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Kratice

AA - arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)

ACh — acetilkolin
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EDCFs — endotelni ¢imbenici kontrakcije (engl. endothelium-derived contracting factors)



EDHFs — endotelni ¢imbenici hiperpolarizacije (engl. endothelium-derived hyperpolarizing
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1. UvOD

1.1. Op¢i pregled vaskulature

1.1.1. Ulega otpornickih arterija u krvnoj cirkulaciji

Jedna od glavnih uloga kardiovaskularnog sustava je osigurati zadovoljavajuci protok
krvi kroz razli¢ita tkiva i organe, kako bi onda oni mogli odrzavati svoj vlastiti lokalni protok
s obzirom na njihove metabolicke potrebe. Otporni¢ke krvne zile predstavljaju glavni izvr$ni
organ kardiovaskularnog sustava koji je primarno odgovoran za regulaciju lokalnog krvnog
protoka. Upravo te krvne Zile pruzaju najveci otpor krvnom protoku te imaju kljuénu ulogu u
odrzavanju sistemskog krvnog tlaka. Poremecaji perifernog otpora su glavni uzroc¢nici
razli¢itih kardiovaskularnih patoloskih stanja. Stijenka krvnih Zila je gradena od endotelnih
stanica te stanica glatkog misi¢ja (VSMC). Endotel odvaja krv od okolnog tkiva i neizravno
utjeCe na aktivnost stanica glatkog misi¢ja otpustajuci razlicite vazoaktivne posrednike, koji

mogu dovesti do promjena promjera krvnih Zzila (1).

1.1.2. Fiziologija endotela

lako je nekad smatran jednostavnom preprekom izmedu krvi i stijenke krvne Zile,
danas se zna da je endotel dinamiCan organ koji oblaze Citav vaskularni sustav. Endotel je
svojom strukturom jednostavan, ali raspodjelom gotovo sveprisutan organ, prosjecne tezine
oko jednoga kilograma. Ukupni broj od 1 do 6 x 10**endotelnih stanica u sloju debljine 0.5 do
1pum prekriva unutarnje stijenke svih cirkulacijskih Supljina povrsine od 4000 do 7000 m’.
Rijec je o heterogenoj epitelnoj strukturi visoke bioloske dinamike i raznovrsnih metaboli¢kih

aktivnosti s posebno naglasenim sposobnostima prilagodbe (2,3).

Endotelne su stanice vrlo dinami¢ne i imaju metaboli¢ku i sintetsku ulogu. One imaju
znadajnu autokrinu, parakrinu i endokrinu ulogu, te utje¢u na funkciju stanica glatkog misicja,
krvnih Zila, trombocita i leukocita. Endotel kontrolira: vaskularnu permeabilnost, izmjenu

molekula u odgovoru na molekularne signale, vaskularnu funkciju u odgovoru na razlicite



hormone, neuroprijenosnike i vazoaktivne faktore koji zahvacdaju vazomociju, trombozu,

agregaciju trombocita i upalu (2,4).

Endotelni metabolizam i djelovanje arahidonske kiseline

Masna kiselina, arahidonska kiselina (AA), je glavni sastavni dio stani¢ne membrane
koji se otpusta iz fosfolipida stanicne membrane primarno djelovanjem fosfolipaze A;
(PLA,). Poticanje vaskularnih endotelnih stanica agonistima, kao $to je acetilkolin (ACh), ili
silom smicanja (eng. shear stress), aktivira se fosfolipaza i dolazi do otpuStanja AA.
Arahidonska kiselina moze biti metabolizirana putem nekoliko enzimatskih sustava ili moze

biti neenzimatskim putem pretvorena u radikal (5).

Endotelne stanice metaboliziraju arahidonsku kiselinu uz pomo¢ 3 enzimatska sustava:
ciklooksigenaze (COX), lipooksigenaze (LO), te uz pomo¢ citokroma P450 (CYP P450).

Glavni metaboliti COX puta su prostaciklini PGl,. Cikolooksigenaze pretvaraju
arahidonsku kiselinu u prostaglandin H, (PGH,), koji se zatim sintetizira u PGl, pomocu
prostaciklin sintaze, ili u tromboksan A, (TXA;) pomoc¢u tromboksan sintaze. Postoje dvije
izoforme ciklooksigenaze, ciklooksigenaza 1 (COX-1) i ciklooksigenaza 2 (COX-2). Obje su
izrazene u fizioloSkim i patoloskim uvjetima, ali njihove uloge, razine aktivnosti i afinitet za
arahidonsku kiselinu mogu biti razli¢iti (5,6). U vecini tkiva COX-1 je temeljno izrazena i
proizvodi dilatorne prostaglandine, dok se za COX-2 vjeruje da je inducibilni enzim, aktiviran
proupalnim ¢imbenicima, a proizvodi nekoliko prostaglandina dovodec¢i do upalnog procesa,
trombogeneze ili angiogeneze, iako je izrazen i u fizioloSkim stanjima (7). O COX-u i
endotelu ovisna vazokonstrikcija opisana je u razli¢itim vrstama kao odgovor na razne
agoniste i ¢imbenike Koji dovode do povecanja koncentracije endotelnog unutarstani¢nog
kalcija [Ca**] u uvjetima neovisnim o receptoru, kao i u odgovoru na fizi¢ki podrazaj poput
rastezanja. U mnogim Kkardiovaskularnim bolestima, rasprostranjena masivna vaskularna
upala i upala organa poveava proizvodnju eikosanoida i mijenja njihov ucinak iz
vazodilatacije i antitromboze u vazokonstrikciju, protrombozu i daljnju upalu (8).

Endotel izrazava tri glavne LO izoforme: 5-LO, 12-LO i 15-LO. Proizvodi 12-LO i
15- LO posreduju vazodilataciju, dok su leukotrieni nastali uz pomo¢ 5- LO povezani sa
vozokonstrikcijom. 12- i 15-hidroksieikozatrienoi¢na Kiselina (HETEs) glavni su LO

metaboliti.



Arahidonska se kiselina metabolizira u bubrezima i perifernoj vaskulaturi pomocu
citokroma P450 u epoksieikozatrienoicne kiseline (EETs) i 20-HETE. EETs predstavljaju
vazodilatatore proizvedene pomocu endotela. Oni hiperpolariziraju stanice vaskularnog
glatkog misi¢ja otvarajuéi Ca®*-aktivirani K* (Kca) kanale. 20-HETE je vazokonstriktor koji
inhibira otvaranje Kcakanala u stanicama vaskularnog glatkog misi¢ja (9). Postoje 4 izomera
EETs-a sintentizirana pomo¢u endotelnih stanica, 14,15-, 11,12-, 8,9- i 5,6-EETS, s time da su
14,15- i 11,12-EETs glavni metaboliti (10). EETs se metaboliziraju pomoc¢u solubilne
epoksidne hidrolaze (sEH) u oblik dihidroksieikozatrienoi¢ne kiseline (DHETSs). EETs i
njihovi metaboliti su jedini CYP metaboliti koje proizvodi endotel, a proizvodnja EETs-a nije
zabiljeZena u stanicama glatkog miSi¢ja (11). Suprotno tome, vaskularne stanice glatkog
misi¢ja imaju priblizno jednu petinu aktivnosti endotelnih stanica u metaboliziranju
arahidonske kiseline.

Endotelne stanice izrazavaju nekoliko CYP-ova: 4A, 2C i 2J podvrste. CYP4A w-hidroksilaza
proizvodi vazokonstriktor 20-HETE, dok CYP2C i CYP2J epoksigenaze proizvode EETS -
5,6-EET, 11,12-EET, ili 14,15-EET, od koji svi uzrokuju vazodilataciju, aktiviraju¢i Bk
kanale i uzrokovajuci hiperpolarizaciju pracenu relaksacijom (12). EETs takoder olaksavaju

endotelnu signalizaciju Ca®* i povec¢avaju autokrinu sintezu dusikovog oksida (NO) (13).

LO i CYP metaboliti arahidonske Kkiseline predstavljaju difuzibilne endotelnih
¢imbenika relaksacije (eng. endothelium-derived relaxing factors, EDRF) (11). Mehanizam
kojim posreduju vazodilataciju ukljuuje aktivaciju kalijskih kanala $to dovodi do
hiperpolarizacije i relaksacije. Zbog njihove sposobnosti hiperpolariziranja i relaksiranja
vaskularnih stanica glatkog miSi¢ja, njihova vazodilatorna aktivnost povezuje se s u¢inkom
endotelnih hiperpolariziraju¢ih ¢imbenika (eng. endothelium-derived hyperpolarizing factors,
EDHF) (12).

1.1.3. Regulacija vaskularnog tonusa pomocu endotela
Vazoaktivni posrednici dilatcije

Endotel krvnih zila ima klju¢nu ulogu u odrzavanju vaskularnog tonusa i promjene su
vaskularnog protoka u slozenom medudjelovanju s endotelom. Sposobnost izazivanja
vazodilatacije u odgovoru na naglu promjenu protoka (zilni stres) jedno je od glavnih

svojstava prikladne uloge endotela. Endotel posreduje vazomotorni tonus u odgovoru na razne
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kemijske (ACh) ili fizicke (sila smicanja) poticaje, sintetizirajuéi i otpustajuci razliCite
vazoaktivne posrednike. Oni mogu biti EDRF, kao $to je dusikov oksid, prostaciklin (PGly) i
endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenik, ili pak endotelni ¢imbenik kontrakcije (eng.
endotelium-derived contracting factors, EDCF) kao $to je endotelin (ET-1), tromboksan A; i
slobodni radikali kisika (eng. reactive oxygen species, ROS) (3,14-16).

a)_Dusikov oksid (NO)

NO je najvazniji posrednik koji uzrokuje dilataciju krvnih zila ovisnu o endotelu, a
prvi puta su ga opisali Furchgott i Zawadzki. Oni su zabiljezili da endotel otpusta vazoaktivnu
supstancu kada je podrazen acetilkolinom, odnosno otpusta endotelni ¢imbenik relaksacije
(EDRF) (17). Nekoliko godina kasnije, Ignarro i suradnici su prepoznali EDRF kao NO (18),
a Ferdi Murad je pokazao da NO uzrokuje opusStanje glatkih miSi¢nih stanica. Za otkrice
dusikovog oksida i njegove uloge u stani¢noj signalizaciji ova su tri znanstvenika dobila

Nobelovu nagradu za fiziologiju 1998.godine.

NO ima vrlo vaznu ulogu u odrzavanju bazalnog tonusa krvnih zila (19) i ima glavnu
ulogu u vazodilataciji (20). Osim ovih klju¢nih uloga, NO sprije¢ava adheziju i agregaciju
trombocita, kao i adheziju i migraciju leukocita u arterijski zid te inhibira proliferaciju
vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica — svih kljuénih dogadaja u razvoju ateroskleroze (21).
Proizvodnja dusikovog oksida je upravljana i oblikovana pomoc¢u nekoliko fizioloskih i
patoloskih mehanizama; glavni ¢imbenik koji uzrokuje proizvodnju NO-a je sila smicanja, ali
takoder postoje mnogi drugi ¢imbenici koji poticu njegovu sintezu, kao $to su acetilkolin,
bradikinin, trombin, adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP), dovode¢i do

opustanja vaskularnih stanica glatkog misi¢ja (17,19-23).

Krv u lumenu krvne zile djeluje na stijenku dvjema ortogonalnim silama.
Tangencijelno usmjerena sila na jedinicu povrSine stijenke, primarno povezana s protokom,
frikcijska je sila poznata kao sila smicanja ili ,,shear stress®. Druga je sila izravna sila
istezanja koja na stijenku djeluje okomito i izravno te odgovara krvnom tlaku. Na
tangencijalnu deformaciju pod smicajnim utjecajem endotelne strukture odgovaraju gotovo
trenutacnim promjenama u staniénim membranama, reorganizacijom unutarnje strukture i
programiranim usmjeravanjem niza biokemijskih procesa. Upravo je sila smicanja najvazniji
fizioloski ¢imbenik koji potie proizvodnju dusikovog oksida, fosforilacijom endotelne NO

sintetaze (eNOS) kao i stimulacijom endotelnih stani¢nih receptora (24). Tocnije, sila



smicanja aktivira Ca’*-aktivirane K kanale na povriini endotelnih stanica dovodeéi do
izlaska K*, a utoka Ca*" u stanicu. Doprinos Ca*" i fosforilacije eNOS-a proizvodnji
dusikovog oksida ovisi o trajanju sile smicanja; unutrastani¢no otpustanje Ca** dogada se kod
kratkog trajanja sile smicanja, dok sila smicanja koja traje dulje (viSe od 30 minuta) moze
potrositi unutarstaniéne zalihe Ca?* pa proizvodnja dusikovog oksida ovisi o fosforilaciji
eNOS-a (25-28).

Medusobni je odnos endotelnih stanica i sile smicanja Klju¢an za odrZavanje
vaskularne homeostaze. Endotelne stanice iskazuju sposobnost pretvaranja mehanickih sila u
bioloske reakcije — rastezanje Zilne stijenke biljeZe mehanoreceptori koji zatim poticu niz
pojedina¢nih dogadaja. Endotelne stanice odgovaraju na hemodinamske i hormonalne
podaZzaje, povezuju ih s prijenosom signala kao i ekspresijom gena i proteina i otpustaju
vazoaktivne ¢imebnike koji oblikuju propusnost membrane, adheziju leukocita i apoptozu.
Abnormalni odgovor endotelnih stanica na protok, odnosno silu smicanja, doprinosi nastanku
vaskularne patologije, posebice u ranim fazama ateroskleroze (25).

Razlicite vrste protoka odreduju morfologiju endotelnih stanica, metabolizam 1 upalni
fenotip, prijenosom signala te genske i proteinske ekspresije. Tako visoko laminaran shear
stress ima klju¢nu ulogu u prevenciji ateroskleroze odrzavanjem vaskularnog tonusa i
integriteta i endotelnih stanica, dok u krvnim zilama niskom ili oscilatornog shear stressa
dogadaji, poput povecane adhezije leukocita i poveCane proizvodnje slobodnih kisikovih

radikala, doprinose razvoju ateroskleroze (26).

NO se sintetizira iz L-arginina u prisutnosti O, i NADPH (29) pomo¢u NO sintetaze
(NOS), koja se javlja u tri izoformna oblika: neuronalna NOS (nNOS, NOS 1) je primarno
smjestena u citosolu ziv¢anih stanica srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava; inducibilna
NOS (iNOS, NOS I1), uglavnom ih sintetiziraju makrofazi i leukociti, aktivirani vanjskim
¢imbenicima kao $to su medijatori upale i razli¢iti citokini; i endotelna NOS (eNOS, NOS I1l)
prvenstveno je smjeStena na membrani endotelnih stanica krvnih zila. nNOS i eNOS su
konstitutivne i normalno su prisutne u stanicama i neprekidno proizvode NO u malim
koli¢inama (nmol), a njihova aktivnost ovisi o promjeni koncentracije Ca®* - povecanje
unutarstani¢ne koncentracije, kao odgovor na podraZaje odredenim agonistima, odnosno
djelovanjem sila smicanja protoka krvi, trenutno potiu stvaranje NO-a. Aktivnost iINOS-a
neovisna je o promjenama unutarstaniéne koncentracije Ca®*, a vanjski ¢imbenik potice
njegovu izrazajnost i tako induciran enzim u citosolu stanica proizvodi velike koli¢ine NO-a

(umol), koje mogu djelovati citotoksi¢no (16,30,31).



eNOS je dimer koji se sastoji od dva istovjetna monomera; C-kraj koji je reduktazna
domena i N-kraj koji je oksigenazna domena. Reduktazna strana ima vezna mjesta za redoks
kofaktore nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid (FMN),
flavin adenin dinukleotid (FAD), te za kalmodulin (CaM). Kalmodulin aktivira NOS
uglavnom zahvacéajuéi reduktaznu domenu. N-kraj ima vezno mijesto za hem Fe®*, za
tetrabiopterin (BH,4) i za L-arginin (32). NOS Kkatalizira reakciju u dva koraka i pretvara L-
arginin N®-hydroxy-L-arginine u kona¢ni proizvod, NO i citrulin. Smanjena biodostupnost

kofaktora poput hem Fe?*, BH, i L-arginina dovodi do poremeéene funkcije eNOS-a (33,34).

Inaktivna eNOS je smjestena u malim uvrnu¢ima membrane koji se nazivaju kaveole,
vezane za protein kaveolin od kojih se odvaja te postaje aktivna kada se poveca koncentracija
unutarstaniénog Ca?* (35). Kada se iscrpe zalihe Ca*, 3alje se signal membranskim
receptorima za otvaranje Ca*"kanala dopustaju¢i utok vanstaniénog Ca*u stanicu (36). Ca**se
veze za protein kalmodulin u stani¢noj citoplazmi 1 nakon strukturnih promjena veze se za
eNOS, koji pretvara L-arginin u NO (29). Proizvodnja NO-a ovisi o razini unutarstani¢nog

2+ . v . 2+ .e . . . v
Ca“ kao 1o koli¢ini Ca”" koji ulazi u stanicu iz vanstani¢nog prostora.

Nakon Sto se sintetizira, NO difundira kroz endotelnu stanicu u okolnu miSi¢nu
stanicu te se veze sa enzim gvanilil-ciklazu (SGC) (37). Sada aktivirani enzim povecava
pretvorbu gvanozin trifosfata (GTP) u ciklicki gvanozin monofosfat (¢cGMP) koji potice

kaskadu biokemijskih reakcija Ciji je krajnji rezultat smanjenje ulaska iona kalcija u stanicu,

te smanjenja kontrakcija glatkog misi¢ja (37,38).

b)_Prostaciklin PGI,

PGI; je drugi bitan EDRF koji se djelomi¢no otpusta u odgovoru na zilni stres (39,40).
Sintetizira ga enzim ciklooksigenaza-1 iz arahidonske kiseline (11), a djeluje tako da povisuje
koncentraciju ciklickog adenozin monofosfata (CAMP) u glatkim mi$i¢nim stanicama i u
trombocitima, ¢ime dovodi do opustanja glatkog misic¢ja i inhibicije agregacije trombocita (5).

Poput NO-a, PGI; je sredisnji kardioprotektivni hormon koji inhibira aktivaciju
trombocita, smanjuje rizik nastanka tromboze kao i remodeliranje vaskularnog glatkog
misicja, te uzrokuje vazodilataciju (41,42). Njegov je ucinak suprotan ucinku tromboksana
koji uzrokuje aktivaciju trombocita, vazokonstrikciju i proliferaciju miSi¢nih stanica. Zbog

znacajne uloge u kardiovaskularnom sustavu, smatra se da treba biti u ravnotezi s TXA.



Ucinak prostaciklina je ¢vrsto vezan s u¢inkom NO-a; PGl; olakSava otpustanje NO-a
iz endotelnih stanica, i suprotno, djelovanje PGIl, u vaskularnim misSi¢énim stanicama je
takoder potencirano dusikovim oksidom (43).

Za razliku od NO-a, PGl; ne doprinosi odrzavanju bazalnog vaskularnog tonusa

velikih provodnih krvnih Zila, nego se otpusta na poticaj razli¢itih agonista (44,45).

C)Endotelni hiperpolarizirajuci cimbenici (EDHF)

Osim NO i PGl;, postoje dodatni endotelni posrednici koji su uklju¢eni u 0 endotelu
ovisnu regulaciju tonusa glatkog miSi¢ja, koji hiperpolariziraju okolne misi¢ne stanice ¢ineci
membranski potencijal negativnijim, a nazivaju se endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenici. U
mnogim krvnim prostorima o protoku i agonistu ovisna vazodilatacija nije regulirana putem
NO-a ili PGl,, veé aktivacijom o Ca?* ovisnim K (K*c,) kanalima. Aktivacija endotelnih
receptora i posljedi¢ni porast koncentracije unutarstanicnog kalcija uzrokuje otvaranje
kalcijem aktiviranih kalijskih kanala i hiperpolarizaciju endotelnih stanica. MiSi¢ne stanice
odgovaraju na promjene razine izvanstani¢nog kalija i takoder otpustaju kalij izvan miSi¢ne
stanice uzrokovajué¢i hiperpolarizaciju. Promjene membranskog potencijala glatke miSi¢ne
stanice smanjuju unutarstani¢nu razinu Ca®*, §to uzrokuije relaksaciju (12,46).

Brojne su studije objasnjavale mehanizam kojim djeluju EDHF, medutim trenutno
postoje tri objasnjenja. Prvi je od njih povezan s aktivacijom enzima citokroma P450 i
proizvodnjom hiperpolariziraju¢ih metabolita arahidonske kiseline (EETS), koji ili poti¢u
hiperpolarizaciju endotelne stanice ili su otpusteni iz endotelnih stanica kako bi poticali K'c,
kanale stanica vaskularnog glatkog misi¢ja (47,48). Drugi mehanizam ukljuduje otpustanje K"
iona kroz aktivirane endotelne K'c, kanale, aktivaciju K" kanala ili Na-K-ATPaze, dovodeci
do hiperpolarizacije VSMCs (49). Tre¢i stani¢ni mehanizam, za kojeg se smatra da ima
znacaju ulogu u arterijama velicine otpornickih arterija (50), ukljucuje prijenos
hiperpolariziraju¢eg signala iz endotelnih stanica u VSMC kroz mio-endotelnu pukotinu
(51,52).

Humane studije (53), kao i one radene na izoliranim zilama (54,55), su opisale
vazodilataciju koja nije ovisna niti 0 NO niti 0PGl,, a koja moze biti oslabljena pomoc¢u
inhibitora citokroma P450. Ovaj je odgovor posebno izrazen u arterijama koje pokazuju
endotelnu disfunkciju (umanjen NO-om posredovan vazodilatorni odgovor na acetilkolin ili

povecan protok), Sto dovodi do zaklju¢ka da bi EDHFs mogli biti kompenzatorni mehanizmi



o endotelu ovisne vazodilatacije u stanjima smanjene proizvodnje ili biodostupnosti NO-a
(56).

Brojne su studije definirale nekoliko molekula ili posrednika koji djeluju kao EDHF u
razli¢itim vrstama i tkivima: K*, metaboliti citokroma P450 (EETSs), produkti lipooksigenaze,
sam NO, slobodni radikali kisika (H202), CAMP, natriuretski peptid tip C (11,57-61).

PGl,, NO, i EDHF imaju zajedni¢ku ulogu: dilataciju krvnih zila u odgovoru na
agoniste, kao §to je acetilkolin 1 bradikinin, 1 fizicku silu, kao Sto je protok 1 Zilni stres. Oni

djeluju suprotno od vazokonstriktora i odrzavaju protok krvi kroz organe.

Vazoaktivni posrednici konstrikcije

a) Endotelin i b) Tromboksan

Nekoliko godina nakon otkrica NO-a, otkriven je vazokonstriktorni peptid kojeg
proizvodi vaskularni endotel, endotelin (ET) (62,63). Postoje tri vrste endotelina, no
vaskularne endotelne stanice proizvode samo endotelin-1 (64), koji potie proliferaciju
stanica. Medusobna ukrizena veza izmedu endotelina, NO-a i prostaciklina kontrolira
vaskularni tonus krvnih zila (2). ET-1 predstavlja najpotentniji endotelni ¢imbenik
konstrikcije i djeluje kao fizioloska protuteza djelovanju NO-a (65). Nekoliko ¢imbenika
utjeCe na proizvodnju i otpusStanje ET-1, medu kojima su zilni stres, angiotenzin II, trombin,
adrenalin, oksidirani lipoprotein male gustoée i upalni citokini (66-69). Kod ljudi ET-1
povisuje krvni tlak 1 dovodi do vaskularne i miokardijalne hipertrofije, Sto su vazni rizicni
¢imbenici kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (70).

Drugi je vazan EDCF tromboksan (TXAy), koji sintetiziraju COX-1 i tromboksan
sintetaza u metabolizmu arahidonske kiseline. Poveéana proizvodnja tromboksana dovodi do

vazokonstrikcije 1 agregacije trombocita povecavajuéi rizik od kardiovaskularnih incidenata

(4,7).

Prikazana sloZenost sustava vazoaktivnih tvari Zilne stijenke, usprkos mnogobrojnim

otvorenim pitanjima, istie njihovu neupitnu ulogu u odrzavanju fizioloske ravnoteze i

funkcije krvnih zila.



1.2. MEHANIZAM PROTOKOM POTAKNUTE DILATACIJE (FID)

Protokom potaknuta dilatacija je vazan fizioloski poticaj regulacije vaskularnog tonusa
i homeostaze periferne cirkulacije. Ovaj se vazan endotelni mehanizam vazodilatacije dogada
zapravo u svoj vaskulaturi pomocu otpustanja endotelnih vazoaktivnih posrednika (44,71). U
uvjetima stalnog promjera krvne Zile, poveéanje protoka dovodi do poveéanja Zilnog stresa
(72). U nekoliko je pokusa pokazano kako se pove¢anjem krvnog protoka poveéava i promjer
krvne Zile (protokom potaknuta dilatacija) samo kod arteriola s o¢uvanim endotelom (73-75).

Istrazivanja na Zzivotinjama Su izvijestila o tome kako je u stanju povecanog
oksidativnog stresa smanjen doprinos dusikovog oksida u mehanizmu protokom posredovane
dilatacije (FID) (73). Kod ljudi, in vivo i in vitro istrazivanja su pokazala da neki drugi faktor
vazodilatacije, osim NO-a, kompenzira odrZavanje FID-a kod smanjene biodostupnosti NO-a
(76). Promjenjena protokom potaknuta dilatacija je znak razvoja kardiovaskularnih bolesti i
pocetni je dogadaj u razvoju aterosklerotske srcane bolesti (77). U koronarnoj arterijskoj
bolesti arteriole izrazavaju izmijenjene 0 endotelu ovisne fizioloske i farmakoloske odgovore.
Kuo i suradnici su u svojem istrazivanju pokazali abnormalan o endotelu ovisan odgovor na
djelovanje agonista, kao i oslabljenu protokom posredovanu vazodilataciju arteriola kod
zivotinjskih modela aterosklerotske koronarne bolesti (78). Kod ljudi, Phillips i suradnici su
pokazali kako vodikov peroksid, H,O, zamijenjuje dusikov oksid kao posrednik o endotelu
ovisne protokom potaknute dilatacije u otporni¢kim arteijama visceralnog masnog tkiva u
prisutnosti koronarne arterijske bolesti (79). Nedavna su istrazivanja u istome laboratoriju
pokazala kako protok poti¢e proizvodnju H,O u izoliranim otpornickim arterijama kod ljudi
bez poznate kardiovaskularne bolesti (80). Miura i suradnici su dokazali kako Zilni stres
dovodi do povecanja endotelnog otpustanja H,O, §to je sukladno misljenju da je H,O, EDHF
koji doprinosi procesu protokom potaknute dilatacije koronarnih arterija kod pacijenata s
poznatom sréanom bolesti (81). Razna istrazivanja upucuju na to kako bi porast oksidativnog

stresa mogao biti glavni mehanizam koji podupire razvoj vaskularne endotelne disfunkcije.

Proizvodnja NO-a potaknuta laminarnim Zzilnim stresom barem je djelomi¢no
odgovorna za protokom potaknuto izluc¢ivanje PGl, (71,82), i ta je proizvodnja prostaciklina
prvi dokumentirani odgovor endotelnih stanica na zilni stres (83). PGl je najmo¢niji prirodni
inhibitor agregacije trombocita. Proizvodnja i izlu¢ivanje prostaciklina iz endotelnih stanica je
povecana kod povecanih COX-2 ovisnih stanja. Studije su ovdje pokazale pozitivhu ulogu

dusikovog oksida, budu¢i da inhibitori eNOS-a uzrokuju ~ 50% smanjenje proizvodnje



prostaglandina (82), sto nas dovodi do zakljucka kako je polovica proizvodnje prostaciklina

potaknute Zilnim stresom ovisna o signalizaciji dusikovog oksida.

1.2.1. Interakcija izmedu mehanizma vazodilatacije dusikovog oksida i slobodnih

kisikovih radikala

O endotelu ovisna vazodilatacija uzrokovana H;O- u velikim Zilama ovisna je o eNOS,
a ponistavaju ju i inhibitori NOS-a. Tako H,O; moze akutno potaknuti eNOS proizvodnju
NO-a (84). U stanjima kada je eNOS nesparena i proizvodi O, radije nego NO u
hipertenzivnim ili aterosklerotskim velikim zilama, endotel osigurava kompenzatornu
dilataciju preko jo§ nepoznatih mehanizama. Jedan je od mogucih nacina izravna polarizacija
stanica vaskularnog glatkog misi¢ja. H,O, u malim arterijama ima ulogu EDHF (85), a u
velikim je cerebralnim arterijama aktivator Kkalijskih kanala (86). U humanim koronarnim
arterijama protokom potaknuta dilatacija je posredovana endotelnim H,O, (87). U tim bi
arteriolama enzimatski izvor H,O, mogao biti mitohondrijski respiratorni lanac, dok su u
velikim zilama vaskularne NADPH oksidaze odgovorne za proizvodnju H,O, (85), §to je u
skladu s ranijim zapazanjima kako NO ima manju ulogu u vazodilataciji malih arterija. U
koronarnim arteriolama H,O; potaknuta o endotelu ovisna vazorelaksacija je NO neovisna i
dovodi do aktivacije COX-1 i kalijskih kanala glatkog misi¢ja (86). Jasno je dakle, da je H,O,
u stanju posredovati 0 endotelu ovisnu vazorelaksaciju, ovisnu ili neovisnu o NO, buduci da

ju 1 sam moze potaknuti (87) na joS nepoznat nacin.

1.3. MEHANIZAM ACETILKOLINOM POTAKNUTE DILATACIJE (AChID)

Mehanizam uklju¢en u 0 edotelu ovisan vaskularni odgovor na acetilkolin (ACh) je
ve¢ vrlo dobro razja$njen otkada su ga prvi puta opisali Furchgott i Zawadzki 1980.godine
(17). Smatra se da osim NO-a, endotelna hiperpolarizacija membrane vaskularnog glatkog
misi¢ja, koju su prvi puta opisali Bolton i suradnici 1984. god. (88), doprinosi vazodilataciji
kao odgovoru na acetilkolin. Odgovor na ACh, posredovan preko muskarinskih receptora i
zapoCetom utoku kalcija u endotelne stanice, ukljuuje ne samo stimulaciju eNOS-a koja
dovodi do NO-om posredovane vazodilatacije, nego i aktivaciju endotelne fosfolipaze A,

(PLA), dovode¢i do otpustanja arahidonske kiseline iz staniéne membrane (89). EETS,
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metaboliti citokrom P450 epoksigenaze, mogu potaknuti vazodilataciju hiperpolarizirajuci
vaskularne stanice glatkog misi¢ja (47) i na taj nacin imaju ulogu EDHF-a. Glavni endotelni
vazoaktivni medijatori, NO, prostaglandini i EDHF, razli¢ito doprinose dilataciji potaknutoj
acetilkolinom, ovisno o vaskulaturi, veli¢ini zile, te o patofizioloskim uvjetima koji se
proucavaju (4,35,50). Kod otporni¢kih je arterija doprinos EDHF-a o endotelu ovisnoj
vazodilataciji veéi nego kod velikih Zila (50). Cini se da su ti medijatori u meduodnosu, bilo
da dijele zajedni¢ki mehanizam djelovanja, bilo da neki poboljsavaju ili oblikuju djelovanje

drugih, $to je jo$ uvijek otvoreno pitanje (90).

Neke su humane studije pokazale kako ACh djeluje putem muskarinskih receptora
dovodeci do povecane proizvodnje dusikovog oksida i PGl stoga su oboje , NO- i PG- ovisni
mehanizmi, ukljuéeni u acetilkolinom potaknutu vazodilataciju (91). Neke su druge studije
izvijestile da je vazodilatacija zecje karotidne arterije posredovana dvama razli¢itim
mehanizmima, jedan je ovisan o NO i akumulaciji cGMP-a, dok je drugi neovisan o

dusikovom oksidu, vjerojatno se radi o mehanizmu hiperpolarizacije EDHF-a (92).

1.4. ENDOTELNA DISFUNKCIJA (ED)

Endotelna je disfunkcija danas opceprihvaéeni pojam koji opisuje stanje oSte¢enog
endotela, odnosno njegove poremecene funkcije. Takav poremecaj endotela obuhvaca niz
patofizioloskih stanja, u rasponu od pocetne lokalizirane mehanicke ozljede Zilne intime do
neprimjerene, perzistentne, globalne endotelne aktivacije, vazne za razvoj brojnih klinicki
manifestnih patoloSkih stanja. Dok je fenotip neaktivne, ,,mirne* endotelne stanice
antikoagulantni, protuupalni i vazodilatacijski, ED je promjena koju karakterizira proupalni,
protrombotski i vazokonstrikcijski fenotip. Kako je sposobnost otpustanja vazoaktivnih tvari 1
reguliranje krvnog protoka klju¢na osobina zdravog endotela, tako je smanjena biodostupnost
NO-a jedno od glavnih obiljezja endotelne disfunkcije, kao i povecana proizvodnja slobodnih
Kisikovih radikala te apoptoza (93). Nesrazmjer raspolozivosti NO-a i aktivnosti
vazokonstrikcijskih ¢imbenika temelj je sklonosti vazokonstrikciji u ED-i, a on moze biti
uzrokovan nedostatkom NO-supstrata, L-arginina i/ili manjkom enzimatskog kofaktora
tetrahidrobiopterina s prate¢com nekompetentno$¢u eNOS-a. ROS modulira vaskularni tonus
na nekoliko nacina; izravno, djeluju¢i kao EDCF, ili neizravno, potenciraju¢i EDCF-om

posredovan odgovor smanjujuci biodostupnost NO-a (94,95).
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U ranoj fazi, endotelna funkcija moze biti djelomi¢no odrzana kompenzatornim
djelovanjem prostaciklina i/ili EDHF. Povecani je oksidativni stres vjerojatno jedan od
glavnih mehanizama prisutan u razvoju endotelne disfunkcije, koji je prisutan u gotovo
svakom stanju povezanom s aterosklerozom i kardiovaskularnim bolestima. Endotelna
disfunkcija je proucavana kod hipertenzivnih bolesnika (96), kod normotenzivnih osoba s
obiteljskom povijesti hipertenzije (97), kod aktivnih (98) i pasivnih (98) pusaca, oboljelih od
dijabetesa (100), kod pretilin osoba (101), kod bolesnika s upalnim ili infektivnim bolestima
(102). Mnoga od navedenih stanja su takoder karakterizirana s pove¢anom proizvodnjom

ROS-a i pove¢anim oksidativnim stresom (94).

1.4.1. Oksidativni stres i proizvodnja slobodnih kisikovih radikala

Slobodni kisikovi radikali se stvaraju za vrijeme razli¢itih fizioloskih metaboli¢kih
procesa, a njihova pretjerana proizvodnja dovodi do nastanka oksidativnog stresa. Oni se
proizvode u ¢itavoj vaskulaturi u svim vaskularnim stanicama (endotelnim, glatkim miSi¢nim)
i takoder ih proizvode perivaskularni adipociti, a ROS-i sudjeluju u vaskularnoj stani¢noj
signalizaciji 1 u fizioloSkim i u patoloSkim stanjima. Endotelne stanice proizvode slobodne
kisikove radikale uklju¢ujuci superoksid (O;’), vodikov peroksid (H,0,), dusikov oksid (NO),
peroksinitrit (ONOQO), hidroksilni radikal (HO") i neke druge, koji mogu djelovati izravno kao
EDCF (103) ili neizravno, smanjujué¢i biodostupnost NO-a (104).

Moguéi izvori proizvodnje endotelnih ROS-a wukljucuju mitohondrije, ksantin
oksidazu, nesparenu NO sintetazu, enzime citokroma P450, i NADPH oksidazu. Osim toga,
enzim kao $to je lipooksigenaza moze takoder stvarati O,  (105). Studije su pokazale kako je
glavni prinosnik razine O, i H,O, u vaskularnim stanicama NADPH oksidaza, iduéi

enzimatski put je ksantin-oksidaza, a zatim slijedi eNOS.

Noxes (NADPH oksidaze) je porodica enzima koji proizvode ROS, a postoji ih sedam,
od kojih su ¢etiri pronadeni kao izvor ROS-a u vaskulaturi: Nox1, Nox2, Nox4 i Nox5. Za
Nox4 se smatra da je glavna izoforma izrazena u endotelnih stanicama i stanicama
vaskularnog glatkog miSi¢ja (106), dok Nox5 izoforma proizvodi ROS kao odgovor na
poveéanu razinu unutarstani¢nog Ca’*, a proizvodi oboje, superoksidni anion i H,0; (107).

ROS-i nastali pomo¢u Nox enzima zahvacaju vaskularnu funkciju modulirajuci
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konstrikciju/dilataciju, rast vaskularnih stanica, apoptozu, starenje i opstanak, upalni odgovor,

fibrozu, migraciju i kalcifikaciju (108).

Smanjena bi ekspresija eNOS-a mogla biti odgovorna za smanjenu proizvodnju NO-a,
ali u vecini situacija u kojima je pronadena endotelna disfunkcija, ekspresija eNOS-a je
paradoksalno povecana, najvjerojatnije jer oksidativni stres proizvodi vodikov peroksid, koji
povecava ekspresiju enzima. Endotelna disfunkcija povezana s tom poveéanom ekspresijom
eNOS-a pokazuje da je sposobnost proizvodnje NO-a smanjena ili je smanjena njegova
biodostupnost. Smanjenje proizvodnje NO-a moze biti pripisano nesparenoj eNOS, pri ¢emu

je sam enzim izvor superoksidnog aniona i uzrok endotelne disfunkcije (13).

Nekoliko je sustava uklanjanja vazno u reakcijama protiv ROS-a, uklju¢uju¢i enzime,
kao Sto su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation-peroksidaza (GSH-Px), ali
I neenzimatske antioksidanse, poput vitamina E i C, pB-karotena. SOD predstavlja glavnu
stani¢nu obranu od O, i ONOO™ (109).

Studije su pokazale da jedinstveno H,O, ima sposobnost pojaCavanja vlastite
proizvodnje u vaskularnim stanicama i taj fenomen vjerojatno dobrinosi njegovom
dugotrajnom patoloskom ué¢inku (110), patoloSkoj signalizaciji i nastanku vaskularnih bolesti
(111). H,0; aktivira brojne signalne kaskade koje posreduju promjene u vaskularnoj funkciji
ukljucujuéi povecan rast endotela, angigenezu, proliferaciju i hipertrofiju glatkih misica,
disfunkciju endotelne barijere, endotelnu apoptozu, indukciju upalnih proteina, interakciju

endotela i leukocita, kao i vaskularnu pregradnju (110).

1.5. PRETILOST OPCENITO

Pretilost je rezultat kompleksnog medudjelovanja genetskih, hormonalnih, fizioloskih,
anatomskih, psiholoskih, bihevioralnih i okoli$nih ¢imbenika koji uzrokuju neravnotezu
izmedu unosa i potroSnje energije. Prema procjeni Svjetske zdravstvene organizacije priblizno
je 500 milijuna pretilih osoba Sirom svijeta (indeks tjelesne mase (ITM) veci od 30) i vise od
1 milijarde odraslih s prekomjernom tjelesnom tezinom (ITM veci od 27.3 za zene i 27.8 za
muskarce). Pretilost predstavlja jedan od glavnih javnih zdravstvenih problema i eskaliraju¢a

globalna epidemija prekomjerne tjelesne tezine i pretilosti, nazvana ,.globesity, zahvaca
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mnoge krajeve svijeta, kako razvijene zemlje, tako i one u razvoju. Pretilost je slozeno stanje
sa ozbiljnim socijalnim i psiholoSkim dimenzijama koje zahvacaju sve socioekonomske
skupine. Jedan je od najvec¢ih svjetskih ubojica, a od raznih bolesti povezanih s pretilosti
godisnje umire oko 3 milijuna ljudi (112).

Za procjenu statusa tezine bolesnika i potencijalnog zdravstvenog rizika koristi se
nekoliko razli¢itih mjerenja. Potpuna evaluacija ukljucuje procjenu dobi, tezine, visine,
sastava i raspodjele masnog tkiva, te prisutnost ili odsutnost drugih zdravstvenih problema ili
faktora rizika. Mjera pretilosti koja je stekla naklonost medu istraziva¢ima i kliniarima je
indeks tjelesne mase (ITM), koji predstavlja tjelesnu tezinu u kilogramima podijeljenu s
kvadratom tjelesne visine u metrima ((tezina u kg)/(visina u m?). Svjetska zdravstvena
organizacija predlaZe slijedeéu ITM podjelu: pothranjenost (ITM < 18.50 kg/m?); normalna
tielesna tezina (ITM 18.50-24.99 kg/m?); prekomjerna tjelesna tezina (ITM > 25 kg/m?);
pretilost(ITM > 30 kg/m?), koje se dijeli u 3 stupnja: stupanj | (ITM 30.00-34.99 kg/m?);
stupanj I (ITM 35.00-39.99 kg/m?) i stupanj 11 (ITM > 40 kg/m?) (112).

Pretilost je povezana s niskim stupnjem kroni¢ne upale (113). Bray je definirao
pretilost kao kroni¢nu bolest, ba§ poput hipertenzije i/ili ateroskleroze (114). Pretilost je
karakterizirana klasi¢nim upalnim odgovorom na patogene, ukljucujuéi porast koncentracije
cirkuliraju¢ih citokina i adipokina, migraciju leukocita u upalno podrucje, aktivaciju tkivnih

leukocita i reparativni tkivni odgovor (115).

1.5.1. Masno tkivo, adipokini i vaskularni endotel

Masno je tkivo aktivni endokrini i parakrini organ koji izlucuje nekoliko medijatora,
adipokinia, ukljucuju¢i hormone, upalne citokine i druge proteine. Najvazniji su od njih
leptin, adiponektin, tumor nekrotiziraju¢i faktor (TNF) a, interleukin (IL) 6, inhibitor
aktivacije plazminogena (PAI)-1, rezistin i proteini renin—angiotenzin
sustava (116,117). Sekretorni proteini adipocita, adipokini, mogu utjecati na endotelnu
funkciju pa stoga mogu imati znacajnu ulogu u razvoju kardiovaskularnih bolesti kod pretilih

osoba (118,119).

Rastu¢i broj dokaza izdvaja masno tkivo opcenito, a posebice visceralno masno tkivo,

kao klju¢ni regulator upale. Pretilost je karakterizirana kronicnom upalom niskog stupnja i u
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pretilosti masno tkivo postaje disfunkcionalno; dovodi do poveéane proizvodnje proupalnih
adipokina 1 smanjene proizvodnje protuupalnih adipokina, posljedi¢ne hiperplazije i
hipertrofije masnih stanica te disbalansa u otpustanju adipokina. TO stanje povecava
kontraktilnost i upalu te dovodi do vaskularnih bolesti poput hipertenzije, ateroskleroze i
vaskularne disfunkcije (120).

Leptin je prvi opisani adipokin (121), koji ima sredi$nji i periferni utjecaj na
metabolicke i upalne procese. U srediSnjem ziv€anom sustavu potice gubitak tjelesne tezine
prilikom smanjenog unosa hrane i povecane potros$nje energije. Neke su studije pokazale da
leptin ima S$iroki utjecaj na endotelnu funkciju i vaskularnu homeostazu (122). In vitro su
studije dokazale da leptin uzrokuje oksidativni stres i u kulturi endotelnih stanica na na¢in da
povecéava proizvodnju ROS-a (123). Takoder poti¢e lucenje proupalnih citokina, $to dovodi
do hipertenzije, ali i zahvaca endotelnu funkciju (124,125). Poznato je kako leptin moze imati
i izravan uéinak na snizenje arterijskog tlaka, a neke su studije pokazale da je vazodilatacija
uzrokovana leptinom posredovana putem EDHF-a (126,127). Taj vazodilatorni uéinak
neovisan o dusikovom oksidu potvrdio je Matsuda u humanim koronarnim arterijama (128).
Ipak, neke su druge studije pokazale da leptin moZe potaknuti vazodilataciju stimuliraju¢i NO
(129). Mastronardi i suradnici su pretpostavili da je otpustanje NO-a potaknuto leptinom
odredeno izravnim ucinkom na endotel, ali i neizravnim uc¢inkom na adipocite, $to ukazuje na

vaznu ulogu adipocita u otpusStanju dusikovog oksida aktiviranjem NO sintetaze (130).

Rezistin, peptid kojeg luce adipociti, ima ulogu u razvoju inzulinske rezistencije i
pretilosti (131). Razina rezistina je povecana u pretilosti te on inhibira unos glukoze u stanice
skeletnog misi¢ja u animalnim modelima. Visoke su razine rezistina povezane s endotelnom
disfunkcijom; studije su pokazale da rezistin izravno aktivira endotelne stanice promicanjem
endotelina-1, bez promjene u proizvodnji NO-a, i povecéanim otpuStanjem adhezijskih
molekula (132).

Adiponektin, jedna od glavnih aktivnih molekula izlu¢enih iz bijelog masnog tkiva,
ima vaznu ulogu u homeostazi glukoze i metabolizma lipida (133,134). Za razliku od leptina i
drugih adipokina, cirkuliraju¢e razine adiponektina i pretilost medusobno su u obrnutno
proporcionalnom odnosu (135). Takoder je jedini od svih adipokina koji ima obje znacajke,
protuupalnu i antiaterogenicku, te §titi od kardiovaskularnih bolesti (136). Svoju protuupalnu
ulogu izrazva inhibiraju¢i upalne puteve u adipocitima i makrofazima te poti¢e lucenje

protuupalnog citokina, I1L-10 (137). Osim toga, adiponektin ima sposobnost izravnog
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poticanja proizvodnje NO-a u endotelnim stanicama (138), ¢ija povecana proizvodnja inhibira
agregaciju trombocita, adheziju leukocita za endotelne stanice i proliferaciju stanica
vaskularnog glatkog misi¢ja. Takoder, smanjuje oksidativni stres smanjujuéi proizvodnju
ROS-a. Adiponektin ima snazan antiaterogenetski u¢inak, koji je dokazan i humanim in vivo
istrazivanjima. Ouchi i suradnici Su pokazali da razina adiponektina u plazmi snazno korelira
sa vazodilatornim odgovorom na reaktivnu hiperemiju, $to je dogadaj posredovan dusikovim
oksidom (139). Takoder su pokazali da je snizena razina adiponektina povezana S
oslabljenom endotelnom funkcijom i koronarnom arterijskom bolesti (140). Niska je razina
adiponektina neovisan pokazatelj rane ateroskleroze kod pretilih osoba (136).

INFua je jedan od najistrazivanijih proupalnih citokina kojeg proizvode razlicite vrste
stanica (141). Smatra se da ima odredenu ulogu u inzulinskoj rezistenciji, ali takoder ima i
klju¢nu ulogu u odrZavanju upalnog odgovora i apoptoze (142). TNFo moze inhibirati
endotelnu NO sintetazu i smanjiti proizvodnju dusSikovog oksida, te na taj na¢in povecava
oksidativni stres i endotelnu disfunkciju (143,144). Neke su studije pokazale da vazodilatacija
posredovana putem TNFa povecava proizvodnju NO-a i prostaglandina, dok druge studije
ukazuju na vaznu ulogu vodikovog peroksida (145). Takoder je pokazano da TNFa posreduje
u povecanju endotelne permeabilnosti aktivirajuéi NADPH oksidaze (146). Povecana
proizvodnja TNFa dovodi do poveéanog stvaranja ROS-a, endotelne disfunkcije u pretilosti te

bolesti povezanih uz pretilost (145).

IL-6 je takoder citokin koji se prvenstveno otpusta iz masnog tkiva u krvni optok
(117). Povezan je s pretilosti i inzulinskom rezistencijom (147). Neke su studije pokazale da
IL-6 ima negativan utjecaj na endotelnu funkciju, povecava permeabilnost endotelnih stanica
mijenjaju¢i morfologiju membrane (148). IL-6 moze uzrokovati endotelnu disfunkciju (149),

a serumska je razina IL-6 povezana sa razvojem kardiovaskularnih bolesti (150).

C reaktivni_protein (CRP) je marker niske razine kroni¢ne upale i povezan je s

metabolickim sindromom (151). Neke su studije, kada se govori o upalnom odgovoru u
pretilosti, ukazale na vaznost abdominalnog depoa masti, jer je ono izvor IL-6 koji potice
sintezu CRP-a u jetri (152). Kod pretilih osoba poviSene razine CRP-a u plazmi, osim §to
predstavljaju marker upale, ukazuju i na to da bi CRP mogao izravno doprinijeti endotelnoj
disfunkciji (153). Endotelne stanice, u uvjetima visoke razine CRP-a u plazmi, smanjuju

proizvodnju NO-a i ekspresiju eNOS-a (154). Cini se da bi poveéana koli¢ina citokina mogla
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biti odgovorna za povecan rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti kod ljudi sa

abdominalnim oblikom pretilosti.

1.5.2. Metabolicki zdrava pretilost

Postoje pretile osobe koje su zasti¢ene, ili su viSe rezistentne, 0od razvoja komorbiditeta
udruzenih sa pretilosti. One su metaboli¢ki zdrave, ali pretile individue. Imaju povoljan
metabolicki profil kojeg obiljezava normalna razina inzulinske senzitivnosti, normalni lipidni
i upalni parametri, kao i odsutnost znakova hipertenzije, jedino imaju prekomjernu tjelesnu
debljinu (ITM > 30 kg/m?) (155,156). Zanimljivo je da je zabiljezeno priblizno 20-30%
pretilih osoba koje su metabolicki zdrave (157).

U svojoj su studiji Stefan i suradnici (158) potvrdili postojanje metabolicki zdravih, ali
pretilin osoba, te su pokusali objasniti njihov povoljan metaboli¢ki profil. Oni imaju manje
koli¢ine visceralnog masnog tkiva nego inzulin-rezistentni pretili ljudi, te bolju sposobnost
hvatanja masnih kiselina u masnom tkivu. Takoder, imaju manju debljinu intima-media sloja
karotidnih arterija, $to predstavlja povoljan kardiovaskularan profil. 1L-6, TNF-a i drugi
citokini i adipokini, kao Sto je rezistin i adiponektin, povezani su s metabolickim promjenama
(159), te su usko povezani s abdominalnim oblikom pretilosti, posebice visceralnog masnog
tkiva. Neki dokazi ukazuju na povezanost vece koli¢ine potkoznog masnog tkiva s

povoljnijim upalnim profilom (156).

1.6. VISCERALNO | POTKOZNO MASNO TKIIVO

Bijelo masno tkivo nije samo organ mjesta skladiStenja energije, ve¢ je 1 klju¢na
sastavnica metabolickog homeostatskog mehanizma. Ono ima glavnu ulogu u metabolizmu
lipida 1 i glukoze, a lu€enjem adipokina i hormona zahvac¢a i mnoge druge fizioloske i
patoloske procese. Tjelesna je raspodijeljenost bijelog masnog tkiva u visceralno (VAT), koje
okruzuje unutrasnje organe u abdominalnoj Supljini i medijastinumu, i potkozno (SAT) masno
tkivo, koje se nalazi ispod povrSine koze (160). Znacajna je Stetnost viska nakupljanja
visceralnog masnog tkiva, koje se smatra najaktivnijim skladiStem masnog tkiva, jer promice
sistemsku upalu u pretilih ljudi (161). Povecane koli¢ine abdominalnog visceralnog masnog
tkiva, neovisno o ukupnoj tjelesnoj pretilosti, povezane su s razvojem endotelne disfunkcije i

kardiovaskularnih bolesti (162,163). Potkozno masno tkivo smatra se manje metabolicki
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aktivnim od visceralnog masnog tkiva. Bolesnici s pove¢anim koli¢inama visceralnog masnog
tkiva imaju veci rizik od razvoja metaboli¢kog sindroma, dijabetesa tipa 2 i kardiovaskularnih
bolesti, nego oni sa sli¢nim koli¢inama potkoZznog masnog tkiva (162,164). Neke su studije
pokazale kako je nakupljanje visceralnog masnog tkiva povezano s oste¢enom endotelnom

funkcijom i pove¢anom Kkrutosti velikih arterija (165,166).

PotkozZno i visceralno masno tkivo pokazuju funkcionalne razlike. Bakker i suradnici
ukazuju da visceralno masno tkivo sadrzi veéi broj makrofaga i monocita nego potkozno
masno tkivo (167). Visceralno je masno tkivo glavni prinosnik plazmatske razine IL-6, koji
potiCe stvaranje CRP-a i drugih proteina uklju¢enih u homeostazu (152). Visceralno masno
tkivo pokazuje jacu povezanost s upalom i1 markerima oksidativnog stresa usporedujuci ga s
pokoznim masnim tkivom (168). Uslijed stalnih otpustanja upalnih citokina i masnih kiselina
iz visceralnom 1 potkoZnog masnog tkiva, endotel im je stalno izloZen, Sto dovodi do enotelne
disfunkcije i razvoja kardiovaskularnih bolesti. Pretilost je glavni rizi¢ni ¢imbenik za
preuranjenu smrt kao posljedicu kardiovaskularnih i metabolickih bolesti (169-172), ¢ija je
prisutnost povezana s povecanim brojem bolesti velikih arterija (npr. sr¢ani ili mozdani udar),

ali i bolesti mikrocirkulacije (npr. retinopatija, nefropatija, sr¢ano zatajenje) (114,173-175).

1.6.1. Pretilost i endotelna disfunkcija

U pretilosti, kroni¢no izlaganje endotelnih stanica poviSenoj razini masnih kiselina 1
upalnim citokinima povecava nastanak ROS-a, koji tada dovode do endotelne disfunkcije.
Endotelna disfunkcija kod pretilih uzrokovat ¢e neravnotezu izmedu vazodilatacije i
vazokonstrikcije, odnosno, prevladat ¢e vazokonstrikcija. To je stanje obiljezeno oste¢enom
aktivnosti eNOS-a, smanjenom proizvodnjom NO-a i time smanjenjem o NO-u ovisne
vazodilatacije (176,177). Nadalje, kod pretilih ljudi endotelna disfunkcija aktivira nekoliko
mehanizama koji dovode do povecane vaskularne reaktivnosti (156,167).

Dugotrajno izlaganje endotela visokim koncentacijama cirkuliraju¢ih upalnih citokina
dovodi do ekspresije adhezijskih molekula i vezanja leukocita i makrofaga za endotel, Sto ¢e
uzrokovati lokalnu proizvodnju citokina te posljedicno smanjenje cjelovitosti endotela i
proliferaciju stanica vaskularnog glatkog misic¢ja (156,167).

Takoder, i kod Zzivotinja nakupljanje masti kolerira sa sistemskim oksidativnim
stresom. Proupalni citokini, ne samo da smanjuju proizvodnju NO-a, nego smanjuju i njegovu

biodostupnost zbog povecane biodostupnosti ROS-a. Nekoliko izvora ROS-a, kao §to su
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NADPH oksidaza, ksantin oksidaza, nesparena eNOS, i mitohondrijski respiratorni lanac,
mogu biti potaknuti proupalnim citokinima u endotelnim stanicama (145). Kod pretilih
miseva proizvodnja ROS-a u masnom je tkivu povezana s pove¢anom ekspresijom NADPH
oksidaze i smanjenom ekspresijom antioksidativnih enzima (178). Nadalje, u stani¢noj kulturi
adipocita je pokazano da povecana razina masnih kiselina povecava oksidativni stres putem
NADPH oksidaze, a to povecanje oksidativnog stresa uzrokuje disregulaciju proizvodnje
adipocitokina, povecanu proizvodnju proupalnih i smanjenu proizvodnju protuupalnih
adipokina (120). Kao $to je ve¢ spomenuto, oksidativni stres smanjuje biodostupnost
dusikovog oksida, a drugi ¢imbenici povezani s pretilosti (slobodne masne kiseline) takoder
mogu doprinijeti povecanju oksidativnog stresa i smanjenju biodostupnosti NO-a (179). Ove
spoznaje ukazuju na to da povecanje oksidativnog stresa u skladistima masnog tkiva ima
glavnu ulogu u razvoju endotelne disfunkcije u ljudskoj pretilosti.

Neke su studije pokazale da je visceralna pretilost karakterizirana ne samo s o
endotelu ovisnom, ve¢ i o NO-u neovisnom disfunkcijom. Vidljive su promjene krvnog
protoka podlaktice u odgovoru na dodavanje bradikinina oslabljene, a bradikininom
posredovana vazodilatacija podlakticne mikrocirkulacije postoji unato€¢ inhibiciji
ciklooksigenaze i NO-a, §to ukazuje na alternativne vazodilatorne mehanizme kao $to je
otpustanje EDHF-a (165). Promjene protoka krvi koz podlakticu, kao odgovor na dodavanje
bradikinina, su oslabljene neovisno o inhibiciji NOS-a i COX-a; postoji znatna vazodilatacija
podlakticne mikrocirkulacije unato¢ inhibiciji NOS-a i COX-a, §to ukazuje na alternativne
vazodilatorne mehanizme kao §to je otpustanje EDHF-a (165).

Kod pretilosti je smanjena proizvodnja NO-a, a pokazalo se da je proizvodnja EDCF-a iz
karotidne arterije pretilih miSeva u suvisku (180). Traupe i suradnici su pronasli poveéanu
vazokonstrikciju ovisnu o prostanoidima, kao i gensku ekspresiju vaskularnih receptora
tromboksana u pretilosti (181). Ista je grupa znanstvenika pokazala da u pretilosti endotelin
modulira povecanu vazokonstrikciju ovisnu o endotelu (182). Mather i suradnici su takoder
predlozili vrlo vaznu ulogu endotelina u odredivanju endotelne disfunkcije koja nastaje u

pretilosti (183,184).

Raspodjela masnog tkiva, viSe nego pretilost sama po sebi, negativno utjece na
endotelnu funkciju. Jacina endotelne disfunkcije korelira sa stupnjem visceralne pretilosti,
koja ima glavnu ulogu u razvoju metaboli¢kih i kardiovaskularnih bolesti povezanih s
pretilosti, kao $to su inzulinska rezistencija, intolerancija glukoze, dislipidemija, hipertenzija

(145). Hashimoto i suradnici su pokazali da su osobe s visceralnim oblikom pretilosti, vise od
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onih s potkoznim, povezane s oSteCenom protkom posredovanom o endotelu ovisnom

vazodilatacijom brahijalne arterije (185).

Masno tkivo, takoder, okruzuje gotovo svaku krvnu zilu u ljudskom tijelu —
perivaskularno masno tkivo. Ono predstavlja strukturalnu potporu krvne zile, no nedavni
podaci prepoznaju perivaskularno masno tkivo kao aktivnog doprinositelja vaskularnoj
funkciji. Ono moze oblikovati vaskularni odgovor na vazoaktivne tvari otpustajuci
vazodilatorne ili vazokonstriktorne ¢imbenike, kao i raznovrsne adipokine koji poticu lokalnu
upalu. Poput ukupnog masnog tkiva, perivaskularno je masno tkivo povecano kod pretilih
ljudi, kao i kod zivotinjskih modela pretilosti (186). U normalnim uvjetima perivaskularno
masno tkivo otpusta vazorelaksanse koji poticu i 0 endotelu ovisnu, kao i o endotelu
neovisnu, vazodilataciju krvnih Zila. U stanju pretilosti, perivaskularno masno tkivo luci
vazokonstriktorne faktore 1 proupalne adipokine koji su vazni u aktivaciji endotelnih stanica i
vaskularnoj upali. Nekoliko adipokina neizravno oste¢uju vaskularnu funkciju aktivirajuci
simpaticki ziv€ani sustav u mozgu (leptin) ili djeluju¢i u glavnim metaboli¢kim organima,
dovode¢i do endotelne disfunkcije. Takva je sekrecija adipokina i drugih vazoaktivnih tvari
u masnom tkivu glavni doprinosioc razvoju i progresiji metabolickih i vaskularnih
komplikacija povezanih s pretilosti (187). Tako, osim visceralnog, perivaskularno masno

tkivo, takoder, doprinosi endotelnoj disfunkciji.

Nekoliko je studija, koje istrazuju utjecaj pretilosti na mikrocirkulaciju, pokazalo kako
se mikrovaskularna disfunkcija razvija i kod pokusnih Zivotinjskih modela, kao i kod pretilih
ljudi. Pretilost negativno utjece na endotelnu funkciju i dovodi do endotelne disfunkcije sa
smanjenim otpuStanjem dilatacijskih ¢imbenika (NO), ali povefanim stvaranjem
vazokonstriktornih posrednika (EDCF) (188). Kod pretilih osoba, Farb i suradnici su pokazali
jako osteCenje vaskularne endotelne funkcije visceralnog masnog tkiva usporedujuci ga s
potkoznim. Dokazali su pojacanu ekspresiju proupalnih, s oksidativnim stresom povezanih
gena, kao 1 pojacano stvaranje proupalnih citokina u visceralnom masnom tkivu, te su
zakljucili da je utjecaj visceralnog mikrookolisa vise toksiCan na vaskulaturu. Takoder su
predlozili ciklooksigenazom posredovane vazokonstriktore, prostanoide, kao djelomi¢ne
doprinosioce endotelne disfunkcije arteriola visceralnom masnog tkiva kod ljudske pretilosti
(189,190).
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Mnogo je dokaza o tome kako endotelna disfunkcija prethodi i upucuje na klinicku
bolest (164,191), ¢ime je endotelna disfunkcija i oSte¢ena vaskularna reaktivnost pocetni
korak u razvoju kardiovaskularnih komplikacija koje uzrokuje pretilost. Upravo bi radi
navedenog endotelna disfunkcija u masnome tkivu mogla biti snazan prognosticki ¢imbenik
buduéih kardiovaskularnih dogadanja (192).

lako je visceralno masno tkivo veé¢i kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenik (163-165),
metabolicka uloga endotelne funkcije u viceralnom, kao i pokoznom, masnom tkivu jo$ nije u

potpunosti objaSnjena.
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2. HIPOTEZA

Glavna je hipoteza ove studije da je mikrovaskularna osjetljivost na protokom
posredovanu dilataciju (FID), kao i acetilkolinom posredovanu dilataciju (AChID), smanjena
u krvnim zilama visceralnog masnog tkiva u usporedbi s potkoznim masnim tkivom kod
pretilih osoba; kao i da su mehanizmi vaskularne reaktivnosti otpornickih krvnih zila

potkoZnog i visceralnog masnog tkiva razli¢iti u ljudskoj pretilosti.
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3. CILJEVI

Glavni je cilj ovog istrazivanja odrediti utjecaj potkoznog i visceralnog masnog tkiva
na vaskularnu reaktivnost i endotelnu funkciju ljudskih otpornic¢kih krvnih zila u odgovoru na
o endotelu ovisne podrazaje (povecanje protoka i acetilkolin), i pokusati barem djelomi¢no

objasniti mehanizme izmijenjene vaskularne funkcije kod pretilih osoba.

Specifi¢ni su ciljevi ovog istraZivanja:

1) Odrediti utjecaj prisutnosti velike koli¢ine masnog tkiva na arterijski tlak, razinu
glukoze i lipida u krvi kod zdravih pretilih zena
2) Odrediti utjecaj masnog tkiva na promjene vaskularne reaktivnosti otpornickih
krvnih Zila potkoZnog i visceralnog masnog tkiva kod pretilih Zena
3) Odrediti ulogu metabolita arahidonske Kkiseline u mehanizmima protokom i
acetilkolinom posredovane vazodilatacije otpornickih krvnih zila potkoznog i
visceralnog masnog tkiva kod zdravih pretilih Zena
e Ulogu dusikovog oksida, koriste¢i inhibitor NO sintetaze, N®-nitro-L-
arginin metil ester (L-NAME)
e Ulogu metabolita ciklooksigenaze, koriste¢i neselektivni inhibitor COX-a 1
i COX-a 2, indometacin (INDO)
e Ulogu metabolita citokroma P450, koriste¢i njegov neselektivni inhibitor
17-octadecynoic acid (17-ODYA)
e Ulogu slobodnog radikala kisika H,O,, koriste¢i sakuplja¢ H,O,, poli-
etilenglikol katalazu (PEG-CAT)
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Populacija ispitanika

U istrazivanju su sudjelovale pedeset i tri (53) pretile Zene koje su iSle na planiranu
barijatrijsku operaciju. Svaka je ispitanica bila obavjeStena o ispitivanju te je potpisala
informirani pristanak. Protokol i postupak istrazivanja zadovoljili su standarde najnovijeg
izdanja Helsinske deklaracije, a bili su odobreni od strane Eti¢kog povjerenstva Sveucilista
[llionis u Chicagu, SAD.

Sve su ispitanice bile premenopauzalne, u dobi izmedu 21 i 49 godina starosti. Zene
mlade od 21 godinu nisu bile ukljuene u istrazivanje kako bi se iskljucio utjecaj rasta na
vazne biomarkere, a postmenopauzalne Zene nisu bile ukljuene u studiju kako bi se
heterogenost uzoraka svela na minimum.

Isklju¢ni su kriteriji bili: dijabetes mellitus, trudnoc¢a, maligno oboljenje, pusenje,
bolesti bubrega, bolesti jetre, bolesti zuénjaka, reumatoidni artritis, HIVV/AIDS i upalne bolesti
crijeva. Deset ispitanica uzimalo je lijekove za lijeCenje hipertenzije, a sedam za Zelucani

refluks.

4.2. Antropometrijska i metabolicka mjerenja

Ispitanicama su odredene antropometrijske mjere ( visina i tezina, indeks tjelesne
mase, opseg struka), izmjeren im je krvni tlak, a iz uzoraka krvi koji su dobiveni nataste

odredeni su biokemijski parametri (razina glukoze, inzulina, lipida).

4.3. Prikupljanje uzoraka

Svakoj je ispitanici za vrijeme planirane barijatrijske operacije pretilosti radena
biopsija potkoZznog i visceralnog masnog tkiva, u Centru za znanstvena istraZivanja na
Sveucilistu Illinois (University of Illinois Hospital and Health Sciences Center). Potkozno

masno tkivo dobiveno je iz donjeg trbusnog zida, a visceralno iz velikog omentuma. Uzorci
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su stavljeni u hladnu (4°C) HEPES buffer otopinu. Arteriole su izolirane iz masnoga tkiva,

ocis¢ene od vezivnog tkiva, pripremljene za fizioloski pokus.

4.4 Pripremanje uzoraka i protokol fizioloSkog pokusa

Koriste¢i mikrokirurske instrumente i operacijski mikroskop, otporni¢ke su arteriole
izolirane i postavljene u komoricu koja sadrzi dvije staklene mikropipete (promjera vanjskog
vrha ~40 pum), ispunjenu sa Krebs otopinom, koja se sastoji od (u mM) 118 NaCl, 4.7 KCl,
1.2 MgSQy, 1.25 CaCl,, 1.2 KH,POy4, 25 NaHCO3, 11 glukoze. Oba su kraja Zile pri¢vrs¢ena
s tankim Savom (10-0 nylon Ethilon). Na pocetku svakog eksperimenta Zila se inkubira kroz
30 minuta pri intarluminalnom tlaku od 60 cmH,0O. Mikroskop iznad komorice (povecava
sliku 200x) je pricvrs¢en na video kameru koja je spojena s uredajem za mjerenje (model
VIA-100; Boeckeler) i monitorom koji prikazuje sliku Zile i mjeri promjenu promjera. Zile ée
biti perfundirane i uronjene u toplu (37 C) fizioloSku buffer otopinu (pH = 7.4 + 0.05, PO, =
140 £ 10 mmHg) i oksigenirane sa smjesom plinova 21% O;, 5% CO; i 74% N, (79).

Na pocetku svakog fizioloSkog pokusa, unutarnji je promjer postavljene Zile izmjeren
u stabilnom stanju (pri 60 cmH,0O) te nakon dodavanja endotelina-1, nakon c¢ega slijede
protkom potaknute promjene promjera krvne Zile. Zile koje na endotelin-1 nisu postigle
konstrikciju ve¢u od 30% su bile iskljucene iz analize. Protok je dobivan istovremenim
promjenama visine spremnika s jednakim koli¢inama otpine, ali u suprotnim smjerovima
kako bi se dobile razlike tlaka od A10, A20, A 40, A60, A100 cmH,O. U zasebnim je
pokusima odredivana dilatacija tih istih krvnih Zila na acetilkolin (ACh, 10® to 10* M).
Protokom posredovana dilatacija (FID), kao i acetilkolinom-posredovana dilatacija (AChID),
otporni¢kih arteriola odredivane su u prisutnosti i odsutnosti: a) inhibitora NO sintaze
(NOS) N®-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME; 10 M), b) inhibitora ciklooksigenaze
indometacina (INDO; 10°M), c) sakupljata H,0,-a, polietilenglikol katalaze (PEG-CAT; 500
U/ml), te d) neselektivnog inhibitora citokroma P450, 17-octadecynoic acid (17-ODYA; 107

M). Inhibitori su dodavani u komoricu, a inkubacija je trajala 30 minuta.

O endotelu neovisna dilatacija pojedinih krvnih Zila je ispitana dodavanjem izravnog

donora dusikovog oksida, natrijevog nitroprusida (SNP).
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Maksimalni je promjer krvne zile (0 endotelu neovisna dilatacija) odredivan u

prisutnosti papaverina (10 M) na kraju svakog pokusa.

4.5. Odredivanje stani¢ne proizvodnje NO-a i H,O, metodom imunofluorescencije

Vaskularna je proizvodnja dusikovog oksida odredivana pomoc¢u Kita za odredivanje
NO-a. Nefluorescentna, stani¢no-propusna, boja za odredivanje NO-a reagira sa NO u
prisutnosti O, i to visoko specifi¢no, s visokom osjetljivosti i visokom precizno$¢u, dajuci u
vodi netopljiv crveni florescentni proizvod. Dodavanjem diklorodehidrofluorescein diacetata
(DCF-DA; 2 uM) odredivana je proizvodnja H,O,, u prisutnosti i odsutnosti protoka i PEG-
CAT-e (500 U/ml). Fluorescentni je proizvod pobuden sa svjetlosti 650-nm valne duljine sa
emisijskim spektrom od 670 nm za NO i DCF-DA fluorescencija pobudena je s 488 nm valne
duljine s emisijskim spektrom od 527 nm koristec¢i kripton/argon fluorescentni mikroskopo
(Nikon eclipse 80i). Protokom potaknuta proizvodnja NO-a je takoder odredivana. Krvne su
zile kanulirane i kroz 30 su minuta odrzavane na temperaturi od 37 °C i pri tlaku ekvilibracije
od 60 mmH,0, nakon ¢ega su bile izloZene protoku (A60 cmH,O) u prisutnosti i odsutnosti L-
NAME (10 M) i katalaze (500 U/ml). Zile su zatim bile izloZene boji za odredivanje NO-a
ili DCF-DA, kroz daljnjih 30 minuta, zatim su isprane u HEPES bufferu i namjeStene na
slikokaze za dobivanje slika . Intenzitet fluorescencije dobivenih slika odredivan je uz pomo¢

NIH image softvera (Image J).

4.6. Materijali

Kit za odredivanje NO-a je dobavljen od Enzo Life Sciences, a DCF-DA boja od Life
Technologies. Preostale su kemikalije kupljene od proizvodaca Sigma-Aldrich. Navedene su
kona¢ne molarne koncentracije pojedinih tvari u komorici. Farmakoloski antagonisti ili
inhibitori nisu proizvodili znafajne promjene baziénog promjera krvne Zzile i doveli su do

manje od 1% promjena u ukupnom obujmu.
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4.7. Statisti¢ka analiza

Svi su rezultati prikazani kao srednja vrijednost=SEM (0sim podataka u Tablici 1 koji
su prikazani kao srednja vrijednost+SD). Dilatacija koju proizvodi protok i acetilkolin je
izrazena u postotku, gdje 100% predstavlja promjenu od promjera kontrahirane zile do
maksimalnog promjera pri 60 cmH,O (obi¢no u prisutnosti papaverina). Odgovor na protok i
acetilkolin analiziran je s Two-Way ANOVA testom za ponavljane uzorke (engl. repeated
measures ANOVA), kako bi se odredio u¢inak tretmana na odgovor krvne Zile. Za usporedbu
maksimalne intraluminalne dilatacije na papaverin izmedu eksperimentalnih skupina, koristen
je Studentov t-test (engl. student t-test). Kada varijable nisu bile normalno raspodijeljene,
primijenjen je Mann —Whitneyev U-test (eng. Mann-Whitney Rank Sum Test). Statisticka je
znacajnost podeSena na P<0.05. Za statistiCku je analizu uporabljen SigmaPlot v.12 (Systat
Software, Inc, Chicago,USA).

27



5. REZULTATI

5.1. Karakteristike ispitanika

U studiji su sudjelovale pedeset tri (53) pretile Zene koje su bile podvrgnute planiranoj
barijatrijskoj operaciji (prosjek godina je 36 + 6), prosje¢nog indeksa tjelesne mase (ITM) 48
+ 10 kg/m® Tablica 1 prikazuje antropometrijske, biokemijske i hemodinamske mijere
ispitanica od kojih su dobivene krvne zile za fizioloski pokus. Prosje¢na vrijednost od tri
mjerenja arterijskog tlak potvrduje da su sve ispitanice bile normotenzivne, dok je deset
ispitanica uzimalo antihipertenzivnu terapiju (19%), a njih je sedam uzimalo lijekove za
zelucani refluks (13%). Nije postojala razlika reaktivnosti krvnih zila izmedu ispitanica koje

su uzimale lijekove i onih koje nisu uzimale lijekove.

Tablica 1. Antropometrijske, biokemijske i hemodinamske mjere

rezulati re_f_erentne_
vrijednosti

Broj ispitanica 53 /
Starost (godine) 366 26-48
Visina (cm) 165+ 6 150-183
Tezina (kQ) 133 +27 83-176
ITM (kg/m?) 48 + 10 35-70
Glukoza (mg/dL) 8715 61-138
Trigliceridi (mg/dL) 135+ 74 27-312
Ukupni kolesterol (mg/dL) 173 £28 117-235
HDL kolesterol (mg/dL) 42 +7 25-144
LDL kolesterol (mg/dL) 111 +25 54-165
SBP (mmHg) 125+ 16 96-175
DBP (mmHg) 73 +£11 43-93
MAP (mmHg) 91 +£11 61-111

Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost£SD

ITM — Indeks Tjelesne Mase; HDL —lipoprotein visoke gustoce;
LDL -lipoprotein niske gustoce; SBP —sistolicki arterijski tlak;
DBP —dijastoli¢ki arterijski tlak; MAP —srednji arterijski tlak
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5.2. Bazi¢ni odgovor potkozZnih i visceralnih otpornickih arteriola na protokom i

acetilkolinom potaknutu dilataciju

Prosje¢ni promjer krvnih Zila potkoZznog masnog tkiva je bio 151+20 um, a krvnih zila
visceralnog masnog tkiva 161+13 um (P=0.5). Prosje¢na doza ET-1 koja je kontrahirala krvne
zile za 30-50 % u odnosu na njihov bazalni promjer je bila 159+4 pM za krvne Zile potkoznog
masnog tkiva (SAT) i 165t4 pM za krvne zile visceralnog masnog tkiva (VAT). Nije
postojala statistiCka znacajnost izmedu kona¢nih kontrahiranih promjera kod SAT (101.9+10

pum) i VAT (89.6 £10 pm; P=0.4) zila.

Dilatacijski je odgovor otporni¢kih zila visceralnog masnog tkiva (n=21) manje
osjetljiv na protok usporedujuéi s otpornickim zilama pokoznog masnog tkiva pri gradijentu
tlaka A40, A60 i A100 cm H,0 (n=17) (P<0.001). Izmedu potkoznog i visceralnog masnog
tkiva nema razlike u o endotelu neovisnoj dilataciji na papaverin. Ovi podaci ukazuju na
smanjenu osjetljivost otpornic¢kih arteriola visceralnog masnog tkiva na o endotelu ovisnu

vazodilataciju, ali ne i na dilatciju neovisnu o endotelu.
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* P<0.001

Rezultati su izrazeni kao srednja wrijednost+SEM
SAT - potkoZzno masno tkivo

VAT - visceralno masno tkivo

PAP - papaverin
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Slika 1. Bazi¢ni odgovor otpornickih arteriola potkoinog (SAT) i visceralnog (VAT)
masnog tkiva na protokom potaknutu dilataciju (FID)

Vazodilatacijski odgovor otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva je manje osjetljiv na
protok usporedujuci ga s otporni¢kim arteriolama potkoznog masnog tkiva pri gradijentu tlaka
A40, A60 i A100 cm H0.

Sli¢no, otpornicke krvne zile visceralnog masnog tkiva manje su osjetljive na
acetilkolin usporedujuci ih s otpornickim arteriolama potkoznog masnog tkiva pri dozama

acetilkolina 107, 10, 10 i 10™*M.
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* P<0.001

Rezultati su izraZeni kao srednja wrijednost=SEM
SAT - potkoZno masno tkivo

VAT - visceralno masno tkivo

PAP - papaverin

Slika 2. Bazicni odgovor otpornickih arteriola potkoZnog (SAT) i visceralnog (VAT) masnog
tkiva na acetilkolinom potaknutu dilataciju (AChID)

Dilatcija na acetilkolin otpornickih krvnih Zila potkoZznog mansog tkiva je veca od dilatacije
otporni¢kih krvnih Zila visceralnog masnog tkiva pri dozama acetilkolina 107 do 10 M.
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5.3. U¢inak inhibicije NO sintetaze i ciklooksigenaze na protokom posredovanu

dilataciju otpornickih arterija potkoZnog i visceralnog masnog tkiva

U prisutnosti inhibitora NO sintetaze, L-NAME (10”*M), znaajno je smanjena
protkom posredovana dilatacija otpornic¢kih arterija potkoznog masnog tkiva pri gradijentu
tlaka A20, A40, A60, A100 cmH20. Inhibitor ciklooksigenaze, indometacin (INDO; 10'4M),
znacajno smanjuje protkom posredovanu dilataciju otpornickih arterija pokoznog masnog
tkiva pri gradijentu tlaka A40, A60, A100 cmH,0 (n = 10; P<0.001). Zajedni¢ki u¢inak ovih
dvaju inhibitora, L-NAME + INDO, na protokom posredovanu dilataciju otpornickih zila

potkoZnog masnog tkiva slican je u¢inku samog L-NAME-a.
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* P<0.001

Rezultati su izrazeni kao srednja wrijednost+SEM
SAT - potkoZzno masno tkivo

L-NAME - N-nitro-L-arginin metil ester

INDO - indometacin

PAP - papawverin

Slika 3. Uéinak inhibicije NO sintetaze (NOS) i ciklooksigenaze (COX) na protkom
posredovanu dilataciju (FID) otpornickih arterija potkoZnog masnog tkiva (SAT)
L-NAME, inhibitor NO sintetaze, znacajno smanjuje protkom posredovanu diltaciju

otporni¢kih zila potkoznog masnog tkiva. Indometacin (INDO) smanjuje protokom
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posredovanu diltaciju otpornickih zila potkoZznog masnog tkiva, ali nema dodatni uc¢inak u

zajednickoj prisutnosti s L-NAME-om.

L-NAME, inhibitor NO sintetaze (10*M), nema u¢inak na protkom posredovanu
diltaciju otpornickih arterija visceralnog masnog tkiva usporeduju¢i ga S bazalnim
odgovorom. Dok INDO (n=10) nema ucinka na protkom posredovanu dilataciju otpornickih
zila visceralnog masnog tkiva, zajednicki u¢inak L-NAME-a i INDO-a je zna¢ajno Smanjenje
dilatacije pri gradijentu tlaka A40, A60 i A100 cm H;O.
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100 B L-NAME
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% maksimalne dilatacije
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gradijent tlaka (cmH,0)

*P<0.05 bazi¢ni odgovor vs. L-NAME+INDO
Rezultati su izrazeni kao srednja wijednost+SEM
VAT - visceralno masno tkivo

L-NAME - N-nitro-L-arginin metil ester

INDO - indometacin

PAP - papawverin

Slika 4. Uéinak inhibicije NO sintetaze (NOS) i ciklooksigenaze (COX) na protkom
posredovanu dilataciju (FID) otpornickih arterija visceralnog masnog tkiva (VAT)
L-NAME, inhibitor NO sintetaze, kao i INDO, inhibitor ciklooksigenaze, nema ucinka na

protkom posredovanu diltaciju otpornickih zila visceralnog masnog tkiva, dok dodani zajedno

L-NAME i INDO smanjuju dilataciju pri vi§im vrijednostima protoka.
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5.4. Udinak inhibicije NO sintetaze i ciklooksigenaze na acetilkolinom posredovanu

dilataciju otpornickih arterija potkoZnog i visceralnog masnog tkiva

U prisutnosti inhibitora L-NAME-a znacajno je smanjena acetilkolinom posredovana
dilatacija otpornickih arterija potkoZnog masnog tkiva pri dozama acetilkolina 10°, 10° i 10
*M (P<0.01, n=10), dok kod otpornickih arterija visceralnog masnog tkiva nije nadeno
znacajno smanjanje usporeduju¢i ga s bazi¢nim odgovorom. Izmedu otpornic¢kih arteriola
potkoznog i visceralnog mansog tkiva nije dobivena razlika u acetilkolinom posredovanoj

dilataciji u prisutnosti L-NAME-a.

Acetilkolinom potaknuta dilatacija SAT otpornicki zila (n=9) smanjena je u prisutnosti
neselektivog inhibitora COX-1 i COX-2 indometacina (INDO) usporedujuci ju s bazi¢nim
odgovorom pri dozama acetilkolina 107 do 10*M (P<0.05), dok INDO nema u¢inka na
acetilkolinom potaknutu dilataciju u VAT (n=9) otporni¢kim zilama usporedujuéi ju s

bazi¢nim odgovorom.

SAT
1209 o bazi¢ni odgovor
2 by
5 100- - L-NAME
S
[+
-_5 80'
()
£ 60-
©
£
[ 404
£
2 204
0
10° 10® 107 10° 10° 10* PAP
acetilkolin (M)
* P<0.01

Rezultati su izraZzeni kao srednja wrijednost+SEM
SAT - potkoZzno masno tkivo

L-NAME - N-nitro-L-arginin metil ester

PAP - papaverin
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Slika 5. U¢inak inhibicije NO sintetaze (NOS) na protkom posredovanu dilataciju (AChID)

otpornickih arterija potkoinog masnog tkiva (SAT)
L-NAME, inhibitor NO-sintaze, znacajno smanjuje acetilkolinom posredovanu diltaciju

otpornickih Zila potkoznog masnog tkiva pri dozama acetilkolina 10, 10° i 10*M.

SAT
1209 o bazi¢ni odgovor
2
5 100- == INDO
S
©
-_5 801
()
£ 604
©
£
[ 401
£
2 20-
0
10° 10® 107 10° 10° 10* PAP
acetilkolin (M)
*P<0.05

Rezultati su izraZeni kao srednja wijednost+SEM
SAT - potkoZzno masno tkivo

INDO - indometacin

PAP - papaverin

Slika 6. U¢inak inhibicije ciklooksigenaze (COX) na acetilkolinom posredovanu dilataciju
(AChID) otpornickih arterija potkoZnog masnog tkiva (SAT)
Indometacin, neselektivni inhibitor COX-a, smanjuje acetilkolinom posredovanu dilataciju

otpornickih arteriola potkoznog masnog tkiva pri dozama acetilkolina 107-10"*M.
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VAT

1207 _o- bazi¢ni odgovor
1004 = L-NAME

60-
40-
20-

% maksimalne dilatacije

10° 10 107 10° 10° 10* PAP

acetilkolin (M)

Rezultati su izraZzeni kao srednja wrijednost=SEM
VAT - visceralno mano tkivo

L-NAME - N-nitro-L-arginin metil ester

PAP - papaverin

Slika 7. Uéinak inhibicije NO sintetaze (NOS) na acetilkolinom posredovanu dilataciju

(AChID) otpornickih arterija visceralnog masnog tkiva (VAT)
Inhibitor NO-sintetaze, L-NAME, nema ucinka na acetilkolinom posredovanu dilatciju

otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva usporedujuci ga s bazicnim odgovorom.
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VAT

1207 o bazi¢ni odgovor
1004 —& INDO

80
60

40-

% maksimalne dilatacije

10° 10® 107 10° 10° 10" PAP
acetilkolin (M)
Rezultati su izrazeni kao srednja wijednost+SEM
VAT - visceralno masno tkivo
INDO - indometacin
PAP - papaverin
Slika 8. U¢inak inhibicije ciklooksigenaze (COX) na acetilkolinom posredovanu dilataciju

(AChID) otpornickih arterija visceralnog masnog tkiva (VAT)
Indometacin, neselektivni inhibitor COX-a, nema uéinka na acetilkolinom posredovanu

dilatciju otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva.
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5.5. U¢inak PEG-katalaze na actilkolinom potaknutu dilataciju otpornickih arteriola

potkoZnog i visceralnog masnog tkiva

Polietilenglikol katalaza, PEG-CAT, znacajno smanjuje acetilkolinom potaknutu
dilataciju usporedujuci ju s bazalnim odgovorom kod otpornickih arteriola potkoznog masnog

tkiva (P<0.05, n=6) pri dozama acetilkolina 107-10*M.

Inkubacija otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva s PEG-CAT nije mijenjala

acetilkolinom potaknutu vazodilataciju usporedujuéi ju s bazi¢nim odgovorom.

SAT

1209 o bazi¢ni odgovor

% maksimalne dilatacije
(22
o
1

10° 10® 107 10° 10° 10* PAP
acetilkolin (M)

* P<0.05

Rezultati su izrazeni kao srednja wrijednost+SEM
SAT - potkoZno masno tkivo

PEG-CAT - poli etileneglikol katalaza

PAP - papaverin

Slika 9. U¢inak polietilenglikol katalaze (PEG-CAT) na actilkolinom potaknutu dilataciju
(AChID) otpornickih arteriola potkoinog masnog tkiva (SAT)
U prisutnosti PEG-CAT, acetilkolinom potaknuta dilatcija otpornickih arteriola potkoznog

masnog tkiva smanjena je pri dozama acetilkolina 107-10™*M.
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VAT

1209 o~ bazitni odgovor
1004 - PEG-CAT

804

40
204

% maksimalne dilatacije
(o2}
o
1

10° 10® 107 10° 10° 10* PAP
acetilkolin (M)

Rezultati su izrazeni kao srednja wijednost+SEM
VAT - visceralno masno tkivo

PEG-CAT - poli etileneglikol katalaza

PAP - papaverin

Slika 10. U¢inak polietilenglikol katalaze (PEG-CAT) na actilkolinom potaknutu dilataciju
(AChID) otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva (VAT)
PEG-CAT nema uc¢inka na acetilkolinom potaknutu dilataciju otpornic¢kih arteriola

visceralnog masnog tkiva.
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5.6. U¢inak inhibicije metabolizma citokroma P450 i u¢inak PEG-katalaze na protokom

potaknutu dilataciju otpornickih arteriola potkoZnog i visceralnog masnog tkiva

Inhibicija citokroma P450 s 17-octadecynoic acid (17-ODYA) smanjuje protokom
potaknutu dilatciju otpornickih krvnih zila potkoznog masnog tkiva pri gradijentu tlaka od
A40, A60 i A100 cmH20 (n = 10; P<0.01), te otpornickih Zzila visceralnog masnog tkiva (n =
12; P<0.001), pri gradijentu tlaka A60 i A100 cmH0, usporedujuéi ju s bazi¢nim odgovorom.

PEG-CAT znacajno smanjuje protokom potaknutu dilataciju otporni¢kih krvnih zila
potkoznog masnog tkiva pri gradijentu tlaka od A40,A60 i A100 cmH0, usporedujuéi ju s
bazi¢nim odgovorom (n = 8; P<0.01), ali nema ucinka kod otpornickih zila visceralnog

masnog tkiva.

SAT

| [ baziéni odgovor
17-ODYA

% maksimalne dilatacije
(2]
o
[l

10 20 40 60 100 PAP
gradijent tlaka (cmH,0)

* P<0.01

Rezultati su izrazeni kao srednja wijednost+tSEM
SAT - potkoZno masno tkivo

17-ODYA - 17-octadecynoic acid

PAP - papaverin
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Slika 11. Uéinak inhibicije metabolizma citokroma P450 na protokom potaknutu dilataciju
(FID) otpornickih arteriola potkoZnog masnog tkiva (SAT)

U prisutnosti inhibitora metabolizma citokroma P450, 17-ODYA, smanjena je protkom
potaknuta dilatacija otpornic¢kih zila potkoznog masnog tkiva, usporeduju¢i ju s bazi¢nim

odgovorom.
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10 20 40 60 100 PAP
gradijent tlaka (cmH,0)

* P<0.01

Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost+SEM
SAT - potkoZno masno tkivo

PEG-CAT - poli etileneglikol katalaza

PAP - papaverine

Slika 12. Uéinak polietilenglikol katalaze (PEG-CAT) na protokom potaknutu dilataciju
(FID) otpornickih arteriola potkoznog masnog tkiva (SAT)

U prisutnosti PEG-CAT, protokom potaknuta dilatacija otpornickih arteriola potkoznog
masnog tkiva znacajano je smanjena usporedujuéi ju s bazi¢nim odgovorom, pri gradijentu

tlaka A40, A60 i A100 cmH-0.
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VAT

120+ baziéni odgovor
100- 17-ODYA

80

60+

% maksimalne dilatacije

10 20 40 60 100 PAP
gradijent tlaka (cmH,0)

* P<0.001

Rezultati su izrazeni kao srednja wijednost+SEM
VAT - visceralno masno tkivo

17-ODYA - 17-octadecynoic acid

PAP - papaverin

Slika 13. U¢inak inhibicije metabolizma citokroma P450 na protokom potaknutu dilataciju
(FID) otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva (VAT)

U prisutnosti inhibitora metabolizma citokroma P450, 17-ODYA, smanjujna je protokom
potaknuta dilatacija otpornic¢kih Zzila visceralnom masnog tkiva usporedujuéi ju s baziénim

odgovorom, pri gradijentu tlaka A60 i A100 cmH;0.
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VAT
120

bazi¢ni odgovor
PEG-CAT

1004

% maksimalne dilatacije

10 20 40 60 100 PAP
gradijent tlaka (cmH,0)

* P<0.05

Rezultati su izraZzeni kao srednja wrijednost+SEM
VAT - visceralno masno tkivo

PEG-CAT - poli etileneglikol katalaza

PAP - papaverin

Slika 14. Uécinak polietilenglikol katalaze (PEG-CAT) na protokom potaknutu dilataciju
(FID) otpornickih arteriola visceralnog masnog tkiva (VAT)
H,0, sakuplja¢, PEG-CAT, nema ucinka na protokom potaknutu dilataciju otpornickih

arteriola visceralnog masnog tkiva.
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5.7. Odredivanje stani¢ne proizvodnje NO-a i H,O; u otporni¢kim arteriolama

potkoZnog i visceralnog masnog tkiva

U otporni¢kim arteriolama potkoznog i visceralnog masnog tkivao odredivana je
stani¢na proizvodnja NO-a i H;O; koristenjem fluorescentnog mikroskopa. Proizvodnja je
odredivana u odsutnosti i prisutnosti protoka (intraluminalni gradijent tlaka od 60 cm H,0), te

s i bez koristenja inhibitora NOS-a, L-NAME-a (10*M).

Proizvodnja NO-a je smanjena u otpornickim zilama visceralnog masnog tkiva
usporedujuéi ju s potkoznim u stanju bez protoka (n=6 u svakoj grupi, P<0.05). L-NAME
smanjuje proizvodnju NO-a u zilama pokoznog masnog tkiva (P<0.001 usporedujuéi bez L-
NAME-a) prije i nakon uspostavljanja intraluminalnog protoka. Ucinak L-NAME-a na

proizvodnju NO-a u krvnim zilama visceralnom masnog tkiva nije uocen.

A)

bez protoka uz protok

bazi¢ni odgovor L-NAME bazi¢ni odgovor L-NAME
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Slika 15. Proizvodnja dusSikovog oksid (NO) u otporni¢kim arteriolama visceralnog (VAT) i
potkoznog (SAT) masnog tkiva u prisutnosti i odsutnosti protoka, prije i nakon inkubacije s
L-NAME-om

Primjenom metode imunofluorescentne mikroskopije odredivana je stani¢na proizvodnja NO-
a. Proizvodnja NO-a je povecéana u otpornickim zilama potkoznog masnog tkiva u usporedbi s
zilama visceralnog masnog tkiva, u stanju bez intraluminalnog protoka. L-NAME smanjuje
proizvodnju NO-a u otporni¢kim zilama potkoznog masnog tkiva, ali ne i otporni¢kim zilama
visceralnog masnog tkiva (Slika 15A). Slika 15B prikazuje sazete podatke intenziteta
fluorescencije u otporni¢kim zilama potkoznog i visceralnog masnog tkiva. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost=SEM. *P<0.05 u odnosu na visceralno tkivo bez protoka.

"P<0.05 u odnosu na bazi¢ni odgovor bez L-NAME-a.
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Slike 16A i 16B prikazuju proizvodnju H,O; u otpornickim Zzilama visceralnog i
potkoznog masnog tkiva kod pretilih osoba koriste¢i metodu fluorescentne mikroskopije.
Proizvodnja je odredivana u odsutnosti i prisutnosti protoka kroz zilu (intraluminalni gradijent
tlaka od 60 cm H;0), s i bez koristenja sakupljaca H,O,, PEG-katalaze (PEG-CAT; 500
U/ml).

Za vrijeme intraluminalnog protoka, PEG-katalaza znacajno smanjuje DCF
fluorescenciju u rezistentnim krvnim zilama potkoznog masnog tkiva (P=0.04), ali ne i u
rezistentnim zilama visceralnog masnog tkiva (P=0.1). Nije zabiljezen znacajan ucinak

intraluminalnog protoka na proizvodnju H,O, u usporebi s bazi¢nim odgovorom (P=0.6).

A)

bez protoka uz protok

bazi¢ni odgovor PEG-CAT bazi¢ni odgovor PEG-CAT

VAT

SAT
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Slika 16. Proizvodnja vodikovog peroksida (H20,) u otporni¢kim arteriolama visceralnog
(VAT) i potkoznog (SAT) masnog tkiva u prisutnosti i odsutnosti protoka, prije i nakon
inkubacije s PEG-katalazom

Primjenom metode imunofluorescentne mikroskopije odredivana je stani¢na proizvodnja NO-
a 1 HyO,. U prisutnosti intraluminalnog protoka, PEG-katalaza znacajno smanjuje DCF
fluorescenciju otpornic¢kih zila potkoznog masnog kiva, ali ne i1 otpornickih Zzila visceralnog
masnog tkiva. Nije pronaden ucinak intraluminalnog protoka na proizvodnju H,O;
usporeduju¢i ga s baziénim odgovorom. PEG-katalaza nije mijenjala DCF fluorescenciju
bazi¢nog odgovora. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost=SEM. "P<0.05 u odnosu na
bazi¢an odgovor bez PEG-CAT (Slika 16A). Slika 16B prikazuje sazete podatke prikazujuci
intenzitet fluorescencije u otpornickim zilama potkoZznog i visceralnog masnog tkiva.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost+SEM. *P<0.05 u odnosu na visceralno tkivo bez

protoka. "P<0.01 u odnosu na bazi¢ni odgovor bez PEG-katalaze.
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5.8. O endotelu neovisna dilatacija otpornickih arteriola potkoZnog (SAT) i visceralnog
(VAT) masnog tkiva u odgovoru na natrijev nitroprusid (SNP)

Slika 17 prikazuje krivulju odgovora otpornickih zila potkoznog i visceralnog masnog
tkiva na pojedine doze o endotelu neovisnog, izravnog donora NO-a, natrijevog nitroprusida
(SNP). Vazodilatacija u odgovoru na SNP je ocuvana kod otpornickih zila i potkoznog i
visceralnog mansog tkiva, i medu njma nema znacajne razlike u odgovoru (n=10 u obje

skupine).
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20+

% maksimalne dilatacije
(o2}
P

10° 10 107 10® 10° 10* PAP
SNP (M)

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost=SEM
SAT - potkoZno masno tkivo

VAT - visceralno masno tkivo

SNP - natrijev nitroprusid

PAP - papaverin

Slika 17. O endotelu neovisna dilatacija otpornickih arteriola potkoinog (SAT) i
visceralnog (VAT) masnog tkiva u odgovoru na natrijev nitroprusid (SNP)
Otpornicke Zile potkoZnog 1 visceralnog masnog tkiva dilatiraju se na SNP, izraZavaju

endotel-neovisnu dilataciju, te medu njima nema statisti¢ki znacajne razlike.
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6. RASPRAVA

Glavni rezultati ovog istrazivanju su da 1) otpornicke krvne zile visceralnog masnog
tkiva pokazuju smanjenu osjetljivost na o endotelu ovisne podrazaje poput protoka ili
acetilkolina, usporedujuéi ih s otporni¢kim zilama potkoznog masnog tkiva kod morbidno
pretilih Zena; 2) L-NAME, INDO i PEG-CAT smanjuju protokom potaknu dilataciju
otporni¢kih Zila potkoznog masnog tkiva, ali ne i otpornickih zila visceralnog masnog tkiva
pretilih Zena; 3) inhibitor metabolizma citokroma P450, 17-ODYA, smanjuje protkom
potaknutu dilataciju otpornicki zila i potkoznog i visceralnog masnog tkiva; 4) bazi¢na i
protkom potaknuta proizvodnja NO-a je smanjena u otporni¢kim zilama visceralnog masnog
tkiva usporedujuci s otpornickim Zilama potkoznog masnog tkiva; i 5) o endotelu neovisna
dilatacija ocuvana je 1 priblizno jednaka u otpornicki arteriolama potkoznog i visceralnog

masnog tkiva §to je dokaz da su sve dobivene promjene na razini endotela.

Ovo je prva studija iz podrucja ljudske pretilosti koja pokazuje smanjenu
vazodilatornu osjetljivost na protok visceralnog masnog tkiva u odnosu na potkozno masno
tkivo. Prema naSim saznanjima, ovo je prva studija koja pokazuje da je, osim vaskularnog
odgovora arteriola na acetilkolin, vaskularni odgovor visceralnog masnog tkiva na protok
takoder smanjen u odnosu na potkozno masno tkivo kod pretilih osoba. Rezultati naSe studije
konzistentni su s ranijim spoznajama endotelne disfunkcije u stanjima pretilosti
(101,165,173,185,189). Kako bismo isklju¢ili moguce nusnalaze, u nase istrazivanje bile su
ukljucene pretile Zene bez povijesti postojanja dijabetesa te akutne ili kroni¢ne upalne bolesti,
osim pretilosti. Nadalje, ve¢ina naSih ispitanica bile su normotenzivne te urednih nalaza
lipida. Dakle, vaskularne promjene nadene u ovoj studiji isticu jedinstven utjecaj teSke

pretilosti per se na vaskularnu reaktivnost krvnih zila.

6.1. Odnos visceralnog masnog tkiva i endotelne disfunkcije

Prevalencija pretilosti je u neprestanom porastu u svim dobnim skupinama Sirom
svijeta (112). Pretilost predstavlja neovisan rizi¢ni ¢imbenik kardiovaskularnih bolesti (114),
iako mehanizmi koji povezuju pretilost s rizikom nastanka kardiovaskularnih bolesti jo§
uvijek nisu u potpunosti jasni. Nedavna istrazivanja ukazuju na to da je nakupljanje masnog
tkiva, koje se 1 dogada u pretilosti, karakterizirano stalno prisutnom kroni¢nom upalom niskog

stupnja kao i izlu¢ivanjem upalnih citokina i kemokina (113). Posrednici povezani S
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kroni¢nom upalom imaju kljuénu ulogu u patogenezi ateroskleroze (114), pa bi tako upala
prisutna u masnom tkivu mogla biti poveznica izmedu pretilosti i kardiovaskularnih bolesti.
Masno je tkivo predlozeno kao izvor endokrine i parakrine modulacije vaskularne funkcije u
pretilosti i stoga bi krvne zile masnog tkiva mogle sluziti kao "strazari" izmijenjene endotelne
funkcije uzrokovane kroni¢nom upalom niskog stupnja (176,177). Kod pretilih osoba
endotelna disfunkcija dovodi do neravnoteze izmedu vazodilatacije i vazokonstrikcije u korist
vazokonstrikcije. Medutim, u pretilosti se ¢ini da postoji sveopée oStecenje endotelne
funkcije, kako u velikim krvnim zilama, tako i u mikrovaskulaturi (176). Pokazano je da
poviSena razina cirkuliraju¢ih slobodnih masnih kiselina 1 upalnih posrednika oStecuje
aktivaciju eNOS-a i na taj na¢in smanjuje proizodnju NO-a i 0 NO-u ovisnu vazodilataciju
(177,188).

Osim strukturnih promjena, ¢ini se da mjesto skladista masnog tkiva ima klju¢nu
ulogu u tezini metabolickog oSte¢enja. Visceralno se masno tkivo obi¢no smatra najaktivnijim
skladiStem masnog tkiva koji potice sistemsku upalu u stanjima pretilosti (161) i stoga je uze
povezano s nastankom kardiovaskularnih bolesti nego ukupno tjelesno masno tkivo
(162,163). Nedavne studije koje istrazuju povezanost izmedu pretilosti i vaskularne funkcije
pokazuju da je visceralno masno tkivo povezano s oSteCenjem endotelne funkcije i
povecanom kruto$c¢u velikih arterija (166, 193). U ovom istrazivanju masnog tkiva morbidno
pretilih zena pokazali smo kako ljudske arteriole izolirane iz visceralnog masnog tkiva
omentuma imaju o$teenu o endotelu ovisnu dilataciju u usporedbi s krvnim Zzilama
potkoznog masnog tkiva (Slike 1 i 2). Romero-Corral i suradnici su pokazali da je i umjerena
koli¢ina masnog tkiva dobivena od zdravih osoba normalne tjelesne tezine povezana S
endotelnom disfunkcijom i za to je odgovorna povecana koli¢ina visceralnog masnog tkiva
(163). Sukladno s nasom studijom, prethodne studije pokazuju oStecenje 0 endotelu ovisne
acetilkolinom potaknute, vazodilatacije arteriola visceralnog masnog tkiva, usporedujuci ju s
potkoznim (189). Neke druge studije pokazuju da proupalno stanje i pridruzeni oksidativni
stres, koji prate debljinu, mijenjaju vaskularnu funkciju naruSavajuéi ravnotezu izmedu
vazokonstriktornih i vazodilatornih posrednika (194). Kako bi se razjasnila moguca
jedinstvena uloga razli¢itih skladista masnog tkiva kod pretilih osoba, potkoznog i
visceralnog, nastojali smo odrediti mehanizme protokom i acetilkolinom potaknute dilatacije

u ta dva razli¢ita skladiSta masnog tkiva u pretilosti.
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6.2. Mehanizmi vazodilatacije u masnom tkivu

Struktura endotelnih stanica, kao i njihov funkcionalni integritet, su vazni u
odrzavanju zida krvne zile i njegove funkcije, $to ukazuje na to da endotel nikako nije inertan.
Endotelne su stanice vrlo dinami¢ne i imaju metabolicku i sintetsku ulogu (2,4). Rezultati
nase studije pokazuju da je protokom posredovana (shear stressom potaknuta) i acetilkolinom
posredovana vazodilatacija postoje¢a u mikrovaskulaturi pretilih zena. Kada su arteriole
dobivene iz bioptata masnog tkiva pretilih Zena podvrgnute progresivnom povecanju protoka,
doslo je do povecanja promjera krvnih Zila, koje je o€ito izravno povezano s protokom. Ovaj
je odgovor, kao i onaj potaknut acetilkolinom, ovisan o postojanosti integriteta endotela
mikrovaskulature; kada se ukloni endotel, protokom i acetilkolinom posredovana
vazodilatacija nestaje (76,92). Prethodne su studije pokazale da porast protoka kroz zile potice
o endotelu ovisnu dilataciju velikih provodnickih arterija (44,77). Rezultati nase studije
pruzaju izravne dokaze da protokom posredovan porast zilnog stresa takoder potice o
endotelu ovisnu vazodilataciju u ljudskoj mikrovaskulaturi. S obzirom na to da krvne Zzile
odreduju vaskularnu otpornost i1 time utjeu na protok krvi, ovaj fenomen moze imati
fiziolosku vaznost za regulaciju lokalne prokrvljenosti i odrzavanje sistemskog vaskularnog
tonusa.

S obzirom na njihovu lokaciju endotelne su stanice stalno izloZene vrlo promjenjivom
okoliSu 1 odgovaraju, ne samo na humoralne ¢imbenike u cirkulaciji, ve¢ 1 na mehanicke
uvjete uzokovane krvnim protokom i sr¢anim ciklusom. Hemodinamski uvjeti unutar krvne
zile dovode do nastanka povrSinskog naprezanja u blizini stijenke krvne zile; cirkumferentni
pritisak zbog promjenljivog tlaka unutar Zile i sila smicanja zbog protoka krvi. Sila smicanja
predstavlja silu po jedinici povrSine koju stvara tangencijalna sila protoka krvi na endotelne
stanice. Dolazi do poticanja pretvorbe mehanicke sile u biokemijski odgovor, aktivacije
prijenosa signala i o endotelu ovisne genske i proteinske ekspresije koja odreduje fenotip
endotelne stanice (25). Endotel je vrlo dinamiéno tkivo koje ima kljuénu ulogu u vaskularnoj
funkciji 1 odrzavanju vaskularnog zdravlja. Njegove glavne uloge uklju¢uju odrzavanje
protoka krvi i njene fluidnosti, kontrolu nad koagulacijom i upalnim odgovorima, te
regulaciju vaskularnog tonusa (2,4). Zbog toga $to endotelna regulacija vaskularnog tonusa
podrazumijeva otpustanje nekoliko posrednika (2), vrlo je vazno odrediti koji od njih

posreduje stvaran odgovor.
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6.2.1. Uloga metabolita arahidonske kiseline u vaskularnom odgovoru krvnih Zila

masnog tkiva

NO se neprekinuto proizvodi i otpusta iz endotelnih stanica kako bi uzrokovao
vazodilataciju podrazujuci gvanilat ciklazu u miSi¢énim stanicama stijenke krvnih zila (20-23).
S obzirom na znacaj NO-a u odrzavanju tonusa krvnih zila (19), pretpostavili smo da je ova
molekula takoder odgovorna i za protokom posredovanu vazodilataciju u ljudskoj
mikrovaskulaturi i naSa opaZanja ukazuju na to da je NO doista uveliko odgovoran za
dilataciju malih krvnih Zila potaknutu Zilnim stresom. Inkubacija krvne zile s L-NAME-om
(antagonistom NO sintetaze) znacajno slabi protokom posredovanu dilataciju (Slike 3 i 4).
Ovi su rezultati u skladu s dobivenima u istrazivanjima na animalnim modelima krvnih zila

(71) i rezultatima in vivo istrazivanja velikih provodnih ljudskih aretrija (44).

Moguce je da se kod pretilosti dogadaju i promjene u vaskularnoj proizvodnji
prostaglandina. Endotelna proizvodnja superoksidnog aniona doprinosi povecanju ekspresije
COX-a (195). Vezu izmedu NO-a i metabolita COX-a su predlozili Salvemini i njegovi
suradnici kada su pokazali kako je povecano otpustanje prostaglandina bilo ovisno o NO-u
(196). Metabolitni put ciklooksigenaza moze biti pojacano regulirana nakon neprekidne
inhibicije NOS-a (197,198), sto ukazuje na to da bi PGl, mogao nadoknaditi manjak NO-a.
Rezultati naSe studije pokazuju da metaboliti COX-a sudjeluju u mehanizmima protokom i

acetilkolinom potaknute dilatacije (Slike 3 i 6) u otpornickim zilama potkoznog masnog tkiva.

Povecanje protoka i posljedicno povecanje sile Zilnog stresa na endotelne stanice,
povecava ekspresiju i aktivnost eNOS-a, odnosno otpustanje EDRF-a/NO-a (22). Fizioloski,
zilni stres ima kljuénu ulogu u odrZzavanju vaskularnog tonusa i vaskularnoj homeostazi te
doprinosi odrzavanju tkivne perfuzije i vaskularnog integriteta. Posrednici protokom
potaknute dilatacije ovise o vrsti krvne zile, no uglavnom ukljucuju otpustanje NO-a, PGl;
i/ili EDHF, koji su uglavnom derivati arahidnoske kiseline ili su neki od ROS-a (79-82). U
svojoj su studiji Phillips i suradnici dokazali da je odgovor visceralnog masnog tkiva na
protok ovisan o NOS-u (79), i to je ujedno prva studija koja pokazuje NO-om posredovanu
protokom potaknutu dilataciju u izoliranoj mikrocirkulaciji masnog tkiva. Medutim,
mehanizam protokom potaknute dilatacije jo$ nije bio istrazivan u krvnim Zzilama masnog
tkiva pretilih osoba. U nasoj smo studiji pokazali da je vazodilatorna osjetljivost na protok

smanjena u otpornickim zilama visceralnog masnog tkiva usporeduju¢i ju s potkoznim
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masnim tkivom, kao i da je taj mehanizam vazodilatacije krvnih zila potkoznog (ali ne i

visceralnog) masnog tkiva uglavnom ovisan o0 NO-u kod pretilih Zena.

6.2.2. Uloga slobodnih kisikovih radikala u vaskularnom odgovoru krvnih Zila masnog

tkiva

Studije na animalnim modelima su izvijestile kako je doprinos NO-a u mehanizmu
protokom potaknute dilatacije smanjen kako se povecava oksidativni stres u uvjetima
postojanja rizi¢nih C¢imbenika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, kao $to su
hiperkolesterolemija (78) i hipertenzija (73). Humana in vivo i in vitro istrazivanja su
pokazala kako c¢imbenici relaksacije, osim NO-a, kompenziraju odrZavanje protokom
potaknute dilatacije u uvjetima smanjene dostupnosti NO-a (76). Rezultati nase studije
pokazuju kako H,O; sudjeluje u mehanizmima acetilkolinom i protokom potaknute dilatacije
otporni¢kih zila potkoZznog masnog tkiva (Slike 9 i 12), dok metaboliti citokroma P450
djelomi¢no doprinose mehanizmima protokom potaknute dilatacije otpornickih zila i

potkoznog i visceralnog masnog tkiva (Slike 11 i 13).

Izmijenjan protokom potaknuta dilatacija znak je razvoja kardiovaskularnih bolesti i
pocetni je korak u nastanku kardiovaskularnih komplikacija (77). Nedavni dokazi isti¢u
slozenu ulogu ROS-a u regulaciji vaskularnog tonusa kod bolesti. H,O, moze djelovati kao
vazodilator i/ili vazokonstriktor ovisno o krvnoj zili, vrsti koja se ispituje te uvjetima pokusa.
H,0, ubrzava otpuStanje NO-a i aktiviranje solubilne gvanilat ciklaze te posljedi¢no
opustanje glatkog miSic¢ja. Ovaj proces je u potpunosti ovisan o endotelu i posredovan je NO-
om. Vazokonstriktorni mehanizam H,0, mozZe ukljuéiti aktivaciju fosfolipaze A, i fosfolipaze
C, COX-a, tirozin kinaze, te puteve sinteze tromboksana A,. Kardiovaskularne bolesti
smanjuju biodostupnost NO-a povecavaju¢i stvaranje slobodnih kisikovoh radikala.
Naprimjer, kod Zivotinja su kardiovaskularne bolesti udruzene s osteenim protokom
potaknutim otpustanjem NO-a zbog stvaranja ROS-a (199). Suprotno, u stanjima koronarne
arterijske bolesti alternativni dilatorni mehanizmi, ukljucuju¢i vaskularnu proizvodnju H,O,
zamjenjuju mehanizme vaskularne relaksacije posredovane NO-om u cirkulaciji masnog tkiva
(79).

Dok su stanja bolesti, kao §to je pretilost, udruzena s kardiovaskularnim rizikom koji
smanjuje 0 NO-u ovisnu vazodiltaciju povecavajuci proizvodnju ROS-a, drugi dokazi

pokazuju da se kod bolesti neki drugi endotelni posrednici dilatacije otpustaju i nadoknaduju
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manjak NO-a za vrijeme protokom i agonistom potaknte aktivacije endotela (79,81). Drugi
pak dokazi naglasavaju da ROS, poput H,O, mogu djelovati vazodilatacijski u fizioloskim,
ali i patoloskim, uvjetima (200,201). Virdis i suradnici su izvijestili kako sakupljaé
superokisidnih radikala, tempol, povecava acetilkolinom potaknutu dilataciju u visceralnom
masnom tkivu kod pretilih bolesnika (202). Matoba i suradnici su pokazali da je H,O;glavni
¢imbenik dilatacije koji se otpusta iz endotela svinjskih koronarnih krvnih zila (203).
Koronarne krvne zile takoder proizvode H;O, koji doprinosi dilataciji koronarnih arterija
(81). Sukladno ovim studijama, rezultati nase studije pokazuju da PEG-katalaza smanjuje
protokom potaknutu dilataciju i proizvodnju H,O, (Slike 12 16) za vrijeme protoka u
otpornickim Zzilama potkoznog masnog tkiva, predlazu¢i da H;O, moze doprinijeti

dilatacijskoj funkciji kod pretilih osoba.

Ranije studije ukazuju na to da je vaskularna disfunkcija za vrijeme pretilosti
povezana s poveCanim stvaranjem vaskularnog ROS-a i s upalom (178, 193), koji imaju
klju¢nu ulogu u patogenezi ateroskleroze. Studije ukazuju da je nakupljanje visceralnog
masnog tkiva izrazito povezano s kardiovaskularnim rizi¢nim ¢imbenicima i endotelnom
disfukcijom viSe nego nakupljanje potkoznog masnog tkiva. S obzirom na to da je visceralni
tip pretilosti znacajan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj kardiovaskularnih bolesti, endotelna

disfunkcija u masnom tkivu mogla bi biti rani znak bolesti (193).

Matoba i suradnici su prvi predlozili vodikov peroksid kao EDHF, kada su pokazali da
katalaza, sakuplja¢ H,O,, inhibira vazodilataciju i hiperpolarizaciju u odgovoru na acetilkolin
u mi§jim mezenterijskim arterijama (201). Patoloska proizvodnja ROS-a, ukljucuju¢i H,O5, je
opisana U oboljelim zilama (79). U odsustvu patoloskih uvjeta acetilkolin potice
vazodilataciju otpustaju¢i NO iz endotela (204,205). Dilatacija krvnih zila, kao odgovor na
acetilkolin iz visceralnog masnog tkiva, smanjena je u odnosu na potkozno masno tkivo,
pokazujuci da je fizioloski (protok) i farmakoloski poticaj NOS-a izmijenjen u visceralnom
masnom tkivu. Zanimljivo, mehanizmi dilatacije na acetilkolin krvnih Zila potkoZnog i
visceralnog masnog tkiva sli¢ni su onima na protok, a o istome je izvijesila i Farb (189). U
naSem istrazivanju, nismo pronasli dodatni u¢inak indometacina ili katalaze na acetilkolinom
potaknutu dilataciju visceralnog masnog tkiva (Slike 8 1 10), $to je suprotno ranijim
izvjestajima u kojima indometacin poboljsava dilataciju u visceralnom masnom tkivu (190).
lako rezultati ranijih studija pokazuju jace smanjenje acetilkolinom potaknute dilatcije

visceralnog masnog tkiva nego nasi rezultati, moguce je da spomenuta razlika moZe nastati
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zbog razlika u tezini pridruzenih komorbiditeta, jer naSe ispitanice nisu imale dijabetes niti
dislipidemiju. Potrebne su daljnje studije koje bi odredile ima li stupanj bolesti utjecaj na
spomenute razlike kao i utjecaj pretilosti pridruZzenih komorbiditeta na osjetljivost arteriola

na o endotelu ovisne podrazaje u masnom tkivu.

Dobro je poznato kako endotel ima vznu ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa
proizvodeci i otpustajuc¢i nekoliko posrednika vazodilatcije, uklju¢ujué¢i NO, PGI, i EDHF.
Siroko je prihvaéeno da EDHF imaju vaznu ulogu u oblikovanju vazomotornog tonusa,
posebice u mikrocirkulaciji (11-13). Studije (53-55) su opisale vazodilataciju koja je neovisna
0 NO i PGl,, a moze se oslabiti inhibitorima citkoroma P450. Inhibitori NOS-a povecavaju
doprinos metabolita citkroma P450 vazodilataciji (206), predlazu¢i ulogu EDHF-a kao
kompenzatorni mehanizam kada je proizvodnja NO-a oste¢ena u pretilosti. S obzirom na to da
indometacin, 17-ODYA, i katalaza smanjuju protkom potaknutu dilataciju u potkoZznom
masnom tkivu (Slike 3, 11 i 12), takoder je moguce da su metaboliti citokroma P450 i COX
enzimi izori ROS-a, kao §to je H,O, u ovome tkivu (207). Uzeti zajedno, naSi rezultati
ukazuju da endotelni dilatorni posrednici osim NO-a (npr. H,O, i metaboliti citokroma P450)
mogu doprinijeti protkom potaknutoj dilataciji potkoznog masnog tkiva u pretilosti. Suprotno
potkoznom masnom tkivu, 17-ODYA, ali ne i katalaza, smanjuje preostalu protkom
potaknutu dilataciju u visceralnom masnom tkivu (Slike 13 i 14). Ovi rezultati ukazuju na to
da je put metabolizma citkroma P450 djelomi¢no odgovoran za vazodilataciju u otpornickim
zilama visceralnog masnog tkiva, kada drugi putevi vazodilatacije ne doprinose protokom
potaknutoj dilataciji. Prethodne studije o koronarnoj cirkulaciji su izvijestile kako su
vazodilatorni metaboliti citkroma P450 prisutni u koronarnoj bolesti, kada je smanjena
vazodilatacija posredovana duSikovim oksidom (81). Dakle, moguce je da su metaboliti
citokroma P450 odgovorni za vazodilataciju u masnom tkivu ¢uvani za vrijeme bolesti u

prisutnosti (SAT) i odsutnosti (VAT) vazodilatacije posredovane dusikovim oksidom.

Nase spoznaje da je NO smanjen u visceralnom masnom tkivu usporedujuci ga S
potkoznim potvrdene su odredivanjem proizvodnje NO-a u vaskularnom zidu. Iako tocan
mehanizam ove specifi¢ne razlike u proizvodnji NO-a izmedu potkoznom 1 visceralnog
masnog tkiva nije poznat, proizvodnja ROS-a, odnosno H,O, je bila povecana u visceralnom
masnom tkivu u usporedbi s potkoznim masnim tkivom (Slika 16). Moguce je da su upalni
citokini odgovorni za stvaranje ROS-a povecani u visceralnom masnom tkivu u usporedbi s

potkoznim masnim tkivom (191).

54



6.3. Ogranicenja studije

Ova studija ima nekoliko ogranic¢enja. Prvo, studija je ograni¢ena na skupinu mladih,
morbidno pretilih (ITM >40 kg/m?) Zena §to ograniava generaliziranje dobivenih rezultata.
Potrebne su daljnje studije koje bi istrazile moguce razlike u vaskularnoj reaktivnosti izmedu
muskaraca i Zzena. Drugo, uzorak tkiva dobiven je biopsijom potkoznog i visceralnog masnog
tkiva za vrijeme planirane barijatrijske operacije pretilosti i nije bilo moguée prikupiti
fizioloske podatke nakon gubitka tjelesne mase. U studiju je bilo tesko ukljuciti Zene prema
fazi njihovog menstrualnog ciklusa, koja bi mogla imati utjecaj na endotelnu funkciju u ovoj
populaciji ispitanica. Medutim, iz studije smo iskljucili bolesnike s nusnalazima koji bi mogli
mijenjati mehanizme ili veli¢inu vazodilatacije neovisno o pretilosti (npr. kardiovaskularne
bolesti ili dijabetes). Oc¢ekujemo da ¢emo u buduénosti utvrditi u¢inak umjerenog stupnja
pretilosti kao 1 u¢inak mrsavljenja na vaskularnu funkciju u masnom tkivu.

Bazi¢ni promjer bio je razli€it izmedu otporni€kih Zila potkoZnog i visceralnog masnog tkiva,
Sto bi moglo utjecati na veli¢inu dilatacije kao odgovor na vazodilatorni poticaj. Medutim,
kada se protkom potaknuta dilatacija usporedi u podskupini uzoraka sli¢nih bazi¢nih promjera

u oba masna tkiva, veli€ina dilatacije bila je sli¢na odgovoru cijele grupe.

6.4. Klini¢ki znacaj studije

Pretilost je glavni ¢imbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih i metaboli¢kih bolesti
(114) i endotelna disfunkcija u visceralnom masnom tkivu mogla bi biti pocetni korak u
nastanku kardiovaskularnin komplikacija. Brojne studije pokazuju da je vaskularna
disfunkcija za vrijeme pretilosti povezana s pove¢anim stvaranjem ROS-a i upalom, Koji
imaju klju¢nu ulogu u patogenezi ateroskleroze (178,208). Kod ljudi s velikom koli¢inom
visceralnog masnog tkiva dolazi dio postprandijalnog nakupljanja masti i peroksidacije (193),
uc¢inak koji bi mogao biti povezan s razlikama otpustanja upalnih citokina iz razli¢itih depoa
masnog tkiva (209). NO smanjuje lipolizu u adipocitima (210) i to bi moglo predstavljati
vaznu autoregulacijskupoveznicu izmedu postprandijalnog protoka krvi, kada krvni protok
(potaknut proizvodnjom NO-a) moze povecati iskoristivost hranidbenih supstrata, odlaganje
glukoze i ekstrakciju triglicerida. S druge strane, perivaskularno bi masno tkivo moglo biti vio
vazan modulator vazodilatacijskog mehanizma ovisnog o endotelu, npr. ranije su studije
pronasle kako perivaskularno masno tkivo moze poboljsati vazodilataciju i biodostupnost

NO-a (211). Buduce bi studije trebale utvrditi bi li antikontrakcijski uc¢inak perivaskularnog
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masnog tkiva mogao biti odgovoran za razliku u protokm potaknutoj dilataciji izmedu
potkoznog i visceralnog masnog tkiva i povezanost visceralnog masnog tkiva kod morbidno
pretilih osoba s pove¢anim kardiovaskularnim rizikom. Tako protokom izmijenjena
proizvodnja NO-a, ili drugih vazodilatornih metabolita u visceralnom masnom tkivu, moze
predstavljati poveznicu izmedu pretilosti, nakupljanja masnog tkiva, metabolizma i rizika za
razvoj kardiovaskularnih bolesti, te takoder moZe biti prognosticki ¢imbenik za buduce

kardiovaskularne dogadaje.
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7. ZAKLJUCCI

U ljudskoj je pretilosti vazodilatorna osjetljivost na protok otpornickih arteriola
visceralnog masnog tkiva smanjena u usporedbi s otpornickim arteriolama
potkoznog masnog tkiva

U ljudskoj je pretilosti vaskularni odgovor otporni¢kih arteriola visceralnog
masnog tkiva na acetilkolin smanjen u odnosu na otporni¢ke arteriole potkoznog
masnog tkiva

Kod morbidno pretilih zena endotelna disfunkcija dovodi do neuravnoteZenosti
izmedu vazodilatornih 1 vazokonstrikcijskih endotelnih posrednika, u korist
vazokonstrikcije

Dusikov oksid je u velikoj mjeri odgovoran za o endotelu ovisnu, protokom i
acetilkolinom potaknutu, vazodilataciju otpornic¢kih arteriola potkoznog masnog
tkiva (ali ne 1 otporni¢kih arteriola visceralnog masnog tkiva), buduc¢i da
inkubacija s inhibitorom NO sintetaze, L-NAME-om, smanjuje dilataciju tih zila
Ciklooksigenazni metaboliti arahidonske kiseline kod pretilih su Zena uklju¢eni u
mehanizam protokom i acetilkolinom potaknute dilatacije otpornickih arteriola
potkoznog masnog tkiva, dok kod visceralnog masnog tkiva nemaju ucinak na
dilataciju Zila

H,0, sudjeluje u mehanizmima protkom i acetilkolinom potaknute dilatacije
otporni¢kih arteriola potkoznog masnog tkiva, dok metaboliti citkroma P450
djelomi¢no doprinose mehanizmima protokom potaknute dilatacije otpornickih
arteriola 1 potkoznog i visceralnog masnog tkiva

U ljudskoj pretilosti bi mehanizam vazodilatacije otpornickih arteriola potkoZznog
masnog tkiva, kao odgovor na protok i acetilkolin, mogao ukljucivati NO, PGs i/ili
EDHF te ROS, dok je najvazniji posrednik u zilama visceralnog masnog tkiva

metabolit citkroma P450
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8. SAZETAK

Kljucne rijeci: izolirane rezistentne krvne zile, endotel, protokom posredovana
vazodilatacija, acetilkolin, metabolizam arahidonske kiseline, potkozno masno tkivo,

visceralno masno tkivo

Cilj: Glavni su ciljevi ovog istrazivanja bili 1) testirati hipotezu da je mikrovaskularna
osjetljivost na protokom (FID), kao i acetilkolinom (AChID), posredovanu dilataciju
smanjena u krvnim Zilama visceralnog (VAT) masnog tkiva u usporedbi s potkoznim (SAT);
2) istraziti mehanizme koji doprinose smanjenoj protokom posredovanoj vazodilataciji

ljudskih krvnih zila potkoznog i visceralnog masnog tkiva u pretilosti.

Metode: Krvne zile izolirane su iz bioptata potkoznog i visceralnog masnog tkiva pretilih
zena (N=53) te su kanulirane na staklene mikropipete u sustavu za mjerenje vaskularne
reaktivnosti. Mjerene su promjene promjera krvne zile u odgovoru na povecanje protoka
(gradijent tlaka 10-100 cmH.0), te odgovoru na acetilkolin (ACh, 10°-10* M). Mijeren je
bazi¢ni odgovor zila, te u prisutnosti inhibitora dusik-oksid sintetaze, N*-nitro-L-arginin
metil ester (L-NAME, 10™* M); indometacina, inhibitora ciklooksigenaze (INDO; 10°M);
katalaze, koja ukljanja H,O, (PEG-CAT; 500 U/ml); i u prisutnosti neselektivnog ihhibitora
citokroma P450, 17-octadecynoic acid (17-ODYA; 10° M). Takoder, fluorescentnim je
mikroskopom mjereno stvaranje dusSikovog oksida (NO) i vodikovog peroksida (H2O;) u

krvnim zilama, prije i nakon povecanja protoka kroz zilu.

Rezultati: Otporni¢ke krvne zile VAT su manje osjetljive na povecanje protoka ili
koncentracije acetilkolina u odnosu na one iz SAT. L-NAME, kao i INDO, znacajno smanjuju
FID potkoznih krvnih Zila, dok dodani zajedno nemaju ja¢i u¢inak na dilataciju. L-NAME ili
INDO pojedina¢no nemaju u¢inak na FID visceralnih krvnih Zila, ali zajednicki u¢inak im je
znaCajan pri viSim protocima. 17-ODYA djelomi¢no smanjuje FID u krvnim zilama
potkoznog, ali i visceralnog masnog tkiva usporedujuci ju s bazi¢nim odgovorom. PEG-CAT
smanjuje FID zila potkoznog masnog tkiva, ali ne utjece na Zzile visceralnog.

L-NAME, INDO i PEG-CAT znacajno smanjuju AChID potkoznih krvnih zila, ali nemaju

uéinak u visceralnim Zilama.

58



U stanju bez protoka, proizvodnja NO-a je poveéana u SAT usporedujuci ju s VAT. L-NAME
u SAT smanjuje proizvodnju NO-a. U prisutnosti intraluminalnog protoka, proizvodnja NO-a
je povecana i u SAT 1 VAT, a L-NAME smanjuje NO proizvodnju u SAT. Takoder, za
vrijeme protoka, PEG-CAT znacajno smanjuje DCF florescenciju u SAT, ali ne i u VAT.

Zakljucak: U pretilosti su krvne Zile visceralnog masnog tkiva manje osjetljive na povecanje
protoka i protkom posredovane proizvodnje NO-a, usporeduju¢i ih s krvnim Zilama
potkoznog masnog tkiva. Protokom potaknuta vaskularna reaktivnost otpornic¢kih arteriola

potkoznog i visceralnog masnog tkiva posredovana je razli¢itim regulacijskim mehanizmima.
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9. SUMMARY

MICROVASCULAR REACTIVITY OF SUBCUTANEOUS AND VISCERAL
ADIPOSE TISSUE IN HUMAN OBESITY

Key words: human isolated resistance arteries, endothelium, flow-induced dilation,
acetylcholine, vasodilation, metabolism of arachidonic acid, subcutaneous adipose tissue,

visceral adipose tissue

Objective: The primary goals of the present study were to 1) test the hypothesis that
microvascular flow-induced dilation (FID) and acetylcholine-induced dilation (AChID) are
impaired in visceral (VAT) compared to subcutaneous adipose tissue (SAT) in obese patients
and 2) determine the mechanisms contributing to reduced vasodilator sensitivity to flow in

human visceral and subcutaneous adipose tissue arterioles in human obesity.

Methods: Vessels from 53 morbidly obese women (BMI>40 kg/m2) were collected from
SAT and VAT biopsies and were cannulated for vascular reactivity measurements in response
to flow (pressure gradients of 10-100 cmH,0) and in response to acetylcholine (ACh, 10°-10°
* M). Flow- and acetylcholine- mediated vasodilation was observed in the presence and
absence of nitric oxide synthase (NOS) inhibitor N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
10* M), cyclooxygenase inhibitor indomethacin (INDO; 10°M), the H,O, scavenger poly
ethyleneglycol catalase (PEG-CAT; 500 U/ml), and non selective cytochrome P450 pathway
inhibitor 17-octadecynoic acid (17-ODYA; 10®° M).Also, nitric oxide (NO) and hydrogen
peroxide (H20,) generation in arterioles was detected with fluorescence microscopy, in the

presence and absence of flow.

Results: Dilator responses of VAT resistance arteries were less sensitive to increase flow, but
also to ACh compared to SAT vessels. L-NAME significantly reduced FID in SAT
microvessels. INDO reduced FID in SAT microvessels too, but had no additional effect in the
presence of L-NAME. There was no effect of L-NAME or INDO alone on FID of VAT
microvessels, but addition of L-NAME to INDO reduced FID at higher flow rates. The
presence of 17-ODYA partially reduced FID of microvessels from both SAT and VAT,
compared to baseline. PEG-CAT reduced FID of SAT microvessels, but had no effect on

resistance arteries from VAT.
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There was a significant reduction in AChID in arterioles from SAT in the presence of L-
NAME, INDO and PEG-CAT , but had no effect in microvessels from VAT.

In the assence of intraluminal flow, NO production was increased in vessels from SAT
compared to VAT, and presence of L-NAME reduced NO production in vessels from SAT,
but not in vessels from VAT. In the presence of intraluminal flow, NO production was
increased in both SAT and VAT microvessels, and was reduced in SAT by NOS inhibition
with L-NAME. During flow PEG-CAT significantly reduced DCF fluorescence in SAT but
not in VAT.

Conclusion: During obesity, arterioles of visceral fat are less sensitive to flow-induced
dilation and flow-induced NO generation compared to arterioles of subcutaneous adipose
tissue. Microvascular reactivity to flow is mediated by different regulatory mechanisms in

visceral and subcutaneous fat.
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1) 3rd Stroke Prevention in Atrial Fibrillation (SPAF) Academy. Croatian Cardiology
Society. 11.-14.04.2013. Osijek, Hrvatska.

2) Pre-Congress Cymposium: Kidneys, metabolism, environment and sympathetic tone
in hypertension. Investigator generated staellite symposia ESH 2013. 10.-12.06.2013.
Zagreb, Hrvatska.
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Clinic Lectures in Translational Medicine. International Society for Applied
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Clanstvo u znanstvenim drustvima i udrugama:

1. Hrvatsko drustvo fiziologa
2. Hrvatsko drustvo za hipertenziju
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