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POPIS KRATICA

8-150-PGF2a - 8-iso-prostaglandin F2a

ACh - acetilkolin

AH - arterijska hipertenzija

CRP - C reaktivni protein

DBP - dijastolicki krvni tlak (engl. diastolic blood pressure)

EDCF - endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelium-derived constricting factors)
EDRF - endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors)
ELISA - imunoenzimski test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

eNOS - endotelna sintaza dusikova oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase)
HDL - lipoprotein velike gusto¢e (engl. high density lipoprotein)

HT - hipertenzivna djeca

ITM - indeks tjelesne mase

LDF - Laser Doppler flowmetrija (engl. Laser Doppler Flowmetry)

LDL - lipoprotein male gustoc¢e (engl. low density lipoprotein)

MAP - srednji arterijski tlak (engl. mean arterial pressure)

NO - dusikov oksid (engl. nitric oxide)

NT - normotenzivna djeca

PORH - postokluzivna reaktivna hiperemija (engl. post-occlusive reactive hyperemia)
RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sustav (engl. renin-angiotensin-aldosterone system)
ROS - slobodni radikali kisika (engl. reactive oxygen species)

SBP - sistolicki krvni tlak (engl. systolic blood pressure)

SNP - natrijev nitroprusid (engl. Sodium nitroprusside)
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1.1. Arterijska hipertenzija u djecjoj dobi
1.1.1. Definicija i podjela arterijske hipertenzije

Arterijska hipertenzija (AH) vode¢i je uzrok pobolijevanja 1 smrtnosti u svijetu, s
ucestaloS¢u oko 20 % medu odraslim stanovniStvom (1) te je dobro poznato da se
kardiovaskularni rizik smanjuje snizavanjem vrijednosti arterijskog tlaka (2). Prema etiologiji
arterijsku hipertenziju moZemo podijeliti na primarnu (85 - 90 %) i sekundarnu (5 - 10 %) (3).
Primarna ili esencijalna hipertenzija je bolest nepoznatog uzroka koja ne zahvaca samo odraslu
adolescentskoj dobi (4). Cimbenici rizika za primarnu hipertenziju su prekomjerna tjelesna
masa 1 pretilost, muski spol, starija dob te visok unos natrija (5). S druge strane, sekundarna
hipertenzija se odnosi na onu hipertenziju kod koje postoji specifican uzrok koji se moze lijeciti,
a mogu ju uzrokovati i neki lijekovi, primjerice nesteroidni antireumatici ili kortikosteroidi (5).
Studije su pokazale da je sekundarna hipertenzija ¢eS¢a u pedijatrijskoj populaciji, s
prevalencijom oko 75 - 85 % kod mlade djece, a uzroci se razlikuju ovisno o dobi. Poremecaji
bubrega i koarktacija aorte naj¢esci su uzroci sekundarne hipertenzije u djece do 6 godina, dok
sistemski arteritis, tumori bubrega te endokrini i neuroloski poremecaji (6).

Istrazivanja pokazuju da se uzrok ateroskleroze i1 hipertenzije kod odraslih treba traziti
u djetinjstvu i da se vrijednosti poviSenog arterijskog tlaka iz djetinjstva prenose u odraslu dob
(7), Sto je povecalo interes za pedijatrijsku hipertenziju. Prethodne epidemiolosSke studije
procijenile su da se prevalencija potvrdene hipertenzije u djece krec¢e izmedu 2 - 4 % te ukazuju
na povisenje apsolutne vrijednosti arterijskog krvnog tlaka (8).

PoviSeni arterijski tlak u djece i1 adolescenata nedovoljno se otkriva, a postavljanje
dijagnoze hipertenzije u djece 1 adolescenata je otezano buduci da se dijagnosticki kriterij
povisenog arterijskog tlaka u djece bazira na konceptu da arterijski tlak raste s uzrastom i rastom
organizma. Hipertenzija u djece definirana je kao vrijednost sistolickog 1 / ili dijastolickog
arterijskoga tlaka > 95. centile za dob, spol i tjelesnu visinu izmjerene na tri odvojena posjeta.
Ova definicija primjenjuje se za djecu do 15 godina, a za 16-godiSnjake i starije koriste se

referentne vrijednosti kao 1 za odrasle (9, 10).
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1.1.2. Epidemiologija

Prevalencija arterijske hipertenzije u djece i adolescenata znacajno se razlikuje izmedu
pojedinih regija 1 krece se u rasponu od 2,2 % do 13 % u Europi 1 SAD-u. Postoje razlike s
obzirom na dob djece, s rastu¢om prevalencijom od novorodenacke i dojenacke dobi gdje iznosi
od 0,2 % do 0,8 % do 12 — 13 % u adolescenata. Takoder, vidljiv je trend postupnog porasta
vrijednosti arterijskoga tlaka na populacijskoj razini, osobito u posljednjih nekoliko desetljeca
(11, 12), a povezuje se s rastucom prevalencijom debljine medu djecom. Razli¢iti Cimbenici
kao Sto su pretilost, prehrana, spol i akademski stres smatraju se odgovornim uzrocima
povecanja prevalencije primarne hipertenzije u ovoj dobnoj skupini. lako je arterijska
hipertenzija multifaktorijalna bolest, njenom nastanku pridonosi i epidemija debljine u djecjoj
populaciji, koja se dogodila u zadnjem desetljecu. Razli¢itim mehanizmima, ukljucujuci
inzulinsku rezistenciju, aktivaciju renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS),
zadrzavanje soli 1 posljedi¢ne promjene u funkciji vaskularnog endotela, pretilost doprinosi
nastanku hipertenzije (13). Istrazivanja su pokazala da su tjelesna masa i krvni tlak usko
povezani, a hipertenzija povezana s pretilos¢u dodatno doprinosi nakupljanju kardiovaskularnih
¢imbenika rizika u pretilih osoba (14) te je prevalencija hipertenzije mnogo ve¢a medu djecom
sa prekomjernom tjelesnom masom (od 4 % do 14 %) 1 pretilom djecom (od 11 % do 23 %)
(5).

Neka istrazivanja navode da je esencijalna hipertenzija ¢es¢a kod djecaka nego kod
djevojcica. Sundar i suradnici izvijestili su o visokoj stopi esencijalne hipertenzije u djecaka
(15 = 17). Medutim, ucinak spola nije podrzan u svim sli¢nim studijama (18).

Obrasci prehrane 1 tjelesna aktivnost imaju znacajnu ulogu u ucestalosti i prevenciji
hipertenzije kod djece i adolescenata (19). Prehrana s visokim unosom soli, zasi¢enih masnih
kiselina te niskom konzumacijom voca i povréa, oraSastih plodova i maslinovog ulja se
povezivala s hipertenzijom i1 kod djece 1 kod odraslih (20). Zbog urbanizacije djeca vise
konzumiraju preradenu hranu i1 prehranu bogatu energijom, $to uzrokuje pretilost i posljedi¢no
hipertenziju povezanu s pretiloS¢u u djetinjstvu. Sjedilacki nacin zivota i loSa kvaliteta sna
takoder potiCu hipertenziju kod djece te je Svjetska zdravstvena organizacija preporucila
bavljenje umjerenom do intenzivnom tjelesnom aktivno$¢u najmanje 1h dnevno u djetinjstvu
(21). Tako je prekomjerna tjelesna masa glavni Cimbenik odgovoran za povecanje stope
hipertenzije medu adolescentima, genetska i obiteljska predispozicija ne smiju se zanemariti

(13,22, 23).
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Budu¢i da trajanje hipertenzije povecava rizik od oStecenja ciljnih organa, vazna je
pravovremena dijagnoza 1 pocetak lijeCenja. Intervencije prve linije trebaju imati za cilj
kontrolu krvnog tlaka i smanjenje tjelesne mase (14). Otkrivanje ranih biljega vaskularnog
oStecenja, koji potencijalno dovodi do natsanka kardiovaskularnih bolesti, vazno je za odluke
o nacinu lijeCenja hipertenzije 1 moze biti korisno u pracenju ucinkovitosti lijeCenja, buduc¢i da
primarnu hipertenziju ne smatramo samo jednostavnim hemodinamskim problemom, nego

prvim stadijem u razvoju kardiovaskularnih bolesti (24).

1.2. Procjena endotelne funkcije
1.2.1. Endotelna (dis)funkcija i oksidativni stres

Endotel je strukturno jednostavan, ali zbog njegove raspodjele gotovo sveprisutan
organ, kojemu je prosjecna masa otprilike 1kg. Sloj debljine endotela u vrijednosti od 0,5 do
1um sadrzi otprilike od 1 do 6 x 10" endotelnih stanica (25). Iako se nekada endotel smatrao
tek jednostavnom barijerom izmedu stijenki krvnih zila i krvi, danas se zna da je endotel vrlo
dinamican organ koji ima brojne funkcije, od kojih su najzancajnije kontrola i odrzavanje
vaskularnog tonusa, inhibicija agregacije trombocita te sprjeCavanje pretjerane koagualcije
(26). Sintetizirajuci razne vazoaktivne tvari endotel posreduje kontrolu vaskularnog tonusa, a
to su endotelni ¢imbenici relaksacije (EDRF, engl. endothelium-derived relaxing factors) te
endotelni Cimbenici kontrakcije (EDCF, engl. endothelium-derived constricting factors).
Glavni posrednik vazodilatacije je dusikov oksid (NO), koji nastaje iz aminokiseline L-arginina
djelovanjem enzima endotelne sintaze dusikova oksida (eNOS, engl. endothelial nitric oxide
synthase). Osim NO-a, posrednici vazodilatacije su 1 prostaciklin (PGI2) i endotelni
hiperpolariziraju¢i ¢imbenik, dok su glavni ¢imbenici konstrikcije endotelin-1 i tromboksan A2
(27, 28).

Ravnoteza izmedu proizvodnje vazodilatatora i vazokonstriktora osigurava odrzavanje
vaskularnog tonusa (26, 29, 30) te je karakteristika zdravog endotela, dok poremecaj ravnoteze
uzrokuje endotelnu disfunkciju (31). Glavne karakteristike endotelne disfunkcije su smanjenje
bioraspolozivosti NO-a, oslabljen odgovor glatkih miSi¢nih stanica na vazodilatatore, povecana
osjetljivost endotelnih stanica na vazokonstriktore i njihova povecana proizvodnja. Glavne
karakteristike takvog promijenjenog stanja endotela jesu: smanjena vazodilatacija,
protromboticka 1 proupalna stanja (32). Smanjenje bioraspolozivosti NO-a nastaje zbog

smanjene aktivnosti enzima eNOS 1 / ili zbog ubrzanog stvaranja slobodnih radikala kisika
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(ROS, engl. reactive oxygen species). Razliciti kardiovaskularni ¢imbenici povezani su upravo
s povecanim stvaranjem ROS-a, odnosno povec¢anim oksidativnim stresom, za koji se smatra
da ima glavnu ulogu u nastanku endotelne disfunkcije (33).

Prethodne studije pokazale su da 8-iso-prostaglandin F2a (8-iso-PGF2a), koji nastaje
peroksidacijom lipida, moze posluziti kao marker za procjenu endogenog oksidativnog stresa.
Njegove visoke vrijednosti povezane su s kroni¢nim bolestima, aterosklerozom 1
kardiovaskularnim incidentima (34). Gotovo sve studije podrzale su hipotezu da procjena
spojeva oksidativnog stresa moze predstavljati dodatne prognosticke prediktore u takvim

stanjima kao 1 ciljeve za razvoj novih strategija farmakoloske terapije.

1.2.2. Laser Doppler Flowmetrija

Laser Doppler flowmetrija (LDF, engl. Laser Doppler Flowmetry) je neinvazivna
metoda koja se koristi za procjenu endotelne funkcije u mikrocirkulaciji. Zbog svoje lake
dostupnosti, koza predstavlja mjesto izbora za ispitivanje mikrovaskularne funkcije, za koju je
pokazano da odrazava upravo vaskularnu funkciju sustavne mikrocirkulacije (35). Naime,
mikrovaskularna reaktivnost koze je oslabljena kod raznih kardiovaskularnih bolesti 1 korelira
s markerima kardiovaskularnih bolesti, $to ukazuje na povezanost mikrovaskularne disfunkcije
u kozi 1 u drugim vaskularnim slivovima (36 — 38).

Neinvazivna procjena mikrovaskularne funkcije podrazumijeva primjenu razli¢itih
testova reaktivnosti zajedno s mjerenjem krvnog protoka. Postokluzivna reaktivna hiperemija
(PORH) osnovni je test za procjenu vaskularne endotelne funkcije. Osime mehanickog
(okluzija arterije), postoje joS neke vrste podrazaja koje izazivaju reaktivnost krvne zile,
ukljuc¢ujuéi toplinsku provokaciju (zagrijavanje / hladenje koze) ili lokalnu primjenu
farmakoloskih sredstava. Odabir pojedinog provokacijskog testa ovisi prije svega o fokusu
klinickog istrazivanja. Acetilkolin (ACh) 1 natrijev nitroprusid (SNP, engl. Sodium
nitroprusside) predstavljaju glavne primjere primjene farmakoloskih supstanci iontoforezom, a
koriste se u svrhu ispitivanja o endotelu ovisne, odnosno neovisne vazodilatacije. lako tocni
mehanizmi dilatacije posredovane acetilkolinom jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni, poznato je
da je to proces ovisan o endotelu (39), ukljucujuci put ovisan o metabolitima ciklooksigenaze i
NO-a (40). Iontoforeza natrijevog nitroprusida podrazumijeva egzogenu dostavu NO-a glatkim
misi¢nim stanicama krvnih Zila, pa se stoga koristi za procjenu vaskularne funkcije neovisne o

endotelu (41).
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2. HIPOTEZA

Esencijalna arterijska hipertenzija kod djece povezana je sa smanjenom vaskularnom
reaktivnosti, a povecana razina oksidativnog stresa potencijalno je klju¢ni dogadaj u njenom

nastanku.
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3. CILJEVI RADA

Ciljevi rada su:
1. utvrditi utjecaj esencijalne arterijske hipertenzije kod djece na vaskularnu reaktivnost
mikrocirkulacije koze podlaktice;

2. odrediti ulogu oksidativnog stresa u navedenom vaskularnom odgovoru.
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4. ISPITANICI I METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao presjecna opservacijska studija (cross-sectional study).

4.2. Ispitanici

U ovom istrazivanju sudjelovalo je 26 ispitanika, odnono djece, oba spola, u dobi od 8
do 17 godina zivota, koja su bila podijeljena u dvije skupine, ovisno o (ne)postojanju arterijske

hipertenzije:

e NT skupina — zdrava djeca urednih vrijednosti arterijskog krvnog tlaka
(normotenzivna djeca)
e HT skupina — djeca oboljela od esencijalne arterijske hipertenzije (hipertenzivna

djeca)

Iskljucni kriteriji za ulazak u studiju bili su: sekundarna arterijska hipertenzija,
nasljedne metabolicke 1 sistemne bolesti, neurodegenerativne bolesti, sistemske bolesti s
imunopatologijom ili autoimune bolesti, terapija koja utjeCe na imunoloSku ili vaskularnu
funkciju (sustavni kortikosteroidi, imunosupresivi, monoklonska protutijela). Djeci koja su na
antihipertenzivnoj terapiji uzorkovanja (venske krvi i 24-h urina) i1 funkcionalna vaskularna
mjerenja obavila su se nakon perioda ,,ispiranja* (tzv. washout perioda) u trajanju od 2 tjedna

tijekom kojeg je djeci ukinuta terapija.

Roditelji / skrbnici ispitanika detaljno su bili upoznati sa svim postupcima kojim su
djeca bila podvrgnuta tijekom studije te su za sudjelovanje u istoj dali svoj pismeni informirani
pristanak. Svi ispitanici mogli su u bilo kojem trenutku odustati od sudjelovanju u istrazivanju
bez ikakvih posljedica. Osobni podatci i identitet ispitanika ¢e biti zaSti¢eni. Ispitanici su bili

iskljucivo volonteri bez kompenzacije za sudjelovanje u studiji

Ovo istrazivanje je financirano iz Institucijskih znanstveno-istrazivackih projekata IP9-
MEFOS-2021 1 IP-17-MEFOS-2022, oba voditeljice doc.dr.sc. Ivane Juki¢,dr.med., i odobreno
od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/21-08/07; Broj:
2158-61-07-21-06) i Etickog povjerenstva KBC Osijek (Broj: R1/6414/2021).
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4.3. Metode

Sva uzorkovanja (venske krvi 1 24-h urina) i funkcionalna vaskularna mjerenja djece
ucinjena su tijekom posjeta Klinici za pedijatriju KBC Osijek te u Laboratoriju za klinicku
fiziologiju 1 fiziologiju sporta Medicinskog fakulteta Osijek. Ispitanicima je uzet uzorak venske
krvi za odredivanje lipidograma, kompletne krvne slike, uree, glukoze, kreatinina, elektrolita,
urata te jetrenih enzima. Iz pohranjenih uzoraka venske krvi naknadno su se odredili endokan

te 8-1s0-PGF2a.

Ispitanicima je izmjeren indeks tjelesne mase (ITM), omjer struk-bokovi, arterijski tlak
1 puls te je uzet uzorak prikupljenog 24-h urina. Arterijski krvni tlak mjeren je na pocetku
posjeta nakon 15 minuta odmora u sjedeCem polozaju, pomocu automatskog oscilometra
(OMRON, Osaka, Japan). Za konacnu vrijednost krvnog tlaka uzela se srednja vrijednost tri
ponovljena mjerenja dok se srednji arterijski tlak (MAP, engl. mean arterial pressure) ratunao
koristeci vrijesnosti sistolickog (SBP, engl. systolic blood pressure) i dijastoli¢kog krvnog tlaka
(DBP, engl. diastolic blood pressure), prema sljede¢oj formuli: MAP = [SBP+2x(DBP)]/3.
Djeca iz HT skupine imala su snimljeno i 24-satno kontinuirano (automatsko) mjerenje
arterijskog tlaka (KMAT, uredaj TONOPRINT V), §to predstavlja nezaobilaznu pretragu za

postavljanje dijagnoze hipertenzije kod djece 1 adolescenata.

Iz uzoraka 24-h urina izmjeren je koeficijent kreatinina, koncentracija natrija te ukupni
volumen. Iz vrijednosti 24-h natrijureze odreden je dnevni unos kuhinjske soli u gramima,

pomocu odgovarajuce formule [ 1g kuhinjske soli (NaCl) =393,4 mg Na = 17,1 mmol Na].

Iz pohranjenih uzoraka seruma naknadno je odredivana koncentracija 8-iso-PGF2a i
endokana ELISA metodom (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) u Laboratoriju za
molekularnu 1 klinicku imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek. Za kvantifikaciju 8-iso-
PGF2a koristen je tvornickim kitom Human 8-iso-prostaglandin F2a ELISA kit (MBS700957,
MyBioSource, San Diego, California, United States), a endokana (ab213776 — Human ESM1
ELISA Kit, Abcam, Cambridge, UK), prema uputama proizvodaca. Koristeni kitovi samo su
za istrazivaCke svrhe, ne i za kvantifikaciju u svrhu dijagnostike. Mjerenjem intenziteta
obojenja, odnosno apsorbance, radeno je pomocu spektrofotometra uz koristenje standardne
krivulje (PR 3100 TSC Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California).
Konacni intenzitet boje obrnuto je proporcionalan koncentraciji ispitivanog analita u uzorku, u

odnosno &8-1s0-PGF2a 1 endokana.
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Mikorvaskularna reaktivnost koze podlaktice odredena je mjerenjem protoka LDF-om
(moorVMS-LDF, Moor instruments, Axminster, UK) u odgovoru na PORH, ACh i SNP.
Nakon 15 minuta aklimatizacije ispitanika, zapocelo je prikupljanje podataka pomoc¢u sonde
postavljene na volarnu stranu podlaktice. Bazalni protok je mjeren tijekom 5 minuta, a zatim
se izazvala okluzija pomoc¢u manzete koja je postavljena oko nadlaktice ispitane ruke. Tlakom
vrijednosti 20 - 30 mmHg ve¢im od sistolickog tlaka ispitane osobe izazvala se okluzija u
trajanju od 1 min. Nakon okluzije se nastavilo sa mjerenjem protoka sljedec¢ih 1 - 2 min. Potom
se mjerio mikrovaskularni odgovor na iontoforetsku primjenu ACh-a 1 SNP-a, kako bi se

procijenila o endotelu ovisna, odnosno neovisna vazodilatacija.

4.4. Statisticke metode

Svi rezultati su prikazani kao srednja vrijednost aritmetiCke sredine i standardna devijacija
(SD). T-test se koristio za usporedivanje parametara izmedu skupina ispitanika. Ukoliko
varijable nisu bile normalno raspodijeljene, primjenjivao se Man-Whitney U test. Normalnost
distribucije podataka utvrdila se Kolmogorov — Smirnovim testom. Statisticka znacajnost
podesena je na P<0.05. Za statisticku analizu koristio se SigmaPlot (version 11.2, Systat
Software, Inc, Chicago, USA). Veli¢ina uzorka odredila se prema primarnom ishodu studije,

odnosno odgovoru mikrocirkulacije koze na primjenu actilkolina iontoforezom.
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5. REZULTATI

U Tablici 1. prikazani su antropometrijski 1 hemodinamski parametri ispitanika, odnosno
djece koja su bila ukljucena u studiju. Ukupno je u istrazivanju sudjelovalo 26 djece, koja su
na temelju (ne)postojanja esencijalne arterijske hipertenzije bila podijeljenau NT i HT skupinu.
U NT skupini je ukupno bilo 14 djece prosjecne zivotne dobi 15 godina, od kojih je 8 djevojcCica
1 6 djecaka, dok je u HT skupini ukupno bilo 12 djece prosjecne zivotne dobi 14 godina, od
kojih je 5 djevojcica i 7 djeCaka. Kod dvoje djece u HT skupini hipertenzija je bila
novootkrivena, kod dvoje je trajala manje od godine dana, dok je kod ostalih trajala izmedu 1 1

3 godine, a na antihipertenzivnoj terapiji je bilo petero djece.

Izmedu ispitivanih skupina ne postoji statisticki znacajna razlika u indeksu tjelesne mase,
omjeru struk / bokovi, pulsu te pubertalne zrelosti, dok su vrijednosti sistolickog, dijastolickog
1 srednjeg arterijskog tlaka znacajno vec¢e u HT skupini u odnosu na NT skupinu. Kod djece iz

HT skupine statisticki je znaCajno postojanje hipertenzije u obitelji (pozitivne obiteljske

anamneze).
Tablica 1. Antropometrijski i hemodinamski parametri ispitanika
Obiljezje (mjerna jedinica) skupina P vrijednost
NT HT
Broj ispitanika (Z / M) 14 (8/6) 12 (5/7) 0,695
Dob (godine) 15(2) 14 (3) 0,429
Postojanje hipertenzije u obitelji 2 11 <0,001
ITM (kg/m?) 22,1 (2,6) 24,8(4.,3) 0,055
Omjer struk / bokovi 0,78 (0,07) 0,83 (0,06) 0,086
Puls (otkucaja u min) 84 (11) 85 (12) 0,429
Tanner 3(1) 3(1) 0,855
Sistolicki arterijski tlak (mmHg) 111 (8) 136 (3) <0,001
Dijastolicki arterijski tlak (mmHg) 73 (8) 82 (6) 0,003
Srednji arterijski tlak (mmHg) 67 (37) 100 (5) 0,024

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).
NT - normotenzivna djeca; HT - hipertenzivna djeca; I'TM - indeks tjelesne

mase.
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Vrijednosti laboratorijskih nalaza krvi prikazane su u Tablici 2. Vrijednosti kolesterola,
triglicerida, LDL-a (engl. Low density lipoprotein) te glukoze u krvi i C reaktivnog proteina
(CRP) su statisticki znacajno povec¢ane u HT skupini, dok je vrijednost HDL-a znacajno
smanjena u odnosu na NT skupinu. Vrijednosti ostalih laboratorijskih obiljezja u krvi nisu se

statistiCki znaCajno razlikovala izmedu HT 1 NT skupine.

Tablica 2. Laboratorijski nalazi ispitanika

Obiljezje (mjerna jedinica) skupina P vrijednost
NT HT

eritrociti (x 10E'%/L) 5,0 (0,4) 5,1(0,3) 0,75
hemoglobin (g/L) 133 (12) 142 (13) 0,114
trombociti (x10E’/L) 267 (77) 291 (60) 0,18
leukociti (x10E°/L) 7,3 (1,9) 8,3 (2,5 0,367
urea (mmol/L) 4,3 (0,9) 4,8 (1,3) 0,291
kreatinin (umol/L) 55(12) 62 (17) 0,236
natrij (mmol/L) 138 (2) 140 (2) 0,342
kalij (mmol/L) 4.2 (0,2) 4,2 (0,3) 0,671
glukoza (mmol/L) 4,8 (0,3) 5,2(0,2) <0,001
CRP (mg/L) 0,4 (0,4) 6,0 (4,0) <0,001
kolesterol (mmol/L) 2,7(0,8) 4,8 (1,6) <0,001
trigliceridi (mmol/L) 0,8 (0,1) 1,5 (1,0) 0,032
HDL (mmol/L) 1,7 (0,3) 1,3 (0,3) <0,001
LDL (mmol/L) 2,0 (0,5) 3,1 (1,3) 0,017
AST (U/L) 22 (4) 27 (11) 0,424
ALT (U/L) 17 (5) 22 (10) 0,251
GGT (U/L) 16 (5) 22 (10) 0,143

Rezultati su izraZzeni kao aritmetiCka sredina 1 standardna devijacija (SD).
NT - normotenzivna djeca; HT - hipertenzivna djeca; CRP - C reaktivni protein;
HDL - lipoprotein velike gustoce (engl. high density lipoprotein); LDL - lipoprotein
male gustoce (engl. low density lipoprotein); AST - Aspartat amino-transferaza; ALT

- Alanin aminotransferaza; GGT - Gama-glutamil transferaza.
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Vrijednosti biokemijskih obiljezja mjerenih u uzorku 24-h urina prikazane su u Tablici
3. Vrijednost natrija u uzorku 24-h urina je bila statisti¢ki znacajno povecana kod djece iz HT
skupine, kao 1 izracunat dnevni unos kuhinjske soli. Vrijednosti ostalih biokemijskih obiljezja

mjerenih u uzorku 24-h urina nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu ispitivanih

skupina.
Tablica 3. Biokemijske pretrage u 24h urinu
Obiljezje (mjerna jedinica) skupina P vrijednost
NT HT
Volumen 24h urina (mL) 1820 (336) 3082 (328) 0,128
Koeficijent kreatinina
165 (22) 168 (42) 0,966
(umol/24h/kg)
natrij (mmol/dU) 116,1 (14,4) 186,0 (38.2) <0,001
procjena dnevnog unosa soli
6,8 (0,9) 10,9 (2,2) <0,001

(g/dan)

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD). [1g

kuhinjske soli (NaCl) =393,4 mg Na = 17,1 mmol Na]
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Slika 1. prikazuje odgovor mikrocirkulacije koze na okluziju, odnosno postokluzivnu
reaktivnu hiperemiju (PORH). PORH je statisticki znacajno bio smanjen kod djece oboljele od

esencijalne arterijske hipertenzije u odnosu na zdravu normotenzivnu djecu.

Postokluzivna reaktivna hiperemija (PORH)

200 -
1 NT skupina (N=14)
-1 . [ HT skupina (N=12)
150 -
3
o 100 A
14
50
0

*P=0,003 NT skupina vs. HT skupina (Mann-W hitney test)

Slika 1. Prikaz protoka u mikrocirkulaciji koze u odgovoru na vaskularnu okluziju
(postokluzivna reaktivna hiperemija) kod zdrave normotenzivne djece (NT skupina) i
djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije (HT skupina). R-O (%) = reperfuzija-

okluzija (%). Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).
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Slika 2. prikazuje o endotelu ovisnu dilataciju mikrocirkulacije koze nakon
iontoforetske primjene acetilkolina. ACh-potaknuta dilatacija mikrocirkulacije koze statisticki
je znacajno smanjena kod djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije u odnosu na

normotenzivnu djecu.

Acetilkolinom potaknuta dilatacija

25+
] NT skupina (N=14)

o 20 4 E¥¥ HT skupina (N=12)
4 *
2
E 15 71
Q
z 10
- e N
o
o 54 e

0

*P=0,014 NT skupina vs. HT skupina (Mann-W hitney test)

Slika 2. Prikaz o endotelu ovisne vazodilazacije koZe potaknute acetilkolinom (ACh) kod
zdrave normotenzivne djece (NT skupina) i djece oboljele od esencijalne arterijske
hipertenzije (HT skupina). Porast protoka = ACh protok / bazalni protok. Rezultati su izrazeni

kao aritmeticka sredina 1 standardna devijacija (SD).
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Slika 3. prikazuje o endotelu neovisnu vazodilataciju koze potaknutu natrijevim
nitroprusidom. SNP odgovor mikrocirkulacije koze podjednak je u objema ispitivanim

skupinama, odnosno ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu NT 1 HT skupine.

N atrijevim nitroprusidom potaknuta dilatacija

251
_ L1 NT skupina (N=14)

20 A _ HT skupina (N=12)

15+

10 A

Porast protoka

P=0,17 NT skupina vs. HT skupina (Mann-W hitney test)

Slika 3. Prikaz o endotelu neovisne dilazacije mikrocirkulacije koZe potaknute natrijevim
nitroprusidom kod zdrave normotenzivne djece (NT skupina) i djece oboljele od
esencijalne arterijske hipertenzije (HT skupina). Porast protoka = SNP protok / bazalni

protok. Rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija (SD).
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Slika 4. prikazuje koncentracije endokana u uzorcima seruma. Ne postoji statistiki

znacCajna razlika u koncentraciji endokana izmedu ispitivanih skupina.

Endokan
400+
L1 NT skupina (N=14)
HT skupina (N=12)
300- -
£
35, 200-
a
100+
0 .

P=0,929 NT skupina vs. HT skupina (Mann-Whitney test)

Slika 4. Koncentracija endokana (pg/mL) u uzorcima seruma zdrave normotenzivne
djece (NT skupina) i djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije (HT skupina).

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).
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Slika 5. prikazuje koncentracije 8-iso-PGF2a u uzorcima seruma. Koncentracija 8-iso-

PGF2a statisticki je znacajno povecana kod djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije
u odnosu na djecu normalih vrijednosti krvnog tlaka.

8-iso PGF2alpha
400- -
* 1 NT skupina (N=12)
HT skupina (N=12)
3004
E
= 200-
22 T
100-
0 . .

*P<0,001 NT skupina vs. HT skupina (Mann-Whitney test)

Slika 5. Koncentracije 8-iso-PGF2a (pg/mL) u uzorcima seruma zdrave normotenzivne

djece (NT skupina) i djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije (HT skupina).
Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).
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6. RASPRAVA

Arterijska hipertenzija predstavlja glavni rizik za kardiovaskularne bolesti u odraslih, ali
kako korijen hipertenzije i1 ateroskleroze u odraslih Cesto treba traziti u djetinjstvu, buduci da
se povisene vrijednosti arterijskoga tlaka iz djetinjstva, prosljeduju u odraslu dob. Upravo je
ova spoznaja razlog povecanog interesa za pedijatrijsku hipertenziju.

Ova studija prvenstveno se usredotoCila na ispitivanja utjecaja esencijalne arterijske
hipertenzije kod djece na vaskularnu reaktivnost mikrocirkulacije koze, odnosno na o endotelu
ovisnu 1 neovisnu vazodilataciju. Najznacajniji rezultat proizasao iz ovog istrazivanja je da
esencijalna arterijska hipertenzija kod djece znaCajno smanjuje o endotelu ovisnu dilataciju, a
povecana razina oksidativnog stresa bi u tome mogla predstavljati klju¢ni dogadaj.

Mikrovaskularna endotelna disfunkcija moze se neinvazivno procijeniti pomocu laser
Doppler flowmetrije i primjene razliCitih vaskularnih provokacija, kao $to su lokalno
zagrijavanje, primjena vazoaktivnih tvari ili reaktivna hiperemija nakon arterijske okluzije.
Endotelna disfunkcija je ranije opisivana u djece s razli¢itim kardiovaskularnim ¢imbenicima
rizika (42). S obzirom da endotelna disfunkcija mnogo godina prethodi aterosklerozi i da moze
biti djelomicno reverzibilna u ranim fazama (43, 44), njezina procjena moze biti koristan alat
za pracenje mikrovaskularnog statusa u djece za koju se zna da imaju povecan rizik od kasnijih
kardiovaskularnih dogadaja (45). Pretilost je Cesto istrazivan rizi¢ni ¢imbenik za obolijevanja
od arterijske hipertenzije kod djece, no ogranicen je broj studija koje istrazuju mikrovaskularnu
funkciju u pretile djece. Koriste¢i postokluzivnu reaktivnu hiperemiju (PORH) kao
provokcijski test vazoreaktivnosti, studije su pokazale postojanje odredenog stupnja
mikrovaskularne disfunkcije u pretile djece u usporedbi s djecom normalne tjelesne mase (46—
48). Nadalje, prethodne studije na pretiloj djeci pokazuju da bi mikrovaskularna disfunkcija
mogla biti posredovana visokim razinama triglicerida (47) 1 markerima upale (49). 1 Gari-
Llanes 1 suradnici (50) su u svojoj studiji potvrdili kako se lipidogram djece s hipertenzijom
znaCajno razlikuje od onog kod normotenzivne djece. Naime, vrijednosti kolesterola,
triglicerida i LDL-a statisticki su znacajno povecane kod hipertenzivne djece u odnosu na djecu
s urednim vrijednostima arterijskog krvnog tlaka, dok je vrijednost HDL-a bila znacajno
poviSena kod normotenzivne u usporedbi s hipertenzivhom djecom. Takoder, 1 u ovoj studiji,
1ako ne postoji statisticki znacajna razlika u I'TM izmedu ispitivanih skiupina, pokazano je da
djeca oboljela od esencijalne arterijske hipertenzije imaju znacajno povisenu razinu lipida u
krvi, kao 1 biljeg upale CRP. PoviSene vrijednosti kolesterola upozoravaju na rizik od
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ateroskleroze 1 kardiovaskularnih bolesti u ranoj odrasloj dobi (51). U skladu s ¢injenicom da
pretilost u dje¢joj dobi uzrokuje nepovoljne promjene u strukturi i funkeiji kardiovaskularnog
sustava, Fusco 1 suradnici su u svojoj studiji istrazivali jesu li promjene u mikrocirkulaciji koze
ve¢ prisutne kod pretilih adolescenata te su izvijestili o pretklini¢koj zahvacenosti
mikocirkulacije koZe u smislu smanjenog odgovora na PORH. Takoder, vrijednosti kolesterola,
triglicerida i LDL-a bile su znacajno povecane kod pretile djece u odnosu na djecu normalne
tjelesne mase (52). Kallerman i suradnici su u svom istrazivanju pokazali da pretila djeca bez
komorbiditeta, definiranih kao hipertenzija, dijabetes ili hiperlipidemija, imaju smanjenu
vazodilataciju izazvanu acetilkolinom u usporedbi s kontrolnom skupinom djece normalne
mase (53).

Cupisti 1 suradnici (54) su metodom LDF istrazivali mikrocirkulacijski odgovor koze na
ACh kod odraslih oboljelih od esencijalne hipertenzije. Hipertenzivna skupina je imala
znacajno smanjenu vazodilataciju izazvanu ACh u ondosu na normotenzivnu skupinu, dok nije
postojala znacCajna razlika u o endotelu neovisne vazodilatacije potaknute natrijevim
nitroprusidom. S druge strane, jedina dostupna studija koja je metodom LDF-a proucavala
mikrovaskularnu reaktivnost koze u adolescenata sa hipertenzijom pokazala je smanjen o
endotelu neovisan odgovor na primjenu natrijevog nitroprusida kod hipertenzivne djece, dok je
o endotelu ovisna dilatacija bila o€uvana i nije se razlikovala od normotenzivne djece (55), Sto
je u suprotnosti s rezultatima ove studije. Naime, u ovom istrazivanju je pokazano da arterijska
hipertenzija kod djece narusava mikrovaskularnu reaktivnost ovisnu o endotelu, bez utjecaja na
o endotelu neovisnu. S obzirom na ograni¢en broj dostupne literature, svakako su potrebna
dodatna istrazivanja o utjecaju arterijske hipertenzije kod djece na vaskularnu funkciju.

Dobro je poznato da smanjenje natrija u prehrani smanjuje vrijednosti krvnog tlaka kod
odraslih, no utjecaj prehrane s visokim udjelom natrija na rizik od hipertenzije 1 drugih
kroni¢nih bolesti kod zdrave djece je manje jasan (56). Leyvraz i suradnici (57) su u svojoj
studiji istrazivali povezanost unosa natrija i vrijednosti krvnog tlaka u djece 1 adolescenata, te
pokazali kako su unos natrija i krvni tlak medusobno povezani te ukazali na vaznost smanjenja
unosa natrija tijekom djetinjstva i adolescencije kako bi se snizio rizik od razvoja hipertenzije.
Rezultati ove studije pokazuju kako prehrana hipertenzivne djece sadrzi gotovo dvostruko vise
kuhinjske soli od normotenzivne djece. Stupin i suradnici (58) su istrazivali povezanost
mikrovaskularne endotelne disfunkcije sa 7-dnevnim visokim unosom soli u mladih zdravih
osoba. Pomoc¢u LDF metode dosli su do rezultata da je visokoslana dijata kroz 7 dana znac¢ajno
smanjila PORH i ACh-potaknutu dilataciju mikrocirkulacije koZe podlaktice. U ovoj studiji su
PORH 1 ACh-potaknuta dilatacija mikrocirkulacije koze podlaktice takoder bili znacajno
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smanjeni kod hipertenzivne djece, §to uz podatak o znacajno pove¢anom dnevnom unos soli,
daje poveznicu izmedu hipertenzije, unosa soli te endotelne disfunkcije.

Oksidativni stres definira se kao neravnoteza izmedu proizvodnje i eliminacije slobodnih
kisikovih radikala, koji u suvisku poti¢u endotelnu disfunkciju. Endotelna disfunkcija povezana
je s razvojem vaskularnih komplikacija koje se javljaju kod metabolickih poremecaja,
hipertenzije i starenja (59, 60). Selvaraju i suradnici (61) su u svom istrazivanju pokazali da su
urinarni biomarkeri upale 1 oksidativnog stresa poviSeni u pretile djece, da koreliraju s
endotelnom disfunkcijom te dosli do zakljucka da mogu posluziti kao biljeg za neiznavzivnu
procjenu i rano otkrivanje rizika od razvoja kardiovaskularnih bolesti. 8-iso-PGF2 biljeg je
oksidativnog stresa, te je zn€ajno povecan u pretile djece u usporedbi s djecom normalne
tjelesne mase. U ovoj je studiji koncentracija 8-iso-PGF2 mjerena u serumu te je bila povecana
kod djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije u odnosu na normotenzivnu djecu, §to
pokazuje na postojanje povecanog oksidativnog stresa. S druge strane, iako je biljeg endotelne
aktivacije, endokan, u ovoj studiji bio podjednak kod hipertezivne i normotenzivne djece, u
odraslih ispitanika oboljelih od arterijske hipertenzije je pronaden u povecanoj koncentraciji u

odnosu na one urednih vrijednosti krvog tlaka (62).

Rezultati ove provedene studije ukazuju na jasan nepovoljan utjecaj esencijalne arterijske
hipertenzije na o endotelu ovisnu dilataciju u mikorcirkulaciji koze kod djece. Takoder, govore
u prilog povezanosti arterijske hipertenzije i endotelne disfunkcije, koji posreduju nastanku
razli¢itih kardiovaskularnih bolesti. Mnogo je dokaza o tome kako endotelna disfunkcija
prethodi 1 upucuje na klinicku bolest, ¢ime je endotelna disfunkcija 1 oSte¢ena vaskularna
reaktivnost pocetni korak u razvoju kardiovaskularnih komplikacija koje uzrokuje arterijska
hipertenzija. Budu¢i da se korijeni arterijske hipertenzije, a time i1 nastanak razliCitih
nepovoljnih dogadaja, trebaju traziti ve¢ u ranoj djecjoj dobi, te postojanje ograni¢enog broja

dostupne literature, svakako postoji velika poteba za provodenjem daljnjih istrazivanja.
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7. ZAKLJUCAK
Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Esencijalna arterijska hipertenzija kod djece dovodi do oslabljene o endotelu ovisne
vazodilatacije u odgovoru na okluziju, kao i primjenu acetilkolina u odnosu na zdravu
normotenzivnu djecu.

e Esencijalna arterijska hipertenzija nema znacajan ucinak na o endotelu neovisnu
vazodilataciju potaknutu primjenom natrijeva nitroprusida.

e Razina oksidativnog stresa je znacajno povecana kod djece oboljele od esencijalne
arterijske hipertenzije u odnosu na zdravu djecu urednih vrijednosti krvnog tlaka.

e Djeca s esencijalnom arterijskom hipertenzijom imaju znacajno visi dnevni unos soli u
odnosu na zdravu normotenzivnu djecu.

e Kod djece s esencijalnom hipertenzijom postoji znaCajna prisutnost arterijske
hipertenzije u obitelji, odnosno pozitivna obiteljska anamneza, u odnosu na

normotenzivnu djecu.
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SAZETAK

8. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Utvrditi utjecaj esencijalne arterijske hipertenzije kod djece na
vaskularnu reaktivnost mikrocirkulacije koze podlaktice te odrediti ulogu oksidativnog stresa

u navedenom vaskularnom odgovoru.
NACRT STUDIJE: Istrazivanje je ustrojeno kao presjecna opservacijska studija.

ISPITANICI I POSTUPCI: U istrazivanju je sudjelovalo 26 ispitanika, odnosno djece starosti
8 do 17 godine, oba spola, koja su bila podjeljena u dvije skupine ovisno o (ne)postojanju
esencijalne arterijske hipertenzije (NT skupina — normotenzivna djeca 1 HT skupina —
hipertenzivna djeca). Svim ispitanicima je izmjeren ITM, omjer struk / bokovi, arterijski tlak i
puls te im je uzet uzorak venske krvi i 24-h urina. Takoder svim ispitanicima je procijenjena
mikrovaskularna reaktivnost koze podlaktice mjerenjem protoka LDF-om u odgovoru na

okluziju te iontoforetsku aplikaciju ACh-a i SNP-a.

REZULTATI: Vrijednosti SBP, DBP 1 MAP znacajno su ve¢e u HT skupini, dok se ITM
omjer struk / bokovi te puls nisu razlikovali izmedu skupina. Vrijednost natrija u uzorku 24-h
urina statisticki je znacajno povecana u HT skupini u odnosu na NT skupinu, kao i izraCunat
dnevni unos NaCl-a. Kod djece oboljele od esencijalne arterijske hipertenzije znacajno je
smanjen porast protoka u mikrocirkulaciji koze u odgovoru na okluziju i primjenu ACh-a, dok
u o endotelu neovisnoj vazodilataciji potaknutoj SNP-om nije bilo razlike izmedu ispitivanih
skupina. U HT skupini vrijednost izmjerenog 8-iso-PGF2a znacajno je povecana u odnosu na

NT skupinu.

ZAKLJUCAK: Esencijalna arterijska hipertenzija kod djece zna¢ajno smanjuje o endotelu
ovisnu vazodilataciju u mikorocirkulaciji koze, dok ne utjeCe na o endotelu neovisnu
vazodilataciju. Oksidativni stres je znaCajno povecan kod djece oboljele od esencijalne

hipertenzije u odnosu na zdravu djecu urednih vrijednosti krvnog tlaka.

Kljuéne rijeci: arterijska hipertenzija, djeca, endotel, mikrocirkulacija, oksidativni stres
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SUMMARY

9. SUMMARY

VASCULAR REACTIVITY IN SKIN MICROCIRCULATION IN CHILDREN WITH
ESSENTIAL ARTERIAL HYPERTENSION

OBJECTIVES: The primary objective of this study was to determine the influence of essential
arterial hypertension in children on the vascular reactivity of microcirculation of the forearm

skin, as well as defining the role of oxidative stress in the said vascular response.

STUDY DESIGN: This is a cross-sectional observational study.

PARTICIPANTS AND METHODS: In this research 26 subjects were involved, children
aged from 8 to 17 of both sexes, that were divided into two groups, based on (non)existence of
essential arterial hypertension (NT group - normotensive children and HT group - hypertensive
children). BMI, waist / hip ratio, arterial pressure and pulse were measured for all subjects, and
samples of venous blood and 24-hour urine were taken. Furthermore, microvascular reactivity
of the forearm skin was also assessed in all subjects by measuring flow with LDF in response

to occlusion and iontophoretic application of ACh and SNP.

RESULTS: The values of SBP, DBP and MAP were significantly higher in the HT group,
while BMI waist / hip ratio and heart rate did not differ between the groups. The value of sodium
in the 24-h urine sample was statistically significantly increased in the HT group compared to
the NT group, as was the calculated daily intake of sodium chloride. In children suffering from
essential arterial hypertension, the increase in flow in the skin microcirculation in response to
occlusion and ACh application was significantly reduced, while there was no difference
between the studied groups in endothelium-independent vasodilatation induced by SNP. In the

HT group, the measured value of 8-iso-PGF2a was significantly increased compared to the NT

group.

CONCLUSION: Essential arterial hypertension in children significantly reduces endothelium-
dependent vasodilation in the microcirculation of the skin, while it does not affect endothelium-
independent vasodilation. Oxidative stress is significantly increased in children suffering from

essential hypertension compared to healthy children with normal blood pressure values.

KEYWORDS: arterial hypertension, children, endothelium, microcirculation, oxidative stress
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