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1.UVOD I SVRHA RADA

1.1. Uvod

Prema posljednjim klasifikacijskim kriterijima Europskog drustva za hipertenziju i Europskog
drustva za kardiologiju (ESH/ESC) iz 2013. godine arterijska hipertenzija (AH) definira se
vrijednostima arterijskoga tlaka (AT) iznad 140/90 mmHg izmjerena u najmanje dva navrata u
dva razli¢ita vremena s razmakom od nekoliko dana (1). Arterijska hipertenzija predstavlja
najvazniji ¢imbenik rizika za kardiovaskularne incidente (1). Osobito je vazno za napomenuti
da svako povecanje sistolickoga tlaka za 20 mmHg ili povecanje dijastolickoga tlaka za 10
mmHg u dobi od 40 do 70 godina udvostrucuje rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (2).
Prema posljednjim podacima, od posljedica kardiovaskularnih bolesti u svijetu godiSnje umire
oko 17.5 milijuna ljudi (3). To je gotovo 50% svih smrtnih ishoda (4). U Republici Hrvatskoj
kardiovaskularne bolesti su takoder vodec¢i uzrok smrti: s udjelom 48% u op¢oj populaciji, a u
populaciji starijih od 65 godina s udjelom 52% (5). Na drugom su mjestu novotvorine s
udjelom oko 25% u opcoj populaciji, odnosno 23% u starijih od 65 godina (5). Istovremeno,
upravo novotvorine poc¢esto op¢oj populaciji, pa i dijelu lije¢nika, uzimaju puno vecu paznju,
zanimanje, pa i strah. Sto se ti¢e same hipertenzije, prema rezultatima studije “Epidemiologija
arterijske hipertenzije u Hrvatskoj (EH-UH) (6) prevalencija arterijske hipertenzije je 37,5%,
Sto je u skladu s objavljenim podacima u drugim europskim zemljama. PoviSeni krvni tlak
odgovoran je za 54% cerebrovaskularnih incidenata i 47% ishemijske bolesti srca, a najveci dio
komplikacija zbog poviSenog AT nastaje u radno sposobne populacije (od 45 do 69 godine).
Kao dodatni problem u lijjeCenju bolesnika sa AH izdvaja se (ne)uspjeh kontrole AT. U
Republici Hrvatskoj se u svega 19,4% bolesnika postize dobra kontrola arterijskoga tlaka (6).
Osim losSe regulacije AT, svi pacijenti sa AH mogu biti i dodatno ugrozeni ovisno o pridruzenim
¢imbenicima rizika te ovisno o ukupnom kardiovaskularnom riziku (1). Procjena KV rizika je
vazna jer nam pomaze u odluci ho¢emo li i kako ¢emo lijeciti pacijenta. Ovdje treba napomenuti
da se precesto olako prelazi preko pojedinih ¢imbenika rizika. Primjerice, ve¢ samo prisutstvo
bubrezne bolesti (kreatinin u serumu >133 umol/L za muskarce, >124 umol/L za zene,
proteinurija > 300mg/dU ili dijabeticka nefropatija) bolesnika svrstava u kategoriju vrlo
visokog dodatnog rizika ¢ak 1 pri normalnim vrijednostima AT. Ukoliko takav pacijent ima
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pridruzenu i AH, Sto naj¢esce i bude slucaj, to samo znac¢i da moramo ustrajati u dobroj kontroli
AT. Sve navedeno dovoljno govori o vaznosti same arterijske hipertenzije, kako za pojedinca,

tako 1 za drustvo u cjelini, te njenog pravodobnog i energicnog lijecenja.

1.2. Patofiziologija arterijske hipertenzije

Patofiziologija primarne AH je viSeslojna, i ne u potpunosti, razjasnjena. Do sada su dobro
poznati neki mehanizmi kao S§to su: pojacana aktivnost simpatickog ziv€anog sustava, promjene
u renin-angiotenzin-aldosteronskoj osi, endotelna disfunkcija, retencija soli, prevladavajuca
vazokonstrikcija 1 manjak vazodilatatornih molekula (npr. prostaciklina, dusi¢nog oksida) te
promjene na razini bubrezne cirkulacije s povisenim otporom (7-9) Novije spoznaje sve vise
govore u prilog prirodenog i ste¢enog imunoloskog sustava koji su ukljuceni u ovaj proces kao
iu ostecenje ciljnih organa, a koji su u medusobnoj interakciji. U skladu s tim, sve se viSe govori

o arterijskoj hipertenziji kao upalnoj bolesti (10-13).

Prvi dokazi o tome datiraju jo$ iz 1964. godine (14). Tada je po prvi puta zamije¢eno da
imunosupresija snizava arterijski tlak u Stakora (14). Pet godina nakon toga dokazano je,
takoder na Stakorima, da dolazi do infiltracije mononukleara u osteceni endotel (15). Prvi
interleukin koji je budio interes istrazivaca u sklopu hipoteze o povezanosti imunosti i
hipertenzije bio je interleukin-2. Medutim, istazivanjem na Zzivotinjskim modelima tada se
pokazalo kako on ne utje¢e niti na razvoj hipertenzije niti je bitan za odrzavanje stanja
povisenoga tlaka (16). Bilo je jo§ nekoliko ranih studija koje su povezivale arterijsku
hipertenziju i imunost (16, 17). No, nakon toga nije bilo novijih istrazivanja tijekom gotovo dva
desteljec¢a. Tek je unazad nekoliko godina imunoloski odgovor postao ponovno zanimljiv u
kontekstu AH. To vjerojatno jednim dijelom moZemo pripisati i paralelnom napretku
laboratorijskih i molekularnih dijagnostickih metoda, ali isto tako i drukcijem shvacanju

imunosti u ¢ovjeka.

Dugi je niz godina prevladavalo misljenje kako imunoloski sustav ima primarnu zadacu
razlikovati ,,svoje* i ,,tude”. To se u prvom redu odnosilo na mikroorganizme, za koje se

smatralo da su kroz evoluciju imali presudnu ulogu u razvoju imunosti. No, pocele su se javljati
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brojne spoznaje o aktivhom imunoloskom odgovoru, a bez prisutnosti klasi¢ne infekcije
mikroorganizmima. Upravo iz tog razloga, predlozen je model ,,signala opasnosti* po kojem
imunoloski sustav prvenstveno reagira na ono $to ¢ini ,,Stetu organizmu domacina, a ne samo
na,,svoje“1i,,tude” (18). Upravo nas taj model ,,signala opasnosti* uvodi u dokaze o prirodenom

1 steCenom imunoloskom odgovoru u arterijskoj hipertenziji.

1.3. Prirodeni imunoloSki sustav i hipertenzija

Osnovna podjela imunoloskog sustava je na prirodeni (nespecifi¢ni) 1 steCeni (specificni).
Prirodeni imunoloski sustav je filogenetski stariji, ne moze razviti memoriju i predstavlja prvu
liniju obrane i1 to putem epitelnih stanica, neutrofila, fagocita, makrofaga, dendritickih i NK
("natural killer") stanica, sustava komplementa, y/6 T limfocita, slobodnih radikala kisika
(ROS), dusikovog monoksida (NO), pri ¢emu u aktivaciji prirodene imunosti veliku ulogu
imaju signalni, membranski receptori kao §to su receptori sli¢ni Toll-u (Toll-like receptori-

TLR).

Odgovor prirodenog imunoloskog sustava je brz 1 nespecifican. Taj odgovor se moze ocCitovati
direktnim mehanizmima (npr. sintezom citkina i kemokina, aktivacijom sustava komplementa
1 fagocitozom) ili aktivacijom ste¢enoga imunoloSkog sustava. Treba imati na umu da stanice
prirodenoga imunoloS§koga sustava mogu imati i proupalne i protuupalne ucinke. Primjer za
to su M1 1 M2 makrofagi. M1 makrofagi imaju snazan proupalni uc¢inak na nacin da su izvor
brojnih proupalnih citokina: interleukina (IL)-1, -6, -12, -23, tumor nekrotizirajuc¢eg faktora o
(TNFa) i slobodnih radikala kisika (ROS). S druge strane, M2 makrofagi sintetiziraju
protuupalni citokin IL-10 (19), te na taj nac¢in pomazu djelovanju regulacijskih T-limfocita

(Tregs) koji su poznati po svom anti-hipertenzivnom ucinku (20, 21).

Iako je prirodeni imunoloski sustav prepoznat prije viSe od 100 godina i donio je Nobelovu
nagradu Ilyji Mechnikovu 1908. godine, tek je unatrag 15-ak godina ponovo postao
interesantan za daljnja istraZzivanja u medicini. Danas je sve viSe dokaza da upravo prirodeni
imunoloski odgovor ima presudnu ulogu za razvoj kardiovaskularnih bolesti koje se danas
prepoznaju kao kroni¢na upalna stanja. Jedna od komponenti prirodene imunosti koja se ¢esto

spominje u kontekstu arterijske hipertenzije su Toll-like receptori 4 (TLR4).



1.3.1. Toll-like receptori

Christiane Niisslein-Volhard, s Max Planck Instituta u Tiibingenu, u Njemackoj, je 1985.g
analiziraju¢i mutacije vinske musice Drosophile melanogaster otkrila mutirani gen i nazvala ga
je Toll gen, a proizvod gena Toll receptor (22). Prilikom otkri¢a na njemackom jeziku je rekla
“Das ist ja toll!" (od njem. “Ovo je sjajno”), te su ovi receptori tako i1 dobili svoj naziv.
Znanstvenici Christiane Nusslein-Volhard 1 Eric Wieschaus su za otkri¢e Toll receptora i
njihove uloge na polju genetskih mehanizama koji kontroliraju embrionalni razvoj dobili

Nobelovu nagradu iz fiziologije i medicine 1995. godine (23).

Godine 1991. otkriveno je da je receptor za IL-1 homologne grade sa unutarstanicnim dijelom
Toll receptora kod Drosophile te se od tada pretpostavlja kako Toll receptor ima ulogu i u
imunosnom sustavu (24), a to je i potvrdeno 1996. g. kada je otkrivena temeljna uloga Toll
receptora u obrani od gljivicne infekcije u Drosophile, koja, zanimljivo, ima razvijen samo
urodeni imunosni sustav (25). Daljnja istrazivanja u tom smjeru dovela su do toga da je 1994.
g. Nomura sa suradnicima klonirao receptor za koji se pretpostavilo da ima ulogu u imunosnom
sustavu ¢ovjeka (26). Upravo taj receptor, s obzirom da je bio slican ranije otkrivenom Toll-
receptoru, Medzhitov 1 suradnici su 1997.g. nazvali Toll-like receptor (Toll-u sli¢an receptor)
ili skraceno TLR, i dokazali njegovu ulogu u pobudi urodenoga, a potom i specificnoga
imunosnog sustava (27). Taj prvootkriveni TLR sada je poznat kao Toll-like receptor 4 (TLR4).
Nobelovu nagradu 2011. godine dobili su Bruce A. Beutler i Jules A. Hoffmann za otkrice iz
1998. godine da TLR-i prepoznaju velik broj mikroorganizama i aktiviraju prirodeni
imunoloski odgovor, te Ralph M. Steinman koji je 1973. godine otkrio dendriticke stanice i

kasnije njithovu ulogu u aktivaciji i regulaciji steCene imunosti (28).

Toll-u sli¢ni receptori (TLR) su skupina signalnih, membranskih receptora koji sudjeluju u
aktivaciji urodenoga imunoloskoga sustava, a posljedi¢no 1 specificnog imunoloSkog sustava
(29). Mogu biti izrazeni na svim stanicama, ali su uglavnom izrazeni na stanicama perifernih
leukocita. Ovi receptori nazivaju se receptorima koji prepoznaju obrazac (PRR - od engl.
pattern recognition receptors). Ti obrasci, odnosno TLR ligandi (Tablica 1.1.), mogu biti

bakterijske, virusne ili gljivicne komponente (PAMP - molekularni obrazac povezan s

4



patogenom, od engl. pattern associated molecular pattern) (30), ali isto tako i endogene
molekule koje nastaju kao rezultat oStecenja tkiva (DAMP - obrazac oStecenja/opasnosti, od
engl. danger/damage associated molecular pattern) (31, 32). To su tzv. ,,signali opasnosti®.
Aktivacijom TLR dolazi do ekspresije proupalnih gena Sto rezultira sintezom citokina,
kemokina i adhezijskih molekula (33). Time se u daljnjoj kaskadi aktivira specificni imunoloski
odgovor (npr. Th1, Th2, Th17, Th23, Treg), dolazi do migracije stanica i njihove aktivacije na
mjestu oStecenja. Upravo je arterijska hipertenzija primjer u kojem se na mehanic¢ko ostecenje
endotela u sklopu hiperetenzije u organizmu moze potaknuti nastanak endogenih molekula koje
predstavljaju tzv. signal oStecenja/opasnosti (DAMP), a koje su agonisti TLR, te tako poti¢u

imunosni odgovor (34, 35).

Tablica 1.1. Neki od egzogenih i endogenih liganda

Egzogeni TLR ligandi (PAMPs) Endogeni TLR ligandi (DAMPs)

e Virusni: sSSRNA, ds RNA, DNA, e Ekstracelularni: fibronektin,
fuzijski proteini, proteini ovojnice, amiloid-beta

e Bakterijski: LPS, glikolipidi, DNA, e Stani¢ni: HSP60, 70 1 90, HMGBI,
teiholi¢na kiselina, porini, galaktin, TFAM, MRPS8 i 14, DNA
peptidiglikan, glikoinozitolfosfolipidi, e Ostali: oksidirani LDL, slobodne
flagelin masne kiseline, angiotenzin II,

e QGljiviéni: zimosan uri¢na kiselina

¢ Biljni: taksol

*HMBGI1: skupina velike pokretljivosti (od engl. high-mobility group box 1), THSP: protein toplinskog urusaja (od engl. heat
shock protein), iLDL: lipoprotein velike gusto¢e (od engl. low-density lipoprotein), §LPS: lipopolisaharid (od engl.

lipopolysaccharide), IMRP: protein mijeloida (od engl. myeloid related protein), ﬂTFAM: mitohondrijski transkripcijski

faktor A (od engl. mitochondrial transcription factor A).



Za sada se zna za postojanje deset vrsta TLR receptora koji su identificirani u ljudi (TLRI1-
TLR10) i dvanaest u miSeva (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13) (36, 37). Uobicajeno se dijele u
dvije grupe s obzirom na to gdje prepoznaju svoje ligande. Tako ih dijelimo na: unutarstani¢ne
TLR (TLR3, 7-9, i 13) koji se nalaze na unutarstanicnim membranama i na TLR koji su na
povrsinskoj membrani stanice (TLR1, 2, 4-6, 11) (Slika 1.1.) (38, 39). Oni koji su na povrsini
stanice prepoznaju lipide, proteine i lipopeptide, a intracelularni TLR prepoznaju specifi¢ne
virusne 1 bakterijske nukleinske kiseline (39). TLR4 prepoznaje lipopolisaharide (LPS),
peptidoglikane kao specificne komponente gram (-) bakterija (40, 41), ali 1 neke endogene

ligande koji su proizvod raspada stanica kao $to su HSP, hijaluronan i fibronektin (42).

Zimosan
Lipopeptid LPS Profilin
_ . Peptidoglikan
Lipopeptid Mucin Flagein
dsRNA ssRNA

ssRNA DNA
TLR1

TIR2 W 1igre [] TLR2 | TLR4 ] TLRS [ TLR11

TLR3 TLR7 TLR3 TLR3 |

endosom ‘

Slika 1.1. TLR smjeSteni na povrSini stanice i intracelularni TLR i njihovi ligandi (vlastita

izrada slike - prilagodeno prema (43)).
*LPS-lipopolisaharid

Vecina TLR-a su homodimeri, a TLR2 ¢ini heterodimere naj¢es¢e s TLR1 1 TLR6. Svi TLR
imaju ekto-domenu na koju se vezu ligandi, transmembransku regiju i unutarstani¢nu signalnu
TIR domenu. Kako bi se ligandi vezali za TLR potrebne su i neke kostimulacijske molekule
kao S§to su CDI4 1 LBP. Vezivanjem aktivacijskoga liganda za TLR nastupa njihova

dimerizacija i posljedi¢no tomu pokrece se aktivacijski unutarstani¢ni signalni put. U prijenosu
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signala sudjeluje pet adaptorskih molekula: MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM i SARM koji
negativizira ucinke TRIF (44-47) i tri transkripcijska faktora (48). Postoje dva puta pobude
TLR. MyD88-ovisan (znaci da je MyD88 adaptorska molekula), koji je zajednicki svim TLR,
osim TLR3. Dovodi do nastanka prouopalnih citokina i kemokina kao $to su IL-1, IL-6, IL-12,
TGFP, TNFa i dr. Drugi put pobude TLR je MyD88-neovisan i svojstven je samo za TLR3 i
TLR4 (46). U ovom slucaju adaptorska molekula je TRIF (49). Iz navedenog proizlazi
specificnost vezana za TLR4, a to je da je to jedini TLR koji se pobuduje i MyD88-ovisnim i
MyD88-neovisnim putem. U tom kontekstu bitno je spomenuti kako, primjerice, do hipertrofije
lijeve klijetke moze do¢i na bilo koji od ta dva nacina: kao posljedica angiotenzina Il MyD88-
neovisnim putem (50), a nakon infarkta miokarda dolazi MyD88-ovisnim putem (51) koji se
aktivira oslobadanjem razlicitih signala oSte¢enja/opasnosti (DAMP) kao Sto su fragmenti
hijaluronske kiseline, HSP, HMGBI1 ili mitohondrijska DNA. Poznato je kako je upravo
hipertrofija lijeve klijetke jedan od glavnih ¢imbenika rizika kardiovaskularnog morbiditeta i

mortaliteta.

MyD88-ovisni TLR4 signalni put zapocinje na nain da adaptorski protein TIRAP (od engl.
Toll interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein) premosti TLR4 i MyD8&8
(52). MyD88 dalje prenosi signal na IRAK-kinaze 4, 2 1 1 (od engl. IL-1 receptor associated
kinase), TRAF6 (od engl. TNF receptor associated factor 6) te TAB2 1 TAB3 (od engl. TAK1
binding protein), koji potom aktiviraju TAK1 (od engl. TGF-B-activated kinase 1). To dovodi
do aktivacije transkripcijskog faktora NF-«xB, ali i jo§ nekih transkripcijskih faktora putem
MAP kinaze (od engl. mitogen-activated protein kinase). Njihovom aktivacijom dolazi do
sekrecije razli¢itih proupalnih citokina. TLR4 se potom unosi u stanicu endocitozom nakon

Cega slijedi sinteza interferona B (53, 54).

Ostali povrSinski TLR koriste samo adaptorski protein MyD88 te aktiviraju samo NF-kB i
MAP-kinaze. Aktivacija TLR3 preko TRIF-a takoder moZze aktivirati NF-kB. Ostali
unutarstani¢ni TLR-i, TLR7, TLR8 1 TLRY, koriste MyD88 i TRAF6 za aktivaciju NF-kB i
sekreciju proupalnih citokina, no ujedno i TRAF3, IRF7 i IRF8 (Slika 1.2) (55, 56).
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Slika 1.2. Shematski prikaz (vlastita izrada sheme - prilagodeno prema (57)) MyD88-ovisnog i

Myd88-neovisnog puta signalizacije.

*IFN-f: interferon B, TIKK a,B,y,¢,: kinaza infibitora NF-«B a,B,y,e, {IRAK-1: kinaza vezana uz IL-1 receptor (od engl. IL-1
receptor-associated kinase; §IRF3: ¢imbenik regulacije interferona 3 (od engl. interferon regulatory factor 3), IIMD-2:
koreceptor TLR4 (od engl. myeloid differentiation 2), {MyD88: protein primarno odgovoran za mijeloidno razlikovanje (od
engl. myeloid differentiation primary respone protein), **NEMO: modulator NFkB (od engl. NF-xB essential modulator),
T1NFkB: jezgrin ¢cimbenik kB (od engl. nuclear factor kB), {1 TBK1: kinaza serin-treonin proteina (od engl. serine-threonine
protein kinase), §§TIRAP/Mal: adaptorski protein koji sadrzi TIR domenu (od engl. toll/interleukin-1 receptor domain-
containing adapter protein/MyD88 adapter-like), IITRAF: ¢imbenik vezan uz TNF (od engl. tumor necrosis factor (TNF)
receptor associated factor), {JTIRAP: adaptorski protein koji sadrzi TIR domenu, (od engl. TIR domain-containing adaptor
protein), ***TRIF: adaptorski protein koji sadrzi TIR domenu i potic¢e interferon f (od engl. TIR domain-containing adaptor

inducing interferon f3).

U bioloskom i evolucijskom smislu nacin stani¢ne signalizacije TLR je relativno jednostvan,

¢ime je osigurana brza i1 u¢inkovita protuupalna reakcija organizma.

Ve¢ je ranije u tekstu spomenuto kako je arterijska hipertenzija primjer u kojem mogu nastati
signali oSte¢enja/opasnosti tj. DAMPs (Tablica 1.2.). Tako nastali DAMPs predstavljaju tzv.
signal opasnosti te kao agonisti TLR poti¢u imunosni odgovor (34, 35). Najvise istrazivanja o

ulozi TLR u hipertenziji se odnose na TLR4 (58-61).



Tablica 1.2. Neki od signala oSte¢enja/opasnosti (DAMP) koji su poviSeni u hipertenziji i koji
aktiviraju TLR2 i TLR4

DAMPs TLR Referenca
HSP 60 2,4 (62)
Angiotenzin II 4 (58)
C-reaktivni protein 4 (63)
Oksidirani LDL 4 (64)
HMGB-1 2,4 (65)
Fibrinogen 4 (66)
Uri¢na kiselina 2,4 (67)

*HSP: protein toplinskog urusaja (od engl. heat shock protein), TLDL: lipoprotein velike gustoce (od engl. low-density
lipoprotein), iHMBGl: skupina velike pokretljivosti (od engl. high-mobility group box 1)

Poznato je da glavni efektor reninskog sustava, angiotenzin II, ostvaruje svoj proupalni odgovor
djelomi¢no preko TLR4 (58). Angiotenzin II stimulira ekspresiju TLR4 1 potice sintezu TNFa
u glatkim miSi¢nim stanicama krvnih Zila Stakora (58). Osim toga, Batista i suradnici su u svom
istrazivanju pokazali da angiotenzin II preko TLR4 pridonosi hipertenziji i disfunkciji endotela
putem sinteze reaktivnih kisikovih spojeva (68). Na spontano hipertenzivnim S$takorima,
Bonfim 1 suradnici (59) dokazali su pojacanu ekspresiju TLR4 na stijenkama arterija te da anti-
TLR4 antitijela ve¢ u roku 15 dana smanjuju tu ekspresiju. Nadalje, utvrdena je pojacana
ekspresija TLR4 i na kardiomiocitima hipertenzivnih miSeva (60). Takoder se pokazalo da
TLR4 ima ulogu i u autonomnoj disfunkciji u uvjetima hipertenzije (69). Interesantno je takoder
da renalna denervacija znacajno smanjuje ekspresiju TLR4 u stanicama miokarda (70). Postoji

jos nekoliko novih studija koje povezuju TLR4 s hipertenzijom (71, 72).

Jedno od rijetkih klinickih istrazivanja dokazalo je pojaanu ekspresiju gena za TLR4 kod
pacijenata sa hipertenzijom (73). U istom istrazivanju je doSlo do znacajnog smanjenja

ekspresije gena za TLR2 i TLR4, ali tek nakon intenzivnog sniZavanja sistolickog tlaka na
9



vrijednosti manje od 130 mmHg. Cinjenica je da su dosadasnja istrazivanja, vezano i za
hipertenziju i za oStecenje ciljnih organa, pretezno ona na zZivotinjskim modelima ili kulturama

stanica Sto TLR ¢ini posebno interesantnima.

1.4. SteCeni imunoloSki sustav i hipertenzija

SteCena imunost razvila se tek u kraljeznjaka. Karakteritiza ju visoka specifi¢nost na odredeni
antigen, kao 1 sposobnost razvijanja memorije tako da pri ponovnom susretu s istim antigenom
on biva znatno brze prepoznat i uklonjen. Specifi¢ni imunoloski odgovor se ostvaruje preko T
1 B limfocita. Razlikujemo pet osnovnih podtipova limfocita: CD4+ T limfociti, CD8+ T
limfociti, /6 T limociti, B limfociti, NK-T stanice (od engl. natural killer). Limfocite koji su
CD4+ potom dijelimo na pomo¢nicke (od engl. helper) Th1, Th2 1 Th17 limfocite i regulacijske
T limfocite (Tregs). O svakima ¢e biti neSto re¢eno u nastavku teksta, kao i o njihovoj ulozi u

AH.

Za prvi korak u pokretanju specificnog imunosnog odgovora neophodne su imunopredo¢ne
stanice (APCs - antigen presenting cells), medu kojima su najvazniji makrofagi, dendriticke
stanice 1 B limfociti. One ujedno nazivaju i ,,profesionalnim* imunopredo¢nim stanicama.
Postoje jos ,,neprofesionalne imunopredo¢ne stanice, medu kojima su i stanice endotela Sto
je vazno za kardiovaskularnu patologiju (74, 75). Imunopredocne stanice preraduju strane
proteine, npr. bakterija i virusa, u manje peptide i kao takve prezentiraju unutar glavnog
kompleksa tkivne podudarnosti (MHC-major histocompatibility complex), to¢nije unutar
razred 11 1 I tkivne kompatibilnosti. Kompleks antigeni¢nog peptida i razreda MHC se nalazi
na povrsini imunopredo¢ne stanice 1 vazan je za aktivaciju CD4+ limfocita T. No, za potpunu
aktivaciju limfocita T potrebne su jos neke kostimulacijske molekule na antigenom aktiviranim
imunopredo¢nim stanicama. Potom dolazi do klonskoga umnazanja limfocita T i posljedi¢no
do lucenja brojnih citokina koji odreduju viSe obrazaca reagiranja Th1, Th2 1 Th17 tip (Th, od
engl. T helper cells). Razlikuju se po citokinima koje izlu€uju, te tako ostvaruju razliCite izvrsne
imunosne reakcije. Suprotno CD4+ limfocitima, CD8+ limfociti koji se jo$ nazivaju i
citotoksi¢nim limfocitima, su aktivirani putem MHC I sustava i u konac¢nici dovode do stani¢ne

smrti.
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Th-1 limfociti su glavni izvor interferona y (IFNy), no u ovom tipu ogovora izlucuju se jos i IL-
2 1 TNFa. Odgovorni su za imunost protiv virusa, bakterija i gljivica, te stvaranje ,,memorije”
koja bitno skracuje vrijeme reagiranja pri ponovnom susretu sa istim antigenom, kako je ve¢
ranije bilo spomenuto. Pretjerana aktivacija Th-1 limfocita na autoantigene u podlozi je
alergijskih reakcija tip 4. To je tzv. odgodena ili kasna preosjetljivost. U bolesti kojima je u
osnovi reakcija tipa IV wubrajamo kontaktni dermatitis, hipersenzitivni pneumonitis,
odbacivanje alotransplantata, tuberkulozu te mnoge oblike preosjetljivosti na lijekove. Uloga
Th1 limfocita u hipertenziji nije do kraja definirana, no zamijeceno je da su vazni u kontekstu

oStec¢enja bubrega u eksperimnetalnim modelima AH (76).

Th-2 tip odgovora najvazniji je u borbi protiv parazita. Ovi limfociti izlu¢uju IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10 1 IL-13. Th-2 stanice dovode do pobude limfocita B, mastocita i eozinofila, te
nastaju IgE protutijela, hipereozinofilija, luce se histamin, serotonin i leukotrieni. Pretjerana
aktivacija ovih limfocita u podlozi je tipa I alergijskih reakcija, kao primjerice u atopijskim

bolestima. Za sada nema ¢vrstih dokaza o povezanosti primarne AH i Th2 limfocita.

Interesantno je da IFNy, citokin Th1 odgovora, ko¢i Th2 tip odgovora, dok IL-4, specific¢an za
Th2 tip odgovora, ko¢i Thl tip odgovora. Zanimljivo je re¢i da ¢e, ukoliko nema podrazaja za
Th1 odgovor, prevladat Th2 odgovor koji je svojstven djeci, ali 1 ,,modernom‘ na¢inu Zivota i

znaCi manju izloZenost patogenima iz okolisa 1 pojac¢anu sklonost atopijskim bolestima.

Jo$ su 1986. godine Mosmann i Coffman uveli koncept T helper limfocita tip 1 1 tip 2, ovisno
o tipu citokina koje su proizvodili u diferencijaciji nakon §to bi bili stimulirani (77). Potom je
doslo do otkri¢a citokina koji ne pripadaju ni Th1 niti Th2 limfocitima. Medu njima je bio 1 IL-
17 (78). Stanice koje proizvode IL-17, ali ne 1 IFNy ili IL4 su tada nazvane Th17 limfociti. To
je bilo 2005.godine (79, 80). Od tada uvijek govorimo da imamo tri tipa pomo¢nickih limfocita:
Th1, Th2 i Th17 limfocite. O Th17 limfocitima ¢e biti detaljnije govora u idu¢em poglavlju.

Suprotno od Th1, Th2 i Th17 limfocita koji imaju u najvecoj mjeri imaju proupalno djelovanje,
Tregs suprimiraju imunoloski odgovor. Citokini pomoc¢u kojih ostvaruju svoje djelovanje su
IL-10, IL-35, TGFP (transformiraju¢i ¢imbenik rasta 3, od engl. transforming growth factor f3),
te mehanizama kao S§to su direktna citoliza efektorskih T limfocita. Postoje brojni dokazi o

preventivnom ucinku Tregs na porast arterijskoga tlaka, oSte¢enja na ciljnim organima te na
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infiltraciju ciljnih organa upalnim stanicama (20, 21, 81, 82). Takoder je ustanovljeno da

angiotenzin II smanjuje u¢inkovitost i pomaze apoptozu Tregs (83).

v/6 T limociti su posebna podskupina T limfocita koji imaju funkcionalno drugacije, v/9,
receptore u odnosu na CD4+ limfocite koji imaju o/p receptore (84, 85). Ovi T limfociti u
prepoznavanju antigena nisu ograni¢eni samo na MHC razred. Ove stanice mogu obavljati
funkciju antigen-predo¢nih stanica i istovremeno luciti IFNy (86). Osim toga, imaju i
sposobnost brzog lucenja proupalnih citokina medu kojma i IL-17A (87). U jednom istrazivanju
na zivotinjskim modelima se pokazalo da angiotenzin II potice sekreciju IL-17A porijekla iz
v/6 T limocita (88) te da je prisutnost ovih limfocita neophodna za negativne u¢inke hipertenzije

na Srce.

CDS8+ T limfociti se kao efektorske stanice dalje mogu diferencirati u citotoksi¢ne limfocite
koji lu€e perforin i granzim B i izravno vode u smrt stanice (89, 90) ili se diferenciraju prema
limfocitima koji pomazu upalu preko citokina kao §to su IFNy i TNFa (91). Nadeno je da je
njihova razina povisena u bolesnika s arterijskom hipertenzijom te da imaju ulogu u oste¢enju
ciljnih organa (92), a na zivotinjskim modelima su se pokazali vaznima odgovoru na

angiotenzin II (93).

NK-T stanice su polimorfna grupa stanica koje imaju sposobnost lu¢enja IFN-y, TNF-a, IL-4,
IL-2, IL-13 1 IL-21. One imaju svoje mjesto u razvoju autoimunih bolesti, no za sada nema

dokaza za njihovu ulogu u AH.

B-limfociti svojim antitijelima ¢ine osnovu humoralne imunosti 1 bitni su u obrani od razli¢itih
ekstracelularnih antigena. Dokazi o njihovoj ulozi u hiperteziji su proturjecni. Jedno od prvih
istrazivanja kojima se dokazao poviSeni titar IgG antitijela u hipertenzivnih bolesnika datira jo$
iz 1970. godine (94). Nakon toga bilo je joS nekoliko sli¢nih istrazivanja (95, 96). No, isto tako
postoje rezultati koji dokazuju da su T limfociti, a ne B-limfociti, neophodni za hipertenzivnu
reakciju na angiotenzin II (97). No, limfociti B su vazni jer mogu biti izvor antitijela na
angiotenzinski receptor tip I (AT1R), koji se ponasaju kao agonisti tog receptora i na taj nacin

pridonose porastu tlaka (98, 99).

1.4.1. Th17 limfociti i interleukin-17A
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Interleukin 17 1 Th17 limfociti se ubrajaju u novija otkri¢a u imunologiji. Danas znamo za Sest
razreda IL-17 (A-F), a najbolje je istrazen IL-17A, te kada se govori o IL-17, danas se
podrazumijeva da se misli na IL-17A. Najve¢im dijelom je porijeklom iz Th17 limfocita, no
moze se stvarati i u neutrofilima (100), CD8+ stanicama (101), y/A T limociti (87), NK
stanicama (102) i dendritickim stanicama (103). Osim s arterijskom hipertenzijom, povezuje ga
se takoder s bolestima kao §to su reumatoidni artritis (104), psorijaza (105), astma (106, 107),
upalne bolest crijeva (108), a poviSen je i kardiovaskularnim bolestima (109-111). Takoder
treba napomenuti da su bolesti poput reumatoidnog artritisa ili psorijaze jako Cesto udruzene s
visokim tlakom (112, 113). Poznato je i da monoklonalna IL-17A antitijela 1 antitijela na

receptor za IL-17A imaju svoje mjesto u lijeCenju psorijaze (114, 115).

Th17 limfociti dozrijevaju uz pomo¢ TGF + IL-6/21 te IL-23 + IL6/IL-1, a suprotan u¢inak
imaju IFNy, IL12 1 IL18 (116-118). Vazni su na mukoznim i epitelnim povrSinama (119-121)
te u obrani od gram pozitivnih 1 gram negativnih bakterija, borelija, tuberkuloze, gljivicnih
infekcija (122-126) te u HIV pozitivnih bolesnika (127). Osim IL-17A, izvor su joS i IL-17F,
IL-21 1 IL-22. IFNy 1 IL-4, IL-12 imaju negativnu ulogu u regulaciji ovog nacina reagiranja
(128). Zanimljivo je za spomenuti da signali koji poticu dozrijevanje Th1l7 limfocita

istovremeno koce sintezu Tregs 1 obrnuto (129).

Ovisno o tome dozrijevaju li ovi limfociti uz pomo¢ TGFf + IL-6/21 ili IL-23 + IL6, Th17
limfociti se mogu dalje diferencirati prema efektorsim (proupalnim) ili regulacijskim
(protuupalnim) stanicama (130) (Slika 1.4.). Smatra se da u diferencijaciji prema efektorskim
Th stanicama presudnu ulogu ima IL-23 (131). Tregs17 izmedu ostalog, kontroliraju proupalne

procese koji se dogadaju upravo preko efektorskih Th17 (132).
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Slika 1.4. Shematski prikaz diferencijacije limfocita T prema regulacijsim i efektorskim Th17

limfocitima (vlastita izrada sheme - prilagodeno prema (133))

Od kada su otkriveni (79, 80), 2005.g godine, Th17 limfociti i IL-17 ubrzo su pobudili interes
istrazivac¢a u smjeru arterijske hipertenzije. Jedno od najznacajnijih istrazivanja napravili su
Madhur i suradnici (134). Oni su dokazali da angiotenzin II stimulira sintezu IL-17 u Th17
limfocitima, da je IL-17 neophodan za odrzavanje stanja poviSenoga tlaka, da pridonosi
vaskularnoj disfunkciji te da mijenja ekspresiju adhezijskih molekula i pridonosi infiltraciji T
limfocita u tkivo adventicije i periadventicije aorte. Na kraju navedenog istrazivanja, provedena
je 1 analiza razine IL-17 u serumu bolesnika sa Se¢ernom bolesti tip 2 koji imaju/ili nemaju 1
pridruzenu hipertenziju. Pokazalo se da je hipertenzija snazno povezana s poviSenom
serumskom razinom IL17. Rezultati ovog istrazivanja smatraju se za prvi ,,pravi“ dokaz o
vaznosti Th17 limfocita 1 IL-17 u AH. Nedavno je nadeno da je IL-17A znacajno povisen ¢ak
1 u grupi bolesnika s prehipertenzijom u odnosu na ispitanike s urednim vrijednostima AT (135)
te takoder i u hipertenzivnih bolesnika sa asimptomatskim oSte¢enjem ciljnih organa (136).
Interleukin 17A 1 angiotenzin II povezani su i sa refraktornom hipertenzijom u bolesnika na
hemodijalizi, te su IL-17A 1 All u istom istrazivanju bili u pozitivnoj korelaciji (137). Na
zivotinjskim modelima pokazalo se da anti-IL-17 antitijela u znacajnoj mjeri pridonose padu

AT te smanjuju odlaganje kolagena na ciljnim organima (138).
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No, uloga Th17 limocita i IL-17 nije sasvim jednozna¢na. Pokazalo se da IL-17 i IL-23 mogu
imati i protektivni ucinak na oSte¢enje bubrega i proteinuriju koji su se razvili kao rezultat
hipertenzije (139), te da IL-17A moZe smanjivati oksidativni stres u endotelnim stanicama
(140). Ovakvi se oprecni rezultati za sada ne mogu u potpunosti objasniti, ali je moguce da broj,
vrsta i lokalizacija stanica koje su izvor IL-17 u odredenom trenutku usmjeravaju njegove

ucinke u pro/antiupalnom smjeru.

1.5. Neuroimunologija i hipertenzija

Uzimajuéi u obzir kompleksnost kardiovaskularnih bolesti, istrazivanja su s vremenom
neminovno vodila prema srediSnjem i perifernom ziv€anom sustavu. Sredi$nji Ziv€ani sustav
(SZS) moze utjecati na imunolosi status na periferiji putem neurohumoralnih mehanizama,
ukljucujuci 1 autonomni Ziv€ani sustav (141), a do danas je i visSe nego dobro poznata vazna

uloga simpati¢kog ziv€anog sustava u patofiziologiji AH (142-145).

U mozgu nalazimo receptore renin-angiotenzinskog sustava koji upravo preko simpatikusa, koji
inervira primarne i sekundarne limfoidne organe, moze sudjelovati u imunoloskoj kaskadi
(146). Suprotno tome, parasimpatikus suprimira imunolosku reakciju preko nikotinskih o7
(acetilkolinskih) receptora (141). Potrebno je naglasiti da angiotenzin Il zapravo ne moze proci
krvno-mozdanu barijeru. Ipak, na jednom mjestu te barijere nema — a to je subfornikalni organ
koji je povezan s paraventrikularnom jezgrom (PVN) (147). Ova jezgra je jedno od najvaznijih
mjesta u mozgu za regulaciju kardiovaskularnog sustava, te angiotenzin II (AlIl) na taj nain

ostvaruje svoje ucinke.

Zbog svoje vazne uloge u kontroli kardiovaskularnog sustava, PVN je bila predmet dodatnih
istrazivanja. U eksperimentalnim modelima hipertenzije dokazana je u viSe navrata povezanost
AH 1poviSene razine proupalnih citokina upravo u toj jezgri (148, 149). Suprotno tome, blokada
TNFa i inhibicija NF-kB na istom jestu vode snizavanju AT, smanjenju hipertrofije srca i

aktivnosti simaptikusa unutar bubrega (148, 150, 151).

Proucavani su takoder i TLR4 u mozgu, za koje je joS 2007. godine ustanovljeno da su

eksprimirani u SZS (152). Nadeno je da AIl poveéava ekspresiju TLR4 u PVN (153) te da
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TLR4 signalni put u PVN ima ulogu u patofiziologiji AH, ali isto tako i remodelaciji srca kao
njene posljedice (153). Blokada TLR4 u PVN smanjuje razinu proupalnih citokina u SZS
(TNFa, NF-«xB, IL-1B), u plazmi smanjuje noradrenalini i HMGBI, a povecava razinu IL-10
(69, 153). Nadalje, blokada TLR4 u PVN snizava arterijski tlak, a povoljno djeluje na
hipertrofiju srca kao posljedicu AH (69, 153). To mozemo smatrati vaznim s obzirom da takva
remodelacija srca s vremenom vodi ka sr¢anom zatajenju (154). Za PVN je jos dokazano da se
preko njenih mineralokortikoidnih i AT1 receptora takoder dize aktivnost simpatikusa te

ostvaruje negativan ucinak na funkciju srca (155).

Dodatno su jo§ istrazivane i mikroglija stanice koje takoder imaju svoju ulogu u aktivaciji
prirodene imunosti i1 simpatikusa (156), odnosno njithovom inhibicijom smanjuje se aktivnost

simpatikusa, periferna upalai AT (157, 158).

Svi navedeni podaci govore da se i srediSnji i periferni ziv€ani sustav preko imunosnog
odgovora nalaze u podlozi AH. Medutim, sve navedeno su eksperimentalni modeli hipertenzije.
Preostaje nam tek da sacekamo u buduénosti 1 vidimo koliko ¢e navedene spoznaje pomoci u

iznalazenju mogucih novih lijekova koji bi pomogli naSim pacijentima.

1.6. Sazetak dosadasSnjih spoznaja

Dosadasnje spoznaje o arterijskoj hipertenziji i imunosti trenutno su sazete na slijede¢i nacin
(Slika 1.5.). Prvo dolazi do blagog porasta arterijskoga tlaka. Do toga moze do¢i primjerice
djelovanjem angiotenzina II, aldosterona, endotelina, zbog prevelikog unosa soli, genetske
predispozicije ili podrazaja simpatikusa. Taj blagi porast tlaka, koji bi se mogao svrstati u
prehipertenziju, dovodi do prvih oStec¢enja na endotelu krvnih zila i u bubrezima. Na taj nacin
stvaraju se DAMPs. Oni aktiviraju prirodeni imunoloSki sustav prvenstveno TLR, M1
makrofage 1 B-limfocite. Aktivirane stanice prirodene imunosti mogu potom same luciti Citav
niz proupalnih citokina i istovremeno mogu aktivirati stanice specificne imunosti. Takoder, B-
limfociti su izvor autoantitijela na angiotenzinski receptor tip 1, te na taj nacin pridonose
porastu AT. U daljnjem tijeku dogadaja, aktivirani T-limfociti predstavljaju glavni izvor IL-

17A te nekih drugih proupalnih citokina i na taj nacin odrZavaju i pojac¢avaju stanje upale. Treba
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spomenuti da oni prvi hipertenzivni podrazaji (angiotenzin II, aldosteron, endotelin, simpatikus
itd) mogu 1 sami aktivirati T-limfocite. Ukoliko ovo stanje oksidativnog stresa i upale traje
dovoljno dugo, nastat ¢e 1 morfoloske i1 funkcionalne promjene na ciljnim organima (krvozilni
sustav 1 bubrezi) Sto ¢e samo pogodovati daljnjem rastu arterijskoga tlaka zbog Cega se stvaraju

DAMPs. Na taj nacin zatvara se “zacarani krug” upale 1 hipertenzije.

Naravno da organizam ima 1 razliite upalostaticke mehanizme. Oni se ostvaruju putem,
primjerice, M2 makrofaga 1 dendritickih stanica tip 2, te uz pomo¢ proteaznih inhibitora,
upalostaticki citokini kao IL-10 i TGFp, protucitokina, protuendotoksina, antioksidativnog
sustava unutar same stanice, aktiviranjem programirane smrti stanice ili ko¢enjem klju¢nih

stani¢nih biokemijskih tocaka.
Svrha imunoloskog procesa je “izljecenje” ili bolje receno uklanjanje uzro¢nika koji je doveo

do ostecenja tkiva. Ukoliko do toga ne dode, upalni ¢e proces poprimiti oblik kroni¢ne upale

koju na neki na¢in moZemo smatrati neodgovaraju¢im odgovorom imunoloSkog sustava.
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Slika 1.5. Shematski prikaz dosadasnjih spoznaja o povezanosti imunosti i arterijske

hipertenzije (vlastita izrada sheme - prilagodeno prema (159)).

*M1: mitohondriji tip 1, +M2: mitohondriji tip 2, $DC2: dendriticke stanice tip 2, §AT: arterijsi tlak, ISZS:
sredis$nji ziv¢ani sustav, JROS: slobodni radikali kisika (od engl. reactive oxygen species), **NK (od engl.
natural killer) stanice, +$DAMP: molekularni obrasci oste¢enja (od engl. danger/damage associated molecular

pattern). Inhibicijske strelice su crvene boje.

Iz svega navedenoga u uvodu ove disertacije, vidljivo je da se u literaturi posljednjih godina
pojavio veci broj istrazivanja kojima se dokazuje veza pojedinih komponenti prirodenog i
steCenog imunoloskog odgovora s arterijskom hipertenzijom i posljedicama koje ona ima na
ciljne organe: srce, bubreg i krvne zile. To je uvelike promijenilo patofiziolosko shvacanje AH.
No unato¢ tome, ova bolest i dalje ostaje jedna od najcescih kroni¢nih bolesti dana$njice te
predstavlja najvazniji ¢imbenik KV morbiditeta i mortaliteta. Dokazi kojima raspolazemo,
vezano za AH i imunost, tek su manjim dijelom prikupljeni u klini¢kim istrazivanjima. Ovo
istrazivanje dizajnirano je upravo s ciljem da se steknu podaci iz klinicke prakse analizom

ekspresije TLR4 na perifernim leukocitima 1 razine IL-17A u cirkulaciji u pacijenata koji
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imaju nereguliranu primarnu AH, u odnosu na one pacijente ¢ija je AH dobro regulirana. Takvih
podataka u literaturi do sada nema. Poznato je da je AT adekvatno reguliran tek u manjeg dijela
hipertenzivnih pacijenata. Ta ¢injenica 1 novi dokazi o vezi imunosti i AH, ukazuje nam na
mogucnost novih vrsta terapije u buducnosti. O¢ekujemo se ¢e ovo istrazivanje donijeti nove
spoznaje o pobudi imunosti u hipertonicara, te dati vrijedne podatke o meduodnosu prirodenog
1 ste€enog imunoloskog sustava s arterijskom hipertenzijom, njezinom kontrolom i utjecaju koji

na imunoloski status moze imati izbor antihipertenzivne terapije.

2. HIPOTEZA
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Hipoteza je ovog istrazivanja bila da su ekspresija TLR4 na monocitima i razina IL-17A
poviSene su u pacijenata sa arrterijskom hiertenzijom. Antihipertenzivna terapija modulira

aktivnost imunoloskog sustava.

3. CILJ ISTRAZIVANJA
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Specificni ciljevi istrazivanja:

1.

kvantificirati ekspresiju TLR4 na monocitima iz periferne krvi te razinu IL-17A u
serumu kod svih ispitanika

odrediti postoji li povezanost izmedu ekspresije TLR4 i razine IL-17A

odrediti utjece li antihipertenzivna terapija, tj. vrsta koriStenog razreda
antihipertenziva na ekspresiju TLR4 i razinu IL-17A

odrediti postoji li povezanost ekspresije TLR4 ili razine IL-17A i ¢imbenika
ateroskleroze (dob, spol, tjelesna tezina, pusenje, lipidogram) kod ispitanika
odrediti postoji li povezanost ekspresije TLR4 ili razine IL-17A sa duzinom trajanja

hipertenzije.

4. ISPITANICI I METODE
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4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je bilo koncipirano kao presje¢na usporedna studija (observational cross-sectional
case control study). Provedeno je na Zavodu za nefrologiju, Klinike za internu medicinu,
Klini¢koga bolni¢koga centra Osijek u razdoblju od svibnja 2012. godine do studenog 2015.

godine.

4.2. Ispitanici

Ukupan broj ispitanika bio je 105, dobi 20-60 godina. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine.
Prvu skupinu cinila su 52 ispitanika s nereguliranom arterijskom hipertenzijom, a drugu,
kontrolnu, skupinu su ¢inila su 53 ispitanika s dobro reguliranim vrijednostima arterijskoga

tlaka. PoviSenim tlakom smatrao se tlak ve¢i od 140/90 mmHg.

Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje: u istrazivanje su mogli biti ukljuceni pacijenti
s novootkrivenom ili nereguliranom arterijskom hipertenzijom. PoviSenim, odnosno
nereguliranim arterijskim tlakom smatrao se tlak ve¢i od 140/90 mmHg. Iskljuc¢ni kriteriji:
kroni¢na bubrezna bolest (¢GFR -CKD-Epi < 60 ml/min/1-73 m2), sekundarna hipertenzija,
bolesnici s hipertenzijom na terapiji statinima ili bilo kakvim imunosupresivima, diureticima
Henleove petlje, spironolaktonom, nestaroidnim antireumaticima te oni koji boluju ili se lijece
od kroni¢nih upalnih bolesti kao $to su Secerna bolest, reumatoidni artritis, psorijaza, upalne
bolesti probavnog trakta ili autoimunih bolesti, trudnoc¢a, maligna bolest, preboljeli infarkt
miokarda ili mozdani udar, febrilno stanje bilo koje etiologije te prisustvo klinic¢kih ili
laboratorijskih znakova koji govore za akutno upalno zbivanje. Kontrolni su ispitanici bili:
bolesnici sa dobro reguliranom arterijskom hipertenzijom, a koji su zadovoljili sve iskljucne

kriterije. Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak za sudjelovanje u studiji.

4.3. Metode
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Svim ispitanicima uzeli su se kompletni anamnestic¢ki podaci te im je u€injen fizikalni pregled.
Uzeti su podaci o:

1. osnovnim obiljezjima bolesnika: dob, spol, tjelesna masa, tjelesna visina, opseg struka i
bokova

2. komorbiditetima

3. navikama: puSenje, alkohol

4. vrsti, dozi 1 nacinu primjene lijekova koje ispitanik uzima

5. osnovnim laboratorijskim nalazima: crvene krvne slike, leukocitima, kolesterolu,
lipoproteinu velike gusto¢e (HDL), lipoproteinu male gusto¢e (LDL), trigliceridima, glukozi
u plazmi, urei, kreatininu, CRP-u, uratima i pregled urina,

6. nalazima kojima se iskljucuje sekundarna arterijska hipertenzija: aldosteronu u plazmi,
reninskoj ativnost plazme, adrenokortikotropnom hormonu (ACTH), kortizolu, kortizolu u 24
satnom urinu, metanefrinu i normetanefrinu u 24 satnom urinu.

Prilikom isklju¢ivanja bolesnika sa sekundarnom arterijskom hipertenzijom koristene su i
slikovne metode (UZV, CT, MRI, dinamicka scintigrafija bubrega). Bubrezna funkcija se
procjenjivala iz nalaza klirensa endogenog kreatinina i proteinurije, te koriStenjem CKD-Epi

formule za izracun glomerularne filtracije.

Mjerenje tlaka provodilo se ambulantno na obje ruke, 3 puta, u sjedeCem polozaju. Kao
relevantna vrijednost uzeta je srednja vrijednost na ruci gdje su bile izmjerene vise vrijednosti
tlaka. Anamnezom se morao utvrditi visSekratno izmjeren povisen tlak, odnosno u kontrolnoj
grupi uredne vrijednosti arterijskog tlaka. PoviSenim tlakom smatrao se onaj veéi od

140/90mmHg. Mjerenja tlaka obavljala su se Omron M6 Comfort nadlakti¢nim tlakomjerom.

Svakom se ispitaniku uzeo uzorak venske krvi za laboratorijsku dijagnostiku iz koje se
odredivala razina IL-17A ELISA metodom 1 ekspresija TLR4 na monocitima iz periferne krvi
protocnom citometrijom. ProtoCna citometrija radila se isti dan, dok su uzorci krvi za
odredivanje razine IL-17 A centrifugirani i pohranjeni na -20° C sve do trenutka kada se radio
ELISA test. Rezultati za TLR4 su izrazeni kao postotak (udio monocita CD14+ koji su
pozitivni na TLR4) 1 kao intenzitet izrazaja biljega — MFI (od engl. mean fluorescence
intensity). Rezultati za arzinu IL-17A u serumu su izrazeni kao pg/ml. Laboratorijska

dijagnostika u¢injena je na Zavodu za klinicku laboratorijsku dijagnostiku, Klini¢kog bolnickog
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centra Osijek, te jednom dijelom na Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu i zaStitu od

zracenja, Klini¢kog bolnickog centra Osijek.

Za analiza razine interleukina 17A koriSten je komercijalni test tvrtke eBioscience. Rezultati su
dobiveni mjerenjem na dijagnostickom uredaju MRX, DYNATECH LABORETORIES. Testni
filter bio je na 450nm.

Uzorak za proto¢nu citometriju bio je puna krv, vadena s antikoagulansom (EDTA). Uzorci su
pripremljeni za analizu na proto¢nom citometru metodom izravne imunofluorescencije uz
reagens za liziranje eritrocita. Koristila su se monoklonska antitijela tvrtke eBioscience i BD
Biosciences Pharmigen gamal/gama2, TLR4/CD14, konjugirana sa fluorescein
isotiocijanatom (FITC), odnosno fikoeritrinom (PE). U postupak se uzimalo 10 ul konjugiranog
monoklonskog antitijela i 100 pl pune krvi. Nakon 20 min.inkubacije, na sobnoj temperaturi u

mraku, lizirani su eritrociti 1 suviSak antitijela ispran fosfatnim puferom.

Intenzitet fluorescencije membranskih biljega mjeren je na protocnom citometru FACSCalibur.
Kroz stroj se propuSta 10000 stanica po uzorku, a rezultati su analizirani programom
CELLQuest. U klasi¢nom grafickom prikazu veli¢ine u odnosu na zrnatost stanica (tockasti
dijagram, od engl. dot plot ) postavljena je ograda (gate) na populaciju monocita. Daljnjom
analizom potvrdeno je da se radi o monocitima na osnovu njihove pozitivnosti na CD14 u
rasponu od 95-100 %. Rezultati su izrazeni u postotku (udio monocita (CD14+) pozitivnih na
TLR4 ) i kao srednji intenzitet ekspresije biljega MFI ( od engl. mean fluorescence intensity).
Tocnost mjerenja stroja provjerena je pomocu standardnih optickih kuglica-CALIBRITE 3 (BD

Biosciences, SAD), a uz svaki uzorak koriStena je negativna izotipska kontrola.

4.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki podaci

opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kategorijskih varijabli
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testirane su Hi-kvadrat testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike normalno
raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su Mann-
Whitneyevim U testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu 3 1 viSe
nezavisnih skupina testirane su, zbog odstupanja od normalne raspodjele, Kruskal-Wallisovim
testom. Povezanost numerickih varijabli ocijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije
p (rho).

Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na Alpha = 0,05. Za statisticku
analizu koriSten je statisticki program MedCalc (inacica 16.2.0, MedCalc Software bvba,

Ostend, Belgija).

S. REZULTATI

5.1. Osnovna obiljezja ispitanika
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Istrazivanje je provedeno na 105 ispitanika, od kojih je 53 (50,2 %) sa reguliranim, a 52
(49,5 %) s nereguliranim Arterijskim tlakom. Zastupljenije su Zene, njih 63 (60 %) u odnosu
na muskarce, od kojih znacajno viSe, njih 37 (69,8 %) iz skupine sa dobro reguliranim AT

(Fisherov egzaktni test, p=0,04). (Tablica 5.1).

Tablica 5.1. Raspodjela ispitanika prema spolu i regulaciji tlaka

Broj (%) ispitanika prema
regulaciji arterijskoga tlaka
P*
Regulirani  Neregulirani
Ukupno
tlak tlak

Muskarci 16 (30,2) 26 (50) 42 (40)
. 0,04
Zene 37 (69.8) 26 (50) 63 (60)
Ukupno 53 (100) 52 (100) 105 (100)

*Fisherov egzaktni test

S obzirom na dob znacajno su stariji ispitanici s nereguliranim AT, srednje dobi 51 godinu
(interkvartilnog raspona 42 do 58,8 godina) (Mann Whitney U test, P =0,01). U visini, tezini i
indeksu tjelesne mase (ITM) nema znacajnih razlika prema skupinama, srednja visina (TV) je
169 cm (interkvartilnog raspon 162 cm do 176 cm), srednja tjelesna masa (TM) 82 kg
(interkvartilnog raspona 70 kg do 95 kg), a srednja vrijednost ITM je 28,96 kg/m?
(interkvartilnog raspona 25,08 kg/m? do 32,66 kg/m?).

Znacajno je veci opseg struka kod ispitanika nereguliranoga AT, srednje vrijednosti 97 cm
(interkvartilnog raspona 86,3 cm do 110 cm) (Mann Whitney U test, P = 0,03), ali kod opsega

bokova i omjera struk/ bokovi nema znacajne razlike.

Srednje trajanje bolesti je 2 godine (interkvartilnog raspona 0,3 do 5,7 godina) podjednako u
obje skupine (Tablica 5.2).
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Tablica 5.2. Osnovne mjere sredine i rasprSenja parametara po skupinama ispitanika

Medijan (interkvartilni raspon)

Regulirani Neregulirani p*
Ukupno
tlak tlak
Dob ispitanika 45 51 48 0.01
(40,5 - 51) (42 - 58,8) (41 - 54,5) ’
Trajanje bolesti (godine) 2 1 2 0.16
(1-5) 0,16 - 7) (0,33 - 5,7) ’
Tjelesna visina (cm) 167 170 169 011
(161 - 175) (163 -178) (162 -176) ’
Tjelesna masa (kg) 79 86 82 011

(68 - 91) (75,13 - 98,75) (70 - 95)

Indeks tjelesne mase 28,96 29 28,96

0,54
ITM (kg/m?) (25,39-31,64) (24,89-33,63) (25,08 -32,66)
Opseg struka (cm) 93 97 94 0.03
(81 -100,5) (86,25 - 110) (85,5 - 105) ’
Opseg bokova (cm) 104 105 105 0.23
(99 - 113) (100 - 116) (99 - 113) ’
Omjer struk/ bokovi 0,89 0,9 0,89 0.13

(0,81 -0,94) (0,84 -0,97) (0,82 -0,96)

*Mann Whitney U test

U procjeni rizika koristi 1 omjer opsega struka 1 bokova, koji se za muskarce treba kretati oko
0,9, a za zene oko 0,7. PoviSene vrijednosti (0,95 za muskarce, a 0,85 za Zene) ukazuju na

povecan rizik od kardiovaskularnih bolesti.

U skupini ispitanika s reguliranim AT Zzene imaju srednji omjer struk/bokovi 0,83
(interkvartilnog raspona 0,79 do 0,90) u rasponu od 0,68 do 1,04. Muskarci reguliranoga AT

imaju srednji omjer struk/bokovi 0,94 (interkvartilnog raspona 0,89 do 1,01) u rasponu od 0,75
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do 1,10. Zene u skupini s nereguliranim AT imaju srednji omijer struk/bokovi 0,87
(interkvartilnog raspona 0,82 do 0,91) u rasponu od 0,68 do 1, a muskarcima je srednji omjer
struk/bokovi ove skupine 0,95 (interkvartilnog raspona 0,89 do 1) u rasponu od najmanje 0,68

do najvise 1.

Prema vrijednostima indeksa tjelesne mase, 24 (22,9 %) ispitanika je normalne TM,
prekomjernu TM imaju 42 (40 %) ispitanika, dok je pretilih 37 (35,2 %) ispitanika (Tablica
5.3).

Tablica 5.3. Raspodjela ispitanika prema tjelesnoj masi i skupinama

Broj (%) ispitanika

Indeks tjelesne mase o - %«
(ITM) Regulirani  Neregulirani P
Ukupno
tlak tlak

Normalna tjelesna masa

10 (19,6) 14 (26,9) 24 (23.3)
[18,5 <ITM < 24.9]

Prekomjerna tjelesna masa 0,59
23 (45,1) 19 (36,5) 42 (40,8)
[25 <ITM <29.9]
Pretili [ITM >30] 18 (35,3) 19 (36,5) 37(35,9)
Ukupno 51 (100) 52 (100) 103 (100)
*y? test

Od rizicnih ¢imbenika, puSi cigarete 26 (49,5 %) ispitanika, 15 (28,3 %) iz skupine s
reguliranim 1 11 (21,2 %) ispitanika iz skupine s nereguliranim AT. Alkohol konzumira 2

(3,8 %) ispitanika iz skupine nereguliranoga AT.

U skupini s reguliranim AT srednja vrijednost tlaka desne ruke je 130/85 mmHg, lijevog 125/84
mmHg dok su u skupini s nereguliranim AT vrijednosti znacajno vise (Mann Whitney U test,

P < 0,001) (Tablica 5.4).
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Tablica 5.4. Vrijednosti sistolickoga 1 dijastolickoga tlaka prema ruci i skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)
Regulirani Neregulirani p*
Ukupno
tlak tlak
Desna ruka
sistolicki tlak 130 155,5 115
<0,001
(120 - 134,5) (150 - 165) (100 - 130)
dijastolicki tlak 85 100 100
<0,001
(80 -90) (95 -108.5) (85-155.5)
Lijeva ruka
sistolicki tlak 125 155 140
<0,001
(120 - 131,5) (148,25 - 165) (125 -155)
dijastolicki tlak 84 100 90
<0,001
(79 - 90) (91,3 - 109,8) (83,5-100)

*Mann Whitney U test

Svi ispitanici imaju normalan nalaz upalnih parametara, sedimentacije 1 leukocita, i1 ostalih

vrijednosti crvene krvne slike.

Uredan nalaz urina je kod 97 (91,5 %) ispitanika, njih 3 (2,8 %) u nalazu ima eritrocite 1
leukocite, a jedan (0,9 %) ispitanik ima samo leukocite. Ispitanici s nereguliranim AT imaju
znacajno vise vrijednosti kolesterola, 5,8 mmol/L (interkvartilnog raspona 5 mmol/L do 6,6
mmol/L) (Mann Whitney U test, P = 0,006), i lipoproteina visoke gustoc¢e (HDL) 3,8 mmol/L
(interkvartilnog raspona 3,01 mmol/L do 4,34 mmol/L). Srednja vrijednost glukoze u krvi je

5,1 mol/L (interkvartilnog raspona 4,8 mol/L do 5,58 mol/L) podjednako u obje skupine.

Jetreni enzim alanin aminotransferaza (ALT) znacajno je visi u skupini ispitanika sa
nereguliranim AT sa srednjom vrijednosti 22 U/L (interkvartilnog raspona 19 U/L do 26,5 U/L)
(Mann Whitney U test, P =0,008), no to je jo§S uvijek unutar referentnih laboratorijskih

vrijednosti. Vrijednosti kreatinina znacajno su vise u skupini ispitanika sa nereguliranim AT,
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77 umol/L (Mann Whitney U test, P =0,003), dok je klirens kreatinina znacajno visi kod
ispitanika s reguliranim AT (Mann Whitney U test, P = 0,01) (Tablica 5.5).

Tablica 5.5. Vrijednosti lipidograma, GUK-a, jetrenih enzima i parametara bubrezne funkcije

prema skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)

Regulirani Neregulirani Uk p*
upno
tlak tlak P
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Lipidni status
5,2 5,8 5,55
Kolesterol [mmol/ L] 0,006
(4,52-5,92) (5-6,6) (4,78-6,18)
3,5 3,8 3,6
HDL [mmol/ L] 0,03
(2,86 -3,9) (3,01 -4,34) (2,99 -4,04)
1,3 1,29 1,3
LDL [mmol/ L] 0,71
(1,1-1,4) (1,09-1,44) (1,1-141)
o 1,3 1,73 1,6
Trigliceridi [mmol/ L] 0,07
(0,95 - 2,09) (1,29-2,5) (1,02-2,13)
5,1 5,1 5,1
GUK - glukoza u krvi [mol/L] ’ ' ’ 0,56
(4,8-5.5) (4,8-57) (4,8-5,58)
Jetreni enzimi
AST - Aspartat 20 22 21 0.23
aminotrasferaza [U/L] (18-27) (19-26,5) (18-26,75) ’
ALT - Alanin 19 245 22
) 0,008
aminotransferaza [U/L] (15 - 28) (20 - 30,75) (17 - 28)
GGT 20 25 22 027
(14 - 30) (18,25 -42) (18-39) ’
Bubrezna funkcija
66 77 70
Kreatinin [pumol/ L] 0,003
(60 - 74) (66 - 81,5) (62 - 80)
103 96 100
Klirens kreatinina 0,01
(94 -111) (86,5-106,5) (90 - 109)

*Mann Whitney U test

Inhibitore angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE inhibitore) koristi 66 (63,5 %) ispitanika,
tiazidski diuretik 33 (31,7 %), kalcijske antagoniste 58 (55,8 %) ispitanika, beta blokatore 23
(22,1 %) ispitanika, blokatore angiotenzinskih receptora (ARB) 10 (9,6%) ispitanika, a
centralne antiadrenergike 11 (10,6 %) ispitanika, bez znacajne razlike u broju ispitanika prema

skupinama (Tablica 5.6).
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Tablica 5.6. Raspodjela ispitanika prema terapiji koju koriste 1 skupinama

Broj (%) ispitanika

Terapija Regulirani  Neregulirani p*
tlak tlak Ukupno

ACE inhibitori 38 (71,7) 28 (54,9) 66 (63,5) 0,10
Tiazidski diuretik 20 (37,7) 13(25,5) 33(3L7) 0,21
Kalcijski antagonisti 29 (54,7) 29 (56,9) 58 (55,8) 0,85
Beta blokatori 15 (28.,3) 8 (15,7) 23(22,1) 0,16
ARB 4(7,5) 6 (11,8) 10 (9,6) 0,52
Centralni antiadrenergik 3(5,7) 8 (15,7) 11(10,6) 0,12

*Fisherov egzaktni test

Vrijednosti Toll-like receptora 4 (TLR 4) znacajno su vise kod u skupini bolesnika sa
nereguliranim tlakom, srediSnje vrijednosti 25,6 (interkvartilnog raspona 20,6 do 30,1) (Mann

Whitney U test, p=0,011), kao i vrijednosti srednjeg intenziteta fluorescencije (MFI), koje su

kod ispitanika s nereguliranim AT znacajno vise i iznose 95,9 (interkvartilnog raspona od 83,5

do 101,8) (Mann Whitney U test, P = 0,02).

Vrijednosti interleukina 17A (IL — 17A), iako su neSto viSe u grupi sa nereguliranim AT

znacajno se ne razlikuju u odnosu na ispitanike s reguliranim AT (Tablica 5.7).

Tablica 5.7. Srednje vrijednosti Toll-like receptora 4, MFI i interleukina 17A prema skupinama
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Medijan
(interkvartilni raspon)
P*
Regulirani Neregulirani
Ukupno

tlak tlak
TLR-4 21,99 25,60 22,86 0.01
(Toll-like receptor 4) (18,9 -25,01) (20,6 - 30,1) (19,3 - 28.9) ’

88,01 95,95 90,69
MFI 0,02

(79,39 -94,57) (83,46-101,78) (81,42 -99,96)

IL-17A 1,60 1,80 1,73 0.19
(Interleukin 17A) (0,939-1,951) (1,242-2,114) (1,21 -2,024) ’

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

5.2. Povezanost TLR4 i IL-17A s drugim parametrima

Kod svih ispitanika, dulje trajanje bolesti uzrokuje povecanje IL-17A (Spearmanov koeficijent
korelacije p=0,224 P =0,02). Nema znacajnih povezanosti dobi i trajanja bolesti s ostalim

parametrima.

U skupini ispitanika s reguliranim AT, dulje trajanje bolesti uzrokuje povecanje TLR4
(Spearmanov koeficijent korelacije p=0,322 P =0,02) i MFI (Spearmanov koeficijent
korelacije p=0,290 P = 0,03).

U grupi ispitanika sa nereguliranim AT znacajno se povecava IL-17A s trajanjem bolesti

(Spearmanov koeficijent korelacije p=0,566 P < 0,001) (Tablica 5.8).

Tablica 5.8. Ocjene povezanosti trajanja bolesti, dobi, TLR4, MFI i IL-17A

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

Trajanje bolesti Dob TLR4 MFI
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Svi ispitanici

Trajanje bolesti

1

Dob ispitanika 0,241 (0,08) 1

TLR4 0,045 (0,65) 0,109 (0,27) 1

MFI 0,051 (0,61) 0,107 (0,28) 0,969(<0,001) 1
IL-17A 0,224 (0,02) 0,090 (0,38) -0,136 (0,19) -0,083 (0,42)
Regulirani tlak

Trajanje bolesti 1

Dob ispitanika 0,241 (0,08) 1

TLR4 0,322 (0,02) 0,171 (0,22) 1

MFI 0,290 (0,03) 0,177 (0,20) 0,963 (<0,001) 1
IL-17A -0,147 (0,31) 0,071 (0,63) -0,138 (0,35) -0,088 (0,55)
Neregulirani tlak

Trajanje bolesti 1

Dob ispitanika 0,278 (0,04) 1

TLR4 -0,105 (0,46) -0,043 (0,76) 1

MFI -0,112 (0,43) -0,074 (0,60) 0,962 (<0,001) 1
IL-17A 0,566 (<0,001) 0,119 (0,42) -0,142 (0,33) -0,116 (0,43)

*MFTI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean fluorescence intensity)

Nema znacajnih razlika u srednjoj vrijednosti TLR4, MFI 1 IL-17A prema tome jesu li ispitanici

pusaci ili ne (Tablica 5.9).

Tablica 5.9. Srednje vrijednosti TLR4, MFI i IL-17A prema puSenju

Medijan (interkvartilni raspon)

P*
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Nisu pusaci Pusaci Ukupno
TLR-4 22,6 24,16 22,86 0.58
(Toll-like receptor 4) (19,0-28,9) (20,55-27,54) (19,32 -28,88) ’
89,5 93,52 90,69
MFI 0,44
(80,4 -100,7) (84,31-97,44) (81,42-99,96)
IL-17A 1,710 1,770 1,730 0.52
(Interleukin 17A) (1,13 - 1,99) (1,22-2,20) (1,21 -2,024) ’

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Znacajnih razlika u srednjoj vrijednosti TLR4, MFI 1 IL-17A prema puSenju nema niti prema

tome imaju li reguliran ili nereguliran AT (Tablica 5.10).

Tablica 5.10. Srednje vrijednosti TLR4, MFi i IL17A prema skupinama i puSenju

Medijan (interkvartilni raspon) p*

35



Nisu pusaci Pusaci Ukupno
Regulirani tlak
TLR-4 21,03 22,6 21,99 0.55
(Toll-like receptor 4) (18,91 -25,21) (18,31 -25,17) (18,89 -25,01) ’
86,89 92,43 88,01
MFI 0,36
(78,53 -93,07) (80,58 -95,91) (79,39 -94,57)
IL-17A 1,69 1,27 1,596 0.1
(Interleukin 17A) (0,92 - 1,89) (0,89 -2,09) (0,939-1,951) ’
Neregulirani tlak
TLR-4 25,5 25,93 25,60 0.64
(Toll-like receptor 4) (20,46 - 30,37) (20,67 - 29,6) (20,57 -30,12) ’
- 90,91 95.99 95,95 .
(82,68 - ) (83,46 - )
102,09) (84,5 - 101,86) 101,78)
IL-17A 1,8 1,88 1,796 034
(Interleukin 17A) (1,18 - 2,06) (1,38-2,3) (1,242-2,114) ’
*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean
fluorescence intensity)
Ispitanici oba spola imaju podjednake vrijednosti parametara (Tablica 5.11).
Tablica 5.11. Srednje vrijednosti TLR4, MFI i IL-17A prema spolu
Medijan (interkvartilni raspon)
P*

Muskarci

Zene

Ukupno
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TLR4 25,55 22,74 28
(Toll-like receptor 4) (20,34 -28,1) (18,94-28,96) (19,32-28,9)
90,03 91,73 90,69
MFI 0,87
(83,3-99,7)  (79,8-100,2)  (81,4-99,9)
IL-17A 1,41 1,78 173 o
(Interleukin 17A) (1,22-2,04)  (L,17-1,99)  (1,21-2,02)

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Nema razlike po spolu unutar pojedine skupine ispitanika prema regulaciji AT (Tablica 5.12).

Tablica 5.12. Srednje vrijednosti TLR4, MFI i IL-17A prema skupinama 1 spolu
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Medijan (interkvartilni raspon)

P*
Muskarci Zene Ukupno
Regulirani tlak
TLR-4 20,67 22,37 21,99 035
(Toll-like receptor 4) (18,4 -23,9) (18,9 - 25,8) (18,9 - 25,0) ’
84,36 89,9 88,01
MFI 0,21
(73,6 -90,8) (80,55 -95,69) (79,4 - 94,6)
IL-17A 1,320 1,690 1,596 0.97
(Interleukin 17A) (0,8-2,1) (1,03-1,87) (0,939 -1,951) ’
Neregulirani tlak
TLR-4 25,76 25,45 25,60 0.7
(Toll-like receptor 4) (21,1 - 29.8) (18,03 -32,1) (20,6 - 30,1) ’
94,97 97,53 95,9
MFI 0,72
(86,5 -102,1) (76,5-101,7)  (83,5-10L,8)
IL-17A 1,46 1,87 1,796 0.62
(Interleukin 17A) (1,31 -2,02) (1,21-2,18) (1,242-2,114) ’

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Ispitanici koji po vrijednostima indeksa tjelesne mase pripadaju pretilima imaju nesto vise

vrijednosti TLR4 1 IL17-A, no bez statisticki znaCajne razlike u odnosu na ispitanike s

prekomjernom ili normalnom TM (Tablica 5.13).
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Tablica 5.13. Srednje vrijednosti TLR4, MFI i IL-17A prema indeksu tjelesne mase

Medijan (interkvartilni raspon)
*
Normalna Prekomjerna Pretili Ukupno P
™ ™

TLR-4 22,93 22,5 23,2 22,9

(Toll-like 0,52
receptor 4) (20,5 - 28,9) (18,9-27,8) (18,9-29.4) (19,3-28,9)
92,9 90,03 88,3 90,7

MFI (76,5 - 0,88
(85,1-101,1) (81,6 -97,9) 100.3) (81,4-99,9)
IL17A 1,75 1,61 1,78 1,73

(Interleukin 0,96
17A) (1,27 -2,01) (1,22-1,99) (0,94 -2,14) (1,21-2,024)

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Unutar skupina ispitanika prema regulaciji AT, nema znacajnih razlika u parametrima prema

TM (Tablica 5.14).

Tablica 5.14. Srednje vrijednosti TLR4, MFI i IL17A prema indeksu tjelesne mase i skupinama
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Medijan (interkvartilni raspon)
Normalna  Prekomjerna - p*
™ ™ Pretili Ukupno
Regulirani tlak
. 19,1
TLR-4 (Toll-like 22,0 224 173 21,9 0.67
receptor 4) (20,0 - 26,0) (18,9 -29,2) ( 22’ 1; (18,9-25,00 °~
MFI 90,8 91,3 7 SO 88,0 0.94
(83,4-96,9) (81,9-103,2) ( 86’ 7; (79,4 -94,6)
IL-17A 1,79 1,27 1,8 1,596 0.09
(Interleukin 17A) (1,36 -2,2) (0,7-1,8)  (0,9-22) (0,939-1,951)
Neregulirani tlak
. 29,1
TLR-4 (Toll-hke 2692 2459 236 2576 0.40
receptor 4) (20,4 -29,1) (18,1-27,4) ( 35’ 3; (20,6-30,1)
T 96,2 89,5 8§95’3 959
(84,0 -101,9) (78,9 - 96,8) (105’ 4; (83,5-101,8)
1,6
IL-17A 1,75 1,94 0.94 1,79 0.44
(mterleukin 174)  (121-199)  (131-222 G0 qoa-214 O

*Mann Whitney U test, TMFIL: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Nema znacajnih povezanosti lipidograma s TLR4, IL-17A 1 MFI, kako kod svih ispitanika tako
i u skupinama (Tablica 5.15).

Tablica 5.15. Ocjena povezanosti lipidograma s TLR4 , MFIT 1 IL-17A

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (p-vrijednost)
Kolesterol LDL HDL  Trigliceridi TLR4 MFI

Svi ispitanici

Kolesterol 1
LDL 0,874 1
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(<0,001)
0,202 0,077
HDL ©00n 49
e 0,539 0,427  -0,250
Trigliceridi (<0.001)  (<0,001)  (0.02) 1
0,078 0,149 0,041 -0,050
TLR4 (0,44) 0,16)  (0,71) (0,62) !
MEI -0,061 0,098 0,058 -0,053 0,969 :
(0,54) 0,36)  (0,60) (0,60) (<0,001)
0,137 0,177  -0,124 0,205 0,136  -0,083
IL-17A (0,18) (0,11)  (0,28) (0,05) 0,19)  (0,43)
Regulirani tlak
Kolesterol 1
0,824
’ 1
LDL (<0,001)
0,029 -0,134
HDL 086 04y
e 0,367 0213 -0,340
Trigliceridi 0.008) ©016)  (0.03) 1
-0,147 0,131 0,096 -0,124
9 bl 9 9 1
TLR4 (0,29) 0,39)  (0,55) (0,39)
MEFI -0,102 0,027 0,159 -0,172 0,963 |
(0,47) 0,86)  (0,33) (0,23) (<0,001)
L-17A 0,056 0,047  -0,134 0,029 0,138 -0,088
} (0,71) 0,76)  (0,43) (0,84) 0,36)  (0,56)
Neregulirani tlak
Kolesterol 1
0,912
’ 1
LDL (<0,001)
0,324 0,223
HDL (0,03) (0,15) !
e 0,604 0,550  -0,210
9 9 b 1
Trigliceridi (<0.001)  (<0001) (0.18)
-0,181 0,258  -0,067 -0,044
, , , , 1
TLR4 (0,20) 0,09) (0,67 (0,77)
MFI -0,194 0263 -0,049 -0,038 0,962 .
(0,17) 0,08)  (0,75) (0,79) (<0,001)
0,153 0225  -0,100 0,253 0,142 -0,116
IL-17A 0,29) (0,16) (0,53) (0,09) (0,34 0,43)

*MFTI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean fluorescence intensity)

Znacajno su nize vrijednosti TLR4 (Mann Whitney U test, P = 0,001) kod svih bolesnika koji
uzimaju beta blokatore, kao 1 MFI (Mann Whitney U test, P = 0,001). Vrijednosti IL-17A su
znacajno vise kod ispitanika koji uzimaju diuretik (Mann Whitney U test, P <0,001) i centralni

antiadrenergik (Mann Whitney U test, P =0,01) (Tablica 5.16).

U skupini ispitanika sa reguliranim AT znacajno su nize vrijednosti TLR4 (Mann Whitney U

test, P =0,005) kod bolesnika koji uzimaju beta blokatore, kao i MFI (Mann Whitney U test,
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P =0,009). Vrijednosti IL-17A su znacajno viSe kod ispitanika koji uzimaju diuretik (Mann
Whitney U test, P =0,02) (Tablica 5.17).

U skupini ispitanika sa nereguliranim AT znacajno su nize vrijednosti TLR4 (Mann Whitney
U test, P =0,04) kod bolesnika koji uzimaju beta blokatore. Vrijednosti IL-17A su znacajno
vise kod ispitanika s nereguliranim AT koji uzimaju diuretik (Mann Whitney U test, P = 0,001)
(Tablica 5.18).

Tablica 5.16. Srednje vrijednosti TLR4, IL-17A i MFI prema uzimanju terapije kod svih
ispitanika

Medijan (interkvartilni raspon) prema
uzimanju terapije p*
Ne da
TLR-4
ACE inhibitori 23,6 (18,9 —29,1) 22,7 (19,5 -28,2) 0,76
ARB 22,9 (19,7 —28,8) 22,5 (18,6 —29,7) 0,76
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Tiazidski diuretik 22,6 (19,7 - 28,8) 22,9 (18,9 —29,6) 0,95
Kalcijski antagonisti 22,6 (20,5 —-29,02) 22,9 (18,6 — 27,8) 0,32
Beta blokatori 24,1 (20,6 — 29,2) 18,9 (18,1 —24,3) 0,001
Centralni antiadrenergik 22,6 (19,5-27,7) 29,3 (17,5-32,1) 0,25
IL-17A

ACE inhibitori 1,78 (1,3-1,9) 1,7 (1,03 — 2,04) 0,87
ARB 1,75 (1,2 - 1,98) 1,71 (0,84 — 2,25) 0,94
Tiazidski diuretik 1,41 (0,93 -1,9) 2,01 (1,5-2,4) <0,001
Kalcijski antagonisti 1,5(1,1-1,9) 1,78 (1,2 -2,03) 0,35
Beta blokatori 1,7 (1,1 -2,1) 1,8 (1,2 -1,98) 0,69
Centralni antiadrenergik 1,69 (1,1 — 1,98) 2,1(1,7-2,3) 0,01
MFI

ACE inhibitori 92,8 (81,6 — 101,5) 89,6 (80,6 —98,7) 0,53
ARB 90,6 (81,4 —-100,2) 92,2 (80,7 —100,1) 0,95
Tiazidski diuretik 90,6 (82,2-99,6) 91,3 (80,5-101,9) 0,90
Kalcijski antagonisti 90,8 (83,7 —-100,9) 89,6 (76,3 —98,7) 0,32
Beta blokatori 92,8 (83,9 -101,3) 80,3 (74,8 —-87,7) 0,001
Centralni antiadrenergik 90,1 (81,6 —98,6) 100,6 (77,7 —103,7) 0,20

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Tablica 5.17. Srednje vrijednosti TLR-4, IL17A i MFI prema uzimanju terapije u grupi

ispitanika s dobro reguliranim AT

Medijan (interkvartilni raspon) prema
Regulirani tlak uzimanju terapije p*
ne da
TLR4
ACE inhibitori 21 (19-22)9) 22,3 (18,8 - 26,1) 0,32
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ARB 22 (18,8 -25,7) 20,6 (19 -22,7) 0,65
Tiazidski diuretik 21,3 (18,8 - 24,5) 22,6 (19 - 28,7) 0,47
Kalcijski antagonisti 22,4 (20,1 - 27,6) 20,6 (18,4 - 25) 0,09
Beta blokatori 22,6 (20,2 - 25,9) 18,9 (18,1 -20,1) 0,005
Centralni antiadrenergik 22,1 (19 -24,9) 17,3 (12,7 - 37,6) 0,38
IL-17A

ACE inhibitori 1,8 (1,3-1,9) 1,4(0,8-2) 044
ARB 1,5(0,9-1,9) 1,8 (1,7-2,3) 0,28
Tiazidski diuretik 1,3 (0,8 -1,8) 1,8(1,4-2,3) 0,02
Kalcijski antagonisti 1,2 (0,8-1,9) ,8(1,3-2) 0,12
Beta blokatori 1,5(0,9 - 1,9) ,8(1,2-2) 0,41
Centralni antiadrenergik 1,5(0,9-1,9) 1,9(1,8-2,1) 0,13
MFI

ACE inhibitori 83 (80 -92,6) 88,1 (78,5 -95,7) 0,47
ARB 88 (78,2 - 95,4) 87,1 (81,7-92,6) 0,98
Tiazidski diuretik 87,9 (77,2 - 94,1) 88,1 (80,5 - 100,7) 0,64
Kalcijski antagonisti 89,9 (84 - 99) 83 (74,3 -92,8) 0,07
Beta blokatori 91,3 (83 -95.5) 80 (72,6 -84,1) 0,009
Centralni antiadrenergik 88,1 (80,3 -94,1) 74 (64,8 - 111,1) 0,50

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

Tablica 5.18. Srednje vrijednosti TLR4, IL-17A 1 MFI prema uzimanju terapije u grupi

ispitanika s nereguliranim AT

Medijan (interkvartilni raspon) prema

Neregulirani tlak uzimanju terapije px

ne da

TLR4
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ACE inhibitori 27,6 (21,1 - 32) 24,9 (20,3 - 29,3) 0,22
ARB 25,5 (20,6 - 29,8) 28,2 (16,7 - 31,8) 0,92
Tiazidski diuretik 25,5 (20,8 - 30,2) 27,2 (18,3 -30,1) 0,82
Kalcijski antagonisti 25,5 (21,1 -30,4) 25,6 (19,9 - 29,9) 0,83
Beta blokatori 25,9 (21,1 - 30,5) 20,5 (18 -27,4) 0,09
Centralni antiadrenergik 25,3 (20,5 - 29.,8) 29.4 (27 - 30,3) 0,16
IL-17A

ACE inhibitori 1,8 (1,3-2) 1,8 (1,2 -2,3) 0,37
ARB 1,8 (1,3-2,1) 1,4 (0,2 - 2,5) 0,55
Tiazidski diuretik 1,6 (1,2-2) 2,3(1,9-2,6) 0,001
Kalcijski antagonisti 1,8 (1,3-2,1) 1,8 (1,2 -2,3) 0,87
Beta blokatori 1,8(1,3-2,1) 1,8 (1,2-2,3) 0,97
Centralni antiadrenergik 1,8 (1,2-2) 2,3(1,4-2,6) 0,06
MFI

ACE inhibitori 99,3 (82,8 - 102,6) 90,6 (83,6 - 100,4) 0,20
ARB 95 (83,6 - 101,6) 98 (76,1 - 103,4) 0,90
Tiazidski diuretik 95 (83,6 - 101,5) 97,5 (80,2 - 102,8) 0,95
Kalcijski antagonisti 90,8 (83,7 -101,5) 96 (81,2 - 102,9) 0,64
Beta blokatori 96,8 (85,4 -102,4) 83,4 (74,9 - 90,5) 0,04
Centralni antiadrenergik 90,9 (83,1 -101,5) 101,9 (96,8 - 103,2) 0,10

*Mann Whitney U test, TMFI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean

fluorescence intensity)

5.3. Utjecaj CRP i urata

Nema znacajne razlike u vrijednostima urata i CRP prema reguliranosti AT (Tablica 5.19).
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Tablica 5.19. Sredisnje vrijednosti urata i CRP-a prema reguliranosti arterijskoga tlaka

Medijan (interkvartilni raspon)
Reguliran Nereguliran p*
Ukupno
tlak tlak
Urati 302,5 318,5 311 0.70
(251,75 - 377,75) (271 -356)  (263,5-368) ’
CRP 3,69 3,16 3,48 0.33
(2,43 - 5,49) (2,19-4,75) (2,29 - 5,19) ’
*Mann Whitney U test

Vrijednosti urata znacajno su viSe kod muskaraca, medijana 341,5 (interkvartilnog raspona

305,3 do 394,5) u odnosu na zene (Mann Whitney U test, P <0,001) (Tablica 5.20).

Tablica 5.20. SrediSnje vrijednosti urata i CRP-a prema spolu

Medijan (interkvartilni raspon)
P*
Muskarci Zene Ukupno
Urati 341,5 276 311
<0,001
(305,3 - 394,5) (238,5-327)  (263,5-368)
CRP 2,96 3,68 3,48 0.18
(1,89 - 4,68) (2,51 -5,38) (2,29 - 5,19) ’
*Mann Whitney U test

Kod pretilih ispitanika znacajno su vise vrijednosti urata, medijana 343 (interkvartilnog raspona

od 324 do 386) (Kruskal Wallis test, P = 0,003), kao i vrijednosti CRP-a (Kruskal Wallis test,

P = 0,03) (Tablica 5.21).

Tablica 5.21. SrediSnje vrijednosti urata i CRP-a prema indeksu tjelesne mase
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Medijan (interkvartilni raspon)

Normalna Prekomjerna Pretili p*
TT 18,5 - 24,9 TT 25-29,9 301 vise
Urati 254 303 343
0,003
(233,75 - 288,75)  (273,5-383,5) (324 - 386)
CRP 2,38 3,47 4,66 0.03
(1,89 - 3,48) (2,35-5,05) (2,87 - 8,02) ’
*Kruskal Wallis test

Nema znacajnih razlika u vrijednostima urata i CRP-a prema reguliranosti AT u skupinama

prema spolu (Tablica 5.22).

Tablica 5.22. SrediSnje vrijednosti urata i CRP-a prema reguliranosti AT i spolu
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Medijan (interkvartilni raspon)
Reguliran Nereguliran
Ukupno
tlak tlak
Muskarci
368 339 341,5
Urati 0,51
(310,5 - 409,5) (300 -395) (305,25 -394.5)
3,62 2,43 2,96
CRP 0,37
(2519 - 5’2) (1’71 - 4528) (1,89 - 4,68)
Zene
274 278 276
Urati 0,96
(242,5 - 3406) (234 - 321,5) (238,5 -327)
3,71 3,49 3,68
CRP 0,81
(2,41 -5,58) (2,92-5,12) (2,51 -5,38)
*Mann Whitney U test

Unutar dobnih skupina nema znacajnih razlika u uratima i CRP-u prema reguliranosti AT

(Tablica 5.23)

Tablica 5.23. Osnovne mjere sredine i rasprSenja urata i CRP po dobnim skupinama ispitanika
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Medijan (interkvartilni raspon)
Dob ispitanika Reguliran Nereguliran p*
Ukupno
tlak tlak
) 353 306
Urati 283 -
4o 30 (229,5 - 300,56) (283 - 400)
godina 3.55 32
CRP 1,87 -
(2,4 - 3,48) (1,8 -3,89)
) 347 297 325
Urati 0,34
(288,3-407,3)  (212-356,25) (235,5-384,5)
31-40
5,41 2,38 4,17
CRP 0,26
(3,13-6,34) (1,82 -6,57) (2,03 -6,07)
) 274 273 274
Urati 0,85
(230 - 368) (239,5 - 335) (240 - 343)
41-50
3,32 2,97 3,24
CRP 0,19
(2,43 - 6,03) (0,48 - 3,68) (2,07 -5,43)
_ 344 323 328
Urati 0,82
(276,7-420,7)  (292,3-349,8) (282,3-392,8)
51-60
3,72 3,12 3,3
CRP 0,64
(2,41 -4,71) (2,21 -4,21) (2,25 -4,61)
‘ 328 326
Urati 34727 -
61i (279,5-424,5) (274 -412,25)
vise 5,01 5
CRP 5,237 -
(2,87 - 8,39) (2,87 - 8,2)

*Mann Whitney U test; 'Jedan ispitanik

Unutar skupina po indeksu tjelesne masee, nema znacajnih razlika u uratima i CRP-u prema

reguliranosti AT (Tablica 5.24).

Tablica 5.24. Osnovne mjere sredine i rasprSenja urata i CRP po indeksu tjelesne mase
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Medijan (interkvartilni raspon)
Reguliran Nereguliran p*
Ukupno
tlak tlak
. 263 245 254
Urati 0,79
Normalna (240 - 283) (233-306) (233,75 -288,75)
T™™ 18,5-249 2,37 2,38 2,38
CRP > 0,99
(1,8 -3,67) (1,92 - 3,48) (1,89 - 3,48)
. 299 335 303
Urati 0,18
prekomjerna (250 -379,75) (293 - 400) (273,5 - 383,5)
™™ 25-29,9 3,51 3,47 3,47
CRP 0,86
(2,06 - 5,23) (2,43 -5,01) (2,35-5,05)
. 368 329 343
Urati 0,32
Pretili (327-390) (297 -372,25) (324 - 386)
301 vise 4,99 4,32 4,66
CRP 0,56
3-7,13) (1,63-10,76) (2,87 -8,02)

*Mann Whitney U test

U skupini svih ispitanika najve¢a povezanost je izmedu ITM 1 CRP-a (Spearmanov koeficijent
korelacije p=0,513; P <0,001), i ITM i urata (Spearmanov koeficijent korelacije p = 0,438;
P <0,001).

U skupni ispitanika sa reguliranim AT, urati i IL-17A su obrnuto proporcionalne veliine

(Spearmanov koeficijent korelacije p =-0,341; P = 0,03).

U skupni ispitanika sa nereguliranim AT, ispitanici s ve¢im ITM, imaju vece vrijednosti CRP-
a (Spearmanov koeficijent korelacije p =0,457; P =0,004) i urate (Spearmanov koeficijent
korelacije p =0,386; P =0,02), dok ispitanici s ve¢im vrijednostima triglicerida imaju vece

vrijednosti CRP (Spearmanov koeficijent korelacije p = 0,386; P =0,02), a uz nize vrijednosti
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urata HDL pokazuje viSe vrijednosti (Spearmanov koeficijent korelacije p =-0,416; P =0,01)
(Tablica 5.25).

Tablica 5.25. Ocjena povezanosti CRP-a 1 urata s ostalim parametrima

Spearmanov koeficijent
korelacije (P vrijednost)

CRP Urati
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*MFTI: srednji intenzitet fluorescencije biljega (od engl. mean fluorescence intensity)

Nema znacajnih razlika u vrijednosti urata i CRP-a prema uzimanju terapije kod svih ispitanika

(Tablica 5.26).

Svi ispitanici

I™ 0,513 (<0,001) 0,438 (<0,001)
Kolesterol 0,138 (0,22) -0,050 (0,66)
LDL 0,101 (0,39) 0,055 (0,65)
HDL -0,288 (0,02)  -0,412 (0,001)
Trigliceridi 0,353 (0,002) 0,025 (0,83)
TLR4 -0,003 (0,97) -0,099 (0,39)
MFI 0,065 (0,56) -0,030 (0,79)
IL-17A -0,071 (0,53) -0,090 (0,43)
eGFR -0,083 (0,48) 0,034 (0,77)
Regulirani tlak
I™ 0,565 (< 0,001) 0,473 (0,002)
Kolesterol 0,078 (0,62) 0,077 (0,63)
LDL 0,088 (0,59) 0,160 (0,33)
HDL -0,260 (0,15) -0,387 (0,03)
Trigliceridi 0,375 (0,02) 0,058 (0,72)
TLR4 -0,219 (0,17) -0,302 (0,06)
MFI 0,229 (0,15) 0,068 (0,66)
IL-17A -0,304 (0,05) -0,341 (0,03)
eGFR -0,191 (0,24) -0,042 (0,80)
Neregulirani tlak
I™ 0,457 (0,004) 0,386 (0,02)
Kolesterol 0,190 (0,25) -0,065 (0,70)
LDL 0,085 (0,63) -0,013 (0,94)
HDL -0,321 (0,06) -0,416 (0,01)
Trigliceridi 0,367 (0,03) 0,012 (0,94)
TLR4 0,248 (0,13) 0,110 (0,51)
MFI -0,134 (0,42) -0,126 (0,45)
IL-17A 0,202 (0,22) 0,158 (0,34)
eGFR 0,020 (0,91) 0,051 (0,77)
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Tablica 5.26. Srednje vrijednosti urata i CRP-a prema uzimanju terapije kod svih ispitanika

Medijan (interkvartilni raspon) prema
uzimanju terapije p*
ne da

URATI

ACE inhibitori 302 (242,5 - 354) 318 (272 - 376) 0,45
ARB 304,5 (262,8 -370)  330,5 (2877 - 369,8) 0,46
Tiazidski diuretik 311 (241,3-368) 310,5(274,5-378.5) 0,32
Kalcijski antagonisti 296,5 (248 - 367) 325,5(275-379,3) 0,24
Beta blokatori 311 (259,5 - 370) 313 (274 - 373.5) 0,64
Centralni antiadrenergik 311 (262,3 - 368) 315(272,3 - 378,3) 0,74
CRP

ACE inhibitori 3,1(1,9-6,7) 3,5(2/4-4)9) 0,87
ARB 3,6 (2,3-5,3) 24(2,1-52) 0,33
Tiazidski diuretik 3,7(2,4-5,6) 2,9 (1,6 - 5,0) 0,16
Kalcijski antagonisti 34(23-42) 3,7(2,2-6,1) 0,47
Beta blokatori 3,5123-5,1) 3,3(2,2-6,1) 0,81
Centralni antiadrenergik 34(23-5,1) 3,5(1,7-12,1) 0,59

*Mann Whitney U test

5.4. Farmakoterapija



Po jedan antihipertenziv u terapiji ima 38 (36,2 %) ispitanika, njih 33 (31,4 %) dva, a 19
(18,1 %) ispitanika tri antihipertenziva. Cetiri antihipertenziva uzima 7 (6,7 %), a pet samo 5

(1,9 %) ispitanika. Antihipertenzive ne uzima 6 (5,7 %) ispitanika (Slika 5.1).
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Slika 5.1. Ispitanici prema broju antihipertenziva koje koriste

SrediSnji broj antihipertenziva koji koriste je 2 (interkvartilnog raspona od 1 do 3), u rasponu
od 0 do 5.

Nema znacajnih razlika u broju antihipertenziva prema spolu. Prema dobi, stariji ispitanici

ceS¢e imaju po dva antihipertenziva u odnosu na mlade ispitanike, bez znacajne razlike.

Ispitanici normalne tjelesne mase [18,5 < ITM < 24.9] koriste najces¢e samo jedan
antihipertenziv (interkvartilnog raspona od 0 do 3) dok ispitanici prekomjerne tjelesne mase i

oni koji su pretili nesto vise, no razlika izmedu njih nije statisticki znacajna (Tablica 5.27).

Tablica 5.27. Broj antihipertenziva prema spolu, dobi ispitanika i indeksu tjelesne mase
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Medijan
(interkvartilni raspon) Minimum - p*
maksimum
broja antihipertenziva
Spol
Muskarci 2(1-3) 0-5
y 0,99
Zene 2(1-3) 0-5
Dob ispitanika
do 29 godina 1(1-2) 1-2
30-39 1(1-2) 0-3
40 - 49 2(1-3) 0-5 0,067
50-59 2(2-3) 1-5
60 i vise 2(1-3) 0-4
Indeks tjelesne mase (ITM)
Normalna tjelesna masa
1(1-2) 0-3
[18,5 <ITM < 24.9]
Prekomjerna tjelesna masa
2 (1 - 3) 0-5 0 06‘r
[25 <ITM <29.9] ’
Pretili [ITM >30] 2(2-3) 0-5
Ukupno 2(1-3) 0-5

*Mann Whitney U test; 'Kruskal Wallis test

Prema reguliranosti hipertenzije obje skupine ispitanika (regulirana i neregulirana hipertenzija)
koriste podjednak broj antihipertenziva. S obzirom na trajanje bolesti, pacijenti s duljinom
bolesti vise od godine dana, koriste znacajno vise antihipertenziva u odnosu na novootkrivene
sluc¢ajeve, medijana 2 antihipertenziva (interkvartilnog raspona od 1 do 3) u rasponu od 1 do 5

antihipertenziva (Mann Whitney U test, P <0,001) (Tablica 5.28).

Tablica 5.28. Broj antihipertenziva prema reguliranosti hipertenzije i trajanju bolesti
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Medijan

] o Minimum -
(interkvartilni raspon) ] p*
) o ) maksimum
broja antihipertenziva
Hipertenzija
Regulirana 2(1-3) 1-5
0,14
Neregulirana 2(1-3) 0-5
Trajanje bolesti
Krace od godinu dana 1(1-2) 0-3
<0,001
DuzZe od godinu dana 2(1-3) 1-5

*Mann Whitney U test

6. RASPRAVA
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Nase istrazivanje je pokazalo da ispitanici sa nereguliranom arterijskom hipertenzijom imaju
znacajno vecu ekspresiju TLR4 na perifernim monocitima u odnosu na ispitanike sadobro
reguliranim vrijednostima AT. To bi znacilo da neregulirani AT neposredno djeluje kao poticaj
za aktivaciju prirodenog imunoloSkog odgovora. Posljedica toga moze biti oStecenje ciljnih
organa te daljnja progresija bolesti, njenih komplikacija, a samim tim i losiji ishod takvih
bolesnika. Nadalje, ispitanici s nereguliranim AT takoder su imali i nesto vecu razinu IL-17A,
no ipak ne do ranga statisticke znacajnosti. Ovdje treba uzeti u obzir moguc¢nost da za aktivaciju
specificnog imunoloskog odgovora ipak nije dovoljna sama AH, nego i duljina njenog trajanja.

Rezultati o povezanosti trajanja AH sa TLR4 i IL-17A su izneseni u nastavku rasprave.

Sama povezanost upale i hipertenzije, s fokusom na TLR4, dokazana je i u nekim ranijim
istrazivanjima. Tako je joS 2005. godine na Zivotinjskim modelima dokazana uloga TLR4 u
razvoju hipertrofije miokarda kao posljedice AH (160). To je kasnije i potvrdeno (60, 61), a
ujedno se pokazalo da ACE inhibitor (ramipril) smanjuje ekspresiju TLR4 tek u dozama koje
su vece od terapijskih. Na kulturama glatkih miSi¢nih stanica dokazano je da AIl svoje
proupalne ucinke ostvaruje upravo putem TLR4 (58) te da stanice koje su prethodno bile
tretirane losartanom (blokator angiotenzinskih receptora tip 1) imaju nesto slabiju reakciju na
angiotenzin II i ekspresiju TLR4. Anti-TLR4 antitijela su se pokazala ucinkovitima u

snizavanju tlaka i ekspresije TLR4 (59).

Jedno od rijetkih klinickih istrazivanja vezano za TLR4 i AH provela je Marketou sa
suradnicima (73) te je dokazala da ispitanici s AH imaju viSu razinu TLR4 mRNA u odnosu
normotenzivne ispitanike, ali da tek intenzivno snizavanje tlaka na vrijednosti < 130/80 mmHg
znacCajno smanjuje espresiju TLR2 1 TLR4. Iz navedanog je razvidna vaznost TLR4 u

hipertenziji, ali je isto tako jasan manjak dokaza prikupljenih iz klini¢ke prakse.

Ukoliké je podrazaj prirodenog imunoloskog sustava dovoljno snazan i traje dovoljno dugo, u
konacnici ¢e dovesti i do aktivacije specifi¢ne imunosti. To se u kontekstu AH posebice odnosi
na Th17 limfocite 1 njihov glavni citokin IL-17. Nadalje, IL-17, osim §to 1 sam ima proupalno
djelovanje, moze putem NF«B poticati sintezu razli¢itih proupalnih citokina i kemokina (161,
162). O vaznosti IL-17 u nastanku hipertenzije, te u odrzavanju stanja povisenoga tlaka, osobito
vaznim se smatra istrazivanje koje su napravili Madhur i sur. (163) Osim §to su dokazali ulogu

IL-17 na zivotinjskom modelu, u drugom dijelu istrazivanja odredivali su razinu ovog
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interleukina u pacijenta sa Se¢ernom bolesc¢u tip 2 koji imaju/nemaju pridruzenu i AH. Grupa
ispitanika koji su imali uz Secernu bolest tip 2 jo§ pridruZenu i hipertenziju, imali su znac¢ajno
visSu razinu IL-17 u serumu. U istom istrazivanju, kao u jo$ nekima (164), IL-17 se pokazao

bitan i za razvoj endotelne disfunkcije.

No, danas se takoder zna da IL-17A, osim proupalne, moZe imati i protektivnu ulogu. Prvi
dokazi o tome izneSeni su 2009. godine na primjeru eksperimentalnog kolitisa (165). Potom je
2012. godine na zivotinjskim modelima dokazano da manjak IL-17A ubrzava nastanak
ateroskleroze (166). Nakon toga se IL-17 pokazao protektivnim i u slucaju ozljede bubrega kao
posljedicu arterijske hipertenzije: manjak IL-17A je povezan sa ve¢om albuminurijom te sa
promjenama na glomerulima (139). Osobito je interesantno istrazivanje Odobasic i sur. koji su
pokazali da tijekom razvoja glomerulonefritisa IL-17A ima dvojnu ulogu: u ranim fazama
bolesti djeluje proupalno, no u kasnijim fazama djeluje protektivno (167). Jedno od rijetkih
klini¢kih istrazivanja proveo je Simon sa sur. 2013. godine te su njihovi rezultati pokazali da je
niza razina IL-17A nakon akutnog infarkta miokarda povezana sa loSijim ishodom (168). U
ovom trenutku se sve navedeno ne moze sa sigurnoscu objasniti. OCito je da je uloga IL-17

kompleksnija no Sto se isprva smatralo.

Ono Sto je osobito vazno za istaknuti vezano za naSe istrazivanje, je to da je po prvi puta
dokazano da samo trajanje arterijske hipertenzije ima imunomodulacijski u¢inak. To vidimo iz
rezultata za obje grupe ispitanika. U grupi sa dobro reguliranim AT zamijeceno je da je duze
trajanje bolesti povezano sa ve¢om ekspresijom TLR4. Nasuprot tome, u grupi sa nereguliranim
AT, duze trajanje bolesti je povezano sa ve¢om razinom IL-17A u serumu. Ovakvi rezultati
govore da hipertenzija ¢ak i kada je dobro regulirana, s viemenom ipak moze biti podrazaj za
aktivaciju prirodene imunosti. To se vjerojatno dogada jer je sama homeostaza arterijskog tlaka
fino regulirani proces. Kod osoba koje boluju od AH, bez obzira na dobar uspjeh lije¢enja, ta
homeostaza se oCito ne moze u potpunosti posti¢i te s vremenom stanice prirodene imunosti
ipak prepoznaju odredene signale opasnosti 1 reagiraju na njih. Rezultat koji smo dobili za IL-
17A, Cija razina raste sa trajanjem neregulirane AH, u odredenoj mjeri nadopunjuje rezultate
nekih ranijih istrazivanjima. U jednom od njih je dokazana poviSena razina IL-17A u populaciji
sa prehipertenzijom (135), dok je drugo istrazivanje pokazalo povezanost IL-17A i
asimptomatskog oStecenja ciljnih organa u bolesnika sa AH (136). Asimptomatska oStecenja

ciljnih organa iskljuena su/potvrdena odredivanjem: indeksa mase lijevog ventrikula,
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retinopatije, mikroalbuminurije i debljine kompleksa karotidne intime-medije. No, do sada se
niti u jednom istrazivanju nije dovodilo u vezu samo trajanje neregulirane AH i IL-17A. Taj
nam rezultat nedvojbeno govori o nereguliranom AT kao ozbiljnom signalu

opasnosti/oStecenja.

Jo§ jedan vaZan rezultat koji smo dobili je taj da odabir antihipertenzivne terapije mijenja
imunoloski status. To vidimo iz rezultata vezanih za beta-blokatore, diuretike 1 centralne
antiadrenergike, koji do sada nisu nigdje drugdje objavljeni. Svi ispitanici koji su u terapiju
imali ukljucen beta-blokator ujedno su imali i znacajno nizu ekspresiju TLR4, u odnosu na one
koji nisu uopée imali beta-blokatore. To razlika je bila viSe izraZzena u grupi ispitanika koji su
imali dobro reguliran AT. Nadalje, svi ispitanici koji su u svojoj terapiji imali tiazidski diuretik
imali su ujedno 1 znacajno vecu razinu IL-17A, a to je jaCe izrazeno u grupi ispitanika sa
nereguliranim AT. Od ukupnog broja ispitanika njih 11 su u terapiji imali centralni

antiadrenergik. Oni su ujedno imali visSu razinu IL-17A.

Sami beta-blokatori, odnosno blokatori beta adrenergickih receptora, su grupa lijekova koju
mozemo podijeliti na selektivne i neselektivne ovisno o tome kako blokiraju beta-1 (nalaze se
primarno u srcu) i beta-2 receptore (nalazimo ih u diSnim pitevima, miSi¢ima, arteriolama). U
slu¢aju da blokiraju oba tipa beta adrenergickih receptora, radi se o neselektivnim beta-
blokatorima. Nasuprot tome, ako blokiraju pretezno beta-1 receptore, kazemo da su to
selektivni beta-blokatori. Danas se u najve¢oj mjeri propisuju upravo selektivni beta-blokatori,
a takvu terapiju su imali i ispitanici ukljuceni u ovo istrazivanje. Kod njih je, kako je i ranije
navedeno, zabiljezena znacajno niza ekspresija TLR4 na perifernim monocitima u odnosu na

ispitanike koji ih nemaju u svojoj terapiji.

Naime, uloga beta adrenergickih receptora pojasnjena je u nekoliko studija, na
eksperimentalnim modelima (169), ali i na humanim monocitima. Naime, Grisanti i sur. su
postavili hipotezu da ¢e poviSena razina kateholamina aktivirati proupalne stanice preko beta-
1 adrenergickih receptora. Potvrdili su hipotezu i1 pokazali da je proupalni odgovor u ljudskim
monocitima ovisan upravo o beta-1 adrenergickim receptorima (170). Potrebno je svakako
spomenuti studiju na 2340 pacijenata u kojoj se ispitivao utjecaj antihipertenzivne terapije na
CRP. Rezultati su pokazali da pacijenti koji u terapiji imaju beta blokator imaju znacajno nizi

CRP, i to bez obzira jesu li beta blokator imali kao monoterapiju ili u kombinaciji sa drugim
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antihipertenzivima. U istoj studiji, ACE inhibitori i blokatori AT1 receptora su snizavali CRP

samo ukoliko su bili uvedeni kao monoterapija (171).

Ovakav rezultat se uklapa u dosadaSnje spoznaje o sprezi srediSnjeg ziv€anog sustava i
imunosti. Ve¢ je dugo poznata ¢injenica da hipertenzivni pacijenti ¢esto imaju povisenu razinu
noradrenalina u plazmi, u krvi koja se drenira iz SZS te pojadanu postganglijsku simpati¢ku
aktivnost (172-174). Zna se takoder da limfni ¢vorovi i slezena imaju bogatu simpaticku
inervaciju koja zavrSava u podru¢jima koja obiluju T limfocitima. Nakon $to oni budu
aktivirani, T limfociti migriraju prema srediSnjem zivéanom sustavu 1 pokre¢u mehanizam
pozitivne povratne sprege sa pojacanom aktivnosc¢u simpatikusa i proupalnom aktivnos¢u na
periferiji (175, 176). Osim toga, u jednom interesantnom eksperimentalnom modelu
hipertenzije se pokazalo da angiotenzin II utjece na imunoloski status preko slezene, koja je
kao Sto je reCeno bogato simpaticki inervirana. Kao odgovor na All, u slezeni dolazi do
pojacane ekspresije gena za proupalne interleukine: IL-1p, IL-6, IL-2 1 IL-16 (177). S druge
strane, inhibicija TLR4 u paraventrikularnoj jezgri dovodi do snizavanja AT i upalnog

odgovora (69).

Nasi su rezultati takoder pokazali da su tiazidski diuretici povezani sa znac¢ajno viSom razinom
IL-17A, §to je jace izrazeno u grupi ispitanika sa nerereguliranim AT. To je bilo evidentno bez
obzira na preostalu antihipertenzivnu terapiju koju su bolesnici uzimali. Ovi diuretici imaju
natriuretski u¢inak koji kompenzatorno moze aktivirati renin-angiotenzinski sustav, kao i SZS.
Taj kompenzacijski u¢inak pogoduje vazokonstrikciji i retenciji natrija Sto umanjuje ucinke
samih tiazida (178). Takoder, aktivirani reninski sustav, primarno preko All, i sam ima razlicite
proupalne efekte. To ukljucuje diferencijaciju Th17 limfocita (179) kao i poticaj na lucenje
IL-17 (163). Tiazidski diuretici imaju i razli¢ite negativne metabolicke ucinke. Stoga bi se
pokretanje imunoloskog odgovora u pacijenata sa ovom grupom lijekova mogla isto tako
dogoditi putem odredenih mehanizama unutar tog negativnog metaboli¢kog ucinka. U svakom
slu¢aju, u ovom trenutku ne mozemo dati kona¢ni odgovor na ovo pitanje. Rezultat koji smo

dobili mogao bi biti predmet dodatnih istrazivanja.

Gledajuci rezultate za lijekove iz grupe ACE inhibitora i blokatora AT1 receptora, nismo dobili
znacajnu razliku ekspresije TLR4 i1 IL-17A u pacijenata koji ih imaju u svojoj terapiji. To je

naizgled cudno s obzirom da se smatra da upravo oni imaju razli¢ite protuupalne ucinke (180,

60



181). No, postoje istrazivanja sa drugacijim rezultatima. Navalkar i sur. su odredivali TNFa,
VCAM-1 i superoksid u bolesnika sa koronarnom boles¢u kojima je u terapiju uveden blokator
AT1 receptora. Unutar prvih 12 tjedana je doSlo do znacajnog pada sva tri proinflamatorna
markera, no nakon 24 tjedna terapije, njihove su vrijednosti bile jednake onima u kontrolnoj
grupi (182). Uzevsi u obzir tu ¢injenicu, moZze se re¢i da protuupalni ucinci ove grupe lijekova

nisu u potpunosti jednoznacni.

Nadalje, od ukupnog broja ispitanika u ovom istrazivanju, njih svega 11 su u terapiji imali
centralni antiadrenergik. No, kod njih je zamije¢ena znacajno visa razina IL-17A. U ovom
trenutku je to tesko sa sigurnoséu objasniti, osobito s obzirom da se radi o svega 11 ispitanika.
Ipak, moguce je da se na ovom primjeru moze raditi o protuupalnom ucinku IL-17A. Ranije je
ve¢ navedeno da postoje o tome dokazi, te da IL-17 ima 1 pro- i protuupalne efekte. To je jos§

jedna Cinjenica koja ¢e zahtijevati dodatna istrazivanja.

U naSoj smo se studiji pridrzavali definicije AH sa grani¢nim vrijednostima tlaka 140/90
mmHg, kao §to je 1 preporuceno u posljednjim ESH-ESC smjernicama (1). No to zapravo datira
jos sa pocetka 20. stoljeca jer je tada 5-10% odrasle populacije u Sjedinjenim americkim
drzavama imalo vrijednosti tlaka takvih vrijednosti (183). No, sada je situacija ipak znatno
drugacija. Procjenjuje se da ¢e do 2025. godine od AH bolovati oko 1,56 milijardi ljudi (413
milijuna iz razvijenih i 1,15 milijardi iz zemalja u razvoju) (184). U tom kontekstu treba imati
na umu to¢nost mjerenja tlaka jer razlika od 5 mmHg moZze promijeniti prosudbu o prevalenciji
AH u opc¢oj populaciji za vise od 10% (185). Ovome treba pridodati da je prema nekim
padacima tek nesto viSe od 50% oboljelih od hipertenzije svjesno svoje bolesti (186). Danas su
na raspolaganju brojni 1 razli€iti tlakomjeri, a u lije¢ni¢kim ordinacijama i bolnicama sve do
nedavno jo$ su se koristili 1 zivini tlakomjeri koji su bili ,,zlatni standard. Danas se to polako
napusta. Medunarodna stru¢na druStva umjesto zivina tlakomjera priznaju automatske
oscilometrijske uredaje, uz uvjet da su prosli i zadovoljili vrednovanje medunarodnih
nezavisnih stru¢nih udruga (1, 187-189). Jedan od takvih je i Omron M6 Comfort koriSten u

ovom istrazivanju.

Ako se pogledaju podaci o ispitanicima koji su bili ukljueni u ovu studiju vidimo da su
zastupljenije Zene, njih 63 (60 %) u odnosu na muskarce, od kojih znacajno vise, njih 37

(69,8 %) 1z skupine s reguliranim arterijskim tlakom. S obzirom na dob znacajno su stariji
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ispitanici s nereguliranim arterijskim tlakom, srednje dobi 51 godinu, znacajno je veci opseg
struka kod ispitanika nereguliranog AT, srednje vrijednosti 97 cm. Vrijednosti kreatinina
takoder su znacajno vise u skupini ispitanika sa nereguliranim AT, a sukladno tome je klirens
kreatinina znacajno visi kod ispitanika s reguliranim AT. Ispitanici s nereguliranim AT imaju
znacajno vise vrijednosti ukupnog kolesterola, ali i lipoproteina visoke gustoc¢e (HDL) koji se
smatra zastitnickim s obzirom na KV incidente. Ovakav rezultat mozemo objasniti upravo
¢injenicom da su u ovu studiju 1 bili ukljuc¢eni samo oni pacijenti koji do trenutka uklju¢ivanja
u studiju nisu imali nikakvih KV dogadaja. Veca zastupljenost Zena, i to viSe u grupi sa
reguliranim tlakom koja je i znac¢ajno mlada grupa, se poklapa sa poznatim ¢injenicama da su
faktori poput mlade zivotne dobi i Zenskog spola uglavnom povezani sa boljom suradljivoscéu i

redovitijim uzimanjem terapije.

Kako je navedeno, stariji ispitanici u ovoj studiji su ujedno i loSije regulirani. O tome se Cesto
govori, a objasnjava se na nekoliko nacina: prevladavaju¢om izoliranom sistoliCkom
hipertenzijom u toj dobi, a sistolicki tlak je teze kontrolirati od dijastolickog te ustaljenim i
pogresnim misljenjem da su ciljne vrijednosti tlaka u starijih osoba viSe nego u mladih.
SadaSnje smjernice i studije govore drugacije, te upozoravaju da i u vrlo starih osoba dobra
kontrola AH smanjuje i1 kardiovaskularnu i ukupnu smrtnost (1, 190). Ovo je jako vazno jer
osim §to prevalencija AH raste s dobi u oba spola, sve je veci udio starije populacije. Prema
kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije, starija dobna skupna moze se podijeli na: raniju
starost 65-74 godine, srednju starost 75—-84 godine te duboku starost od 85 i vise godina. Poput
vecine europskih zemalja, Republika Hrvatska pripada drzavama sa vrlo starim stanovnistvom:
17,7% stanovnika je u dobi 65 1 viSe godina (758.633 osoba 65 godina 1 viSe). U raspodjeli
starijeg stanovniStva izrazene su spolne razlike. Prema popisu stanovnistva iz 2011. godine broj
muskaraca starijih od 65 godina iznosi 296.208, a Zena ove dobi 462.425. Udio Zena u ukupnom
broju starijih osoba raste s dobi i krece se od 57% u dobnoj skupini 65-74 do 75% u najstarijoj
dobnoj skupini (5). To samo znaci da ve¢ sada, a to ¢e biti samo jo$ viSe naglaSeno u buduénosti,
starija populacija ¢ini ve¢i dio naSeg svakodnevnog klinickog rada i moramo biti dovoljno

senzibilizirani na tu ¢injenicu.

Treba podsjetiti da lijeCenje arterijske hipertenzije inace ima dva osnovna cilja: snizavanje AT
per se, ali isto tako 1 smanjenje ukupnog kardiovaskularnog rizika. Nekoliko je osnovnih

elemenata u lijeCenju AH: dijetetske mjere, promjena zivotnih navika, te farmakoloska terapija.
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Poznato je da mali broj bolesnika sa AH ima samo poviSene vrijednosti tlaka, dok ih velika
veéina ima pridruzene druge ¢imbenike KV rizika (dob, puSenje, dislipidemije, poremecaji
metabolizma glukoze, pretilost, pozitivna obiteljska anamneza, prisutnost supklinickih
oStecenja organa te prisutna Secerna, KV ili bubrezna bolest). Zato odluka o lijeCenju osoba s
visokim AT ne ovisi samo o vrijednosti tlaka nego i o ukupnom KV riziku (1). Bez obzira na
veliki napredak i stalne inovacije u farmakoterapiji AH, dijetetske mjere i promjena Zivotnih
navika i dalje se smatraju osnovnom mjerom u lijeCenju AH. One podrazumijevaju prestanak
pusenja, smanjenje i stabilizaciju tjelesne mase (odrzavati BMI <25kg/m?) (1) smanjenje
prekomjernog unosa alkohola, tjelesna aktivnost (30-45 minuta dnevne aktivnosti) (1),
smanjenje unosa kuhinjske soli (max do 5 g natrijevog klorida (1)), povecanje unosa voca i
povréa i smanjenje unosa zasi¢enih i ukupnog unosa masti (191). Nazalost, ustrajnost u njihovoj
primjeni izuzetno je niska (192). U Hrvatskoj od 2007. godine imamo inicijativhu za smanjenje
prekomjernog unosa kuhinjske soli CRASH (Croatian Action on Salt and Health). Prvi rezultati
pokazali su da je prosjecni dnevni unos soli u nasoj populaciji visoko iznad preporucenih
(muskarci 13,3 +/- 4,3 g, zene 10,2 +/- 4,2 g) (193), ¢ak je 1 u dje¢joj populaciji unos soli veci
od preporucenog (194).

Gledaju¢i farmakoterapiju u ovom istrazivanju, ispitanici su u terapiju imali ukljucene: 67
(63,8 %) ispitanika ACE inhibitore, 32 ispitanika (30,5%) tiazidski diuretik, 58 (55,2%)
ispitanika kalcijske antagoniste, beta blokatore 21 (20 %) ispitanik, a centralne antiadrenergike
11 (9,5 %) ispitanika, bez znacajne razlike u broju ispitanika prema skupinama. Paradoks s
kojim se danas susre¢emo je taj da na raspolaganju imamo sve vecu paletu farmakoterapijsih
pripravaka, a istovremeno je postotak dobro reguliranih pacijenata sa AH 1 dalje nedovoljan
(6). Razlozi neuspjeha u postizanju ciljnih vrijednosti AT su najceSce: slaba suradljivost
pacijenta radi potrebe za dugogodisnjim kontinuiranim uzimanjem lijekova, potreba za
uzimanjem 2 ili viSe antihipertenziva, subdoziranje lijekova, inercija lije¢nika i dr. Medu nasim
ispitanicima po jedan antihipertenziv u terapiji ima 38 (36,2 %) ispitanika, njih 33 (31,4 %)
dva, a 19 (18,1 %) ispitanika tri antihipertenziva. Cetiri antihipertenziva uzima 7 (6,7 %), a pet
samo 5 (1,9 %) ispitanika. Takoder, viSe antihipertenziva u terapiji imaju stariji ispitanici te oni
koji imaju prekomjernu tjelesnu masu i oni koji su pretili, iako ovi rezultati nisu u rangu
statisticke znaCajnosti. Znacajno je da bolesnici sa hipertenzijom koja traje duze od godinu
dana, uzimaju statisticki znacajno vise antihipertenziva u odnosu na one ¢ija AH traje krac¢e od

godinu dana.
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Ekspresija TLR4 i razina IL-17A u naSem istrazivanju nisu pokazali povezanost s obzirom na
dob, spol, pusenje, lipidogram 1 tjelesnu masu, iako su ispitanici koji po vrijednostima indeksa
tjelesne mase pripadaju pretilima imali nesto vise vrijednosti TLR4 i1 IL-17A, no bez statisticki
znacajne razlike u odnosu na ispitanike s prekomjernom ili normalnom tjelesnom masom.
Usporedba navedenih parametara koji nisu pokazali povezanost sa TLR4 1 IL-17A vjerojatno
zahtijeva veci uzorak, detaljnije karakteristike/podatke o parametrima kako bi se ovi trendovi

mogli do kraja razjasniti Sto mozda moze biti temelj nekih daljnih istrazivanja.

Takoder, ovo istrazivanje nije dokazalo medusobnu povezanost ekspresije TLR4 i razine IL-
17A. To bi se mozda moglo objasniti pretpostavkom da su u kaskadi imunoloske reakcije oni
aktivirani u razli¢itom vremenskom odmaku od primarnog podrazaja, te da prirodena i
specificna imunost ne mogu biti podjednako izrazene u odredenom trenutku imunoloske

reakcije. No, ovo je zasigurno jo$ jedna tema koja bi zahtijevala dodatne studije.

Razlog zbog kojeg smo odredivali CRP 1 urate je taj Sto su oni u pojedinim, premda ne u svim,
studijama pokazali odredenu povezanost sa arterijskom hipertenzijom. Od svog otkri¢a 1930.
godine (195) CRP je poznat kao protein kojeg primarno sintetiziraju hepatociti na poticaj IL-6
1 TNFa (196). On je jedan od glavnih proteina akutne faze upale, no dobro je poznata ¢injenica
da postoje isto tako i znacajne razlike njegove vrijednosti u serumu i kod potpuno zdravih
pojedinaca (197). Treba re¢i kako je poviseni CRP naden u osoba sa hipertenzijom (198, 199),
u pretilih te u onih sa dislipidemijom (200-202). Posljednjih 15-ak godina pojavile su se
spoznaje da on moze biti 1 prediktor budu¢ih KV dogadaja (203-209). U odredenoj je mjeri
prihvaceno da se vrijednosti CRP-a > 3 mg/L mogu interpretirati na nacin da uvecavaju KV
rizik za 20% u periodu od narednih 10 godina (210), iako kod nekih autora postoji 1
nepovjerenje prema takvom tumacenju (211). Studije kojima se do sada pokusalo dovesti u
vezu CRP i rizik od nastanka hipertenzije u promatranom periodu pokazuju bitno razlicite

rezultate (202, 212-218).

Sve navedene studije su ukljucivale veliki broj ispitanika, ukupno vise od 50,000. No,
populacija je iznimno heterogena te je shodno tome bilo tesko iznijeti jedan zajednicki
zakljucak. Nedavno je istrazivanje na 2,500 normotenzivnih musSaraca pokazalo znacajniju

prediktivnu ulogu fibrinogena u odnosu na CRP za razvoj hipertenzije, te da fizicka aktivnost
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smanjuje rizik za razvoj hipertenzije, neovisno o visokim vrijednostima CRP-a (219). Takoder
imamo rezultate studija u koje su bili ukljuceni pacijenti koji ve¢ imaju hipertenziju ili su u
grupi prehipertenzije, a u kojima se pokuSalo dovesti u vezu vrijednosti CRP-a u tih pacijenata
sa rizikom za cerebrovaskularne incidente u odnosu na normotenzivne ispitanike (220, 221).
Rezultati su uglavnom ujednaceni te pokazuju da je kombinacija AH i uve¢anog CRP-a bitna u
prognostickom smislu. No, ovdje treba nadodati da se u studiji provedenoj u Brazilu vrijednost
CRP-a>3 mg/L (koja je ranije spomenuta kao ,,cutt-off*) nije pokazala kao prognosticki bitna
(204). Kako mozemo vidjeti, CRP jo$ uvijek izaziva odredene kontroverze. Izmedu ostalog,
postavlja se pitanje, je li CRP samo jedan od sudionika u kaskadi upale i hipertenzije ili je jedan
od pokretaca? Za sada nema sigurnog odgovora. Zasigurno se ne mozemo voditi CRP-om u
svakodnevnom radu npr. prilikom uvodenja antihipertenzivne terapije, no moze nam pomoci u
razmis$ljanju o KV riziku. Rezultati za CRP koji su dobiveni u ovom istrazivanju su u najvecoj
mjeri u suglasnosti sa dosadasnjim spoznajama. CRP je u ovom istrazivanju pokazao znac¢ajnu
povezanost sa prekomjernom tjelesnom masom, odnosno sa I'TM, i povisenim trigliceridima.
Nismo nasli zna¢ajnu razliku u vrijednostima CRP-a prema reguliranosti tlaka, TLR4, IL-17A,
antihipertenzivnoj terapiji i dobi. Na prvi pogled bismo mogli ocekivali da ¢e ispitanici sa
nereguliranom AH imati znacajno ve¢i CRP u odnosu na dobro regulirane hipertenzivne
ispitanike. Postavlja se pitanje zasto nema te razlike? U obzir dolazi nekoliko objasnjenja. Kao
prvo, populacija ispitanika je u ovoj studiji drugacija jer se u obje grupe nalaze pacijenti koji
imaju hipertenziju, dok vecina studija usporeduje pacijente sa hipertenzijom i zdrave pojedince.
Osim toga, broj ispitanika je u ovom istrazivanju vjerojatno nije dovoljno velik. Moze se
pretpostaviti da ¢e rezultati za neke nalaze koji nisu visoko specificni, a CRP nije visoko

specifican za hipertenziju, vise ovisiti o Sto ve¢em broju ispitanika (222).

Sli¢ni rezultati vrijede i za urate. Nismo nasli znacajnu razliku u vrijednostima urata prema
reguliranosti tlaka, TLR4, IL-17A, prema antihipertenzivnoj terapiji niti dobi. Vrijednosti urata
znacajno su vise kod musSkaraca u odnosu na zene te kod pretilih ispitanika. U skupini svih
ispitanika najveéa povezanost je izmedu indeksa tjelesne mase i urata. U skupini ispitanika sa
reguliranim AT, urati i IL-17A su obrnuto proporcionalne veli¢ine. U skupini ispitanika sa
nereguliranim AT, ispitanici s ve¢im indeksom tjelesne mase imaju vece vrijednosti urata, a uz
nize vrijednosti urata HDL pokazuje viSe vrijednosti. Urati su krajnji produkt metabolizma
purina i gotovo se u potpunosti filtriraju u glomerulima, te je za nastanak hiperuricemije u
prvom redu odgovorna nedostatna ekskrecija bubrezima, a tek manjim dijelom povecana

sinteza urata. Sama hiperuricemija se definira kao razina urata viSa od dvije standardne
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devijacije od prosjeka (420 umol/l u muskaraca, 360 umol/l u Zena). To je koncentracija bliska
granici topljivosti urata. Kad koncentracije prijede 380 pmol/l, raste rizik ulaganja kristala
mononatrijevog urata u tkiva. Hiperuricemija je povezana sa aterosklerozom (223, 224),
endotelnom disfunkcijom (225), metabolickim sindromom (226), moZe utjecati na ravnotezu
renin-angiotenzinskog sustava (227), a takoder se smatra i prediktivnim ¢imbenikom za razvoj

hipertenzije, osobito kod mladih osoba (228, 229), a neSto manje u odrasloj populaciji (230).

No, postavlja se pitanje mogi li urati biti neovisni ¢imbenik rizika za KV bolesti ili ne? Postoje

studije koje to potvrduju (231, 232), ali isto tako i1 one koje to demantiraju (233, 234).

Ono §to je od ranije poznato, a i u ovom istrazivanju je potvrdeno, da su poviSeni urati vezani
za muski spol 1 pretilost (235-237). Takoder smo dobili povezanost nizih vrijednosti urata sa
visokim HDL-om $to je i za oCekivati s obzirom da se upravo nizi urati i povisen HDL smatraju
protektivnima u smislu KV bolesti, §to se takoder poklapa sa nekim prethodnim istrazivanjima
(238). U skupini ispitanika sa reguliranim AT, urati i IL-17A su obrnuto proporcionalne
veli¢ine §to se u prvi trenutak ¢ini nelogicnim. No, ako se vratimo na ¢injenicu da IL-17A moze

imati 1 pro- 1 protuupalno djelovanje, moguce je takav rezultat mozda objasniti na taj nacin.

Uzevsi u obzir sve navedeno u ovoj disertaciji i pretpostavku da ¢e do 2025. godine od arterijske
hipertenzije bolovati 1,5 milijarda ljudi (184) jasno je da se radi o velikom zdravstvenom

problemu kako za pojedinca, tako 1 za ¢itavu zajednicu. RjeSenje tog problema nije jednostavno,

......

javnozdravstvenog i iz klinickog podrucja. Arterijska hipertenzija je ¢imbenik rizika koji se

moze 1 mora modificirati.

7. ZAKLJUCCI

1. izrazaj TLR4 znacajno je visi u ispitanika sa nereguliranom hipertenzijom

2.razina IL — 17A, iako je neSto visa u ispitanika sa nereguliranom hipertenzijom, znacajno se

ne razlikuje u odnosu na ispitanike sa dobro reguliranom hipertenzijom
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3. kod svih ispitanika, dulje trajanje bolesti je povezano sa viSom razinom IL-17A u serumu.

To je znacajnije izraZzeno u grupi sa nereguliranom hipertenzijom.

4. dulje trajanje bolesti u skupini ispitanika sa reguliranim arterijskim tlakom povezano je sa

ve¢om ekspresijom TLR4

5. nema znacajne povezanosti dobi, spola, lipidograma ili pusenja s TLR4 1 IL-17A, kako kod

svih ispitanika kao i u skupinama

6. nismo nasli povezanost izmedu izrazaja TLR4 i razine IL-17A u serumu

7. antihipertenzivna terapija ima imunomuduliraju¢i uc¢inak, i to na nacin:

a) ispitanici u skupini dobro regulirane hipertenzije imaju slabiji izrazaj TLR4 ukoliko u
terapiji imaju beta-blokator

b) razina IL-17A je poviSena u svih ispitanika koji u terapiji imaju tiazidski diuretik, Sto je
znacajnije izraZzeno u grupi ispitanika sa nereguliranom arterijskom hipertenzijom

c¢) u grupi svih ispitanika bolesnici koji imaju centralni antiadrenergk imaju znacajno vecu

razinu IL-17A

8. antihipertenzivi koji djeluju na RAAS ne mijenjaju u znacajnoj mjeri ekspresiju TLR4 ili

razinu IL-17A

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati povezanost ekspresije TLR4 na perifernim monocitima i razine
interleukina 17A u serumu sa primarnom arterijskom hipertenzijom, istraziti povezanost duljine
trajanja hipertenzije i vrste antihipertenzivne terapije sa ekspresijom TLR4 i razinom

interleukina 17A.

Nacrt studije: Istrazivanje je koncipirano kao presjecna usporedna studija.
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Ispitanici i metode: U studiju je bilo uklju¢eno 105 ispitanika koji su bili podijeljeni u dvije
skupine. U prvoj skupini bila su 52 ispitanika sa nereguliranom primarnom arterijskom
hipertenzijom. U drugoj, kontrolnoj, skupini bila su 53 bolesnika sa dobro reguliranom AH.
Svim ispitanicima je protocnom citometrijom odredena ekspresija TLR4, a razinu IL-17A
ELISA metodom. PoviSenim tlakom smatrao se tlak veéi od 140/90 mmHg, sukladno
smjernicama ESH/ESC iz 2013. godine. Svim ispitanicima uzeta je kompletna anamneza,
podaci o lijekovima, fizikalni status i laboratorijski nalazi. Laboratorijski i slikovno je
iskljuena sekundarna arterijska hipertenzija. Bubrezna funkcija se procjenjivala iz nalaza
klirensa endogenog kreatinina i proteinurije, te koriStenjem CKD-Epi formule za izracun

glomerularne filtracije.

Rezultati: izrazaj TLR4 ve¢i u grupi ispitanika sa nereguliranom hipertenzijom (25.60 vs.
21.99, P=0.011) . Duljina trajanja bolesti u toj istoj skupini povezana je sa viSom razinom IL-
17A (p=0.566, P<0.001). U grupi ispitanika sa dobro reguliranim tlakom duljina trajanja bolesti
je povezana sa ve¢om ekspresijom TLR4 (p=0.322, P=0.020). Kod svih ispitanika koji u terapiji
imaju tiazidski diuretik znacajno je visa razina IL-17A, a to je bilo nesto jace izrazeno u grupi
ispitanika sa nereguliranom hipertenzijom (1.41 vs. 2.01 pg/ml, P<0.001; controlled 1.3 vs. 1.8
pg/ml, P= 0.023; non-controlled 1.6 vs. 2.3 pg/ml, P=0.001). U grupi sa dobro reguliranom
hipertenzijom slabiji izrazaj TLR4 bio je povezan sa beta-blokatorima (18.9 vs. 24.1, P=0.001).
U grupi svih ispitanika, oni koji u terapiji imaju centralni antiadrenergik, razina IL-17A je
znacajno visa (1.69 vs. 2.1 pg/ml, P=0,01) Lijekovi iz grupe ACE inhibitora i blokatora
angiotenzinskih receptora nisu znacajnije mijenjali ekspresiju TLR4 ili razinu IL-17A. Nismo

nasli povezanost izrazaja TLR4 1 IL-17A.

Zaklju¢ak: Mozemo re¢i da sama arterijska hipertenzija, kao i njeno trajanje te odabir
antihipertenzivne terapije moduliraju imunoloski status ¢ak i onda kada se smatra da su

vrijednosti tlaka dobro regulirane.

Klju¢ne rijeci: arterijska hipertenzija, upala, Toll-like receptori, Interleukin 17, prirodena

imunost, steCena imunost
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9. SUMMARY

Interleukin 17A and Toll-like receptor 4 in patients with arterial hypertension

Objectives: We evaluated TLR4 expression on peripheral monocytes, IL-17A serum
concentration in hypertensive patients. We also evaluated if the type of the used anti-
hypertension drugs influenced TLR4 expression or IL-17A concentration and if hypertension

duration contributed to TLR4 expression or IL-17A serum concentration.
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Study design: observational cross-sectional case control study.

Material and methods: We enrolled 105 non-complicated otherwise healthy hypertensive
patients: 53 controlled and 52 non-controlled. TLR4 peripheral monocyte expression and serum
IL-17A levels were determined by flow cytometry and ELISA, respectively. Unregulated
hypertensive patients where those with the blood pressure over 140/90 mmHg according to the
,»2013 ESH/ESC Guidelines for the management of arterial hypertension“. Complete medical
history was obtained from the patients and they received a complete clinical examination as
well as routine laboratory analysis. Secondary hypertension was excluded usig laboratory and

radiological imaging methods.

Results: Non-controlled patients exhibited higher TLR4 expression than controlled (25.60 vs.
21.99, P=0.011). TLR4 expression was lower in controlled patients who were prescribed beta
blockers (18.9 vs. 24.1, P=0.001) and IL-17A concentration was higher in patients using
diuretics in either group (1.41 vs. 2.01 pg/ml, P<0.001; controlled 1.3 vs. 1.8 pg/ml, P= 0.023;
non-controlled 1.6 vs. 2.3 pg/ml, P=0.001) or central antiadrenergics (1.69 vs. 2.1 pg/ml,
P =0,01) Correlation between IL-17A concentration and hypertension duration was observed
in non-controlled patients (Spearman Coeft. Corr. p=0.566, P<0.001) whereas in controlled a
correlation was found between hypertension duration and TLR4 expression (p=0.322,
P=0.020). We found no correlation between IL17 level and TLR 4 expression. No significant
differences were observed in TLR4 expression or IL-17A levels in the patients who received

ACE inhibitors and AT1 receptor blockers.

Conclusion: Arterial hypertension stimulates the immune response regardless of regulation
status. Prolonged hypertension influences peripheral monocyte TLR4 expression and IL-17A
serum levels. Anti-hypertensive drugs have different immunomodulatory effects: diuretics are

associated with higher IL-17A concentration and beta-blockers with lower TLR4 expression.

Keywords Arterial hypertension - Toll-like receptor 4 - Interleukin 17A - Innate immunity -

Adaptive immunity
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