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2. POPIS KRATICA

MPV
cAMP
ISA
EDTA
SD

SE
VTI
SV
CO
TPR
MAP
MSNA

srednji volumen trombocita, engl. mean platelet volume

ciklicki adenozin monofosfat, engl. cyclic adenosine monophosphate
parcijalna agonisticka aktivnost, engl. intrinsic sympathomymetic activity
etilendiamintetraoctena kiselina. engl. ethylenediaminetetraacetic acid
standardna devijacija, engl. standard deviation

standardna pogreska, engl. standard error

vremenski integral brzina, engl. velocity time integral

udarni volumen srca, engl. stroke volume

minutni volumen srca, engl. cardiac output

ukupni periferni otpor, eng. total peripheral resistence

srednji arterijski tlak, engl. mean arterial pressure

miSi¢na simpaticka ziv€ana aktivnost, engl. muscle sympathetic nerve

activity



3. UvVOD

3.1. Utjecaj kontrakcije slezene na broj krvnih stanica u perifernoj cirkulaciji

Ljudska slezena je najve¢i limfni organ u organizmu i sudjeluje u obrambenim funkcijama
organizma kao mjesto proliferacije limfocita te imunoloskog nadzora i odgovora.
Prenatalno je hematopoetski organ, dok poslije rodenja sudjeluje primarno u skladistenju,
otklanjanju 1 unistenju istroSenih krvnih stanica te u recikliranju Zeljeza i1 globina. Sluzi
kao spremnik krvi jer sadrzi eritrocite, leukocite i trombocite, koji se u uvjetima stresa,
kao posljedica kontrakcije slezene autotransfundiraju u sistemsku cirkulaciju. Smjestena je
izmedu devetog i dvanaestog lijevog rebra te fundusa Zeluca i oSita, a obi¢no je duzine 13-
15 cm, Sirine 8-10 cm 1 oko 4 cm debljine, a teSka je oko 150 g. Sastavljena je od
potpornog vezivnog tkiva koje se sastoji od tanke fibroelasti¢ne ovojnice (oko 1,5 mm) od
koje prema unutrasnjosti polaze trabekule, izmedu kojih je jedinstveni funkcionalni
parenhim kojeg ¢ine crvena i bijela pulpa. Crvena pulpa se sastoji od terminalnih ogranaka
centralne arterije, splenickih sinusa i vena, dok bijelu pulpu ¢ine uglavnom limfociti, a sve
je prozeto mrezom retikularnih stanica i niti. U slezeni je uskladisteno oko 200-250 ml
guste krvi, ¢iji je hematokrit dvostruko ve¢i od onog u perifernoj cirkulaciji i iznosi oko
80%.' Na slezenu otpada oko 5% minutnog volumena srca, §to je oko deset puta vise po
gramu tkiva nego u skeletnim miSi¢ima, a gotovo je jednak protoku u sréanom misicu.
Inervacija slezene potjece od gornjeg mezenterickog i celijatnog ganglija ¢ije Ziv€ane niti
ulaze u slezenu uz splenicku arteriju 1 ve¢ina njih (oko 98%) pripada simpatickom
sivéanom sustavu.” Slezena je medu najguiée inerviranim organima simpatickim
Ziv€anim sustavom, primjerice nekoliko puta vise od jetre 1 pluca.

Premda je u proslosti vladalo misljenje da slezena ne moZe mijenjati volumen, u novije
vrijeme su imunohistokemijskim bojanjem otkriveni kontraktilni proteini, ne samo u
krvnim Zilama, ovojnici 1 trabekulama nego i u retikularnim stanicama bijele pulpe, te u
stanicama sinusa crvene pulpe, koji su odgovorni za promjenu volumena slezene iznutra,
a ne samo kontrakcijom kapsule slezene.” Do promjene veli¢ine slezene dolazi pod
utjecajem katekolamina koji se pojacano luce u raznim stresnim situacijama. Oni djeluju

preko ay,00,0; 1 B2 adrerenegickih receptora koji se nalaze u ovojnici 1 krvnim zilama



slezene.* Donedavno se smatralo da je kontrakcija slezene pasivni proces, izazvan
smanjenim protokom kroz splenicku arteriju, pod utjecajem simpatickog ziv¢anog
sustava, §to dovodi do kolapsa slezene.” Medutim, Bakovi¢ i sur. su pokazali da se
kontrakcija slezene dogada na samom pocetku apneje, uz nepromijenjen protok kroz
spleni¢ku arteriju, §to ukazuje da je u pitanju aktivan, a ne pasivan proces.® Kontrakcijom
slezene pod utjecajem adrenergicke stimulacije za vrijeme tjelovjezbe, ronjenja ili apneje
dolazi do istiskivanja krvi u sistemsku cirkulaciju.”®’ Opéenito je prihvaéena moguénost
autotransfuzije veée koli¢ine eritrocita slezeninom kontrakcijom u sistemsku cirkulaciju
tijekom stresa, Sto povecava oksigenacijski transport krvi. To omogucuje duZe trajanje
zarona kod nekih vodenih sisavaca, kao §to je morska medvijedica®, ili poboljsanje

acrobnoga kapaciteta kod nekih trkaéih Zivotinja, kao $to su konj i pas.'*"

Primjerice, u
konja i pasa je zapazeno znacajno smanjenje volumena slezene tijekom napora, uz porast
hemoglobina i hematokrita u perifernoj krvi, dok do porasta nije doslo ukoliko su
zivotinje bile splenektomirane, Sto ukazuje na ulogu slezene kao vaznog skladiSta
krvi.'™" Sli¢no je opaZeno i u zdravih dobrovoljaca u kojih je tijekom optere¢enja na
biciklergometru doslo do znafajnog smanjenja velicine slezene, uz porast hematokrita i
hemoglobina u perifernoj krvi.'*"> Osim porasta broja eritrocita, opaZen je i poveéan broj
leukocita u zdravih osoba i drugih sisavaca, tijekom tjelovjezbe ili infuzije

14.15.1 X .y e .. .. 1 v . . . .
8141316 Stovise, Ojiri i suradnici su na$li zna¢ajan porast eritrocita i

katekolamina.
leukocita, ali ne i trombocita u perifernoj krvi psa, nakon davanja adrenalina, koji je
izostao nakon privremenog izdvajanja slezene iz sistemske cirkulacije, kratkotrajnim
podvezivanjem splenicke arterije i vene.'® Bakovié i suradnici su takoder dokazali brzi
porast koncentracije leukocita i eritrocita i kontrakciju slezene tijekom ponavljanih apneja
s licem uronjenim u hladnu vodu, u profesionalnih ronilaca i netreniranih ispitanika, dok
to nije bio slutaj u splencktomiranih osoba.'” Zanimljivo i pomalo neoéekivano, ni u
jednoj skupini ispitanika nije doSlo do doslo do povecanja koncentracije trombocita, $to bi
ukazivalo da slezena nije izmjenljivi spremnik za ovu vrstu krvnih stanica. Medutim,
naknadnom analizom podataka je utvrdeno da su u prve dvije skupine ispitanika
trombociti bili ve¢eg volumena u odnosu na one splenektomiranih osoba, pa su autori
zakljucili da je nepromijenjena koncentracija trombocita u perifernoj krvi rezultat

. . . [ .. . . .. 18
izbacivanja velikih trombocita iz slezene u zamjenu za manje, koje je preuzela slezena.



U istom istrazivanju, kod splenektomiranih osoba nisu se mijenjali veli¢ina ni broj
trombocita, $to ocito ukazuje na ulogu slezene kao skladiSta velikih trombocita. Sli¢ne
promjene krvnih stanica u perifernoj krvi su pokazali Ojiri 1 suradnici na psima tijekom
infuzije adrenalina; medutim, nisu obracali pozornost na veli¢inu trombocita.'® Postoje i
oprecni rezultati; primjerice kada je u zdravih osoba tijekom tjelovjezbe ili davanja
adrenalina zabiljeZen porast sve tri loze krvnih stanica.'>'® Takve razlike u rezultatima
istrazivanja mogle bi biti posljedica razlicitih nacina, odnosno jafine podrazaja slezene na
kontrakciju, koja dovode do istiskivanja krvnih stanica. Do sada nije sasvim poznat to¢an
mehanizam istiskivanja krvnih stanica iz slezene, ali se pretpostavlja da su oni razliciti za
odredene krvne stanice.” S obzirom na kompleksnu gradu slezene te da su dokazani
zavr$eci simpatickih Zivaca u blizini krvnih zila i kontraktilnih proteina, vjerojatno se
slezena ne prazni samo pod utjecajem katekolamina preko adrenoreceptora u ovojnici
nego i aktivacijom simpatickih Zivaca iznutra.>” Kako odjeljci slezene pretezito
sadrzavaju razli¢ite krvne stanice, to se tijekom razli¢itih podrazaja istiskuju razlicite
vrste stanica, ovisno o vrsti i jacini podrazaja (npr. tjelovjezba, apneja, farmakoloski
poticaj).” Poznato je da trombociti podrijetlom iz slezene imaju za oko 20% veéi
volumen od cirkuliraju¢ih trombocita te da je njihovo srednje vrijeme prolaska kroz
slezenu traje oko deset minuta i znacajno je duZe nego za eritrocite, koje iznosi oko jednu
minutu.” To upuéuje na to da su nakon ulaska u slezenu trombociti zarobljeni, §to
povecava splenicko skladiSte krvi, koje nije izmjenjivo osim ako podrazaj nije dovoljno

jak, §to apneja, za razliku od tjelovjeZbe, vjerojatno nije."”

3.2.  Uloga hepatokavalnog sfinktera u regulaciji praznjenja splenickog skladista

Mnogim kopnenim sisavcima 1 onima koji Zive u vodi, slezena sluZi kao vazna pri¢uva
krvi dok su u stanju mirovanja. Za vrijeme tjelesnog napora ili ronjenja dolazi do
kontrakcije slezene i istiskivanja krvi u sistemsku cirkulaciju, $to poboljSava aerobne

sposobnosti i omoguéuje dulji zaron.*'* OpaZeno je da se tijekom kontrakcije slezene



tuljana nakon davanja adrenalina istiskuje gusta krv, ¢iji hematokrit u spleni¢koj veni
iznosi oko 90%, uz zna¢ajan porast hematokrita u perifernoj cirkulaciji.'* Kako se radi o

vrlo viskoznoj krvi, istiskivanje cijelog volumena iz slezene tijekom kontrakcije moglo bi
bitno opteretiti kardiovaskularni sustav. Medutim, velika koli¢ina krvi koja se na taj nacin
istisne iz slezene zadrZava se u jetrenim sinusima (venama) i moze iznositi oko 20%
ukupnog tjelesnog volumena krvi.'* Tako se maksimalna kontrakcija slezene u tuljana
javila unutar tri minute od primjene adrenalina, vrSni porast hematokrita u perifernoj
cirkulaciji je zabiljezen tek nakon 15-25 minuta.® Postavilo se pitanje odgodenog porasta
hematokrita u odnosu na kontrakciju slezene, a odgovor su dali u svom istrazivanju
Thornton i sur.” Dokazali su kod morskih medvjedica, koje imaju veliki splenicki
rezervoar krvnih stanica, da se brzom kontrakcijom slezene za vrijeme zarona istovremeno
pune jetreni sinusi, ¢ime su potvrdili njihovu funkcionalnu povezanost sa slezenom.’
Nadalje, opazili su odgodeni porast hematokrita u perifernoj krvi, koji je nastao znatno
kasnije u odnosu na kontrakciju slezene, koja se dogodila na samom pocetku zarona, a §to
su objasnili zadrzavanjem krvi istisnute iz slezene u sinusima jetre. Zadrzavanje krvi u
jetrenim sinusima i njezino postupno propustanje omogucuje sfinkter koji je smjesten u
donjoj $upljoj veni, u razini kranijalnog dijela osita i pod utjecajem je freni¢kog Zivca.”
Njegovim povremenim opuStanjem za vrijeme ronjenja propusta se oksigenirana krv iz
hepatalnih sinusa u donju Suplju venu, $to omogucuje duZzi zaron u vodenih sisavaca. Ovaj
mehanizam je odgovoran za vec¢i sadrzaj kisika u venskoj nego u arterijskoj krvi, a sam
fenomen je poznat kao Elsnerov paradoks.?' Istrazivanja na leSevima ljudi pokazala su da
je stijenka jetrenih vena zadebljana na samom uS¢u u donju Suplju venu. HistoloSkom
analizom su ustanovili da se zadebljanje sastoji od tri sloja, a ¢ine ga uzduzne i polukruzne
misi¢ne, kolagene 1 elasti¢ne niti, koje se ispreplec¢u s onima u stijenci donje Suplje vene 1
zajedno cine sfinkterski mehanizam koji ima vaznu fizioloSku ulogu u regulaciji jetrene

. 2223
cirkulacije.”™ U

ljudi je takoder dokazano da kontrakcija slezene potaknuta
tielovjezbom, apnejom ili davanjem adrenalina uzrokuje porast hematokrita i
hemoglobina.'”*** Medutim, istraZiva&i nisu obraéali pozornost na dinamiku njihovog
porasta u perifernoj krvi.

Ljudska slezena sadrzi oko 250 ml guste krvi, ¢iji hematokrit iz splenicke vene iznosi oko

80%, Sto znaci da se u slezeni nalazi oko 8% ukupnih eritrocita u tijelu, a to je mala



koli¢ina u odnosu na 50%-ni sadrZaj u nekih kopnenih i vodenih sisavaca.®'**® Oko 20-
25% porasta perifernog hematokrita za vrijeme tjelovjeZbe pripisuje se eritrocitima

12,13 . : v , .
13 $to govori da je slezena vrlo vaZan organ u poveéavanju

istisnutim iz slezene,
aerobnog kapaciteta. Takoder, u slezeni je uskladiSteno 1/3 ukupne koli¢ine trombocita u
tijelu i oko 40% leukocita.

Budué¢i se radi o vrlo viskoznoj krvi, istiskivanje iz slezene za vrijeme kontrakcije moglo
bi bitno povecati viskoznost periferne krvi i time pridonijeti poveéanju rizika od
trombotskih komplikacija. Kakvu ulogu u sprje¢avanju takvih dogadaja imaju jetreni
sinusi, odnosno vene jetre 1 hepatokavalni sfinkter u ljudi, za sada nije poznato. Da bih
razjasnio mogucu ulogu hepatokavalnog sfinktera u nakupljanju krvi u jetri koja je
istisnuta iz slezene nakon njezine kontrakcije kod ljudi, ultrazvu¢no sam pratio promjene
veli¢ine slezene i jetrene vene, nakon infuzije adrenalina. Nadalje, buduéi da je slezena
skladiSte reaktivnih trombocita velikog volumena, radio sam analizu hematoloskih
parametara iz periferne krvi nakon infuzije adrenalina. Takoder sam odredivao dinamiku
promjena hematokrita, leukocita, ukupnog broja trombocita kao i udjela velikih

trombocita u perifernoj krvi.

3.3. Srednji volumen trombocita, slezena i kardiovaskularne bolesti

Kljuénu ulogu u nastanku ateroskleroze krvnih zila i njezinih trombotskih, odnosno
ishemijskih  komplikacija kao Sto su akutni infarkt miokarda, nestabilna pektoralna
angina i ishemijski mozdani udar, imaju trombociti.”’** Medutim, sve je jasnije kako
ateroskleroza nije jednostavan, pasivni proces, ve¢ zapravo vrlo sloZen kroni¢ni upalni
proces koji se moze pretvoriti u akutni klinicki incident, posebno u akutni koronarni
sindrom, u podlozi kojeg je najceS¢e ruptura aterosklerotskog plaka 1 posljedicna
ishemija.”° Sredi¥nju ulogu u cijelom procesu ima aktivacija trombocita, te posljedi¢na
adhezija 1 agregacija na endotel krvne Zile, potom aktivacija koagulacijskog niza uz

stvaranje trombocitno-fibrinskog ugruska.’'”

Poznato je da se trombociti u osoba s
poviSenim arterijskim tlakom razlikuju morfoloski i biokemijski od onih u normotonicara,

te da su skloniji adheziji i agregaciji.>> Dosadasnja istrazivanja dokazala su kako veli¢ina



trombocita, mjerenja kao “srednji volumen trombocita” (engl. mean platelet volume,
MPV) znadajno korelira s njihovom reaktivnodéu.* Veéi trombociti pokazuju znatno
veéu metabolicku i enzimsku aktivnost, imaju vecu intracelularnu koli¢inu tromboksana
A,, kao 1 povecanu koncentraciju prokoagulacijskih proteina na povrSini stanice (P
selectin, GplIb/Illa), a time i veéi protrombotski potencijal od manjih trombocita.*”
Prema novijim istrazivanjima postoji pozitivna veza izmedu
veliCine trombocita, rizika nastanka 1 tezine akutnih ishemijskih koronarnih i
cerebrovaskularnih dogadaja.’®**** Veéi volumen trombocita je uoen i u osoba s
povecanim kardiovaskularnim rizikom kao S$to su oni sa hipelrkoles‘[erolemijom,41
Se¢ernom bolesti,** arterijskom hipertenzijom® i pretilo§éu,* §to sugerira zajednicki
mehanizam u nastanku kardiovaskularnih bolesti.  Stovise, veéi srednji volumen
trombocita je opazen i u hipertonicara u kojih nije o¢uvan dnevni ritam tlaka, odnosno u

5 . v. .. e - 46 .
te u onih sa o$te¢enjem ciljnih organa,” a poznato je da

kojih izostaje noéni pad tlaka,*
su upravo ti bolesnici skloni nepovoljnom kardiovaskularnom ishodu.*” U mnogim
studijama koje su objavljene posljednjih godina uocena je znacajna povezanost izmedu
srednjeg volumena trombocita i kardiovaskularnih bolesti, od angine pektoris,”® akutnog

infarkta miokarda**”’ i ishemijskog mozdanog udara,”' kao i ranih komplikacija nakon

52,53
Prema

intervencija na koronarnim Zilama, u vidu okluzije ugradenih stentova.
najnovijim istraZivanjima, veli¢ina trombocita je direktno povezana ne samo s nastankom
infarkta miokarda i restenozama nakon perkutane koronarne intervencije nego i sa bitno
vecom smrtnosti nakon infarkta miokarda.>® S druge strane, poznato je da poveéani
volumen trombocita usko korelira s ostalim pokazateljima aktivacije trombocita, kao §to
su pojadana agregacija i sinteza p-tromboglobulina te o&itovanje adhezijskih molekula.”
Stoga se u posljednje vrijeme posebna paznja poklanja pronalazenju dodatnih informacija
vezanih uz fiziologiju trombocita, procjenu njihove aktivnosti i razvoj antitrombocitne
terapije. Postoji cijeli niz razliCitih pokazatelja koji se koriste za procjenu aktivnosti
trombocita, od kojih su mnogi komplicirani i vrlo skupi postupci.56 lako je tehnika
odredivanja srednjeg volumena trombocita ustanovljena jo§ prije 30-ak godina,’’ tek je u
novije vrijeme prepoznat kao dijagnosticki 1 prognosticki pokazatelj nastanka

58

kardiovaskularnih bolesti.”™ Dakle, odredivanje veli¢ine trombocita procjenjivanjem

njihovog srednjeg volumena jednostavna je i vrlo dostupna metoda za iznimno dobru



procjenu funkcije trombocita, koja ne zahtijeva posebnu aparaturu, izueno osoblje, kao
ni utroSak vremena i materijalnih sredstava. Glavno skladiSte trombocita kod ljudi je
slezena, koja sadrzi oko 1/3 ukupne koli¢ine trombocita koji se otpustaju u cirkulaciju u
razli¢itim stanjima poviSenog tonusa simpatitkog ZivEanog sustava.””® Dosada$nja
istrazivanja su dokazala kako upravo trombociti uskladiSteni u slezeni imaju za oko 20%
veéi volumen od onih u perifernoj cirkulaciji,’ ** a poznato je da 98% od ukupnog
porasta broja trombocita nakon tjelovjezbe potjeCe upravo iz slezene, kako u zdravih
osoba, tako i u bolesnika s koronarnom bolesti.***>% Zamijeéeno je da nakon tjelovjezbe
dolazi do porasta broja velikih trombocita u perifernoj krvi §to se objasnjava njihovim
istiskivanjem iz slezene, tijekom njezine kontrakcije.” Slidan porast veliGine, ali ne i
broja trombocita dokazali su Bakovi¢ i sur. u profesionalnih ronilaca i zdravih osoba za
vrijeme ponavljanih apneja, §to nije bio slu¢aj u splenektomiranih osoba.'” Stoga, slezena
kao glavno skladiste velikih, reaktivnih trombocita, moZe imati vaznu ulogu u nastanku
akutnih koronarnih dogadaja, osobito u uvjetima stresa. Kontrakcija slezene 1 posljedicni
porast krvnih stanica u perifernoj cirkulaciji je posredovan podrazivanjem adrenergickih
receptora, od kojih se u cahuri ljudske slezene nalaze Cetiri vrste — oy, oy By 1 P2
receptori.*®’ IstraZivanja su pokazala da podrazivanje o adrenergickih receptora uzrokuje
kontrakciju 1 smanjenje broja trombocita u slezeni, uz posljedi¢ni porast u perifernoj
cirkulaciji, dok podrazivanje B adrenergi¢kih receptora ima suprotan u¢inak.®® S druge
strane,  postoje dokazi da selektivni (metoprolol) i neselektivni betablokatori
(propranolol) uzrokuju porast trombocita u perifernoj krvi, Sto se tumaci smanjenjem
volumena slezene zbog inhibicije njezine relaksacije ovim lijekovima.69’70 Nadalje, Punda
1 sur. su dokazali povoljniji u€inak neselektivnog (propranolol) od selektivnog (atenolol)
betablokatora na agregaciju trombocita, Sto bi mu dalo stanovitu prednost u lijeCenju
hipertonitara, osobito onih s poveéanim kardiovaskularnim rizikom.”' Stoga je cilj prve
studije bio utvrditi u¢inak dvaju beta adrenergickih blokatora, bisoprolola i karvedilola na
veli¢inu slezene, ukupni broj i srednji volumen trombocita u perifernoj krvi, u
novootkrivenih, nelijeCenih hipertonicara, prije 1 nakon testa opterecenja. Pretpostavka je
bila da ¢e karvedilol uzrokovati slabiju kontrakciju slezene 1 manji porast broja i srednjeg
volumena trombocita u perifernoj krvi u odnosu na bisoprolol zbog dodatnog blokiranja a

receptora u kapsuli slezene, koji su odgovorni za njezinu kontrakciju. Stoga, klini¢ki
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gledano, moglo bi se ocekivati manje kardiovaskularnih komplikacija u hipertonicara

lije¢enih karvedilolom nego u onih lijecenih bisoprololom.
3.4. Blokatori betaadrenergickih receptora

Rije¢ je o heterogenoj skupini kompeticijskih antagonista katekolamina na razini beta-
receptora izvrsnih tkiva. Odavno je poznato da postoje beta; i beta, receptori dok su
novija istrazivanja dokazala i postojanje beta; receptora. Sva tri podtipa receptora
stimuliraju adenilat ciklazu i tako povecavaju unutarstani¢énu koncentraciju cAMP-a, dok
se bitno razlikuju po smjestaju i uc¢inku. Beta; receptori se uglavnom nalaze u srcu, gdje
su odgovorni za pozitivni inotropni i kronotropni u¢inak, dok su beta, receptori odgovorni
za opustanje glatkih miSi¢a u brojnim organima, u prvom redu bronha i krvnih zila, gdje
uzrokuju bronhodilataciju i vazodilataciju. Betas receptori se uglavnom nalaze u masnom
tkivu gdje stimuliraju lipoproteinsku lipazu 1 tako dovode do lipolize. Dok su beta; i betas
Sintetizirano je vise od tisuéu spojeva koji se odlikuju kompeticijskim antagoniziranjem
betareceptora, ali je samo njih tridesetak uslo u klinicku praksu. Najcesée se koriste u
lijecenju arterijske hipertenzije, koronarne bolesti, zatajenja srca 1 razli€itih aritmija te u
stanjima kao $to su hiperkinetski sindrom, hipertireoza ili hipertrofijska kardiomiopatija.
Medu raspolozivim agensima postoje izvjesne farmakodinamske (membranska aktivnost,
parcijalna agonisticka aktivnost, kardioselektivnost) 1 farmakokinetske (liposolubilnost,
hidrosolubilnost, u¢inak prvog prolaza kroz jetru) razlike.”””*"* Membranska aktivnost
podrazumijeva kocenje brzog transmembranskog utoka natrija koju posjeduju
propranolol, oksprenolol, pindolol i1 karvedilol, koja se javlja tek pri vrlo visokim, klini¢ki
iznimno primjenjivim dozama, dok je pri terapijskim koncentracijama prakticki
zanemariva. Prednost ovih spojeva bi bila u potencijalno ve¢em antiaritmickom ucinku, a
nedostatak uz kardiodepresivnosti. Parcijalna agonisticka aktivnost (engl. intrinsic
sympathomymethic activity ili ISA) podrazumijeva inhibiciju, ali i stimulaciju beta
receptora. Posjeduju je alprenolol, oksprenolol i pindolol. OpaZa se pri niskom
adrenergickom tonusu (npr. u mirovanju) ili pri visokim dozama. Moguca prednost ovih
lijekova je u manjoj pojavnosti bradikardije, bronhospazma 1 sindroma ustezanja. S druge

strane, pripisuje im se nepovoljan ucinak na postinfarktnu protekciju 1 smanjenje
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smrtnosti bolesnika sa zatajenjem srca.” Kardioselektivnost ukazuje na intenzivnije
blokiranje beta; nego beta, receptora te ima nesto vece klinicko znacenje. Ocekivati je
bolji antihipertenzivni uc¢inak kardioselektivnih, a posebice visoko kardioselektivnih
betablokatora (bisoprolol, npr.) u odnosu na neselektivne. Prednost prema potonjim im je
svakako 1 manji nastanak nuspojava, kao §to su bronhospazam i hladni udovi. Medutim,
valja napomenuti da je kardioselektivnost ovih lijekova relativna jer se ona gubi pri viSim
dozama.”® Liposolubilnost betablokatora predstavlja njihovu topivost u mastima, koja
utjece na bioraspolozivost i prodiranje u srediSnji ziv€ani sustav, $to moze dovesti do
povoljnijeg uc¢inka na migrenu, ali i ucestalijih nuspojava (no¢ne more, npr.). Imaju kraci
poluvijek, opsezno se metaboliziraju u jetri i1 izlucuju putem Zzuc¢i. Kumuliraju pri
zatajenju jetre pa im dozu treba prilagoditi. Ovu osobinu posjeduju propranolol,
metoprolol, timolol, oksprenolol i nebivolol. Hidrosolubilni betablokatori su atenolol i
sotalol. Manje se metaboliziraju, a ve¢im dijelom izlu¢uju mokracom u nepromijenjenom
obliku. Imaju duzi poluvijek 1 izazivaju manje nuspojava sa strane srediSnjeg Zivéanog
sustava. Kumuliraju pri bubreznoj insuficijenciji pa im u tom slucaju treba smanjiti dozu.

U novije su vrijeme u upotrebi agensi koji uz beta; i beta, blokiraju i alfa;
receptore, pa tako postizu vazodilatacijski ucinak. Pripadaju trecoj generaciji
betablokatora za razliku od prve (neselektivni) ili druge generacije (selektivni)
betablokatora. U ovu skupinu pripadaju neselektivni betablokatori labetalol, karvedilol i
bucindolol te kardioselektivni nebivolol, koji uz blokadu beta; receptora, postiZe
vazodilatacijski u¢inak pojadanom sintezom duSikovog oksida.””  Blokatori
betaadrenergickih receptora su skupina lijekova vrlo dobre podnosljivosti, a tek u oko 3-
5% bolesnika izazivaju nuspojave, Cija se ucestalost moze smanjiti pravilnim odabirom i
doziranjem.”® Najée$¢e se spominje izazivanje bronhospazma u bolesnika s bronhalnom
astmom, hladni udovi zbog periferne vazokonstrikcije, smetnje atrioventrikulskog
provodenja, centralni u¢inci (no¢ne more, depresija) te prikrivanje znakova hipoglikemije
u bolesnika s inzulin ovisnom Secernom bolesti (tremor, tahikardija), ako su u pitanju
neselektivni betablokatori. Ne bi ih trebalo davati bolesnicima s bronhalnom astmom,
bradikardijom, atrioventrikulskim smetnjama provodenja i teSkom depresijom. Medutim,

ovi lijekovi se mogu davati bolesnicima s kroni¢énom opstrukcijskom bolesti pluca,
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perifernom opstrukcijskom arteriopatijom kao 1 Seéernom bolesti, ali uz dodatnu

78
pozornost.

3.4.1. Bisoprolol

Rije¢ je o visoko selektivnom betablokatoru ¢iji je afinitet prema [; adrenergickom
receptoru oko 120 puta veéi nego prema [, receptoru, dok je, primjerice, taj odnos za
srodni mu metoprolol oko 75:1. Ima osobine hidrofilnog i lipofilnog lijeka, Sto mu
omogucava povoljan farmakokinetski profil. Ne posjeduje membransku ni parcijalnu
agonisticku aktivnost. Nakon peroralne primjene absorbira se gotovo u cijelosti, uz
minimalni u¢inak prvog prolaza kroz jetru pa mu se bioraspoloZzivost kre¢e oko 90%. Tek
se oko 30% lijeka veze o proteine plazme, polovica lijeka se metabolizira u jetri, a druga
polovica izlu¢uje bubregom u nepromijenjenom obliku.” Poluvijek eliminacije iz plazme
je oko 10-12 sati i1 tek neznatno se mijenja pri zatajenju jetre ili bubrega, tako da u tim
stanjima nije potrebno podesavati dozu lijeka.*® Povoljan farmakokinetski profil ga &ini
pogodnim za jednokratno doziranje pa se obi¢no u lijeCenju arterijske hipertenzije daje u
dozi 5-10 mg, iako se spominju i doze do 20 mg. Farmakoloski gledano, bolji
antihipertenzivni ucinak se o¢ekuje od selektivnih betaadrenergickih blokatora u odnosu
na neselektivne koji blokiranjem i 3, receptora uzrokuju perifernu vazokonstrikciju, zbog
neoponirane blokade alfa; adrenergi¢kih receptora. Bisoprolol se dvadesetak godina
koristi u lije¢enju arterijske hipertenzije,®' a nesto kra¢e vrijeme u lijeGenju koronarne
bolesti® i zatajenja srca.* Dokazan mu je dobar uginak na sniZenje sistolickog i
dijastolickog tlaka tijekom 24 sata, kako u starijih tako 1 u mladih hipertoni¢ara, uz slican

_ . . v . .. . 1
8386 "a sli¢an je ucinku ostalih vrsta antihipertenziva.®' S

ili ¢ak nesto bolji od srodnika
obzirom na visoki stupanj kardioselektivnosti bisoprolola oc¢ekuje se manja pojavnost
nuspojava tijekom njegove primjene kao i1 metabolickih otklona, u prvom redu

hiperglikemije i hiperlipidemije, u odnosu na neselektivne betablokatore.
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3.4.2. Karvedilol

To je neselektivni beta adrenergicki blokator s dodatnim vazodilatacijskim u¢inkom koji
nastaje zbog blokiranja o; adrenergickih receptora. Podjednako djeluje na B; 1 B»
receptore, dok je u€inak na a,; receptore deset puta manji, a na o, receptore je prakticki
zanemariv.®’ Pripisuju mu se i svojstva antagonista kalcija, ali samo pri visokim
koncentracijama, $to izgleda nije bitno za njegov antihipertenzivni u¢inak. Za razliku od
drugih betablokatora ovaj lijek posjeduje antioksidacijski 1 antiproliferacijski ucinak, Sto
bi klini¢ki moglo biti od osobite vaznosti.*’” Posjeduje membransku, ali ne i parcijalnu
agonisticku aktivnost. Nakon peroralne primjene u potpunosti se apsorbira i maksimalnu
koncentraciju u plazmi postize za 1-2 sata, podjednako u hipertonicara i zdravih osoba, a
procesi se usporavaju ako se lijek uzima sa hranom, $to ne utjeCe na njegov konacni
u¢inak.® Poslije oralne primjene podlijeze u¢inku prvog prolaza kroz jetru, pa mu je
bioraspolozivost tek oko 25%, a kako je izrazito topiv u mastima, volumen distribucije
mu je relativno velik. U velikoj mjeri se (oko 98%) veze za proteine plazme, uglavnom
albumine, dok mu je plazmatski poluvijek 7-10 sati.®® Metabolizira se u jetri, a inaktivni
metaboliti se izlu€uju putem Zuci, manji dio mokraom, a tek zanemariva koli¢ina (oko
2%) se izluGuje nepromijenjena mokra¢om.” U starijih osoba i u onih s osteéenjem
funkcije jetre smanjen je klirens pa je u tih osoba potreban oprez u propisivanju ovog
lijeka, dok kod bubreznih bolesnika farmakokinetika nije bitno poremecena pa dozu nije
potrebno podesavati.”®' Karvedilol se zadnjih dvadesetak godina uspjesno koristi u
lijeCenju arterijske hipertenzije, a ucinak je bio podjednak s onim u srodnika i ostalih
antihipertenziva.”™” U bolesnika s teskim stupnjem zatajenja srca, ishemijskog i
neishemijskog podrijetla, karvedilol je znacajno smanjio ukupnu i kardiovaskularnu
smrtnost pa je uz jo§ neke betablokatore nezaobilazan u lije¢enju tih stanja.”** Takoder
mu je dokazan povoljan ucinak u lijeCenju bolesnika s disfunkcijom lijeve klijetke nakon
infarkta miokrada,”® a znagajnu ulogu ima i u lijeGenju bolesnika sa stabilnom anginom
pektoris.”” Povoljan antihipertenzivni u¢inak karvedilola u bolesnika s blagom i
umjerenom hipertenzijom je postignut uglavnom u rasponu doza 25-50 mg. Nije opazena
razlika u djelotvornosti izmedu jednokratnog i dvokratnog uzimanja lijeka, a kontrola

tlaka je kod oba nacina lijeCenja bila trajna tijekom 24 sata 1 podjednaka ucinku ostalih
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vrsta antihipertenziva.” Pogodan je za lije€enje u kombinaciji s tijazidskim diureticima i
antagonistima kalcijskih kanala s kojima postize aditivni antihipertenzivni u¢inak, dok to
nije slucaj s inhibitorima konvertaze angiotenzina i antagonistima angiotenzinskih
recpetora.’” Za razliku od veéine betablokatora koji mogu poremetiti glukoregulaciju i
metabolizam lipoproteina, izgleda da je karvedilol metabolicki neutralan, Sto mu daje

. e 92,98
stanovitu prednost prema srodnicima.

3.4.3. Mjesto betaadrenergickih blokatora u lije¢enju arterijske hipertenzije

Iako se betablokatori oko Cetiri desetljeca koriste u lijecenju arterijske hipertenzije, tocan
mehanizam njihovog antihipertenzivnog ucinka nije posve jasan. Nizi udarni volumen
srca, smanjeno otpustanje noradrenalina iz simpatickih zivaca, pad sekrecije renina iz
jukstaglomerulskih stanica bubrega i rjeda simpati¢ka izbijanja te smanjenje centralne

. . . .. . 74,78
vazomotorne aktivnosti, samo su neki od pretpostavljenih mehanizama.

Povoljniji
antihipertenzivni uc¢inak se moze ocekivati od selektivnih betablokatora, s obzirom na to
da manje povecavaju perifernu Zzilnu rezistenciju od neselektivnih. Medutim, zadnjih
godina se iznose prijeporna misljenja o ucinkovitosti ovih lijekova, osobito u primarnoj

99-104

prevenciji sr¢anozilnih komplikacija u hipertonicara. Naime, rezultati metaanaliza

viSe randomiziranih studija pokazali su slabiju djelotvornost ovih lijekova u prevenciji

101,102
Ta se

sr€anozilnih komplikacija, navlastito moZdanog udara u starijih bolesnika.
pojava pokuSava objasniti razlikom u hemodinamici hipertenzije: u starijih je
adrenergicki tonus niZi, tlak pulsa ve¢i, a minutni volumen manji pa su i o€ekivani u¢inci
blokiranja B adrenergickih receptora slabiji.'” Nadalje, ¢ak i uz jednako sniZenje srednjeg
arterijskog tlaka izmjereno na periferiji, betablokatori povecavaju tlak pulsa 1 nedostatno
sniZzavaju tenziju u velikim krvnim Zilama starijih osoba, $to pogoduje makrovaskularnim
komplikacijama.'” Medutim, Khan i sur. su ustanovili da betablokatori u mladih
hipertoni¢ara snizavaju ukupni sr¢anozilni rizik, ¢ak 1 viSe od drugih antihipertenziva, §to
nije bio slu¢aj u starijih osoba.'™ Vecina se podataka iz spomenutih istraZivanja odnosila
na najceSc¢e propisivani betablokator atenolol. Postavlja se pitanje bi li isti rezultati bili
postignuti 1 s drugim srodnicima, navlastito novijim agensima poput bisoprolola,

106

karvedilola i nebivolola.™ Medutim, najnovije analize podataka iz istraZivanja na

velikom broju mladih 1 starijih hipertonicara su ipak potvrdile podjednaku ucinkovitost
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svih pet osnovnih kategorija antihipertenziva na prevenciju sréanozilnih komplikacija.'"’

Stoga se povoljan ucinak ovih lijekova na smanjenje kardiovaslularnih komplikacija u
prvom redu tumaci odgovaraju¢im snizenjem tlaka, a ne pleotropnim osobinama samih
lijekova. Stoga betablokatori mogu biti lijekovi prvog izbora za mlade hipertonicare, a u
sluc¢aju apsolutnih indikacija (koronarna bolest, zatajenje srca), ili u kombinaciji s drugim
antihipertenzivima, treba 1ih propisati svim hipertoni¢arima, ukoliko nema
kontraindikacija za njihovu primjenu.'%'*® Ipak, ne preporu¢a ih se propisivati starijim
osobama te onima s visokim rizikom nastanka Secerne bolesti (osobe s oSte¢enom
tolerancijom glukoze ili metabolickim sindromom), osobito ne u kombinaciji s

. . . 108,109
diureticima.

U tom pravcu bi stanovitu prednost trebali imati beta blokatori s
vazodilatacijskim djelovanjem (karvedilol i nebivolol) ili visoko selektivni beta; blokator

(bisoprolol npr.).
3.5. Adrenalin

Pripada skupini endogenih katekolamina koji djeluje na o i B adrenergicke receptore
tkiva koje inervira simpaticki ziv€ani sustav, osim znojnih Zlijezda i krvih Zila lica.'"” Beta
adrenergicki ucinak postize aktivacijom enzima adenil ciklaze na unutraSnjoj strani
staniéne membrane te tako povecava intracelularnu koncentraciju ciklickog AMP-a,
drugog glasnika, dok mu je alfa adrenergicki u¢inak rezultat inhibicije istog enzima.''”

Glavni se ucinci adrenalina o€ituju na srcu, bronhima, krvnim Zilama te nekim drugim
organima i sustavima. Kada se daje u malim dozama, uzrokuje dilataciju krvnih zila u
miSi¢ima stimulacijom B, receptora, dok ve¢e doze uzrokuju perifernu vazokonstrikciju
podrazivanjem o receptora, koji su manje osjetljivi na adrenalin od beta receptora. Stoga
male doze adrenalina (0,1 pg/kg) mogu uzrokovati pad arterijskog tlaka zbog vece
osjetljivosti vazodilatacijskih B u odnosu na vazokonstrikcijske o receptore.'”
Farmakoloske doze uzrokuju veéi porast sistolickog nego dijastolickog tlaka, koji se ¢ak
moze sniziti, uz porast tlaka pulsa, dok jo§ vece doze (>10 pg/min) uzrokuju porast
sistolitkog i dijastolitkog tlaka.'"" Porast tlaka je rezultat pozitivnog inotropnog i
kronotropnog djelovanja adrenalina i povecanja perifernog otpora koji nastaje zbog
vazokonstrikcije krvnih Zila koZe, sluznica, bubrega i u odredenom stupnju vena,

podrazivanjem alfa adrenergickih receptora. Temeljni u¢inak na krvne zile je preko
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arteriola i prekapilarnih sfinktera, a krvne Zile pojedinih sustava odgovaraju na razlicite
nacine, konstrikcijom ili dilatacijom, i tako utjeCu na preraspodjelu krvotoka. Dok se pod
utjecajem adrenalina protok kroz kozu smanjuje, u skeletnim miSi¢ima se on povecava
zbog podrazaja vazodilatacijskih B, receptora koji ovdje prevladavaju vazokonstrikcijske
o receptore. S obzirom na to da ne prolazi krvno-mozdanu barijeru, adrenalin nema
izravnog utjecaja na hemodinamiku mozga, a jedino je moze mijenjati djelujuéi na
promjene sustavnog arterijskog tlaka. Pod utjecajem adrenalina se smanjuje protok kroz
bubrege zbog vazokonstrikcije u svim segmentima uz smanjeno izlu¢ivanje elektrolita, ali
se zbog podrazivanja P; receptora u stanicama jukstaglomorulskog aparata povecano
izluCuje renin. Povecavaju se i tlakovi u pluénim krvnim Zilama, a visoke doze adrenalina
mogu uzrokovati pluéni edem zbog povecanog filtracijskog tlaka, odnosno povecane
propusnosti pluénih kapilara. Protok kroz koronarne krvne Zzile se takoder povecava pod
utjecajem adrenalina i to zbog relativno duZeg trajanja dijastole srca i povecanog tlaka u
aorti te zbog utjecaja adenozina nastalog u miocitima tijekom pojacanih metabolickih
procesa. Ucinak adrenalina na srce se temelji uglavnom na podrazivanju B; receptora, §to
dovodi do pozitivnog inotropnog i kronotropnog ucinka; povecava se minutni volumen
srca i potros$nja kisika, povecan je rad srca uz smanjenje ucinkovitosti. Pri vi§im dozama
adrenalina povecava se iritabilnost sréanog misi¢a, osobito u slucaju izloZenosti nekim
lijekovima, kao §to su op¢i anestetici 1 digitalis, te u sluaju postojanja ishemijske bolesti
srca. NajCeSce su u pitanju ventrikulske ekstrasistole, ali mogu nastati multifokalna
ventrikulska tahikardija i fibrilacija klijetki. Stimulacijom B, receptora adrenalin opusta
miSi¢e bronha i tako dovodi do bronhodilatacije, osobito u bolesnika s bronhalnom
astmom. Dodatni bronhodilatacijski uc¢inak u ovih bolesnika adrenalin postiZze jer
sprjeCava izluCivanje posrednika upale iz mastocita te smanjuje bronhalnu sekreciju
posredovanu alfa receptorima. Adrenalin moZe smanjiti volumen plazme poticucéi izlazak
tekucine u izvanstanicni prostor i tako povecati hemokoncentraciju i koncentraciju
proteina plazme, osobito u stanjima hipotenzije, Soka ili u anesteziranih osoba, ali je to
malo vijerojatno ako se primjenjuje farmakologka doza u zdravih osoba.''® Od
metabolickih ucinaka adrenalina najve¢u pozornost privla¢i njegovo dijabetogeno
djelovanje do kojeg dolazi zbog poticanja glikegenolize, povecanog lucenja glukagona,

smanjenog lucenja inzulina, koji nastaju zbog inhibicije o, receptora i podrazivanja 3,
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receptora. Takoder se smanjuje periferna iskoristivost glukoze, dijelom zbog smanjenog
lucenja inzulina, a dijelom zbog direktnog ucinka adrenalina na misi¢e. Moze do¢i i1 do
porasta slobodnih masnih kiselina u serumu zbog pojacane lipolize nastale zbog
stimulacije 3 receptora u masnom tkivu i aktivacije enzima lipoproteinske lipaze. Na
slican naCin moze uzrokovati povecanu koncentraciju ukupnog i1 kolesterola velike
gustoce te fosfolipida u krvi. Adrenalin se ne resorbira nakon peroralne primjene jer se
brzo razgraduje procesima oksidacije i konjugacije u sluznici probavnog sustava. Nakon
supkutane primjene resorpcija je usporena zbog lokalne vazokonstrikcije, a dodatno moze
biti usporena u stanjima hipotenzije 1 Soka. Poslije endotrahealnog davanja resorbira se tek
oko 10% ukupne doze, a tek je neSto viSe pri oralnoj inhalaciji, kada treba biti oprezan
zbog mogucih sistemskih djelovanja, osobito pri viSim dozama. Nakon intramuskularne
primjene resorpcija je potpuna uz brzi nastanak ucinka koji je pri intravenskoj primjeni
trenutacan. U organizmu se brzo ragraduje, tako da mu plazmatski poluvijek iznosi tek 2-3
minute.''" Razgraduju ga enzimi katekol-o-metiltransferaza i monoaminooksidaza koji se
uglavnom nalaze u jetri i ziv€anim zavrSetcima. Glavni metaboliti koji nisu aktivni su
metanefrini 1 vanilmandeli¢na kiselina, a izlucuju se mokra¢om, dok se tek neznatna
koli¢ina adrenalina izlucuje nepromijenjena. Adrenalin se najceSce koristi u bolesnika s
alergijskim reakcijama, a lijek je izbora u najtezim kao Sto je anafilaksija. Ranije se ¢esto
koristio u lijeCenju bolesnika s bronhospazmom, ali su ga potisnuli selektivni agonisti
betaadrenergickih blokatora, no ipak se koristi u najtezim slucajevima. Uz ostale mjere
reanimacije, lijek je izbora u bolesnika sa zastojem srca kao Sto su fibrilacija klijetki,
asistolija ili elektromehanicka disocijacija. Obi¢no se daje 0,1-0,5 mg potkozno ili
intramuskularno, a moze se ponoviti nakod 10-15 minuta ako izostane ucinak. U teSkim
stanjima kao $to su anafilakticka reakcija 1 zastoj srca daje se intravenskim putem, obi¢no
1 mg razrijeden u 10 ml 0,9% NacCl tijekom 5-10 minuta, ovisno o klinickom odgovoru
moze se nastaviti davanje trajnom infuzijom u dozi 1-4 pg/min. Adrenalin moze
uzrokovati glavobolju, strah, palpitacije, tremor, nemir i znojenje, a u bolesnika s
organskom boles¢u srca stenokardiju, poremetnje ritma pa i fibrilaciju klijetki. Rijetka je

pojava znatnije povisenje arterijskog tlaka 1 intrakranijsko krvarenje.
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3.6. Problematika istrazivanja

1. Prema dosadasnjim spoznajama nije poznat u¢inak dugotrajne primjene selektivnih i
neselektivnih betablokatora na veli¢inu slezene te ukupan broj i volumen trombocita u
hipertonicara. Cilj ovog istrazivanja je usporediti u¢inak bisoprolola i karvedilola na
veli¢inu slezene te na broj i volumen trombocita u perifernoj krvi u novootkrivenih
hipertonicara.

2. Nejasna je uloga jetrenih vena i hepatokavalnog sfinktera kod ljudi u sprjecavanju
naglog porasta krvnih stanica u perifernoj krvi, nakon kontrakcije slezene pod utjecajem
adrenergicke stimulacije. Takoder, u dosadaSnjim istraZzivanjima nije rasvijetljen utjecaj
adrenergicke stimulacije na broj i veli¢inu trombocita u perifernoj cirkulaciji. Cilj ovog
istrazivanja je bio utvrditi uc¢inak malih doza adrenalina na promjene veliine slezene i
jetrenih vena, hepatalni protok krvi te broj i volumen trombocita u perifernoj cirkulaciji,
kao i dinamiku promjena krvnih stanica u perifernoj krvi. Takoder je cilj bio procijeniti je
li kontrakcija slezene potaknuta infuzijom malih doza adrenalina posljedica periferne
humoralne stimulacije ili aktivacije simpatickog ziv€anog sustava zbog smanjenog

podrazivanja baroreceptora usljed sniZzavanja srednjeg arterijskog tlaka.

3.7. Hipotetska podloga navedenih ciljeva istrazivanja

PredloZena disertacija se bavi istraZivanjem promjena srednjeg volumena trombocita u
perifernoj krvi nakon simpatickog podrazaja slezene na kontrakciju te moguce inhibicije
relaksacije primjenom selektivnog i neselektivnog blokatora beta adrenergickih receptora.

Ciljevi istrazivanja su:

1. Procijeniti ucinak lijecenja selektivnim (bisoprolol) i neselektivnim (karvedilol)
blokatorima beta adrenergickih receptora na promjenu volumena slezene u uvjetima
poviSenog tonusa simpatikusa. Kako kapsula slezene sadrzi o i  receptore, kojima se
posreduje kontrakcija odnosno relaksacije slezene, istrazili smo kako inhibicija
relaksacije selektivnom i neselektivnom blokadom adrenergickih receptora utjece na udio
velikih trombocita u sistemskoj cirkulaciji hipertonic¢ara, u mirovanju i nakon tjelovjezbe.

Hipoteza je da ¢e manju kontrakciju slezene kao 1 porast broja i veli¢ine trombocita u
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prifernoj krvi uzrokovati neselektivni a;;[, blokator (karvedilol) u odnosu na selektivni
B blokator (bisoprolol) zbog dodatne blokade o receptora na kapsuli slezene, koji su

odgovorni za njezinu kontrakciju.

2. Odrediti ulogu kontraktilnih elemenata na uséu hepatalnih vena u donju Suplju venu
tijekom kontrakcije slezene. Kako se radi o vrlo viskoznoj krvi bogatoj eritrocitima,
leukocitima, a osobito trombocitima, nasa je pretpostavka da navedeni sfinkterski
mehanizam kontrolirano propusta krv iz jetrenih vena u donju Suplju venu nakon
kontrakcije slezene. Pretpostavka je da ¢e kontrakcija slezene nakon infuzije adrenalina
dovesti do punjenja, odnosno Sirenja jetrenih vena, a potom kontroliranog, odgodenog
propustanja krvi iz jetrenih vena u donju Suplju venu posredstvom hepatokavalnog
sfinktera. Stoga ¢e porast udjela velikih trombocita u ukupnom broju nastati s odredenim
vremenskim odmakom, u odnosu na samu kontrakciju slezene. Naime, buduéi da je
slezena glavno skladiste trombocita, a da u uvjetima poviSenog tonusa simpatikusa dolazi
do njezine kontrakcije uz ispraznjavanje sadrzaja u sistemsku cirkulaciju, jasno se namece
pitanje porasta udjela velikih, agregabilnijih trombocita u navedenim uvjetima. Hipoteza
je da ¢e kontrakcija slezene potaknuta infuzijom adrenalina uzrokovati porast srednjeg
volumena trombocita u perifernoj krvi, a s obzirom na postojanje hepatokavalnog

sfinktera to ¢e se dogoditi s odredenim vremenskim odmakom.
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4. METODE I ISPITANICI
4.1. Protokol studije 1.

Za provodenje studije dobiveno je odobrenje Etickog povjerenstva KBC Split, a
neposredno prije pocetka ispitivanja svi su ispitanici potpisali informirani pristanak.

U istrazivanju je sudjelovalo osamnaest bolesnika s novootkrivenom arterijskom
hipertenzijom i devet zdravih ispitanika iste dobi, ¢ije demografske i klini¢ke osobine
prikazuje tablica 1. Nisu bili ukljuceni hipertonicari sa sekundarnom hipertenzijom,
Sec¢ernom bolesti, opstrukcijskom bolesti plu¢a, metabolickim sindromom 1 oSte¢enjem
bubrega, kao 1 oni koji imaju neku drugu bolest koja zahtijeva dodatno medikamentno
lijecenje. Arterijska hipertenzija je definirana vrijednostima tlaka 140/90 do 179/109 mm
Hg (I. 1 II. stupanj), izmjerenim u dva navrata tijekom dva tjedna. Tlak je mjeren
sfigmomanometrom u sjede¢em poloZaju, na dominantnoj ruci u tri navrata, a u izracun
sam uzimao prosjecnu vrijednost zadnjih dvaju mjerenja.

Ciljni parametri istrazivanja su bili promjene veli¢ine slezene, broja trombocita i srednjeg
volumena trombocita, prije pocetka lijeCenja bisoprololom i karvedilolom te nakon 15-og i
30-og dana lijeCenja; spomenute parametre sam provjeravao prije i nakon testa
opterecenja. Nakon $to je ustanovljena arterijska hipertenzija, ispitanici su bili upuceni u
laboratorij na ergometrijsko testiranje oko 30 minuta prije planiranog pocetka testiranja
zbog prilagodbe na laboratorijske uvjete. Svi ispitanici su bili nataste i nisu koristili crnu
kavu, alkohol 1 cigarete u prethodnih dvanaest sati. Ispitivanja su radena u jutarnjim
satima, a dnevno je testiran jedan ispitanik.

Ergometrijsko testiranje je radeno svim ispitanicima prema protokolu po Bruceu, prije
pocetka lijeCenja, a hipertoni¢arima jo$ nakon 15-og i 30-og dana lijeCenja bisoprololom 1
karvedilolom. Testiranje je zapoceto na traci koja se kretala brzinom 2,74 km/sat uz nagib
od 10% u prvom stupnju. U trominutnim intervalima se nagib trake povecavao za 2%, a
brzina je iznosila 4,0 u drugom, 5,4 u treCem i 6,7 km/h u Cetvrtom stupnju. Testiranje je
provedeno na uredaju RAM 770 treadmill (RAM, Padova, Italy), dok je
elektrokardiogram trajno praéen pomocu uredaja ZAN 800 ECG (Mefgerdte, Berlin,
Germany). Vrijeme optere¢enja sam odredivao prema dobi ispitanika, odnosno postignutoj

submaksimalnoj frekvenciji bila (85%) koja je predvidena za dob. Arterijski krvni tlak
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sam mjerio neinvazivno, auskultacijskom metodon (1. 1 5. faza Korotkowljevih Sumova) s
mansetom instrumenata postavljenom na nadlakticu dominantne ruke. Srednji arterijski
tlak izratunao sam pomocu formule: dijastolicki tlak + 1/3 tlaka pulsa.

Sva ultrazvuc¢na mjerenja je radio isti lijecnik (s iskustvom u ultrazvu¢noj abdominalnoj
dijagnostici) ultrazvu¢nom sondom 1,5-3,3 MHz na uredaju Vivid 3, GE, Milwaukee, W1,
USA, 1 nije znao koji lijek ispitanici uzimaju. Petnaest minuta prije poCetka mjerenja
ispitanici su mirno lezali u polozaju supinacije. Snimanja su radena za vrijeme kratke
apneje tijekom blagog inspirija, sondom polozenom u lijevi deseti medurebreni prostor.
Slike su pohranjene na tvrdom disku ultrazvu¢noga racunala i naknadno su obradivane, a
koriSten je software spomenutog racunala. Ista je osoba premjeravala duljinu 1 Sirinu
slezene u tri navrata, a ponavljana mjerenja su bila postojana u 1 mm razlike. Kao krajnji
rezultat mjerenja uzeta je srednja vrijednost triju mjerenja, a potom su poprecni presjek i
volumen slezene izradunati prema formuli koju je u svom istraZivanju koristio Koga''
gdje je: povrsina slezene = 0,8 x uzduzni promjer slezene x poprecni promjer slezene /100;
volumen slezene = (7,5 x povrsina slezene) — 77,6. Uzorkovanje krvi je napravljeno u
sjede¢em polozaju ispitanika, a odredivani su ukupni broja trombocita, srednji volumena
trombocita, ukupni proteini 1 albumini. Uzorci krvi su uzeti u standardizirane epruvete s
etilendiaminotetraacetatom (EDTA) antikoagulansom 1 pohranjeni su na sobnoj
temperaturi. Analiza krvi je napravljena unutar dva sata nakon uzorkovanja, zbog
poznatog u€inka EDTA-e na blago povecanje srednjeg volumena trombocita tijekom
vremena.'" Uzorkovanje krvi je takoder bilo uradeno prije i neposredno nakon testa
optere¢enja. Kompletna krvna slika i MPV su odredivani na uredaju Abbot Cell-Dyne
4000 (Abbot Park, Illinois, USA), ukupni proteini su analizirani biuretskom metodom
(Analyser 2700, Olympus, Hamburg, Germany), dok je koncentracija albumina
odredivana fotometrijskim metodom na uredaju Olympus system reagent 2700, Hamburg,
Germany. S obzirom na to da tijekom tjelovjezbe dolazi do porasta arterijskog tlaka i
posljedicnog gubitka odredene koli¢ine intravaskularne tekuc¢ine, serumsku koncentraciju
trombocita sam korigirao za nastalu promjenu volumena plazme, koriste¢i promjene u
ukupnoj koncentraciji proteina kao pokazatelje promjene volumena plazme.'’ Nakon
zavrSetka testa opterecenja, ultrazvu¢nih mjerenja i uzorkovanja krvi, ispitanici su dobili

upute o uzimanju lijekova i dijetetskim mjerama.
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Randomizirano im je propisan bisoprolol 5 mg ili karvedilol 25 mg u jednoj dozi, uz uputu
da lijekove uzimaju u jutarnjim satima u priblizno isto vrijeme. Potom su zamoljeni do¢i
na kontrolni pregled i nastavak istrazivanja za petnaest, odnosno trideset dana, kada ¢e se
provjeriti i suradljivost glede uzimanja lijekova te eventualne nuspojave.

Statisticka analiza podataka. Svi su podatci izraZzeni kao prosjeCne vrijednosti +
standardna pogreska. Razina p<0,05 je izabrana za ustanovljavanje statistiCke znacajnosti
kod svih analiza. Za usporedivanje istrazivanih parametara, prije 1 nakon
antihipertenzivnog lijecenja, koristio sam neparametrijsku Friedmanovu analizu varijance,
zbog maloga uzorka (n=18, n=9). U slucaju statisticki znac¢ajnih promjena, nastavljena je
daljnja pojedinacna usporedba varijabli, a koriSten je neparametrijski Wilcoxonov test.

Sve statisticke analize su radene pomocu Statistica 6.0 softwarea (Statsoft, Tulsa, USA).

4.2. Protokol studije 2.

Svi eksperimetalni postupci u ovom istrazivanju su uradeni u skladu s Helsinskom
deklaracijom, a za provodenje studije dobiveno je odobrenje Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. Neposredno prije pocetka istraZivanja svim
ispitanicima sam detaljno objasnio nac¢in provodenja istraZivanja kao 1 moguce rizike, a
potom su svi potpisali informirani pristanak.

U istrazivanju su sudjelovala devetorica zdravih muskaraca prosje¢ne dobi 25,9+ 2,5
godina (srednja vrijednostt SD), prosjecne teZine 92,2+10 kg (srednja vrijednost + SD),
visine 188,71 5 cm (srednja vrijednost + SD) i svi su bili nepuSaci.

IstraZivanje je provedeno u klimatiziranim uvjetima laboratorija za klini¢ku fiziologiju pri
temperaturi prostorije 22-25°C i vlaznosti zraka 25-45%. Ispitanici su dosli u laboratorij
45 minuta prije pocetka istraZivanja zbog detaljnog objasnjenja postupaka tijekom
provedbe studije te prilagodbe na laboratorijske uvjete. Svi ispitanici su bili nataste 1 nisu
koristili crnu kavu, alkohol 1 cigarete u prethodnih dvanaest sati. Ispitivanja su radena u
jutarnjim satima, a dnevno je testiran jedan ispitanik.

Trideset minuta prije pocetka ispitivanja ispitanicima je postavljen kateter u desnu
kubitalnu venu zbog davanja infuzije adrenalina, a drugi u lijevu kubitalnu venu zbog

uzorkovanja krvi. Tijekom istraZivanja ispitanici su bili u leZe¢em poloZaju supinacije.
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Adrenalin je primijenjen trajnom infuzijom (Infusomat Brown Melsunger A6, Germany) u
fizioloSkoj otopini (1%. Adrenaline-HCI, Parke-Davis, jedna ampula od 1 ml u 250 ml
0,9% NaCl), u pocetnoj dozi 0,06 pg/kg/min, tijekom Sest minuta, a u dozi 0,12
pg/kg/min, iduce tri minute, odnosno do maksimalne kontrakcije slezene.

Uzorkovanje krvi za odredivanje kompletne krvne slike, srednjeg volumena trombocita te
ukupnih proteina i albumina je radeno prije pocetka i neposredno nakon zavrsetka infuzije
adrenalina te nakon 1., 5., 10. 1 20. minute nakon zavrsetka infuzije. Uzorci krvi su uzeti u
standardizirane epruvete s etilendiaminotetraacetatom (EDTA) antikoagulansom i
pohranjeni su na sobnoj temperaturi. Analiza krvi je napravljena unutar dva sata nakon
uzorkovanja, zbog poznatog ucinka EDTA-e na blago povecéanje srednjeg volumena

trombocita tijekom vremena.

Kompletna krvna slika i MPV su odredivani na uredaju
ADVIA 120 Haematology System (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY), ukupni proteini
su analizirani biuretskom metodom (Analyser 2700, Olympus, Hamburg, Germany), dok
je koncentracija albumina odredivana fotometrijskim metodom na uredaju Olympus
system reagent 2700, Hamburg, Germany. Obzirom na to da tijekom primjene adrenalina
dolazi do gubitka odredene koli¢ine intravaskularne tekucine, koncentraciju trombocita,
leukocita i eritrocita sam korigirao za nastalu promjenu volumena plazme, koristeci
promjene u ukupnoj koncentraciji proteina kao pokazatelje promjene volumena plazme.''
Sva ultrazvu¢na mjerenja radio je isti lije¢nik (s iskustvom u ultrazvu¢noj abdominalnoj
dijagnostici) ultrazvuénom sondom 1,5-3,3 MHz na uredaju Vivid 3, GE, Milwaukee,
WI, SAD. Trideset minuta prije pocCetka mjerenja ispitanici su mirno lezali u polozaju
supinacije. Snimanja su radena za vrijeme kratke apneje tijekom blagog inspirija, sondom
polozenom u lijevi deseti medurebreni prostor. Slike su pohranjene na tvrdomu disku
ultrazvu¢noga racunala i naknadno su obradivane, a koriSten je software spomenutog
racunala. Ista je osoba premjeravala duljinu i Sirinu slezene u tri navrata, a ponavljana
mjerenja su bila postojana u 1 mm razlike. Kao krajnji rezultat mjerenja uzeta je srednja
vrijednost tri mjerenja, a potom sam poprecni presjek i volumen slezene izrauno prema

formuli koju je u svom istrazivanju koristio Koga.''?

Volumen slezene je odredivan
neposredno prije poc€etka infuzije adrenalina, potom svake minute tijekom infuzije te
nakon 1., 5., 10. 1 20. minute nakon zavrSetka infuzije. Promjer srednje jetrene vene i

brzina protoka u njoj su mjereni na udaljenosti 4-6 cm od us¢a u donju Suplju venu, za
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vrijeme apneje u plitkom inspiriju tijekom pet sekundi (kako bi se izbjegao ucinak
respiracije na mjerenja protoka kroz jetrene vene), koliko je trajala spektralna analiza
protoka krvi kroz jetrenu venu. Mjerenja su radena prije pocetka infuzije adrenalina,
nakon devete minute, kada je uo¢ena maksimalna kontrakcija slezene, te nakon 1., 5., 10.
i 20. min nakon zavrSetka infuzije adrenalina. Protok krvi kroz hepatalnu venu izratunao
sam koristeé¢i formulu: Protok krvi =k - VTI - #* - SF;

gdje je k faktor korekcije dobiven iz eksperimentalnih istrazivanja na svinjama i
podrazumijeva kako protok krvi kroz vene nema ravan ve¢, paraboli¢an profil

. 114,115
brzina;

VTI je vremenski integral brzina izraunat ispod krivulje Dopplerskog
protoka tijekom odredenog vremenskog perioda; r* je povrsina Zile; SF je sréana

frekvencija.

Tijekom istrazivanja svim je ispitanicima neprekidno, neinvazivno mjeren arterijski tlak i
frekvencija bila uz pomo¢ manZete fotopletismometra (Finometar, Finapress Medical
System, Arhem, Netherlands), smjeStene na srednjem prstu nedominantne ruke, koje je
polozaj stalno bio u razini srca. Tijekom ispitivanja trajno je pracen elektrokardiogram
(ECG, Bioamb, ADInstruments, Castle Hill, Australia). Arterijska zasi¢enost kisikom
(Sa0,) je pracena pulsnim oksimetrom (Poet II, Criticare Systems, Waukesha, SAD) s
probom uredaja postavljenom na srednji prst dominantne ruke. Analogni signali
arterijskog tlaka, frekvencije bila i1 saturacije kisika su putem analogno-digitalnog
pretvaraca (PowerLab 16S data acquisition system, ADInstruments Castle Hill, Australia)
pretvarani u digitalni oblik te neprekidno snimani i pohranjivani na tvrdi disk osobnog
racunala, od pocetka do kraja istraZivanja. Srednji arterijski tlak je uz pomo¢ programa
Power Lab izraCunavan iz neprekidnog zapisa tlaka.

1z neprekidnog zapisa arterijskog tlaka, arterijski pulsni val je analiziran metodom koja iz
pulsnog vala izracunava promjene udarnog volumena lijeve klijetke srca (engl. stroke
volume, SV). Za izraun udarnog volumena koristio sam Wesselingovu metodu izracuna,
koriste¢i racunalni Modelflow program. Ovaj model temelji se na nelinearnom, 3-
elementnom modelu koji izratunava ulazni otpor aorte.''® Izmjereni udarni volumen je
provjeravan pomocu vrijednosti udarnog volumena srca izmjerenog ultrazvukom (1,5-3,3

MHz sonda, Vivid 3 Expert, GE, Milwaukee, WI, SAD) parasternalnim pristupom.
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Minutni volumen srca (engl. cardiac output, CO) je racunat kao produkt udarnog
volumena srca i sr¢ane frekvencije, dok je ukupni periferni otpor (engl. rotal peripheral
resistance, TPR) izracunat kao kvocijent srednjeg arterijskog tlaka i minutnog volumena
srca. U trojice ispitanika je primijenjen nesto detaljniji protokol. U njih je uz promjene
volumena slezene mjerena i periferna miSi¢na simpaticka aktivnost (engl. muscle
sympathetic nerve activity, MSNA), kao odgovor na davanje adrenalina, koja je
pokazatelj periferne simpaticke aktivnosti. MSNA je mjerena neposredno prije pocetka
davanja adrenalina te svakih trideset sekundi do zavrSetka i tijekom dvadeset minuta
nakon prestanka infuzije, paralelno s mjerenjima veliine slezene te hemodinamskih
pokazatelja (srednji arterijski tlak, udarni i minutni volumen). Snimanje aktivnosti viSe
jedinica postganglijskih simpatickih neurona se izvodilo nakon uvodenja unipolarne
mikroelektorde napravljene od volframa u desni peronealni zivac, pomocu tehnike
mikroneurografije.'” Dobiveni signal je pojadan 100.000 puta te naknadno pojasno
filtriran (grani¢ne frekvencije su iznosile 0,7-2,0 kHz), potom ispravljen i integriran
koriste¢i 0,1 s kao vremensku konstantu (662C-4, Nerve traffic analysis system,
Bioengineering, The University of lowa, USA). Zapis je naposljetku digitaliziran
koriste¢i frekvenciju uzorkovanja od 1 kHz te pohranjen u racunalo za kasniju analizu,
koriste¢i programsku aplikaciju Chart (ADInstruments, verzija 5.5.6.7.). I1zbijanja miSi¢ne
simpaticke Ziv€ane aktivnosti su detektirana koristeci sljedece kriterije: (1) omjer signal —
Sum >2; (2) ocekivano trajanje latencije izbijanja; (3) ocekivano trajanje izbijanja
(prekratko trajanje = artefakt, predugo trajanje = koZna simpaticka Ziv€ana aktivnost); (4)
izuzeCe ekstrasistola. MiSi¢na simpaticka Ziv€ana aktivnost je kvantificirana kao
ucestalost izbijanja u jednoj minuti (frekvencija izbijanja) 1 kao broj izbijanja na 100
otkucaja srca (incidencija izbijanja). Nadalje, takoder su izraunati amplituda 1 povrSina
ispod krivulje svakog izbijanja. Ukupna vrijednost miSi¢ne simpaticke Ziv€ane aktivnosti

je odredena kao zbroj povrsina ispod krivulje svih izbijanja u jednoj minuti.

Statisticka analiza podataka. Svi su podatci izrazeni kao prosjecne vrijednosti +
standardna pogreSka. Razina p<0,05 je izabrana za ustanovljavanje statisticke znacajnosti
kod svih analiza. Za usporedivanje istraZzivanih parametara, prije i nakon davanja

adrenalina, koristio sam neparametrijsku Friedmanovu analizu varijance, zbog maloga
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uzorka (n=9) . U slucaju statisticki znacajnih promjena, nastavljena je daljnja pojedinacna
usporedba varijabli, a koriSten je neparametrijski Wilcoxonov test. Sve statistiCke analize
su radene pomocu statistickog programa Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, USA). Vremenski
smjer promjena volumena slezene u odgovoru na infuziju adrenalina koreliran je s
posljedi¢nim promjenama promjera jetrene vene. No, budu¢i da ove vrijednosti ,,grupe®
ponavljanih mjerenja na istom ispitaniku nisu bile pogodne za jednostavnu metodu
linearne regresije, koriStena je metoda linearne regresije u prvom stupnju (usporedba
relativnih promjena volumena slezene i relativnih promjena promjera jetrene vene), a
potom multiple regresije (individualni podatci o promjenama volumena slezene 1
promjera jetrene vene u razli¢itim vremenima tijekom i nakon infuzije adrenalina (1., 5.,

10. 1 20. min).
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S. REZULTATI

5.1. Studija 1.

Svi ispitanici su uspjeSno zavrSili ispitivanje, tijekom kojeg nisu zabiljezeni nezeljeni

ucinci lijekova. Ispitanici iz skupine koja je uzimala bisoprolol bili su neznacajno tezi od

onih iz kontrolne skupine i onih koji su koristili karvedilol, dok nije bilo razlike u ostalim

antropometrijskim, hematoloskim i klinickim osobinama (tablica 1).

Tablica 1. Demografske i klinicke osobine ispitanika

Kontrola Bisoprolol Karvedilol

(n=9) (n=9) (n=9)
Dob (godine) 48+5 4719 4610
Visina (cm) 18148 18147 18246
TeZina (kg) 86x15 93,9 86+4
ST (mm Hg) 125+13 1567 161+10
DT (mm Hg) 807 10445 99+7
Bilo (otk/min) 8519 89+15 8619
Kolesterol (mmol/l) 6,3+1,5 5,8+0,6 6,1+1,5
Trigliceridi (mmol/1) 1,740,9 3,2+1,7 2,4+29
LDL-C (mmol/l) 4,0+1,2 3,610,5 3,910,9
HDL-C (mmol/I) 1,5+0,3 1,1+£0,2 1,2+0,4
Pusad (%) 33,3 22,2 22,2

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost+SD

ST, sistoli&i tlak; DT, dijastolicki tlak

Na samom pocetku ispitivanja srednji arterijski tlak je bio slicnih vrijednosti u obje

skupine hipertonicara kao 1 frekvencija bila u sve tri skupine ispitanika. Prije pocCetka

uzimanja lijekova, nakon opterec¢enja je doslo do sli¢nog porasta srednjeg arterijskog tlaka

i ubrzanja bila, kako u hipertonicara, tako i u ispitanika iz kontrolne skupine (tablica 2).

Nakon 15-og i 30-og dana lijeenja opaZeno je slicno snizenje srednjeg arterijskog tlaka i
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usporenje frekvencije bila u hipertoniCara lijeCenih kako bisoprololom, tako

karvedilolom (tablica 2).

Tablica 2. Vrijeme opterecenja, srednji arterijski tlak i frekvencija bila prije i nakon

opterecenja, za vrijeme prvog posjeta te nakon 15 i 30 dana

i

Kontrola Bisoprolol Karvedilol
(n=9) (n=9) (n=9)

Prvi posjet
Vrijeme opterecenja (min) 9,440,8 8,614 8,4+1,7
SAT (mm Hg)

Prije opterecenja 95+8 12245 120+7

Nakon opterecenja 11143 13445 134+11
Bilo (otk/min.)

Prije opterecenja 85+9 88«11 89+15

Nakon opterecenja 156+13 156+11 156+11
Petnaesti dan
Vrijeme opterecenja (min) 9,1+0,9 9,1+1,1
SAT (mm Hg)

Prije optere¢enja 103+6 107+6

Nakon opterecenja 117+10 119+10
Bilo (otk/min.)

Prije opterecenja 79+11 81+£11

Nakon opterec¢enja 133+13 137£15
Trideseti dan
Vrijeme optere¢enja (min) 9,0+0,9 89+0,9
SAT (mm Hg)

Prije optere¢enja 102+4 104+8

Nakon opterecenja 113+£9 117+12
Bilo (otk/min.)

Prije opterecenja 73+6 77+£5

Nakon opterecenja 131+8 137+£9

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost=SD

SAT, srednji arterijski tlak
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Odgovor na lijeCenje u mirovanju

Kretanje promjena srednjeg volumena i broja trombocita u perifernoj krvi te volumena
slezene u mirovanju tijekom lijecenja bisoprololom i karvedilolom prikazano je na slici 1.

U hipertoni¢ara koji su lijeCeni bisoprololom opaZen je porast srednjeg volumena
trombocita prije testa opterecenja, nakon petnaest dana lijecenja za 4,1% (p=0,028), dok je
taj porast nakon trideset dana iznosio 3,17% (p=0,018; 95% CI 1,0-5,3%) u odnosu na
vrijednosti prije lijeCenja (slika 1a). Podjednak porast je zabiljezen i u ispitanika koji su
uzimali karvedilol; petnaestog dana lijeCenja srednji volumen trombocita je bio veéi za
2,9% (p=0,027%), a poslije tridesetog dana za 6,6% (p=0,017) u odnosu na pocetnu
vrijednost (slika 1b). S druge strane, broj trombocita u perifernoj krvi prije optere¢enja
nije se bitnije mijenjao tijekom lijeCenja bisoprololom i karvedilolom (slika la i b).
Volumen slezene je petnaesti dan u ispitanika lijecenih bisoprololom bio za 15,5%
(p=0,021), a trideseti dan za 19,2% (p=0,08) manji u odnosu na pocetne vrijednosti (slika
la). U onih ispitanika koji su lijeCeni karvedilolom, zabiljezeno je slicno smanjenje
volumena slezene koje je iznosilo 12,9% i 20,3% (p=0,025 i p=0,012) nakon petnaestog i
tridesetog dana lijeCenja i nije se razlikovalo od onog u ispitanika koji su lijeceni

bisoprololom (slika 1b).

Odgovor na lijeCenje nakon opterecenja

Ucinak opterec¢enja na broj trombocita u perifernoj krvi i volumen slezene bio je razlicit
od onog prije lijecenja, kako u ispitanika lijeCenih bisoprololom, tako 1 u onih lijecenih
karvedilolom. Prije lijeCenja srednji volumen trombocita je slicno porastao u sve tri
skupine ispitanika nakon testa opterecenja: 2,52% (p=0,008) u kontrolnoj skupini, 2,64%
(p=0,025) u onih koji ¢e uzimati bisoprolol i 2,32% (p=0,017) koji ¢e uzimati karvedilol.
Takoder je opazen i porast broja trombocita u perifernoj krvi, podjednako u sve tri skupine
ispitanika (tablica 3). S druge strane, petnaestog i1 tridesetog dana lijeCenja, nakon

opterecenja je zabiljezan znaCajan porast broja trombocita, podjednako u obje skupine
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ispitanika, ali u isto vrijeme nije doslo do porasta srednjeg volumena trombocita, kako u

onih lije¢enih bisoprololom, tako 1 u onih lijecenih karvedilolom (tablica 3).
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Slika 1. Kretanje promjena MPV-a, broja trombocita i volumena slezene poslije 15 i 30

dana lije¢enja a) bisoprololom 1 b) karvedilolom.
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Tablica 3. Broj i srednji volumen trombocita prije i poslije optereenja, za vrijeme prvog

posjeta te nakon 15 i 30 dana

Kontrola Bisoprolol Karvedilol
(n=9) (n=9) (n=9)
Prvi posjet
MPV (1)
Prije optereéenja 7,9+0,8 7,6+0,7 8,2+0,9
Poslije opterecenja 8,1+0,9%* 7,8 £0,7* 8,4+0,8*
Broj trombocita (x10°/1)
Prije opterecenja 205+35 236451 226+28
Poslije opterecenja 232433 %% 265£55* 252+432%%*
Nakon 15 dana
MPV (1)
Prije opterecenja 7,9+0,6t 8,4+0,87
Poslije optere¢enja 8,0+0,6 8,5+0,8
Broj trombocita (x10°/1)
Prije opterecenja 229+44 233433
Poslije opterecenja 268+55%** 259+33
Nakon 30 dana
MPV (1)
Prije opterecenja 7,8+0,6F 8,7+0,91
Poslije opterecenja 7,9+0,7 8,9+0,8
Broj trombocita (x10°/1)
Prije opterecenja 235436 222+35
Poslije opterecenja 268+38** 243+£35%%*

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost+=SD

*p<0,05, **p<0,01 u odnosu na vrijednosti prije opterecenja

Tp<0,05 u odnosu na vrijednosti prije opterecenja za vrijeme prvog posjeta

Na samom pocetku ispitivanja, prije uzimanja lijekova, volumen slezene se znacajno

smanjio nakon opterecenja u sve tri skupine ispitanika: u kontrolnoj za 37% (p=0,008), u

skupini koja ¢e uzimati bisoprolol za 32,1% (p=0,008) 1 u onih koji ¢e uzimati karvedilol

za 27% (p=0,02). Nakon petnaest dana lijecenja, bisoprolol je uzrokovao dodatno
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smanjenje volumena slezene za 16,3% (p=0,02), a karvedilol za 15,4% (p=0,01). Nakon

mjesec dana lijecenja bisoprololom volumen slezene se smanjio za 18% (p=0,01), a u onih

lijeCenih karvedilolom za 14,2% (p=0,017) u odnosu na vrijednosti u mirovanju (tablica

4).

Tablica 4. Volumen slezene prije i poslije opterecenja, za vrijeme prvog posjeta te nakon

15130 dana

Kontrola Bisoprolol  Karvedilol
(n=9) (n=9) (n=9)
Volumen slezene (cm?)

Prvi posjet

Prije opterecenja 218+60 246+81 209+68

Poslije optere¢enja  137+29%* 167+72%% 153+58*
Nakon 15 dana

Prije opterecenja 208+73+ 182+62F

Poslije opterecenja 174+67* 154+60*
Nakon 30 dana

Prije opterecenja 198+747F 169467t

Poslije opterecenja 163+65* 145+69*

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost = SD

*p<0,05, **p<0,01 u odnosu na vrijednosti prije opterecenja

Tp<0,05, T7p<0,01 u odnosu na vrijednosti prije opterecenja za vrijeme prvog posjeta
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5.2.  Studija 2.

Svi ispitanici su uspjesno zavrsili protokol studije, a tijekom ispitavanja nisu zabiljezene
nuspojave. Kretanje srednjeg arterijskog tlaka, dijastoliCkog tlaka, udarnog i minutnog
volumena te frekvencije bila, ukupnog perifernog otpora i volumena slezene tijekom
primjene adrenalina prikazani su na slici 2.

Promjene volumena slezene. Volumen slezene se nakon devet minuta davanja adrenalina
(Sest minuta u dozi 0,06 png/kg/min., iduc¢e tri minute u dozi 0,12 pg/kg/min.) smanjio za
36% (p=0,008). Najveci dio od ukupnog smanjenja volumena slezene (oko 30%, p=0,008)
je nastao ve¢ tijekom prve dvije minute od pocetka infundiranja adrenalina. Vrijeme
oporavka, odnosno relaksacije slezene nakon zavrsetka infuzije, trajalo je nesto duze, pa je
za pocetne vrijednosti volumena slezene bilo potrebno oko dvadeset minuta (slika 2). U
troje ispitanika koji su posebno testirani, smanjenje volumena slezene je zamjeéeno vec
nakon tridesetak sekundi od pocetka davanja adrenalina, a ve¢ nakon dvije minute infuzije
adrenalina volumen slezene se smanjo za oko 30%. Na kraju devete minute primjene
adrenalina zabiljezeno je maksimalno smanjenje volumena slezene za oko 40% u odnosu
na pocetnu vrijednost (slika 3).

Promjer i protok kroz jetrene vene. Nakon devet minuta infuzije adrenalina protok krvi
kroz jetrene vene je porastao za oko 20% (p=0,02). Tijekom 20 minuta pracenja, po
prekidu infuzije adrenalina, protok kroz jetrenu venu je bio kontinuirano znaajno
povecan. Promjer hepatalne vene povecao za oko 27% (p=0,02) u odnosu na pocetne

vrijednosti, $to se odrzalo i nakon dvadeset minuta od zavrSetka infuzije (slika 4).
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INFUZIJA ADRENALINA OPORAVAK

Sredniji arterijski tlak
(mmHg)

Dijastolicki tlak
(mmHg}

Udami volumen
{mL)

Sréana frekvencija
(otk/min.)

Ukupni periferni otpor
(mmHg min i )

Volumen slezene (cm”

bazalno1 2 3 4 5 BI? 8 9 max 1 5 10 20

0,08 meg/kg/min I 0,12 meg/kg/min

Slika 2. Kretanje srednjeg arterijskog tlaka, dijastolickog tlaka, udarnog volumena srca,
frekvencije bila, ukupnog perifernog otpora i volumena slezene (srednja vrijednost+SE)

prije, za vrijeme i nakon infuzije adrenalina. *p<0,05 u odnosu na pocetne vrijednosti.
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INFUZIJA ADRENALINA OPORAVAK

55
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80 -
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40 4

Incidencija izbijanja
(izbijanja/100 otkucaja)
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{mmHg min L-1 }1 )

250

200

Volumen slezene (cm3)

150

Ukupna aktivnost

(a.u./min)
O = -
1 Il 1 1 Il

bazalno 2 4 6 | 8 max 1 5 10 20

0.06 meg/kg/min | 0,12 meg/kg/min

Slika 3. Odgovor periferne misi¢ne simpaticke aktivnosti (frekvencija izbijanja, ucestalost
izbijanja i ukupna aktivnost), ukupnog perifernog otpora i volumena slezene (srednja
vrijednost+SE) prije, za vrijeme 1 nakon infuzije adrenalina u dvoje (MSNA) 1 troje

(ukupni periferni otpor 1 volumen slezene) ispitanika.

36



INFUZIJA ADRENALINA OPORAVAK

Sirina jetrene vene (mm)
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Slika 4. Kretanje promjena Sirine jetrene vene, vremenskog integrala brzina, protoka kroz
jetrenu venu i volumena slezene (srednja vrijednost+SE) prije, za vrijeme, nakon infuzije
adrenalina i tijekom oporavka.

*p<0,05 u odnosu na pocetne vrijednosti
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Zabiljezena je znacCajna korelacija izmedu smanjenja volumena slezene i povecanja
promjera jetrene vene tijekom primjene adrenalina (R2=O,94, p=0,006, slika 5), Sto

ukazuje na nakupljanje krvi iz slezene u jetrenim venama.

35 1
30 A
25 A
20 A
15 4

10

Promjene Sirine jetrene vene (%)

-50 -40 -30 -20 -10 0

Promjene volumena slezene (%)

Slika 5. Korelacija izmedu relativnih promjena promjera jetrene vene i volumena slezene

tijekom infuzije adrenalina.

HematoloSke promjene. Srednji volumen trombocita je znacajno porastao (p=0,01)
nakon devete minute infuzije adrenalina, dok je najveci porast zabiljezen na kraju prve
minute po zavrSetku infuzije (4,3%, p=0,007). I nakon dvadeset minuta oporavka volumen
trombocita je bio znatno visi od pocetnih vrijednosti (slika 6). Ukupan broj trombocita u
perifernoj krvi korigiran za promjene volumena plazme je znatno porastao nakon devete

minute primjene adrenalina, a najvec¢i porast je opazen na kraju prve minute oporavka
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(p=0,007). Nasuprot povisenim vrijednostima srednjeg volumena trombocita, opazen je
pad broja trombocita nakon pete minute oporavka, a znatno nize vrijednosti verificirane su
na kraju dvadesete minute od zavrSetka infuzije adrenalina (p=0,01), Sto prikazuje slika
slika 6. Broj leukocita u perifernoj krvi korigiran za promjene volumena plazme znatno je
porastao nakon devete minute primjene adrenalina, a vrSni porast je zabiljezen nakon prve
minute oporavka (p=0,007). Sli¢no kao i broj trombocita, broj leukocita je po¢eo opadati u
petoj minuti oporavka, a najnize vrijednosti je dostigao dvadeset minuta nakon zavrSetka
infuzije adrenalina, koje su bile nize od pocetnog broja (p=0,07; slika 6). Dinamika
promjena volumena eritrocita je bila slicha onoj trombocita i leukocita, ali nije bila

statisticki znacajna (slika 6).
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INFUZIJA ADRENALINA OPORAVAK
10,0

9.8

9.6 4

9.4 1

8.2 1

MPV (fl)

9.0 1

8.8

8.6

280 o

260

240 A

220 A

Trombociti korig. (10°/1)

180

I
|
I
200 A l
I
I
[
I

Leukociti korig. (10%1)
w

1,03

1,02

1,01

1,00

Relativni ukupni
volumen eritrocita

0,99 4

0.98

Bazalno 9 min 1 min 5 min 10 min 20 min

Slika 6. Promjene MPV-a, broja trombocita, leukocita i volumena crvenih krvnih stanica
(srednja vrijednost+ SE) prije, za vrijeme, nakon infuzije adrenalina i tijekom oporavka.

*p<0,05 u odnosu na pocetne vrijednosti
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Kardiopulmonalni pokazatelji. Na kraju prve minute od pocetka primjene adrenalina
zabiljeZeno je sniZzenje srednjeg arterijskog tlaka za ~6% (p=0,02), koji se nastavio
smanjivati do kraja devete minute, kada je snizenje iznosilo 7,2% (p=0,01) od pocetne
vrijednosti. Pet minuta nakon zavrsetka infuzije adrenalina srednji arterijski tlak dostigao
je pocetne vrijednosti. Sli¢no tome, snizio se 1 dijastolicki tlak ~7,7% (p=0,01) ve¢ u prvoj
minuti primjene adrenalina, koji se postupno normalizirao nakon desete minute od
zavrSetka infuzije. Frekvencija bila je porasla oko 16% (p=0,01) u drugoj minuti infuzije
adrenalina, a maksimalni porast od 22% (p=0,007) zabiljezen je tijekom primjene vece
doze adrenalina (0,12 pg/kg/min) krajem devete minute, dok se na pocetne vrijednosti
vratila pet minuta nakon zavrSetka davanja adrenalina. Udarni volumen srca se stalno
povecavao tijekom davanja adrenalina i na kraju devete minute bio je veci ~18,5%
(p=0,007) od pocetnog. Nakon zavrSetka infuzije zabiljezen je postupni pad udarnog
volumena koji je u desetoj i dvadesetoj minuti oporavka bio nizi ~7% (p=0,02) od pocetne
vrijednosti. Ukupni periferni otpor se smanjio ~41% (p=0,01) do kraja infuzije adrenalina,
a 30% (p=0,01) ukupnog snizenja opazeno je ve¢ nakon prve dvije minute primjene

adrenalina.

MiSi¢na simpaticka Ziv€ana aktivnost. U podskupini od tri ispitanika trajno je mjerena
miSi¢na simpaticka ziv€ana aktivnost, a zapis odli¢ne kvalitete je zabiljezen u njih dvojice.
Prosjecna bazalna frekvencija izbijanja MSNA iznosila je 1944 u minuti, uz incidenciju od
35%7 izbijanja/100 otkucaja srca. Po zapocinjanju intravenske infuzije adrenalina,
ucestalost izbijanja, frekvencija izbijanja 1 ukupna vrijednost MSNA poceli su rasti
dostizu¢i vr$nu vrijednost u 90-o0j sekundi infuzije adrenalina. Najvisi zabiljezeni porast
ukupne vrijednosti aktivacije miSi¢nog simpatickog sustava iznosio je priblizno 500%
prema pocetnim (slika 3). Svi kvantifikacijski parametri MSNA ostali su poviSeni za
vrijeme trajanja infuzije. Po prestanku infuzije adrenalina MSNA se pocela normalizirati

dostizu¢i bazalnu vrijednost nakon 20 minuta od prestanka infuzije (slika 3).
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6. RASPRAVA

6.1. Utjecaj bisoprolola i karvedilola na veli¢inu slezene i srednji volumen

trombocita

U ovom istrazivanju sam dokazao da je lijeCenje blokatorima betaadrenergickih receptora
(karvedilol i bisoprolol) u novootkrivenih hipertoni¢ara uzrokovalo smanjenje volumena
slezene uz usporedno povecanje MPV-a u perifernoj krvi. lako se porast MPV-a za 3-7%
¢ini naizgled malen, on odgovara porastu od prosjecno 20% porasta ukupne mase velikih
trombocita (>90 percentile volumena distribucije), Sto je opaZeno u ispitanika obje
skupine. Podjednak porast MPV-a kao i smanjenje volumena slezene su opazeni u
bolesnika lijeCenih selektivnim betablokatorom (bisoprolol) i neselektivnim uz dodatnu
alfa blokadu (karvedilol), $to ukazuje da je njihov dominantan uéinak ipak na p;
adrenergicke receptore, smjeStene u ovojnici, krvozilju i parenhimu slezene. Disfunkcija
trombocita je nedvojbeno jedan od razloga veceg kardiovaskularnog pobola i smrtnosti u

. ov 11
hipertoniéara,''®

osobito u svjetlu spoznaje da je veéina komplikacija arterijske
hipertenzije trombotske, a ne hemoragijske naravi.”> Veéi MPV, koji je nedvojbeni
¢iimbenik rizika za nastanak trombotskih komplikacija, opazen je u hipertonicara, osobito
onth visokorizicnih sa oste¢enjima ciljnih organa i u kojih nije odrZzan dnevni ritam
tlaka.”**!"® To svakako moze pridonijeti nastanku trombotskih komplikacija u tih
bolesnika, pa se namece pitanje koji je izvor velikih trombocita u hipertoni¢ara? Glavno
skladiSte trombocita kod ljudi je slezena, koja sadrzi tre¢inu od ukupne koli¢ine
trombocita u organizmu, a otpuStaju se u perifernu cirkulaciju u razliitim stanjima
povisenog adrenergi¢kog tonusa.’ 96263 Takoder je poznato da upravo trombociti iz slezene
imaju veéi volumen za oko 20% od onih u perifernoj cirkulaciji.®’ Nagin na koji se
smanjuje volumen slezene utjecajem razliCitih podraZaja, uz posljedicno istiskivanje
velikih trombocita u perifernu cirkulaciju, i dalje je prijeporan. Naime, kontrakcija slezene
se moze dogoditi zbog centralno ili refleksno potaknute stimulacije simpatickog Ziv€anog
sustava kao i mehani¢kom kompresijom te humoralnom stimulacijom. Palada i sur. su
pokazali da aktivna kontrakcija slezene u profesionalnih ronilaca nastaje unutar tri

sekunde od pocetka apneje, Sto znaci da splanhnicki Zilni bazen reagira puno brze na
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podrazaj simpatickog ziv€anog sustava od ostalih krvnih sustava (skeletnog i miSi¢nog
npr.).'* Takoder, Bakovié i sur. su utvrdili da je kontrakcija slezene u odgovoru na apneje
aktivan, a ne pasivan proces.® Postoje dokazi da podraZivanje alfa adrenergickih receptora
uzrokuje kontrakciju slezene 1 istiskivanje trombocita u perifernu cirkulaciju, dok
podrazivanje betaadrenergickih receptora uzrokuje opustanje slezene, Sto dovodi do
nakupljanja trombocita u njoj i smanjenja broja u perifernoj cilrkulac:iji.lg’m’121 Tkivna
raspodjela beta adrenergickih receptora u ovojnici i parenhimu slezene je i dalje
prijeporna. Hellgren i sur. su pokazali da se ti receptori u izobilju nalaze kako u srcu,
bubrezima, posteljici i §titnjadi, tako i u slezeni.'** Stoga se koristenjem betablokatora u
lijeCenju arterijske hipertenzije moZze znac¢ajno utjecati na preraspodjelu velikih trombocita
izmedu slezene i periferne krvi. Ovo istrazivanje je pokazalo kako se veli¢ina slezene u
bolesnika s arterijskom hipertenzijom znacajno smanjila poslije mjesec dana lijeCenja beta
blokatorima, vjerojatno zbog inhibicije njezine relaksacije. To je dovelo do povecanja
srednjeg volumena trombocita u perifernoj krvi zbog istiskivanja velikih trombocita iz
slezene. Iako karvedilol ima i osobine alfa blokatora, nije sprijecio kontrakciju slezene, $to
upucuje na dominantan uc¢inak na promjenu volumena slezene preko betaadrenergickih
receptora. To barem djelomice moZe pridonijeti povetanom riziku nastanka
kardiovaskularnih komplikacija u hipertoni¢ara lijeCenih beta blokatorima, na §to su
ukazali i rezultati najnovijih sustavnih pregleda istrazivanja u kojima su ovi lijekovi bili

101.102

koristeni. Naime, ti su rezultati pokazali slabiju djelotvornost ovih lijekova od ostalih

vrsta antihipertenziva u primarnoj prevenciji srcanoZilnih komplikacija, navlastito

101,102

mozdanog udara u starijih hipertonicara. Na to je jo§ prije desetak godina upozorio

Messerli,” a prihvaéeno je tada i u smjernicama Hrvatskog drustva za hipertenziju.'”
Medutim, nakon toga su kanadski autori u sustavnom pregledu ishoda antihipertenzivnog
lijeCenja ustanovili da betablokatori u mladih hipertonicara snizavaju ukupni sr¢anozilni
rizik, ¢ak 1 viSe od drugih antihipertenziva, $to nije bio slu¢aj u hipertonicara starijih od 60

. 104
godina.

Valja spomenuti da se ve¢ina podataka iz spomenutih istraZivanja odnosila na
najées¢e propisivani betablokator atenolol.'®'® Stoga se postavlja pitanje bi 1i isti
rezultati bili postignuti i s drugim srodnicima, razli¢itih farmakodinamskih osobina,
osobito novijim agensima poput bisoprolola, karvedilola i nebivolola.®> Medutim, u ovom

istrazivanju su sudjelovali ispitanici mladi od 60 godina, a koriSteni su upravo noviji beta
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blokatori, bisoprolol i karvedilol. U nekim ranijim istraZzivanjima je proucavan akutni
ucinak kardioselektivnog (metoprolol) i nekardioselektivnog (propranolol) betablokatora
na kinetiku splenic¢kih trombocita u zdravih dobrovoljaca, u kojima je opazeno povecanje
broja trombocita u perifernoj krvi, podjednako u obje skupine ispitanika. Medutim, u tim
ispitivanjima nisu odredivali srednji volumen trombocita i veli¢inu slezene.”” Kako da
porasta broja trombocita nije doslo u splenektomiranih ispitanika, autori su zakljucili da je
davanje selektivnog i neselektivnog betablokatora uzrokovalo otpustanje trombocita iz
slezene i poveéanje njihovog broja u perifernoj krvi.® S druge strane, Freden i sur. su
pokazali kako je davanje betaadrenergi¢kog agonista (isoprenalin) u zdravih dobrovoljaca
uzrokovalo smanjenje broja trombocita u perifernoj krvi, koje je izostalo ukoliko su
ispitanici prethodno primali neselektivni betablokator propranolol.”” Punda i sur. su
dokazali povoljniji uc¢inak neselektivnog (propranolol) u odnosu na selektivni (atenolol)
betablokator na agregaciju trombocita u bolesnika sa arterijskom hipertenzijom, Sto mu
daje stanovitu prednost u lijeCenju tih bolesnika, osobito onih s povecanim
kardiovaskularnim rizikom.”' U ovoj studiji je lije¢enje novootkrivenih hipertoni¢ara
betablokatorima dovelo do smanjenja volumena slezene, uz popratni porast srednjeg
volumena trombocita u perifernoj krvi, sto moze pridonijeti ve¢em riziku nastanka
kardiovaskularnih komplikacija u tih bolesnika. Medutim, ukupni broj trombocita u
perifernoj krvi se nije mjenjao, Sto je pomalo neocekivano, obzirom na to da slezena
sadrzi oko treé¢ine ukupnog broja trombocita u tijelu.” %> Sli¢no tome, Bakovi¢ i sur. su u
profesionalih  ronilaca i zdravih osoba tijekom ponavljanih apneja zamijetili porast
eritrocita i1 leukocita u perifernoj krvi tijekom kontrakcije slezene; medutim, broj
trombocita se nije mjenjao.'’ Naknadnom analizom podataka su otkrili da je tijekom
apneje uz kontrakciju slezene, znacajno porastao srednji volumena trombocita u perifernoj
krvi,'® §to je bio sludaj i u ovom istrazivanju. S obzirom na nepromijenjenu koncentraciju
1 povecan volumen trombocita u perifernoj krvi, moze se pretpostaviti da je doslo do
istiskivanja velikih trombocita iz slezene tijekom kontrakcije uz inhibiciju relaksacije pod
utjecajem betablokatora, uz zadrZzavanje manjih trombocita u slezeni. Ipak, nacin na koji
se vrsi izmjena trombocita izmedu slezene i periferne cirkulacije tijekom adrenergicke

stimulacije ili blokade i dalje je nejasan.
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U ovom su istrazivanju broj i srednji volumen trombocita u perifernoj krvi znacajno
porasli poslije opterecenja samo prije pocCetka lijeCenja bisoprololom i karvedilolom.
Medutim, petnaestog i tridesetog dana lijeCenja, MPV se nije bitnije mijenjao poslije
opterecenja, dok je broj trombocita znaCajno porastao uz smanjenje volumena slezene.
Vazno je napomenuti da je MPV prije optere¢enja, nakon petnaestog 1 tridesetog dana
lijeCenja bio znacajno veci, a volumen slezene manji u odnosu na pocetne vrijednosti, Sto
ukazuje na inhibiranu komplentnu relaksaciju slezene pod djelovanjem betablokatora. U
istom razdoblju lije¢enja, nakon opterecenja, slezena se kontrahirala daleko manje nego
Sto je to bio slucaj prije lijeCenja bisoprololom 1 karvedilolom, vjerojatno kao poslijedica
ve¢ smanjenog volumena slezene pod utjecajem betablokatora. Mozda je upravo to razlog
sto MPV nije porastao tijekom opterecenja ni u jednoj skupini ispitanika za vrijeme
lijecenja betablokatorima.

U ovoj studiji sam pokazao da lijeCenje hipertonicara betaadrenergickim blokatorima
uzrokuje smanjenje volumena slezene uz popratni porast srednjeg volumena trombocita,
ali bez promjene ukupnog broja trombocita u perifernoj krvi. Porast udjela velikih
trombocita u sistemskoj cirkulaciji moze pridonijeti povecanju rizika nastanka

kardiovaskularnih komplikacija u tih bolesnika.

6.2. Uloga hepatokavalnog sfinktera u praznjenju spleni¢kog skladista krvi

Ovo je prvo istrazivanje koje je pokazalo da adrenalin u maloj dozi dovodi do kontrakcije
slezene i do porasta broja trombocita i MPV-a u perifernoj krvi. To potvrduje dosadasnje
spoznaje da je slezena skladiSte velikih trombocita koji se istiskuju u perifernu cirkulaciju
pod utjecajem razlicitih adrenergic¢kih podrazaja. Nakon kontrakcije slezene i istiskivanja
velikih trombocita iz slezene, prestankom adrenergickog podrazaja, nastala je faza
relaksacije slezene 1 preuzimanja trombocita manjeg volumena iz periferne cirkulacije.
Upravo zahvaljujuéi takvom odnosu promjene volumena slezene i kinetike trombocita u
perifernoj cirkulaciji je zapaZen obrnut odnos ukupnog broja i srednjeg volumena
eritrocita, §to je u skladu s dosada$njim istraZivanjima.****>* Tako je znacajna kontrakcija
slezene nastala ve¢ nakon dvije minute od pocetka primjene adrenalina, maksimalni porast

broja krvnih stanica i MPV-a je opaZen tek u prvoj minuti po zavrSetku infuzije
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adrenalina, tj. s odgodom od osam minuta koliko je proteklo od 30% smanjenja volumena.
Do takvog zakasnjelog porasta je doSlo vjerojatno zbog zadrZavanja krvi istisnute iz
slezene tijekom infuzije adrenalina, u jetrenim venama. Na to ukazuje jaka povezanost
izmedu smanjenja volumena slezene i prosirenja jetrenih vena, u kojima se zadrzala krv,
vjerojatno pod utjecajem hepatokavalnog sfinktera. Istrazivanja na ljudskim leSevima su
pokazala da je stijenka hepatalnih vena zadebljana na samom u$¢u u donju Suplju venu. To
zadebljanje uglavnom c¢ine misiéne, elasticne i kolagene niti koje se ispreple¢u s onima iz
zida donje Suplje vene zajedno c¢ine¢i sfinkterski mehanizam, koji ima vaznu fizioloSku

2223 Hepatokavalni sfinkter regulira otpuStanje vrlo

ulogu u regulaciji jetrene cirkulacije.
viskozne, oksigenirane krvi iz jetrenih vena u sistemsku cirkulaciju. Na taj se nacin
kontroliranim propustanjem guste krvi sprjeCava naglo optere¢enje kardiovaskularnog

sustava. Thornton i sur.’

su dokazali da se tijekom kontrakcije slezene kod morskih
medvjedica za vrijeme zarona istovremeno pune hepatalni sinusi, dok porast hematokrita u
perifernoj kasni dvadesetak minuta. Zakljucili su da je za takvo, kontrolirano ispustanje
krvi iz jetrenih vena u donju Suplju venu odgovoran hepatokavalni sfinkter.

Ovo je prvo istrazivanje koje je proucavalo mogucéu fiziolosku ulogu hepatokavalnog
sfinktera za vrijeme adrenergicke stimulacije u ljudi. Kako ljudska slezena sadrzi tek 200-
250 ml guste krvi, vjerojatno je tako veliki porast protoka krvi kroz jetrene vene rezultat
mobilizacije krvi i iz ostalih abdominalnih skladiSta krvi pod utjecajem adrenalina, a ne
samo iz slezene.

Mnoga istrazivanja su dokazala da stimulacija simpatickog Ziv€anog sustava dovodi do
kontrakcije slezene i posljedi¢nog istiskivanja krvi u jetrene vene.”®’ S druge strane,
veliki srednji volumen trombocita je neovisni predskazatelj nepovoljnog ishoda u osoba s
preboljelim infarktom miokarda. Stovise, poveéan srednji volumen trombocita u tih osoba
je direktno povezan s veli¢inom infarkta, zatajenjem srca i nastankom muralnih tromba.*
Nedvojbeno je da slezena ima veliku ulogu u skladiStenju velikih trombocita koji se
otpustaju u sistemsku cirkulaciju u stanjima poviSenog adrenergi¢kog tonusa, Sto je od
osobite vaznosti u stanjima koja prati visoka simpaticka aktivnost, kao Sto su akutni
koronarni sindrom, sindrom prestanka disanja u snu, zatajenje srca 1 metabolicki sindrom.
Nadalje, neki antihipertenzivi (diuretici, ACE inhibitori, antagonisti angiotenzinskih

receptora) dovode do povecanja aktivnosti simpatickog zZiv€anog sustava, Sto svakako
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moze imati nepovoljne ucinke na kardiovaskularni sustav (disfunkcija endotela, apoptoza,
aritmije srca, hipertrofija lijeve klijetke, npr.)."**'** Stovise, kontrakcijom slezene pod
utjecajem povisenog tonusa simpatickog ziv€anog sustava dolazi do istiskivanja
trombocita velikog srednjeg volumena u perifernu cirkulaciju, pogorSavaju¢i prognozu
kardiovaskularnog ishoda. Stoga, lijeCenje arterijske hipertenzije adrenergickim
blokatorima moZe imati nepovoljan ucinak zbog poticanja kontrakcije slezene i
posljedi¢nog istiskivanja trombocita velikog srednjeg volumena u perifernu cirkulaciju. U
prvom istrazivanju ove doktorske disertacije pokazalo se da je lijeCenje blagih i umjerenih
hipertoni¢ara bisoprololom i karvedilolom, tijekom mjesec dana uzrokovalo trajnu
kontrakciju slezene uz povecanje srednjeg volumena trombocita u perifernoj krvi, §to
svakako moZe povecati rizik za nastanak aterotrombotskog dogadaja.'?

Ovo istrazivanje je pokazalo da je slezena dinamicko skladiste velikih trombocita koji su
neovisni predskazatelj trombotskih dogadaja. Odgodeni i1 postupni porast srednjeg
volumena trombocita u perifernoj krvi nakon kontrakcije slezene nastaje zbog zadrzavanja
krvi u jetrenim venama i postupnog ispustanja u donju Suplju venu, $to kontrolira
hepatokavalni sfinkter.

U ovoj studiji sam takoder pokazao da male doze adrenalina poti¢u brzu kontrakciju
slezene uz istovremeni porast periferne miSi¢ne simpaticke aktivnosti. Male doze
adrenalina (0,1 pg/kg) uzrokuju pad srednjeg arterijskog tlaka zbog vece osjetljivosti
vazodilatacijskih B, receptora od vazokonstrikcijskih a, receptrora.’'’ To dovodi do
smanjenog podraZivanja baroreceptora i brze aktivacije centralnog simpatickog Ziv€anog
sustava te brze i masivne kontrakcije slezene, ukazujuéi na slezenu kao sastavni dio
simpati¢kog Ziv€anog sustava. Prema dosadasnjim spoznajama, ucinak katekolamina na
promjenu volumena slezene je posredovan a 1  adrenergickim receptorima na nacin da
podrazivanje a receptora uzrokuje kontrakciju, a podrazivanje B receptora relaksaciju

slezene 5869126

Medutim, u ovom istraZivanju, adrenalin je, iako primjenjen u maloj dozi
koja uglavnom stimulira 3 adrenoreceptore, uzrokovao masivno smanjenje volumena
slezena za oko 40% od pocetne vrijednosti. Vazno je naglasiti da se glavnina smanjenja
volumena slezene (oko 30%) dogodila unutar dvije minute od pocetka infuzije adrenalina.
Ovaj neocekivano veliki 1 brzi odgovor slezene na stimulaciju § adrenoreceptora govori

protiv perifernih posrednika u kontrakciji slezene, a podrzava pretpostavku da vodecu
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ulogu u regulaciji volumena slezene ima centralna simpati¢ka aktivacija. Dosadasnje
spoznaje o djelovanju katekolamina na volumen slezene preko a i B adrenoreceptora su
temeljene na posrednim dokazima, procjenom broja trombocita u perifernoj krvi, a ne
direktnim mjerenjem promjene volumena slezene.'”” Na taj je nacin, bez pracenja
popratnih hemodinamskih promjena, prikrivena izvorna fiziologija promjene veli¢ine
slezene u odgovoru na razli¢ite podrazaje. U dvoje ispitanika kod kojih je napravljeno
dodatno mjerenje periferne simpaticke aktivnosti (MSNA), periferna simpaticka aktivnost
se povecala na samom pocetku infuzije adrenalina, uz istovremenu kontrakciju slezene i
snizenje srednjeg arterijskog tlaka. To dodatno potvrduje pretpostavku da se slezena
kontrahira kao posljedica porasta tonusa simpatickog sustava zbog smanjenog
podrazivanja baroreceptora nakon infuzije malih doza adrenalina, $to ukazuje na centralno
posredovanu povratnu spregu u regulaciji volumena slezene. Bakovic i sur. su pokazali da
kontrakcija slezene u profesionalnih ronilaca nastaje na samom pocetku apneje, uz
nepromijenjen protok kroz splenicku arteriju, Sto ukazuje na aktivan, a ne pasivan proces,
odnosno da kontrakcija slezene nije nastala zbog smanjenog protoka kroz spleni¢ku
arteriju zbog poveéanog simpatickog tonusa.® Sliéno tome, Palada i sur. su u istrazivanju
kod profesionalnih ronilaca takoder zakljucili da je kontrakcija slezene uzrokovana
smanjenim podraZivanjem baroreceptora zbog sniZzenog arterijskog tlaka i udarnog
volumena srca tijekom primjene gliceriltrinitrata.'*® Vaznost razumijevanja fiziologije
slezene potjece iz njezine uloge skladiSta krvnih stanica. Naime, poznato je da se leukociti
i trombociti nakupljaju u ljudskoj slezeni u znatno vecoj koligini nego eritrociti.”*'**
Kontrakcijom slezene na podrazaj simpati€¢kog Ziv€anog sustava dolazi do porasta
leukocita u perifernoj krvi, ¢ime se objaSnjava nastanak leukocitoze u osoba izloZenih
stresu, §to nije bio slucaj u splenektomiranih osoba.'” Brzi nastanak kontrakcije slezene za
vrijeme apneje uz porast broja leukocita u perifernoj krvi ukazuje na postojanje centralno
posredovanog mehanizma koji regulira promjene volumena slezene. Srednji volumen
trombocita u ljudskoj slezeni je oko 20% veéi od onog u perifernoj cirkulaciji.®' S druge
strane, dokazano je da vec¢i trombociti imaju znatno vecu metaboliCku 1 enzimsku
aktivnost, vecu intracelularnu aktivnost tromboksana A,, kao i povecanu koncentraciju
prokoagulacijskih proteina na povrSini stanice (P selectin, Gpllb/Illa), a time i veci

34,35,36

protrombotski potencijal od manjih trombocita. Nedavna istrazivanja su dokazala
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jaku povezanost izmedu velikog srednjeg volumena trombocita i trombotskih dogadaja,
kao $to su akutni koronarni sindrom i ishemijski mozdani udar.*****° S obzirom na to da
je poznato kako upravo ta stanja prati povecana aktivnost simpati¢kog zZivéanog sustava,
sam po sebi se namece zakljuc¢ak da zbog centralno posredovane kontrakcije slezena moze
biti vazan izvor velikih trombocita, ¢ime se povecava rizik nastanka trombotskih
incidenata.'® Takoder je poznato da u bolesnika sa sindromom prestanka disanja u snu,
srednji volumen trombocita je veéi nego u zdravih osoba, te su te osobe sklonije nastanku
kardiovaskularnih komplikacija, kao §to su infarkt miokarda, mozdani udar i nagla smrt.'?’
Mnoga istrazivanja su pokazala da tijekom razliCitih adrenergickih podrazaja dolazi do
kontrakcije slezene uz porast endogenih katekolamina; medutim, istrazivaci nisu obracali
pozornost na vrijeme i dinamiku tog porasta, odnosno na brzinu kontrakcije slezene.
Rezultati ovog istrazivanja govore da je brza kontrakcija slezene rezultat aktivacije
centralnog simpatickog ziv€anog sustava. Medutim, nema dokaza da je mozda i porast
endogenih katekolamina u isto vrijeme, preko alfa receptora doveo do kontrakcije slezene.
Ipak, vjerojatnije je da je visa razina katekolamina odgovorna za naknadnu, prolongiranu
kontrakciju slezene, kao odgovor na razlicite podrazaje. Da bi se to razjasnilo, u narednim
istrazivanjima ¢e biti nuzno pratiti koncentraciju endogenih katekolamina, usporedno s
kontrakcijom slezene na razliCite adrenergicke podrazaje. U tom pogledu, ograni¢enje
ovog istrazivanja je izostanak pracenja razina adrenalina u krvi tijekom intravenske

infuzije, $to bi mozda dalo kona¢an odgovor na to pitanje.

Ovo istraZivanje je pokazalo da se znacajna kontrakcija slezene javlja na samom pocetku
primjene niske doze adrenalina uz istovremeni pad srednjeg arterijskog tlaka i porast
periferne simpaticke aktivnosti, §to ukazuje na slezenu kao sastavni dio simpatickog

ziv€anog sustava za vrijeme stresnih situacija.
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7. ZAKLJUCCI

1. Lijecenje arterijske hipertenzije selektivnim i neselektivnim betablokatorom
uzrokuje trajnu kontrakciju slezene uz posljedi¢ni porast srednjeg volumena trombocita u

perifernoj krvi, $to moze imati nepovoljan u¢inak na nastanak trombotskih dogadaja.

2. Slezena je dinamicko skladiSte velikih trombocita koji se istiskuju u perifernu

cirkulaciju pod utjecajem razli¢itih adrenergickih podrazaja.

3. Odgodeni i postupni porast srednjeg volumena trombocita u perifernoj krvi, nakon
kontrakcije slezene i povecani protok kroz vene jetre, nastaje zbog postupnog ispustanja

krvi u donju Suplju venu, pod kontrolom hepatokavalnog sfinktera.

4. Kontrakcija slezene nastaje na samom pocetku primjene infuzije niske doze
adrenalina, uz istovremeni pad srednjeg arterijskog tlaka i porast periferne simpaticke
ziv€ane aktivnosti, S§to potvrduje da je slezena sastavni dio centralnog simpati¢kog

odgovora za vrijeme stresnih situacija.

5. Aktivacija simpatickog ziv€anog sustava tijekom lijeCenja nekim vrstama
antihipertenziva, zbog kontrakcije slezene i1 povecanja broja velikih trombocita u
perifernoj krvi, moZe imati nepovoljne uc¢inke na kardiovaskularni sustav, Sto svakako

treba imati na umu pri odabiru najboljeg nacina lijecenja.
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8. SAZETAK

U ljudskoj slezeni je uskladisteno oko 30% ukupnih trombocita u tijelu. Oni imaju veci
volumen i protrombotsku mo¢ od onih u perifernoj cirkulaciji, u koju se ispustaju u
stanjima povecanog adrenergickog tonusa. Cilj ovoga istrazivanja je bio: 1) usporediti
ucinak bisoprolola i karvedilola na veli¢inu slezene, te na broj i volumen trombocita u
perifernoj krvi u novootkrivenih hipertonicara, 2) utvrditi u¢inak malih doza adrenalina na
promjene velicine slezene, Sirinu jetrenih vena i protok krvi kroz njih, 3) utvrditi dinamiku
promjena u perifernoj krvnoj slici, s obzirom na ulogu hepatalnog sfinktera na uséu vena
jetre u donju Suplju venu, 4) procijeniti je li kontrakcija slezene potaknuta infuzijom malih
doza adrenalina posljedica periferne humoralne stimulacije ili aktivacije simpatickog
ziv€anog sustava zbog smanjenog podrazivanja baroreceptora.

Osamnaest novootkrivenih hipertonicara i devet zdravih osoba su na pocetku istrazivanja
uradili test optere¢enja po Bruce-ovu protokolu, a prije i nakon toga je ultrazvukom
izmjeren volumen slezene te su uzeti uzorci krvi za analizu broja i srednjeg volumena
trombocita. Potom su hipertoni¢ari nakon randomizacije bili lijeCeni bisoprololom 5
mg/dan (n=9) ili karvedilolom 25 mg/dan (n=9) tijekom mjesec dana, a spomenuta
mjerenja su bila ponovljena 15-og i 30-og dana lijecenja, prije i nakon testa opterecenja.
Nakon petnaest 1 trideset dana lijeCenja, zapazeno je znaCajno smanjenje volumena slezene
uz porast srednjeg volumena trombocita u perifernoj krvi, podjednako u obje skupine
ispitanika. Smanjenje volumena slezene nakon testa opterecenja kao i porast broja i
srednjeg volumena trombocita je uocen samo prije pocetka lijecenja, dok su bili znatno
manji nakon petnaestog i tridesetog dana lijeCenja bisoprololom i karvedilolom. Iz
istrazivanja proizlazi da lijeCenje arterijske hipertenzije selektivnim ili neselektivnim
betablokatorom uzrokuje kontrakciju slezene i1 posljedicni porast srednjeg volumena
trombocita u perifernoj cirkulaciji, Sto moze povecati rizik nastanka trombotskih dogadaja.
Devetorici mladih zdravih muskaraca je primijenjena infuzija adrenalina u maloj dozi
(0,06-0,12 pg/kg/min) tijekom devet minuta uz trajno, neinvazivno mjerenje
hemodinamskih parametara. Izmjereni su volumen slezene, promjer i protok kroz jetrene

vene te periferna krvna slika, prije 1 na kraju infuzije te u 1., 5., 10. 1 20. minuti nakon
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zavrSetka infuzije. Trojici ispitanika je za vrijeme infuzije adrenalina i tijekom dvadeset
minuta oporavka trajno mjerena periferna misi¢na simpaticka aktivnost, kao pokazatelj
periferne simpati¢ke aktivnosti. Neposredno nakon pocetka infuzije adrenalina znacajno
se smanjio volumen slezene za 36% (p=0,008), uz povecanje promjera jetrene vene i
protoka krvi kroz nju. U isto vrijeme je doSlo do pada srednjeg arterijskog tlaka i ukupne
periferne rezistencije uz porast frekvencije bila, udarnog volumena srca 1 miSi¢ne
simpati¢ke ziv€ane aktivnosti. Maksimalan porast srednjeg volumena trombocita registrira
se tek u 1. min oporavka i ostaje znacajno povecan cijelo vrijeme pra¢enja (20 minuta po
prestanku infuzije adrenalina), dok je ukupni broj trombocita u perifernoj krvi rastao do
pete minute oporavka, a potom se biljezi pad njihovog broja do kraja oporavka. lako se
kontrakcija slezene javila neposredno nakon pocetka infuzije adrenalina, broj krvnih
stanica na periferiji, ukljuujuéi i velike trombocite se povecao tek u prvoj minuti
oporavka, dakle sa zakaSnjenjem od devet minuta. Istovremeno, maksimalni porast
protoka i Sirine jetrenih vena uoceni su u prvoj minuti oporavka, Sto potvrduje da se
istisnuta krv iz slezene zadrzava jetrenim venama uz kontrolu hepatokavalnog sfinktera.
Ovo istrazivanje je pokazalo da je slezena skladiste velikih trombocita koji imaju
veliku protrombotsku mo¢. Njihovo otpuStanje u perifernu cirkulaciju pod razli¢itim
adrenergickim podraZajima kontrolira hepatokavalni sfinkter na usc¢u jetrenih vena u donju
Suplju venu.
Kako se kontrakcija slezene javila na samom pocetku primjene adrenalina uz istovremeni
pad srednjeg arterijskog tlaka i porast periferne simpaticke aktivnosti, to potvrduje da je
slezena sastavni dio simpatickog Ziv€anog sustava za vrijeme stresnih situacija, a da je

manje pod utjecajem perifernih posrednika.
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9. SUMMARY

The spleen contains approximately one-third of all the body’s platelets. These
platelets are relatively larger and haemostatically more active than platelets in the systemic
circulation and can be released into the systemic circulation by stimulation of a-
adrenoceptors or inhibition of B-adrenoceptors. The purpose of this study was: 1) to
evaluate the effects of two beta-blockers, bisoprol and carvedilol, on mean platelet volume
(MPV) and spleen size in hypertensive patients at rest and after exercise, 2) to test whether
changes in peripheral platelet count and MPV in conjunction with changes in spleen
volume and hepatic vein blood flow occur after a low dose of epinephrine intravenous
infusion in healthy young men, 3) to investigate dynamics of transhepatic passage of large
platelets in order to test the hypothesis that cavo-hepatic venous junctions (sphincters)
control this process in man, 4) to answer weather the reduction in spleen size in response
to epinephrine infusion is a consequence of peripheral humoral stimulation or neurally
mediated mechanism by downloading of baroreceptors.

Blood pressure, heart rate, platelet count, MPV and spleen volume were measured
in 18 newly diagnosed hypertensive patients, as well as in nine healthy control subjects,
subjected to treadmill exercise test at their first visit and, for the hypertensive group, after
15 and 30 days of treatment with the selective ;-adrenoceptor antagonist bisoprolol 5
mg/day (n=9) or the nonselective a;-, f1- and B,-adrenoceptor antagonist carvedilol 25
mg/day (n=9). Increases in resting MPV values with concomitant decreases in spleen
volume were found after 15 and 30 days treatment with either bisoprolol or carvedilol.
The pronounced decrease in splenic volume after exercise and the increased MPV and
platelet counts seen at first visit were halved after 15 and 30 days of treatment with either
drug. We conclude that in hypertensive patients treated with either selective or non-
selective beta-blockers, the spleen contracts and MPV increases, which may increase the
risk of atherothrombosis.

We undertook the continuous ultrasonic measurements of spleen volume in
response to intravenous infusion of low doses of epinephrine (0.06 and 0.12 pg/kg/min)
with simultaneous continuous noninvasive measurements of hemodynamic parameters and

peripheral blood count in nine healthy young subjects. For further understanding of
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possible neurally mediated spleen contraction, in subgroup of three subjects, we also
continuously measured muscle sympathetic nerve activity (MSNA), as an index of
peripheral sympathetic activation. We found a massive spleen contraction (~30%,
p=0.008) at the onset of epinephrine infusion, in parallel with simultaneous decreases in
MAP, TPR and an increase in HR, SV and MSNA. The number of total platelets increased
in response to spleen contraction in a sequence with MPV until the 5™ min of recovery
when we observed decline in platelets count while the MPV remained significantly
elevated until the end of recovery. Massive spleen contraction (~40%) has been achieved
already during second min of epinephrine infusion, but the maximum of total platelets,
leucocytes, RBCV and MPV increase was observed at 1* min of recovery, indicating the
time delay of 8 mins until the spleen content, including large platelets, reached peripheral
blood. Concomitantly, maximal increase in hepatic vein width and velocity time integral
were observed in 1* min of recovery, suggesting a shift of splenic blood into an area of
hepatic veins most likely controlled by cavo-hepatic sphincters.

The results of this study showed that the spleen is a dynamic reservoir of the large
platelets recognized as a strong independent factor of thrombosis. The spleen contraction
is followed by dilatation of hepatic veins and delayed increased in peripheral MPV
suggesting a shift of splenic blood into an area of hepatic veins most likely controlled by
cavo-hepatic sphincters. This rapid splenic response to stimulation of - adrenoreceptors
argues against peripheral triggers and together with observed increase in MSNA favors the
idea about spleen as a constitutive part of the sympathetic nervous system during stressful

situations.
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