kroni¢ni obstruktivni bronhitis
lepra opstruktivni ikterus
Morbus Hodgkin karcinom pluca
virusni hepatitis multipli mijelom
ciroza jetre leukemije
hipertireoza maligni limfomi
psorijaza hipotireoza

lihen planus
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1.1.5.3. Aktivnost ACE u bolestima jetre

Uloga sustava renin-angiotenzin u nastanku jetrene bolesti malo je poznata usprkos
¢injenici da se u jetri stvara angiotenzinogen, polazni peptid ovog sustava.

Dosadasnja istrazivanja serumske aktivnosti ACE-a su pokazala da se aktivnost ovog
enzima mijenja u razli¢itim bolestima jetre. Prve podatke o promjeni serumske aktivnosti
ACE-a u bolestima jetre dali su Schweisfurth i Wenze (75). Oni su nasli porast serumske
aktivnosti ACE-a u bolesnika s virusnim hepatitisom i u bolesnika s cirozom jetre, Sto su
kasnije potvrdili i drugi autori (76,77). Daljnja istrazivanja u ovom podrucju su pokazala da se
serumska aktivnost ACE-a povecava u bolesnika s akutnim hepatitisom, kroni¢nim
perzistentnim i kroni¢nim aktivnim hepatitisom a da se smanjuje u bolesnika s opstrukcijskom
zuticom (77).

Sakata i1 suradnici (78) su odredivali serumsku aktivnost ACE-a u 76 zdravih
ispitanika i 107 bolesnika s kroni¢nim bolestima jetre i usporedivali dobivene rezultate s
rezultatima konvencionalnih testova karakteristi¢nih za kroni¢ne bolesti jetre. Dokazali su da
je odredivanje serumske aktivnosti ACE-a jedan od najboljih pokazatelja aktivnosti kroni¢nih
bolesti jetre. Istrazivanja Podwysockog i sur. (79) pokazala su znacajno povecanje serumske
aktivnosti ACE-a u skupinama bolesnika s akutnim i kroni¢nim virusnim hepatitisom, s
cirozom jetre 1 s intrahepatickom kolelitijazom. Istodobno, nisu zapazili promjenu serumske
aktivnosti ACE-a u bolesnika s ekstrahepatickom kolelitijazom. Stoga su zakljucili da
odredivanje serumske aktivnosti ACE-a moZe posluZiti kao pouzdan test u diferencijalnoj
dijagnozi Zutice pri bolestima parenhima jetre u odnosu na Zuticu uzrokovanu

ekstrahepatickom patologijom.
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Nasa su istrazivanja pokazala da je serumska aktivnost ACE-a statisticki znacajno
povisena u bolesnika s cirozom jetre, a statisticki znac¢ajno sniZena u bolesnika s cirozom jetre
i HCC u odnosu na aktivnost ovog enzima odredene u zdravih ispitanika (80). Ovi rezultati
ukazuju na moguénost klini¢ke primjene odredivanja serumske aktivnosti ACE kao jednog od
tumorskih obiljezivaca za ranu detekciju HCC, posebice u skupini bolesnika s cirozom jetre.
Posljednjih godina sve je viSe radova koji pokazuju da lokalni RAS u jetri, odnosno ANG II,
sudjeluje u procesu nastanka jetrene fibroze zapocinjuéi proliferaciju i kontrakciju stelatnih

(Ito) stanica u jetrenim sinusima (81,82,83).

1.1.6. Angiotenzin II

Angiotenzin II (ANG 1I), oktapeptid po strukturi, glavni je izvrSni hormon renin-
angiotenzin sustava (slike 1.1 2.) (14). Svoje fizioloSke ucinke pokazuje vec pri koncentraciji
od 100 pg/ml plazme, a u organizmu se veoma brzo razgraduje djelovanjem grupe peptidaza,
nazvanih angiotenzinaze (14). Poluzivot ANG II odreden in vivo traje 1,5 — 3 minute. Za
njegovu fiziolosku aktivnost od narocitog je znacaja nazocnost fenil — alanina u poloZaju 8,
kao 1 prisutnost slobodne karboksilne skupine na C-terminalnom kraju peptidanog lanca (84).
Na temelju ovih zapaZanja, sintetizirani su mnogobrojni kompetetivni inhibitori angiotenzina
I, koji su dali nove mogucnosti za bolja i potpunija istraZivanja renin-angiotenzin sustava,
kao i za neke terapijske primjene u klinickoj praksi (85,86).

Ucinci ANG II (tablica 2; slika 2.) ovise o vrsti receptora na koje ovaj enzim djeluje.
Metodama molekularne biologije dokazana su Cetri tipa receptora za angiotenzin II: tipl

(AT)), tip 2 (ATy), tip 3 (ATs3) i tip 4 (ATy) (s1.2.) (87).
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Istrazivanja AT, receptora su znatno olakSana nedavnim otkri¢em njihovih selektivnih
antagonista (48). Spadaju u grupu sedam-transmembranskih receptora vezanih za G proteine i
javljaju se u dva oblika: - AT, 1 ATy (87). Izravnim ucinkom ANG II na AT; receptore
glatkih miSica krvnih Zila izaziva snaznu vazokonstrikciju (88-92), a na AT receptore kore
nadbubreZne Zlijezde potice stvaranje i luCenje aldosterona (93). U srzi nadbubrezne Zlijezde
preko ATI1 receptora pojacava lucenje kateholamina (94). ANG II preko AT, receptora
sprjeCava ponovno upijanje noradrenalina na simpatickim ziv¢anim zavrSecima $to dovodi do
povecane aktivnosti simpatikusa (94). Aktivacijom AT-1 receptora, ANG II stimulira stani¢nu
proliferaciju i stvaranje ekstracelularnog matriksa (87).

Donedavno se malo znalo o strukturi i funkciji AT, receptora. Pripadaju grupi od
sedam transmembranskih receptora vezanih za G proteine s niskim postotkom istovjetnosti u
aminokiselinskim sekvencama s ATj, svega oko 35% (95). Jako su izraZeni u fetalnim
tkivima, a u odraslih u bubrezima, nadbubreznim Zlijezdama, srcu, mozgu, miometriju i
ovarijalnim folikulima koji su u atreziji (96,97). Izravnim djelovanjem na AT, receptor u
membranama glatkih miSi¢nih stanica krvnih Zila, ANG II izaziva vazodilataciju (98,99). Isti
ucinak ANG II ostvaruje stimuliranjem nastanka bradikinina i duSi¢nog oksida posrednim
djelovanjem na ovoj receptor (100,101). Preko AT, receptora,u krvnim Zilama ANG II
izraZzava antiproliferativne i apoptoticke ucinke na stanice glatke muskulature Sto ukazuje na
znacCaj AT, receptora za rast i razvoj (102).

Uloga AT;receptora joS nije do kraja istraZena, dok stimulacijom AT, receptora ANG

II potice vaskularni integritet (87).
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1.1.7. Angiotenzin (1-7)

Angiotenzin (1-7) — ANG (1-7), heptapeptidni fragment ANG II, jedan je od glavnih
peptidnih produkata kako cirkulirajueg tako i tkivhog RAS-a (103). Nastaje iz ANG i
djelovanjeme razliCitih peptidaza ukljucujuéi neutralnu endopeptidazu (NEP) i prolil-
endopeptidazu (PEP) ili iz ANG 1I djelovanjem ACE-2 (50,51) (slika 2.). Iako specificni
ANG (1-7) receptor nije kloniran, postoji niz fizioloskih dokaza njegova postojanja i nedavna
izvjeS¢a ukazuju da se najvjerojatnije radi o endogenom ligandu vezanom za G proteine
stanice (103).

ANG (1-7) reagira i sa AT; i AT, receptorima tako Sto se moZe blokirati s
antagonistima ova dva receptora (103). Glavni ucinci ANG (1-7) su uglavnom suprotni
ucincima koje ANG II ima vezujuéi se za AT, receptore. ANG (1-7) djeluje vazodilatacijski
poticu¢i vezivanje bradikinina na njegov receptor (104,105) i oslobadanjem dusSikovog oksida
iz endotelnih i glatkih miSi¢nih stanica krvnih Zila (106-108). Koc¢i proliferaciju endotelnih
stanica u krvnim Zilama (107). Novija istraZivanja su pokazala znacajne u¢inke ANG (1-7) u
srediSnjem Ziv€anom sustavu, kao §to su polidipsija, pojacano lucenje antidiuretskog hormona
i ACTH, oslobadanje acetilholina iz mozdane kore aktivacija neurona u supraoptickim

jezgrama (109).
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1.2. ENDOTELINI

1.2.1. Sinteza endotelina

Endotelini ¢ine skupinu endogenih peptida, slicne su grade te imaju snazno i
dugotrajno vazokonstrikcijsko djelovanje. Razlikuju se tri peptida gradena od 21
aminokiseline: endotelin 1 (ET-1), endotelin 2 (ET-2) 1 endotelin 3 (ET-3) (110). Prvotno su
izolirani iz kulture endotelnih stanica svinjske aorte (111). Kasnija istraZivanja su pokazala da
je sinteza endotelina rasprostranjena u brojnim tkivima. Tako je mRNA za ET-1 nadena u
srcu, pluc¢ima, jetri, slezeni, Zelucu, tankom i debelom crijevu, miSi¢ima i testisima (112,113).
ET-3 ima najviSe u srediSnjem Ziv€anom sustavu osobito u anteroventralnom dijelu
periventrikularne zone treCe komore te u supraoptickim neuronima (112,113). Za ET-2
mRNA je nadena u Zelucu, tankom i debelom crijevu, gusteraci te u misi¢ima (113).

Svaka od izoformi endotelina kodirana je zasebnim genom. Ljudski gen za ET-1
nalazi se na kromosomu 6, za ET-2 na kromosomu 20, a za ET-3 na kromosomu 1 (110).

Biosinteza endotelina (slika 4.) pocinje stvaranjem pre-pro-endotelina (pre-pro-ET),
koji se u Covjeka sastoji od 212 aminokiselina, a gen za njegovo kodiranje smjeSten je na
kromosomu 6. i sadrzava 5 egzona. U endoplazmatskoj mreZici se pod djelovanjem
specificnih endopeptidaza pre-pro-endotelin hidrolizom pretvara u pro-endotelin (pro-ET)
koji ima 38 aminokiselina (110). Njegova daljnja sudbina je dvojaka: dio pro-endotelina
nastalog u stanici se ve¢ intrastani¢no preraduje u zreli endotelin (ET), a dio se izlucuje u
nepromjenjenom obliku te se u perifernim tkivima pretvara u zreli oblik (110). Pretvorbu pre-
ET u ET obavlja neutralna peptidaza, ovisna o metalima i smjeStena je na stani¢noj membrani
i u endoplazmatskoj mreZzici (114,115). Ta peptidaza nazvana i enzim pretvorbe endotelina
(Endothelin Converting Enzyme-ECE) katalizira samo hidrolizu pro-ET, ali ne i drugih

peptida (114,115). Njenim djelovanjem uz zreli ET nastaje i bioloSki nedjelatni C-ulomak
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(114,115). Sve je vise dokaza za postojanje razlicitih formi ECE koje se medusobno razlikuju
prema afinitetu za pojedine endoteline (116). Mnogi ¢imbenici koji induciraju ili koce sintezu

endotelinske mRNA u endotelnim stanicama prikazani su u tablici 3. (117-124).

Slika 4. Biosinteza i lucenje ET

hormoni  ¢imbenici rasta trenje hipoksija

1 [ ] pre-pro-ETgen [ |
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2 l endopeptidaze I—-—
enzim

pretvorbe | —

endotelina

ML
UL

vazokonstrikcija

(1) Neposredni proizvod transkripcije jest pre-pro-endotelin. (2) Odcjepljenjem peptida s
njegovih krajeva nastaje pro-endotelin. (3) Enzim pretvorbe, koji se nalazi na membrani
endotelin stanica, pri lucenju pro-endotelina odcjepljuje njegov zavrsni peptid i tako ga
pretavara u endotelin, (4) koji se veZe na membranske receptore glatkih miSi¢nih stanica
krvnih zila i uzrokuje vazokonstrikciju.
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Slika 5. Struktura molekule ET-1,ET-2 i ET-3

ET1 i ET2 medusobno se razlikuju u samo dvije aminokiseline a ET1 1 ET3
u 6 aminokiselina



Slika 6. Mehanizam djelovanja endotelina
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Endotelne stanice luc¢e pro-endotelin (PRO-ET), koji djelovanjem enzima pretvorbe (EP)
prelazi u endotelin. Endotelin se veZe na endotelinske A-receptore na membranama glatih
miSiénih stanica krvnih Zila. Djelujuéi putem fosfoinozitolskog glasnickog sustava povecava
unutarstani¢nu koncentraciju Ca ™" i izaziva kontrakciju miSi¢nih stanica i vazokonstrikciju.
Vezajuc¢i se na endotelinske B-receptore na membranama endotelnih stanica, endotelin potice

lu¢enje dusikovog monoksida (NO) i prostaciklina (PGI) koji izazivaju vazodilataciju.
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Tablica 3. Cimbenici koji utjecu na lucenje endotelina

Poticu luc¢enje ET-1 Koce lucenje ET-1
inzulin
adrenalin
HORMONI
ADH
angiotenzin II
trombin atrijski natriuretiki
citokini (interleukin 1) peptid (ANP)
5 ¢imbenici rasta (TGF-o 1 dusikov monoksid (NO)
MIJESNI CIMBENICI
TGF-B)
endotksini
slobodni radikali
hipoksija pojacano strujanje krvi
hipovolemija (fluid shear stress )
FIZIKALNI UTJECAIJI

viskozno povlacenje(trenje)

endotela

Osnovna strukturna znacajka molekule ET-a su dva disulfidna mosta izmedu 4
cisteinska ostatka (Cys; 1 Cys;s te Cysz 1 Cys; 1) zbog Cega se stvara petlja koja ukljucuje 15
aminokiselina (slika 5.) (110). U petlji se nalazi i skupina od 6 do 8 polarnih aminokiselinskih
ostataka. Ostatak molekule ET-a je linearan, hidrofilan i ¢ini najsacuvaniji dio molekule u
razlicitih izoformi ET-a. ET-2 se od ET-1 razlikuje samo u 2 a ET-3 u 6 aminokiselinskih

ostataka potvrdujuci tako veliku sli¢nost medu pojedinim izoformama ET u ¢ovjeka (110).
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Strukturno vrlo sli¢an ljudskim endotelinima je sarafotoksin S6b, zmijski otrov vrste
Actraspis engaddensis, koji u Zrtve izaziva koronarnu vazokonstrikciju i smrt zbog ishemije i
infarkta miokarda (112). Ta izrazita medusobna podudaranost u strukturi i aminokiselinskim
slijedovima kao i podudarnost pojedinih izoformi ET-1 u razli¢itih Zivotinjskih vrsta
odrazavaju jake selekcijske utjecaje tijekom evolucije kojima su ET bili izloZeni, §to opet
upucuje na vaznost bioloske uloge endotelinskog sustava.

Endotelini se izluc¢uje na dva nacina: konstitutivno i regulatorno (112). Konstitutivnom
lucenju je svojstvena sporija promjena veliCine luCenja nakon primjene odgovarajuceg
podrazaja (125). Ovaj, za ET najces¢i tip nadzora nad izluCivanjem, podrazumijeva
prepisivanje gena za pre-pro-ET ili povecanje stabilnosti mRNA za pre-pro-ET (112).
Primjer regulatornog nacina izlu¢ivanja je ET pohranjen u sekretornim zrncima neurohipofize
iz kojih se vrlo brzo prazni nakon odgovaraju¢eg podrazaja (125). Jednom stvoren ET-1 u
endotelnim stanicama krvnih Zila secernira kroz bazolateralnu membranu potvrdujuéi pri
tomu svoju polarnost sekrecije. Od pocetka primjene podrazaja za lucenje ET do promjene u

veli¢ini njegove sekrecije potrebno je 3 i vise sati (110).

1.2.2. Receptorski sustav za endoteline i njihovi signalni sustavi

Receptori za endoteline otkriveni su u brojnim tkivima i organima poput krvnih Zila,
srca, nadbubreznih Zlijezda, bubrega, mozga, pluca, jetre i drugim organima (126).

Otkrivena su tri endotelinska receptora: vazokonstrikcijski ETy receptor i
vazodilatacijski ETp receptor (sl.6) (126). Oba pripadaju superporodici G protein-ovisnih
receptora. NeSto kasnije je otkriven i ET¢ receptor Cija je funkcija 1 distribucija joS uvijek u

potpunosti nejasna (127).
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Prema aminokiselinskom slijedu i osjetljivosti na agoniste i antagoniste dokazana je
selektivnost i razliCitost u funkcijama navedenih receptora za pojedine izoforme ET (126).
ETA receptor veze ET-1 i ET-2 s ve¢im afinitetom nego ET-3. S druge strane, ETg receptor
pokazuje jednake afinitete za sve tri izoforme endotelina, dok se ET¢ receptor selektivno
aktivira samo vezanjem ET-3 (127). Posljednjih godina, opisuju se ve¢ i podtipovi ETg
receptora: ETp; i ETp, (128), koji se razlikuju u selektivnosti pokazujuéi pri tomu i
odgovarajuce specificne bioloske efekte. Podudarnost aminokiselinskih slijedova izmedu
razli¢itih podtipova ET receptora unutar iste bioloske vrste iznosi oko 50% (128), dok za istu
podvrstu receptora u razlicitih vrsta iznosi 80-90% (107).

Osobitost endotelinskih receptora je dug N-pocetak. On sadrzi signalni slijed koji
omogucuje pravilni smjestaj molekule u stani¢noj membrani i podlozan je glikozilaciji za
koju se smatra da je vazna u odredivanju osjetljivosti receptora na njegove ligande. Pojedine
podvrste ET receptora se najviSe razlikuju u aminokiselinskim slijedovima u podrucju N
pocetka 1 izvanstanicnih petlji, dok je najveca slicnost izrazena u slijedovima
transmembranskih podrucja (130). N-pocetak s izvanstanicnim petljama tvori vezno mjesto za
ligande (131). Tako je u slucaju ET4 receptora, za vezivanje ET-1 uz N-pocetak i to njegov
dio uz memebranu, bitan i C-kraj drugog transmembranskog odsjecka (132). Na ETp
receptoru vezno mjesto za ET-3 tvore druga i treca izvanstanicna petlja kao i C-kraj drugog
transmembranskog odsjecka receptora (133,134). Podatci o veznom mjestu ET¢ nisu poznati.

Unutarstanic¢ni dijelovi molekule su citoplazmatske petlje 1 C-kraj. Za prijenos poruke
dobivene vezanjem ET glavna je sprega receptora s G proteinima. Vezno mjesto za G proteine
tvori tre¢a citoplazmatska petlja koja je kod ET receptora kratka u usporedbi s drugim
receptorima ove vrste. C-kraj sadrZi nekoliko serinskih 1 treoninskih ostataka koji mogu biti

fosforilirani pod uticajem proteinkinaza, $to je ujedno i jedan od vidova nadzora nad brojem i
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afinitetom receptora (135). Cisteinski ostatci C-kraja mogu biti palmitoilirani Sto je vazno za
ukotvljenje receptora u stanicnu membranu (135).

Danas je posve jasno da su razni bioloski ucinci endotelina posredovani aktivacijom
razli¢itih puteva prijenosa signala koji vjerojatno doprinose i razliCitosti odgovora na njihove
podrazaje. Djelovanje endotelina (slika 6.) preko ETs-receptora na membrani glatkih mis¢énih
stanica krvnih Zila aktivira sustav fosfolipaze C ovisne o fosfatidilinozitol 4,5-bisulfatu (136)
koja povisuje koncentraciju slobodnog unutarstani¢nog Ca™ i koc¢i njegovo izbacivanje iz
stanice s posljedicnom vazokonstrikcijom (137). Ovom ucinku endotelina prethodi
kratkotrajni vazodilatacijski u¢inak. Njega izaziva autokrino povratno djelovanje endotelina
preko ETg-receptora na membranama endotelnih stanica Sto onda prolazno potiCe stvaranje
prostaciklina i duSikovog monoksida (NO) koji izazivaju vazodilataciju (slika 6.). U jetrenim
stanicama, sr¢anim miSi¢énim stanicama, glatkim miSi¢nim stanicama krvnih zila kao i
stanicama malog mozga aktivaciju sustava fosfolipaze C endotelinom posreduju G proteini
razreda Gq (138-140) dok u astrocitima, glatkim miSi¢nim stanicama nekih krvnih Zila i
mezangijskim stanicama sustav fosfolipaze C aktiviraju G proteini razreda G; (141,142).

U epitelnim stanicama bubrega, ovarija i nekim drugim stanicama, endotelini preko
ET, ili ETg receptora aktiviraju fosfolipazu A2 stvarajuci pri tome arahidonsku kiselinu s
posljedi¢nim oslobadanjem razli¢itih eikozanoida kao $to su prostaglandini, leukotrijeni i
tromboksan (143).

Nedavne su studije pokazale da endotelini mogu aktivirati membranski povezane
proteine kao Sto su Grb2 ili pp60 za koje se zna da zapocinju kaskadu fosforilacije, dovodeci

do izravne rane genske ekspresije 1 stanicne proliferacije (144).
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1.2.3. Izvanjetreni ucinci ET-1

Raznovrsnost u¢inaka ET-1 omogucena je njegovim pretezno parakrinim, ali manjim
dijelom i autokrinim nac¢inom djelovanja, Sto potkrepljuje Cinjenica da su na membranama
stanica koje proizvode ET-1 vrlo Cesto smjeSteni i receptori za ET-1 ili u njihovoj
neposrednoj blizini (145,146). Osim toga, koncentracije ET-1 u plazmi su vrlo malene,
izraZene u pikomolarnim vrijednostima koje su puno manje od nanomolarnih kocentracija
koje su potrebne za poticanje razliCitih bioloskih efekata ET-1 (145), Sto istiCe vaznost
autokrinog djelovanja ET-1. PoluZivot ET-1 je kratak, svega oko jedne minute nakon Cega se
odstranjuje plu¢ima, jetrom i ostalim organima procesom koji je djelomi¢no ovisan o
internalizaciji s ETg receptorom (147).

Ucinci ET-1 na organe i organske sustave (tablica 4.) mogu se podijeliti na
kratkorocne (sekrecija, miSi¢na kontrakcija, upravljanje stanicnim transportom i sli¢no), te
dugorocne koji ukljucuju nadzor nad ekspresijom gena (hipertrofija stanica, mitogeneza i

sli¢no) (112).
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Uloga endotelina u patofiziologiji nekih poremecaja prikazani su u tablici 5.

Tablica 4. Ucinci endotelina na organe i organske sustave

Organ ili organski sustavi Uc¢inak endotelina
krvne Zile neposredan vazokonstrikcijski u¢inak
stani¢ne kulture mitogeni uc¢inak

vazokonstrikcija koronarnih Zila

kardiovaskularni sustav pozitivno kronotropno djelovanje

pozitivno inotropno djelovanje

vazokonstrikcija aferentne 1 eferentne arteriole
bubrezi smanjenje bubrezZnog protoka plazme

smanjenje glomerularne filtracije
disSni sustav vazokonstrikcija krvnog Zilja pluca i bronhiola
srediSnji Zivéani sustav vazokonstrikcija cerebralnih arterija

povecanje lucenja renina, aldosterona i adrenalina
endoKrini sustav
poticaj stvaranja ANP
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Tablica 5. Uloga endotelina u nastajanju nekih poremecaja

Poremecaji za koje postoje ¢vrsti eksperimentalni dokazi o ulozi endotelina

infarkt miokarda

akutno zatajenje bubrega
ciklosporinska nefrotoksi¢nost
Raynaudova bolest

koronarni vazospazam

astma

primarna pluéna hipertenzija

fibroza u bolestima jetre

Poremecaji za koje postoje slabiji eksperimentalni dokazi o ulozi endotelina:

esencijalna hipertenzija
bubrezna hipertenzija

hipertrofija lijeve klijetke
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1.2.3.1. Ucinci na kardiovaskularni sustav i respiratorni sustav

ET-1 je najsnaZniji trenutno poznat vazokonstriktor. Izaziva kontrakciju arterija i vena
Sto povecava ukupni periferni otpor i srednji arterijski tlak (148). Kontrakciji Cesto prethodi
prolazna vazodilatacija. Vazokonstrikcija izazavana ET-2 trajnija je od one izazvane ET-1 i
ET-3, dok ET-3 izaziva snazniju vazodilataciju u odnosu na ET-1. Vazokonstrikcija je
posredovana pretezno ETA receptorima, a vazodilatacija ve¢inom ETg receptorima
smjeStenim na glatkim miSiénim stanicama stjenki krvnih Zila (149). Na srce djeluje pozitivho
inotropno i kronotropno.

ET-1 preko ETa ; ETg receptora u bronhima i dusniku djeluju bronhokonstriktorno

(150).

1.2.3.2. Neuroendokrini ucinci

ET-3 je najzastupljeniji endotelin u srediSnjem Ziv€anom sustavu. Lokalno oslobodeni
endotelini utjecu na lucenje hormona hipofize (151). Tako ET-3 koci lu¢enje prolaktina, a ET-
1 djeluju¢i preko ETa receptora poti¢e luenje gonadotropina, hormona rasta, tireotropina i

vazopresina (151).

1.2.3.3. Ucinci na stanicni rast

ET-1 je najsnazniji poznati mitogen za mezangijske stanice (152,153). Potice

proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica, fibroblasta i kardiomiocita pa je moguce da sudjeluje u

razvoju ateroskleroti¢nog plaka i hipertrofije srca (153,154). ET-3 je snaZan mitogen za

endotelne stanice krvnih Zila (156). Mitogeno djeluje i na neke stani¢ne tumorske linije (157).
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1.2.4. U¢inci ET-1 na jetru

1.2.4.1. Endotelinski receptori u jetri

Dosadasnja su istrazivanja pokazala razli¢itu rasprostranjenost receptora za ET-1 na
membranama jetrenih stanica, ponajvise tipa ETg (137). Dokazani su na membranama
endotelnih stanica sinusoidnih kapilara, jetrenih stelatnih stanica (HSC, prema engl. Hepatic
stellate cells, Ito stanice, stanice skladiSta masti-lipociti), epitelnih stanica Zu¢nih kanala te
endotelnih stanica portalnih vena (158). IstraZivanja na kulturama stanica su pokazala da je
najgus¢a mreza receptora za ET-1 na membranama HSC (159,160) gdje su nadene obje vrste
receptora - ETA 1 ETg. U manjem obimu oba ova receptora nadena su i na membranama
hepatocita (159,160), dok je na membranama Kupfferovih i endotelnh stanica sinusoidnih
kapilara dokazan samo ETg receptor (159).

Mjesta sinteze ET-1 u jetri su razli¢ita i ukljucuju endotelne stanice sinusoidnih
kapilara, HSC te epitelne stanice zu¢nih vodova (161,162,163,164). U bioptatu zdrave jetre
covjeka, imunohistokemijski i in situ hibridizacijom zabiljezena je vrlo slaba ekspresija ET-1
u mezenhimalnim stanicama sinusoidnih kapilara kao i u epitelnim stanicama zZuc¢nih vodova
(161,163). Nasuprot tomu, u cirozi jetre porast sinteze ET-1 u endotelnim stanicama
sinusoidnih kapilara i HSC je izrazito velik, ¢emu u prilog govore i poviSene vrijednosti

mRNA za ET-I izolairane iz HSC u bioptatu ciroticne jetre Stakora (159).
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1.2.4.2. Ucinci ET-1 na regulaciju protoka u jetri

Danas su na eksperimentalnim modelima i stani¢nim kulturama dobro prouceni ucinci

ET-1 na protoke krvi u jetri, u fizioloSkim i patofizioloSkim uvjetima .

Endotelinom inducirana kontrakcija HSC

U normalno gradenoj jetri, HSC su smjeStene u Disseovom prostoru ponaSajuci se
prema endotelnim stanicama sinusoidnih kapilara kao neka vrsta jetrenih pericita s velikom
sposobnoscu pretvorbe u druge stanice(165-167). Ovo potkrepljuje ¢injenica da u kroni¢nim
bolestima jetre, HSC prolaze fenotipsku aktivaciju i postizu svojstvo glatkog misi¢a kao §to je
stvaranje o-aktina glatkog miSi¢a. Nekoliko je studija pokazalo da ET-1 potice reverzibilnu
kontrakciju aktiviranih HSC u kulturama posredovano intrastaniénim poviSenjem Ca™ preko
sustava receptora koji do sada joS uvjek nisu sa sigurnoSc¢u to€no identificirani (168,169).
PoviSenje intracelularnog Ca*™ i posljedi¢na kontraktilnost HSC ljudskog podrijetla znatno
slabi primjenom BQ-123 NT antagonista ET s receptora (161).

Iz svega navedenog proizlazi da tijekom kroni¢nih bolesti jetre ET-1 regulira protok

sinusoidama stimulirajuci kontrakciju aktiviranih HSC.

ET-1 kao regulator jetrene mikrocirkulacije

Na modelu izolata jetre perfudirane kratkotrajnom infuzijom ET-1 u portalnu

cirkulaciju, izazvan je znacajan i dugotrajan porast portalnog tlaka (170-172). Na istom

modelu i infuzija etanola poti¢e porast tlaka u veni porte koji se smanjuje nakon injiciranja
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anti-ET-1 antiseruma (173). Ovaj eksperiment potvrduje da upravo lokalno oslobadanje ET-1
potice konstrikciju jetrene vaskulature.

Nedavna su istrazivanja videomikroskopijom koja omogucava direktno mjerenje Sirine
sinusoidalnih prostora pokazala da se u zdravih eksperimentalnih Zivotinja infuzijom ET-1 u
venu porte, uz konstrikciju sinusoidnih kapilara koja rezultira preraspodjelom sinusodalnog
protoka dogada i presinusoidalna konstrikcija portalnih venula (174). Zanimljiva je ¢injenica
da je maksimalno suZenje lumena sinusoidnih kapilara segmentalno i to na mjestima gdje se
medusobno dodiruju endotelne stanice i HSC, Sto upucuje na to da se inaktivine HSC
normalne jetre, pod uticajem ET-1 aktiviraju i kontrahiraju (171). Sinusoidalna kontrakcija

posredovana je ET 4, a presinusoidalna kontrakcija portalnih venula ETg receptorima (175).

Uloga ET-1 u ishemijsko-reperfuzijskom oStecenju jetre

Ishemijsko-reperfuzijska oStec¢enja jetre koja se javljaju tijekom transplantacije jetre
povezana su s promjenama mikrocirkulacije u jetrenom tkivu kada se u uvjetima hipoksije
pojacano stvara ET-1 u endotelnim stanicama (176). Naime, u eksperimetalno induciranom
ishemijsko-reperfuzijskom osteCenju jetre, prekidom portalnog krvotoka, biljezi se veoma
brzi porast ET-1 u hepatalnoj i portalnoj venskoj krvi ukazuju¢i na porast sinteze ovog

peptida i u jetri i u splahni¢nom podrucju (176,177).

1.2.4.3. Ucinci ET-1 na Kupfferove stanice i na endotelne stanice sinusoida

Vezanje ET-1 za ETy receptor membrane Kupfferove stanice uzrokuje njihovu

relaksaciju, aktiviraju¢i membransku fosfolipazu A2 s posljediénim povecanjem stvaranja

prostaglandina E2 i trombocit-aktivirajueg Cimbenika rasta (178-179). Vazodilatacijskim
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ucinkom prostaglandin E2 relaksira aktivirane HSC (180), $to ukazuje na mogucu kontrolu
negativnom povratnom spregom (180).

Funkcija ETgp receptora endotelnih stanica sinusoida joS uvijek u cijelosti nije
istrazena. Na temelju vazodilatacijskog ucinaka ovog receptora na drugim vaskularnim
lokalizacijama, moze se pretpostaviti da, oslobadanjem NO, poznatog snaznog vazodilatatora,

ETjg receptor sudjeluje u relaksaciji aktiviranih HSC (181,182).

1.2.4.4. Ucinci ET-1 na protok Zuci

Nekoliko radova je pokazalo da visoke koncentracije ET-1 usljed smanjivanja jetrenog
protoka krvi reduciraju protok zuci (172,174,183) Sto vjerojatno ima ulogu u patogenezi
kolestatske bolesti jetre. Za razliku od toga, nize koncentracije ET-1 povecavaju protok zuci
ovisno o koli¢ini Zu¢nih kiselina u hepatocitima, vjerojatno stimuliraju¢i vezikularne

transportne mehanizme hepatocita (184).

1.2.4.5. Glikogenoliticki ucinci ET-1

Vezanje ET-1 za ETp receptor membrane hepatocita aktivira se fosfolipaza C Sto

dovodi do IP3-potaknutog oslabadanja Ca ™ uz istovremeno inhibiranje kalcijeve pumpe i

blokiranja izbacivanje Ca*" iz stanice (137). Kona¢ni rezultat navedenih zbivanja je snaZna i

dugotrajna aktivacija glikogenolize (185).
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1.3. PATOFIZIOLOGIJA JETRENE FIBROZE

Stani¢na arhitektura zdrave jetre ukljucuje epitelne stanice - hepatocite, endotelne
stanice sinusoidnih kapilara obiljeZene fenestrama ili porama, tkivne makrofage-Kupfferove
stanice(KC) te perivaskularne mezenhimalne stanice nazvane stelatne stanice koje su kljucne
fibrogene stanice. Ovi su stani¢ni elementi organizirani unutar mikrovaskularne jedinice sa
subendotelnim Disseovim prostorom odvajajuci hepatocite od sinusoidalnog endotela (slika 7.
i 8.) (186-189). U zdravoj jetri ovaj prostor sadzi ekstracelularni matriks (ECM) sli¢an
bazalnoj membrani. Osim njegove dobro poznate funkcije osiguravanja turgora mekih tkiva i
¢vrstoce skeletnih tkiva, ECM osigurava supstrate za koje se stanice mogu vezivati, migrirati i
proliferirati utjecuci tako izravno na oblik i funkciju stanica(190). Kao i ve¢ina ECM-a, i
jetreni je ECM graden od Cetri komponenete: kolagena, pretezito fibriliranog kolagena tip i
(36%) i tipa Il (36%), elastina, adhezivnih glikoproteina ukljucujucéi fibronektin, lamninin,
trombospondin, tenascin i undulin te proteoglikana koji se sastoje od glikozaminoglikana
(heparin sulfat, dermatan sulfat, hondroitin) vezanih kovalentnom vezom za proteinsku jezgru
(191). Mogu se na¢i i glikozaminoglikani bez proteinske jezgre kao $to je hijaluronska
kiselina ili mogu biti i sastavni proteini membrane i tako modulirati stani¢ni rast i
diferenciranje (191). Na primjer, sindekan integralni protein memebrane, veZe kolagen,
fibronektin, trombospodin 1 neke faktore rasta.

Faktori ukljuceni u procese fibroze jetre obuhvacaju najmanje dva signala, jedan
topljivi 1 drugi netopljivi (190). Topljive su molekule ve¢inom polipeptidni faktori rasta i
inhhibitori rasta. Netopljivi su prethodno navedeni faktori ECM-a koji zajednicki djeluju kao
regulatori stani¢nog rasta i diferencijacije. Tijekom procesa fibroze dolazi do kvantitativnih i
kvalitativnih promjene u sastavu jetrenog ECM-a. Cjelokupni se sadrzaj kolagenih i

nekolagenih komponenti uveca trostruko do peterostruko uz popratnu promjenu tipa ECM-a u
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subendotelijalnom prostoru. Naime, matriks niske gustoce, slican bazalnoj membrani, prelazi
u intersticijski tip matriksa koji sadrzi obilje fibriliranih kolagena (190).

Fibrogena se kaskada uvjetno moze podijeliti u vise faza: aktivacija KC i HSC,
migracija i proliferacija, HSC, snteza i odlaganje komponeneti ECM, remodeliranje oziljnog

tkiva, kontrakcija ozZiljnog tkiva te apoptoza HSC (187).

Slika 7. Shematski prikaz nacela grade jetre.
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Prikazan je jetreni reZnji¢: gredice jetrenih stanica, Zu¢ni vodovi, krvne zile, krvne i
limfne Zile te Disseovi limfni prostori (prema Guyton AC, TaYLOR ae, Granger HI:
Circulatory Physiology, 1. sv.. Dynamycs and Control of the Body Fluids,
Phyladelphia: WB Saunders Co, 1975).
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Slika 8. Mikroanatomija jetrnih stanica
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1. Aktivcija KC stanica

Aktivirane KC u oSte¢enoj jetri proizvode citokine i faktore rasta koji poti¢u

proliferaciju HSC i hepatocita i/ili su kemotakti¢ni za upalne stanice i HSC (189,192).

Njihova je izlu¢ivanje potaknuto endotoksinima, toksinima, imunim kompleksima i razli¢itim

upalnim procesima. Svoje ucinke usmjeruju u dva smjera: mogu djelovati na istu stanicu

(autokrini efekt) i na stanice u neposrednoj blizini (parakrini efekt). KC proizvode glavni

regulator fibrogeneze - transformirajuci faktor rasta Bl (TGF-pI). Njegovo se povecano

stvaranje u KC odrZava autokrinim a u inicijalnoj fazi aktivacije HSC, parakrinim efektom Sto

rezultira odrZzavanjem visokih razina citokina u oStecenoj jetri (192).
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U in vivo uvjetima, neaktivne KC zdrave jetre izmedu ostalog sprjecavaju porast
endotoksina. Stoga su u bolesnika s oSte¢enom jetrom i aktivnim KC, razine endotoksina u
krvi znatno vece (193).

KC se aktiviraju i u alkoholom induciranom ostecenju j etre. Sve je viSe dokaza da su
ovako aktivirane KC uklju¢ene u poticanju enzimatskog sustava citokrom P-450 u
hepatocitima, ukljuc¢uju¢i i CYP 2E1 $to rezultira njegovom aktivacijom (194,195). Ovaj
enzim metabolizira etanol i ubrzava njegovu eliminaciju uz stvaranje acetaldehida i slobodnih
radikala (195). Postoje tvrdnje da etanol poti¢e CYP 2E1 i u KC (194) Sto ukazuje na
mogucnosti da KC sudjeluju u metabolizmu etanola, pove¢anom formiranju lipoperoksida i
reaktivnih kisikovih radikala koji oStec¢uju hepatocite i/ili aktiviraju HSC. One imaju znatno
jacu mo¢ fagocitoze u odnosu na KC zdrave jetre.

Svi navedeni mehanizi aktivacije KC za posljedicu imaju povecanje sekrecije citokina
kao Sto su tumor nekrotiziraju¢i faktor-o. (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) , interleukin-1(IL-1) i
onkostatin M (OSM) (193. Ovi citokini imaju glavnu ulogu u inicijalnoj aktivaciji HSC i/ili u
povecanju njihovog kapaciteta u proizvodnji komponenti ekstracelularnog matriksa. Naime,
upravo oni regukiraju ekspresiju mRNA za ol kolagen u HSC ¢ime se ubrzava promjena
normalnog ECM u ECM s obiljem fibriliarnog kolagena (196).

Oslobadanje citokina i faktora rasta koji su vezani uz komponente ECM-a, dovoljni su
za otpocinjanje i odrzavanje aktivacije KC i HSC. Citokini i kemokini, kao Sto su IL-8, faktor
stimulacije kolonije, monocitni kemotaktivni protein-1 i leukotrieni, igraju klju¢nu ulogu u
privlacenju neutrofila i monocita na osteceno mjesto (197-199). Ove upalne stanice, zajedno s
aktiviranim KC, nastavljaju stvaranje citokina i faktora rasta koji su potrebni za odrzavanju
fibrogenskog odgovora.

U nekim kroni¢nim bolestima jetre nema jasnog upalnog odgovora jetre na oStecenje.
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2. Aktivacija HSC

U normalnoj jetri, HSC su pronadene unutar Disseovog prostora i ispod endotelnih
stanica 1 Cine 15% svih jetreni stanica. HSC tvore heterogenu grupu stanica koje su
funkcionalno i anatomski slicne, ali su razli¢ite u ekspresiji citoskeletnih filamenata, u
retinoidnom sadrZaju i svojim potencijalima u stvaranju ECM-a (200). One S$alju brojne
zvjezdolike nastavke i uspostavljaju direktni kontakt putem Cvrstih veza s drugim HSC i
hepatocitima i vjerojatno isto tako s endotelnim stanicama (201). U HSC su u obliku masnih
kapljica zajedno pohranjeni vitami A i trigliceridi (188). HSC tijekom oStecenja jetre prolaze
fenotipsku transformaciju poznatu kao aktivacija HSC (188). Aktivacija HSC je slozen proces
koji ukljucuje transkripcijske i posttranskripcijske dogadaje koji joS uvijek nisu do kraja
razjasnjeni. Ovaj proces je karakteriziran ispraZznjenjem skladiSta vitamina A i smanjenjem
retinol-vezujuceg proteina u HSC. Prisutne su morfoloske i funkcionalne promjene u
aktiviranim HSC koje su obiljeZene pove¢anom ekspresijom miogenih i neurogenih proteina i
transformacijom u visoko kontraktilne miofibroblaste (188).

Incijalnu fazu aktivacije HSC-a, kao Sto je ve¢ prije re¢eno, pokre¢u KC stvaranjem
citokina akutne faze upale — TNF-a, IL-6, IL-1 i OSM te reaktivnih oksidativnih
intremidijatora (ROI) (193), s posljedicnom prekomjernom ekspresijom enzima citokrom
P450 i CYP 2E1 u HSC i pove¢anom ekspresijom TGF-31 u HSC parakrinim procesima
(202).

Endotelne stanice igraju dvostruku ulogu u ranoj aktivaciji HSC. Ostecenje
sinusoidalnih endotelnih stanica poti¢e stvaranje posebnog oblika stanicnog fibronektina
(EIIIA izoforma) (203) koji ima aktivirajuci u€inak na HSC. Uz to, endotelne stanice tijekom
povecanja ekspresije 1 aktivnosti aktivatora urokinaznog plazminogena pretvaraju neaktivni

transformirajudi faktor rasta-f1 (TGF-I) u aktivni, fibrogeni oblik (204).
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Molekularnim pristupom u istraZzivanju genske regulacije HSC tijekom rane aktivacije,
identificirana je posebna skupina gena koji reguliraju njihovu aktivaciju: transkripcijski
faktor-ICAM-1, prionski protein, KLF6 i osnovni elementarni transkripcijski veZuci protein 1

(BTEBI) (205-207).

3. Migracija HSC

Aktivirane HSC usmjereno migriraju na mjesta oSteCenja vodene PDGF-BB i
monoctnim kemotakticnim proteinom-1 (MCP-1) (192,208). Proces kemotaktickog kretanja
HSC zahtjeva prisutnost aktivatora plazminogena, vjerojatno zbog pojaane degradacije

matriksa za vrijeme prolazenja aktiviranih HSC kroz ECM (204).

4. Fenotipski odgovori aktiviranih HSC

Odgovor aktiviranih stelatnih stanica na oSte¢enje jetre ukljuCuje: proliferaciju,
kontraktilnost, fibrogenezu, degradaciju matriksa, kemotaksiju, gubitak retinoida, oslobadanje
citokina i kemotaksiju bijelih krvnih stanica.

Proliferacija - povecanje broja HSC u oSteCenoj jetri javlja se dijelom lokalnom
proliferacijom kao posljedica vezivanja faktora rasta na tirozin kinaza receptore (RTKs).
Faktor rasta proizveden iz trombocita (PDGF) je najsnazniji medu faktorima rasta graden od
dvaju lanaca (A i B). UskladiSten je u o-granulama trombocita odakle se oslobada njihovom
aktivacijom. Medutim, PDGF proizvode i aktivirane HSC na kojima autokrinim efektom
stimuliraju povecéanje koli¢ina o i B oblika PDGF kao i broja njihovih o i  receptora, koji
imaju aktivnost protein kinaze. Rezultat je pojaCana proliferacija HSC (192,208) koju prati

neprekidni unos ekstracelularnog Ca ™" i poviSen unutarstani¢ni pH (209).
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Kontraktilnost - kontraktilnost HSC predstavlja vazan mehanizam povecanja portalne
rezistencije tijekom osStecenja jetre. Klju¢ni kontraktilni podrazaj za HSC je endotelin-1 (ET-
1), koji je dijelom autokrino deriviran. Uz svoj snazni kontraktilni ucinak, takoder regulira
proliferaciju HSC. ET-1 djeluje preko dva tipa receptora na stanicnoj membrani: ETA i ETp
receptora koji su izraZzeni kako na HSC u mirovanju tako i na membranama aktiviranih HSC.
Kontraktilnost aktiviranih HSC odvija se preko ETa receptora (161). Proliferacijski u¢inak
ET-1 na HSC u mirovanju korelira s poviSenom Ras/ERK aktivnos¢u, koja je blokirana s ET s
agonistima (210). Nasuprot tomu, ucinak inhibicije rasta ET-1 u aktiviranim HSC je
posredovan ETg receptorom preko prostaglandin/cAMP puta (211), koji vodi do silazne
regulacije ERK-a i c-Jun kinaze (JNK) (211).

Fibrogeneza - Transformirajuci faktor rasta (TGF, prema engl. transforming growth factor)
je obitelj veceg broja strukturno slicnih citokina koji imaju brojna bioloska djelovanja i igraju
vaznu ulogu tijekom razvoja, diferencijacije i remodeliranja tkiva (212). U pocetku su bili
izolirani iz virusno transformiranih stanica sarkoma, a smatralo se da su bili ukljuceni u
transformaciju normalnih stanica u karcinom(212). TGF-« je mitogen za razliite epitelne
stanice 1 fibroblaste in vitro i uzrokuje diobu jetrenih stanica in vivo (112). Stani¢nu diobu
stimulira vezanjem za specificni tirozin kinaza c-erb o-1 receptor na stanicnoj membrani.
TGF-p je prototip ove obitelji citokina s raznolikim i ¢esto puta suprotnim djelovanjima.
TGF-f luce razli¢iti staniéni tipovi, ukljucujué¢i endotel, makrofage, T limfocite i trombocite
(112). U zdravoj je jetri mRNA za TGF -BI i TGF -f32 prisutna pretezno u KC, dok je mRNA
za TGF -3 dokazana jedino u HSC (202). Hepatociti sadrze vece koli¢ine latentnog TGF -
p1, ali ne i mRNA za TGF -fI, §to ukazuje da TGF -fI nije proizveden u hepatocitima vec¢
unesen u njih. Tijekom fibrogeneze, razina TGF -fI je izrazito poviSena u HSC i endotelnim
stanicama, s napomenom znacajne razlike s obzirom na vrijeme proteklo od nastanka

oStecenja (202). Naime, mRNA za TGF -fI se zna¢ajno povecava nakon 24 sata od oSteéenja
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s maksimumom nakon 48 sati (nakon glavnog vala stani¢ne diobe hepaticita i pojave mitoze) i
vra¢a se na normalne vrijednosti za 72 sata (202). SnaZan je aktivator HSC (213) i inhibitor
rasta vecine epitelnih stanica pa i hepatocita zaustavljaju¢i ih u G1 fazi stani¢nog ciklusa
(214). Cini se da je ovaj njegov udinak posredovan transkripcijom gena c-myc najvjerojatnije
aktivacijom produkata supresorskog gena retinoblastoma. TGF-£1 takoder inhibira ekspresiju
faktora rasta hepatocita (HGF, prema engl. hepatocyte growth factor), inae vaznog
stimulatora hepatocitne proliferacije tijekom regeneracije te potiCe apoptozu u in vitro 1 in
vivo uvjetima (215,216). Povecava odlaganje ECM dvama mehanizmima: povecavanjem
sinteze proteina ECM, prvenstveno kolagena 1 fibronektina i povecanim stvaranjem inhibitora
proteaza te smanjivanjem ekspresije gena za razne metaloproteinaze (217,218). Svi ovi ucinci
zajedno pospjesuju proces fibrogeneze u jetri.

Molekularna zbivanja kojima TGF -f1 poti¢e proliferaciju HSC su veé¢im dijelom
poznata. Prvi korak ukljuc¢uje dimerizaciju dva tipa transmemebranskih receptora nazvanih tip
i i tip Il receptori sa serin/treonin fosforilacijom receptora tipa i (217). Fosforilacija ukljucuje
aktivaciju i/ili inaktivaciju brojnih kinaza i drugih proteina omogucujuci tako nastanak drugog
glasnika (217). Clanovi tzv. Smad obitelji proteina, posebno Smad 2, 3 i 4 su osnovne
komponente TGF -fI signalnog puta u HSC. Nakon fosforiliranja, Smad 2 i 3 sa Smad 4 tvore
heterooligomere pri ¢emu tako stvoren Smad kompleks regulira transkripciju vezuéi se
direktno na definirane DNA sekvence ili bez vezivanja na njih (217), s posljedicnom diobom
HSC. U njima TGF -fI stimulira stvaranje kolagena na transkripcijskoj razini mehanizmom
koji ne zahitjeva de novo sintezu proteina (219).

Medu novijim citokinima koji poti¢u fibrogenezu jetre posebno su znacajni fibrozin,
te CTGF (prema engl. conective tissue growt factor).

Fibrozin, zvan jos i fibroblast stimulirajuci faktor 1 je citokin kojeg proizvode CD4+

limfociti (220) i snazan je stimulator proliferacije HSC i fibroblasta te povecava ekspresiju
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mRNA za fibronektin u alkoholom osteéenoj jetri (221). Cinjenica da ovaj ¢imbenik rasta
povecava produkciju kolagena u fibroblastima bez ucinka na razinu ekspresije mRNA za
a1(I) kolagen, ukazuje da fibrozin djeluje na posttranskripcijskoj razini (222).

CTGF je cisteinom bogat faktor rasta izoliran iz ljudske kulture endotela umbilikalne
vene (223). SnaZan je stimulator proliferacije fibroblasta i sinteze ECM i njegova je
ekspresija poviSena u bolestima prekomjernog odlaganja vezivnog tkiva kao S$to je u slucaju
sklerodermije, plu¢ne i bubreZzne fibroze (224-226). Ovaj je faktor takoder izraZen i u
fibroti¢noj jetri gdje mu je glavno mjesto stavaranja HSC (227). Ekspresija CTFG je

pojacana u fibrobalstima tretiranima TGF -, a inhibirana je s TNF-o (228).

5. Remodeliranje jetrenog tkiva

Jetra sadrzi relativno male koli¢ine komponenata vezivnog tkiva, od kojih su
najzastupljeniji kolageni. Jetreni kolageni su uglavnom lokalizirani u portalnim i
perivenularnim segmentima mikrocirkulacije naspram sinusoida koje su omedene
fenestriranim endotelnim stanicama.

U cirozi jetre nalazi se 5 dolO puta viSe jetrenog kolagena tipa I, III, i IV s
formiranjem fibrila i fibronektina (187). Sinusoide se mijenjaju u kapilare uz gubitak
endotelnih fenestracija, ¢ime se smanjuje metabolicka izmjena tvari izmedu krvi i hepatocita
(187). Ove promjene u jetrenom ekosistemu mogu biti odgovorne za mnoge funkcionalne
poremecaje.

Jetra se od ostalih tkiva razlikuje po svojem odgovoru na osSte¢enje. Ako je oSteCenje
tako velikog intenziteta da odstranjuje znac¢ajnu masu funkcionalnog parenhima, prisutna je
regeneracija s potpunim obnavljanjem strukture i funkcije. OSte¢enja malog intenziteta koja

se ponavljaju i dovoljno su jaka da potaknu regenerativni odgovor, dovode do stvaranja
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oziljka. U oba tipa odgovora prisutno je povecanje sinteze, i odlaganja kolagena (229). Ipak,
odgovori se razlikuju po tipu stvorenog kolagena, mjestima odlaganja i intenzitetu
remodeliraju¢eg procesa. Dok se u regenerativnom odgovoru stvaraju kolageni potrebni za
stvaranje novih sinusoida i obnove ekosistema, u fibroti¢noj jetri, glavni kolagen prisutan u
oZiljnom tkivu je uglavnom kolagen tipa i (229). U regenerativnom odgovoru, prisutno je
aktivno remodeliranje a u cirotinoj je jetri remodeliranje ekstracelularnog matriksa
limitirajuc¢eg karaktera (299). Progresija fibroze mijenja hepati¢nu arhitekturu i dovodi do

ciroze i portalne hipertenzije.

6. Metaloproteinaze

Fibroza je aktivan proces i rezultat je poremecene ravnoteze izmedu povecane
produkcije ECM 1 stvaranje fibroznog ozZiljka s jedne te razgradnje proteina matriksa
regulirane metaloproteinazama s druge strane.

Glavni izvor metaloproteinaza su HCS, iako i KC doprinose povecanoj ekspresiji

mRNA pojedinih metloproteinaza.

6.1. Matriks metaloproteinaze (MMP)

Tri su glavne podgrupe matriks metaloproteinaza: kolagenaze — MMP-1 i MMP-13
(kolagenaza i i III), gelatinaze — MMP-2 i MMP 9 (kolagenaz IV ili gelatinaza A i gelatinaza
B) i stromelizini — MMP-3 i MMP-10 (stromelizin-1 ili tranzin i stromelizin-2) (230).

Kolagenaze razgraduju intersticijske kolagene (tip I, IIl i V) (230). Gelatinaze djeluju na
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kolagen bazalne membrane (tip IV) i gelatine, a stromelizini degradiraju niz suspstrata,

ukljucujuéi proteoglikane, laminin, gelatine i fibronektin (231).

6.2. Membranski tip metaloproteinaza (MT-MMP)

U jetri su od osobitog znacaja dva oblika memebranskih metaloproteinaza: MTI1-MMP
i MT2-MMP. U kroni¢nom hepatitisu, u manjem stupnju i u cirozi jetre, povecava se
ekspresija mRNA za MT1-MMP uglavnom u HSC, a u manjoj mjeri u KC, endotelnim
stanicama i hepatocitima (232). Glavno mjesto stvaranja MT2-MMP su hepatociti i epitelne
stanice bilijarnog sustava (233). Glavna uloga MT1-MMP u remodeliranju ECM ocituje se na
dva nacina — aktivacijom MMP-2 i MMP-3 te direktnim cijepanjem nekih proteina matriksa

kao sto je kolagen tipa i i III, fibronektin, laminin, gelatin i drugi (234).

7. Tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP)

Tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP) mogu vrlo brzo inhibirati aktivirane
metaloproteinaze. TIMP-1 luce aktivirane HSC i njegova se ekspresija povecava pod utjecajem
nekoliko citokina kao $to su TNF-a, TGF-B i OSM (235-237). Povecanje njegove ekspresije i
do nekoliko puta zabiljeZeno je u uzorcima jetrenog tkiva bolesnika s primarnom bilijarnom
cirozom, primarnim skleroziraju¢im kolangitisom i cirozom jetre (238). Razina TIMP-1 u ovih
bolesnika usko korelira sa stupnjem periportalne nekroze, portalne upale i stupnjem fibroze
jetre (239). Time HSC imaju primarnu ulogu u regulaciji i degradacji ECM i u produkciji

fibroznog tkiva. TIMP-2 luce aktivirane HSC i KC, a TIMP-3 iskljucivo hepatociti (235). Ova
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dva inhibitora metaloproteinaza se u odnosu na TIMP-1 javljaju u kasnijem vremenskom

periodu nakon jetrenog oStecenja (235).

8. Oporavak jetre i sudbina HSC

Tijekom oporavka jetre od akutnog oSte¢enja, broj aktiviranih HSC se intenzivno
smanjuje kako se obnavlja integritet tkiva. Ovo postavlja zanimljivo pitanje: Sto se dogoda s
aktiviranim HSC tijekom oporavka jetre i prekida procesa fibroze? Vracaju li se u prijasnji,
neaktivni oblik ili odumiru?

Moguca inverzija aktivne HSC u inaktivnu stanicu u posljednje vrijeme dobiva na
tezini otkricem pojacane indukcije interleukina 10 (IL-10) tijekom aktivacije HSC (240)
odnosno njegove sposobnosti smanjenja jacine upale i povecavanja aktivnosti intersticijskih
kolagenaza (240,241). S druge strane, regresija aktivnih HSC moze biti ostvarena uspostavom
normalnog subendotelnog ECM, jer je dokazano da HSC ostaju u stadiju mirovanja ako rastu
na podlozi supstrata bazalne membrane endotelnih stanica sinusoida (242).

Apoptoza je moguca sudbina aktiviranih HSC tijekom oporavka jetre i povezana je s
reduciranom ekspresijom TIMP-1 (243). S druge strane, HSC prolaze apoptozu tijekom

spontane aktivacije, usporedno s povisenom ekspresijom CD95, Bcl-2 i p53 (244).
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2. OBRAZLOZENJE TEME i CILJEVA ISTRAZIVANJA
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Kao Sto je ve¢ prethodno istaknuto, ET-1 dovodi do znacajnih hemodinamskih
promjena u jetrenoj cirkulaciji. Objavljeni su rezultati nekoliko istraZivanja u kojima je utvrden
porast koncentracije ET-1 u cirkulaciji bolesnika s cirozom jetre (245), poglavito u bolesnika s
ascitesnim oblikom ciroze udruzenom s hepato-renalnim sindromom (246). Novija su
istrazivanja na zivotinjskim modelima dokazala porast serumske koncentracije ET-1 i kod
opstrukcijske zutice (247).

Dosadasnja istraZivanja su pokazala da se aktivnost ACE mijenja u razli¢itim bolestima
jetre. U bolesnika s cirozom jetre kao i u onih s akutnim i kroni¢nim hepatitisom utvrden je
porast serumske aktivnosti ovog enzima (25) a smanjenje u bolesnika s opstrukijskom Zuticom
(26). Skupina japanskih istraZzivaca utvrdila je da je serumska aktivnost ACE jedan od
najpouzdanijih pokazatelja aktivnosti kroni¢nih bolesti jetre (27). U nedavno objavljenim
rezultatima nasSe istrazivacke skupine pokazali smo statisticki znacajan pad serumske aktivnosti
ACE u skupini bolesnika s cirozom jetre i hepatocelularnim karcinomom (HCC) u odnosu na
skupinu bolesnika s cirozom jetre u kojih je potvrden porast serumske aktivnosti ovog enzima
(28).

U procjeni stanja jetre, poglavito u cirozi s posljedicnom portalnom hipertenzijom,
ultrazvuk je jedan od bitnijih komponenti dijagnosti¢kog postupka. Dvodimenzionalna B-
slika daje uvid u morfoloske karakteristike, a procjena obojenim i power-doplerom
omogucuje i funkcionalnu analizu protoka krvi u krvnim Zilama jetre. U bolesnika s cirozom
jetre promjer zajedniCke jetrene arterije je veci a brzina protoka u veni porti je manja nego u
zdravih ispitanika (29). Mjerenje volumnog protoka u jetrenoj arteriji i veni porte (umnoZak
brzine prototoka i povrSine presjeka promatrane Zile daju volumen protoka krvi) je praceno
znaCajnom mogucno$¢u objektivnih i subjektivnih pogreSaka, stoga se u procjeni protoka sve
viSe rabe razni hemodinamski indeksi. U najces$¢oj su uporabi indeks otpora (RI, resistance

index), TAMV portalne vene (od engl. time averaged maximal velocity), indeks pulsatilnosti
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(PI, pulsatility index). Indeks otpora se izraCunava iz razlike sistolicke vrSne brzine i
enddijastolicke brzine podijeljene sa sistolickom vr§nom brzinom.

Hemodinamski odnos izmedu jetrene arterije i portalne vene moguce je prosuditi
pulsiraju¢im doplerom uzorkovanjem desne jetrene arterije i portalne vene 2 cm od ulaska
zile u jetru. Temeljem doplerskog spektra odreduje se APVR (aterio-portal velocity ratio )
koji je indikativan za cirozu ukoliko je vec¢i od 3 (30).

Navode se i druge mogucnosti objektivizacije hemodinamskog stanja u bolestima
jetre. Jetreni vaskularni indeks je omjer brzine protoka portalnom venom i indeksa
pulsatilnosti jetrenom arterijom koji se smanjuje u ciroze, a grani¢na mu je vrijednost 12
cm/s (31). Indeks kongestije (CI) je omjer povrSine presjeka portalne vene i brzine protoka u
njoj, a u cirozi je znacajno visi nego u zdravih (32,33). Doplerski perfuzijski indeks je omjer
volumena protoka arterijom hepatikom i venom portom, a vrijednosti preko 0,3 indikativne
su za stanja «arterijalizacije» organa, medu inim i za cirozu (34).

Iz do sada navednog proizlazi bitna tvrdnja da je ET-1 najsnazniji endogeni
vazokonstriktor koji u jetri dovodi do poviSenja portalnog tlaka. Ovaj autokrini/parakrini
hormon uzrokuje vazokonstikciju preko sinusoida zbog kontrakcije HSC, ali u patogenezi
portalne hipertenzije vazno je djelovanje ET-1 na portalne venule centralne vene te povecana
fibrinogeneza uzrokovana ovim peptidom. Porast koncentracije ET-1 nije zabiljeZen u
kroni¢énom hepatitisu, a porast u cirozi je u direktnoj korelaciji sa stupnjem teZine bolesti:
visi je u cirozi sa ascitesom nego bez ascitesa. Najvisi porast je zabiljeZen u cirozi s razvojem

hepatorenalnog sindroma.
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Sintezu ET-1 medu ostalim podstice i angiotenzin II, a suprimira ju dusi¢ni monoksid
(NO) 1 atrijski natriuretski peptid (ANP). Sinteza angiotenzina II odvija se pod kontrolom
ACE kao klju¢nog ¢imbenika RAS-a. ACE je kao i ET-1 poviSen u cirozi jetre, ali je za
razliku od ET-1 poviSen i u kroni¢nom hepatitisu.

U literaturi nema podataka o medusobnoj povezanosti ACE i ET-1, niti njihove
povezanosti s doplerski odredenim parametrima hemodinamskog stanja u krvnom optoku
jetrenih bolesnika.

Cinjenice navedene u prethodnom obrazloZenju odredile su ciljeve istrazivanja:

1. u tri razliCite skupine jetrenih bolesnika - steatoza, kronicni hepatitis i ciroza, odrediti
serumsku koncentraciju ET-11 serumske aktivnosti ACE,

2. u definiranim skupinama bolesnika doplerski odrediti parametre jetrenih protoka: RI i
TAMYV,

3. istraziti korelaciju izmedu serumske koncentracije ET-1 i serumske aktivnosti ACE u
navednim skupinama,

4. istraziti korelaciju izmedu serumske koncentracije ET-1 u skupinama bolesnika s
navedenim doplerskim parametrima jetrenih protoka (RI, TAMV),

5. istraziti korelaciju izmedu serumske akitivnosti ACE u skupinama bolesnika s navedenim
doplerskim parametrima jetrenih protoka (RI, TAMYV),

6. istraziti korelaciju izmedu serumskih koncentracija ET-11 ACE i stupnja fibroze jetrenog

parenhima.
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3. ISPITANICI i METODE
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3.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 70 odraslih ispitanika razli¢itog spola i Zivotne
dobi, razli¢ite profesije, prosjecnog bavljenja fizickim aktivnostima u profesiji i izvan nje.
Ispitanici su na temelju vrste bolesti od koje boluju podjeljeni u tri skupine. Prvu skupinu
ispitanika cCinilo je 20 bolesnika s jetrenom steatozom (9 Zena i 11 muSkaraca); drugu
skupinu je ¢inilo 20 bolesnika s kroni¢nim hepatitisima (8 Zena i 12 muskaraca), a tre¢u 30
bolesnika s cirozom jetre (11 Zena i 19 muskaraca) (tablica 6.).

Dijagnoze navedenih bolesti su postavljene temeljem anamneze, fizikalnog pregleda,
laboratorijskih nalaza krvi i urina, ultrazvu¢nog pregleda trbuha, CT jetre, biopsije jetre pod
kontrolom ultrazvuka uz patohistolosk pregled uzorka jetrenog tkiva.

U istraZzivanje nisu ukljuceni bolesnici oboljeli od bakterijskog peritonitisa i ostalih
infekcijskih bolesti, zbog eventualnog prisustva bakterijskih toksina koji imaju znacajan
utjecaj na koncentraciju ET-1 u krvi. Nisu obuhvaceni ni bolesnici sa Se¢ernom bolescu,
izraZzenom esencijalnom hipertenzijom, sarkoidozom, silikozom i hipertireozom jer ta stanja
povecavaju serumsku aktivnosti ACE. Takoder nisu bili uklju¢eni ni bolesnici s karcinomom
plu¢a, HCC, multiplim mijelomom, bronhalnom astmom, opstrukcijskim ikterusom i
hipotireozom jer navedene bolesti sniZavaju serumsku aktivnost ACE.

Bolesnicima je objaSnjena svrha i metodologija istraZzivanja te su bili zamoljeni

potpisati pismeni pristanak sudjelovanja u istraZivanju.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Hematoloske i biokemijske analize

U svih bolesnika ukljucenih u istraZivanje ucinjene su slijede¢e hematoloske i
biokemijske pretrage: SE, broj eritocita i leukocita, koncentracija hemoglobina, hematokrit,
¢imbenici koagulacije II, VII i X, Zeljezo i bakara u serumu, bilirubin, transaminaze, gama-
GT, alkalna fosfataza, ukupni proteini, albumini, kreatinin, urea, K, Na, GUK, kolesterol i
trigliceridi, Secer u krvi, mokra¢na kiselina, trijodtironin (T3), tiroksin (T4), tireotropni
hormon (TSH), markeri virusnih hepatitisa, biljezi autoimunih bolesti jetre, koncentracija
AFP u serumu. U svih ispitanika je odredena serumska koncentracija ET-1 i serumska
aktivnost ACE.

Kod odredivanja stadija kroni¢ne bolesti jetre, patohistoloSkim pregledom uzorka
jetrenog tkiva dobivenog biopsijom jetre pod kontrolom UZ-a, analizirana je fibroza i
poremecaj arhitekture. Promjene su prema svojoj teZini opisivane kao oskudne, umjerene i
ciroza. Vode¢i se numerickim indeksom Ishaka i suradnika (248), u oskudne promjene
ukljucili smo bolesnike s fibrozom stadija 0-1 , u umjerene promjene bolesnike s fibrozom

stadija 2-5. Na kraju ove ljestivce nalazila se ciroza kao 6., zavrsni stadij fibroze.
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3.2.2.Ultrazvucna pretraga i dopler analiza

Ultrazvucni pregled ispitanika ucinjen je obojenim-doplerskim aparatom tvrtke
General Electric (GE-Logic 500 MD). Koristio se B-prikaz, obojeni i power dopler te
dupleks dopler. Pretrage su vrSene elektronskom sondom temeljne frekvencije 3,3 MHz, a za
pulsirajuci doplerski spektralni prikaz frekvencije od 2,5 MHz.

Doplerski pokazatelji u hepatalnoj arteriji i veni porte su se izraCunavali na temelju tri
mjerenja u svakoj Zili. Za mjerenje se koristo postojeci software. Mjerenja su se uvijek vrsila
pri najmanjim pulsiraju¢im opetovanim frekvencijama koje ne izazivaju frekvencijsko
prebacivanje, uz minimalni wall-filter od 50 Hz i obveznu kutnu korekciju, uvjek pod kutem

manjim od 60°. Doplerski spektralni uzorak pokrivao je obi¢no 2/3 promjera ispitivane Zile.

Rezultati su se snimali na video vrpcu ili papir (crno-bijeli i/ili color video printer)

(Slika 9.1 10.).
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Slika 9. Brzina potoka venom portom izrazena vrijednosS¢u TAMV (time —averaged

maximal velocity) iznosi 17,5 cm/s a doplerski kut (Q) je 27°.

12/09/02 11:52:19
KLINICKA BOLNICA DUBRAVA _ P70 NP (364

||1.|“|

RO. 30m/s

%Vmax 0.203m/s xVmin 0.141im/s XTAMNAXO.175Sm/s
T18<0.4
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Slika 10. Indeks otpora (RI) protoka u jetrenoj arteriji iznosi 0,70.

08/11/62 14:08:51
KLINICKA BOLNICA DUBRAVA P10GNP €364
26.3

F0.92m/s

RO. 13m/s
xVmax 0.608m/s xVmin 0. 181im/s RI ©.703
T18=0.6

3.2.3. Odredivanje serumske aktivnosti ACE

Serumska aktivnost ACE je odredena na uredaju Olympus AU 2700 upotrebom kita
«Infnity™ ACE Liquid Stable Reagent» za odredivanje angiotenzin konvertirajuéeg enzima
tvrtke Thermo Electron Corporation. Ovaj se postupak odredivanja serumske aktivnosti ACE
temelji na reakciji koju su opisali Holmquist i suradnici (249).

ACE
FAPGG —— FAP + glicilglicin,

u kojoj je FAPGG skraceni prikaz za N-[3-(2-furil)-akriloil]-L-fenil-alanilglicilglicin.

Hidroliza FAPGG-a angiotenzin konvertiraju¢im enzimom dovodi do smanjivanja
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absorbancije na valnoj duljini 340 nm. Aktivnost ACE izraCunava automatski sam uredaj
prema formuli:
AAbs/min uzorka

ACE = AAbs/min kalibraor. ¥ kalibrirana vrijednost.

Rezultati su izraZeni u jedinicama po litri (U/L).

3.2.4. Odredivanje serumske koncentracije ET-1

Serumska koncentracija ET-1 odredena je EILISA metodom uz uporabu reagensa
ASBUF (Assay buffer), Biomedica, Svicarska (250).

Rezultati su izraZeni u pg/ml seruma.

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Raspodjela skupnih pokazatelja prikazana je apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Buduc¢i da su testiranja pomoc¢u Kolmogorov-Smirnovljevog testa pokazala da raspodjele
broj¢anih pokazatelja nisu normalne, broj¢ani pokazatelji su prikazani medijanom i
rasponom. Granic¢ne vrijednosti serumske aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1
izmedu skupina bolesnika odredene su analizom krivulja ROC (prema engl. receiver
operating characteristic). Povezanost broj¢anih pokazatelja je odredena Spearmanovim
testom korelacije rangova. Jednadzbe pravaca ucrtanih na tockaste grafikone koji prikazuju
povezanost dva brojcana pokazatelja izraCunate su linearnom regresijskom analizom. Za

razinu statisticke znacajnosti odabrali smo p<0,05.
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4. REZULTATI
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U prvom dijelu istrazivanja je u svih ispitanika laboratorijski odredena serumska
aktivnost angiotenzim konvertiraju¢eg enzima (ACE) 1 serumska koncentracija endotelina-1
(ET-1), te je svakom bolesniku ultrazvu¢no odreden indeks otpora (RI) u jetrenoj arteriji i
vremenski uprosje¢ena maksimalna brzina protoka (TAMV) u portalnoj veni.

U istrazivanje je bilo ukljuceno ukupno 70 odraslih bolesnika, 27 Zena 1 43 muSkaraca,
u dobi od 19 do 75 godina. EpidemioloSke, klini¢ke i laboratorijske osobine bolesnika
prikazane su u tablicama 6.1 7.

Bolesnici su, na temelju patohistoloskog pregleda biopsijom dobivenog uzorka
jetrenog tkiva, bili podijeljeni u tri skupine. U skupinu i su bili ukljuceni bolesnici s masnom
promjenom jetre, koja pokazuje oskudnu fibrozu; skupina II, obuhvacala je bolesnike
oboljele od alkoholnog i kroni¢nih virusnih hepatitisa te primarne bilijarne ciroze (PBC),
bolesti koje pokazuju umjerenu fibrozu; a skupinu I11, ¢inili su ispitanici s alkoholnom bolesti

jetre na ¢ijim je uzorcima jetrenog tkiva prevladavala ciroze. (Tablica 8.).

Tablica 6. Epidemioloske i klinicke i osobine bolesnika ukljucenih u istraZivanje serumske
koncentracije ET-1 i aktivnosti ACE uz doplersku procjenu jetrenih protoka krvi u kronicnih jetrenih

bolesnika.

Skupina i Skupina I1 Skupina II1
Starost (god) 51,53+4,75 49,3515,75 53,76%5,30
Spol (m/z) 9/11 8/12 10/20
Visina (cm) 171,25%8,27 172,88%7,65 174,11+£6,35
TeZina (kg) 69,7113,75 71,11£5,25 85,08+4,75
Krvni tlak (mmHg) 135/75+6,25  120/67£10,05 118/67£13,75
Puls (br/min) 75,10£8,13 73,60%6,55 80,15+11,26

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s

kroni¢nim hepatitisima (n=20) i skupina III - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).
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Tablica 7. Znacajniji laboratorijski nalazi bolesnika ukljucenih u istraZivanje serumske koncentracije

ET-1 i aktivnosti ACE uz doplersku procjenu jetrenih protoka krvi u kronicnih jetrenih bolesnika.

PARAMETAR

SKUPINA 1

SKUPINA 11

SKUPINA II1

Eritrociti (x10'* / L)
Hemoglobin (g/L)
Trombociti (x10°/L)
Leukociti (x10°/L)
PV (%)

Fibrinogen

Zeljezo (umol/L)
AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

AP (U/L)

Amonijak

Bilirubin (umol/L)
Ukupni proteini (g/L)
Albumini (g/L)
Urea (mmol/L)
Kreatinin (umol/L)
GUK (mmol/L)

TSH (mlU/L)

4,12+0,45

119,75+14,45

275,15%5,55

6,512,32

8212

3,710,40

19,7+2,63

3249

51£3

6519

4012

3243

23,45+4,55

7216

49%3

5,35£1,05

579

12,1+0,5

1,38%0,13

3,75%0,65

118,23£7,35

210,53£7,53

6,812,02

79£3

3,4£1,25

17,2+2,05

4115

59+2

45+4

48+4

3714

28,65+2,05

6915

4715

5,30£1,22

65£7

5,310,2

1,07£0,09

2,8610,34

89,55%6,75

81,10£6,52

5,312,775

35%1

2,1£2,02

7,5%£2,55

3915

6912

289+7

91+3

69+4

43,93£2,35

58%5

3143

11,25%1,55

1154

8,910,7

0,98%0,04
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Na (mmol/L) 142+£13 14019 13117

K (mmol/L) 4,310,9 4,410,6 3,740,2

Cu (umol/L) 7,310,3 19,942,1 10,7£1,05
Kolesterol (mmol/L) 11,72+2,35 5,25+1,02 3,23+0,95
Trigliceridi (mmol/L) 8,98%1,23 1,25+0,95 0.75%0,55

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s

kroni¢nim hepatitisima (n=20) i skupina II - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).

Tablica 8. Stadiji kronicne bolesti jetre te teZina fibroze u bolesnika ukljucenih u istraZivanje
serumske koncentracije ET-1 i aktivnosti ACE uz doplersku procjenu jetrenih protoka krvi u

kronicnih jetrenih bolesnika.

Broj (%) bolesnika

Fibroza (stadij) Dijagnoza 0=70

skupina i n=20(29)

oskudna (0-1) Steatosis hepatis 20(29)
skupina I1 n=20 (29)

umjerena (2-5) Hepatitis B 69
Hepatitis C 4 (6)
Hepatitis alcoholica 6(9)
PBC 3(4)
Hepatitis B1 C 1(1)
skupina IT11 n=30 (42)

ciroza (6) Cirrosis hepatis aethylica 30 (42)

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s
kroni¢nim hepatitisima (n=20) i skupina III - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).
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Serumske aktivnosti ACE, serumske koncentracije ET-1 i jetrena fibroza

Odredivanje serumske aktivnosti ACE po Holmquistu i suradnicima pokazalo je porast
aktivnosti ACE koji je proporcionalan teZini jetrene bolesti (Slika 11.): najniZe su aktivnosti
zabiljezene u serumu bolesnika u skupini i - medijan, raspon: 57, 16-94 IU/L, dok je u
serumu bolesnika s najteZim oblikom fibroze — cirozom (skupina III) aktivnost ACE bila

najveca - medijan, raspon: 89, 65-139 IU/L.

Slika 10. Prikaz serumske aktivnosti ACE u odnosu na stupanj fibroze u kronicnih jetrenih bolesnika

160 -
140 - .
120 -

100 -

\

80 -

ACE (IU/L

60 -

40 -

20 A

oskudna (skupina I) umjerena (skupina ll) ciroza (skupina Il

Stadij fibroze

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s kroni¢nim

hepatitisima (n=20) i skupina III - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).
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Serumska koncentracija ET-1, odredena postupkom ELISA, pokazuje raspodjelu koja
prati teZinu bolesti, slicno kao 1 serumska aktivnost ACE (Slika 12.). NajniZe koncentracije
ET-1 zabiljezene su u serumu bolesnika iz s oskudnom i umjerenom fibrozom (skupina I) -
medijan 6,25 pg/mL, raspon 2,38-11,80 pg/mL, dok su najviSe koncentracije odredene kod
bolesnika u skupini III - medijan, raspon: 18,95, 12,05-59,38 pg/mL.

Slika 12. Prikaz serumske koncentracije ET-1 u odnosu na stupanj fibroze u kronicnih jetrenih

bolesnika.
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oskudna (skupina I) umijerena (skupina Il) ciroza (skupina Ill)

stadij fibroze

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s kroni¢nim

hepatitisima (n=20) i skupina III - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).
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Indeks otpora (RI) u jetrenoj arteriji, vremenski uprosjetena maksimalna brzina

protoka (TAMYV) u portalnoj veni i jetrena fibroza

Parametri jetrenih protoka, RI i TAMYV, odredeni su tijekom ultrazvuéne pretrage jetre
obojenim-doplerskim aparatom, power doplerom i dupleks doplerom, u tri mjerenja, pri
najmanjim pulsiraju¢im opetovanim frekvencijama.

Mjerenje indeksa otpora (RI) u jetrenoj arteriji je pokazalo da se i ova vijednost
mijenja ovisno o teZini jetrene bolesti, to jest stupnju fibroze: RI je najniZi kod bolesnika s
lakSim oblicima bolesti, kod oskudne jetrene fibroze (skupina I): - medijan, raspon: 0,65,
0,32-0,89 ; a najvisi kod bolesnika s jetrenom cirozom, skupina III -medijan, raspon: 0,81,

0,71-0,91 (Slika 13.).

Slika 13. Prikaz indeksa otpora (R, od engl.resistence indeks) u odnosu na sadij fibroze u kronicnih

Jetrenih bolesnika
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stadij fibroze

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s kroni¢nim

hepatitisima (n=20) i skupina III - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).
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Za razliku od serumske aktivnosti ACE, serumske koncentracije ET-1 i RI, vremenski
uprosjeCena maksimalna brzina protoka u portalnoj veni (TAMV) pokazuje vrijednosti
obrnuto proporcionalne teZini jetrene bolesti (Slika 14.): u skupini i odredene su najviSe
vrijednosti TAMV-a - medijan, raspon: 18,60, 14,50-21,30 cm/s; dok su kod bolesnika s
tezim oblikom jetrene bolesti, cirozom, (skupina III), odredene vrijednosti TAMV-a bile

najniZe - medijan, raspon: 12,50, 7,50-17,20 cm/s.

Slika 14. Prikaz vremenski uprosjecenih maksimalnih brzina protoka (TAMYV, od.engl. time averaged

maximal velocity) u portalnoj veni u odnosu na stadij fibroze u kronicnih jetrenih bolesnika..
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o | "
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stadij fibroze

skupina i - bolesnici s jetrenom steatozom (n=20); skupina II - bolesnici s kroni¢nim

hepatitisima (n=20) i skupina III - bolesnici sa cirozom jetre (n=30).
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Granicne vrijednosti serumske aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1 izmedu

skupina bolesnika s razli¢itim stupnjevima fibroze

Nakon S§to smo odredili serumske aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1,
primijetili smo da njihov porast linearno ne prati povecanje jetrene fibroze. Naime, serumska
aktivnost ACE pokazuje naglasen porast pri prijelazu jetrene fibroze iz oskudne u umjerenu
(Slika 11), dok serumska koncentracija ET-1 pokazuje naznaCen porast pri nastajanju jetrene
ciroze iz umjerene fibroze (Slika 12.). Stoga smo pokusali odrediti vrijednosti serumske
aktivnosti ACE 1 serumske koncentracije ET-1 koje bi predstavljale granicu prijelaza
spomenutih stupnjeva jetrene fibroze jedan u drugi.

Analizom krivulje ROC za serumske aktivnosti ACE (Slika 15.) u naSih ispitanika,
izraCunali smo da je grani¢na vrijednost koja odvaja bolesnike s oskudnom jetrenom
fibrozom od bolesnika s umjerenom jetrenom fibrozom i cirozom 59,0 IU/L. Uz tu grani¢nu
vrijednost osjetljivost je bila 100,0%, a specificnost 64,7 %. Tockasti dijagram (Slika 16.)
prikazuje polozaj grani¢ne vrijednosti serumske aktivnosti ACE u odnosu na izmjerene
vrijednosti serumske aktivnosti ACE izmedu ispitanih skupina bolesnika.

Grani¢nu vrijednost serumske koncentracije ET-1 koja odvaja bolesnike s oskudnom i
umjerenom jetrenom fibrozom od bolesnika s jetrenom cirozom smo takoder izracunali
analizom krivulje ROC (Slika 17.), a iznosila je 12,4 pg/mL, uz osjetljivost 96,8% i
specificnost 94,4 %. Polozaj grani¢ne vrijednosti serumske koncentracije ET-1 u odnosu na
izmjerene vrijednosti serumske koncentraije ET-1 izmedu ispitanih skupina bolesnika

prikazana je tockastim dijagramom (Slika 18.).
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Slika 15. Prikaz krivulje ROC za granicnu vrijednost serumske aktivnosti ACE izmedu skupina s

oskudnom jetrenom fibrozom u odnosu na bolesnike s umjerenom jetrenom fibrozom i jetrenom

cirozom.
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Slika 16. Prikaz granicne vrijednosti serumske aktivnosti ACE izmedu skupina s oskudnom jetrenom

fibrozom u odnosu na bolesnike s umjerenom jetrenom fibrozom i jetrenom cirozom.
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Slika 17. Prikaz krivulje ROC za granicnu vrijednost serumske koncentracije ET-1 izmedu skupina s
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cirozom.
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Slika 18. Prikaz granicne vrijednosti serumske koncentracije ET-1 izmedu skupina s oskudnom i

umjerenom jetrenom fibrozom u odnosu na bolesnike s jetrenom cirozom.
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Povezanost serumske aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1

Povezanost serumske aktivnosti ACE i1 serumske koncentracije ET-1 ispitana je

Spearmanovim testom korelacije rangova. Analiza je pokazala pozitivhu povezanost ove

dvije varijable: uz povecanje serumske aktivnosti ACE pronadeno je i povecanje serumske

koncentracije ET-1, Spearmanov p=0,438, p=0,004 (Slika 19.).
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Slika 19. Prikaz povezanosti serumske aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1 u

kronicnih jetrenih bolesnika.
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Povezanost serumske koncentracije ET-1 i parametara jetrenih protoka takoder je
istrazena Spearmanovim testom korelacije rangova, koji je pokazao znacajnu pozitivhu
povezanost serumske koncentracije ET-1 1 RI, Spearmanov p=0,727, p<0,001 (Slika 20.),
dok je povezanost serumske koncentracije ET-1 TAMV-a bila jednako znacajna, ali obrnuto
proporcionala: povecanje serumske koncentracije ET-1 bilo je popraceno smanjivanjem

TAMV-a (Spearmanov p=-0,683, p<0,001) (Slika 21.)
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Slika 20. Prikaz serumske koncentracije ET-1 i indeksa otpora (RI) u jetrenoj arteriji u

kronicnih jetrenih bolesnika.
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Slika 21. Prikaz serumske koncentracije ET-1 i vremenski uprosjecenih maksimalnih brzina

protoka (TAMV ) u portalnoj veni.
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Osim povezanosti serumske koncentracije ET-1 1 parametara jetrenih protoka,
Spearmanovim testom korelacije rangova takoder je istrazena i povezanost serumske
aktivnosti ACE i parametara jetrenih protoka. Analiza korelacije nije pokazala povezanost
serumske aktivnosti ACE s RI u jetrenoj arteriji; Spearmanov p=0,219, p=0.0757 (Slika 22.),
dok je povezanost serumske aktivnosti ACE s TAMV-om bila obrnuto proporcionalna, ali

mala, Spearmanov p=—0,272, p=0,0269 (Slika 23.).
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Slika 22. Prikaz serumske aktivnosti ACE i indeksa otpora (RI) u jetrenoj arteriji
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Slika 23. Prikaz serumske aktivnosti ACE i vremenski uprosjecenih maksimalnih brzina

protoka (TAMV) u portalnoj veni.
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5. RASPRAVA
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Kroni¢na oStecenja jetre koja pokrec¢u mehanizame fibroze javljaju se kao odgovor na
razlicite Stetne Cinitelje ukljucujuci kroni¢ne B i C virusni hepatitis, akoholizam, metabolicke
bolesti koje dovode do prekomjernog nakupljanja masti, Zeljeza ili bakra u jetri, autoimuna
oStecenja hepatocita i/ili epitela Zu¢nih kanali¢a. Karakteristike kroni¢nih oStecenja jetre su
njihova viSemjeseCna pa i viSegodiSnja prisutnost prije pojave fibroze. Rana je fibroza
reverzibilna, dok je ciroza, kao zavr$ni stadij fibroze s formiranjem kolagena i regeneratornih
nodula ireverzibilna i po ucestalosti je u samom vrhu uzroka smrti u zapadnom svijetu u
osoba mladih od 60 godina. Upravo ¢injenica da je prosjecna dob takvih bolesnika 50 godina,
istice velike druStveno-gospodarstvene reperkusije ovog sindroma tim viSe Sto ovako
poremecCena jetrena arhitektura i vaskulatura rezultiraju portalnom hipertenzijom s
dalekoseznim posljedicama.

Zbog toga se napori za razumijevanje fibroze kao sloZenog i mnogobrojnim
¢imbenicima uvjetovanog procesa, prvenstveno koncentriraju na zbivanja koja dovode do
rane pojave fibroti¢nih promjena u nadi pronalaska terapijskih moguénosti za usporavanjem
progresije.

SrediSnje mjesto u procesu fibrogeneze pripada HSC koje se nalaze u Disseovu
prostoru izmedu endotelnih stanica i sinusoidne povrSine hepatocita. U stanju mirovanja sluze
kao mjesto skladiStenja retinoida. Tijekom kroni¢nog oStecenja jetre, HSC se aktiviraju uz
povecanu ekspresiju za proliferativne i fibrogene citokine ( IL-1, TNF-a, trombin, TGF-f i
dr.). Pri tom prolaze kroz korjenite morfoloSke i funkcionalne promjene koje se ocituju
gubitkom retinoidnih kapljica, povecavanjem i proliferacijom, povecanjem grubog
endoplazmatskog retikuluma te ekspresijom o-aktina specificnog za glatko misi¢je. Jedna od
bitnih karaktristika aktivirane HSC je sposobnost kontrakcije, inace glavne karakteristike
stanica glatke musklature. U posljednje vrijeme sve je veci broj dokaza kako je uz kontrakciju

miofibroblasta 1 vaskularnih glatkomiSi¢nih stanica i1 kontrakcija aktiviranth HSC dio
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dinamicke sastavnice koja je modificirana razli¢itim endogenim ¢imbenicima, ukljucivsi i
ET-1 i ANG II. To za posljedicu ima promjenu vaskularne rezistencije u mikrocirkulaciji
kroni¢no oboljele jetre i utjeCe na proces fibrogeneze. DosadaSnja istraZivanja su pokazala
povisene vrijednosti serumske aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1 u cirozi jetre .
Za razliku od ET-1, istraZivanja su dokazala povecCanu serumsku aktivnost ACE-a i u
kroni¢nom hepatitisu. U literaturi nema podataka o medusobnoj povezanosti ACE i ET-1, niti
njihove povezanosti s doplerski odredenim parametrima hemodinamskog stanja u krvnom
optoku bolesnika s kroni¢nim bolestima jetre.

Rezultati naseg istrazivanja su pokazala porast serumske aktivnosti ACE i ET-1 u
svih ispitanika s kroni¢nim oSte¢enjima jetre razliitog stadija Sto je u skladu s do sada
objavljenim radovima. Porast serumske aktivnosti ACE u naSih ispitanika je proporcionalan
tezini jetrene bolesti. Najnize su aktivnosti zabiljeZene u serumu bolesnika sa steatozom jetre
i oskudnom fibrozom (skupina I) - medijan, raspon: 57, 16-94 IU/L, dok je u serumu
bolesnika s najteZim oblikom fibroze — cirozom (skupina III) aktivnost ACE bila najveca -
medijan, raspon: 89, 65-139 IU/L. Serumska koncentracija ET-1 takoder pokazuje raspodjelu
koja prati tezinu bolesti, slicno kao i serumska aktivnost ACE. Najnize koncentracije ET-1
zabiljezene su u serumu bolesnika s oskudnom i umjerenom fibrozom (skupina I) - medijan
6,25 pg/mL, raspon 2,38-11,80 pg/mL, dok su najviSe koncentracije odredene u bolesnika sa
cirozom jetre (skupina III) - medijan, raspon: 18,95, 12,05-59,38 pg/mL.

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da porast serumske aktivnosti ACE i serumske
koncentracije ET-1 ne prate linearno stadije jetrene fibroze. Naime, serumska aktivnost ACE
pokazuje naglaSen porast pri prijelazu jetrene fibroze iz oskudne u umjerenu dok se naglasen
porast serumska koncentracija ET-1 biljezi pri nastajanju jetrene ciroze iz umjerene fibroze.
Ovi rezultati ukazuju na mogucnost da bi promjene u vrijednostima serumske koncentracije

ACE 1 serumske koncentracije ET-1 koje smo zabiljezili u ispitivanim skupinama bolesnika
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mogle biti rani pokazatelji progresije kroni¢ne jetrene bolesti. Trend izrazitog porasta
serumske aktivnosti ACE razlikuje rani stadij fibroze od stadija umjereno izraZene fibroze.
Nasuprot tome, izraziti porast ET-1 razlikuje nastanak zavrSnog stadija fibroze kao
ireverzibilne promjene iz stadija umjereno izraZzene jetrene fibroze. Analizom krivulje ROC
za serumsku aktivnosti ACE, izratun pokazuje grani¢nu vrijednost 59,0 U/L koja odvaja
bolesnike s oskudnom jetrenom fibrozom od bolesnika s umjerenom jetrenom fibrozom i
cirozom. Uz tu grani¢nu vrijednost osjetljivost je bila 100,0%, a specifi¢nost 65,7 %.
Grani¢na vrijednost serumske koncentracije ET-1 koja odvaja bolesnike s oskudnom i
umjerenom jetrenom fibrozom od bolesnika s jetrenom cirozom izraCunatom temeljem
analize ROC krivulje za serumsku koncentraciju ET-1, iznosi 12,4 pg/mL, uz osjetljivost
96,8% 1 specificnost 94,4 %. U navedenim skupinama zabiljeZena je pozitivna korelacija
izmedu serumske aktivnosti ACE-a i serumske koncentracije ET-1 (p=0,004). Navedene
rezultate neophodno je sagledati u svijetlu broja ukljucenih ispitanika u ovoj studiji Sto ¢e u
nastavku istraZivanja zahtjevati ukljucivanje veceg broja ispitanika uz mogucnost potrebite
korekcije grani¢ne vrijednosti navedenih parametara.

RAS igra jednu od klju¢nih uloga u fibrogenezi i poremecaju jetrene mikrocirkulacije
u kroni¢nim bolestima jetre. Glavno mjesto pripada ANG II nastalom djelovnjem ACE-1 na
ANG I. Mehanizam porasta serumske aktivnosti ACE u bolesnika s kroni¢om bolesti jetre jos
uvijek nije dovoljno razjasnjen. Neki autori smataraju da je porast serumske aktivnosti ACE
prouzrocen oStecenjima pluéne cirkulacije koja nastaju u okviru patogenetske slike ciroze
jetre (251). Postoji miSljenje da hiperprodukcija ACE iz slezene, kao i u Gaucherovoj bolesti,
moze povecati serumsku aktivnost ACE u bolesnika s kroni¢nim bolestima jetre , osobito u
cirozi jetre (60). Matsuki 1 Sakata (77) zastupaju hipotezu da je porast serumske aktivnosti
ACE u cirozi jetre posljedica oslabljene inaktivacije ovog enzima u jetri koja nastaje u okviru

smanjenja ukupne funkcije ovog organa tijekom patofizioloSkih zbivanja u cirozi jetre.
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Poznato je da u ovih bolesnika raste razina histamina u serumu koji moze djelovati na
povecano oslobadanje ACE s endotela krvnih Zila (252). Osim toga, hipoksija tkiva koja
nastaje kao posljedica hemodinamskih poremecaja u okviru ciroze, moZe dovesti do porasta
serumske aktivnosti ACE (253 ). Disbalans elektrolita koji nastaje u jetrenoj cirozi vjerojatno
remeti elektrostatske sile kojima je enzim vezan za endotel krvnih Zila te time povecava
njegovo oslobadanje u serum. Paizis i suradnici su na modelu kroni¢nog jetrenog ostecenja u
Stakora izazavanog podvezivanjem Zucnih vodova, dokazali povecanu produkciju ACE-a u
podrucju aktivne fibrogeneze porijeklom iz aktiviranih HSC i ostalih makrofagnih stanica te
iz proliferativnih epitelnih stanica Zu¢nih vodva (254).

Kao Sto je ve¢ poznato, glavni fizioloski u¢inak ACE-a je odvajanje dipeptida histidil-
leucin od C-terminalnog kraja angiotenzina i i stvaranje snaZznog vazokonstriktornog
oktapeptida, angiotenzina II. Rezultati studije Batallera i suradnika (255) koji su proucavali
ucinke ANG II na HSC pokazali su da vezivanjem na AT-1 receptore membrana aktiviranih
HSC, ANG II izaziva kontrakciju i proliferaciju aktiviranih HSC. Kontrakcija je posredovana
poveéanjem razine intracelularnog Ca™ zbog dokazanog poveéanja broja L-tipa kalcijevih
kanala u aktiviranih HSC (256). ANG II ostvaruje mitogeni uc¢inak na aktivirane HSC
potencirajuci tzv. mitogen-aktiviraju¢u protein kinazu (MAPK). Isti su autori istovremeno
dokazali gotovo nezamjetan uc¢inak ANG II na neaktivne HSC zdrave jetre Sto je vjerojatno
posljedica odsutnosti AT-1 receptora na neaktiviranim HSC ili nepostojanja mehanizma
potrebnog za stani¢nu kontrakciju. U nedavno objavljenom radu (257) autori su ukazali na
ANG II kao snazni kemotakti¢ni ¢imbenik za aktivirane HSC u oSte€enoj jetri te na njegovu
ulogu poticanja sekrecije IL-8 i monocitnog kemoatraktantnog proteina-1 (MCP-1; od engl.
monocyte chemoattractant protein-1), u aktiviranim HSC. Radi se o dva kemokina koja su
upletena u obnavljanje upalnih stanica. Krishna i suradnici (258) su u svom radu dokazali da

ANG II inducira vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF; prema engl. vascular endithelial
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growth factor) koji je jedan od glavnih ¢imbenika angiogeneze. VEGF stimulira aktivaciju
HSC te sinusoidalnu kapilarizaciju poticu¢i time jetrenu fibrozu. Razina jetrenog VEGF-a se
povecava s progresijom kroni¢ne jetrene bolesti. Od velike su vaZnosti rezultati Batallera i
suradnika objavljeni 2003. koji dokazuju da ANG II u aktiviranim HSC inducira NADPH
oksidazu. Ona aktivira redoks osjetljive procese dovode¢i do povecanog stvaranja slobodnih
radikala kisika koji sudjeluju u patogenezi jetrene fibroze (259). Zamijeceno je da i drugi
tipovi jetrenih stanica mogu pridonijeti ulozi NADPH oksidaze u stvaranju fibroze. U
jetrenom oStecenju uzrokovanom alkoholom, Kupfferove stanice izrazavaju fagocitnu
NADPH oksidazu koja generira vece koli¢ine slobodnih radikala kisika i time potiCe proces
fibroze (260). ANG II je medu ostalima, snazan stimulator stvaranja jednog drugog, vrlo
snaznog i u kroni¢nim bolestima jetre klju¢nog vazoaktivnog peptida, ET-1 (261).
Malobrojne su studije u kojima su se ispitivale koncentracije ET-1 u bolesnika s jetrenom
cirozom prikazuju¢i pri tom vrlo cesto nepodudarajue rezultate. Nema podataka o
medusobnoj povezanosti ACE i ET-1 u kroni¢nim bolestima jetre. Tako su pocetkom 90-tih
proslog stoljeca, Schraderb i suradnici (262) te Moor sa suradnicima (263) izvjestili o znatno
viSim koncentracijama ET u plazmi bolesnika s jetrenom cirozom u odnosu na kontrolnu,
zdravu skupinu ispitanika. U isto vrijeme je Lerman sa suradnicima (264) ispitivao
koncentraciju ET-1 u 12 bolesnika s terminalnim stadijem jetrene ciroze i u 10 bolesnika sa
cirozom jetre koji su bili podvrgnuti transplantaciji jetre. Koncentracije ET-1 u plazmi prije
transplantacije su bile normalne u odnosu na poviSene verijednosti neposredno nakon
transplantacije. Veglio i suradnici (265) su izvjestili o sniZenim vrijednostima ET-1 u plazmi
23 bolesnika sa cirozom 1 u 18 sa ascitesom. Razlozi neslaganja rezultata ovih studija
vjerojatno se izmedu ostalog nalaze i u karakteristikama ispitanika koji su ukljucivani u

studije kao i u razli¢itim metodama kojima su se odredivale koncentracije ET-1 u plazmi.
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ET-1 preko ETx receptora smjeStenih na membranama glatkomi$i¢nih stanica krvnh
zila izaziva njihivu kontrakciju. Vezuju¢i se na ETg receptore membrana endotelnih stanica
krvnih Zila povecava otpustanje NO i prostaciklina s posljedicnom vazodilatacijom. S druge
strane, ET-1 se veZe za oba tipa receptora na membrani aktiviranih HSC izazivajuéi njihovu
kontrakciju uz stimuliranje nastajanja profibrotickog TGF-31 u tim stanicama. U jetrenoj
cirozi povecana je produkcija ET-1 u endotelnim i glatkomiSi¢nim stanicama splahnickog
krvoZilnog sustava i u stanicama crijevne mukoze kao odgovor na hipoksiju, oksidativni stres,
bakterijsku endotoksemiju i povecanu aktivacuju sistemskog RAS-a ondosno ANG II (266-
268).

Povecanje koncentracije ET-1 u plazmi bolesnika s kroni¢nim bolestima jetre moze
biti rezultat smanjene razgradnje i eliminacije ET-1 ili poveane sinteze i otpusStanja ovog
peptida u cirkulaciju. Plu¢a imaju vaznu ulogu u odstranjivanju ET-1 iz cirkulacije. U jetrenoj
cirozi je moguce da poradi unutarjetrenih Santova dolazi do smanjivanja pluénog klirensa za
ET-1 (269). S druge strane, mijenja se i bubreZni klirens za endotelin, izmedu ostalog i zbog
sniZene aktivnosti enzima koji ga metaboliziraju kao Sto je neutralna endopeptidaza kojom
obiluje bubreg. U bolesnika s hepatorenalnim sindromom i kroni¢nom jetrenom boles¢u
dokazane su neSto vece koncentracije ET-1 u plazmi renalih vena nego u plazmi renalnih
aterija (246). Ti rezultati potkrepljuju hipotezu da porast cirkulirjueg ET-1 i vjerojatno
renalno stvaranje ET-1 mogu posredivati u vazokonstrikciji i smanjenu glomerularne filtracije
koje su nadene u bolesnika s hepatorenalnim sindromom uz posljedicno smanjenje eliminacije
ET-1. Povecano stvaranje ET-1 u splahni¢kom bazenu u bolesnika sa cirozom jetre (245)
predstavlja dodatno opterecenje za ve¢ usporenu eleminaciju putem jetre koja je zbog ciroze
smanjene funkcionalne mase jetrenih stanica.

Navedene cinjenice upucuju da ANG II koji nastaje djelovanjem ACE-1 i ET-1 ima

dvije glavne uloge u kroni¢noj jetrenoj bolesti — stimulaciju kontrakcije HSC uz posljedicnu
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reglaciju intrahepati¢nog toka krvi te izravnu regulaciju proizvidnje ECM uz posljedi¢no
poticanje fibrogeneze. Pocetni Cimbenik u patofiziologiji portalne hipertenzije jest porast
vaskularne rezistencije portalnom protoku krvi. ANG II pokrece taj porast vaskularne
rezistencije utjecajem na postsinusoidalne venule. Studije su pokazale da je u oSteCenom
jetrenom tkivu prisutan progresivni porast broja aktivnih HSC smjeStenih oko
postsinusoidalnih venula, vjerojatno kao odgovor na kemotakticnu ulogu ANG II za ove
stanice. Osim toga, ANG II preko AT-1 receptora izaziva kontrakciju i proliferaciju HSC te
kontrakciju vaskularnih glatkomiSi¢nih stanica, Sto sve zajedno rezultira poremecajma
jetrene mikocirkulacije.

Napredovanjem jetrene bolesti prema cirozi sve se viSe povecava i vaskularna
rezistencija u portalnom sustavu. Pozitivnom povratnom spregom povecava se serumska
koncentracija ET-1 s posljedi¢nim vazokonstikcijskim ucinkom na endotelne i aktivirane
HSC sinusoida. U aktiviranim HSC, ET-1 potic¢e stvaranje ECM a time i razvoj jetrene
fibroze. Endotoksin je takoder snazan stimulans sekrecije ET. Tako je dokazano da i.v.
injekcija lipopolisaharida E.coli u ljudi i eksperimentalnih Zivotinja znacajno povecava
serumsku koncentraciju ET 1 i to djelujuci i na endotelne stanice jetrenih sinusoida i na
makrofage (270). Kako su razine endoksina sve vece u teZim jetrenim oStecenjima a osobito u
bolesnika sa cirozom jetre, endotoksemija bi mogla biti jo§ jedan alternativni mehanizam
porasta ET u jetrenoj cirozi.

Na dalju progresiju kroni¢nog ostecenja jetre presudnu ulogu ima neravnoteza izmedu
vazodilatacijskih 1 vazokonstrikcijskih stimulansa. DusSi¢ni oksid (NO) je kljucna
vazodilatacijska molekula koja se stvara energijski ovisnim procesima u stanicama razli¢ih
tkiva organizma. Taj je unutarstanicni proces omogucen prisustvom enzima pod nazivom
sintetaza dusicnog oksida (NOS, prema engl.nitric oxide syntetase). Medu viSe izoformi ovog

enzima, endotelna NOS (eNOS) igra vaznu ulogu u relaksaciji endotela jetrenih sinusoida i
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vazan je modulator vaskularnog tlaka u sistemskoj cirkulaciji. Dokazano je da se u tezim
jetrenim oSteCenjima i jetrenoj cirozi smanjuje enzimatska aktivnost eNOS s posljedi¢nim
smanjivanjem nastajanja NO u endotelnim stanicama jetrenih sinusoida Sto rezultira
povecavanjem tlaka u sinusoidama, naroc€ito uz povisene vrijednosti ET-1 (271).

Portalna hipertenzija kao posljedica djelovanja svih navedenih ¢imbenika, oznacava
definitivno pogorsanje kroni¢ne jetrene bolesti s predvidim razvojem mogucih komplikacija,
primjerice varikoziteti jednjaka i krvarenje iz njih ili zbog pojave ascitesa razvoj spontanog
bakterijskog peritonitisa ili hepatorenalnog sindroma.

U dijagnostickom probiru bolesnika s moguc¢om portalnom hipertenzijom stremi se
metodi koja je visoko senzitivna i specifi¢na, jeftina, a izvodenjem lagana, prihvatljiva kako
za bolesnika tako i ispitivaca, lije¢nika. Uz serumsko odredivanje ET-1 i ACE, ultrazvu¢na
kombinacija dvodimenzionalne B-slike koja daje uvid u morfoloSke karakteristike i doplera
koji omogucuje i funkcijsku analizu protoka u jetrenim krvnim Zilama, svakako je jedna od
tih metoda. Kombinacijom se smanjuje broj laZno negativnih nalaza, budu¢i da je poznato
kako fibrozna jetra moze konvencionalnim B-modom izgledati prakticno uredna. Fibroza jetre
uzrokuje hemodinamske promjene u portalnom protoku lako uocljive i mjerljive dupleks
dopler sonografijom. Ve¢ godinama su etablirane dvije osnovne znaCajke povezane za
portalnu hipertenziju: porast promjera portalne vene uz istodobno smanjenje brzine protoka u
toj zili (272-274).

Podaci o porastu indeksa otpora (RI) protoku krvi kroz jetrenu arteriju u fibroznoj jetri
su recentnijeg datuma, indeks je visi u bolesnika s varikozitetim jednjaka i dekompenziranom

cirozom nego u bolesnika bez varikoziteta 1 s kompenziranom boleSc¢u (275-277).
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Novija istrazivanja vrijednosti doplerskih parametara u evaluacija kroni¢nih jetrenih
bolesti ipak otkrivaju izvjesne kontroverze, viSe povezane s vjerodostojnoS¢u brzine
portalnog protoka u usporedbi s indeksom otpora protoku u jetrenoj arteriji. Piscaglia i sur.
iznose podatke o nepostojanju korelaciji stupnja jetrene fibroze s brzinom portalnog protoka,
ali utvrduju povezanost indeksa otpora sukladno ekstenziji jetrene fibroze i Zivotnoj dobi
ispitanika (278). RI i zivotna dob u blagoj fibrozi iznose 0,638 +0,084 i 39,0 £ 10,9 godina, a
u izrazenoj fibrozi 0,687 + 0,060 1 49,4+14,4 godina, a za obe je varijable p<0,05. Ista skupina
autora u neSto recentnijem radu navodi statisticki znacajnu razliku (p<0,001) u brzini
portalnog protoka bolesnika s kroni¢nim hepatitisom, 29,249,2 cm/s i onih s cirozom jetre
21,845,2 cm/s (279). Ovakvi rezultati su konzistentni sa neSto ranijim rezultatima istih
istrazivaca, koji u studiji usporeduju indeks otpora (RI) i TAMV (time-averaged maximal
flow velocity) portalnog protoka 26,2+7,9 u skupini kroni¢nih jetrenih bolesnika s i bez
portalne hipertenzije, uzimajuci kao distingvirajuce kriterije varikozitete jednjaka i/ili ascites
(280). Nalaze vjerodostojnu razliku (p<0,01), za oba promatrana doplerska parametra: RI
0,733+£0,064 i TAMV (cm/s) 20,3+4,9 za skupinu kroni¢ne jetrene bolesti s portalnom
hipertenzijom nasuprot RI 0,670+0,076 i TAMV 26,2+7,9 u skupini bolesnika bez portalne
hipertenzije. Annet i suradnici ne nalaze statistiCki znacajne razlike u portalnoj brzini protoka
izmedu 12 ispitanika s kroni¢nim hepatitisom 1 31 bolesnika s cirozom jetre - 22,62+5,97
naspram 21,14+10,06 cm/s (281). Indeks otpora je pak pokazao vjerodostojnu razliku
(p<0,001) izmedu kroni¢nog hepatitisa (0,689+0,011) i ciroze (0,749+0,098). O'Donohue i
suradnici u studiji na 49 zdrava bolesnika, 22 bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C i1 23
bolesnika s primarnom bilijarnom cirozom ne nalaze statistiCki znacajne razlike za indeks
otpora i brzinu portalnog protoka kako izmedju bolesnika i zdravih tako i izmedu dvije
skupine bolesnih (282). Vrijednost RI u zdravih iznosi 0,639+0,053, u kronicnom hepatitisu

0,652+0,077, a u cirozi 0,678+0,071.
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Nije jasan razlog ovakvim disonantnim rezultatima. Moguce ih je dijelom protumaciti
inter- ili intraobserver varijabilnoS¢u te moguc¢om razlikom u dijagnosti¢koj opremi, tehnici
istrazivanja ili samoj populaciji ispitanika.

Vrijednosti brzine portalnog protoka u nasoj skupini bolesnika s cirozom jetre su
podudarne s rezultatima studije Kapicioglua i suradnika koji navode vrijednost 12,5+5,7 cm/s
(283). Slicne vrijednosti navode Sagard i suradnici koji u bolesnika s cirozom jetre i napetim
ascitesom nalaze brzinu protoka venom portom 10,65+2,60 cm/s (284).

U naSem istrazivanju ispitali smo 20 bolesnika s oskudnom fibrozom, 20 bolesnika s
umjerenom/obilnom fibrozom i 30 bolesnika s cirozom jetre. U ispitanika s pocetnom
fibrozom RI iznosi 0,65 + 0,11 a TAMV 18,32 + 1,91 cm/s.U bolesnika s uznapredovalom
fibrozom RI iznosi 0,73 £ 0,05 a TAMV 15,42 + 2,12 cm/s. Bolesnici s cirozom jetre
pokazuju RI koji iznosi 0,79 + 0,06 a TAMV 12,46 + 2,83 cm/s. Usporedujuci oba parametra
izmedu svake skupine bolesnika pokazuje se statisticki vrlo znacajna razlika, p < 0,001.

U literaturi nema podataka o medusobnoj povezanosti ET-1 i ACE s indeksima otpora
i brzine portalnog protoka. Nasa istrazivanja ukazuju na znacajnu pozitivnhu povezanost
serumske koncentracije ET-1 i RI, p<0,001 kao i obrnuto proporcionalnu povezanost
serumske aktivnosti ACE i TAMV-a, p=0,0269. Ovi rezultati dopustaju zaklju¢ak o
opravdanosti koriStenja ovih doplerskih parametara uz odredivanje serumske aktivnosti ACE
te serumske koncentracije ET-1 u neinvazivnoj prosudbi intenziteta razvoja jetrene fibroze i

ciroze.
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6. ZAKLJUCCI
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Serumska aktivnost ACE i serumska koncentracija ET-1 pokazuju porast

proporcionalan teZini jetrene bolesti.

Vjerodostojan porast serumske aktivnosti ACE nalazi se ve¢ pri prijelazu iz oskudne
u umjerenu jetrenu fibrozu, dok se vjerodostajan porast serumske koncentracije ET-1

nalazi pri prijelazu umjerene fibroze u cirozu jetre.

Dokazana je pozitivna korelacija izmedu serumske aktivnosti ACE i serumske

koncentracije ET-1.

Vjerodostojan porast serumske aktivnosti ACE ve¢ u blazem obliku kroni¢ne jetrene

bolesti prije vjerodostojnog porasta serumske koncentracije ET-1 koji se biljezi u

tezem obliku bolesti glede stadija fibroze, moZe implicirati zakljucak o svrsishodnosti

primjene ACE inhibitora u lijeCenju tih bolesnika.

Vrijednosti RI protoka jetrenom arterijom rastu usporedo s tezinom jetrene bolesti.

Vrijednosti TAMV-a protoka venom porte smanjuju se proporcionalno teZini jetrene

bolesti.

. Dokazana je pozitivna korelacija izmedu ET-1 i RI protoka jetrenom arterijom a

obrnuto proporcionalna korelacija izmedu ET-1 i TAMYV protoka portalnom venom.

. Nije dokazana korelacija izmedu serumske koncentracije ACE i RI dok je korelacija

serumske koncentracije ACE 1 TAMYV protoka venom porte obrnuto proporcionalna.
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7. SAZETAK
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Dosadasnja istrazivanja su pokazala poviSene vrijednosti serumske aktivnosti ACE i
serumske koncentracije ET-1 u cirozi jetre. Za razliku od ET-1, istraZivanja su dokazala
poveénu serumsku aktivnost ACE-a i u kroni¢nom hepatitisu. U literaturi nema podataka o
medusobnoj povezanosti ACE i ET-1, niti njihove povezanosti s doplerski odredenim
parametrima hemodinamskog stanja u krvnom optoku bolesnika s kroni¢nim bolestima jetre
Sto je predmet ovog istraziavanja.

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 70 bolesnika koji su temeljem patohistoloskog
pregleda biopsijom dobivenog uzorka jetrenog tkiva podjeljeni u tri skupine. U skupinu i su
bili ukljuceni bolesnici s masnom promjenom jetre, koja pokazuje oskudnu fibrozu; skupina
11, obuhvacala je bolesnike oboljele od alkoholnog i kroni¢nih virusnih hepatitisa te primarne
bilijarne ciroze (PBC), bolesti koje pokazuju umjerenu fibrozu; a skupinu III, Cinili su
ispitanici s alkoholnom bolesti jetre na ¢ijim je uzorcima jetrenog tkiva prevladavala ciroza.
Serumska aktivnost ACE je odredena na uredaju Olympus AU 2700 upotrebom Kkita
«Infnity™ ACE Liquid Stable Reagent» za odredivanje angiotenzin konvertirajuéeg enzima
tvrtke Thermo Electron Corporation. Ovaj se postupak odredivanja serumske aktivnosti ACE
temelji na reakciji koju su opisali Holmquist i suradnici. Rezultati su izrazeni u jedinicama po
litri (U/L). Serumska koncentracija ET-1 odredena je ELISA testom uz uporabu reagensa
ASYBUF za odredivanje ET-1.Rezultati su izrazeni u pg/ml seruma.

Rezultati istrazivanja su pokazala porast serumske aktivnosti ACE i ET-1 u svih
ispitanika s kroni¢nim oStecenjima jetre razliCitog stadija Sto je u skladu s do sada objavljenim
radovima . Porast serumske aktivnosti ACE 1 ET-1 u ispitanika je proporcionalan teZini
jetrene bolesti. NajniZe su aktivnosti ACE zabiljeZene u serumu bolesnika sa steatozom jetre i
oskudnom fibrozom (skupina I) - medijan, raspon: 57, 16-94 IU/L, dok je u serumu bolesnika
s najtezim oblikom fibroze — cirozom (skupina III) aktivnost ACE bila najveca - medijan,

raspon: 89, 65-139 IU/L. Serumska koncentracija ET-1 takoder pokazuje raspodjelu koja prati
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tezinu bolesti, sli¢no kao i serumska aktivnost ACE. NajniZe koncentracije ET-1 zabiljezene
su u serumu bolesnika s oskudnom i umjerenom fibrozom (skupina I) - medijan 6,25 pg/mL,
raspon 2,38-11,80 pg/mL, dok su najvise koncentracije odredene u bolesnika sa cirozom jetre
(skupina III) - medijan, raspon: 18,95, 12,05-59,38 pg/mL. Serumska aktivnost ACE pokazuje
naglasen porast pri prijelazu jetrene fibroze iz oskudne u umjerenu dok serumska
koncentracija ET-1 pokazuje naznaen porast pri nastajanju jetrene ciroze iz umjerene
fibroze.Grani¢na vrijednost serumske aktivnosti ACE koja odvaja bolesnike s oskudnom
jetrenom fibrozom od bolesnika s umjerenom fibrozom jetre i cirozom iznosi 59,0 U/L
Grani¢na vrijednost serumske koncentracije ET-1 koja odvaja bolesnike s oskudnom i
umjerenom fibrozom od bolesnika s jetrenom cirozom jetre 12,4 pg/ml. Povezanost serumske
aktivnosti ACE i serumske koncentracije ET-1 ispitana je Spearmanovim testom korelacije
rangova. Analiza je pokazala pozitivhu povezanost ove dvije varijable: uz povecanje
serumske aktivnosti ACE pronadeno je i povecanje serumske koncentracije ET-1 (p=0,004).
RI protoka jetrenom arterijom je najniZi kod bolesnika s lakSim oblicima bolesti s oskudnm
jetrenom fibrozom (skupina I): - medijan, raspon: 0,65, 0,32-0,89 a najvisi kod bolesnika s
jetrenom cirozom, (skupina III) -medijan, raspon: 0,81, 0,71-0,91. TAMV protoka u portalnoj
veni pokazuje vrijednosti obrnuto proporcionalne tezini jetrene bolesti : u skupini i odredene
su najvise vrijednosti TAMV-a - medijan, raspon: 18,60, 14,50-21,30 cm/s. U bolesnika s
tezim oblikom jetrene bolesti i cirozom (skupina III), odredene vrijednosti TAMV-a bile su
najniZze - medijan, raspon: 12,50, 7,50-17,20 cm/s. Serumske koncentracije ET-1 pokazuje
znacCajnu pozitivnu korelaciju s RI ( p<0,001) a obrnuto proporcionalnu povezanost s TAMV
(p<0,001). Analiza korelacije nije pokazala povezanost serumske aktivnosti ACE s RI u
jetrenoj arteriji (p=0.0757) dok je povezanost serumske aktivnosti ACE s TAMV-om bila

obrnuto proporcionalna, ali mala (p=0,0269). Ovi rezultati dopustaju zakljuak o opravdanosti
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koristenja ovih doplerskih parametara uz odredivanje serumske aktivnosti ACE te serumske

koncentracije ET-1 u neinvazivnoj prosudbi intenziteta razvoja jetrene fibroze i ciroze.
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8. SUMMARY
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Former research showed elevated values of ACE serum activity and ET-1 serum
concentration in liver cirrhosis. Experiments also proved elevated ACE serum activity in
chronic hepatitis, except for ET-1. There is no data in literature due to interaction between
ACE and ET-1, neither their relationship with Doppler determined parameters hemodynamic
status in blood circulation of patients with chronic liver diseases which was the subject of this
investigation.

The research included all together 70 patients divided due to pathohistological
examination of biopsy obtained liver tissue divided in three groups. In Group I were included
patients with liver steatosis, which showed pore fibrosis; group II, contained patients with
alcohol and chronic virus hepatitis and primary biliary cirrhosis (PBC), diseases which
showed moderate fibrosis and group III, were patients with alcohol liver disease on which
samples of liver tissue prevailated cirrhosis. ACE serum activity was determined by Olympus
AU 2700, kit «Infnity™ ACE Liquid Stable Reagent» for determine angiotensin converting
enzyme company Thermo Electron Corporation was used. This procedure of determing ACE
serum activity was based on reaction described by Holmquist and associates.

Results were expressed in units per liter (U/L). ET-1 serum concentration was
determined by ELISA test using reagens ASYBUF for ET-1. Results were expressed in
pg/ml of serum.

Experiment results showed increase of ACE and ET-1 serum activity in all patients
with various stages of chronic liver lesions what correlates with previous papers. Increase of
ACE and ET-1 serum activity in patients is proportional to stage liver disease. The lowest
ACE activity were found in patients with liver steatosis and poor fibrosis (group I) - median,
range: 57, 16-94 IU/L, while in patients with most severe liver fibrosis — cirrhosis (group III)
ACE activity was the highest - median, range: 89, 65-139 IU/L. ET-1 serum concentration

also shows distribution which follows stage of illness, similar as ACE serum activity. The
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lowest ET-1 concentration were noticed in u serum of patients with low and moderate fibrosis
(group I) - median 6,25 pg/mL, range 2,38-11,80 pg/mL, while the highest concentration was
determined in patients with liver cirrhosis (group III) - median, range: 18,95, 12,05-59,38
pg/mL. ACE serum activity shows emphasized increase in transition of liver fibrosis from
poor to moderate while ET-1 serum concentration shows marked increase in emerging liver
cirrthosis from moderate fibrosis. Border value of ACE serum activity which separates
patients with poor liver fibrosis from patients with moderate liver fibrosis is 59,0 U/I. Border
value of ET-1 serum activity which separates patients with poor and moderate liver fibrosis
from patients with liver cirrhosis is 12,4 pg/ml. Correlation of ACE serum activity and ET-1
serum concentration was examined by Spearman test in correlation range. Analysis showed
positive correlation of these two variables: with increase ACE serum activity there was also
found increase of ET-1 serum concentration (p=0,004). RI flow through liver artery is the
lowest among the patients with lighter form of poor liver fibrosis (group I): - median, range:
0,65, 0,32-0,89 among patients with liver cirrhosis, (group III) -median, range: 0,81, 0,71-
0,91. TAMYV flow in portal vein shows values reversed association to scale of liver disease: in
group I the highest values of TAMV were found - median, range: 18,60, 14,50-21,30 cm/s. In
patients with heavier form of liver illness and cirrhosis (group III), TAMV values were the
lowest - median, range: 12,50, 7,50-17,20 cm/s. ET-1serum concentrations showed positive
correlation with RI ( p<0,001) and reversed association to TAMV (p<0,001). Correlation
analysis did not show correlation between ACE serum activity and RI in liver artery
(p=0.0757) while correlation between ACE serum activity and TAMV was reversed
association, but little (p=0,0269). These results allow us to conclude justification of using
these Doppler parameters with determination of ACE serum activity and ET-1 serum

concentration and in evaluation of noninvasive intensity of liver fibrosis and cirrhosis.
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