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Doktorska disertacija Boban Milojkovi¢

1. UVOD

1.1. Esencijalna hipertenzija — patogeneza i precipitiraju¢i mehanizmi

Arterijska hipertenzija je bolest koju karakteriSu povisene vrednosti sistolnog
(SP) i dijastolnog (DP) krvnog pritiska (KP >140/90 mm Hg), samo povisene vrednosti
sistolnog krvnog pritiska (izolovana sistolna hipertenzija) ili uzimanje antihipertenzivne

terapije (1-3).

Tabela 1. Definicija i klasifikacija hipertenzije u odnosu na nivo krvnog pritiska

Definicija i klasifikacija hipertenzije

Kategorija Sistolni /dijastolni mm Hg
Optimalni <120i < 80

Normalni 120- 129 /ili 80 - 84
Visoko normaini 130 - 139 /ili 85 - 89
Hipertenzija 1.stepena 140 - 159 /ili 90 - 99
Hipertenzija 2. stepena 160 - 179 /ili 100 - 109
Hipertenzija 3. stepena >180i/ili> 110

Izolovana sistolna hipertenzija >140i0/1ili < 90

Podgrupa: granicna hipertenzija 140-149/ > 90

Smatra se da je arterijska hipertenzija bolest sa najve¢om prevalencijom u svetu,
ne samo u kardiovaskularnoj patologiji, nego i uopste. Pretpostavlja se da oko 20-25%
opSte populacije ima hipertenziju, iako ucestalost varira na osnovu geografskih,

nacionalnih, rasnih, polnih ili starosnih kriterijuma. Bez obzira na ove razlike bolest
1
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ima epidemijske razmere. Hipertenzija je jedan od glavnih faktora rizika za nastanak
ishemijske bolesti srca (IBS), cerebrovaskularne bolesti, bolesti perifernih arterija i
nepozeljnih kardiovaskularnih (KV) dogadaja. Oko 95% bolesnika koji se javljaju
lekaru ima primarnu ili idiopatsku hipertenziju. Njena etiopatogeneza je
multifaktorijalna 1 jo§ uvek nerazjasnjena. Manji broj bolesnika ima tzv. sekundarnu
hipertenziju c¢ije je uzroke moguée otkriti i leciti. Esencijalna hipertenzija je
hipertenzija nepoznatog uzroka i smatra se da ¢ini preko 90% svih hipertenzija (1-3).
Patogeneza esencijalne hipertenzije nije u potpunosti razjaSnjena. Smatra se da u
patogenezi ucestvuju razliCiti faktori, ukljucujuéi; pojacanu aktivnost simpatikusasa
izrazenom beta-adrenergickom osetljivoséu; pojacanu aktivnost sistema renin-
angiotenzin-aldosteron i porast cirkuliSu¢ih mineralokortikoida; naslede iretenciju soli i
vode. Ovo moze biti povezano sa redukovanom masom nefrona uzrokovanom
genetskim faktorima, poremecéajem intrauterinog razvoja (hipoksija, lekovi, nepravilna
ishrana) ili postnatalnim okolnostima (malnutricija, infekcije) (3-5).

Primarna hipertenzija je naj¢eS¢e asimptomatska zato pacijenti nisu svesni njenog
pogubnog dugorocnog delovanja. Najce$¢i simptomi: glavobolja, zujanje u uSima,

vrtoglavica i nesvestica se neretko javljaju i kod normotenzivnih osoba (1).

1.2. Uzroci esencijalne hipertenzije

Gledano fizioloski, krvni pritisak kao fizicka veli¢ina, moZe se definisati jedna¢inom:
TA (RR) = min.Vol. x UPVO (TPR).

TA krvni pritisak

min. Vol = minutni volumen

UPVO = ukupni periferni otpor

Pomenuta jednacina pokazuje da je krvni pritisak u direktnoj zavisnosti od ¢inioca koji
uticu na min Vol (ukupna koli¢ina cirkuliSuce te¢nosti i kontraktilnost miokarda leve
komore) i UPVR (strukturalne promene perifernih krvnih sudova i spazam arteriola).
Promene nekog od ovih ¢inioca mogu uticati na visinu krvnog pritiska. (1) Prema
nastanku sve arterijske hipertenzije (AH) se dele u dve grupe: na esencijalnu (primarnu)
arterijsku hipertenziju kojoj pripada 95% svih hipertenzija 1 sekundarnu arterijsku

hipertenziju kojoj pripada 5% svih hipertenzija. lako se uglavnom smatra da su uzroci
2
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esencijalne AH nepoznati, to je samo delimi¢no tacno jer postoji malo imformacija o
genima 1 genetskim varijacijama koje uti¢u na fenotipove koji reguliSsu KP, odnosno

uzrukuju visok KP (3)

Tabela 2. Patogenetski faktori esencijalne hipertenzije (adaptirano po Carreteru i
Oparilu, 2000)

Patogeneza esencijalne
hipertenzije

+ osetljivost na so

* gojaznost

+ insulinska rezistencija

* renin-angiotenzinski sastav

+ aktivacija simpatikusa

+ genetski faktori

+ promene endotela (endotelin, NO)
» neurovaskularne abnormalnosti

+ fetalni uticaji

-Genetski faktori

Znacaj genetskih faktora pokazan je na osnovu ucestalostoi oboljevanja jednojajcanih
blizanaca 1 vece ucestalosti esencijalne hipertenzije u pojedinim familijama. Genetska
istrazivanja afektiranih polimorfizama stavila su nekih desetak gena u prvi plan kao
odgovornih, premda ne mogu da se primene jednostavna Mendellova pravila
nasledivanja. I genetski faktori podloZzni su modulaciji pod uticajem faktora sredine i
nekih drugih demografskih faktora, kao 1 ishrane, Sto dovodi u vezu hipertenziju sa
epigenetikom, posebno nutrigenomikom (5). Varijacije u krvnom pritisku koje su
genski uzrokovane se nazivaju “nasledni KP”; ali jos uvek nije poznato koji su to geni
koji dovode do varijacija krvnog pritiska. Faktori sredine koji dovode do porasta KP
kao Sto su gojaznost, povecan unos alkohola i soli, stres, godine starosti, smanjen unos

K 1 sl. se nazivaju “hipertenzinogeni faktori”. Interakcija izmedu naslednih 1 faktora
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sredine ima uticaj na srednje fenotipove, kao $to su renin-angiotenzin-aldosteron
sistem, simpaticka nervna aktivnost, renin-kalikrein-kinin sistem, endotelijalni faktori i
mogu uticati preko drugih posrednih fenotipova na izlucivanje natrijuma, vaskularnu
reaktivnost i srcanu kontraktilnost. Ovi 1 mnogi drugi posredni fenotipovi, odreduju
totalni vaskularni periferni otpor i minutni volumen i na taj nacin uti¢u na visinu KP.
Neki faktori okoline deluju i preko sredjih fenotipova i time alteriraju i razlicite ¢inioce
neurohumoralnog sistema i mogu kod genski opterecenih osoba dovesti do povecanja
KP, te stoga kod esencijalne hipertenzije i govorimo o visefaktorijalnosti u nastanku
povisenog krvnog pritiska. Uticaj gena na KP je nagoveSten mnogim porodi¢nim
studijama koje su pokazale povezanost u kretanju KP kod brac¢e i sestara ili pak
roditelja 1 njihove dece.

Neki od “hipertenzinogenih faktora” imaju nasledne bihevioralne komponente i
komponente okoline. Prema tome nasledni KP se moze smatrati kao jezgro krvnog
pritiska, a da “hipertenzinogeni faktori” povecavaju krvni pritisak iznad opsega
nasledenog krvnog pritiska. Ova ¢injenica bi mogla stvoriti Cetiri moguénosti u
reagovanju krvnog pritiska: 1. Pacijenti koji imaju nasledni KP u optimalnim
granicama (< 120/80 mmHg); ako im se pridruzi jedan ili viSe “hipertenzinogenih
faktora”, krvni pritisak bi se verovatno povecao ili bi ostao u normalnim granicama (<
135/85 mmHg). 2. Pacijenti koji imaju nasledni KP u kategoriji normalnog krvnog
pritiska ( 130 / 85 mmHg); ako im se pridruZi jedan ili viSe “hipertenzinogenih faktora”
¢e verovatno povecati krvni pritisak u granicama visokog normalnog KP (130-139/85-
89 mmHg) ili stepen 1 hipertenzije (140-159/90-99 mmHg). 3. Pacijenti koji imaju
nasledni KP u kategoriji visokog normalnog krvnog pritiska (130- 139/85-89 mmHg),
ako im se pridruzi jedan ili viSe “hipertenzinogenih faktora”, KP ¢e se povecati u okvire
hipertenzije (140 / 90mmHg) 1 4. Pacijenti koji imaju nasledni KP u hipertenzivnim
granicama, ako im se pridruzi jedan ili viSe ‘“hipertenzinogenih faktora” ¢e razviti
znatno tezi stepen hipertenzije (od stepena 1 do stepena 3 hipertenzije)(4) .Kada je
ispitivana povezanost gena koji se okrivljuju za hipertenziju sa drugim faktorima rizika
za razvoj ateroskleroze, ustanovljeno je da su u vezi sa genima za hiperlipidemiju, tako
da oko 40% pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom ima i hiperholesterolemiju. Kako
se hipertenzija dovodi u vezu sa regulacijom reapsorpcija Na, odnosno renin-

angiotenzin-aldosteron sistemom, polimorfizam gena za angiotenzinogen oznacen kao

4
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M235T je dokumentovan, koji dovodi do povecane ekspresije angiotenzinogen gena, a
time i povecane sinteze angiotenzinogena i veéih vrednosti u cirkulaciji. Sledeéi
polimorfizam zabeleZen je za B 1 y subjedinicu jonskih kanala za Na na nivou tubula,
koji su visoko aktivni. Ovaj polimorfizam je veoma cesto zastupljen, ¢ak u oko 25%
pacijenata koji imaju hipertenziju rezistentnu na terapiju. Pored toga, esencijalna
hipertenzija Cesto je udruzena sa gojaznoS¢u i insulinskom rezistencijom, c¢ineéi

jedinstven entitet, metabolicki sindrom (6,7).

- Renin-angiotenzin aldosteron sistemmoze igrati vaznu ulogu u patogenezi
hipertenzije. Njega luCe ¢elije junkstaglomerularnog aparata bubrega (8). U cirkulaciju
renin ulazi inaktivan i tek posle aktivacije reaguje sa inaktivnim dekapeptidom iz jetre —
angiotenzinogenom, pretvaraju¢i ga u angiotenzin I. U daljoj reakciji angiotenzin I se
pod uticajem angiotenzin konvertirajueg enzima pretvara u angiotenzin II, koji se dalje
enzimskom reakcijom pretvara u angiotenzin III. Iako se niske vrednosti renina
ocekuju kod vecine pacijenata sa AH, utvrdeno je da ipak vecina pacijenata nemaju
snizene vrednosti , ve¢ normalne . Kada se nivo renina korektno utvrdi kod pacijenata
sa AH , oko 20% ima visoke vrednosti renina, oko 30% ima niske vrednosti, a ostala
polovina je distribuirana izmedu ovih vrednosti (9). Izgleda da je u esencijalnoj
hipertenziji ovaj renin abnormalno aktivan i1 da barem tri mehanizma mogu ucestvovati
u tome: a) heterogenost nefrona, b) nemodulacija ¢) pove¢ana simpaticka aktivnost(10).
Angiotenzin deluje preko specificnih AT receptora direktno, a indirektno delovanjem
na razli¢ite faktore rasta 1 citokine. Aktivacija specifiénih kinaza aktivira proces
proliferacije glatkomiSiénih celija,ali i vazokonstrikcije. Nasuprot njima deluju AT,
receptori, tj.antagonisticki, jer aktiviraju specificne celijske fosfataze, koje su opoziti
kinazama. Povecana aktivnost renin-angiotenzin sistema moZe uticati na povecanje
aktivnosti simpatickog nervnog sistema (SNS) i tako uticati na sve njegove efekte. S
druge strane preterana aktivnost SNS moZe uz povecani unos natrijuma da uti¢e na
pojacanu aktivnost renin-angiotenzin sistema, inzulinsku rezistenciju i jo§ mnoge druge
mehanizme u organizmu, §to u krajnjem, moze uticati na porast krvnog pritiska (7).
-Srcani baroreceptori —neurogeni faktor

Presoreceptori u sprezi sa vazomotornim centrom u produzenoj mozdini i jedrima

vagusa ucestvuju u odrzavanju i regulaciji normalnog krvnog pritiska. Pri porastu

5
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krvnog pritiska i centralnog venskog pritiska, vagalnom stimulacijom, a simpati¢kom
ihibicijom, preko smanjenja SF i UPVO, snizavaju krvni pritisak i obrnuto pri padu
krvnog pritiska preko vagalne inhibicije, a simpaticke stimulacije normalizuju KP . Pri
odrzavanju normalnog krvnog pritiska ovi receptorski refleksi se brzo oporavljaju, ali
pri pove¢anom krvnom pritisku, tj. smanjenju osteljivosti na normalne drazi uplivise da
oni funkcioniSu na viSem nivou, povecavaju i simpaticku aktivnost, a time i odrzavanje
KP na viSim vrednostima (13). Ipak, neke novije studije sugeriSu da disfunkcija
baroreceptora kod hipertenzivnih pacijenata vise uti¢e na tezinu hipertenzije,a da je od

manjeg znacaja za njenu etiologiju (14)

- Kalikrein-kinin-bradikinin

U nastanku esencijalne arterijske hipertenzije ovaj sistem moZze igrati znacajnu ulogu u
onim slucajevima gde postoji poremecaj u nastanku ili povecanoj inhibiciji
vazoaktivnog supstrata bradikinina , §to moze omoguéiti prevagu vazokonstriktornih
amina koji uti¢u na nastanak povecanog krvnog pritiska. Bradikinin kao krajnji produkt
ovog sistema ispoljava svoje efekte preko pojacanog izlucivanja . U organizmu ga

inhibiSe angiotenzin konvertirajuéi enzim (1).

- Mentalni stres i pove¢ana aktivnost simpati¢ckog nervnog sistema

Psihogeni faktori i mentalni stres, preko stimulacije hipotalamusa i vazomotornog
centra, izazivaju aktivaciju simpatickog nervnog sistema i1 dalje njegove efekte na
povecanje krvnog pritiska . Ljudi izloZeni ponavljanim psihogenim stresovima mogu
mnogo ¢eSc¢e da obole od arterijske hipertenzije nego oni koji nisu pod takvim stresom.
Mnogo je epidemioloSkih studija koje potkrepljuju ovakvu tvrdnju (15).Efekti
mentalnog stresa verovatno zavise od interakcije barem tri faktora: prirode stresa,
njegova percepcija od izloZene osobe 1 individualne fizioloSke osetljivosti. Tako je
opSte poznato da u razvoju esencijalne arterijske hipertenzije postoje dve faze: rana
faza u kojoj je poviSenje KP posledica pojacane aktivnosti SNS i RAS i druga, hroni¢na
faza, konstantno poviSen KP, izazvana oSte¢enom funkciojm bubrega da izlucuje
natrijum, ¢ime se remeti proces autoregulacije u bubrezima tj. promena u renalnom
perfuzionom pritisku dovode¢i do retencije natrijuma 1 povecanja cirkulirajuce

te¢nosti(16)
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- Sistem prostaglandina

Prostaglandini su supstrati u organizmu koji regulisu tonus krvnih sudova i kod zdravih
osoba postoji stalni balans vazodilatatornih (PGE2) i vazokonstriktornih (PGF2 alfa)
prostaglandina, $to je veoma znacajno za odrZavanje normalne periferne cirkulacije.
Prostaglandin PGE2 ispoljava vazodilatatorne efekte na krvnim sudovima
sprecavanjem dejstva angiotenzina II, stimulisanjem dejstva bradikinina i inhibicijom
oslobadanja noradrenalina na nervnim zavrSecima u zidu krvnog suda. Prostaglandin
PGF?2 alfa svoj vazokonstriktorni efekat ispoljava stimuliSu¢i i dejstvo angiotenzina II.
Kod pacijenata sa AH dolazi do poremecaja uravnotezenosti balansa dejstva ovih
supstrata 1 prevage onih sa vazokonstriktornim efektom $to vodi povecanju ukupnog

perifernog otpora i razvoja arterijske hipertenzije (1).

-Vaskularna reaktivnost
Pacijenti sa esencijalnom hipertenzijom imaju izrazeniju vaskularnu reaktivnost, koja
se manifestuje kao povecana sklonost ka konstrikciji, naro€ito izrazenu nakon

stimulacije noradrenalinom, stresom hladnoce ili mentalnog stresa (5,9,11).

-Vaskularno remodeliranje

Struktura, mehanicke osobine i funkcija malih arterija je poremecena u esencijalnoj
hipertenziji. To definiSe esencijalnu hipertenziju kao specificno oboljenje organa, a
kada se kaze organ, misli se na male arterijske krvne sudove, tac¢nije one koji imaju
samo jedan sloj glatkomiSi¢nih Celija 1 dijametra su <300um. Smanjena elasti¢nost
krvnih sudova takode je opisana i nastaje kao posledica depozita kolagena 1 hipertrofije
miSiénih Celija, fragmentacije 1 rastavljanja elasticnih vlakana. Sve to zajedno sa

endotelnom disfunkcijom rezultuje pojavom vaskularne rigidnosti (11).

-Endotelna disfunkcija

Kada se spominje endotelna disfunkcija u razvoju esencijalne hipertenzije i njenih
moguc¢ih komplikacija, znacajna su dva faktora: intaktnost endotelne barijere i sekrecija
vazoaktivnih materija.Intaktnost endotelne barijere onemogucava kontakt sa
intesticijumom, ¢ime postoji zastita od inicijacije koagulacije, taloZenja penastih ¢elija 1

efekata nekih medijatora na glatkomiSi¢ne Celije. Sa aspekta delovanja vazoaktivnih
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materija, vodeée mesto pripada azot oksidu NO. Njegovi efekti se ne odnose samo na
vazodilataciju, ve¢ 1 na inhibiciju agregacije i adhezije trombocita i inhibiciju
proliferacije glatkomiSi¢nih c¢elija. Induceri njegovog pulsativnog oslobadanja iz
endotela su promena krvnog pritiska, mehanic¢ki “shear” stres 1 pulsne kontrakcije
vaskulature. Pokazano je da u uslovima hipertenzije postoji smanjena bioraspolozivost
NO u cirkulaciji, S$to je posledica njegove konverzije u nepozeljni peroksinitrit u
uslovima pojacanog generisanja i delovanja slobodnih radikala, a smanjene eliminacije.
To je pokazano infuzijama SOD, enzima koji uklanja superoksid anjon radikal (02,
kada je dolazilo do pada tenzije. Drugi znacajan faktor regulacije funkcije endotela je
normalno odrzavanje koncentracije angiotenzinogena, koji je u povecanim

koncentracija hipertenzinogen, a izaziva i promene na endotelu (12-14).

Mehanizmi vaskularnog remodeliranja u
razvoju hipertenzije

Proliferacija endotelnih | . & Wy Glatkomisiéne (:elije u fazi
i glatkomisiénih éelija

- _

= hipertrofija malih

Promene na mediji i intimi arterija Kasne vaskularne promene
& Apoptoza endotelnih éelija Oslobadanje faktora rasta
@iz Proliferacija endotelnih ¢éelija “ Proliferacija
" CD34 progenitorske ¢elije < rast prekursornih ¢elija s
- Glatkomisi¢ne ¢éelije « Transdiferencijacija

% Celije nalik glatkomigi¢nim

Sema 1. Vaskularno remodeliranje u hipertenziji (adaptirano po Shiffrinu)

- Povecan unos natrijuma

Prekomerni unos natrijuma dovodi do hipertenzije povecanjem minutnog volumena
preko povecanja volumena cirkuliSu¢e te¢nosti 1 “preloada”. Povecana koli¢ina
natrijuma moze da povisi krvni pritisak 1 povecanjem vaskularne rezistencije i1

promenama u funkciji bubrega (20). Postoje mnogobrojne epidemioloske i
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eksperimentalne studije koje pokazuju povezanost hipertenzije sa poveanim unosom
natrijuma u hrani (7). U esencijalnoj hipertenziji fizioloske i patoloske promene
bubrega prethode promenama utvrdenim u drugim organima, ali da li one prethode ili
prate nastanak hipertenzije nije utvrdeno. Volumen circuliSuce tecnosti u organizmu
varira direktno u zavisnosti od celokupnog Na u telu, jerje Na predominantno
ekstracelularni sadrzaj koji zadrzava vodu u ekstracelularnom prostoru. Jedna od
primarnih funkcija bubrega je da reguliSe ekskreciju Na i1 vode i igra dominantnu ulogu
u dugotrajnoj kontroli krvnog pritiska. Da bi se ostvario taj cilj dva vazna bubrezna
mehanizma su znacajna. Prvi mehanizam reguliSe volumen ekstracelularne tec¢nosti
porastom ili smanjenjem urinarne ekskrecije Na i vode, $to dovodi do promena u
perfuzionom pritisku bubrega. Taj fenomen je oznacen kao pritisak natriureze i pritisak
diureze (10). Drugi mehanizam ukljucuje angiotenzin-aldosteron hormon koji direktno
kontrolise perifernu vaskularnu rezistenciju i bubreznu reapsorpciju Na i vode (8).

Promene homeostaze vode i elektrolita predstavljaju vaznu komponentu homeostaze
telesnih teCnosti,ali i regulacije krvnog pritiska. Jedna od najznacajnijih funkcija
elektrolita, posebno jona Na, predstavlja kontrola kretanja tecnosti kroz celijske
membrane (kapilarna i éelijska) u okviru kompartmenata telesnih tecnosti .Celijska
membrana je u funkciji barijere sa ciljem fizickog razdvajanja kompartmenata
intracelularne i intersticijalne tecnosti. Elektroliti se kre¢u kroz ¢elijsku membranu kroz
svoje specifi¢ne kanale i radom jonskih pumpi, visoko specificnih za pojedine jone.
Svrha jonskih pumpi na nivou ¢ekijske membrane je da omoguci kretanje jona protivno
gradijentu koncentracije iz podrucja sa nizom u podrucje sa visSom koncentracijom. Rad
ovih pumpi zahteva upotrebu i stvaranje energije, u formi makroenergetskog jedinjenja
ATP.Specifiéni kanali za jone Na dozvoljavaju prolaz ovih jona gradijentom
koncentracije i u vecini ¢elija ovaj transport se ne odvija brzo u miru zbog veli¢ine jona
Na koji su kupirani sa molekulima vode. Radom jonske pumpe 1 prisustvom specifi¢nih
jonskih kanala, uspostavlja se specificna razlika u koncentraciji jona intracelularnog 1
intersticijalnog prostora.Razlika u koncentraciji omogucéava stvaranje i odrzavanje
membranskog potencijala.Natrijum se filtrira u glomerulima bubrega. Sa pove¢anjem
stepena filtracije, viSe natrijuma se filtrira u tubule bubrega iz plazme, a oko 85-90%
Na se reapsorbuje u plazmu na nivou proksimalnog segmenta tubula bubrega.U

odsustvu aldosterona, preostali natrijum ¢e se izluciti urinomsto dovodi do smanjenja

9



Doktorska disertacija Boban Milojkovié¢

reapsorpcije 1 povecanja koncentracije natrijuma u plazmi. Obratno, u slucaju
povecanja nivoa aldosterona, viSe natrijuma se vra¢a u plazmu i dovodi do pojave
hipernatrijemije i povecanja volumena cirkuliSuce tecnosti, pa i krvnog pritiska (8).

Ekspanzija ekstracelularne te¢nosti kod povecanog optere¢enja natrijumom dovodi do
inhibicije Na / K - ATP-azne pumpe dejstvom hormona oubain-a. Hormon oubain,
endogeni digitalis, se oslobada iz andrenalnih zlezdi srednjeg mozga kao odgovor
nahipoksiju ili ekspanziju ekstracelularne te€nosti, prouzrokovanom retencijom Na i
vode u bubrezima. Zavisno od njegove koncentracije, ovaj hormon se ponasa kao
modulator natrijumove pumpe. U bubreznim tubulima inhibicijom Na / K - ATP-azne
pumpe oubain podsti¢e natriurezu. U sréanim i vaskularnim miocitima ova inhibicija
dovodi do poremecene razmene jona na nivou ¢elijske membrane; dolazi do povecanja
koncentracije jona Na u glatkim miSi¢nim ¢elijama, a smanjenje koncentracije K ,a
kasnije dolazi do stvaranja mogucnosti ulaska vec¢ih koli¢ina Ca (preko sporih
kalcijumovih kanala) u miSi¢ne ¢elije, a poznato je da je on kontraktilni element.
Pov¢ana koncentracija Ca u glatkim miSi¢nim celijama zidova arteriola dovodi do

vazokonstrikcije i povéanja UPVO-a, a time 1 povecanje KP (17).

- Godine Zivota. Pokazano je da sa godinama Zivota rastu srednje vrednosti krvnog
pritiska. Kod vec¢ine ljudi KP se ponasa kao kvantitativna veli¢ina zavisna od godina

starosti (1).

- Povecana telesna teZina predisponira nastanak arterijske hipertenzije. Utvrdeno je da
smanjenje telesne tezine snizava krvni pritisak kod gojaznih pacijenata (prosecno
smanjenje telesne tezine za 1 kg povezano je sa smanjenjem KP za 1 mmHg), a ima i
korisne efekte na prateCe faktore kao Sto su insulinska rezistencija, dijabetes,
hiperlipidemija i1 hipertrofija miokarda leve komore .Gojazne osobe imaju povecani

minutni i udarni volumen i periferni otpor od osoba koje nisu gojazne (18).

- Insulinska rezistencija i hiperinsulinemija
Povecana insulinska rezistencija odnosno povecan nivo inzulina, je povezan sa
povecanjem krvnog pritiska. Ve¢ opisana hipertenzija gojaznih osoba vezuje se jednim

delom za hiperinzulinemiju. Medutim, neocekivano insulinska rezistencija se moze naci
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kod polovine ljudi sa hipertenzijom, a koji nisu gojazni, a §to se moZe objasniti
uklju¢ivanjem jednog ili viSe aspekata dejstva insulina. Hiperinzulinemija koja se
razvija kao posledica rezistentnosti na inzulin moze dovesti na tri na¢iina do povecanja
krvnog pritiska: povecanjem simpaticke aktivnosti, zadrzavanjem Na i hipertrofijom

misi¢nog zida malih krvnih sudova (18).

- Endotelin

Endotelin spada u vazoaktivni peptid, koji sintetiSu 1 sekretuju endotelne ¢elije. PonaSa
se kao lokalni hormon sa parakrinim delovanjem, §to znac¢i da deluje na okolno tkivo.
To su glatkomiSi¢ne ¢elije krvnih sudova, kod kojih izaziva kontrakciju 1 tako deluje
hipertenzivno. Njegov potencijalni znacaj u esencijalnoj hipertenziji je postuliran tako
Sto su davani antagonisti receptora i efekat je bio zadovoljavajuéi na sniZzenje tenzije
kod esencijalne hipertenzije. Ali ¢injenica da endotelin ispoljava niz povoljnih efekata

na druga tkiva, usporila je razvoj ove nove klase lekova (10,12,14).

-Alkohol

Postoji linearna korelacija izmedu konzumiranja alkohola, vrednosti TAi prevalencije
hipertenzije kod stanovniStva. U veéim koli¢inama alkohol ispoljava vazopresorne
efekte preko aktivnosti simpatickog nervnog sistema, povecanja kortizola u plazmi i
aktivacijom sistema rennin-angiotenzin-aldosteron (2) Takode je utvrdeno da vece
koli¢ine alkohola umanjuju efekte antihipertenzivne terapije, ali je taj efekat

reverzibilan u 80% konzumenata, ako se prekine ili znatno smanji unos alkohola (2).

-Fetalni faktori

Sem napred navedenih moguc¢ih uzro¢nika esencijalne arterijske hipertenzije
navode se 1 drugi moguci ¢inioci u nastanku ovog oboljenja kao pusenje, smanjen unos
magnezijuma i kalcijuma u hrani, fizicka neaktivnost, povecani unos kofeina, dijabet 1
dr. Posebno se poslednjih godina izucava fetalno reprogramiranje, koje nastaje kao
posledica razli¢itih metabolickih efekata usled neadekvatne ishrane ploda od strane

placente, uslovljene abnormalnostima placentarne ishrane (16).
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Adaptacija fetusa na nepovoljne intrauterine

uslove
Nepovoljni fetalni uticaji

Prehrambene potrebe > moguénosti ishrane putem placente

/ Fetalna pothranjenost

Hipoksemija MetaboliCke promene Endokrine promene
Redistribucija Moks. amino kiselina Mkortizol
krvotoka A oksidacija laktata W insulin, IGF1
v oksidacija glukoze N/ hormon rasta

Fetalno “programiranje” |

Barker DJP. Clinical Science 1998.

Sema 2. Fetalni uticaji na razvoj esencijalne hipertenzije (adaptirano po Berkeru)

Medu razlozima se navode sledeci:
* pothranjenost fetusa (deficit proteina u trudno¢i)

* endokrine promene, pracene povecanjem koncentracije glikokortikoida i faktora

rasta (IGF-I)

* neadekvatni vaskularni razvoj,neadekvatna sinteza elastina - smanjena

elasti¢nost velikih arterija
» disfunkcija endotela (smanjen odgovor na acetilholin)
* smanjen broj nefrona (Brennerova hipoteza)

* ubrzani postnatalni rast
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Esencijalna hipertenzija kao posledica
smanjenog broja nefrona

Niska PT 1 ,
neadekvatni razvoj Sistemska/
bubrega glomerularn
hipertenzija
Smanjen broj
nefrona/smanjenje

filtracijske povrSine

Ste€ena glomerulo-
skleroza

Sema 3. Fetalna glomerularna skleroza i razvoj esencijalne hipertenzije

(adaptirano po Berkeru)

2. METABOLIZAM PURINSKIHNUKLEOTIDA I MEDUSOBNA
VEZA SA HIPERTENZIJOM

2.1. Metabolizam purinskih nukleotida

Esencijalna hipertenzija ja savremena bolest Cove€anstva, koja usled specifi¢nih
uslova zivota sve viSe pogada mladju populaciju. I pored velikog napretka
farmaceutskih preparata u leenju esencijalne hipertenzije, Cesto je loSe regulisana.
Treba tragati za svim faktorima koji mogu posredovati tome. Koncentracija i
metabolizam adenilnih nukleotida (ATP, ADP, AMP, adenozina, hipoksantina, ksantina
1 mokraéne kiseline) zavisi od stepena oslobadanja 1 stepena katabolizma. Koli¢ina 1
vsrta nukleotida i nukleozida u cirkulaciji zavisi od stepena simpaticke stimulacije,
hipoksije 1 oSte¢enja tkiva, a katabolizam je u direktnoj vezi sa enzimima koji ih

produkuju.
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Purinski nukleotidi predstavljaju jedinjenja koja su Siroko rasprostranjena u

organskom svetu i u svim procesima u ¢eliji imaju ucescée (19,20,21)

1. ATP predstavlja izvor energije u Celiji. ATP povezuje reakcije u kojima se energija
stvara sa procesima u kojima se ona koristi, Sto podrazumeva aktivni transport,
odrzavanje jonskog gradijenta, sintezu organskih jedinjenja i miSi¢nu kontrakciju.

2. Purini su prekursori RNK i DNK i predstavljaju supstrate u reakcijama koje
katalizuju RNK i DNK polimeraza.

3. Purini predstavljaju i supstrate za biosintezu signalnih molekula sekundarnih
glasnika, kao $to su cikli¢ni nukleotidi cAMP, cGMP i diadenozin polifosfati (ApnA).
4. Prekursori su bioloski aktivnih formi vitamina u vidu koenzima NAD, NADP,
Koenzima-A 1 FAD.

5. Derivati nukleotida su i indirektna jedinjenja u mnogim biosintetskim procesima, kao
Sto je S-adenozil metionin.

6. Purini predstavljaju alosterijske efektore, tj intracelularna koncentracija ATP
kontroliSe neke metaboli¢ke puteve, a GTP ucestvuje u pokretanju makromolekula, kao
Sto su peptidni lanci smeSteni na ribozmima, ADP-riboza ima ulogu u posttranslacionoj
modifikaciji odredenih proteina.

7. O znacaju purina u metabolizmu govori podatak da su njihovi analozi najmo¢niji

citostatici.

2.1.1. Tipovi purinskih nukleotida, sinteza, katabolizam i reutilizacija

Purinski 1 pirimidinski nukleotidi sluze za sintezu slobodnih radikala i
nukleinskih kiselina 1 kao takvi su veoma znacajni za zivot Celija, tako da je organizam
sposoban da ova jedinjenja sintetiSe de novo 1 sinteza je najaktivnija je u jetri. Eritrociti,
polimorfonuklearni leukociti i nervne ¢elije su nesposobni da sintetiSu purine de novo, s
toga mozak zavisi od egzogenih faktora u sintezi purinskih nukleotida. Zbog ovoga

postoji i sekundarni put sinteze purinskih nukleotida iz gotovih purinskih baza (22).
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Sema 4. Adenin, njegovi derivati-nukleozidi i nukleotidi (adaptirano po
Burnstoku)

Katabolizam purinskih nukleotida predstavlja kontinuiran proces koji pocinje od
nukleinskih kiselina, kada pod dejstvom enzima endonukleaze pocinje katabolizam
DNK 1 RNK do nukleotida. Nukleotidi koji se oslobode kao takvi ne mogu se koristiti
za sintezu novih nukleinskih kiselina, tako da njihova razgradnja ide kroz dva
metabolicka puta. Od velike vaznosti je metabolizam adenilnih nukleotida, koji imaju
kao bazu adenin.Nafin metabolisanja u nizu organa 1 tkiva koji predstavlja
dezaminaciju AMP, a koju katalizuje AMP dezaminaza do IMP, a defosforilacijom
IMP nastaje inozin. Drugi put katabolizma AMP podrazumeva njegovu prethodnu
defosforilaciju putem enzima 5’-nukleotidaze do adenozina, zatim se adenozin
dezaminiSe u inozin u reakciji koju katalizuje adenozin dezaminaza (23).

U endotelnim ¢elijama krvnih sudova, s obirzom da poseduju ektonukleotidazu,
odvija se drugi, alternativni put razgradnje nukleotida, tj. ATP-ADP-AMP —adenozin.
Endotelne Celije, glatkomiSi¢ne Celije 1 krvne celije izluuju purine 1 ekstracelularni
ATP u cirkulaciju kanalima, vezikularnom egzocitozom ili propustanjem liziranih
¢elija. Tako osloboden ATP uti¢e na tonus krvnih sudova, agregaciju trombocita i

makrofaga.
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Nakon signalne transdukcije , cirkuliSu¢i ATP se inaktivira dejstvom solubilnih purin-
konvertuju¢ih enzima( nukleotid pirofosfataza, 5’-nukleotidaza, adenozin dezaminaza,
¢ime se odreduje koliki ¢e biti nivopurina u krvi (24).

Kod hipoksije 1 ishemije, endotelne ¢elije oslobadaju znatne koli¢ine ATP koje
deluju na purinoreceptore ¢ime se oslobada azot monoksid (25).
Burnstock i saradnici (26) su pokazali da sinergisti¢ko dejstvo purina i faktora rasta
dovodi do proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija 1 endotelnih celija, te suZeni krvni sudovi
izazivaju hipertenziju, aterosklerozu, restenozu i ishemiju. U srcu se odvija primarni
put degradacije ATP-ADP-AMP-adenozin-inozin-hipoksantin-ksantin. Fosforilisani
purini ostaju u miocitima, dok nefosforilisani purini difunduju u ekstracelularni prostor.
Za razliku od adenin nukleotida koji ne mogu da produ kroz sarkolemu, adenozin i
inozin prolaze u intersticijalni prostor gde se degradiraju do hipoksantina, ksantina i

mokraéne kiseline, koji se protokom krvi ispiraju u krvne sudove (27).

2.2. Adenilatni energetski naboj u ¢elijama

Fundamentalni princip Zivota ¢elije, tkiva i organizma u celini je odrzavanje
stabilne koncentracije intracelularnog kiseonika, koji je omogucen optimalnom
oksigenacijom i1 optimalnim odrZavanjem energije, a energetska valuta Celije je ATP.

U ¢eliji adenilni nukleotidi, ATP (adenozin trifosfat), ADP (adenozin difosfat) i
AMP (adenozin monofosfata) predstavljaju dinamicku biohemijsko-matematicku
jednacinu, koja predstavlja i odslikava metabolicke oscilacije ¢elije. Dan Atkinson je
prvi ukazao na koncentraciju adenilnih nukleotida u ¢eliji 1 pokuSao je da ukaze na
zakonitosti koncentracija u celijama pojedinih adenilnih nukleotida. To je nazvano
jednim imenom adenilatni energetski naboj 1 on predstavlja energetski status ¢elije. U
predlozenoj jednacini, dominantno je ukazati na koli¢inu nukleotida koji predstavljaju
energetski-bogatu vezu (28-32). Jednacina adenilatnog energetskog naboja je prikazana

na Semi.
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ATF— ADP + P,

ATP — AMP + PP,

ATP + AMP ——= 2ADP Adenilat kinaza!

Adenilatni

energetski = [ATﬁ] + 05 [ADﬁ]
abej [ATP] +[ADP] +[AMP]

Sema 5. Adenilatni energetski naboj (Burnstok, 2006.)

Ukoliko se posmatra navedena jednacina, ustanovljeno je da teorijski, optimalni
iznos ovog odnosa moze iznositi 1. To zna¢i da je u takvom stanju maksimalno
potenciran transfer makroenergetske fosfatne veze, stvaranje energije je maksimalno, i
¢elija je u nekom ,idealnom* stanju gledano sa aspekta koli¢ine energije kojom
raspolaze. Ali takva situacija u celiji koja Zivi, stvara, razgraduje 1 ima metabolicku
aktivnost, gotovo je u granicama teorijskog. Slican teorijski odnos bi bio kada bi ovaj
odnos bio ravan nuli, kada prakti¢no ne bi bilo raspolozivih makroenergetski bogatih
fosfatnih veza. U fizioloskim uslovima adenilatni energetski naboj ima vrednost izmedu
jetri . Vrednost oko 0,6 je minimalna i odnosi se na nagomilavanje vece koli¢ine
razgradenih nukleotida i to posebno AMP. Svakako da je ovde znac¢ajno mesto enzima
adenilat kinaze, koja katalizuje prevodenje ATP i AMNP u dva molekula ADP. na taj
nacin se moze vrsiti reutilizacija AMP na nacin da se od njega stvara ADP. Vrlo je
vazno istaci da iako jednacina adenilatnog energetskog naboja predstavlja jednu fizicku
veli¢inu koja pokazuje stanje energije i energetske zahteve ¢elije, enzimi koji stvaraju i

metaboliSu ATP ne mogu da registruju ovakvu konstantu. Oni pre registruju promene
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nivoa AMP 1 ADP, jer se mnogo jace detektuje. Na primer, ukoliko postoji pad ATP i
za 10%, porast AMP moze iéi i do 8 puta. | ADP je veoma znacajan efektor (31-36).

ATP regenerisudi

— enzimi _A

Kolic¢ina
adenilnih
nukleotida

— ATP degradirajudi
9 ! ~

enzimi

| I
0 0.5 1

Adenilatni energetski naboj

Sema 6. Adenilatni energetski naboj u odnosu na produkciju i razgradnju ATP

(Burnstok, 2006.)

U uslovima kada je ¢elija izloZena nekom vidu stresa, koji moze biti i samo hipoksija,
dolazi do povecane potroSnje ATP. Normalne koncentracije ATP u celiji su
milimolarne. Proces razgradnje ATP odvija se veoma brzo. To podrazumeva visoku
aktivnost specificne nukleotidaze, to je ATP aza. Aktivnost ATPaze, kako je poznato
veoma je znacajna za odrZzavanje mnogih metabolickih procesa u celiji, pre svega
procesa aktivnog transporta materija kroz ¢elijsku membranu, jonske pumpe, miSi¢ne
kontrakcije, kao 1 ¢elijskog kretanja. Sa aspekta metabolickih zahteva, jasno je da je
koli¢ina ATP i aktivnost ATP aze od esencijalnog znacaja za funkciju miokarda, miSi¢a
1 mozga, jer se radi o energetski zavisnim reakcijama najprisutnijim u ovim tkivima.
lako se proces razgradnje ATP meri ¢ak delovima sekunde, mada u tim prvim
momentima koncentracija ATP moZe da se odgovaraju¢im mehanizmima i odrzi
stabilnom, Sto se dalje reperkutuje i na odnos ATP/ADP, kao i odnos ATP/AMP, koji
se odrzavaju veoma suptilnom aktivacijom odgovaraju¢ih enzima, a u prvom redu

aktivacijom adenilat kinaze. U odrzavanju optimalnog adenilatnog energetskog naboja
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dominantno mesto imaju enzimi koji vrSe razgradnju i enzimi koji vrSe resintezu ATP i
ADP. Aktivnost kinaza je dakle od esencijalnog znacaja za homeostazu tkiva. U ovom
putu treba imati u vidu i stalno odrzavanje rezerve energije, u formi kreatin-fosfata, koji
katalizuje CPK (kreatin-fosfo kinaza). Kao §to je poznato ova reakcija je dvosmerna i
tako je omoguceno odrzavanje energetske rezerve i njeno iskoriS¢avanje po potrebi (29-
36) Ukoliko se posmatra s jedne strane ATPaza, a sa druge CPK, ova dva enzima
dopunjuje jedan drugi, pa se Cesto nazivaju ,,puferski sistem odrzanja nivoa ATP u

celiji* (37).

Kreatin fosfat +ADP__(CPK) ATP+ Kreatin

Pored toga u stanjima teskih adenilatnih energetskih kriza, kada je veliki
gubitak energije i smanjena produkcija, dolazi do potpune razgradnje AMP do
odgovaraju¢ih nukleozida (adenozin i inozin), da bi se konacno putem delovanja
ksantin oksidaze stvorio kranji produkt hipoksantin i mokra¢na kiselina. Ukoliko je
nastao hipoksantin, to je joS uvek Sansa da se putem hipoksantin-guanin fosforibozil
transferaze uz prisustvo fosforibozil pirofosfata (PRPP) nadomesti inozin monofosfat
(IMP). Zbog toga se sve do stvaranja mokra¢ne kiseline moze razmatrati ovaj proces
kao reutilizacija, a ne katabolizam. Pokazano je da regulatorni enzimi imaju vecu
aktivnost u stanjima energetske krize, dok ukoliko adenilatni energetski naboj raste,
aktivnost ovih enzima, u prvom redu adenilat kinaze, opada (32-37).

Imajué¢i u vidu napred pomenute relacije, kada se posmatraju neka stanja i
oboljenja, kao npr miokardna insuficijencija, koju prati hipoksija, adenilatni
energetski naboj opada, a prati ga i pad F-kreatin/ATP, $to su nedvosmisleni parametri
»celijske energetske krize (37). Mehanizmi regulacije koncentracije adenilnih

nukleotida odnose se na uticaj na enzime koji ih stvaraju ili razlazu (31,32).

2.2.1. Koncentracija ATP i adenilatni energetski naboj u plazmi

Koncentracija ATP u plazmi u velikom stepenu odrazava metaboli¢ko-
energetski status tkiva. Koncentracija ATP u krvi iznosi oko 100 pmol/L. To se

naroCito odnosi na energetski metabolizam, tacnije celijsku energetsku krizu. Pored
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toga, neki literaturni podaci pokazuju da koncentracija adenilnih nukleotida u plazmi
moze reflektovati i potencijalni ishod oboljenja, kao §to je septicki Sok, kardiogeni Sok
ili teSke traume. zapaza se dramati¢ni pad ATP kog prati 1 pad kreatin-fosfata, koji je u
linearnoj korelaciji. Nasuprot tome raste nivo slobodnog, nefosforilisanog kreatina i
kreatinina, kao i adenilnih nukleotida i nukleozida koji predstavljaju postepene
prekursore razgradnje ATP. Ekstracelularni ATP ostvaruje vazodilatatorno delovanje
(38-43).

Izvori adenilnih nukleotida u cirkulaciji su razliciti. Koliki udeo ima svaka od
pojedinih komponenti zavisi od fizioloskog, odnosno patoloskog stanja. Jedan od
izvora su uobliceni Celijski elementi u cirkulaciji. Trombociti, kao ¢elije koje ucestvuju
u koagulaciji krvi, oslobadaju ADP iz svojih granula. Zbog toga ADP ima
protromboticne efekte (44,45).

2.2.2. Adenilni nukleotidi u regulaciji krvnog pritiska

Koncentracija adenilnih nukleotida u plazmi rezultat je odnosa oslobodenih i
razgradenih nukleotida (29-36,44,45). Svoje efekte u plazmi cirkuliSu¢i nukleotidi
ostvaruju putem specifi¢nih purinergickih receptora. Purinergicki receptori su podeljeni
u dve klase P1 i P2. Oni mogu prepoznati ATP, ADP, ali od pirimidinskih nukleotida i
UTP 1 UDP. Izucavanjem P1 receptora ustanovljeno je da postoje 4 tipa, i to A, Asa,
Ajp, and Aj Oni se razlikuju po farmakoloskim efektima i1 to stoga Sto Aja i Asp
receptori prevashodno interaguju sa Ggfamilijom G proteina, dok A; i Ajz receptor
reaguju sa Gy, proteinima. P2 receptori su podeljeni u dve podklase X i Y. P2X
receptori predstavljaju ATP-zavisne neselektivne jonske kanale, dok su P,y G-protein
zavisni kanali. To su zapravo membranski receptori asocirani za G-protein. Svi
nukleotidi, bilo tri, di ili monofosfatni, dakle ATP, ADP i AMP mogu delovati preko
P2X receptora, koji su oznaceni kao jonski kanali za ligande, za koje je do sada poznato
da postoji 8 podtipova (Px; to Pax;7). Pored toga postoje 1 G-protein kuplovani
receptori, (GPCR), za koje je poznato da do sada postoji 12 podtipova (46-50).
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Nukleotldai‘;_’ Ekstracelularni
oo %lf’ \pmsw

AFEEEPHH P2¥ receptor P2Y receptor

-EZPCRs -ian channels -SPCRs
s, B, B, A FEE 1T 2115

Sema 7. Purinergicki receptori (adaptirano po Burnstoku, 2000)

U uslovima tkivnog ostec¢enja nukleotidi mogu izaci i iz endotela i iz oSte¢enih
tkiva (51-56). Koliko ¢e se zadrzavati u cirkulaciji zavisi od aktivnosti ekto enzima,
dakle membranskih enzima smeStenih u membranama cirkuliSu¢ih limfocita 1
neutrofila. Sve je to u tesnoj vezi sa koli¢inom kiseonika koja je tkivima na
raspolaganju. U odrzanju intravaskularne koncentracije adenilnih nukleotida znacajno
mesto imaju 1 eritrociti, koji oslobadaju ne samo azot oksid iz spoja sa hemoglobinom
(nitrozo-Hb), nego i ATP. Dodatni izvor ATP mozZe biti i endotel. Povecano
oslobadanje iz endotela moZe se sresti naroCito u uslovima miSi¢ne kontrakcije 1
povecanog tonusa, tzv ,,shear* stresa, ali 1 u uslovima hipotonije, delovanja antagonista
kalcijuma, povecanje koncentracije trombina i lipopolisaharida. Oslobodeni ATP sada
povratno pokrece vazodilatatorne efekte vezivanjemza P,yi/Pay; receptore, kao i
sledstvenom stimulacijom oslobadanja azot oksida iz endotela 1 pokretanjem
mehanizma oslobadanja vazodilatatora iz metabolizma arahidonske kiseline.Vrlo je
bitno da se ustanovi i koliki je odnos u kvalitativnom i kvantitativnom smilsu adenilnih
nukleotida u arterijskom 1 venskom cirkulatornom sistemu i kakva je razlika u stanju

mirovanja ili veceg fizickog napora, odnosno misi¢ne kontrakcije (32-37, 45-56).
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Sema 8. Adenilni nukleotidi u cirkulaciji: potencijalni izvori i uloga (adaptirano

po Heptinstallu i sar. 2006.)

U isto vreme bitno je napomenuti da postoji znacajna veza izmedu purinergicke
aktivnosti 1 protromboticnih efekata, jer se ADP oslobada iz aktivisanih trombocita
(57,58). Oslobadanje ADP narocito je zapazeno u stanju akutnog infarkta miokarda, Sto
pogoduje protromboti¢nom stanju. Sa druge strane, u uslovima vece fizicke aktivnosti
ATP se oslobada iz eritrocita, zajedno sa kiseonikom i azot oksidom. Ustanju povecane
fizicke aktivnosti, oslobadanje je intenzivno, a veci nivo ATP je 1 u venskoj krvi, ali se
pod dejstvom slobodnih u cirkulaciji nukleotidaza razlaze odmah, tako da dolazi i do
porasta ADP. Oslobadanje ATP u uslovima fizickog treninga iz eritrocita je jako
znaajno, jer je pokazano da je ATP direktni antagonist ADP u protromboti¢nim
efektima. Ali i ADP ima uticaja na oslobadanje ATP iz eritrocita, antagonisti¢kim
delovanjem, i to preko Gj-protein povezanih P,y;3 receptora, odnosno inhibicije
stvaranja cAMP (59,60). Uspostavljanje balansa, znaci mozZe biti u pozitivnom smislu u
stanju fizicke aktivnosti, ali i negativho u stanju akutnog celijskog oStecenja ili
aktivacijom trombocita. Ukoliko dode do dalje razgradnje ADP posredstvom

nukleotidaza, nastace adenozin koji je takode vrlo mocan vazodilatator. Oslobadanje
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azot oksida moze delovati preventivno na dalje oslobadanje tj troSenje ATP, a
blokadom nukleotidaza, onemogucava stvaranje protromboti¢nog ADP.

U plazmi se vrsi ekstenzivni katabalozam purinskih nukleotida (32-34,42,43,48).

2.2.3. Adenilni nukleotidi i funkcija endotela

Sa sagledavanjem znacaja endotela kao najvece endokrine zlezde, koji sekretuje
ili oslobada veliki broj hemijskih medijatora, povecan je interes za izuCavanjem i
koncentracije adenilnih nukleotida. U uslovima endotelnog osSteéenja, izucavani su
agonisti i antagonisti purinergi¢kih receptora u tretmanu kardiovaskularnih i
pulmonalnih oStec¢enja. Zbog znacaja koji ATP ima na funkciju endotela dodeljen mu je
naziv “barijerno protektivni agens”, koji je u stanju da smanji trensendotelijalnu
permeabilnost in vitro. Barijerno protektivni efekti koje ispoljava ATP nastaju kao
posledica G-protein receptorskog mehanizma, jer male interferentne RNK koje direktno
blokiraju sintezu Gaq i Gajp proteina, mogu znacajno umanjiti ovaj efekat. Sa druge

strane, inhibicija Gaj, proteina povecava protektivni efekat ATP na endotel (51-56).

2.3. Enzimi katabolizma i reutilizacije purina: izvori i znac¢aj u

metabolizmu purina u cirkulaciji

2.3.1. Poreklo i znacaj metabolizma AMP, 5’- nukleotidaze i adenozin dezaminaze

- Adenozin je intermedijat na putu razgradnje intracelijskog adenozin-trifosfata koji se
u prisustvu 5°-NT stvara iz AMP reakcijom defosforilacije. On deluje kao lokalni
hormonte predstavlja informacionu vezu izmedu celija i1 tkiva. Adenozin ima kratak
poluzivot zbog ¢ega je njegovo fiziolosko dejstvo lokalizovano. Glavni izvor adenozina
u toku ishemi¢nog inzulta su kardiomiociti. Vaskularni endotel i glatke miSi¢ne Celije
otpustanjem 1 katabolizmom ATP pospesuju stvaranje AMP 1 adenozina, posebno u
prisustvu reaktivnih kiseoni¢nih metabolita.Ekstracelijski adenozin nastaje dejstvom
ektonukleotidaza na povrSini sréanih fibroblasta, neutrofila, mast ¢elija , aktivisanog

endotela pri razvoju inflamatornog procesa. Takav adenozin dovodi do pojacanog
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protoka krvi i reaktivne hiperemije, Sto govori o mo¢nom vazodilatatornom dejstvu
ovog medija.

Adenozin se u celije transportuje olakSanom difuzijom uz postojanje specifinog
transportnog sistema, a iz Celije izlazi dezaminacijom u inozin, reutilizacijom do
formiranja AMP i oslobadanjem u ekstracelularnu te¢nost (61).Postoje indirektni
podaci da adenozin vrsi svoju protektivnu ulogu i posredstvom azot-monoksida (NO)
(62). Kardioprotektivna funkcija adenozina se ogleda u povecanju koronarnog protoka i

zastiti od ireverzibilnog ishemi¢nog oste¢enja miokarda (63).

- Enzim 5’-nukleotidaza (5’-ribonukleotid fosfohidrolaza) se wubraja u
fosfomonoesteraze, jer katalizuje hidroliti¢ko razlaganje 5’-monofosfata uz izdvajanje
neorganskog fosfora.

5’- NT se moze javiti u dva oblika: kao ekstracelularni, membranski enzim i kao
intracelularni. Postoje podaci o postojanju trec¢eg i Cetvrtog oblika (64). Najveci deo 5'-
NT lokalizovan je na spoljaSnjoj strani plazma membrane celija. On spada u
ektoenzime, jer mu je aktivni centar smesten na spoljas$njoj povrsini Celije.

Po hemijskoj strukturi 5'-NT je glikoprotein, a u aktivnom centru se nalaze ostaci
histidina, cisteina i serina, kao i joni cinka. Strukturu enzima 5'- NT ¢ini glikoproteinski
dimer ili tetramer sa subjedinicama molekulske mase 68-70 kD. Dimeri mogu biti
heteromerni 1 homomerni. Enzim se aktivira dvovalentnim katjonima slede¢im
redosledom: Mn 2+ >Ca 24+>Mg2+-Co2+(117), astimulatorno deluje i redukovani
NAD . U inhibitore 5’-NT spadaju: Cu2+ i Zn 2+, kao mo¢ni inhibitori , a zatim Ni2+,
Cd 2+, Hg 2+, EDTA. Optimalni pH sredine za aktivnost 5’-NT se kre¢e od 6,5 do 8,4,
u zavisnosti od izvora enzima, sastava inkubacione sredine i vrste supstrata (121). 5°-
NT se nalazi u tkivima 1 ¢elijama jetre, plu¢a, CNS-a, testisa, bubregu, Zu¢nim
putevima (65).

Njegovu aktivnost pokazuju endotelne Celije 1 glatke miSi¢ne Celije arterija, limfociti 1
granulociti.

Aktivnost enzima 5’-NT u tkivima zavisi od starosti 1 proliferacije ¢elija.

Ekto -5°-NT ima i ulogu aktivacije i proliferacije limfocita i adhezije humanih limfocita
za endotelne Celije. Solubilna 5’-NT ima ulogu u rekonstituisanju permeabilnosti

endotela kroz konverziju 5’-AMP do adenozina i kroz aktiviranje adenozinskih
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receptora. U serumu zdravih osoba 5°- NT pokazuje malu aktivnost .Ne zavisi od vrste,
pola i godina zivota. Poveéanje aktivnosti se belezi kod bolesti koje su praéene
retencijom zuci. 5’- ektonukleotidaza ucestvuje u ubrzanom katabolizmu ATP u
stanjima hipoksije, kao $to su anemija, miokardna ishemija ili cerebralna ishemija, jer
tkivna ishemija stimuliSe aktivnost 5°- NT.

Veliki znacaj se danas pridaje ekto 5°- NT (CD73) u funkciji kardiovaskularnog
sistema Histohemisjke studije su pokazale da ekto enzim vrSi hidrolizu AMP na
povrsini kardiomiocita i skeletnih miocita . UCestvuje u vaskularnom tonusu, hemostazi
i adheziji leukocita (66).Enzim reguliSe ne samo funkcionisanje ¢elija krvnog zida, vec
utie i na pravac kretanja krvnih ¢elija. Ekto 5’- NT ima vaznu ulogu u regulaciji
agregacije trombocita i inflamatornog odgovora potenciraju¢i svoje efekte na endotelu
koronarnih krvnih sudova (67).Primarni put razgradnje 5°’-NT u miokardu se odvija
aktivno$éu citosolarne 5’-NT Smanjena aktivnost citosolarne 5°- NT predstavlja
protektivne efekte za miokard, jer u ovakvim uslovima ono prezivljava zahvaljujuci
ocuvanom ATP pulu, za razliku odmembranskog enzima koji produkuje adenozin (68).
- Adenozin dezaminaza (adenozin aminohidrolaza; E.C. 3.5.4.4., ADA) je jedan od
kljuénih enzima purinskog metabolizma koji katalizuje ireverzibilnu reakciju
hidroliticke dezaminacije adenozina, prevodeci ga u inozin sa oslobadanjem amonijaka
(69).

U gotovo svimcelijama 1 tkivima u organizmu prisutna je aktivnost adenozin
dezaminaze. To je glikoproteinski enzim koji u svojoj strukturi sadrzi veliki broj kiselih
amino kiselina, glukozamin i galaktozamin. Optimalni pH za odvijanje enzimske
katalize je 6,3, a izoelektri¢na tatka je na pH 4,8. Cuva se na temperaturi od 2-8 oC
kada je stabilan 6-8 meseci. Aktivatori nisu poznati. Inhibitorno na enzim deluju katjoni
Ag2+, Hg2+ 1 Cu2+ kao 1 sulthidrilni reagensi (p-hloromerkuri-fenilsulfonat).
Specificna inhibicija izazvana blokiranjem SH grupa svedoci da humana ADA sadrzi
esencijalne SH grupe za svoju punu aktivnost. Enzim se takode inhibiSe guanidinom,
biuretom 1 guanil ureom po tipu kompetitivne inhibicije (70). Metodom gel filtracije
izolovane su 4 razli¢ite forme ovog enzima. Tri forme su odredene kao: velika,
intermedijarna i mala. U tkivima velike aktivnosti ovog enzima dominira mala forma
(intestinum i slezina) za razliku od tkiva sa manjom aktivnos¢u (pluca i bubreg) gde je

prisutna velika forma . Adenozin dezaminaza je Siroko zastupljena u svim celijama i
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tkivima, kako sisara tako i nekih Zivotinjskih vrsta, §to je rezultat dominantnog znacaja
kataliticke reakcije produkcije inozina i hipoksantina kao i njihovog daljeg usmeravanja
u katabolizam ilireutilizaciju purinskih nukleotida.Klinicki zna¢aj odredivanja ovog
enzima je u Cinjenicida nedostatak ili ¢ak smanjena aktivnost uzrokuju sindrom
imunodeficijencije. Ukoliko je nedostatak nasledan, ishod moze biti fatalan. Pove¢ana
koncentracija S-adenozil-homocisteina u cirkulaciji inhibira metilaciju DNK tako da
deluje toksicno na T 1 B- ¢elije (71). U stanju ishemije kod ljudi, 70% ATP se degradira
do adenozina (72).

Koris¢enjem inhibitora ADA, EHNA( eritro-9( 2-hidroksi 3-nonil)) adenine i CPC
405 1 CPC 406 postize se ne samo povecanje adenozina , nego i redukovano odlivanje
baza iz ishemi¢nog miokarda (73). ADA predstavlja ,takode i nespecifican marker
aktivacije T ¢elija i njena aktivnost raste u bolestima za koje su karakteristicne

proliferacijai aktivacija T limfocita (74).

2.3.2. Strukturne osobine i uloga ksantin oksidaze i ksantin dehidrogenaze

- Ksantin oksidaza

Ksantin oksidaza katalizuje reakciju stvaranja mokraéne kiseline iz supstrata ksantina,
ali katalizuje 1 oksidaciju hipoksantina u ksantin. Ksantin oksidaza (XO) (EC 1.1.3.22) 1
ksantin dehidrogenaza (XD) (EC 1.17.1.4) predstavljaju dve interkonvertibilne forme
jednog istog enzima (75).

Ispitivanja ovog enzima u razlicitim tkivima pokazala su da se enzim prvobitno stvara
kao dehidrogenazni oblik (NAD-zavisna forma), ali oksidacijom sulfhidrilnih grupa
prelazi u oksidaznu formu. Enzim je po svojoj strukturi molibden metalo-enzim, koji
postoji kao homodimer molekulske mase oko 290 000, pri ¢emu svaki monomer
funkcioniSe nezavisno u reakcijama (76).

Na N-terminalnom delu nalazi se gvozde-sumpor deo, a C-terminalni deo vezuje
molibden 1 taj deo direktno ucestvuje u oksidaciji hipoksantina i ksantina. Enzim
poseduje Cetiri aktivna redoks centra. Vrlo je zastupljen u razli¢itim organima i tkivima,
a posebno je bogat endotel. Takva distribucija daje o¢ekivani nalaz redovne prisutnosti

ovog enzima u cirkulaciji.
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Ksantin oksidaza i dehidrogenaza

Ksantin oksidoreduktaza

\‘ Fe'S < FAD/NAD Mo-pterin
N N
Fe'S Fe'S Mo-ﬁin
Hem i
NAD* 0,

Sema 9. Struktura ksantin oksidoreduktaze i ksantin oksidaze (Pordevi¢ i sar.)

Dominantan oblik u fizioloSkim uslovima je XDH. Kada se za reakciju u kojoj se
hipoksantin 1ili ksantin oksiduju do mokraéne kiseline, koristi NAD+ kao akceptor
electrona, u reakciji nastaje NADH (XDH). Ako je akceptor e-molekulski O2 onda
nastaje O2. ~ - XO. U uslovima ishemije dominira XO kao i u uslovima povecanog
nivoa oksidativnog stresa (77).

Ksantin dehidrogenaza/oksidaza katalizuju transformaciju hipoksantina u ksantin 1
mokraénu kiselinu u kataboliCkom putu purinskih nukleotida. U normalnim fizioloskim
uslovima ovu reakciju katalizuje uglavnom ksantin dehidrogenaza i ona ne produkuje
slobodne radikale. Medutim, u izmenjenim uslovima favorizovana je ksantin oksidaza
koja generiSe superoksid anjon radikal i vodonik peroksid (78).

U eksperimentima na hepatocitama, Nishinoi sar. (79)su pokazali da hipoksija
indukuje povecanu transformaciju ksantin dehidrogenaze u ksantin oksidazu. Takode,
ksantin oksidaza u celijama aktivira se posredstvom povecane koli¢ine slobodnog
citozolarnog kalcijuma (80).

Pored svih navedenih razloga koji idu u prilog povecanom stvaranju slobodnih
kiseonikovih radikala, u stanjima hipoksije zbog inhibicije aerobne respiracije moguca
je 1 smanjena produkcija ovih molekula. Naime, postoje podaci da se pod normalnim
uslovima, u mitohondrijalnoj oksidativnoj fosforilaciji priblitno 1 % od ukupnog

elektronskog protoka koristi za obrazovanje superoksid anjon radikala (02) koji se u
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normalnim okolnostima eliminiSe superoksid dismutazom (SOD) i glutationom. U
akutnoj hipoksiji, zbog inhibicije elektronskog protoka, ova produkcija 02 - je
delimicno ili u potpunosti inhibirana (81).
Ksantin oksidaza je uglavnom eksprimirana u citoplazmi hepatocita, crevnoj sluzokozi,
vaskularnim endotelnim ¢elijama i epitelu dojke. Proizvodnja slobodnih kiseonikovih
radikala posredovana dejstvom XO u kancerskim tkivima moze biti izazvana velikim
povecanjem formiranja supstrata, koji se javlja sekundarno uz ubrzani metabolizam
adenilnih nukleotida tokom progresa karcinoma. Visoka aktivnost XO moZe biti
pokusaj da se smanji salvage put aktivnosti purina, koji je od vitalnog znacaja za brzu
sintezu DNK (80). Razli¢iti rezultati studija o aktivnosti XO mogu biti posledica
ispitivanja u razli¢itim vrstama tkiva 1 pod razli¢itim uslovima.U serumu zdravih osoba
se nalazi veoma niska aktivnost XO ili je uopSte nema.

Posebno znacajno mesto ksantin oksidaze je u ishemijsko reperfuzionim
ostecenjima. Naime,mu uslovima hipoksije, tkiva se delimi¢no ostecuju, dolazi do
aktivacije proteaza i konverzije XD u XO. Kada nastupi oksigenacija, ksantin oksidaza

dobija supstrat kada pocinje reakcija, koja dovodi do oStecenja tkiva (82-84).

ISHEMIJSKO-REPERFUZIONO -~ .,
OSTECENJE I NJEGOVE : ;-
KONSEKVENCE

Reperfuzija 7
 ishemiénog organa R &
v =hes

stanjene ] [ produkcija /

energetske rezerve slobodnih radikala
J { endotelna

disfunkeija

pioreteta)

\ [ homeostaze Cow+

‘ aritmije

poremséaj
kontraktilne funkeije

{ karonarna ‘
r

E vazokonstrikeija

ultrastrukturalno
oitefenje

Sema 10. Uloga ksantin oksidaze u ishemijsko-reperfuzionim stanjima

(adaptirano po Hearseu)
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Znacajanporast aktivnosti je uocen u sluajevima kada je poremecena
cirkulacija i kod sr¢ane insuficijencije kod bolesnika sa reumatskom groznicom (85).
Takode je zabeleZena signifikantna korelacija izmedu XO 1 krvnog pritiska kod
normotenzivnih osoba, Sto dokazuje da je XO jedan od mogucih faktora rizika za
nastanak visokog krvnog pritiska ili se javlja kao posledica razvoja hipertenzije
(86)..Postoje podaci da mokracéna kiselina korelira sa krvnim pritiskom, a preventivno
davanje alopurinola normalizuje tenziju (87).

Smatra se da bolesnici sa koronarnom boleS¢u srca akumuliraju velike koli¢ine
hipoksantina i ksantina u srcu, a ove velike koli¢ine supstrata aktiviraju ksantin

oksidazu i stvaranje slobodnih radikala(88).
2.3.3. Znacaj mokracne kiseline u razvoju hipertenzije

Mokraéna kiselina nije jednostavni produkt katabolizma purina ve¢ znacajan
modulator 1 regulator krvnog pritiska. Nastaje pod delovanjem enzima ksantin

oksidaze.

ATP | /v (7

~ I ‘?\ Razgradnja purina do urata (~ 3?‘\

(be) &‘ N GDP i~ -\

A=T A A5

NH,* P
riboza-1- riboza-1-P riboza-1-P
ksantin guanin

hlpoksantln oksidaza deamlnaza
0,+H,0

ksantin 2+H 0
oksidaza
H,0,

purin nukleozid
fosforilaza

urat
(anjon mokracne kiseline)

Sema 11. Metabolizam purina (adaptirano po Koraéevi¢ i sar.)
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Ne samo da se povecanje mokraéne kiseline Cesto registruje u lose regulisanoj

hipertenziji, ve¢ se i eksperimentalno hipertenzija moze izazvati inhibicijom urikaze i
indukcijom eksperimentalne hiperurikemije. U tom smislu su mnoga antropolSka
istrazivanja bila usmerena na ispitivanje potencijalnih razloga i uslova pod kojima je
gen za urikazu “iS€ezao” samo kod coveka tokom evolucije primata. Hipoteticni
odgovor se odnosi na ¢injenicu da je tokom uspravljanja covek morao da poveca krvni
pritisak, putem zadrzavanja mokra¢ne kiseline, jer se smatralo da je ishrana bila
deficitarna u soli. Predlozena je hipoteza po kojoj se “nonsens” mutacija gena za
urikazu desila izmedu 24 i 13 miliona godina unazad tokom razvoja hominoida.
(Pongo/Gorila/Pan/Homo linija).Ovakve hipoteze narocito isticu autori, kao §to su Wu
1 sar (89), Watanabe i sar (90) i Oda i sar (91).
U poslednje vreme mokracna kiselina polako zadobija znacajno mesto kao izolovani 1
nezavisni faktor rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, a kao udruzeni faktor,
znacajno povecava mortalitet. Mokra¢na kiselina deluje hipertenzivno posredstvom
aktivacije renin-angiotenzin sistema. O toj vezi kao i znacaju u kardiovaskularnom
riziku, mnoge studije i meta analize su diskutovale svoje podatke i hipoteze, Kao $to je
NHANES studija, izraelska studija,japanske OSAKA i OKINAVA studije, Austrijska
studija na ¢ak 83683 pacijenata, LIFE study i druge (92-98). U slu¢aju esencijalne
hipertezije, hiperurikemija je prisutna u blizu 90% pacijenata (99-103).

Iako je re¢ o nedavno proucenim suptilnim mehanizmima, ipak je ideja da je
hipertenzija Cesto udruzena sa gihtom poznata jo§S od pocetka XIX veka, kada je
Frederik Mohamed notirao ovaj klinicki entitet, iako nije merio mokraénu kiselinu 1 ta
zapazanja su bila objavljena u Lancetu. Tada je prva hipoteza i postavljena od strane
istog autora vezana za neki kauzalni odnos, ta¢nije da mokra¢na kiselina moze biti
razlog hipertenzije. Od tada se na giht gleda kao na oboljenje gde se simptomi vezani
za zglobove gledaju kao vrh ledenog brega”. A joS opasnije je postojanje
asimptomatske hiperurikemije, gde se ona sasvim slu¢ajno otkriva kada se razviju svi
drugi ozbiljni simptomi hipertenzije, kardiovaskularnihili bubreznih oSte¢enja. (102-
108). Dugo godina se vodila polemika o ulozi mokraéne kiseline u razvoju hipertenzije
1 kardiovaskularnih bolesti, a nakon ustanovljavanja veze, postavilo se pitanje ,,Sta je
starije, kokoska 1ili jaje”, tacnije, da li hiperurikemija prethodi gojaznosti, hipertenziji 1

bubreznoj insuficijenciji, ili ih prati kao metabolicka konsekvenca (103).
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Eksperimentalni podaci na zivotinjama, pokazali su da izazivanje hiperurikemije
oksonskom kiselinom, koja je blokator urikaze, dovodi do razvoja hipertenzije kod
zivotinja. mehanizmi koji su dokumentovani, zasnivaju se na stimulaciji oslobadanja
angiotenzinogena i smanjenoj bioraspolozivosti azot oksida (NO). Ubrzo nakon toga
zivotinje razvijaju tipicne promene u vidu hijalinoze krvnih sudova i endotelna
ostecenja (109-111).

njenih soli urata, ukoliko nije u pitanju urodena metabolicka greSka-giht. Stoga se
sekundarna hiperurikemija Cesto naziva "marker Celijske energetske krize" Pored toga,
kako je ve¢ navedeno, simpaticka stimulacija oslobadanjem purinskih nukleotida,
stvara dovoljno supstrata u cirkulaciji da mokra¢na kiselina moZze nastati 1 unutar nje
(112).

Efekti mokraéne kiseline na renin-angiotenzin sistem dobro su prouceni i to je jedan od
evolucionih mehanizama, koji je omogucio da covekoliki majmun u uspravnom
polozaju izbegne ortostatku hipotenziju (113-116). Mokra¢na kiselina izaziva i
proliferaciju miSiénih ¢elija vaskulature (delovanjem na MAP kinaze), izaziva
endotelnu disfunkciju, aktivira i oslobadanje PDGF, a moze se nacéi kao loSe
rastvorljiva i u depozitima ateromatoznih ploca (117). O udelu mokraé¢ne kiseline u
razvoju hipertenzije svedoc¢i veliki broj studija, 1 krece se od 1,6 do 2 puta. Analizama
je Cak ustanovljeno da svako povecanje mokraéne kiseline za 1mg/dL dovodi do
porasta od oko 27 mm Hg sistolnog pritiska u periodu oko 5 godina. Od interesa su i
studije koje su ukljucivale terapijski tretman hipertenzija inhibitorima ksantin oksidaze,

alopurinolom (118-123).

3.0OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres se definiSe kao stanje poremecene ravnoteze izmedu prooksidativnih
faktora sa jedne 1 antioksidativnih sa druge strane, odnosno izmedu stvaranja reaktivnih
vrsta kiseonika i azota (eng. reactive oxygen species, ROS; reactive nitrogen species, RNS)
1 njihovog uklanjanja antioksidansima.

Stanje oksidativnog stresa praceno je povecanim nivoom proizvoda oksidacije, kao $to su

lipidni hidroperoksidi, oksidacioni proizvodi proteina i fragmenti DNK (124). ROS 1 RNS
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su, kao proizvodi normalnog ¢elijskog metabolizma, u niskim i umerenim koncentracijama
korisni za zive organizme. Njihovi povoljni efekti se ogledaju u uceséu u brojnim c¢elijskim
signalnim putevima, indukovanju mitogenog odgovora, kao i u odbrani od infektivnih
¢inioca (125). U stanjima povecanog stvaranja, ROS i RNS koje ne mogu u potpunosti biti
eliminisane ilineutralisane enzimskim 1 neenzimskim antioksidansima, dovode do

oksidativnog oStecenja i patogeneze razlicitih bolesti (126).

/]

NADPH oksidaza
<:| Ksantin oksidaza
Mijeloperoksidaza

N\

Proliferacija i Inflamatorni Remodeliranje Smanjena
migracija Apoptoza citokini i ekstracelularnog  produkcija i
glatkomisi¢nih EEEEEE faktori matriksa bioraspolozivost
celija

. - NO
\ inflamacije //

Sema 12. Uloga slobodnih radikala u razvoju hipertenzije (adaptirano po Liftonu i
sar. 2004.)

3.1. Slobodni radikali: ROS i RNS

Reaktivne vrste koje dovode do stanja oksidativnog stresa u bioloskim sistemima,
mogu biti radikalske i neradikalske, koje se mogu lako prevesti u slobodne radikale.
Slobodnim radikalima se smatraju molekuli ili molekularni fragmenti sa jednim ili vise
nesparenih elektrona u spoljasnjoj orbitali, koji ih ¢ine veoma reaktivnim i podloznim
interakcijama sa biomolekulima. Radikali nastali od kiseonika predstavljaju najvaznije
radikalske vrste u zivim sistemima (125). U molekularnom obliku kiseonik je relativno
nereaktivan, ali sa dodatkom jednog elektrona nastaje superoksid-anjon radikal koji se

smatra primarnim ROS i u€estvuje u stvaranju sekundarnih kiseoni¢nih vrsta .
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PODELA SLOBODNIH RADIKALA

-—

Reaktivni oblici kiseonika (Reactive Oxygen Species — ROS)
> Slobodni radikali kiseonika

Superoksidni anjonski radikal {O,e-)

Hidroksilni radikal (HO»)

Peroksilni (ROQe¢)

Hidroksiperoksilni (RO+)

AlKoksilni (HO,*)

> Reaktivni neradikalni derivati kiseonika
. vodonik peroksid {H,0,)

hipohloritna Kiselina (HCIO)

singletni kiseonik (10,)

2. Reaktivni oblici azota (Reactive Nitrogen Species - RNS)
> Slobodni radikali azota

azot (ll)-oksid {NO+)

azot (IV)-oksid (NO,*)

» Jedinjenja i molekuli kao §to su: peroksinitrit (ONOO-) i nitrozilni katjon (NO+)

3. Slobodni radikali hlora
Hipohloritni anjon (OCI-)
Atomski hlor (Cl-)

Tabela 3. Podela slobodnih radikala (adaptirano po Pordevié¢ V. i sar.)

Vazan Celijski izvor oksidativnog stresa je formiranje ROS kroz nepotpunu redukciju
kiseonika u respiratornom lancu mitohondrija. Pod uobicajenim uslovima aerobnog
metabolizma u mitohondrijalnom elektron transportnom lancu molekulski kiseonik
podleze tetravalentnoj redukciji do vode. U uslovima nepotpune redukcije kiseonika,
formiraju se ROS, kao nestabilne 1 veoma reaktivne vrste. Pri tome, postoji taan
redosled kojim se ROS stvaraju, odnosno prvo nastaje superoksid-anjon radikal (O2 « ),
koji dalje daje vodonik-peroksid (H202), a potom i hidroksil-radikal (OHe ) (128). Iako
najzastupljeniji medu reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, O2 ¢ nije dovoljno reaktivan da
deluje na makromolekule direktno, ali moze da zapoc¢ne lanac stvaranja drugih ROS.
On se smatra primarnim ROS koji moZe da reaguje sa drugim molekulama i generiSe
sekundarne ROS, direktno ili posredstvom enzimima i metalima katalizovanih procesa
(127). Iako primarno nastaje u kompleksu I (NADH-dehidrogenaza) i kompleksu III
(citohrom c-reduktaza) mitohondrijalnog lektron transportnog lanca, znatne koli¢ine O2
*— mogu nastati pod dejstvom razli¢itih enzimskih sistema kao $to su ksantin-oksidaza i
NAD (P) H-oksidaza. Vodonik-peroksid je mali neradikalski molekul, koji lako

difunduje i prolazi kroz ¢elijske membrane 1 ima sposobnost da u€estvuje u stvaranju
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drugih ROS (128). Pored nastajanja u elektron transportnom lancu mitohondrija, vazan
izvor vodonik-peroksida su i peroksizomi, organele koje u najvecoj meri koriste ¢elijski
kiseonik za obavljanje viSe metaboli¢kih funkcija (129). H202 ucestvuje u formiranju

visoko reaktivnog hidroksil-radikala, u Fentonovoj reakciji:

Fe2+ + H202 — Fe3+ + OHe + OH.

MEHANIZAM NASTANKA SLOBODNIH RADIKALA
ZRACENIE
?

...... 02 02 H20

. ]
OKSIDAZE TRl 2¢ . + H-

T 02+— 02
Zapaljenje N

(leukociti) 3 Fe++ Fo+++
5.0.D. )
+ *

+

2H
(o} OH
. « Superoksidni anjon Peroksidacija lipida
KISEONICNI 02- Swp ! e Yoy
SLOBODMNI H202 Vedonik peroksid Fragmentacija peptida
RADIEALL

OH - Hidroksilni radikal Prekid DNK lanaca

5.0.0. = Superoksid dismutaza
Sema 13. Mehanizmi nastanka slobodnih radikala ((adaptirano po Pordevi¢ V. i

sar.)

Hidroksil-radikal (OH-) je neutralna forma hidroksidnog jona sa visokom
reaktivnoscu, ali sa malim poluvremenom eliminacije (10-9s), tako da se njegovo delovanje
ostvaruje isklju¢ivo na mestu formiranja (130).

ROS se formiraju i u fagocitima kao odgovor organizma na inflamatorne agense
(citokine 1 bakterijske produkte). U interakciji sa stranim partikulama aktivira se
NAD(P)H-oksidaza, najbolje okarakterisana u neutrofilima, gde nastali O2 ¢ pokrece
seriju reakcija odgovornih za uniStavanje bakterija. Ovaj odbrambeni mehanizam
pracen je aktivacijom i enzima mijeloperoksidaze, klju¢nog u nastajanju hipohlorne
kiseline (HOCI), neradikalske ROS sa baktericidnim dejstvom. U literature je opisana

je 1 nefagocitna NAD(P)H-oksidaza, koja produkuje superoksidni anjon, u mnogo
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manjoj meri nego u neutrofilima, za koji se smatra da ucestvuje u intracelijskim
signalnim putevima (125,131). Pored ROS, reaktivne vrste azota (RNS) takode mogu
da izazovu ostecenja kada njihovo stvaranje u organizmu prevazilazi mogucnosti

njihove neutralizacije i eliminacije.

Produkcija slobodnih radikala

i p

/,
Elektron 3 f@
+ U toku apsorpcije radijacije (zracenja) Stabilni molekul _

+ U procesu oksidativne fosforilacije u mitohondrijama

+ U procesu fagocitoze

« U procesu biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata u ER-u
« U procesu metabolisanjalekova i alkohola

+ Uenzimskim reakcijama koje katalizuju oksidaze

« U procesu sinteze ikozanoida

+ U reakcijama oksidoredukcije u prisustvu metala s promenljivem
valencom

« U procesu lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina

Sema 14. Mehanizmi produkcije slobodnih radikala (adaptirano po Pordevi¢ V. i

sar.)

Ovakvo stanje naziva se jo§ 1 nitrozativnim stresom i1 moze da dovede do promene
strukture, a time i funkcije proteina, kroz reakcije nitrozilacije (132). Azot-monoksid
(NOe) je vazan reaktivni radikal, sintetisan u tkivima pod dejstvom enzima azot-
monoksid sintetaza koje metaboliSu arginin do citrulina (133). Ovaj mali molekul
ucestvuje u brojnim fizioloskim procesima, ukljucujuéi neurotransmisiju, regulaciju
krvnog pritiska, relaksaciju glatkih miSi¢a, regulaciju imunog sistema i odbrambeni
sistem organizma (134). lako sam nema veliku reaktivnost, NOe« u prisustvu kiseonika
ili superoksida moze da prede u reaktivnije vrste, kao $to su azot-dioksid i peroksinitrit
(135). Pored endogenog stvaranja ROS, koje se vezuje za metabolicke procese, pre
svega u mitohondrijama, reaktivne vrste mogu nastati i pod dejstvom egzogenih uticaja
u koje se ubrajaju ekstremne temperature, zraCenje, ksenobiotici, hemijski toksini,
pesticidi 1 teski metali (136,137).
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Direna dejstva
slobodnih radikala

Oifeenje
éelijske
membrane

oitenje proteina i
g

Sema 15. Slobodni radikali i éelijska o$tecenja (adaptirano po Pordevi¢ V. i sar.)

Postoji veliki broj indeksa koji se koriste za ocenu oksidativnog statusa i efikasnosti
antioksidanasa, najc¢eS¢e su koriS¢eni produkti lipidne peroksidacije 1 relevantni
biomarkeri. Lipidna peroksidacijajerezultat kompleksnih lanc¢anih reakcija koje
rezultuju formiranjem razli¢itih oksidovanih proizvoda, tj. peroksiradikala masnih
kiselina (ROO- ) 1 odgovaraju¢ih hidroperoksida (ROOH) (138). Nastali peroksi-
radikali su nestabilni molekuli ¢ijom daljom konverzijom nastaju stabilniji proizvodi,
kao $to su izoprostani i aldehidi. Nastali aldehidi naj¢esée se odreduju kao supstance
koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom (eng. thiobarbituric acid reacting substances,
TBARS), a njihov nivo se izrazava u ekvivalentima malondialdehida (MDA) i
predstavlja najceS¢e koriS¢enindeks lipidne peroksidacije (139). Kao markeri
oksidativnog stresa odreduju se i hidroperoksidi (LOOH), cesto izrazeni kao

konjugovani dieni, kao i F2-izoprostani.

3.2.1zvori i razlozi oksidativnog stresa u hipertenziji

PoviSen krvni pritisak predstavlja najces¢i faktor rizika za nastanak KVB, pri
¢emu vise vrednosti podrazumevaju vec¢i rizik, naroc¢ito kada su prisutni i drugi faktori,
kao §to su porodic¢na istorija preuranjenih KVB, gojaznost, dijabetes, pusenje ili bolesti

bubrega (140). Brojne epidemioloske studije su sprovedene kako u razvijenim
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zemljama, tako i u zemljama u razvoju, ¢ime je pokazano da je hipertenzija glavni
faktor rizika za nastanak KVB. Istrazivanja su pokazala da ¢ak i visoki-normalni
arterijski krvni pritisak predstavlja faktor rizika za KVB, tj.koronarnu bolest srca, kod
oba pola i u razli¢itim etnickim grupama (141). Pokazano je da oksidativni status osoba
sa farmakoloski nele¢enom esencijalnom hipertenzijom karakteriSe povecanje nivoa
markera lipidne peroksidacije u krvi, kao i poveéana produkcija superoksid-anjona i
vodonik-peroksida u polimorfonuklearnim leukocitima i smanjenje aktivnosti
antioksidativnih enzima i koncentracije vitamina E. Pored toga, normalizacija vrednosti
krvnog pritiska dovodi do normalizacije vrednosti navedenih parametra oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite (142). Dokazano je da je u stanju hipertenzije smanjena
bioraspolozivost azot-monoksida, vaznog vazodilatatora, koji se degradira u prisustvu
slobodnih radikala. Naime, poluvreme eliminacije, a samim tim i bioloSka aktivnost
NO zavisi od prisustva ROS, pre svega superoksid-anjona koji reaguje sa NO i dovodi
do formiranja visoko reaktivnog peroksinitrita. Ova reakcija se odvija 10 puta brze od
reakcije u kojoj superoksid-dismutaza razlaze superoksid-anjon, a rezultat je smanjenje
bioraspolozivosti azot-monoksida, kao 1 njegovih zastitnih efekata (143). NO osloboden
u vaskularnom endotelu ispoljava anti-aterosklerotsko dejstvo, pa se inicijacija, ali i
ubrzavanje procesa ateroskleroze dovodi u vezu sa stanjima deficita NO. Povecana
produkcija ROS se sve viSe dovodi u vezu sa endotelnom disfunkcijom, koja je prisutna
kod pacijenata sa aterosklerozom, a novija istraZivanja su pokazala da prisustvo
endotelne disfunkcije moze da predvidi 1 nivo kardiovaskularnih dogadaja uopste (144).
lako su mehanizmi koji dovode do endotelne disfunkcije kompleksni 1 ukljuc¢uju vise
¢inioca, smatra se da klju¢nu ulogu u ovom fenomenu mogu imati ROS, kao 1 da
smanjenje njihove produkcije, odnosno nivoa oksidativnog stresa moZze usporiti ili
spreciti razvoj KVB (143,144). Narusena endotelna homeostaza se dovodi u vezu sa
gotovo svim faktorima rizika za nastanak KVB, kod starih ljudi, hipertenzivnih osoba,
u stanjima poviSenog LDL holesterola 1 triglicerida,pacijenata sa dijabetesom tipa 1 ili
2, kao i u metabolickom sindromu (143).

Promene homeostaze vode i elektrolita 1 njihov uticaj na ekspresiju oksidativnog stresa
je dokumentovan u literaturi i u direktnoj je vezi sa funkcijom bubrega.Pitanje koje je
logi¢no je gde stoji direktna veza izmedu elektrolitnog dizbalansa 1 slobodnih radikala,

a samim tim 1 moguce karike hipertenzije, slobodnih radikala i bubrega?Na ovo pitanje
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se moze odgovoriti ukoliko se zna da se Na iz primarne mokrace preko bazolateralne
membrane tubula reapsorbuje aktivno i tako dovodi do vra¢anja vode preko katjonskog
kotransportnog sistema.U tom smislu, krvni pritisak 1 volumen ekstracelularne te¢nosti
su determinisani bubreZznim kapacitetom izluc¢ivanja NaCl (engl. renal NaCl excretory
capacity*).Kljucni signal koji modulira reabsorpciju NaCl i sekreciju K+ ukljucuje
specificne kinazne enzime, takozvane WNK kinaze, koje interaguju saSPAK
(proline/alanine-bogate kinaze) i oksidativni stres-responsivnim kinazama (OSR1).
OSRI1 se posebno eksprimira u tkivima kao §to su bubrezi (tubulski system), srce,

skeletni misiéi, tanko crevo i kolon.

OSR-1 ekspresija

» OSR1 se posebno eksprimira u tkivima
kao Sto su bubrezi-tubulski sistem, srce,

Sema 16. Eksperesija Oksidativni-stres zavisnih kinaza (adaptirano po Wilsonu i
sar.2008)

U ¢elijama sisara, SPAK fosforiliSe 1 aktivira katjonske kotrasportere NKCC1, NKCC2,
and NCC, kada postoje hiperosmotski ili hipotoni¢ni uslovi.Visoka aktivnost ovog
enzimskog sistema je jedan od razloga hipertenzije. U tom smislu, direktna veza
oksidativnog stresa 1 elektrolitnog dizbalansa je ocigledna. Ova veza ima svoju
prirodnu i odbrambenu logicku zasnovanost, jer je u stanjima Soknih hipovolemijskih
stanja organizam izloZen velikom naletu slobodnih radikala, pa je oksidativni stres
jedan od mehanizama da se pospeSi nadoknada te¢nosti i elektrolita povecanom
reapsorpcijom, dakle uStedom gubitka vode 1 elektrolita na nivou tubula. Ali kada
oskidativni stres hroni¢no traje, onda on ,,nepotrebno odrzava“ ovaj mehanizam 1 tako

dovodi do jednog od mehanizama ,,dopremanja‘“ tec¢nosti 1 elektrolita na nivou tubula
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bubrega.Na taj nacin, oksidativni stres moze biti pokreta¢c mehanizama povecéanja
volumena cirkuliSu¢e tecnosti i krvnog pritiska i biti jedan od patogenetskih
mehanizama nastanka esencijalne hipertenzije i njenih konsekvenci (145).

Imajuéi u vidu povezanost i znacajnu ulogu oksidativnog stresa u razvoju i progresiji
hipertenzije, neke studije su ispitivale efekte antihipertenzivne terapije na novo
produkata lipidne peroksidacije i antioksidativnog statusa. Ustanovljeno je da ACE
inhibitori pouzdano deluju kao lekovi koji umanjuju oksidativni stres, ali i endotelnu
disfunkciju. Iako su sli¢ni podaci u in vitro studijama pokazani za beta blokatore,

kalcijum antagoniste i blokatore alfa receptora, njihov direktni efekat u in vivo

Ascedentni
deo Henleove
petlje

=
Na+-K+-2Cl-kotransporter

Apical

Katjon hlorid kotransporteri i hjihov znac¢aj u
razvoju hipertenzije/veza sa oksidativni stres

kln azama Gerardo Garrba AmJ Physiol Renal Physiol 20

F50

Sema 17. veza izmedu katjon-hloridnih kotransportera i oksidativni-stres zavisnih

kinaza (adaptirano poGerardo-Gambi 2010)
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4. TERMINALNA BUBREZNA INSUFICIJENCIJA INJENA
POVEZANOST SA ESENCIJALNOM HIPERTENZIJOM

4.1. Hipertenzinogeni faktori koji doprinose nefrosklerozi

Dobro je poznata dvosmerna veza izmedu hipertenzije i hroni¢ne bolesti
bubrega. S jedne strane, bolesti bubrega su veoma Cesto udruzene sa hipertenzijom
(147), dok s druge strane, poviSen krvni pritisak moze da uzrokuje trajne strukturne i
funkcionalne promene u prethodno zdravom bubregu vodeci nefroangiosklerozi(148) .
Tako bubreg moze da bude 1 “krivac”i “Zrtva” hipertenzije. Sve do devedesetih godina
proslog veka posvecivana je paznja hipertenziji kao faktoru rizika za kardiovaskularne
bolesti, dok je hroni¢na bolest bubrega kao posledici hipertenzije bila zanemarena
(149). Medutim, devedesetih godina proslog veka u SAD, a potom i u zapadnoj Evropi,
zabeleZen je brz porast broja bolesnika u terminalnoj insuficijenciji bubrega, ¢ija je
osnovna bolest bila hipertenzivna nefropatija,koja je postala drugi po ucestalosti uzrok
terminalne insuficijencije bubrega .

U Srbiji se porast incidence i prevalence hipertenzivne nefropatije belezi tek poslednjih
deset godina pa je ona postala naj¢e$¢i uzrok terminalne insuficijencije bubrega
(150,151).

Gotovo istovremeno sa porastom incidence hroni¢ne bolesti bubrega uzrokovane
hipertenzijom pojavljuje se sve veci broj dokaza da ishemijska nefropatija uzrokovana
ateroskleroticnom stenozom renalnih arterija predstavlja c¢est uzrok hroni¢ne
insuficijencije bubrega (152,153). Upravo je ta sve veca ucestalost nefroangioskleroze i
ishemijske nefropatije kao uzroka terminalne insuficijencije bubrega nametnula potrebu
da se ovim bolestima, njihovoj pravovremenoj dijagnozi, kao 1 prevenciji 1 leCenju
posveti viSe paznje. Kod pacijenata koji imaju terminalnu bubreZnu insuficijenciju oko
Y4 ima hipertenziju. razlozi za ovo su mnogostruki, ali sobzirom na vrlo cesto
zajedniStvo, vrlo Cesto se kao najce$¢i faktor udruzene pojave spominju genetski
faktori. tako su se kod nekih latinoamerickih familija ustanovili poremecaji 1
polimorfizmi vezani za 11B2 gen, koji inace ima ulogu u sintezi nosaca i reapsorpciji

natrijuma na nivou tubula. On je lociran na 16q regionu 22.hromozoma. sa druge strane
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u nekim azijskim familijama dokazani su polimorfizmi vezani ya 1q region 21.
hromozoma, $to odgovara genu koji kodira sintezu receptora za atrijalni natriureticki
peptid..kad je u pitanju americka populacija, polimorfizmi su dokumentovani na
genima 31-34 lokus 2q. Ove populacije su ispitivane kao najpredisponiranije za razvoj
hroni¢ne bubrezne insuficijencije na terenu duze hipertenzije (154,155). U sustini rizik
od razvoja hroni¢ne bubrezne insuficijencije raste sa staro$¢u i osobe preko 65 godina
starosti spadaju u veoma predisponirane. Kao osnovni mehanizam u razvoju hronicne
bubrezne insuficijencije je retencija tecnosti 1 elektrolita, koja se manifestuje
hipertenzijom koja je pracena edemima. Klinicki se moze zapaziti tamna braon-Zuta
prebojenost koze zbog talozenja uree, pojava proteinurije, a stanje prati pojava anemije,
gubitak apetita i svraba koze.

Theodor Fahr je 1919. predlozio naziv nefroskleroza za hroni¢nu bolest bubrega koja
nastaje kao posledica dugotrajne hipertenzije ili starenja (156).

Klinicka slika nefroangioskleroze moze biti razlicita, ali najceS¢e bolest protice
asimptomatski, bez specificnih simptoma i znakova. Naime, progresivna insuficijencija
bubrega kod sredovecnih ili starijih bolesnika sa dugogodiSnjom hipertenzijom, blagom
proteinurijom ili mikroalbuminurijomi normalnim sedimentom mokra¢e ne mora uvek
da bude posledica nefroangioskleroze. Ta¢na dijagnoza nefroangioskleroze moze da se
postavi samo histoloski, ali se biopsija bubrega kod ovakvih bolesnika, a pogotovo kod
starijih, retko primenjuje, $to se ne moZze smatrati pogreSnim.

U praksi se najcesce dijagnoza nefroangioskleroze postavlja na osnovu kriterijuma koje
su predlozili Schlessinger i saradnici (157), a koji se danas ve¢ smatraju klasi¢nim. Ovi
su kriterijumi nabrojani u tabeli 4, a pored njih neki autori preporucuju i1 nekoliko
dodatnih: starost bolesnika preko 55 godina, muski pol, hiperurikemija, normalan
sediment mokrace i simetriéno smanjeni bubrezi izmereni ultrazvu¢nim pregledom

(153,158,159).
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1. Porodi¢na anamneza o esencijalnoj hipertenziji

2. Dugogodisnja hipertenzija koja prethodi proteinuriji

3. Prisustvo hipertenzivne retinopatije

4. Dokaz o hipertrofiji leve komore (EKG ili EHO)

5. Druge ateroskleroti¢ne promene: periferna arterijska bolest, ishemijska bolest srca,

cerebrovaskularna bolest

6. Proteinurija ispod 0,5 g/24 h ili <2+ pomocu test traka

7. Normalna ili blago smanjena funkcija bubrega

8. Odsustvo bilo koje druge bolesti bubrega, dijabetesa, drugih sistemskih bolesti ili

1zloZenost nefrotoksinima

Tabela 4. Klini¢ki kriterijumi za dijagnozu nefroangioskleroze

4.1.1 Klini¢ka slika ishemijske nefropatije

Ishemijska nefropatija (sinonimi: ishemijskabolest bubrega, ateroskleroticna
renovaskularnabolest, ateromatozna renovaskularna bolest) jeposledica smanjenog protoka krvi
kroz bubregeusled stenoze renalnih arterija. Stenoza renalniharterija moze da uzrokuje dva
klinicka sindroma.Prvi je renovaskularna hipertenzija, koja jeobi¢no posledica unilateralne
stenoze renalnearterije i nije udruzena sa smanjenom funkcijombubrega, jer se kompenzatorno
poveca funkcijakontralateralnog bubrega. Drugi sindromje ishemijska nefropatija, koja se
razvija kodbolesnika sa hemodinamski signifikantnomstenozom renalnih arterija oba bubrega
ili stenozomrenalne arterije solitarnog bubrega i koja jepracena klinicki znac¢ajnim smanjenjem
glomerulske filtracije.

Ishemijska nefropatija se moze ispoljiti slede¢im klini¢kim slikama:

Akutna insuficijencija bubrega tokom lec¢enja hipertenzije, narocito pri upotrebi lekova
iz grupe blokatora renin-angiotenzin sistema ¢esto u kombinaciji sa diureticima. Obi¢no
nastaje 1.-14.dana po otpo€injanju lecenja i Cesto je reverzibilna. Kako je obostrana
stenoza bubrezne arterije Cesta (izmedju 30%-50%), na ishemijsku nefropatiju bi
trebalo uvek posumnjati pri pojavi azotemije kod bolesnika sa prethodno

dijagnostikovanom renovaskularnom hipertenzijom. Ponavljane epizode edema pluca
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koji mogu biti udruzeni sa hipertenzijom ali i sa normalnim ili ¢ak snizenim krvnim
pritiskom. U osnovi ovog poremecaja je najverovatnije zadrzavanje vode i soli.
Nejasna i progresivna azotemija kod starijih bolesnika (preko 60 godina starosti kada
nastanak esencijalne hipertenzije nije tipi¢an), pogotovu kod onih sa postoje¢om
poliarterijskom boles¢u ateroskleroticne prirode. Progresivna azotemija kod bolesnika
sa poznatom renovaskularnom hipertenzijom leCenom medikamentozno. Akutna
bubrezna insuficijencija koja se superponira na hroni¢nu insuficijenciju bubrega.
Bolesnici sa stenozom renalne arterije (jednostrano kod solitarnog i afunkcionalnog
kontralateralnog bubrega ili obostrano) imaju rizik od okluzije arterije. Nagli nastanak
okluzije se prikazuje u vidu naglo nastale anurije, akutne bubrezne insuficijencije i
hipertenzivne krize (160,161).

Kod svakog bolesnika kod koga se pojavi sumnja na nefroangiosklerozu neophodno je
da se uradi dopler renalnih arterija da bi se iskljucila stenoza renalne arterije, a kada se
sumnja na embolizaciju kristalima holesterola ili na neku drugu nefropatiju, biopsija
bubrega.To omogucava da se postavi ta¢na dijagnoza i primeni najefikasnije lecenje.
Terminalna bubreZna insuficijencija u oko % sluc¢ajeva dovodi do dijalize. Smrtnost je
kod ovih pacijenata 20-30 puta veca nego u generalnoj populaciji. veliki je broj faktora
rizika koji do mogu dovesti do fatalnog ishoda, ali je s hipertenzija, hiperlipidemija i
kardiovaskularne bolesti medu najzastupljenijima i spadaju u takozvane ,,tradicionalne*
faktore rizika. Pored toga postoje i takozvani faktori rizika specificni za bubreg 1 tu
spadaju: uremija i dijaliza, dok ekstrarenalni faktori koji mogu imati veliki uticaj su:
proteinurija, hipervolemija i edemi, povecana aktivnost renin-angiotenzin sistema,
inflamacija, infekcija, oksidativni stres, poremecaj metabolizma kalcijuma 1 fosfora,
anemija, povecana koncentracija homocisteina, prokoagulantni trombogeni faktori,
porast koncentracije citokina. Pove¢ana koncentracija citokina i proteina akutne faze
dovodi do povecanja koncentracije nekih toksi¢nih metabolita, kao §to je asimetri¢ni
dimetil arginin (ADMA) i1 promena na relaciji intima-medija, kao i ventrikularne

hipertrofije (162-164).
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4.2. Oksidativni stres kao faktor razvoja terminalne bubrezne

insuficijencije i njenih konsekvenci

Oksidativni stres je jedan od znacCajnih faktora razvoja terminalne bubrezne
insuficijencije, gde je posebno znacajan dizbalans pro i antioksidativnih sistema.
Oksidativni stres doprinosi razvoju ateroskleroze, koja sa svoje strane i do 70 puta
povecava rizik od razvoja kardiovaskularnih komplikacija. Sa druge strane amiloidoza
kao posledica talozenja oksidativno modifikovanih proteina i poremecaja metabolizma
B2 mikroglobulina je jedan od razloga poremecaja bubreZzne funkcije kao glavni
producenti oksidativnog stresa navodi se inflamacija, koja ima za posledicu oslobadanje
slobodnih radikala iz aktiviranih makrofaga i polimorfonukleaza. Tu se u prvi mah
misli na mijeloperoksidaznu reakciju, mada je i1 ksantin oksidaza, ali i1 aktivacija
NADPH oksidaznog sistema takode od znacaja. Pored toga uloga ciklooksigenaze i
lipooksigenaze je veoma znacajna. Od radikala koji u ovim reakcijama nastaju poseban
znacaj imaju: superoksid anjon radikal (O2):, vodonik peroksid (H202), hidroksilni
radikal (OH-), peroksinitrit, hipohlorna kiselina (OCI-) 1 peroksinitrit (ONOO). Ukoliko
hipohlorna kiselina reaguje sa aminima mogu nastati 1 hloramini (RNH-CI). Pored
prisutne inflamacije i pada antioksidativnog sistema, znacajan faktor produkcije
radikala u terminalnoj bubreZznoj insuficijenciji je 1 bio-inkopatibilni efekat dijaliznih
membrana, kao i prisustvo endotoksina. Znafaj membrana za dijalizu kao faktora
oksidativnog stresa je popravljena modifikacijom istih, tertmanom sa nekim
liposolubilnim antioksidansima, kao §to je vitamin E. Oksidativno modifikovani
biomolekuli, poput lipida i proteina dovode do pojave oxoLLDL, koji je znacajan faktor
stvaranja penastih ¢elija (165,166).
Biomolekuli koji su target oksidativne modifikacije u toku teminalne bubreZne
insuficijencije su prikazani na tabeli.
Kada je u pitanju insuficijencija antioksidativnog sistema, naroCito je znacajan pad
aktivnosti enzimskog antioksidativnhog sistema, glutation-peroksidaze, superoksid
dizmutaze i katalaze. Od neenzimskih antioksidanasa znacajan je pad koncentracije
glutationa. Nijedna struktura bubrega nije poStedena u toku delovanja slobodnih
radikala. One se pre svega odnose na glomerule, tubule i vaskularne strukture (165-
167).
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Konkretni dokazi uceS¢a oksidativnhog stresa u razvoju terminalne bubrezne
insuficijencije su :

-povecano generisanje radikala Sto je dokazano njihovim doziranjem u krvi i telesnim
teCnostima, kao i u tkivu bubrega

-antioksidansi pokazuju povoljan efekat

-eksperimentalna indukcija oksidativnog stresa dovodi do poremecaja na nivou bubrega
Najvazniji nacini kako slobodni radikali izazivaju oSte¢enja su sledeci:

-hemodinamske promene sa promenom glomerularne propostljivosti

-aberantni odgovor proliferacije mezangijuma i drugih struktura

-¢elijska apoptoza i odumiranje nefrona

-aktivacija proinflamatornih citokina 1 adhezionih faktora.

Naroc¢ito je znacajno da se velike studije i meta analize bave izuCavanjem efekata
antioksidanasa, naroCito vitamina E, za koji je poznato da kao antioksidans Stiti
posebno lipidno okruzenje. To znaci da povoljno deluje na zastitu nezasi¢enih masnih
kiselina fosfolipida celijskih membrana, kao i LDL aterogene lipoproteine krvne

plazme (167).

Biomarkeri oksidativhog stresa u
terminalnoj bubreznoj insuficijenciji
» Ugljeni hidrati: reaktivni aldehidi i produkti

glikacije
» Proteini:oksidovani amini, AOPP karbonilne

grupe, oksidovani tioli

+ Amino kiseline:cistein, homocistein, nitrotirozin,
Izoaspartat

+ Lipidi: uznapredovali produkti lipooksidacije,
MDA lipidni hidroperoksidi, oxo-LDL
* Derivati arahidonske kiseline:F2 izoprostani

* Nukleinske kiseline: 8-hidroksi dezoksigvanin
(8-oxo-gvanin)

Tabela S5.Biohemijski markeri oksidativnog stresa u terminalnoj bubreZnoj

insuficijenciji (adaptirano po Jonesu 2008.)
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4.3. Uloga mokracne Kkiseline kao faktora razvoja terminalne bubrezne

insuficijencije u hipertenziji

Dugo godina mokra¢na kiselina razmatrala se samo kao jedno losSe rastvorljivo
jedinjenje koje kad se nagomila u cirkulaciji, po sili gravitacije se talozi u sitnim
zglobovima i karlicama i ¢asicama bubrega, dovode¢i do pojave uratnog gihta. Ukoliko
se razmatra talozenje mokrac¢ne kiseline, treba se zapitati da li je zaista samo zglob i
bubreg predilekciono mesto. Eksperimentalni podaci pokazali su da to nije tako, ve¢ da
se mokracna kiselina moze taloziti u krvnim sudovima, §to znac¢i da moze ucestvovati u
aterosklerozi krvnih sudova. Sa druge strane, znacajno su se pomerile vrednosti
koncentracije mokraéne kiseline ka nizim, cesto gotovo normalnim ili grani¢no
normalnim vrednostima, kada je u pitanju kardiovaskularni rizik (hiper)urikemije. Tako
od nebitnog 1 gotovo zanemarujuceg faktora, mokra¢na kiselina vremenom prerasta u
vodece faktore rizika za razvoj bubreznih oste¢enja na terenu hipertenzije. Cak pojedini

autori smatraju da je vodeci faktor rizika za bubrezne bolesti (102,103,111,113,120).
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5. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitati koncentraciju u plazmi adenilnih nukleotida ATP, ADP, AMP i mokra¢ne
kiseline kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom i ustanoviti da li postoje razlike u
odnosu na starost, pol, tenziju (sistolnu i dijastolnu), standardne biohemijske analize i

tip terapije.

2. Ustanoviti odnos adenilatnog energetskog naboja kao markera celijske energetske
krize u ispitivanim grupama i njegov odnos sa stepenom hipertenzije i terminalnom

bubreznom insuficijencijom.

3. Ispitati kakva je meduzavisnost nivoa adenilnih nukleotida, nukleozida i mokra¢ne

kiseline 1 aktivnosti enzima koji ih metaboliSu (5-nukleotidaza i adenozin dezaminaza)

4. Ispitati aktivnost i odnos ksantin oksidazne i dehidrogenazne forme u ispitivanim

grupama.
5. Ispitiati koncentraciju markera oksidativnog stresa kod odredivanje oksidative
modifikacije lipida (MDA) i uznapredovalih produkata oksidativne modifikacije

proteina (AOPP).

6. Definisati mesto mokaréne kiseline kao faktora razvoja esencijalne hipertenzije i

progresije hipertenzije u hroni¢nu bubreZnu insuficijenciju.
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6. ISPITANICI I METODE

6.1.Pacijenti i kontrolni zdravi davaoci krvi

Istrazivanje je obavljeno na Klinici za nefrologiju i hemodijalizu Klini¢kog centra Nis i
u laboratoriji klinike. Deo istrazivanja je odraden na Medicinskom fakultetu, na Instititu
za Biohemiju.

Ispitivanjem su obuhvaéeni pacijenti sa esencijalnom hipertenzijom. Kontrolnu
grupu je Cinila zdrava populacija ljudi bez kardiovaskularnih, bubreznih 1 inflamatornih
bolesti. Istrazivanjem je obuhvaéeno 50 pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom, 40
pacijenata na hemodijalizi i 22 kontrolne osobe.

Dijagnoza esencijalne arterijske hipertenzije postavljana je na osnovu
kriterijuma evropskog udruZenja za hipertenziju "Guidelines Committee. European
Society of Hypertension -- European Society of Cardiology guidelines for the
management of arterial hypertension, 2003", uvidom u medicinsku dokumentaciju
bolesnika i merenjem arterijske tenzije. Prema preporukama, merenje arterijske tenzije
radeno je u sede¢em polozaju, nakon kraceg odmora, u toku rutinskog klinickog
pregleda. Merenje tenzije je vrSeno na nadlaktici leve ruke koriS¢enjem zivinog
manometra, a kao referentna vrednost uzimana je srednja vrednosti iz tri uzastopna
merenja.

Svim pacijentima je uzimana heparinizovana krv koja je bila centrifugirana,
odvajana. Nakon toga su pra¢ene standardne biohemijske analize. Za uzimanje krvi za
merenje koncentracije adenilnih nukleotida su bile specijalno pripremljene epruvete,
kako bi se momentalno vrsila deproteinizacija i kako ne bi doslo do njihove spontane
degradacije.

6.2. Biohemijske analize

Krv je uzimana iz kubitalne vene pacijenata i kontrolnih zdravih osoba. Pre
uzimanja kr+vi pacijenti i zdravi ispitanici su dali pristanak za ucestvovanje u studiji i
nisu imali nikakav tezak fizicki napor, niti su unosili hranu 12 ¢asova pre uzimanja
uzorka krvi. Od svakog pacijenta i zdravih ispitanika je uzimano 10mL krvi. Rutinske
biohemijske analize (urea, kreatinin) odredivane su na automatskom analizatoru
Klinike za Nefrologiju i hemodijalizu Medicinskog fakulteta u NiSu (A24 for In Vitro
Diagnostics Biosystems SA, Barcelona, Spain).

Odredivanje adenilnih nukleotida ATP, ADP, AMPi mokrac¢ne Kkiseline radeno je
metodom te¢ne hromatografije po metodi Coolena i sar (168). Krv, koja je uzeta uz
EDTA kao antiokoagulans, koji inaktivira dalji katabolizam ATP, odmah je tretirana
kiselinom, kako bi se nukleotidi talozili. KoriSen je sistem za hromatografiju 1200
Agilent HPLC system, a specificne kolone su bile marke Zorbax Extended C18 column
(4.6 mm x 250 mm, 5 pm). Kori$¢ene su dve mobilne faze protokal mL/min. Koris¢eni
su odgovaraju¢i interni standardi.

Odredivanje koncentracije produkata uznapredovale oksidacije proteina AOPP:
AOPP je odredivan po metodi Drueke i sar (169). Metoda se bazira na odredivanju
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oslobodenih hloramina, pri ¢emu se hloramin-T koristi kao standard. Merenje se vrsilo
spektrofotometrijskom tehnikom, pri ¢emu su uzorci plazme prvo razblazivani pet puta,
pri ¢emu se plazmi dodaje rastvor kalijum-jodida. Reakcija se prekida stvaranjem kisele
sredine, dodatkom trihlorsiréetne kiseline. Absorbanca se ¢ita na 340nm. Kao standard
se koristi rastvor hloramina T , a kao slepa proba pufer, kome se dodaje kalijum jodid i
trihlorsiréetna kiselina.

Odredivanje produkta lipidne peroksidacije MDA u plazmi:reakcija se zasniva na
tome da stvoreni malondialdehid (MDA) sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) stvara
MDA-TBA2 hromogen na visokoj temseraturi, ¢iji se intenzitet boje Cita na 532 nm
(170).

Odredivanje ksantin oksidaze i dehidrogenaze vrSeno je po metodi Kizakija i
Sakurade, koja se bazira na merenju mokra¢ne kiseline-produkta razgradnje ksantina.
Da bi se merila celokupna oksidoreduktazna aktivnost aktivnost je odredivana u dve
serije. Jednoj seriji uzoraka je dodavan NAD, koji je akceptor elektrona, tako da je tu
dobijana i ksantin oksidazna i ksantin dehidrogenazna aktivnost. Druga serija je radena
samo u prisustvu kiseonika i supstrata ksantina, pa je tu detektovana ksantin oksidazna
aktivnost. Oduzimanjem ksantin oksidaze (XO) od ksantin oksidoreduktaze (XOD),
dobija se ksantin dehidrogenazna aktivnost (XD) (171).

Odredivanje aktivnosti 5’-nukleotidaze vr$eno je po metodi Wooda 1 Viliamsa
(1981), gde je kao supstrat koris¢en 10mM AMP, a aktivnost enzima je odredivana na
bazi oslobodenog fosfora.

Odredivanje aktivnosti adenozin dezaminaze vrseno je po metodi Pedersona i
Berrija, koja se zasniva na merenju koli¢ine oslobodenog amonijaka iz supstrata 4mM
adenozina. Koli¢ina oslobodenog amonijaka je detektovana na bazi alkalne hipohlorit
metode.

6.3. Statisticka analiza

Dobijeni rezultati su obradivani standardnom metodologijom deskriptivne 1 analiticke
statistike. Za statisticku analizu kori$¢en je SPSS for Windows software. Komparacija
medu grupama je vrSena u zavisnoti od tipa 1 distribucije obelezija Studentovim t
testom i Hi-kvadrat testom. Za korelacionu analizu kori§¢en je Pirsonov korelacioni
test.
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7. REZULTATI

7.1. Opste karakteristike ispitivanih grupa bolesnika

Distribucija bolesnika u odnosu na pol prikazana je u Tabeli 6.

Tabela 6. Polna distribucija ispitanika u odnosu na ispitivane grupe

Grupa
kontrola Hipertenzija Dijaliza Total
Zenski
8 (36,4%) 24 (46,7%) 20 (50,0%) 52 (45,7%)
Muski 14 (63,6%) 26 (53,3%) 20 (50,0%) 60 (54,3%)
Total 22 (100,0%) 50 (100,0%) 40 (100,0%) 112 (100,0%)

Podaci su prikazani kao n (%), NS za sve parametre

Ucinjena analiza nije pokazala postojanje znacéajnije razlike u polnoj distribuciji

izmedu ispitivanih grupa bolesnika (Tabela 6).

Prosecna starost 1 vrednosti sistolnog i1 dijastolnog krvnog pritiska ispitivanih

bolesnika prema grupama prikazana je u Tabeli 7.

Tabela 7. Prosecna starost i vrednosti krvnog pritiska

Kontrola hipertenzija Dijaliza Total
Starost 63,2482 66,049,0 65,2459 65,0+7,6
(59,6-66,9) (62,6-69,4) (63,3-67,1) (63,4-66,6)
Sistolni TA 121,0+7,1 169,6+13,8** 162,7+10,1** 156,9+21,1
(117,0-124-9) (164,4-174,8) (158,7-166,6) (151,9-162,0)
Dijastolni TA 72,0+5,5 96,4+10,1% 85,3+6,6%% 87,1+12,2
(68,9-75,0) (92,6-100,2) (82,7-87,9) (84,3-90,0)

Podaci su prikazani kao srednja vrednost+SD (95%CI za srednju vrednost); ANOVA:

post hoc **p<0,01 naspram kontrolne, &&p<0.01 naspram ostale grupe
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Uradena analiza nije pokazala znacajniju razliku u prosecnoj starosti ispitivanih

bolesnika. Vrednosti sistolnog krvnog pritiska su bile znac¢ajno vece u grupi bolesnika

sa hipertenzijom i bolesnika na hemodijalizi u odnosu na kontrolnu grupu ispitianika,

dok se vrednosti izmedu ovih grupa nisu razlikovale znacajnije. Vrednosti dijstolnog

krvnog prtiska bile su znac¢ajno razlicite izmedu ispitivanih grupa bolesnika pri cemu su

najmanje u kontrolnoj, a najvece u grupi bolesnika sa ensencijalnom hipertenziom

(Tabela 7).

7.2. Koncentracija adenilnih nukleotida i vrednosti adenilatnog
energetskog naboja

Koncentracija cirkuliSucih adenilnih nukleotida ATP, ADP i AMP u ispitivanim

grupama bolesnika prikazana je u Tabeli 8.

Tabela 8. Koncentracija cirkuliSuéih adenilnih nukleotida u ispitivanim
grupama bolesnika

Kontrolna Hipertenzija Dijaliza Total
ATP 937,8+139,2 487,1+115,9° 439,7+185,1° 561,2+244,0
(860,7-101,4) (444,3-531,2) (368,0-511,5) (504,9-618,8)
ADP 216,0+54,4° 322,8+204,1° 621,7+122,7 415,5+226,1
(185,3-246,1) (246,6-399,0) (574,1-669,3) (362,6-468,4)
AMP 22,1445 83,8+25,2° 114,8+26,5° 83,0+41,2
(19,6-24,6) (74,1-93,5) (104,5-125,1) (73,4-92,6)

Podaci su prikazani kao srednja vrednostxSD (95%CI za srednju vrednost);
ANOVA: post hoc ap<0.01 naspram kontrola, bp<0.01 naspram dijaliza; cp<0.01

naspram ostale grupe

Ucinjena statisticka obrada pokazala je da su vrednosti cirkuliSu¢ih adenilnih

nukleotida znacajno razli€ite u ispitivanim grupama bolesnika. Vrednosti ATP-a bile su

zna¢ajno manje u grupama bolesnika sa hipertenzijom 1 dijalizom u odnosu na
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kontrolnu grupu. Vrednosti ADP bile su znacajno manje u grupi bolesnika sa
hipertenzijom 1 kontrolnoj grupi u odnosu na grupu bolesnika na hemodijalizi.

Vrednosti AMP su pokazale najvece intergrupne varijacijie i1 bile su znacajno najmanje

u kontrolnoj 1 zna¢ajno najvece u bolesnika na programu hemodijalize (Tabela 8).

Vrednosti adenilatnih indeksa u ispitivanim grupama bolesnika date su u Tabeli 9.

Tabela 9. Vrednosti adenilatnih indeksa u ispitivanim grupama bolesnika

Kontrolna Hipertenzija Dijaliza Total
AEC 0,88+0,01 0,72+0,05** 0,63+0,03** 0,72+0,10
(0,88-0,89) (0,70-0,74) (0,61-0,64) (0,70-0,74)
ATP/ADP 4,52+0,96 1,93+0,88** 0,70+0,24** 1,99+1,58
(3,99-5,05) (1,60-2,26) (0,60-0,79) (1,62-2,36)
ATP/UA 4,49+1,0 2,14+1,74* 1,08+0,35** 2,21+£1,75
(3,91-5,06) (1,49-2,79) (0,94-1,21) (1,80-2,62)
ADP/UA 1.01£0.27 1.16£0.73 1.58+0.43** 1.29+0.59
(0.86-1.16) (0.88-1.43) (1.41-1.75) (1.11-1.41)

Podaci su prikazani kao srednja vrednost+SD (95%CI za srednju vrednost);

ANOVA: post hoc **p<0,01 naspram ostale grupe

Ucinjenja statistiCka analiza pokazala je postojanje znacajnih medjugrupnih varijacija u
vrednostima ispitivanih indeksa. Vrednosti AEC, odnosa ATP/ADP i ATP/UA bile su
znacajno razliCite izmedu ispitivanih grupa bolesnika. Vrednosti AEC, ATP/ADP i
ATP/UA bile su najvece u kontrolnoj grupi 1 najmanje kod bolesnika na dijalizi. Odnos
ADP/UA bio je sli¢an u kontrolnoj i grupi sa hipertenzijom a najveci u grupi bolesnika
na dijalizi (Tabela 9).

SLIKA 1. HPLC-DAD hromatogram adenilat-nukleotidnog profila: (A) kontrole (K4),
(B) hipertenzivnog pacijenta (HR4) i (C) pacijenta na dijalizi (RD18)
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(A)
] ATP AVP
ADP
04 U*A/JML\/MAM
®)
ATP
ADP AMP w
©)
ADP
AMP
] ATP

Hromatografska separacija je postignuta na koloni Zorbax Extended C18 (4.6mm x
250mm, S5pum), pomocu linearnog gradijenta dve mobilnefaze: fosfatnogpufera(50 mM,
pH6) i metanola.ATP, ADP i AMP su praceni pomocu diode array detectora (DAD) pri
fiksnoj talasnoj duzinu od 254nm.Sva tri jedinjejna su identifikovana poredenjem
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njihovog retencionih vremena sa onim Cistih standarda a dodatna karakrerizacija je
izvSena analizom apsorpcionog spektra svakog hromatografskog pika.

SLIKA 2. HPLC-DAD hromatogram mokracne Kkiseline: (A) kontrole (K4), (B)
hipertenzivnog pacijenta (HR4) i (C) pacijenta na dijalizi (RD18)
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Hromatografska separacija je postignuta na koloni Zorbax Extended C18 (4.6mm x

250mm, Spum), pomocu linearnog gradijenta dve mobilnefaze: fosfatnogpufera(50 mM,
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pH6) 1 metanola.UAjepracenapomocu diode array detectora (DAD) pri fiksnoj talasnoj
duzinu od 280nm.UA je identifikovana poredenjem retencionog vremena standarda sa
onim iz uzoraka a dodatna karakrerizacija je izvSena analizom apsorpcionog spektra

hromatografskog pika.

7.3. Vrednosti azotnih produkata i mokracne Kiseline u ispitivanim
grupama

Vrednosti azotnih produkata i mokraéne kiseline u ispitivanim grupama

bolesnika prikazane su u Tabeli 10.

Tabela 10. Vrednosti azotnih produkata i mokraéne Kkiseline u ispitivanim
grupama bolesnika

Kontrola Hipertenzija Dijaliza Total
UA
218,9+57,0° 269,4+78,1° 408,5+96,6 312,4+113,0
(187,3-250,5) (240,2-298,6) (371,0-446,0) 286,0-338,8)
Urea 4,4110,67 6,11+1,96 36,2+6,0 17,3£15,5
(4,04-4,78) (5,38-6,85) (33,8-38,5) (13,6-20,9)
Kreatinin 71,979 88,2+22,9 860,8+132,2 381,2+389,7
(67,5-76,3) (79,6-96,8) (809,5-912,1) (290,2-472,1)

Podaci su prikazani kao srednja vrednost+SD (95%CI za srednju vrednost); ANOVA:

post hoc bp<0,01 naspram dijaliza;

Vrednosti ureje, mokracne kiseline 1 kreatinina bile su slicne u kontrolnoj 1

grupi bolesnika sa arterisjkom hipertenzijom, ali su bile zna¢ajno vece kod bolesnika na

hemodijalizi (Tabela 10).

7.4.Vrednosti derivata oksidativne modifikacije proteina AOPP i

MDA u ispitivanim grupama bolesnika

Vrednosti derivata oksidativne modifikacije proteina AOPP 1 MDA u

ispitivanim grupama bolesnika prikazane su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Derivati oksidativne modifikacije proteina

kontrola Hipertenzija Dijaliza Total
AOPP 185,2458,0° |  290,4+86,0 | 199,3+107,0° | 222,3+100,0
(157,2-213,2)| (252,2-328,5) |(161,7-236,4)|(199,3-245,4)
MDA 2.98+0.80° 3.32+0.85° 4.02£0.93 | 3.49+0.96
(2.62-3.33) (3.00-3.64) (3.68-4.37) | (3.27-3.70)

Podaci su prikazani kao srednja vrednost£SD (95%CI za srednju vrednost); AOPP-
uznapredovali produkti oksidacije proteina; MDA-malondialdehid; ANOV A: post hoc ap<0,01

naspram hipertenzija; bp<0,01 naspram dijaliza

Uradena analiza pokazala je postojanje znacajnih razlika u vrednostima derivata
oksidativne modifikacije proteina AOPP i MDA izmedu ispitivanih grupa. Vrednosti
AOPP bile su zna€ajno najvece u bolesnika sa hipertenzijom u odnosu na kontrolnu i
grupu bolesnika na dijalizi. Vrednosti MDA kao produkta lipidne peroksidacije bile su
znacajno veée kod bolesnika na hroni¢nom programu hemodijalize u odnosu na

kontrolnu 1 grupu bolesnika sa esencijalnom hipertenzijom. (Tabela 11).

Aktivnost enzima metabolizma ksantina i nukleinskih kislina u ispitivanim

grupama bolesnika prikazane su u Tabeli 12.

Tabela 12. Enzimi metabolizna ksantina i nukleinskih kiselina

Kontrolna hipertenzija Dijaliza Total
kasantin oksidaza 42 5+14,7 69,5+10,7** 73,2+18,1** 64,5+19,9
(35,4-49,6) (64,7-74,3) (67,0-79,4) (59,9-69,0)
kasintin oksidoreduktaza 123,1+£24,0 169,1+36,9* 145,3+38,6 146,6+38,5
(111,5-134,7) | (152,7-185,4) | (131,8-158,8) | (137,8-155,5)
ksantin dehidrogenaza 80,6+25,7%* 106,1+18,3 72,5+35,7% 84,3+32,1
(68,2-93,0) (97,8-114,4) (59,8-85,2) (76,8-91,8)

Podaci su prikazani kao srednja vrednost+SD (95%CI za srednju vrednost);

ANOVA: *#*p<0,01 naspram kontrola, &&p<0,01 naspram hipertenzija

Aktivnost ksantin oksidaze bila je slicna u grupama bolesnka sa hipertenzijom 1
na dijalizi, dok je aktivnost u kontrolnoj grupi bila znacajno manja u odnosu na druge

grupe. Vrednosti ksantin oksidoreduktaze bile su sli¢ne u kontrolnoj 1 grupi bolesnika
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na dijalizi dok su kod bolesnika sa hipeetenzijom bile znac¢ajno vece u odnosu na druge
grupe. Aktivnost ksantin dehidrogenaze bila je sli¢na u kontrolnoj i grupi bolesnika na

hemodijalizi dok je u grupi sa hipertenzijom bila znac¢ajno veca nego u ostale dve grupe

(Tabela 12).

Aktivnost enzima uklju¢enih u metabolizam nukleinskih kiselina kod ispitivanih

grupa bolesnika prikazana je u Tabeli 13.

Tabela 13. Enzimi metabolizma nukleinskih kiselina

Kontrola hipertenzija dijaliza Total
adenozin dezaminaza 37,7218 50,1+32,5 41,4428 4 43,3428,6
(25,1-50,4) (35,3-65,0) (31,5-51,3) (36,4-50,2)
5nt 278,0+£249,9 213,8£164,0 | 126,0£137,3 | 200,1£189,3
(126,9-429,0) | (132,3-295,4) | (55,4-196,6) | (145,1-255,1)
5nt / adenozin dezaminaza 7.374* 4.267 3.043 4.621

Podaci su prikazani kao srednja vrednost+SD (95%CI za srednju vrednost);

ANOVA: post hoc *p<0.05 naspram ostale grupe

U¢injena analiza podataka pokazuje da izmedu ispitivanih grupa bolesnika ne
postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima adenozin dezaminaze 1 Sprim
nukleotidaze, ali je potvrdena znac¢ajno manja vrednosti njthovog odnosa kod bolesnika

sa hipertenzijom 1 hroni¢nom bubreznom insuficijencijom (Tabela 13).
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7.5 Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa

biohemijskim parametrima

Korelaciona analiza u kontrolnoj grupi

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa ispitivanim enzimima
metabolizma ksantina, nukleinskih kiselina i adenozina kao i sa vrednostima krvnog
pritiska i azotnim produktima u kontrolnoj grupi bolesnika prikazana je u Tabeli 14, pri
¢emu su parcijalni korelacioni koeficijenti kontrolisani prema polu i starosti bolesnika.
Tabela 14. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa ispitivanim

enzimima metabolizma ksantina i mokra¢nom Kkiselinom u kontroli

UA kasantin oksidaza kasintin oksidoreduktaza ksantin dehidrogenaza

ATP 0,312 0,225 -0,194 -0,310
ADP 0,356 0,148 -0,641° -0,667"
AMP 0,262 0,128 -0,202 -0,259
AEC -0,232 -0,012 0,552 0,506

ATP/ADP | 0,311 -0,056 0,535 0,517

ATP/UA  |.0,815~ 0,117 -0,038 -0,104
ADP/UA | 0,480 0,135 -0,606° -0,628
UA - 0,026 -0,004 -0,019

Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti: **p<0.01

Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti
bolesnika pokazuje da postoji znacajna i1 jaka negativna korelacija izmedu vrednosti
mokraéne kisleine 1 odnosa ATP/UA (C=-0.815, p<0.01) u kontroli. Sli¢na znacajna
negativna korelacija, ali neSto slabijeg intenziteta, postoji izmedu aktivnosti kasintin
oksidoreduktaze i ksantin dehidrogenaze sa ADP (C=-0.641, p<0.05 i C=-0.667,
p<0.01) i sa odnosom ADP/UA (C=-0.606, p<0.05 i C=-0.628, p<0.015). Znacajna
pozitivna korelacija registrovana je izmedu aktivnosti ksantin oksidoreduktaze i
vrednosti AEC 1 odnosa ATP/ADP (C=0.552, p<0.05 1 C=0.535, p<0.05) (Tabela 14).

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa azotnim produktima i

krvnim pritiskom u kontrolnoj grupi prikazana je u Tabeli 15.
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Tabela 15. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa azotnim

produktima i krvnim pritiskom u kontrolnoj grupi

urea Kreat Sist Dija
ATP -0,342 0,009 -0,146 0,289
ADP -0,409 -0,050 -0,058 0,004
AMP -0,522° 0,083 -0,131 -0,036
AEC 0,277 0,084 0,010 0,215
ATP/ADP 0,290 0,148 0,076 0,174
ATP/UA -0,018 0,087 0,190 0,197
ADP/UA -0,248 -0,004 0,216 0,038
UA -0,152 -0,078 -0,215 0,010

Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti: **p<0.01

Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti
bolesnika pokazuje da postoji znacajna negativna korelacija izmedu vrednosti ureje i
AMP (C=-0.522, p<0.05) u konrolnoj grupi (Tabela 15).

Povezanost adenilnih nukleotida 1 njihovih indeksa sa AOPP i1 enzimima metabolizma

nukleinskih kiselina u kontrolnoj grupi prikazana je u Tabeli 16.

Tabela 16. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa AOPP, MDA

i enzimima metabolizma nukleinskih kiselina u kontroli

uznapredovali MDA
produkti oksidacije adenozin
proteina dezaminaza 5nt
ATP 0,028 -0.085 0,018 -0,285
ADP -0,402 0.055 0,014 -0,393
AMP -0,569’ 0.001 0,105 -0,319
AEC 0,582 -0.129 -0,008 0,277
ATP/ADP 0,626 -0.091 -0,031 0,290
ATP/UA 0,380 0.280 0,342 0,068
ADP/UA -0,164 0.028 0,262 -0,147
UA -0,311 -0.361 -0,250 -0,373

MDA -malondialdehid; Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema

polu i starosti: **p<0.01

59




Doktorska disertacija

Boban Milojkovi¢

Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti

bolesnika pokazuje da postoji znaCajna negativna korelacija izmedu vrednosti

uznapredovalih produkata oksidacije proteina i AMP (C=-0.5569, p<0.05) kao i

pozitivna sa vrednostima AEC i odnosom ATP/ADP u konrolnoj grupi (C=0.582,

p<0.05 i C=-0.626, p<0.05). Nije nadena znacajna korelacija sa zavrSnim produktima

lipidne peroksidacije (Tabela 16).

Korelaciona analiza u grupi bolesnika sa hipertenzijom

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa ispitivanim enzimima

metabolizma ksantina, nukleinskih kiselina 1 adenozina kao i1 sa vrednostima krvnog

pritiska 1 azotnim produktima u grupi bolesnika sa hipertenzijom prikazana je u Tabeli

17, pri ¢emu su parcijalni korelacioni koeficijenti kontrolisani prema polu i starosti

bolesnika.

Tabela 17. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa ispitivanim

enzimima metabolizma ksantina i mokra¢nom kislinom kod hipertenzivnih

bolesnika

UA kasantin oksidaza kasintin oksidoreduktaza ksantin dehidrogenaza
ATP -0,039 0,386 0,159 -0,078
ADP -0,401 0,000 0,042 -0,022
AMP 0,243 0,117 0,156 -0,073
AEC 0,173 0,344 0,063 -0,018
ATP/ADP | 0,188 0,320 0,166 0,043
ATPIUA 10,675 0,145 0,332 0,148
ADP/UA | .0,469" -0,184 0,188 0,119
UA 0,229 -0,338 -0,245

Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti: **p<0.01

Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti

bolesnika pokazuje da postoji znaCajna negativna korelacija izmedu vrednosti

mokraéne kiseline sa vrednostima ADP, odnosom ATP/UA i ADP/UA (C=-0.401,
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p<0.05, C=-0.675, p<0.01 1 C=-0.469, p<0.05) u grupi bolesnika sa hipertenzijom

(Tabela 12).

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa azotnim produktima i

krvnim pritiskom u bolesnika sa arterijskom hipertenzijom prikazana je u Tabeli 18.

Tabela 18. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa azotnim

produktima i krvnim pritiskom kod hipertenzivnih bolesnika

Urea kreat Sist Dija
ATP 0,264 0,281 0,093 -0,112
ADP 0,637 0,414 0,243 -0,108
AMP -0,361 -0,244 -0,230 -0,301
AEC -0,150 -0,039 -0,067 0,140
ATP/ADP -0,555~ -0,396" -0,381 -0,086
ATP/UA 0,320 0,042 0,012 -0,303
ADP/UA 0,557 0,498" 0,232 0,140
UA -0,226 -0,070 0,066 0,304

Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti: **p<0.01

Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu 1 starosti
bolesnika pokazuje da postoji znacajna negativna korelacija izmedu vrednosti ureje,
kreatinina 1 sistolnog krvnog pritiska sa odnosom ATP/ADP (C=-0.555, p<0.01, C=-
0.396, p<0.05 i C=-0.381, p<0.05). Znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu
vrednosti ureje i kreatinina sa ADP (C=0.637, p<0.01 i C=-0.414, p<0.05) kao i sa
vrednostima ADP/UA (C=-0.557, p<0.01 i C=0.498, p<0.01) u grupi bolesnika sa

arterisjkom hipertenzijom (Tabela 18).

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa AOPP i enzimima

metabolizma nukleinskih kiselina u kontrolnoj grupi prikazana je u Tabeli 19.
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Tabela 19. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa AOPP, MDA

i enzimima metabolizma nukleinskih Kiselina u hipertenzivnih bolesnika

uznapredovali MDA
produkti oksidacije adenozin
proteina dezaminaza 5nt
ATP 0,128 -0.206 -0,393 0,031
ADP -0,040 0.011 -0,221 0,238
AMP 0,102 -0.058 -0,423 0,071
AEC 0,091 -0.136 -0,058 -0,310
ATP/ADP 0,065 -0.089 -0,138 -0,233
ATP/UA -0,023 -0.046 -0,279 -0,157
ADP/UA -0,131 -0.012 -0,185 0,103
UA 0,187 0.235 0,059 0,117

MDA -malondialdehid; Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti:

Ucinjena statisti¢ka analiza nije pokazala postojanje znacajnije korelacije

izmedu vrednosti adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa AOPP, MDA i enzimima

metabolizma nukleinskih kiselina u hipertenzivnih bolesnika (Tabela 19).

Korelaciona analiza u grupi bolesnika na dijalizi

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa ispitivanim enzimima

metabolizma ksantina, nukleinskih kiselina i adenozina kao i sa vrednostima krvnog

pritiska i azotnim produktima u grupi bolesnika na hemodijalizi prikazana je u Tabeli

20, pri ¢emu su parcijalni korelacioni koeficijenti kontrolisani prema polu i starosti

bolesnika.

62




Doktorska disertacija

Boban Milojkovi¢

Tabela 20. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa ispitivanim

enzimima metabolizma ksantina i mokra¢nom Kkislinom kod bolesnika na dijalizi

UA kasantin oksidaza kasintin oksidoreduktaza ksantin dehidrogenaza
ATP 0,555~ -0,249 -0,292 -0,179
ADP 0,235 -0,019 -0,308 -0,174
AMP 0,299 -0,110 -0,267 -0,145
AEC 0,496~ -0,228 -0,143 -0,080
ATPIADP | g 539" -0,291 -0,159 -0,091
ATPIUA 1 0,050 -0,136 -0,278 -0,131
ADP/UA —1.0,626" 0,123 -0,167 -0,052
UA - -0,191 -0,148 -0,157

Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti: **p<0.01

Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti

bolesnika pokazuje da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti mokraéne

kiseline sa vrednostima ATP, AEC 1 ATP/ADP (C=0.555, p<0.01, C=0.496, p<0.01 1

C=0.539, p<0.01) u grupi bolesnika na hemodijalizi. Ujedno registovana je znacajna

negativna korelacija vrednosti mokracne kiseline sa odnosom ADP/UA (C=-0.626,

p<0.01) (Tabela 20).

Povezanost adenilnih nukleotida 1 njihovih indeksa sa azotnim produktima i

krvnim pritiskom kod bolesnika na hemodijalizi prikazana je u Tabeli 21.
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Tabela 21. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa azotnim

produktima i krvnim pritiskom kod bolesnika na dijalizi

urea Kreat Sist Dija
ATP 0,275 0,019 -0,012 -0,052
ADP 0,184 -0,165 0,211 0,386
AMP 0,323 -0,015 0,149 0,449’
AEC 0,130 0,084 -0,148 -0,285
ATP/ADP 0,265 0,153 -0,126 -0,216
ATP/UA 0,001 0,274 -0,159 0,064
ADP/UA 0178 -0,405 -0,037 0,342
UA 0,444 0,374 0,196 0,043

Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema polu i starosti: **p<0.01

Udinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti

bolesnika pokazuje da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti

dijastolnog krvnog pritiska sa ADP i AMP (C=0.386, p<0.05, C=0.449, p<0.05).

Znacajna pozitivna korelacija nadena je 1 izmedu vrednosti ureje sa mokra¢nom

kiselinom (C=0.444, p<0.05). Postoji i1 znaajna negativna korelacija vrednosti

kreatinina sa odnosom ADP/UA (C=-0.405, p<0.05) u grupi bolesnika na programu

hemodijalize (Tabela 21).

Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa AOPP, MDA 1 enzimima

metabolizma nukleinskih kiselina u kontrolnoj grupi prikazana je u Tabeli 22.
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Tabela 22. Povezanost adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa AOPP, MDA

i enzimima metabolizma nukleinskih Kiselina u bolesnika na dijalizi

uznapredovali produkti oksidacije MDA adenozin
proteina dezaminaza 5nt
ATP 0,358 0.210 -0,190 -0,052
ADP 0,205 0.260 -0,090 0,270
AMP 0,280 0.425* -0,198 0,102
AEC 0,304 0.014 -0,120 -0,190
ATP/ADP 0,332 0.016 -0,183 -0,257
ATP/UA 0,356 0.321 -0,245 -0,102
ADP/UA 0,111 0.214 -0,110 0,093
UA 0,018 -0.159 0,038 0,094

MDA -malondialdehid; Parcijalni linearni korelacioni koeficijent prilagodjen prema

polu 1 starosti: **p<0.01

Udinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti
bolesnika pokazuje da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti MDA 1
koncentracije AMP (C=0.425, p<0.01). Ostali parametri nisu pokazali takvu znacajnu
povezanost (Tabela 22).

7.6. Znacaj adenilatnog energetskog naboja i metabolizma mokraéne
kiseline za pojavu hipertenzije

Povezanost adenilnih nuklotida, njihovih indeksa, azotnih produkata, mokra¢ne
kiseline 1 enzima metabolizma ksantina i nukleinskih kiselina sa prisustvom arterijske
hipertenzije analiziran je u binarnom regresionom modelu (Enter model) pri ¢emu su u
analizu ukljucene kontrolna 1 grupa bolesnika sa arterijskom hipertenzijom.

Povezanost opstih karakteristika bolesnika sa prisustvom arterijske hipertenzije

dato je u Tabeli 23.
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Tabela 23. Povezanost opsStih karakteristika bolesnika sa prisustvom

hipertenzije
B SE. |df| Sig. Exp(B) 95.0% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
Starost 0.010 0.005| 1 0.059 0.798 0.751 0.770
Pol 0.702 0.329| 1 0.055 1.912 0.811 4.512
Constant -0.916 0.315] 1 0.003

Zavisna varijabla arterijska hipertenzija, NS za sve parametre

Ucinjena analiza binarnom regresijom (Enter model) nije pokazala znacajniju

povezanost starosti i pola bolesnika sa prisustvom arterijske hipertenzije (Tabela 23).

hipertenzije prikazana je u Tabeli 24.

Povezanost koncentracija cirkuliSu¢ih adenilnih nukleotida sa prisustvom

Tabela 24. Povezanost koncentracija cirkuliSuéih adenilnih nukleotida sa
prisustvom hipertenzije

B S.E. Df Sig. Exp(B) 95.0% C.l.for EXP(B)
Lower Upper

ATP

-0.030 0.016 1 0.063 0.970 0.940 1.002
ADP

0.006 0.003 1 0.071 1.006 0.999 1.013
AMP 2.130 21.535 1 0.992 8.417 0.002 12.350
Constant

21.022 10.529 1 0.066 13.489

Zavisna varijabla arterijska hipertenzija, NS za sve parametre
Ucinjena analiza binarnom regresijom (Enter model) nije pokazala znacajniju

povezanost koncentracija cirkuliSu¢ih adenilnih nukleotida sa prisustvom arterijske

hipertenzije (Tabela 24).
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Povezanost vrednosti azotnih produkata i mokraéne kiseline sa prisustvom

arterijske hipertenzije prikazana je u Tabeli 25.

Tabela 25. Prediktivni znacaj azotnih produkata i mokracéne kiseline za prisustvo
arterijske hipertenzije

B SE. |df] sig. Exp(B) 95.0% C.I.for EXP(B)
Lower Upper
UA
0013 | 0006 | 1| 0.038 | 1.013 1.001 1.026
Urea 0936 | 0438 | 1| 0033 | 2549 1.080 6.016
Kreat 0.065 0.047 | 1| 0.167 1.067 0.973 1.169
Constant 12220 | 4202 | 1| 0004 | 0.000

Zavisna varijabla arterijska hipertenzija

Uc¢injena analiza binarnom regresijom (Enter model) je pokazala znacajnu

pozitivnu povezanost koncentracija mokraéne kiseline i ureje sa prisustvom arterijske

hipertenzije Exp(B) 1.01 (95%CI 1.001-1.026) 1 Exp(B) 2.54 (95%CI 1.080-6.016).

Ostali indeksi nisu imali znacajniji prediktivni potencijal (Tabela 25).

Povezanost vrednosti adenilatnih indeksa sa prisustvom arterijske hipertenzije

prikazana je u Tabeli 26.

Tabela 26. Prediktivni znac¢aj vrednosti adenilatnih indeksa za prisustvo

arterijske hipertenzije

B SE. |Df| sig. Exp(B) 95.0% C.l.for EXP(B)
Lower Upper

AEC -3.335|  2.213| 1 0.061 0.075 0.050 1.218

ATP/ADP -5.065| 2.571| 1 0.049 0.060 0.001 0.975

ATP/UA -1.077]  0.323] 1 0.001 0.341 0.181 0.642

ADP/UA -1.2468] 0403 1| 0.0712 0.626 0.625 1.025

Constant 16.918| 8.337| 1 0.042 22.267

Zavisna varijabla arterijska hipertenzija
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Ucinjena analiza binarnom regresijom (Enter model) je pokazala znacajnu
negativnu prediktivnu vrednost odnosa ATP/ADP i ATP/UA sa prisustvom arterijske
hipertenzije Exp(B) 0.06 (95%CI 0.001-0.975) i Exp(B) 0.34 (95%CI 0.181-0.642).
Ostali indeksi nisu imali znacajniji prediktivni potencijal (Tabela 26).

Povezanost vrednosti derivata oksidativne modifikacije proteinai MDA sa prisustvom

arterijske hipertenzije prikazana je u Tabeli 27.

Tabela 27. Prediktivni znacaj derivata oksidativne modifikacije proteina za

prisustvo arterijske hipertenzije

95.0% C.I.for EXP(B)
B S.E. Df Sig. Exp(B) Lower Upper
Aopp 0.023 0.008 1 0.004 1.023 1.007 1.039
MDA 0.526 0.365 1 0.149 1.69 0.828 3.459
Constant -4.695 1.732 1 0.007 0.009

AOPP-derivati oksidativne modifikacije proteina, MDA-malondialdehid; Zavisna

varijabla: arterijska hipertenzija. U¢injena analiza binarnom regresijom (Enter model)

je pokazala znacajnu pozitivnu prediktivnu vrednost derivata oksidativne modifikacije

proteinasa prisustvom arterijske hipertenzije Exp(B) 1.023 (95%CI 1.007-1.039)

(Tabela 27).

Povezanost aktivnosti enzima metabolizma ksantina sa prisustvom arterijske

hipertenzije prikazana je u Tabeli 28.

Tabela 28. Prediktivni zna¢aj enzima metabolizma ksantina za prisustvo

arterijske hipertenzije

B S.E. |df| Sig. | Exp(B) 95.0% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
kasantin oksidaza 0.158 | 0.066 | 1|0.017 | 1.171 1.029 1.332
kasintin oksidoreduktaza
0.231 [ 0.096 | 1| 0.065| 1.710 0.952 1.945
ksantin dehidrogenaza
0.382 [ 0.160 | 2 | 0.089 | 2.834 0.490 2.223
Constant -8.056 | 3.886 | 1 | 0.038 | 0.000

Zavisna varijabla arterijska hipertenzija
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Ucinjena analiza binarnom regresijom (Enter model) je pokazala znaCajnu pozitivhu

prediktivnu vrednost aktivnosti kasantin oksidaze sa prisustvom arterijske hipertenzije

Exp(B) 1.171 (95%CI 1.029-1.332). Ostali parametri nisu imali znacajniji prediktivni

potencijal (Tabela 28).

Povezanost aktivnosti enzima metabolizma nukleinskih kiselina sa prisustvom

arterijske hipertenzije prikazana je u Tabeli 29.

Tabela 29. Prediktivni znacaj enzima metabolizma nukleinskih Kislina za

prisustvo arterijske hipertenzije

B S.E. |Df| Sig. Exp(B) 95.0% C.l.for EXP(B)

Lower Upper

ont -0.006 | 0.004 | 1| 0.129 | 0.994 0.987 1.002

adenozin dezaminaza 0.019 | 0.028 | 1| 0.481 | 1.020 0.966 1.077
Constant -8.056 | 3.886 | 1| 0.038 | 0.000

Zavisna varijabla arterijska hipertenzija

Uc¢injena analiza binarnom regresijom (Enter model) nije pokazala znacajnu

prediktivnu vrednost ovih enzima sa prisustvom arterijske hipertenzije (Tabela 29).
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8. DISKUSIJA

Esencijalna hipertenzija ja savremena bolest covecanstva, koja usled specifi¢nih
uslova zivota sve viSe pogada mladju populaciju. I pored velikog napretka faraceutskih
preparata u leCenju esencijalne hipertenzije, Cesto je loSe regulisana. Intenzivno se traga
za svim faktorima koji mogu posredovati tome. Koncentracija i metabolizam adenilnih
nukleotida (ATP, ADP, AMP, adenozina, hipoksantina, ksantina i mokra¢ne kiseline)
zavisi od stepena oslobadanja i1 stepena katabolizma. Koli¢ina i vrsta nukleotida 1
nukleozida u cirkulaciji zavise od stepena simpaticke stimulacije, hipoksije 1 oSte¢enja

tkiva, a katabolizam je u direktnoj vezi sa enzimima koji ih produkuju.

Analiza osnovnih karakteristika bolesnika i ispitanika koji su uklju¢eni u ovo
istrazivanje nije pokazala postojanje znacajnije razlike u polnoj distribuciji 1 prosecnoj
starosti ispitivanih bolesnika, ¢ime su se stekli uslovi dobre polne i starosne
homogenizacije bolesnika, a sve u cilju lakSe obrade i interpretacije rezultata. Prose¢ne
vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska kretale su se u opsegu rezultata
nadenih kod bolesnika sli¢nih karakteristika ukljuenih u druga istrazivanja (172).
Karakteristi¢na razlika izmedu grupa u vrednostima dijastolnog krvnog pritiska takode
je potvrdena 1 u drugim sliénim istrazivanjima i1 predstavlja karakteristican klinicki

nalaz na velikoj populaciji ispitivanih bolesnika(173).

8.1. Poremecaji adenilnih nukleotida i adenilatnog energetskog naboja

u ispitivanim grupama

Ucinjena statisticka obrada pokazala je da su vrednosti cirkuliSu¢ih adenilnih
nukleotida znac¢ajno razlicite u ispitivanim grupama bolesnika. Vrednosti ATP-a bile su
znaCajno manje u grupama bolesnika sa hipertenzijom i dijalizom u odnosu na
kontrolnu. Vrednosti ADP bile su znac¢ajno manje u grupi bolesnika sa hipertenzijom i

kontrolnoj u odnosu na grupu bolesnika na hemodijalizi. Vrednosti AMP su pokazale
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najvece intergrupne varijacijie i bile su zna¢ajno najmanje u kontrolnoj grupi i znacajno

najvece kod bolesnika na programu hemodijalize (Tabela 3).

Vrednosti AEC, odnosa ATP/ADP 1 ATP/UA bile su znacajno razliite izmedu
ispitivanih grupa bolesnika. Ucinjenja statisticka analiza pokazala je postojanje
znaajnih medjugrupnih varijacija u vrednostima ispitivanih indeksa. Vrednosti AEC,
ATP/ADP i ATP/UA bile su najveée u kontrolnoj grupi i najmanje kod bolesnika na
dijalizi. Odnos ADP/UA bio je sli¢an u kontrolnoj i1 grupi sa hipertenzijom, a najveéi u
grupi bolesnika na dijalizi (Tabela 4).

Istrazivanja u ovoj tezi su bila usmerena na prac¢enje nivoa ATP, ADP i AMP od
nukleotida u cirkulaciji. Metoda odredivanja ovih nukleotida u cirkulaciji je visoko
senzitivna, a zahteva sveZe uzorke, visoko sofisticiranu metodologiju, pa je stoga
zahtevna 1 nije aplikabilna za standardne klini¢kolaboratorijske uslove, kao Sto je i
opisano u radovima Gormana i sar. (41), Harknessa i sar (42), Fariasa i sar. (43). U
dostupnoj literaturi zato ima relativno malo podataka o tome kako se njihove vrednosti

kre¢u u razli¢itim klinickim stanjima, uprkos velikoj farmakoloskoj aktivnosti.

ATP je ubikvitarni nukleozid trifosfat, koji  predstavlja osnovno
makroenergetsko jedinjenje u ¢eliji. Stvara se u aerobnim uslovima u mitohondrijama u
procesu ¢elijskog disanja, tj respiratornog lanca, a oslobada se 1 iz nekih reakcija kao

Sto je glikoliza direktno na nivou supstrata (28-37).

ATP se oslobada u cirkulaciju iz viSe izvora: to su agregirali trombociti,
endotel, simpatikusni nervni sistem i adrenalna medula. U manjem stepenu se moze
osloboditi 1 iz glatkomiSi¢nih celija, popre¢noprugastih miSi¢a u toku intenzivnog
fizickog napora, kao i iz ishemi¢nog miokarda. Stimulusi za povecano oslobadanje
ATP su mehanicki (“shear”) stres, §to inace postoji u hipertenziji, kao i1 stimulacija
simpatikusa, dakle ¢ak i provocirana stresom (38-52). MozZe se oslobadati i simultano,
u toku oslobadanja serotonina 1 dopamina u nervnom tkivu, noradrenalina iz
simpatikusa ili acetil holina iz parasimpatikusa.Nervi koji ga “prepoznaju” kao
transmiter oznafeni su kao purinergicki nervni sistem. Postoje dva osnovna tipa
receptora 1 to su P1 1 P2, koji pokazuju razli€it stepen senzitivnosti nanukleotide i
nukleozide. Naime, P1 receptori pokazuju sledecu senzitivnost

adenozin>ATP>ADP>AMP. Sa druge strane, senzitivhost P2 receptora je sledeca:
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ATP>ADP>AMP>adenozin. Ukoliko podemo od poznate ¢injenice da u cirkulaciji je
potrebno i moguée delovanje P2 receptora, jasno je da mala bioraspolozivost ATP
ukazuje da endotel, inace oSte¢en, ne moze da kompenzuje nedostatak ATP tako Sto ¢e

ispoljavati efekte njegovi derivati razgradnje (31,33,34,46-48).

Delovanje ATP na konstrikciju i vazodilataciju u cirkulaciji je dvostruko,
zavisno da li se odnosi na Pyx ili Ppy receptore. Ali krajnji ishod kod zdravih ispitanika
kojima je eksperimentalno davan ATP intravenski je vazodilatacija. Ovaj ishod je ipak
kod pacijenata sa aterosklerozom i endotelnom disfunkcijom i hiperkoagulabilnos¢u
znacajno kompromitovan. Naime, P,x purinoreceptori su locirani u glatkomisiénim
¢elijama, a efekat im je kontrakcija, tj sledstvena vazokonstrikcija. Za razliku od njih,
P,y purinoreceptori su locirani u endotelu, amanjim delom u glatkomiSi¢nim ¢elijama i
efekat je vazodilatacija. Nedavno su izolovani u endotelu u manjem stepenu i Ppx
purinoreceptori, ali njihov efekat je vezan za regulaciju adhezije 1 endotelne
permeabilnosti, a manje u vazodilataciji indukovanoj mehani¢kim stresom. P,x
purinoreceptori su “jonotropni” tj jonski kanali koji omogucavaju transport katjona, dok
su P,y purinoreceptori ,,metabotropni”, jer se aktiviraju preko G proteina, fosfolipaze C
i adenil ciklaze. P,y purinoreceptori su posebno znacajni u toku agregacije trombocita,
pa je tako jedan od lekova koji ih inhibira klopidogrel. Podaci koji su znacajni za ovo
istrazivanje su da ukoliko se radi o oSte¢enom endotelu tj. endotelnoj disfunkciji, onda
preostaju samo efekti vazospazma. To se odnosi 1 na mesta gde se formiraju trombi.
Naime, efekti ATP na glatkomiSiéne ¢elije oznaceni su kao intesticijalni 1 moguci su
samo ako ATP moZe da prode normalno intaktni endotel. Na osnovu rezultata ovog
istrazivanja moze se zakljuciti da je alarmantni pad ATP prisutan ve¢ kod pacijenata sa
esencijalnom hipertenzijom i ukoliko se nadoveze na to dokumentovana endotelna
disfunkcija, logicno je ocekivati da je rezultanta delovanja vazokonstrikcija. Drugi
mehanizam dolaska ATP na mesto glatkomiSinih celija je oslobadanje iz
perivaskularnog simpatikusnog nervnog sistema. Ukoliko se pode od poznataog
podatka da u hipertenziji postoji povecana simpatikusna stimulacija, onda je jasno da ¢e
u hipertenziji preovladavati perivaskularni ,,intesticijalni” efekti ATP nad endotelnim,
Sto kao rezultantu ima vazokonstrikciju. Ovome treba dodati 1 trecu otezavajucu
komponentu, a to je oslobadanje ATP iz agregiranih trombocita, na koj nacin se

upotpunjuje nepozeljni efekat ATP, ¢ak i ako ga ima u cirkulaciji, na terenu endotelne
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disfunkcije 1 agregacije trombocita. To je tipi¢no za ateroskleroti¢ne procese. Jedini
kompenzatorni mehanizam je oslobadanje NO, koji se oslobada u toku stimulacije P,y

purinoreceptora iz endotela (39-54).

Adenilatni energetski naboj je veoma senzitivan parametar metabolickih
oscilacija u ¢celiji, a reperkutuje se i na prifernom, cirkulatornom nivou. Kada su u
pitanju kompenzatorni mehanizmi, odrzavanje ATP i ADP na nekom zadovoljavaju¢em
nivou je neophodno da bi se osnovne celijske, odnosno fizioloske funkcije
odvijale.Ovaj nivo je neophodan za odrzavanje misi¢ne kontarkcije, motiliteta i jonskog
transporta. Ukoliko se prati alteracija adenilatnog energetskog naboja u ispitivanim
grupama, jasno je da se na osnovu ovog pada moze s pravom sumnjati u efektivnost
pomenutih ¢elijskih funkcija, koje dalje pogorSavaju stanje (1,5,24,25). Kada je re¢ o
akutnim stanjima, kao S§to je inetnzivan fizi€ki napor, stanja oscilacija se ubrzo
uspostavljaju. Ali kada su u pitanja stanja hronicne metabolicke i hemodinamske
abnormalnosti, kakva je situacija u esencijalnoj hipertenziji i terminalnoj bubreznoj

insuficijenciji, nastale promene je tesko kompenzovati (54-58,60).

Pacijenti sa terminalnom bubreZznom insuficijenciom imali su najnizi nivo ATP
i stoga veoma poremecen odnos ATP/ADP, ATP/UA, kao i vrednost adenilatnog
energetskog naboja. Efekti ATP na nivou bubrega su veoma karakteristi¢ni, a ogledaju
se u vazokonstrikciji aferentnih arteriola, dok na nivou eferentnih arteriola ATP ne
pokazuje efekte (51,52,58,59). Veoma je vazno imati u vidu da pored lokalnih tkivnih
efekata povecana koli¢ina ADP deluje i na aktivaciju agregacije trombocita, S$to
doprinosi aterogenim i trombogenim efektima (38,57). Slominska i sar (60) su pratili
nivo adenilnih nukleotida u odnosu na stepen bubrezne insuficijencije. Pokazan je
linearni pad koncentracije ATP u odnosu na stepen bubreZnog oStecenja, koji ima veliki
upliv i na sintezu ATP u eritrocitima 1 oslobadanje u cirkulaciju. Ovi istrazivaci su
pokazali da dijaliza deluje povoljno na uspostavljanje adenilatnog naboja u eritrocitima,

ali da je stanje reverzibilno.

Bilo na koji na¢in da se ATP oslobodio duzina njegovog poluzivota zavisi od
dostupnih enzima koji ga odmah degradiraju. Re¢ je o ektonukleotidazama, koje su

lokalizovane u endotelu velikim delom, na povrsini Celija bele krvne loze, prisutni
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slobodni u cirkulaciji iz razli¢itih perifernih tkiva, ali i simultano oslobodeni iz

aktiviranog simpatikusa (52).

Dobijeni rezultati u ovoj studiji pokazuju da je homeostaza adenilnih nukleotida
u esencijalnoj hipertenziji, a posebno u terminalnoj bubreznoj insuficijenciji znacajno
naruSena i indirektno odslikava da su endotelne ¢elije izlozene mehanickom stresu,
glatkomiSiéne Celije izlozene vazokonstrikctornim stimulusima, tkiva hipoksiji i

¢elijskoj energetskoj krizi, a cirkulacija trombogenim efektima.

8.2. Aktivnost enzima metabolizma adenozina, 5-nukleotidaze i

adenozin dezaminaze u ispitivanim grupama

Ucinjena analiza podataka pokazuje da izmedu ispitivanih grupa bolesnika ne postoji
statisticki znacajna razlika u vrednostima adenozin dezaminaze i 5'-nukleotidaze, ali je
potvrdena znacajno manja vrednost njihovog odnosa kod bolesnika sa hipertenzijom i

hroni¢nom bubreznom insuficijencijom (Tabela 13).

Poznato je da je ekto-5"-nukleotidaza (eSNT, CD73) transmembranski integralni
enzim koji je izrazito eksprimiran u endotelu 1 da je uklucen u matabolizam nuklotida.
CD73 konvertuje AMP u adenozin koji posredstovm specificnog subtipa P1 receptora
ispoljava citoprotektive efekte ukljucujuéi razli¢ite mehanizme kao Sto je
vazodilatacija, supresija inflamacije, inhibicija tromboze i antiadrenergi¢ni efekti. Pad
aktivnosti ekto-5"-nukleotidaze u grupi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom i
terminalnom bubreznom insuficijencijom ukazuje na to da je smanjena produkcija
adenozina. Koncentracije adenozina rastu kao odgovor na brojne Stetne stimuluse 1
stresore 1 uloga adenozina u vazodilataciji je velika. Endotel je glavno mesto za CD73
posredovanu produkciju adenozina 1 njegov citoprtoektivni efekat. Rezultati
Chadjichristos 1 sar (174) sa specificnim imunohistohemijskim ethnikama
kolokalizacije su pokazali da ekto-5"-nukleotidaza ili CD73 antigen endotela, nije samo
odgovorna za produkciju adenozina, ve¢ 1 aktivaciju adenozinskih receptora i
antiinflamatorne mehanizme, koji idu preko VCAM-1 (vaskularnog endotelijalnog

faktora), kao 1 propagaciju ovih signala izmedu Ccelija. Eksperimenti na genski
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modifikovanim zivotinjama (CD737-ApoE~"), koje uop$te nemaju ovaj protein,

pokazali su da takve zivotinje rano razvijaju aterosklerozu, inflamaciju 1 adheziju
inflamatornim ¢elijama (175,176). Nukleotidi (predominantno ATP ili ADP) koji se
oslobadaju iz razli¢itih ¢elija posredstvom specificnih kontrolisanih ili nespecifi¢énih
mehanizama predstavljaju glavni supstrat za produkciju adenozina posredstvom CD73.
Direktni efekti ekstracelularnih nuklotida (posredovani preko P2 receptora) su tipicno
suprotni od onih koji se odvijaju preko adenozinskih P1 receptora. Retencija nuklotica i
smanjenje produkcije adenozina zbog gubitka CD73 funkcije moze imati negativne
posledice 1 moze biti vazan uzrok razli¢itih patoloskih stanja. Proteiktivna uloga CD73
je pokazana u aterosklerozi i trombozi. Pomenuti efekti objasnjavaju se podatkom da
na nivou endotela, stvoreni adenozin deluje preko A,B receptora, koji povecavaju
endotel-barijernu funkciju i suprimiraju adheziju leukocita na endotel, preko cAMP-
zavisne intracelularne signalizacije. Pored toga ekto-5'-nukleotidaza (eSNT, CD73
locirana na membrani endotelnih ¢elija ima dodatnu protektivnu ulogu, jer je ukljucena
1 u inhibiciju agregacije trombocita (177-179).Redukovana aktivnost CD73 usled
kontakta limfocita sa endotelijumom povecava njegovu permeabilnost i transmigraciju
leukocita. Stimulacija ekspresije i regulacija aktivnosti endotelne CD73 moze zato
imati protektivne efekte u brojnim kardiovaskularnim oboljenjima 1 biti specificni
target za nove terapijske procedure koje imaju za cilj povecanje endotelne protekcije
Ukoliko se ima u vidu koliki je znacaj adenozina za funkciju bubrega, kao Sto je
prezervacija Celijskih struktura, zastita od hipoksije, vazodilatacija korteksa 1 medule,
inhibicija oslobadanja renina i stimulacija jonskog transporta, onda pad aktivnosti ekto-
5'-nukleotidaze, koji je viSe nego dvostruk kod pacijenata sa terminalnim stadijumima
bubrezne insuficijencije upucuje na znacajne poremecaje sinteze adenozina. Postavilo
se onda s pravom pitanje, Sta se deSava sa prisutnim povecanim nivoom AMP? Imajuci
u vidu Semu katabolizma purina, kao i metaboli¢ki promet nukleotida, namece se
logi¢an zaklju€ak da katabolizam purina nesumnjivo ide putem oksidativne
dezaminacije AMP, kada nastaje IMP, koji se dalje kataboliSe. Na nivou mnogih tkiva
potvrdeno je zapravo da je pomenuti put oksidativne dezaminacije katabolizam u uzem
smislu, dok je sinteza adenozina zapravo sinteza lokalnog hormona (179). Efekti ekto-
5'-nukleotidaze narocito su od znacaja u renalnoj ishemiji, tako da viSe nego dvostruki

pad aktivnosti jo§ viSe kompromituje funkciju bubrega 1 znacajno doprinosi daljem
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produbljivanju ishemijskih konsekvenci. Radovi Grenza 1 sar (180) su dokumetovali

znacaj pada ovog enzima u hipoksiji bubrega.

Adenozin dezaminaza nasuprot ekto-5'-nukleotidazi, katalizuje razgradnju
adenozina i usmerava ga ili u proces reutilizacije ili u dalji katabolizam. Premda je
uloga adenozin dezaminaze najviSe proucavana kada su u pitanju imunodeficijentna
stanja ili stimulacija aktivacija Thl ¢elijskog imunskog odgovora, ipak je mesto ovog
enzima i u ovim stanjima modulator prometa adenozina. Cinjenica da aktivnost enzima
pokazuje tendenciju porasta u esencijalnoj hipertenziji, a odrzava se i nesto povec¢anim
u terminalnoj bubreznoj insuficijenciji, moze implicirati da kompenzatorni mehanizmi
odrzanja adenozina kao lokalnog vazodilatatora ipak izostaju. Poveéanje aktivnosti
adenozin dezaminaze pokazali su pojedini autori u stanjima insulinske rezistencije i
metabolickog sindroma, pri ¢emu se akcenat daje na ulozi adenozin dezaminaze u
smanjenju insulinske senzitivnsoti. Ovakvi podaci su potvrdeni i u gojaznosti,
poremecajima metabolizma lipida i hipertenziji. Ovi podaci potvrdeni su od strane
Bakkera 1 sar (181) 1 Siddiqija (182). Dobijeni podaci u ovoj studiji pokazuju da ona

moze pokazivatii tendenciju porasta u esencijalnoj hipertenziji.

8.3. Analiza koncentracije mokrac¢ne Kiseline u ispitivanim grupama i

moguca patogenetska veza

Koncentracija mokra¢ne kiseline u plazmi odredivana je na dva nacina-standardnim
biohemijskim testom na automatskom analizatoru, ali i HPLC hromatografijom u
sklopu odredivanja cirkuliSu¢ih nukleotida. Nije bilo znaajnih razlika i odstupanja.
Nivo mokra¢ne kiseline u grupi pacijenata sa terminalnim stadijumom bubreZne
insuficijencije na programu hemodijalize, znacajno je bio visi nego u kontrolnoj grupi,
a 1 u grupi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom. Ovakvi podaci mogu se ocekivati
ukoliko se razmatra koncentracija adenilnih nukleotida 1 porast razgradnog produkta
AMP, kao supstrata kao i ksantin oksidaze, enzima koji treba da u poslednjem koraku
kataboliSe hipoksantin 1 ksantin. Dobijeni rezultati u ovoj studiji pokazuju da mokraéna
kiselina pokazuje tendenciju porasta kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom i

dobijeni podaci su u skladu sa podacima u literaturi (94-96). Ono $to se ni u ovoj studiji
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sa sigurno$¢u ne moze reéi je dilema koja postoji ve¢ duze vreme u literaturi, a to je da
li porast mokraéne kiseline prethodi esencijalnoj hipertenziji u sklopu nekog
metabolickog dizbalansa ili je prati 1 pogoduje razvoju endotelne disfunkcije,
arteriolopatiji i1 kasnijim kardiovaskularnim ili bubreznim konsekvencama (98-
105,120).

Mokrac¢na kiselina je loSe rastvorljiva u krvi, $to se odnosi 1 na njene soli urate, koji se
nesto bolje rastvaraju. Svega oko 5% mokraéne kiseline je vezano za proteine, tako da
je mononatrijumova so u najve¢em stepenu prisutna. Normalne vrednosti mokraéne
kiseline nesto su nize kod zena i krecu se oko 360pumol/L (6mg%) kod Zena, a kod
muskaraca do 416umol/L (7mg%) (92,93,99). Kakva je njena uloga u cirkulaciji ima
oprec¢nih misljenja u vezi antioksidativnih efekata. Naime, nekada se smatralo da je ona
antioksidans i da tako moze biti 1 skavendZer slobodnih radikala, jer reaguje sa vodonik
peroksidom. Medutim, noviji podaci su pokazali da zbog specifi¢nog redoks statusa u
sredini koja ima prooksidativha svojstva 1 ona se, paradoksalno, ponasa kao
prooksidans, $to je i poznato kao ,,uratni paradoks” jer u reakciji sa nekim oksidiSu¢im
agensima produkuje slobodne radikale, narocito kada reaguje sa NO (119,183,184). Za
razliku od ovih dilema koje su u literaturi postojale kada je u pitanju cirkuliSuc¢a
mokraéna kiselina, podaci na ¢elijskom nivou su veoma egzaktni.Ovi podaci se odnose
na efekte na nivou krvnih sudova i objaSnjavaju hipertenzivne i ateroskleroticne efekte.
Naime, zahvaljuju¢i prisustvu specificnih organskih anjonskih tarnsportera mokra¢na
kiselina ulazi u glatkomi$i¢ne ¢elije krvih sudova, prihvataju je fagociti, ali utiSe i na
druge celije perifernih tkiva. Tada aktivira kompleksi sistem signalne transmisije koji
rezultuje aktivacijom p38, Erk 'z 1 nuklearnih transkripcionih faktora, kao §to je NF kB
1 AP-1. Kao posledica aktivacije ove signalne kaskade dolazi do transkripcije 1 sinteze
faktora rasta, kao Sto je trombocitni faktor rasta (PDGF), koji dovodi do proliferacije
glatkomiS$i¢nih ¢elija. Sa druge strane, dolazi do sinteze vazokonstriktivnih supstanci,
kao Sto su endotelin, angiotensin II i thromboksan A2, koji u cirkulaciji stimuliSu
vazokonstrikciju i1 hipervolemiju, obadve jako pogoduju hipertenziji (117-119,185).
Dokaz efekta angiotenzina je potvrden eksperimentalno u uslovima eksperimentalne
hiperurikemije. Aktivacija sekrecije citokina i proinflamatornih molekula, aktivira
imunski odgovor, adheziju imunskih c¢elija Sto pogoduje oslobadanju slobodnih

radikala. Medu njima dokumentovana je povecana sinteza C-reactivhog proteina i
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monocit-hemoatraktant proteina-1.Medu citokinima koji mogu imati najopasnije
delovanje su interleukini i to IL-1 i IL-6, kao i Faktor tumorske nekroze o (TNF-a),
koji predstavljaju “prvu liniju” nespecificnog imunskog odgovora, stimuliSu¢i sve
simptome inflamacije, pa i sledstveno ¢elijsko oStecenje. Kako je ve¢ napomenuto,
mokraéna kiselina reaguje i sa azot oksidom, Cime znaCajno umanjuje njegovu
bioraspolozivost. Ona promovise adheziju i agregaciju trombocita, ¢ime dovodi do
stimulisanog prokoagulatnog stanja i vaskularne tromboze. Dokaz direktnog delovanja
mokraéne kiseline su eksperimentalne studije i1 studije ¢elijskih kultura, a depoziti
mokraéne kiseline u ateromima dokazani su na patohistoloskim preparatima. Pored
toga, pokazano je da na nivou bubrega aktivira sintezu renina na nivou

jukstaglomerularnog sistema (111,112,114,115,117,186).

Tabela 30. Sekundarna hiperurikemija (adaptirano po Koracevi¢ i sar.)

Sekundarna hiperurikemija

1.Povecana sinteza mokracéne kiseline

* | Hemoblastoze i maligne bolesti

2. Poveéana razgradnja nukleinskih kiselina

* | Psorijaza

* |l Povectano unosenje purina

+ Il Celijska energetska kriza u hroniénim bolestima

3. Smanjeno renalno izluéivanje mokraéne kiseline

* | Hronicne bolesti bubrega

+ - poremecena tubularna sekrecija mokracne kiseline

» Il Acidoza (laktatna, ketoacidoza)

* - mlec¢na kiselina i keto kiseline kompetiraju sa mokraénom
Kiselinom za transportni sistem za izlu¢ivanje MK u tubulima
= [ll Uticaj lekova: diuretici (tiazid, furosemid), salicilna
kiselina, tuberkulostatici (pirazinamid, izonijazid)

* - inhibiraju renalno izlu¢ivanje mokraéne kiseline

* 4. Trovanja (olovo, berilijum)

Kauzalna vaza izmedu nivoa mokra¢ne kiseline 1 esencijalne hipertenzije narocito je
dokumentovana kod mladih osoba i u stadijumima prehipertenzije, Sto potvrduje da na
nivo mokra¢ne kiseline treba gledati sa velikom ozbiljnoS¢u, pogotovu kada i neki
parametri neurovegetativne disfunkcije mogu implicirati razvoju hipertenzije. Ovi

podaci su daleko izraZeniji nego u kasnijim fazama razvoja hipertenzije (97, 101,102).
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Podaci da mokra¢na kiselina pokazuje porast kod pacijenata sa bubreznim oboljenjima
su takode u skladu sa podacima u literaturi. Kakva je uzro¢no posledi¢na povezanost
ova dva entiteta pokusale su da odgovore opservacione i eksperimentalne studije. U
prilog kauzalnoj vezi idu podaci da sniZenje nivoa mokraéne kiseline koriS¢enjem
specificnih lekova poboljSava regulaciju arterijske tenzije (187-191). Razmatrani su
moguci poznati razlozi sekundarne hiperurikemije koji su prikazani na tabeli.

Razlog signifikatno povecanog nivoa kod pacijenata koji su imaju terminalnu bubreznu
insuficijenciju je pored povecanog katabolizma, kao evidentne ¢elijske energetske krize
i je Cinjenica da je sekundarna hiperurikemija potencirana u bubreznim oboljenjima koa
posledica lose eliminacije mokra¢ne kiseline. Eliminacija mokra¢ne kiseline putem
bubrega je znacajan faktor odrzavanja normalnog nivoa mokraéne kiseline u krvi, jer se
oko 2/3 mokraéne kiseline eliminiSe urinom, a svega oko 1/3 fecesom. Koli¢ina koja se
inace i elimini$e fecesom je uglavnom egzogenog porekla, jer se purini uneti hranom u
digestivnom traktu u potpunosti razlazu zbog toga S$to su prisutni svi enzimi
katabolizma purina, pa se najve¢im delom mokraéna kiselina odunetih purina
reapsorbuje (192,193).

Kada je u pitanju bubrezna eliminacija mokra¢ne kiseline, znacajno je napomenuti da
mokra¢na kiselina podleze nizu razli¢itth multipnih 1 kompleksnih procesa i
mehanizama, kao Sto su:

-glomerularna filtracija

-reapsorpcija na nivou proksimalnih tubula

-sekrecija na nivou proksimalnih tubula

-postsekreciona reapsorpcija na nivou proksimalnih tubula

Mokraéna kiselina se slobodno filtrira na nivou glomerula, ali se potom oko 90%
reapsorbuje na nivou tubulskog sistema. U tubularnu reabsorpciju su ukluceni
transporteri SLC22A12 (URAT1) 1 SLC2A9 (GLUT9). Ovi procesi mogu biti oteZani
sa promenama pH ka kiselom 1 pojavom vece koli¢ine organskih kiselina. Tubulska
sekrecija mokraéne kiseline se odvija u posredovana transporterima kao §to su ABCG2,
SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 (OAT1) i SLC22A8 (OAT3). Bubrezna insuficijencija
nesumnjivo smanjuje aktivnost sistema sekrecije 1 eliminacije mokrac¢ne kiseline, pa se
neretko preporucuje 1 kao parametar bubrezne funkcije zajedno sa ureom 1 kreatininom

kao neproteinska azotna jedinjenja. O tome svedoce neke studije, koje su ¢ak pokazale
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visoku korelaciju izmedu nivoa mokraéne kiseline i kreatinina. Da izmedu ova dva
paarmetra nije sluCajna ve¢ kauzalna veza u smislu parametra funkcije bubrega,
pokazuju neki podaci da povecanje mokraéne kiseline Cesto prethodi povecanju nivoa
kreatinina, parametra stadijuma bubrezne insuficijencije, uz to od 3-10 puta je faktor
rizika za porast kreatinina. Ovi parametri su naro€ito znacajni kod Zena. Studije su
pokazale da svako povecanje mokraéne kiseline za oko 2mg% dovodi do oko 70%
porasta predispozicije za razvoj bubrezne insuficijencije. Kakva je povezanost sa
bubreznom funkcijom svedo¢i i1 podatak povezanosti albuminurije i1 povecanja
mokraéne kiseline. Pokazano je da svako povecanje mokraéne kiseline za oko 1mg%
povecava oko 80% rizik za razvoj mikro i makroalbuminurije (187,189,192,193).

Pored ve¢ napred opisanih mehanizama proaterogenog, vazokonstriktornog i
inflamatornog efekta mokra¢ne kiseline, opisani su i mehanizmi koji se odnose na
direktno osSte¢enje na nivou bubrega. Tu se pre svega misli na arteriolopatiju
preglomerularnih  krvnih sudova, S§to smanjuje autoregulaciju sistema aferentnih
arteriola 1 dovodi do glomerularne hipertenzije, glomerularne skleroze,
tubulointestinalnih oStecenja 1 infiltracije ¢elijama zapaljenja. Pored toga, proliferacija
glatkomi$i¢nih ¢elija i vazokonstrikcija smanjuju volumen krvnog suda pa nastaje
hipoperfuzija bubrega. To dovodi do tubulointestinalne inflamacije i fibroze (109,116--
119).

Ovakva saznanja koja proistiu iz dobijenih rezultata, upucuju na cCinjenicu da na
povecan nivo mokraéne kiseline kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom treba
gledati sa posebnom paznjom, pogotovu kada je hipertenzija novootkrivena, rezistentna
na predloZenu terapiju. Ovo saznanje posebno treba imati u vidu ako se zna da su
normalne vrednosti mokra¢ne kiseline i kod zena 1 muskaraca arbitrarne, dakle,
varijacije tolerancije mogu biti individualne. Kod pacijenata sa terminalnom
bubreznom insuficijenciom, hiperurikemija ne samo da otezava klini¢ku sliku 1
patogenezu ovog oboljenja ve¢ viSestruko doprinosi pojavi kardiovaskularnih

komplikacija tako da treba mozda delovati adekvatnom hipourikemijskom terapijom.
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8. 4. Markeri oksidativnog stresa, lipidni peroksidi i uznapredovali
produkti oksidacije proteina (AOPP) i odnos ksantin
oksidaza/dehidrogenaza u plazmi pacijenata sa esencijalnom
hipertenzijom i terminalnom bubreZnom insuficijencijom i mogucéa
patogenetska povezanost

Kod visih aerobnih organizama prednosti energije dobijene aerobnim metabolizmom
pracene su i nusefektima ove produkcije u vidu formiranja rekativnih kiseni¢nih
radikala (ROS) (128).

Ovi visoko bioaktivni i kratkozive¢i molekuli mogu interreagovati sa lipidima,
proteinima i nukleinskim kiselinama izazivajuci ozbiljna ostecenja na nivou molekula i
same celije. Tokom evolucije zivi organizmi su uspeli da razviju specificne mehanizme
zaStite kojima se adaptiraju na prisustvo i nemonovno stvaranje ROS tokom aerobnog
metabolizma. U normalnim fizioloSim uslovima ovo je delikatna ravnoteza izmedu
oksidanata i antooksidanata koja ne samo da ¢uva celije od toksi¢nih efekata ROS ve¢
takode omogucava i postojanje redoks signalnih procesa koji regulisu funkcije ¢elije 1
organa.

Savremene biohemijske analize su usmerene na trazenje “idealnog” biomarkera
oksidativnog stresa. Kako je radikale kao male 1 kratkozive¢e molekule u klinicko
laboratorijskim uslovima prakti¢no nemoguce meriti, traga se za metodom koja je brza,
jednostavna, osetljiva, reproducibilna, a moZe ukazati i na dinamiku oboljenja.
Medutim poremecaj u redoks homeostazi dovodi do konstantno povisenih vrednosti
ROS koje dovode do pojave patoloskih poremecaja (195).Evaluacija redoks statusa je
od znacaja ne samo u razmatranju patogeneze arterijske hipertenzije, nego i njenih
negativnih konsekvenci sa aspekta razvoja kardiovaskularne i/ili hroni¢nih bubreZne
insuficijencije.

Rezultati ove studije pokazali su da su markeri oksidativnog stresa poviSeni 1 u
esencijalnoj hipertenziji, a naroCito u stadijumu terminalne bubrezne insuficijencije.
Postavlja se pitanje da li postoji kauzalna veza izmedu oksidativnog stresa i
hipertenzijeili je u pitanju korelacija parametara bez kauzalnog odnosa. Podaci u
literaturi jasno ukazuju na sledece premise:

-takozvana “redoks disfunkcija” potvrdena je kod pacijenata sa hipertenzijom
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-oslobadanje O,.- od strane perifernih polimorfonukleara je povecano u hipertenziji

- Nivo H,0; je povecan kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom

-Nivo produkata oksidativne modifikacije biomolekula, kao §to su izoprostani, 8-oxo-
2’-dezoksiguanozin, oksidisani LDL, karbonilne grupe, uznapredovali produkti
oksidacije proteina i nitrotirozin, dokazani su kao poviseni kod pacijenata sa
esencijalnom hipertenzijom

-mehanicki stres vaskularnog korita (shear stress) indukuje oksidativni stres

-enzimski 1 neenzimski antioksidativni sistem je sniZene aktivnosti u esencijalnoj
hipertenziji

Ukoliko bi se postavilo pitanje na koji nain oksidativni stres doprinosi razvoju
esencijalne hipertenzije, podaci u literaturi potkrepljuju sledece relacije:

-indukcija oksidativnog stresa inhibicijom sinteze redukovanog glutationa (GSH), kao 1
superoksid dizmutaze (SOD) inhibitora dovodi do razvoja arterijske hipertenzije kod
pacova

- infuzija H,O; u medulu bubrega indukuje hipertenzivno stanje kod pacova

-tretman hipertenzivnih zivotinja antioksidansima smanjuje hipertenziju

-razli¢ite genske varijante zivotinja kod kojih je doslo do alteracije generisanja radikala
dovode do poremecaja i razvoja hipertenzije

-in vitro eksperimenti gde se Ccelije tretiraju slobodnim radikalima dovode do
poremecaja koji nalikuju onima u hipertenziji na tkivima

-sistemska “redoks disfunkcija” vrlo €esto prethodi esencijalnoj hipertenziji

Pored ROS, jedna druga grupa molkula nazvana zajedni¢im imenom rekativni
azotni produkti ,reactive nitrogen species (RNS)” takode interreaguje i ispoljava
znacajne funkcije u razlicitim fizioloSkim i patoloskim procesima redoks signalizacije
(196). Pokazano je da poremecaji oksidativnog stresa imaju znacajnu ulogu u nastanku
arterijske hiepertenzije. Naime, hipertenzivne Zivotinje su imale porast mitohondrijalne
produkcije ROS kako u krvnim sudovima tako i na nivou bubrega i CNS-a. Jedan od
znacajnih izvora ROS predstavlja i aktivnost ksantin oksidaze. Ovaj enzim ima dve
interkonvertibilne forme u vidu ksantin dehidrogenaze (XDH) 1 ksantin oksidaze (XO),
koje ucestvuju u metabolizmu purina tako Sto katalizuju konverziju hipoksantina u
ksantin 1 ksantina u mokraénu kiselinu. XDH obi¢no koristi NAD+ kao akceptor
elektrona dok ooksidaza redukuje molekularni kiseonik u rekaciji u kojoj se generise

82



Doktorska disertacija Boban Milojkovié¢

0O,.-' 1 vodonik peroksid H,O,(197) XO forma predominira u stanjima oksidativnog
stresa 1 moze dovesti do razvoja endotelne disfunkcije zbog njene lokalizacije u
luminalnoj povr$ini vaskularnog endotelijuma(198).Pored produkcije ROS od strane
XO, obe forme XDH 1 XO generiSu mokraé¢nu kiselinu koja ispoljava antioksidativne
sposobnosti kao §to su kupiranje peroksinitril ONOO- i hidroksilnih radikala HO,
prevenira inaktivaciju endotelnih enzima izazvanu poviSenim oksidativnim stresom i

stabilizuje vitamin C (194).

Sa druge strane mokraéna kiselina moze takode ispoljiti prooksidativni i
proinflamatorni efekat. Ujedno visoki nivoi serumske mokraéne kiseline su udruzeni sa
povecanim kardiovaskualrnim rizikom i oboljenjima kao i loSim ishodom ovih bolesti
mada jo§ uvek nije jasno dali su ovi efekti posledica direktnog delovanja mokra¢ne
kisleine ili samo odraz oksidativnog oSte¢enja izazvanog ROS koje generiSe ksantin

okdsidaza (199).

Poslednjih godina sve se viSe ispituje patogenetski uticaj H202 koji dolazi u zizu
interesovanja kao klju¢ni molekul u patofiziologiji arterijske hiepertenzije. Vodonik
peroksid izgleda ispoljava znacajnije Stetne efekte odO,- zbog njegovog duzeg

poluzivota i difuzibilnosti izmedu ¢elija(200, 201)

Sta vise konverzija O; - u H,O; je stimulisana u stanjima kada postoji kardiovaskualrno
oboljenje 1 povecana ekspresija aktivnosti superoksid dizmutaze SOD koja je
uslovljenja povecanjem nivoa angiotenzina II. Ujedno H,Ojatakode povecava
aktivaciju intrarenalnog renin-angiotenzin sistema, koji je glavni regulator krvnog
pritiska i renalne funkcije(202).Slicni rezultati su dobijeni 1 u humanoj populaciji
tokom klinickih 1 epidemioloSkih istrazivanja. Porast nekoliko meduprodukata
oksidativnog stresa kao $to su malondialdehid, oksidisani LDL karbonilne grupe i
nitrozamini registrovani su kod bolesnika obolelih od esencijalne arterijskehipertenzije

(203).

Ujedno oba i enzimski i neenzimski antioksidativniZ protektivni mehanizmi su

znacajno redukovani u hipertenzivnom sta+nju kod 1judi(204).
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Nacini i konsekvence delovanja slobodnih radikala

Lipidi Proteini Enzimi

}

Lipidna Oksidativna Ksantin

peroksidacija modifikacija oksidaza/

MDA proteina AOPP dehidrogenaza
odnos

Sema 18. Natini delovanja slobodnih radikala na biomolekule (adaptirano po

Pordevic i sar.)

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju a vezani za porast oksidativnog stresa i
njegovu ulogu u nastanku arterijske hiepertenzije u skladu su sa navedenim literaturnim
podacima. Naime vrednosti ureje, mokra¢ne kiseline i kreatinina bile su slicne u
kontroli 1 grupi bolesnika sa arterisjkom hipertenzijom ali su bile znacajno vece u
bolesnika na hemodijalizi (Tabela 10), §to jasno ukazuje na znacaj ovih poremecaja u
bolesnika sa hroni¢nom bubreznom insuficijencijom. Medutim same vrednosti ovih
markera se nisu znacajnije razlikovale u grupi bolesnika sa esencijalnom hipertenzijom
1 kontrole Sto navodi da ovi rutinski biohemijski pokazateljii nisu indikativni za
procenu intenziteta oksidativnog stresa i procenu postojanja poremecaja koji dovode do
nastanka endotelne disfunkcije. Sli¢ni rezultati u kojima su vrednosti ureje 1 kreatinina
u granicama normalnih opsega kod bolesnika sa esencijalnom hipertenzijom nalaze 1
drugi autori.  lako bilo koja elevacija ureje i kreatinina ne znaci 1 strukturno oboljenje
bubrega takode 1 vrednosti ureje 1 kreatinina unutar optimalnih vrednosti samo po sebi
ne iskljucuju posotojanje redukcije glomerulane filtracije. Zbog toga svaka analiza
serumskih vrednosti ovih markera mora biti u¢injena oprezno jer brojni ekstrarenalni
faktori uti¢u na njihove koncentracije. Zbog toga brojni autori preporucuju odredivanje
odnosa urea/kreatinin kao pouzdanijeg markera renalne funkcije i renalnog oStecenja

(205).
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8.5. Analiza aktivnosti ksantin oksidaze i ksantin dehidrogenaze u

ispitivanim grupama

Ksantin oksidaza katalizuje reakciju stvaranja mokraéne kiseline iz supstrata
ksantina, ali katalizuje 1 oksidaciju hipoksantina u ksantin. Ksantin oksidaza i1 ksantin
dehidrogenaza (XDH) su dve interkonvertibilne forme jednog istog enzima Sobzirom
da je posebno je bogat endotel, to saznanje daje ocekivani nalaz redovne prisutnosti

ovog tje ovih interkonvertibilnih formi enzima u cirkulaciji (206-210).

Aktivnost ksantin oksidaze bila je slicna u grupama bolesnika sa hipertenzijom i
na dijalizi dok je aktivnost u kontrolnoj bila zna¢ajno manja u odnosu na druge grupe.
Vrednosti ksantin oksidoreduktaze bile su sli¢ne u kontroli i grupi bolesnika na dijalizi
dok su u bolesnika sa hipertenzijom bile znacajno vece u odnopsu na druge grupe.
Aktivnost ksantin dehidrogenaze bila je slicna u kontroli i grupi bolesnika na
hemodijalizi dok je u grupi sa hipertenzijom bila znacajno veéa no u ostale dve grupe .
Jos jednom je potvrden napred izneti podtak velikih epidemioloskih 1 klini¢kih studija
na ljudima da poremecaji u metabolzmu mokraéne kiseline i aktivnosti ksantin oksidaze

stoji u osnovi patogenetskih poremecaja koji se srecu u aretirjskoj hipertenziji.

Oksidativni stres koji generiSu ovi enzimi mozZe dovesti do ateroskleroze
endotelne difunkcije, kardiovasularnih oboljenja i metabolickog sindroma. U tom svetlu
dobijeni rezultati koji ukljucuju alteraciju ksantin oksidazne aktivnosti i poremecaje u
metabolizmu mokraéne kiseline pokazuju na moguce patogenetske mehanizme koji
stoje u osnovi esencijalne hiperetenzije.

Istrazivanja ksantin oksidazne aktivnosti privukla su posebnu paznju saznanjem
da se u toku enzimske reakcije oksidacije ksantina oslobada superoksidni anjon, §to
ovaj enzim svrstava u glavne producente slobodnih radikala. Postavlja se pitanje koja
su to stanja koja u hipertenziji i hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji mogu dovesti do
produkcije ksantin oksidaze iz dehidrogenaze (206-210). Jedan od razloga je povecana
genska ekspresija enzima, Sto se moZe zakljuciti na osnovu podataka da je celokupna
XOD forma povecana, naroito u hipertenziji (211-213). IstraZzivanja koja su
sprovedena u drugim laboratorijama pokazuju da povecana aktivnost ksantin oksidaze

moze poticati sa dva nivoa-transkripcionog (povecana genska ekspresija i posledi¢na
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sinteza enzima) i posttranslacionom (posttranskripcionom) nivou (214). Zanimljivi su
podaci da se enzim u celijama moze fosforilisati preko aktivacije razli¢itih kinaza
naroCito preko p38 MAP kinaza i kazein kinaze II, procesa koji se vrSe u hipoksiji.
Regulacija aktivnosti endotelne XO pobuduje poseban interes. Pokazano je da se XO
direktno povecano ekspimira pod uticajem povecane koncentracije H,O, i jona
kalcijuma (214-216). Njeno prisustvo u endotelu je vrlo kompleksno, jer se veza sa
endotelom odrzava vezivanjem za glikozaminoglikane. Veza sa ovim Secerima menja
joj kineticke karakteristike. Kada su u pitanju lokalna endotelna osSte¢enja, vezana
forma je direktno odgovorna za kontinuiranu endotelnu disfunkciju, ali cirkuliSuca
forma je stalni izvor slobodnih radikala, koji vr$e oksidaciju svih dostupnih supstrata,
naroCito LDL cCestica. Nastali oxoLDL sa svoje strane je glavni razlog formiranja
penastih ¢elija u aterosklerozi. Koliko je mesto XO u ovom procesu potvrduju studije
da je dodatak alopurinola znacajno smanjio nastanak oxoLDL u eksperimentalnoj
hiperholesterolemiji, kao 1 studije efekta inhibicije ksantin oksidaze kod spontano

hipertenzivnih zivotinja (217).

Endotelna ksantin oksidoreduktaza (XOR) zajedno sa NAD (P) H oksidazom 1
azot oksid (NO) sintazom ima klju¢nu fizioloSku ukogu u inflamatormoj ¢elijskoj
signalnoj transdukciji, regulaciji sinteze NO 1 vaskularnoj funkciji (217-222). Posebno
je interesantna veza koja je ustanovljena izmedu aktivnosti XO 1 NOS. Naime, kada
ima dovoljno azot oksida (NO), on pokazuje inhibitorni efekat na aktivnost XO (Sema).
Ali ukoliko je aktivnost XO visoka, onda oslobodeni O2' stvara toksi¢an peroksinitritni
radikal, koji umanjuje bioraspolozivost NO, a time se dodatno aktivira XO. Ovaj
circulus vitiosus naro€ito je patognomonican za endotelnu disfunkciju i1 hipoksi¢na
stanja. To stanje je poznato kao ,,nitrozo-redoks* dizbalans. Taj fenomen narocito je
karakteristican za XO koja je vezana za endotel, jer je pokazano da oslobodeni
02'odmah reaguje sa oslobodenim NO iz endotela 1 tako odmah, ¢ak stotinu puta brze
nego S§to bi se preko SOD izvrsila detoksikacija, ,,zarobljava NO* 1 stvara peroksinitrit

radikal (223,224) .

U prilog povecane konverzije XDH u XO ide i ¢injenica da oksidativni stres
katalizovan drugim oksidacionim reakcijama najceSe na raCun iflamatornih celija
takode moze prevesti XDH u XO. Jo§ jedan od razloga povecane aktivnosti XO na

nivou endotela je i delovanje Interferona-gama (IFN-y), koji se oslobada iz limfnih
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¢elija. Uloga XO u nespecificnom imunskom odgovoru potvrdena je i podatkom da
pored IFN-y, medijatori primarnog imunskog odgovora, citokini ,,prve linije odbrane®,
kao Sto su faktor tumorske nekroze (TNFa), interleukini (IL-1 i IL-3), takode stimuliSu
XO aktivnost. Ukoliko bi se razmotrila suptilna genska povezanost ovih mehanizama
doslo bi se do promotorskih mesta na DNK koja se aktiviraju putem transkripcionog
faktora NF-kB. Naime, pokazano je da se p65 aktivna subjedinica redoks-senzitivnog
transkripcionog faktora NF-kB direktno vezuje za promotorsko mesto gena za XOD,
takozvani 5-UTR region. Tako je XO i XOD direktno povezana sa nespecifi¢nim
imunskim odgovorom i inflamacijom, koja se pokrece preko Toll-like recptora.
Pomenuti mehanizam eksperimentalno je dokumentovan i prilikom aplikacije
lipopolisaharida LPS, koga sadrze inace Gram- bakterije. Direktna povezanost je
potvrdena tako Sto dodatak Alopurinola inhibirai NF-kB. Razlog treba traziti u
nespecificnoj odbrani epitela od bakterijskih noksi, pa je enzim XOD poznat kao
,housekeeping enzyme*, ali kada je ova reakcija posledica stimulisane ,,sterilne*
inflamacije, kakva je u aterosklerozi u vrlo velikom stepenu, onda XO drasti¢no
pogorsava ve¢ loSu sliku po endotel. Jedan od razloga je stimulacije sekrecije

endotelina i P-selktina, koji imaju vazokonstriktorne efekte (212,213,215,218).

XOR aktivnost stvara pro i antioksidativne produkte, koji su ukljuceni u
patogenezu arterijske hieprtenzije, dislipidemije 1 dijabetesa, koji sa svoje strane
predstavljaju glavne faktore rizika za aterosklerozu. Posebno mokra¢na kiselina moze
imati protektivne ali i negativne efekte u vaskualrnoj altreraciji potenciraju¢ znacaj
multi-direcionalnih efekata inhibicije XOR. Sta vise XOR produkti su udruzeni sa
¢elijskom diferencijacijom, dovodeci do adipogeneze 1 stvaranja penusavih ¢elija (228).
Da je veza u hipertenziji direktna pokazali su rezultati nekih eksperimentalnih studija
gde je kod hipertenzivnih Zivotinja alopurinol smanjio XO ali i znac¢ajno smanjio
eksperimentalnu hipertenziju. Znacaj slobodnih radikala potvrden je dodatkom enzima

SOD (217,225).

Neki podaci pokazali su da XO moze u manjem stepenu vrsiti konverziju nitrata i
nitrita u NO, ¢ime umesto ksantina, koriste¢i ove substrate moze suprimirati dalje
stvaranje radikala. U protektivnom smislu ¢esto se spominje 1 oslobodena mokra¢na
kiselina, ali zbog svog redoks statusa, ona se Cesto namece kao oksidans u redoks

sistemima, a ne kao antioksidans (223,224).
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Sema 19. Potencijalno toksi¢ni mehanizmi delovanja ksantin oksidaze (adaptirano

po Dordevic i sar.)

Uc¢injena analiza binarnom regresijom (Enter model) je pokazala znacajnu
pozitivnu prediktivnu vrednost aktivnosti ksantin oksidaze sa prisustvom arterijske
hipertenzije Exp(B) 1.171 (95%CI 1.029-1.332). Ostali parametri nisu imali znac¢ajniji
prediktivni potencijal $to jo§ jednom potvrduje znacaj ovih poremecéaja u patogenezi

esencijalne arterujske hipertenzije.

Rezultati koji su u ovoj studiji dobijeni pokazuju da je ksantin oksidaza
znafajno poviSena naro€ito u grupi pacijenata u terminalnoj fazi bubreZne
insuficijencije. Ovaj enzim se relativno jednostavno odreduje ukoliko se poznaju
kineticke karakteristike 1 uslovi sprovodenja analiza, tako da moze biti vrlo pouzdan
marker progresije hipertenzije, a naro€ito progresije bubrezne insuficijencije. Ovi
podaci do sada su uglavnom eksperimentalno potvrdivani u uslovima nefritisa

(226,227).
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8.6. Lipidna peroksidacija u ispitivanim grupama

Poslednjih godina traga se intenzivno za ranim patogenetskim markerima poremecaja
koji bi doveli do endotelne disfunkcije 1 hipertenzije. U rezultatima do kojih se doslo
moze se videti da lipidna peroksidacija pokazuje statisticki znacajno vece vrednosti i u
grupi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom, kao i u grupi pacijenata koji su usli u
terminalnu bubreznu insuficijenciju.U razmatranju patogenetske povezanosti, potrebno
je analizirati koji mogué¢i mehanizmi mogu posredovati u povecanom generisanju
slobodnih radikala i koji procesi su njihova konsekvenca. Podaci vezani za povecanu
produkciju radikala u dostupnoj literaturi ukazuju na mijeloperoksidazni sistem i
ksantin oksidazni, kao generatori radikala. Ovaj sistem je izrazen u inflamatornim
¢elijama, Sto dovodi u vezu hroni¢nu inflamaciju u patogenezi hipertenzije. Drugi
mehanizam je produkcija toksi¢énog vodonik peroksida (H,0,), koja je najve¢im delom
posredovana efektima ksantin oksidaze (77, 229-231). U indirektne mehanizme
povecane produkcije radikala spada povecan unos soli i sistem renin-angiotenzin
(232,233). Dobijeni rezultati pokazuju da je lipidna peroksidacija u grupi pacijenata sa
hipertenzijom blago povecana, dok je u grupi pacijenata koji imaju terminalnu

bubreznu insuficijenciju znacajno povisena.

Analiza produkcije H,O, ukazuje da je oksidativni stres u osnovi razvoja hipertenzije
ve¢ da moZe posluziti 1 kao skrining marker potencijalne predikcije ka razvoju
hipertenzije, jer je pokazana tendencija porasta lipidnih peroksida (TBA-reagujuc¢ih
substanci) u grupama klini¢ki zdravih osoba, koje su imale naslednu opterecenost
hipertenzivnih dogadaja. Pa ipak jo$ uvek sa sigurno$¢u nije ustanovljeno da li je u
pitanju konsekvenca razvoja hipertenzije ili patogenetski faktor (234,235). Sa tog
aspekta je potrebno razmatrati oksidativni stres i njime posredovanu lipidnu

peroksidaciju kroz oba moguc¢a mehanizma.

Ukoliko se posmatra oskidativni stres kao konsekvenca hipertenzije, na osnovu
dobijenih rezultata, treba napomenuti da u hipertenziji postoji povecana napetost krvnih
sudova, poznata kao ,,shear stress”, ali 1 povecani vaskularni pritisak, koji mehanickim
putem mogu oSettiti endotel. Da ovi faktori mogu biti odgovorni za oksidativni stres,
svedo¢i podatak da snizenje krvnog pritiska pozitivno korelira sa parametrima

oksidativnog oStecenaj biomolekula (236). Pojedini lekovi u osnovi svog mehanizma
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delovanja ispoljavaju moguénost supresije formiranja slobodnih radikala. Ukoliko bi
ovo bili jedini nau¢no zasnovani patogenetski mehanizmi, moglo bi se ocekivati da
antioksidansi mogu spreciti konsekvence hipertenzije, ali ovi podaci u klinickim
studijama ipak nisu dali u dovoljnoj meri ohrabrujuce rezultate (237,238).

Kao producenti radikala spominju se u literaturi i sistem renin-angiotenzin,
odnosno balans natrijuma u sprezi sa WNK kinazama, koje posreduju izmedu

produkcije radikala i Na, Cl kotransportnih sistema (145).

Lipidni peroksidi su zbog jednostavnog nacina merenja dugo godina prihvatljiv
marker oksidativne modifikacije biomolekula, ta¢nije lipida. Naravno de se ne mogu
smatrati ,,idealnim biomarkerom”, jer metoda reakcije sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBA-reagujuce supstance) nije ni strogo specificna niti izuzetno senzitivna. Ali sa
druge strane, pracenje dinamike promene moze biti od znacaja, $to je inace preporuka
kada se bilo koji biohemijski markeri prate, a nivo lipidnih peroksida korelira sa
stepenom generisanja slobodnih radikala (77,239-241).

Konsekvence lipidne peroksidacije najviSe se ogledaju u toksi¢nim efektima samih
nastalih produkata, kao 1 u izmeni strukture membrana i lipoproteina. Lipidni
hidroperoksidi ispoljavaju deterdZzenska svojstva, jer oslobadaju fosfolipide iz
membranskih struktura. Membrana postaje oSteCena, usled promene strukture,
fizikohemijskih svojstava, pa samim tim 1 bioloske funkcije, kao Sto je fluidnost,
promet elektrona, fleksibilnost, selektivna permeabilnost, celijska signalizacija,
receptorska funkcija, funkcija tarnsportera. Lipidi celijskih membrana 1 lipoproteina
krvne plazme se velikim delom sastoje od fosfolipida, koji u svojim kompleksnim
molekulima sadrZe nezasiCene masne kiseline. Nezasi¢cene masne kiseline sadrZe
dvostruke veze, koje podlezu peroksidaciji. Primarni produkt su hidroperoksidi, a

sekundarni malon-dialdehid (MDA) 1 F-2 izoprostani (240,241).
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Sema 20. Struktura malondialdehida

Metoda odredivanja MDA nije strogo specificna jer je daju i1 neki produkti ugljenih
hidrata. Lipidna peroksidacija je brza lanc¢ana reakcija, koju indukuju slobodni radikali,
ima sposobnost samopropagacije u ¢elijskoj membrani i drugim lipidnim molekulima
koji sadrze nezasi¢ene masne kiseline. Ona zapoCinje izdvajanjem vodonika ili
vezivanjem kiseonika, ¢ime se direktno menja struktura masnokiselinskog lanca.
Osnovo 1 najosetljivije mesto je metilenski most (RH). Ukoliko je dvostruka veza
direktno smeStena uz metilenski most tada je metilenska C-H veza posebno fragilna i
osetljiva na oduzimanje vodonika. Dolazi do oduzimanja elektrona na ugljenikovoj
vezi, kada se formira karbonilni radikal (R’), koji podleZe daljem rearanziranju
dvostruke veze 1 formira se peroksil radikal. lancana reakcija se ogleda u tome da tako
stvoreni peroksilni radikal ,,napada® novu nezasi¢enu vezu na drugoj masnoj kiselini 1
reakcija ide u nedogled. Ukoliko se u blizini nade metal sa promenljivom valencom,
nastaje alkoksil (RO) ili hidroksil radikal (HO") tako se odvija prva reakcija takozvane
inicijacije, jer se od peroksil radikala formiraju hidroperoksidi. Reakcija se nastavlja
propagacijom, kada nastaju hidroperoksidi. Stabilniji proizvodi koji nastaju su alkil,
peroksil 1 alkoksil radikali.Lipidni hidroperoksidi (ROOH) su prvi stabilni produkti
lipidne peroksidacije. Lipidna peroksidacija moZe te¢i enzimskim i neenzimskim
putem. Ukoliko je enzimska, katalizuje je lipooksigenazni put, tada nastaju peroksil

radikali. Neenzimski proces se odvija u prisustvu kiseonika i metala sa promenjivom
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veza, kao S$to je linoleinska i arahidonska (77,229). Lipidni hidroperoksidi, bilo da su
posredovani metalima sa promenljivom valencom ili ne, stvaraju veliki dijapazon
arznovrsnih produkata, kao S§to su dugolancani aldehidi fosfolipida ili aldehidi
holesterolskih estara. Nedavno je ustanovljeno da i peroksinitrit moze da indukuje
stvaranje lipidnih peroksida (242).
Imaju¢i u vidu mehanizme produkcije slobodnih radikala, kao i njihovo mesto u
patogenezi esencijalne hipertenzije i razvoja bubrezne insuficijencije na temelju ovih
dogadanja, strategije prevencije bi se mogle ogledati u upotrebi odgovarajucih
skavendzera radikala (antioksidanasa) ili prevenciji inicijacije oksidativnog stresa u
hipertenziji. U ovom smislu, povoljniji efekti su postignuti inhibicijom produkcije
radikala, nego antioksidansima. Ukoliko se uzme u obzir zna€aj renin-angiotenzin-
aldosteron sistema u blokadi reapsorpcije natrijuma, u kontekstu veze sa slobodnim
radikalima i oksidativnim stresom, onda mehanizam delovanja ACE inhibitora moze
opravdati njihovu primenu u hipertenziji sa viSe stanovista. Pove¢an unos natrijuma
indukuje oksidativni stres, Sto takode ide u prilog ovom mehanizmu povezanosti (243).
Upotreba blokatora ksantin oksidaze, alopurinola, pokazuje povoljne efekte u pocetnim
stadijumima hipertenzije. ACE inhibitori blokiraju i stvaranje peroksinitritnog radikala.
Od skavendZzera radikala treba spomenuti beta blokatore, za koje su ovi efekti dokazani
u in vivo i in vitro studijama. Blokatori kanala za kalcijum takode na jo§ uvek
nedovoljno poznat nacin umanjuju produkciju slobodnih radikala (233,238,247).
Dobijeni podaci u ovoj tezi na svoj nacin takode potvrduju da je oksidativni
stres neminovni akter u razvoju esencijalne hipertenzije i njenih konsekvenci.
Kada je u pitanju progresija oboljenja i razvoj terminalne bubrezne insuficijencije,
uloga oksidativnog stresa u patogenezi bubreznih bolesti, glomerularne skleroze i
tubularnih oSte¢enja je dobro dokumentovana. jedan od mehanizama je aktivacija i
proliferacija mezangijskih celija (234,244-247). Pomenuti proces je posredovan
signalinim mehanizmima putem protein kinaze C, mitogen-aktivirajuim protein
kinazama (MAPK), kao i aktivacijom transformsucih faktora (TGF-B1) i fibronektina.
Oksidativni stres moze biti suprimiran dodatkom antioksidanasa $to je u ovim
oboljenjima eksperimentalno potvrdeno (243). Kao jedan od mehanizama koji indukuje
oslobadanje slobodnih radikala je vrlo poznata Fentonova reakcija, koja se odvija u

prisustvu metala sa promenljivom valencom, u prvom redu gvozda. Jedan od izvora
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gvozda je urinarni transferin, protein koji vezjue gvozde. Znacaj gvozda dokumentovan
je eksperimentalno tako Sto je ustanovljeno poboljSanje dodatkom helatora (havataca)
gvozda ili eksperimentalno uvodenjem gvozde deficitarne dijete (245-249).
Postavlja se pitanje i koji su mehanizmi koji se direktno odnose na hipertenziju koji
pogoduju razvoju bubrezne insuficijencije. Medu najvaznijim mehanizmima koji
sinergistiCki deluju je povecan volumen ekstracelularne tecnosti, koji moze biti
apsolutni (generalni porast vode i elektrolita) i relativni (smanjenje volumena
vaskularnog korita).
U faktore koji su odgovorni za apsolutni porast, nesumnjivo je mesto renin-
angiotenzin-aldosteron sistema, koje je potencirano regionalnom ishemijom (236,248)
U faktore koji su odgovorni za relativni porast je povecana aktivnost vegetativhog
nervnog sistema, kao i1 endotelina, a redukcija vazodilatatornih komponenti (azot
oksida) i poremecaj sekrecije prostaglandina (232,237,238).
Pomenuti faktori deluju po tipu circulus vitiosusa, jer povecana retencija vode i
elektrolita remeti 1 kardiovaskularnu funkciju, otezano je izlu€ivanje tecnosti, Sto sada
sa svoje strane potencira retenciju. Kod pacijenata na dijalizi je prisutna i dijastolna
disfunkcija. Natrijum ima osobinu da se talozi u vezivnim tkivima, kao §to su
hrskavice, kolagen i glikozaminoglikani, odakle se oslobada i tako pogorsava stanje.
Tako se jedna konstantna hipervolemija namece kao glavni faktor pogorSanja
hipertenzije kod pacijenata na dijalizi. Simpaticka aktivnost takode ima veliki uticaj, a
da je ona direktno poreklom uticaja na renalne arterije, pokazali su eksperimenti sa
nefrektomijom ili deaferencijacijom. I ovaj mehanizam dovodi se u vezu sa renin-
angiotenzin sistemom, gde se smatra da angiotenzin pokazuje ,,neurogeno‘ delovanje,
jer ACE inhibitori deluju inhibitorno 1 na ovaj mehanizam (234,244).
Terapija eritropoetinom je obavezna kod pacijenata na hemodijalizi, a pokazano je da je
odgovorna za najmanje 10mmHg porasta hipertenzije. Razloge treba traziti u povecanju
viskoznosti krvi, aktivaciji autonomng nervnog sistema i smanjenoj produkciji azot
oksida (233,246).

Pacijenti sa bubreznim oboljenjima imaju smanjenu sposobnost sinteze aktivne
forme vitamina D procesom hidroksilacije, tako da postoji prisutan sekundarni
hiperparatireoidizam. Hiperparatireoidizam mehanizmom mobilizacije kalcijuma na

nivou kostiju dovodi do povecanja cirkuliSu¢eg pula kalcijuma, a tendencije ka
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osteoporozi zbog praznjenja koStanih depoa. Kalcijum na nivou cirkulacije ulazi u
glatkomiSiéne elije krvnih sudova i tu dovodi do vazokonstrikcije i posledi¢ne
hipertenzije (238).

Pogorsanju funkcije bubrega u hipertenziji doprinosi sistem renin-angiotenzin joS na
jedan nacin, jer aktivira oksidativni stres lokalno na nivou bubrega indukcijom
translokacije citozolarne subjedinice NAD(P)H oksidaze u mitohondrijalnu mebranu,
gde dovodi do indukcije oslobadanja slobodnih radikala. kao jedan od kandidata za
stvaranje jednog od najopasnijih radikala, peroksinitritnog radikala su i izoforme azot
oksid sinatze NOX 1-4, koje su dokumentovane u korteksu bubrega (249). Veliki broj
klini¢kih studija pokazao je da je nivo malondialdehida vrlo validan marker bubreznih

ostecenja (234,235,245,246).

8.7. Analiza produkata uznapredovale oksidativne modifikacije

proteina (AOPP) u ispitivanim grupama

Vrednosti suptilnijih pokazatelja intenziteta i patogenetskih poremecaja u stanjima
poviSenog oksidativnog stresa kao §to su derivati oksidativne modifikacije proteina
daju znacajno viSe informacija. Uradena analiza pokazala je postojanje znacajnih
razlika u vrednostima derivata uznapredovale oksidativne modifikacije proteina AOPP
izmedu ispitivanih grupa. Vrednosti AOPP bile su znacajno vece kod bolesnika sa
hipertenzijom u odnosu na kontrolnu 1 grupu bolesnika na dijalizi. Ovo jasno ukazuje
da oksidativna modifikacija proteina predstavlja jednu od glavnih patogenetskih
karakteristika hipertenzivnog stanja koja stoji u osnovi ne samo celijskog oSte¢enja vec
1 nastanka endotelne disfunkcije 1 posledi¢nih poremecaja vazomocije i razvoja
ateroskleroze. Sli¢ni nalazi i rezultati prezentovani su u nekoliko studija u kojima su
produkti oksidativne modifikacije proteina bili izrazito povecani u uslovima postojanja
esencijalne arterisjke hipertenzije bez obzira na prisustvo ili odsustvo prate¢ih
kardiovaskualrnih oboljenja i komplikacija(251). Ujedno ovi parametri su bili 1 znacajni
pokazatelji redukcije glomerulane filtracije i u stanjima sa normalnim azotnim
produktima kod trudnica (252).AOPP kao marker oksidativne modifikacije proteina
prvi put je dokumentovan 1996 godine i to kod pacijenata sa hroni¢nom uremijom.

Spektralne karakteristike AOPP molekula pokazala su da je re¢ o kompleksnoj
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hromofori, koja odgovara pojavi ditirozina, karbonilnih grupa 1 pentozidina.
Oksidativna modifikacija proteina je kovalentna modifikacija proteina koja je izazvana
ili indukovana reaktivnim intermedijatima slobodnih radikala ili njihovim krajnjim

produktima (169,253-255).

Proteini su, kako je poznato, u kvalitativnom i kvantitativnom smislu glavne
komponente svih Celijskih sistema, bilo kao enzimi, hormoni, receptori, jonski
transporteri, glukozni transporteri, razliCiti nosa¢i i1 gradivne komponente celija i
ekstracelularnog matriksa. U odnosu na organe proteina ima negde oko tri puta vise
nego lipida, najmanje 50 puta vise nego DNK i holesterola. Sa tog aspekta gledano,
kvantitativno su najzastupljeniji substrat. U odnosu na plazmu, koja prosec¢no sadrzi 60-
80g/l proteina,to je najmanje 100 puta viSe nego sadrzaj lipida (oko 0,5g/1 totalnih
lipida). Oksidativna modifikacija proteina protice skoro hiljadu puta brze nego
modifikacija drugih biomolekula (albumin 8 x 10'® dm3 mol-1 s-1), a DNK (8 x 10
dm3 mol-1 s-1). Kada se gleda primarna struktura proteina, konsekvence oksidativne
modifikacije su modifikacija pojedinih amino kiselina, gubitak pojedinih amino

kiselina, agregacija 1 fragmentacija proteina (256,257).
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Konsekvence oksidativne modifikacije proteina su: oksidacija bo¢nog lanca (koristi se i
kao marker), fragmentacija, formiranje novih reaktivnih speciesa (peroxid, DOPA),
oslobadanje drugih radikala 1 lancane reakcije, dimerizacija 1 agregacija proteina,
konformacione promene enzima 1 receptora, gubitak strukture 1 funkcionalne
aktivnosti,poremecaj Celijskog metabolizma, efekat na gensku regulaciju i ekspresiju,
modulacija ¢elijske signalizacije, 1 indukcija apoptoze i1 nekroze, povecana imunogenost

(oxo LDL), abnormalno prihvatanje i prepoznavanje od strane receptora (258-262).

Amino kiseline koje su najpodloznije oksidativnoj modifikaciji (5) su prikazane na

tabeli.

Tabela 31. Oksidativno modifikovane amino kiseline i njihovi primarni prekursori

(adaptirano po Dordevi¢ i sar.)
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Cistein Disulfidi, MeSoviti disulfide

Metionin Metionin-sulfoksidi

Tirozin Ditirozin, Nitrotirozin, hlorotirozin.
Dopa

Triptofan Hidroksi i nitro-triptofan, Kinurenin

Fenil-alanin

Hidroks-ifenil-alanin

Valin, Leucin

Hidroperoksidi

Histidin alfa-ketohistidin, asparagin, aspartat

Glutamil Oksalna kis. Pirogrozdjana kis

Prolin Hidroksiprolin, pirolidin, glutamat
semialdehid

Treonin 2-amino-3-keto-buterna kis

Arginin Glutamat semialdehid, hloramin

Lizin Alfa-aminoadipinska kis.

Hloramini, MDA-lizin, akrolein-

lizin, karboksimeti-lizin

Oksidativnu modifikaciju proteina mogu pokrenuti razli¢iti radikali. Kada je u
pitanju hipertenzija i bubrezna oboljenja, najces¢i razlozi su kao i drugim oboljenjima i

stanjima, a to su:
e Hemijski agensi (H202, Fe2+, HOBr, O2-, ONOO)
e Aktivisani fagociti (“oxidative burst”)
e Lipidni peroksidi (MDA, akrolein)

e Mitohondrije (elektron transportni sistem)
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o Enzimi oksidoreduktaze (ksantin oksidaza, mijeloperoksidaza, P-450

enzimi)
e Neki lekovi i njihovi metaboliti

Derivati oksidativne modifikacije proteina najces¢e opisani su oksidacioni produkti
sumpora (Cis disulfidi, , S-tiolati, Met sulfoksidi), karbonilni derivati (aldehidi i
ketoni), intermedijati sa tirozinom, produkti nitrozilacije, modifikacija triptofana,
hidroperoksi derivati alifaticnih amino kiselina, hloramini i produkti dezaminacije,
interkonverzije jedne amino kiseline u drugu ( histidin u asparagin, prolin u oksi
prolin), kompleksi sa produktima lipidne peroksidacije (MDA, akrolein), kao i
oksidacioni derivati amino kiselina (para-hidroksi-fenil-acet-aldehid), produkti
agregacije 1 raskidanje peptidnih veza. Razli¢iti produkti oksidativne modifikacije
proteina daée razliCite konsekvence na Celijsku funkciju. Stvaranje karbonila je
najcesce udruzeno sa disfunkcijom, a neke oksidativne modifikacije, mada rede mogu

da proteknu afunkcionalno (256,257).

Produkti uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) su znacajni prediktori
razvoja nefropatije. Kada se porede u multivarijantnoj analizi sa dugim faktorima rizika
za loSu prognozu, staju u red sa hipertenzijom i proteinurijom. U nekim studijama
spominju se i kao ,,surogat” markeri uspeSnosti terapije u bubreZnoj insuficijenciji.
Medu faktorima koji doprinose razvoju uznapredovalih produkata oksidativne
modifikacije proteina je hroni¢na inflamacija, aktivacija renin-angiotenzin sistema, kao
1 smanjena antioksidativna zastita. Pove¢anje nivoa AOPP korelira 1 sa tubularnom
sklerozom 1 sa glomerulosklerozom, $to zna¢i da mogu biti marker generalnog
bubreznog oste¢enja. AOPP mogu biti uklju€eni u remodeliranje bubrezne mase, kao i
fibrogenezu. Jedan od mehanizama kako AOPP oSteCuje bubrege je 1 progresija
ateroskleroti¢nih promena 1 pogorSanje hipertenzije. I u ovim modelima davanje
antioksidativne terapije dokumentovalo je mogucu kauzalnu vezu. AOPP pokrecu i
,circulus vitiosus® preko dva sistema: stvoreni produkti oksidacije dalje, sa svoje strane
pokercu lanCane reakcije dalje produkcije radikala (260). Sa druge strane AOPP
stimuliSe aktivaciju redoks-senzitivnog transkripcionog faktora NF-kB, koji je najjaci
inducer inflamacije, putem oslobadanja inflamatornih citokina. Inflamacija aktivira

NADPH oksidazni 1 mijeloperoksidazni sistem leukocita (169,254). Pored toga
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dokumentovana je i infiltracija makrofagalnim ¢elijama, $to promovise fibrogenezu.
Stimulisana je produkcija i hemokina, kao $to je MCP-1, koji stimuli§e miofibroblastnu
aktivnost (261,262). Dokazano je da AOPP stimuliSe 1 oslobadanje transforming
faktora B (TGF- ), koji takode pokazuje fibroziraju¢a svojstva posredujuci
nefrosklerozi i smanjenju bubrezne mase. Tako se AOPP deklariSu ne samo kao
jednostavni produkti oksidativne modifikacije proteina, ve¢ proinflamatorni i induceri

fibrogeneze (253,258,263).

8.8. Analiza korelacija

Udinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu i starosti bolesnika
pokazuje da postoji znacajna negativna korelacija izmedu vrednosti mokraéne kiseline
sa vrednostima ADP, odnosom ATP/UA i ADP/UA u grupi bolesnika sa hipertenzijom.
Za razliku od povezanosti, koja je registrovana u grupi zdravih gde su aktivnost ksintin
oksidoreduktaze i ksantin dehidrogenaze imale znafajnu korelaciju sa adenilnim
nukleotidima i njihovihm indeksima ovakve veze nisu registrovane u grupi
hipertenzivnih bolesnika .Ovaj gubitak povezanosti izmedu aktivnosti enzima u
metabolizmu ksantina 1 vrednostima adenilnih nuklotida 1 njihovim indeksima jasno
ukazuje na jedan od mogucih patogenetskih mehanizama koji stoje u osnovi esencijalne
hipertenzije, a odnosi se na disfunkciju prooksidativnih i antioksidativnih mehanizama
¢eljja 1 tkiva(264). Ucinjena parcijalna korelaciona analiza prilagodena prema polu 1
starosti bolesnika pokazuje da postoji znacajna negativna korelacija izmedu vrednosti
ureje, kreatinina i sistolnog krvnog pritiska sa odnosom ATP/ADP. Znacajna pozitivna
korelacija nadena je izmedu vrednosti ureje 1 kreatinina sa ADP u grupi bolesnika sa
arterisjkom hipertenzijom. Kod zravih ispitanika jedina korelacija je nadena izmedu
vrednosti ureje i AMP dok ostalih znacajnih povezanosti nije bilo. Ovi rezultati ukazuju
na znacaj poremecaja bubrezne funkcije kod bolesnika sa esencijalnom arterijskom
hiepertenzijom kao i na znacaj adekvatne 1 pravovremene terapije esencijalne arterijske
hiepertenzije u cilju ocuvanja bubreZne funkcije 1 oCuvanja glomerulane filtracije.

Pored ovih rezultata pokazalo se da degradacioni produkti adenilnih nukleotida u obliku
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niskoenergetskih jedinjenja predstavljaju rani 1 potencijalno znacajan marker

nastupajucih poremecaja koji se javljaju u toku razvoja arterisjke hiepertenzije (265).

Ucinjena statistiCka analiza nije pokazala postojanje znacajnije korelacije izmedu
vrednosti adenilnih nukleotida i njihovih indeksa sa uznapredovalim produktima
oksidacije proteina i enzimima metabolizma nukleinskih kiselina u hipertenzivnih
bolesnika. Medutim u grupi zdravih ispitanika ova korelacija je pokazana za veci broj
oblika adenilnih nukleotida i njihovi indeksa sa uznapredovalim produktima oksidacije
proteina. Rezultati ukazuju na znacaj oksidativnog stresa kao patogenetskog faktora u
razvoju esencijalne arterijske hipertenzije ne samo kroz aposlutni porast njegovog
intenziteta i porast oSte¢enja proteinskih struktura, pa samim tim i endotelne funkcije
(mereno kroz vrednosti uznapredovalih produkta oksidacije proteina) vec¢ i kroz gubitak
normalnih kontraregulatornih mehanizama koji se suprostavljaju porastu oksidativnog

stresa, kao $to su enzimi koji ucestvuju u stvaranju adenilatnih nuklotida.

ZAKLJUCCI
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1. Koncentracija cirkuliSu¢ih adenilnih nukleotida pokazuje znafajan pomak ka
degradacionim produktima u arterijskoj hipertenziji, a naroc¢ito kod pacijenata
sa terminalnom bubreZznom insuficijencijom na programu hemodijalize. Snizene
vrednosti ATP-a odlika su bolesnika sa hipertenzijom i terminalnom bubreznom
infuficijencijom, dok su visoke vrednosti ADP odlika bolesnika na hemodijalizi.
Vrednosti AMP pokazuju najveée medugrupne varijacije i mogu sluziti kao

najbolji pokazatelj pada energetskog metabolizma.

2. Adenilatni energetski naboj kao 1 adenilatni indeksi (ATP/ADP i ATP/mokra¢na
kiselina) pokazuju izrazite medugrupne varijacije, pri ¢emu njihov pad
predstavlja karakteristiku hipertenzivnog stanja, a posebno prisustva terminalne

bubrezne insuficijencije.

3. Dobijeni rezultati u ovoj studiji pokazuju da je homeostaza adenilnih nukleotida
u esencijalnoj hipertenziji, a posebno u terminalnoj bubreznoj insuficijenciji
znaCajno naruSena i indirektno odslikava da su endotelne Ccelije izlozene
mehanickom stresu, glatkomiSiéne ¢elije izloZzene vazokonstrikctornim
stimulusima, tkiva hipoksiji 1 celijskoj energetskoj krizi, a cirkulacija

trombogenim efektima.

4. Vrednosti azotnih produkata 1 mokra¢ne kiseline nisu znaajnije poremecene

kod postojanja esencijalne arterijske hipertenzije.

5. Aktivnost anzima produkcije adenozina 5-nukleotidaze pokazuje trend pada dok
aktivnost enzima degradacije - adenozin dezaminaze pokazuje trend porasta kod
bolesnika sa arterijskom  hipertenzijom 1 hroni¢nom  bubreznom
insuficijencijom, pri ¢emu je ovaj dinamic¢ki odnos u smislu povecane
degradacije adenozina znacajno ve¢i kod bolesnika hroni¢nom bubreznom
insuficijencijom.

6. Vrednost produkata uznapredovale oksidacije proteina znacajno raste kod
bolesnika sa hipertenzijom, Sto ukazuje na znacaj, ali 1 uspeSnost primene ove
terapijske procedure u sprecavanju oStecenja tkiva 1 progresiji endotelne
disfunkcije kod ovih bolesnika. Podatak da kod bolesnika sa bubreznom
insuficijencijom na programu hemodijalize nije bilo razlika u odnosu na

kontrolne uzorke je posledica izrazitog gubitka albumina bubrezima kod
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10.

pacijenata sa terminalnom bubreZnom insuficijencijom, koji su glavni substrati
okisdativne modifikacije, a nivo AOPP u ovoj studiji je dat u apsolutnoj

koncentraciji.

Koncentracija lipidnih peroksida MDA, znacajno raste kod pacijenata sa
teminalnom bubreznom insuficijencijom, ali pokazuje tendenciju porasta kod

pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom.

Kod bolesnika sa arterijskom hipertenzijom postoji porast aktivnosti ksantin
oksidaze, ali 1 porast dehidrogenazne forme pri ¢emu je evidentiran i porast
aktivnosti ksantin oksidoreduktaze, S§to ukazuje na porast prooksidativnih
mehanizama, ali 1 joS uvek ocuvani kapacitet antioksidativnih mehanizama
kojima se sprecava znacajniji porast oksidativnog stresa. Kompenzaorna
komponenta u vidu povecane dehidrogenazne aktivnosti nije registrovana kod
bolesnika sa terminalnom bubreznom insuficijencijom, a ksantin oksidaza

pokazuje izrazito povecanje.

Vrednosti mokra¢ne kiseline i1 ureje, produkata uznapredovale oksidacije
proteina 1 aktivnosti ksantin oksidaze pokazuju pozitivnu povezanost sa
pojavom arterijske hipertenzije dok odnosi ATP/ADP i ATP/mokraéna kiselina

imaju negativni prognosticki znacaj za prisustvo arterijske hipertenzije.

Dobijeni rezultati u ovoj studiji pokazuju da je homeostaza adenilnih nukleotida
1 markera oksidativnog stresa u esencijalnoj hipertenziji, a posebno u
terminalnoj bubreznoj insuficijenciji znac¢ajno naruSena 1 indirektno odslikava
da su endotelne celije izlozene mehanickom stresu, glatkomiSiéne celije
izloZene vazokonstriktornim stimulusima, tkiva hipoksiji i ¢elijskoj energetskoj

krizi, a cirkulacija pro-trombogenim efektima.
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