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Tonus zil v mikrocirkulaciji koZe poleg sistemskih uravnavajo tudi lokalni dejavniki, od kate-
rih so zelo pomembni vazodilatatorji, ki se spro$cajo iz endotelija. Razen dusikovemu oksidu
(NO) in prostaciklinu (PGI,) v zadnjem casu pripisujejo vse vecji pomen endotelijskemu hiper-
polarizirajo¢emu dejavniku (EDHF), katerega kemijska zgradba in vloga pri ¢loveku $e nista
pojasnjeni. V raziskavi smo Zeleli preuciti vlogo EDHF pri uravnavanju pretokov v mikrocir-
kulaciji koZe. Zanimalo nas je tudi, Ce je, tako kot v nekaterih drugih Zilah, v mehanizem
njegovega nastanka vpleten citokrom P450 (CYP) 2C9. V raziskavi je sodelovalo 14 zdravih
preiskovancev moskega spola, starih od 20 do 37 let (povprecna starost 25,9 +1,7). Pretoke
v mikrocirkulaciji koZe smo merili z laser Dopplerjevo (LD) metodo na volarni strani pod-
lakti. Delovanje ostalih vazodilatatorjev smo zavrli tako, da smo v koZo z metodo mikroinjekcije
istoCasno vnesli N®-monometil L-arginin (L-NMMA), ki je zaviralec endotelijske sintaze dusi-
kovega oksida (eNOS), ter diklofenak, zaviralec ciklooksigenaze (COX). Delovanje CYP pa smo
zavrli s selektivnim zaviralcem CYP 2C9, sulfafenazolom. Ocenjevali smo pretoke v mirova-
nju ter odzivnost Zil po uporabi acetilholina (ACh, od endotelija odvisni vazodilatator) in
natrijevega nitroprusida (NaNP, od endotelija neodvisni vazodilatator), ki smo ju v koZo vne-
sli z iontoforezo, ter hiperemijo po popustitvi arterijskega zaZema (pookluzijska reaktivna
hiperemija, PRH). Zaviranje eNOS in COX ni vplivalo na bazalne LD pretoke (12,5+2,3 PE
(perfuzijske enote) na obravnavanem in 10,9 + 1,8 PE na kontrolnem mestu, t-test), povzrocilo
pa je statisti¢no znacilno zmanj$anje z ACh izzvane vazodilatacije (35,6 +5,7 PE na kontrol-
nem in 66,6+ 8,3 PE na obravnavanem mestu, t-test, p<0,05); $e vedno je bilo ohranjene 70 %
vazodilatacije. Zaviranje eNOS in COX ni imelo vpliva na z NaNP izzvano vazodilatacijo. Po zavi-
ranju eNOS in COX se je znacilno zmanjSala povr$ina pod krivuljo PRH (985,4 + 202 PE x sek
na obravnavanem in 1252 + 186 PE x sek na kontrolnem mestu, t-test, p <0,05). Sulfafenazol ni
vplival na bazalne LD pretoke niti na odzivnost mikrocirkulacije po iontoforezi ACh in popustitvi
zazema arterije. Zaklju¢imo lahko, da pri uravnavanju pretokov v mikrocirkulaciji koZe igra
pomembno vlogo od endotelija odvisni mehanizem, ki ni odvisen od NO in PGI, in ga lahko
potencialno pripisemo delovanju EDHF. Morebitni EDHF najverjetneje ni derivat CYP 2C9.

ABSTRACT
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The skin microcirculation is controlled by systemic and local factors; the latter are mainly
released from the endothelium. One of important endothelial vasodilators is endotheli-
um-derived hyperpolarizing factor (EDHF) whose function can be assessed by blocking other
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vasodilators, such as nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGL,). The role and nature of EDHF
in humans remains to be elucidated. The aim of our study was therefore to investigate and
characterize the NO- and PGI,-independent mechanism, potentially attributable to EDHF,
in human skin microcirculation. 14 healthy male volunteers (aged 20 to 37 years, mean age
25.9£1.7) were included in the study. Cutaneous blood flow was measured using the laser
Doppler (LD) method on the volar aspect of the forearm and expressed in perfusion units
(PU). Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and cyclooxygenase (COX) were inhibited by
subcutaneously injecting N®-monomethyl L-arginine (L-NMMA) and diclofenac, respectively.
The potential involvement of cytochrome P450 (CYP) in the generation of EDHF was eval-
uated by injecting the selective CYP 2C9 inhibitor sulfaphenazole. The baseline LD flow and
microvascular reactivity were assessed by performing iontophoresis of acetylcholine (ACh,
endothelium-dependent vasodilator) and by measuring postocclusive reactive hyperemia
(PRH). eNOS and COX inhibition did not affect the baseline LDF (12.5+2.3 PU in the treat-
ed site and 10.9 £ 1.8 PU in the control site, t-test), but it significantly attenuated ACh-induced
vasodilatation in the eNOS and COX-treated site (35.6%+5.7PU in the treated site vs.
66.6%8.3 PU in the control site, t-test, p<0.05). Nevertheless, about 70% of ACh-induced vasodi-
latation persisted. In addition, L-NMMA and diclofenac significantly attenuated the area under
the PRH curve, but LDF increase after removal of occlusion was preserved. Sulfaphenazole
had no impact either on the baseline LDF or on ACh-induced vasodilatation or PRH para-
meters. It was concluded that the NO- and PGI,-independent mechanism, potentially
attributable to EDHF, plays an important role in the regulation of vascular tone in the human
cutaneous microcirculation and that it is probably not a CYP-derived metabolite.

no upornost uravnavajo tako centralni kot
tudi lokalni mehanizmi, ki jim v zadnjem casu
pripisujejo vse vecji pomen (3-6). Omenimo,
da so uporovne Zile pod toni¢nim vplivom
vazokonstriktornega adrenergi¢nega nitja
simpati¢nega ZivCevja in da se njihova aktiv-
nost z nara$¢anjem temperature jedra zmanj-
Suje, kar povzroci vazodilatacijo (2, 4, 5).

uvobD

KozZa je eden najvedjih organov v telesu: teh-
ta 5% telesne teZe in s svojo povr§ino 1,8 m?
prekriva telo in ga varuje pred zunanjimi vpli-
vi (1, 2). Ena njenih najpomembnejsih funkcij
je izmenjava toplote med telesom in okolico,
kar omogoca uravnavanje telesne temperature;

glede na temperaturo okolja in temperatu-
ro jedra telesa, ki je med drugim pogojena
s telesno aktivnostjo, so pretoki krvi sko-
zi koZo podvrZeni zelo velikim nihanjem.
Ocenjujejo, da je v mirovanju v termonevtral-
nih razmerah pretok skozi kozo od 200 do
500 ml/min, ob hudih telesnih obremenitvah
pa lahko naraste do 81/min in pri tem pred-
stavlja kar 60 % minutnega volumna srca (2).
Prav zaradi velikih nihanj pretoka sta zelo
pomembna nadzor in uravnavanje mikro-
cirkulacije v koZi, ki ima svoje anatomske
in funkcionalne posebnosti. Ena od anatom-
skih posebnosti so arteriovenske anastomo-
ze (2, 3), ki jih najdemo predvsem na akralnih
delih telesa in omogocajo zelo ucinkovito
izmenjavo toplote. Uravnavanje upornosti
7il, ki poteka prek vpliva na Zilni tonus, v mi-
krocirkulaciji koZe $e ni docela pojasnjeno. Zil-

Znanstveniki so si edini, da obstaja $e aktiv-
ni vazodilatatorni nevrotransmiter (4, 5),
vendar njegova vloga in narava Se nista
povsem pojasnjeni.

Pomembno vlogo pri lokalnem uravnava-
nju pretoka ima endotelij; iz njega se spro§¢ajo
vazokonstriktorji in vazodilatatorji in uravno-
tezeno razmerje med njimi je kljunega
pomena za normalno uravnavanje Zilnega
tonusa in s tem pretoka (3-7). Najpomemb-
nej$a vazodilatatorja, ki se spro$cata iz
endotelija pod vplivom mehanskih in kemic-
nih drazljajev, sta dusikov oksid (NO) in
prostaciklin (PGL,), pred nedavnim pa so
odkrili $e tretji zelo pomemben vazodilatator
in ga, zaradi mehanizma njegovega delovanja,
poimenovali ‘endotelijski hiperpolarizirajoci
dejavnik’ (EDHF, iz anglesc¢ine ‘endothe-
lium-derived hyperpolarizing factor’).
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Endotelijski
hiperpolarizirajoéi
dejavnik

V zadnjem desetletju so s Stevilnimi raziska-
vami predvsem na zivalskih Zilah, v manjsi
meri pa tudi pri ljudeh, potrdili od endote-
lija odvisno vazodilatacijo, do katere pride
tudi po zaviranju dveh najbolj raziskanih
endotelijskih vazodilatatorjev, NO in PGI,.
Pokazali so tudi, da pride do vazodilatacije
zaradi hiperpolarizacije v celicah gladkih
misic (GMC) zil, ki je najverjetneje posledi-
ca aktivacije od kalcija odvisnih kalijevih
kanalov (K ). Zaradi omenjenega so nezna-
ni vazodilatator poimenovali EDHF (8-11).
Kasneje se je izkazalo, da najverjetneje ne
gre za en sam mehanizem, kajti odgovori so
bili moc¢no odvisni tako od Zivalske vrste kot
tudi od preiskovanega organa. Tako danes pre-
vladuje mnenje, da obstaja ve¢ mehaniz-
moyv, ki se razlikujejo med Zilami in so odvisni
od velikosti in funkcije Zil, prvotno poimeno-
vanje EDHF pa je ostalo. Znanstveniki so si
bolj ali manj enotni tudi v ugotovitvi, da je
vloga EDHF najverjetneje bolj kot v prevod-
nih pomembna v uporovnih Zilah in da je
z manjSanjem premera Zile njegov prispevek
k od endotelija odvisni vazodilatacji vedno
vedi (9, 12, 13). Se vedno pa so si nasprotu-
jo¢a mnenja o pomenu EDHF pri bolezen-
skih procesih. Nekatere raziskave so namrec
potrdile, da naj bi EDHF prevzel glavno vlo-
go endotelijskega vazodilatatorja v stanjih,
kjer je funkcija endotelija okrnjena zaradi
zmanjs$anega izlocanja NO, kot so hiperten-
zija (14, 15), hiperholesterolemija (16), slad-
korna bolezen (17) ali popuscanje srca (18).
Zanimivo pa je, da obstajajo tudi prav nasprot-
ni dokazi, ki trdijo, da je endotelijska vazodi-
latacija, ki je posledica delovanja EDHF,
pri nekaterih bolezenskih procesih lahko tudi
zmanj$ana (19). Tudi narava EDHF oziroma
njegova kemijska struktura $e nista docela
pojasnjeni. Zato bomo nasteli le nekaj najbolj
znanih ugotovitev, ki opisujejo EDHF (8-10).

Splosno veljavna nacela opredeljujejo
EDHF kot vazodilatatorni mehanizem, ki je
odvisen od endotelija, ne vkljucuje NO ali
vazodilatatornih prostanoidov (od katerih
je najbolj raziskan PGI,) ter povzroci hiper-
polarizacijo GMC tako, da aktivira kalijeve

kanale, najpogosteje iz podvrste K., kar pri-
vede do vazodilatacije. EDHF naj bi se spros-
¢al iz endotelijskih celic (EC) pod vplivom
delovanja mehanskih drazljajev, kot so pul-
zirajo¢ tok krvi, napetost v Zilni steni in striz-
na sila, ki jo tok krvi izvaja na EC, ter kemijskih
drazljajev, od katerih so zelo pomembni raz-
ni agonisti razli¢nih receptorjev (acetilholin
(ACh), bradikinin (BK), snov P, histamin, ade-
nozin difosfat (ADP), endotelin). Vsi omenjeni
drazljaji privedejo do zviSanja znotrajceli¢ne
koncentracije kalcija ([Ca*'],) v EC, kar akti-
vira dva tipa K, kanalov, namre¢ kanale
nizke (SK,, iz angles¢ine ‘small conductan-
ce calcium-activated potassium channel’) in
srednje prevodnosti (IK_,, iz anglescine ‘in-
termediate conductance calcium-activated
potassium channel’). Aktivacija SK, in 1K,
povzroci hiperpolarizacijo EC, kar je prvi
korak pri nastanku oziroma spros¢anju EDHF.
Dvig [Ca*],v EC pa ima za posledico tudi akti-
vacijo Stevilnih encimov v celici, ki naj bi bili
domnevno vpleteni pri nastanku EDHF; najpo-
membnejsi se zdi danes citokrom P450 (CYP).
Morebitni EDHF nato difundira iz EC do GMC
ali se, po nekaterih predpostavkah (8-10),
prevede kot elektri¢ni drazljaj do GMC preko
mioendotelijskih presledkovnih stikov (angles-
ko ‘myoendothelial gap junctions’), kjer izzo-
ve Ze prej omenjeno hiperpolarizacijo GMC
preko aktivacije K, kanalov velike prevodno-
sti (BK,,, iz anglescine ‘large conductance cal-
cium-activated potassium channel’). Pri
nekaterih Zilah pa verjetno pride tudi do akti-
vacije kalijevih kanalov podvrste K. (iz angles-
¢ine ‘inward rectifier’) oziroma Na*-K*-ATPaze
(8, 9, 20), kar tudi privede do hiperpolariza-
cije GMC. Posledica slednje je zaprtje nape-
tostno odvisnih kalcijevih kanalov, kar zmanj$a
[Ca*]. v GMC in povzrodi vazodilatacijo. Ni
$e znano, ali naj bi imel EDHF tudi vpliv na
obcutljivost GMC na kalcij; ob¢utljivost kon-
traktilnega aparata za Ca®* je namrec eden od
mehanizmov, ki vplivajo na krcljivost GMC in
s tem uravnavajo Zilni tonus.

O kemijski naravi EDHF:
EDHF in citokrom P450

Kot smo Ze omenili, se narava EDHF moc¢no
razlikuje med Zivalskimi vrstami in med tki-
vi. Po nekaterih hipotezah je EDHF lahko:
derivat CYP, kalij, elektri¢ni signal, ki se
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preko mioendotelijskih presledkovnih stikov
prevede od EC do GMC, vodikov peroksid
(H,0,), C-natriureti¢ni peptid (8-10). Ome-
jili se bomo na predpostavko, da je EDHF
morebitni derivat CYP, saj smo omenjeni
mehanizem preucevali v nasi raziskavi.

Po tej predpostavki pride zaradi zvisanja
[Ca*]. v EC kot posledice delovanja mehan-
skih in kemicnih drazljajev do translokacije
fosfolipaze A, iz citosola na celicne membrane,
kar povzroci spros$canje arahidonske kisline
iz membranskih fosfolipidov (8-11, 21). Pod
vplivom delovanja epoksigenaz (encimov,
katerih aktivno sestavino predstavlja CYP) se
arahidonska kislina razgradi na epoksiei-
kozatrienoi¢ne kisline (EET), ki naj bi bile
EDHF. EET naj bi difundirale iz EC do GMC
in tam aktivirale Ze omenjene BK_. . Razisko-
valci so omenjeni mehanizem razkrili bodisi
z uporabo selektivnih zaviralcev CYP-epok-
sigenaz, najpogosteje iz skupine CYP 2C,
z analogi EET z antagonisti¢nim delovanjem,
s snovmi, ki povecajo ekspresijo CYP-epoksi-
genaz in sicer predvsem na koronarnih in
ledvi¢nih arterijah razli¢nih vrst (10, 11,
21-23), morda je vpleten tudi pri regulaciji
tonusa v Zilah skeletnih misic (24).

EDHF in raziskave na ljudeh

V nasprotju s Studijami na Zivalih je bilo
na ljudeh narejenih razmeroma malo razi-
skav, ki bi skusale opredeliti vlogo in naravo
EDHF (23), najvec seveda na izoliranih Zilah.
Vecina $tudij je nedvomno potrdila, da prak-
ticno v vseh raziskanih Zilah obstaja nek
mehanizem, ki privede do od endotelija odvi-
sne vazodilatacije, ki ni odvisna od NO ali
prostanoidov, medtem ko si izsledki raziskav
moznih mehanizmov delovanja EDHF zelo
nasprotujejo. Tako so od NO in PGI, neod-
visno vazodilatacijo potrdili na izoliranih
prevodnih Zilah, kot sta a. mammaria int.
(14, 25, 26) in a. radialis (26), vendar pa so
vpletenost CYP dokazali le v eni $tudiji (25).
V ledvicni interlobarni arteriji naj bi bili
vmehanizem od NO in PGI, neodvisne vazo-
dilatacije vpleteni kalijevi ioni in aktivacija
Na*-K*-ATPaze in ne CYP (20). Tudi v malih
gastroepiploi¢nih Zilah naj EDHF ne bi bil
derivat CYP (13). Nesporni pa so dokazi
o vpletenosti CYP pri aktivaciji BK ., kanalov
na GMC v koronarnih arteriolah (22, 27). Zelo
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nasprotujoci so si tudi podatki o vpletenosti
CYP v izoliranih podkoZnih malih uporovnih
zilah (28-32). Medtem ko so Coats in sode-
lavci dokazali, da je ketokonazol, neselektivni
zaviralec CYP, zmanjsal od NO in PGI,
neodvisno vazodilatacijo, ki jo je izzval ACh
v podkoznih uporovnih zilah (29), pa v dru-
gih $tudijah na podkoznih uporovnih Zilah
vpletenosti CYP niso dokazali (28, 31). Tudi K*
ioni naj ne bi bili EDHF v podkoznih uporov-
nih zilah (32), pri nose¢nicah pa so pokazali,
da naj bi EDHF v slednjih deloval preko
mioendotelijskih presledkovnih stikov (30).

Tudi in vivo so pokazali, da od NO in PGI,
neodvisni mehanizem, ki ga lahko pripi-
Semo delovanju EDHF, pomembno prispeva
k endotelijski vazodilataciji, najverjetneje
z delovanjem na K, kanale (33-36). Izsled-
ki raziskav, ki so skusale opredeliti kemijsko
naravo EDHF, pa si nasprotujejo (18, 24,
36-40). Najveckrat so za oceno pretokov sko-
zi uporovne Zile uporabljali vensko okluzij-
sko pletizmografijo, ki vrednoti pretoke skozi
uporovne zile v ve¢ tkivih naenkrat (koZi
in spodaj lezecih tkivih, skeletnih misicah in
mascevju) (35, 41), zaviralce eNOS in COX in
endotelijske agoniste, kot sta ACh in BK, pa
so v zile vnesli s perfuzijo brahialne arterije.

Zanimive so raziskave, kjer so poleg funk-
cije EDHF, ki naj bi bil presnovek CYP,
dokazali tudi ekspresijo CYP 2C9 v EC prei-
skovanih Zil (24, 25, 27). Nekatere raziskave so
pokazale, da naj bi bila vloga EDHF pomemb-
nejsa pri boleznih (14, 15, 18, 37). Ob vseh
navedenih podatkih je jasno, da vloga EDHF
pri cloveku $e zdale¢ ni znana.

EDHF in mikrocirkvlacija koze

Vloga EDHF v mikrocirkulaciji koZe ostaja
nepojasnjena. V Studijah, kjer so z uporabo
laser Dopplerjeve (LD) metode in provokacij-
skih testov, kot sta uporaba raznih endotelij-
skih agonistov ali reaktivna hiperemija po
popustitvi zazema arterije (PRH) (obe sta
podrobneje opisani v metodah) ocenjevali
pretoke in odzivnost v mikrocirkulaciji koze,
so namrec raziskovali le prispevek bodisi NO
bodisi prostaglandinov k od endotelija odvisni
vazodilataciji. Rezultati si izrazito nasprotu-
jejo (3, 6, 42-45). V spet drugih so vredno-
tili mehanizem vazodilatacije, ki jo izzove
ACh; vazodilatacijo so delno pripisali od NO
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in PGI, neodvisnemu mehanizmu (46, 47).
Sprico pomembne vloge, ki jo ima koZa pri
uravnavanju telesne temperature, je nujno
potrebno poznati tudi lokalne mehanizme,
kot je EDHF, pri uravnavanju pretokov v mi-
krocirkulaciji. Izsledki pa so pomembni tudi
s klini¢nega vidika, saj je znano, da je pri
$tevilnih boleznih, kot je, denimo, sladkorna
bolezen, mo¢no okvarjena mikrocirkulacija
koze (23, 48, 49). Razen tega je pretoke skozi
koZo razmeroma enostavno meriti, saj meto-
de niso invazivne; res pa je, da dobimo le
posredno oceno. Obstajajo tudi domneve,
da pretoki in odzivnost Zil v koZi odrazajo
funkcijo drugih Zil, denimo uporovnih arte-
riol v srcu, in tako nudijo vpogled v stanje
koronarnih 7l (6, 41, 48, 50). Znano je, da je
prispevek EDHF k uravnavanju Zilnega tonu-
sa ve¢ji v manjsih uporovnih zilah (9, 12, 13)
in prav zato je smotrno raziskati tudi njegov
pomen v mikrocirkulaciji koZe.

V nasi raziskavi smo Zeleli osvetliti vlogo
in pomen endotelijskega mehanizma, ki ni
odvisen od NO in prostanoidov in ga lahko
pripiSemo delovanju EDHF, v mikrocirkula-
ciji koZe.

Zeleli smo izmerili pretoke v mikrocirku-
laciji koZe v mirovanju ter oceniti odzivnost
mikrocirkulacije na nekatere znane manevre,
ki izzovejo od endotelija odvisno vazodilataci-
jo. Nastanek NO in PGI, smo zavrli s so¢asnim
dodatkom zaviralca endotelijske sintaze NO
(eNOS) ter zaviralca ciklooksigenaze (COX).
Od endotelija odvisno vazodilatacijo smo oce-
njevali z uporabo endotelijskega agonista ACh
ter z oceno reaktivne hiperemije po popusti-
tvi arterijskega zaZema (PRH). Isto¢asno smo
ocenjevali Se vpliv zaviranja eNOS in COX na
od endotelija neodvisno vazodilatacijo, izzva-
no z natrijevim nitroprusidom (NaNP).

Ker naj bi bil v mehanizem nastanka
EDHF v nekaterih odsekih zilja in v nekate-
rih tkivih vpleten CYP 2C9, nas je zanimalo,
ali je temu tako tudi v koZi. Zato smo zavrli
delovanje CYP 2C9 in ob tem spremljali odziv-
nost mikrocirkulacije v koZi po predhodnem
zaviranju eNOS in COX.

Znano je, da je mikrocirkulacija koze
prizadeta pri $tevilnih boleznih in da lahko
pogosto Ze pred pojavom klini¢nih znakov zaz-

namo funkcionalne spremembe na nivoju
endotelija, kot je poruseno razmerje med vazo-
dilatatorji in vazokonstriktorji (48). Obstajajo
domneve, da v takih stanjih EDHF prevza-
me klju¢no vlogo pri lokalnem uravnavanju
mikrocirkulacije v okvarjenih organih. Prav
zato je tudi s klinicnega vidika nujno spozna-
ti vlogo EDHF v koZi v fizioloskih razmerah.

METODE

Preiskovanci

V raziskavi je sodelovalo 14 zdravih preisko-
vancev, nekadilcev, starih od 20 do 37 let
(povprecna starost 25,9+1,7 let), ki niso
jemali nobenih zdravil in niso bili podvrze-
ni tveganjem za nastanek sréno-zilnih bolezni.
Zaradi moznih vplivov spolnih hormonov na
meritve smo vkljucili le preiskovance moske-
ga spola. Vsem smo izmerili normalen srednji
arterijski tlak (89,9 3,2 mmHg) in sr¢ni utrip
v mirovanju (68,9 +2,9 utripov/minuto). Razi-
skavo je odobrila Komisija za medicinsko
etiko pri Ministrstvu za zdravje Republike Slo-
venije. Preiskovanci so med meritvami lezali
v sobi z nadzorovano temperaturo; pred izva-
janjem meritev so 30 minut mirovali.

Laser Doplerjeva metoda

Pretoke v koZni mikrocirkulaciji smo merili
na volarni strani podlakti z laser Dopplerje-
vo (LD) metodo, katere princip je podrobneje
opisan drugje (51, 52). Metoda omogoca
semikvantitativno merjenje pretokov v mikro-
cirkulaciji koze (51, 52). Temelji na odboju
laserske svetlobe od premikajocih se eritrocitov
v zilah, zaradi Cesar pride do Dopplerjevega
ucinka: spremeni se frekvenca upadle svetlobe.
Konéna vrednost pretoka je premosorazmer-
na Stevilu in hitrosti eritrocitov in jo izrazimo
v arbitrarnih perfuzijskih enotah (PE). Za
meritve smo uporabljali LD merilec pretoka
(Periflux 4001 Master, Perimed, Svedska)
z virom laserske svetlobe valovne dolZine
780 nm. IstoCasno smo merili pretoke na
dveh naklju¢no izbranih mestih na podlak-
ti. Sondi smo namestili na mesta, kjer ni bilo
videti povrs$inskih ven, priblizno 10 cm raz-
maknjeni eno od druge. Znacilni zapis LD
pretoka v mirovanju prikazuje slika 1A. Na
obeh merilnih mestih smo isto¢asno merili
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temperaturo koZe z digitalnim termometrom
(Peritemp PF4005, Perimed, Svedska). Ves cas
poskusa smo preiskovancem merili tudi arte-
rijski pritisk na digitalni arteriji sredinca
(Finapress, Ohmeda 2300) ter standardni
elektrokardiogram. Zajem podatkov je bil
500/sek. Analogne signale smo pretvorili v di-
gitalno obliko s pomocjo analogno-digitalnega
pretvornika ter jih shranili na osebni ra¢unal-
nik za kasnejSo obdelavo.

Intradermalna mikroinjekcija

Ker smo v raziskavi Zeleli ovrednotiti vpliv
od NO in PGI, neodvisnega mehanizma pri
uravnavanju pretoka v koZni mikrocirkulaciji,
smo morali zavreti delovanje eNOS in COX.
V ta namen smo preiskovancem na merilna
mesta, kjer smo bili predhodno izmerili LD
pretoke v mirovanju, vbrizgali zaviralca:
L-NMMA (Clinalfa, Merck-Biosciences, Darm-
stadt, Nemdija), ki je mocan kompetitivni
antagonist vseh izooblik NOS, ter diklofenak
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija), ki je
eden najmocnejsih zaviralcev COX. Vplete-
nost CYP 2C9 pa smo preiskovali tako, da smo
njegovo delovanje zavrli z injekcijo sulfafena-
zola (Clinalfa, Merck-Biosciences, Darmstadt,
Nemcdija), ki je specifi¢ni zaviralec CYP 2C9 (53).
Raztopino, v kateri sta bila raztopljena oba
zaviralca (konc¢na konc. L-NMMA je bila
10mM ter diklofenaka 10 mM, raztopljena
v sterilizirani bidestilirani vodi), kot tudi
raztopino sulfafenazola (10 mM), smo v ko-
7o vnesli z metodo mikroinjekcije (45, 54, 55).
Uporabili smo igle z volumnom 50l (30 G,
Hamilton, Bonaduz, gvica), s katerimi smo
v koZo vnesli 10 pl raztopine. Za kontrolo smo
po enakem protokolu vbrizgali fiziolosko raz-
topino. Na mestu injekcije nastane manjsi
mehurcek. Po injekciji smo na rob mehur¢-
ka, to je priblizno 5 mm od vbodnega mesta,
namestili LD merilno sondo in spremljali LD
pretok.

Od endotelija odvisno vazodilatacijo smo oce-
njevali z uporabo ACh, od endotelija neodvi-
sno vazodilatacijo pa z uporabo NaNP; obe
snovi smo v koZo vnesli z iontoforezo. To je
neinvazivna metoda, ki preko napetostnega
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polja, ki ga ustvarimo z zunanjim generator-
jem toka, omogoca prenos polarnih snovi
v koZo (6,41, 51). Po iontoforezi ACh in NaNP
pride do znacdilne vazodilatacije; u¢inek ome-
njenih dveh vazodilatatorjev traja ve¢ minut,
kar lahko spremljamo z merjenjem LD pre-
tokov (41, 51, 54, 56). Znadilni zapis odziva
LD pretoka na iontoforezo ACh prikazuje sli-
ka 1B, odgovor na NaNP pa slika 1C. Upora-
biljali smo aparat Perilont (Perimed, Svedska).
Blazinico na elektrodi smo prepojili s snovjo,
ki smo jo Zeleli vnesti (ACh oziroma NaNP),
ter elektrodo namestili na LD sondo, ki smo
jo prilepili na merilno mesto na koZi. Refe-
rencno elektrodo smo nalepili 10 cm od LD
sonde. Protokol iontoforeze ACh in NaNP smo
povzeli po podatkih iz literature (6, 41, 51, 56).
Za uporabo pozitivno nabitega ACh (1% raz-
topina v sterilni bidestilirani vodi) smo raz-
topino nanesli na anodo ter vnesli sedem
tokovnih sunkov velikosti 0,1 mA; en tokov-
ni sunek je trajal 30 sekund, med posamez-
nimi sunki pa je bilo 30 sekund premora.
Raztopino negativno nabitega NaNP (1%
raztopina v sterilni bidestilirani vodi) smo
nanesli na katodo in vnesli tri 30 sekund tra-
jajoce tokovne sunke po 0,1 mA, ki jim je sle-
dil 40 sekund trajajoci tokovni sunek velikosti
0,2 mA; med posameznimi sunki je bilo 90 se-
kund premora.

Reaktivna hiperemija
po popustitvi zazema

Za vrednotenje PRH smo preiskovancem
z manseto za merjenje pritiska za tri minute
zazeli brahialno arterijo nad sistoli¢ni tlak,
tako da smo popolnoma prekinili pretok. Po
popustitvi zaZzema pride do prehodnega pove-
¢anja pretoka, ki je pretezno lokalni pojav;
govorimo lahko o miogeni in metaboli¢ni
komponenti vazodilatacije. K slednji v veliki
meri prispeva tudi endotelij. Metoda nudi zelo
posreden vpogled v funkcijo endotelija, saj je
znano, da so pri nastanku PRH poleg drugih
lokalnih presnovkov udeleZeni tudi endo-
telijski vazodilatatorji (41-43, 56, 57), Cetudi
njihov natancen doprinos in vloga $e niso
povsem pojasnjeni. LD pretoke smo sprem-
Jjali na volarni strani podlakti pred, med
in po zazemu. Znacilni zapis LD odziva na
popustitev zazema arterije kaze slika 1D.
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Slika 1. Znacilni zapis LD signala na volarni strani podlakti pri enem preiskovancu. A. v mirovanju (bazalni pretok), B. odgovor na fon-
toforezo acetilholina (ACh), C. odgovor na ionfoforezo natrijevega nitroprusida (NaNP), D. odgovor na popustitev triminutnega zaZema
brahialne arterije. Puscice pri A. in B. prikazujejo tokovne sunke. Slika D.: t. ,, — cas do najvecjega pretoka po popustitvi zaZema,
ey — Cas trajanja PRH. LD — laser Dopplerjev, PE — perfuziiske enofe.
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Potek poskusov

Protokol 1. Ovrednotiti vpliv zaviranja eNOS in
COX na bazalni LD pretok.

Vsak preiskovanec je na dve loceni mesti
na podlakti prejel injekcijo (10 pl), in sicer:

1. raztopino L-NMMA (10 mM kon¢na konc.
v raztopini) in diklofenaka (10 mM kon¢-
na konc. v raztopini) ter

2. fiziolosko raztopino kot kontrolno razto-
pino.

Nato smo nad mesta injekcije namestili merilne
LD sonde, kot je opisano zgoraj, in nepreki-
njeno spremljali LD pretoke $e 50 minut.

Protokol 2. Ovrednotiti vpliv zaviranja eNOS in
COX na z ACh izzvano vazodilatacijo.

Vsakemu preiskovancu smo na dve loce-
ni mesti na podlakti vbrizgali:

1. 10 plraztopine L-NMMA (10 mM kon¢na
konc. v raztopini) in diklofenaka (10 mM
kon¢na konc. v raztopini) ter

2. 10l fizioloske raztopine.

Po 30 minutah smo tri minute merili bazal-
ni LD pretok, to je pretok v mirovanju, nato
pa smo izvedli iontoforezo ACh, kot je opisa-
no zgoraj, ter med tem ves ¢as merili LD
pretoke. Po podatkih iz literature in nasih
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pilotskih poskusih se je namrec izkazalo, da
je u¢inek L-NMMA in diklofenaka najvedji od
30 do 40 minut po vnosu (45, 55, 58).

Protokol 3. Ovrednotiti vpliv zaviranja eNOS in
COX na z NaNP izzvano vazodilatacijo. Pro-
tokol je bil enak kot protokol 2, le da smo
namesto ACh z iontoforezo v koZo vnesli NaNP,
kot je opisano v metodah.

Protokol 4. Ovrednotiti vpliv zaviranja eNOS in
COX na PRH.

30 minut po injekciji 10pl L-NMMA in
diklofenaka oziroma fizioloske raztopine (glej
zgoraj) smo preiskovancu najprej izmerili
bazalni LDF, nato pa smo mu zaZeli brahial-
no arterijo za tri minute. Po popustitvi zaZzema
smo spremljali LD pretok tako dolgo, da se
je vrnil na izhodi$¢no, bazalno vrednost.

Protokol 5. Ovrednotiti vpliv sulfafenazola na
bazalni LD pretok in na z ACh izzvano vazodi-
latacijo.

V tem protokolu so preiskovanci na isto
merilno mesto dobili dve injekciji. Najprej:

1. 10pl raztopine L-NMMA in diklofenaka ter
2. 10l fizioloske raztopine.

Po 15 minutah pa smo na isti mesti v koZo inji-
cirali $e 10 ul raztopine sulfafenazola (10 mM).
Po 15 minutah (Cas najvecjega ucinka sulfa-
fenazola (37, 39)) smo na vseh treh mestih
izmerili bazalni LD pretok, nato pa izvedli ion-
toforezo ACh, kot je opisano. Enake poskuse
smo pri Sestih preiskovancih opravili tudi
z razli¢énimi koncentracijami sulfafenazola.

Protokol 6. Ovrednotiti vpliv sulfafenazola na
PRH.

Protokol vbrizgavanja raztopine zaviralcev
(L-NMMA in diklofenaka oziroma sulfafena-
zola) je bil enak kot v protokolu 5. Po enakem
Casu, kot je opisano v protokolu 5, smo prei-
skovancem zaZeli brahialno arterijo za tri
minute ter nato popustili zaZem in snemali
LD pretoke tako dolgo, dokler se niso vrnili
na izhodi$¢no vrednost.

Zajem in statistiéna obdelava
podatkov

Digitalne signale LD pretokov smo analizira-
li z ra¢unalniskim paketom ‘LDDA acqusition
system’ (Neurocard™ LDDA, Meditronic, Nem-
Cija). Pretok v mirovanju (bazalni pretok) smo
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izrazili kot povprec¢no vrednost meritev v tri-
minutnem posnetku. Odgovor LD pretoka na
iontoforezo ACh oziroma NaNP smo dolo¢i-
li kot srednjo vrednost meritev triminutnega
posnetka po tem, ko je LD pretok dosegel naj-
vedjo vrednost (plato). Za PRH smo doloc¢ili
najvedji pretok po popustitvi zazema (LD, ),
Cas, ki je potreben, da LDF doseZe svojo
najvecjo vrednost (t_ o), €as trajanja PRH
(tpry)» to je Cas, ki je potreben, da LD pretok
doseZe svojo izhodis¢no vrednost, ter povrsino
pod krivuljo PRH (PPK). Najvecje vrednosti
LD pretokov smo izrazili kot odstotek bazal-
nega LD pretoka za vsakega preiskovanca.
Rezultati so podani kot srednje vrednosti in
standardne napake srednjih vrednosti. Odzi-
ve LD pretoka na opisane provokacijske teste
smo vrednotili z analizo variance za ponav-
ljajoce se meritve (ANOVA). Vpliv snovi na
odzivnost koZne mikrocirkulacije smo vred-
notili z uporabo parnega Studentovega t-testa.
Merilo za statisti¢no znacilno razliko med
obravnavano in kontrolno skupino je bila
vrednost p, manj$a od 0,05.

Tabela 1. Vrednosti nekaterih hemodinamskih spremenljivk v mi-
rovanju.

Spremenliivka X+ SN
|‘DPImanm (PE) 7,6 +1 ,8
Tkaie (0 33,210,4
Py (mm Hg) 133,745,]
Py (M H) 849235

Prikazane so srednje vrednosti+napake srednjih vrednosti (X+SN),
n=14.1DP, ... = laser Doppleriev pretok v mirovanju, PE — perfuziiske
enofe, T, ,, — temperatura koZe, p,., — sistolicni arterijski prifisk na digi-
talni arteriji sredinca, py,, — diostolicni arteriski pritisk na- digitalni
arterij sredinca.

REZULTATI

V tabeli 1 so prikazane vrednosti LD pretokov
v mirovanju, temperature koZe in arterij-
skega tlaka v digitalni arteriji sredinca. Po
vsakr$ni mikroinjekciji je prislo do lokalnega
odziva: dviga LD pretoka ter seveda tempe-
rature. Znano je, da mikroinjekcija v tkivu
povzro¢i mikrotravmo (54, 55), ki pa je krat-
kotrajne narave. LD pretok se je do vseh
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naslednjih izvajanj (tj. priblizno 20 minut po
injekciji) in meritev Ze vrnil na izhodi§¢no
vrednost. Mesta, kjer je bil pretok po tem casu
$e bistveno povecan, smo izlocili iz nadaljnje
obdelave. Nobena od opisanih provokacij ni
imela sistemskih ucinkov, le pri nekaterih
preiskovancih sta se prehodno povecala frek-
venca utripa srca in arterijski pritisk, kar je
bila najverjetneje posledica aktivacije simpa-
tika zaradi strahu.

Vpliv soéasnega zaviranja
eNOS in COX na bazalne LD
pretoke ter na od endotelija
odvisno in od endotelija
neodvisno vazodilatacijo

Delovanje eNOS in COX smo so¢asno zavr-
li tako, da smo v koZo vbrizgali raztopino
L-NMMA (10 mM) in diklofenaka (10 mM);
za kontrolo smo na neodvisno merilno mesto
na kozi vbrizgali fiziolosko raztopino. Po 30 mi-
nutah smo izmerili LD pretok v mirovanju ter
izvedli iontoforezo ACh za ovrednotenje od
endotelija odvisne vazodilatacije ter iontofo-
rezo NaNP za ovrednotenje od endotelija
neodvisne vazodilatacije.

LD pretok v mirovanju se ni znacilno raz-
likoval (p = 0,24, t-test) med merilnimi mesti,
kamor smo bili vbrizgali raztopino L-NMMA
in diklofenaka (LD pretok je bil 12,5 +2,3 PE
na obravnavanem (tretiranem) mestu in
10,9 £ 1,8 PE na kontrolnem mestu), in kon-
trolnimi mesti (fizioloska raztopina).

ACh je na obeh merilnih mestih, tako
obravnavanem (z raztopino L-NMMA in diklo-
fenaka) kot tudi na kontrolnem (fizioloska
raztopina), povzrocil znacilno povecanje pre-
toka (ANOVA, p<0,001, sliki 1B in 2).
Povecanje pretoka je bilo na mestih, kamor
smo bili predhodno injicirali zaviralca eNOS
in COX, znacilno manjse (t-test, p <0,05) kot
na kontrolnih mestih (sliki 2 in 3A). Najvec-
ji pretok po iontoforezi je na kontrolnih mestih
narasel na 643+ 86 % bazalnega pretoka ter
na obravnavanih mestih na 390+ 56 % bazal-
nega pretoka. L-NMMA in diklofenak sta za
priblizno 30 % zavrla dvig LD pretoka po upo-
rabi ACh.

Tudi po iontoforezi NaNP je prislo do
znacilno povecanega LD pretoka (ANOVA,
p<0,001, sliki 1C in 3B) na obeh merilnih
mestih. Pri tem pa nismo zasledili znacilnih
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Slika 2. Vpliv zaviranja eNOS in COX na bazalni LD pretok in na z ACh izzvano vazodilatacijo. Prikazuje Casovni potek pretoka pred
in po fontoforezi ACh. LD, luser Dopplerjev, PE perfuzijske enofe. Odprti simboli, kontrola (mikroinjekcija fizioloske raztopine), zaprti
simboli, mikroinjekcija L-NMMA in diklofenaka. Prikazane so srednje vrednosti+ napake srednjih iednosti. n = 12, *, p<0,05.
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Slika 3. Primerjava odgovora LD pretokov na od endotelija odvisno (iontoforeza ACh) in od endoteliia neodvisno (iontoforeza NaNP)
vazodilatacijo pod vplivom zaviralcev eNOS in COX. Prikazane so vrednosti bazalnih pretokov in najveciih pretokov po ionfoforezi:
A. ACh in B. NaNP LD — laser Dopplerjev, PE — perfuzijske enofe. Odprti stolpci — kontrola (mikroinjekcija fizioloske raztopine), zapr-
ti stolpci — mikroinjekcija L-NMMA in diklofenaka. Prikazane so srednje vrednosti+ napake srednjih vrednosti. n = 12, *, p<0,05

(kontrola proti LNMMA + diklofenak).

razlik med merilnima mestoma (obravnava-
nim in kontrolnim): pretok je na kontrolnih
mestih narasel na 768 + 70 % bazalnega pre-
toka ter na obravnavanih mestih na 733 £54 %
(slika 3B).

Vpliv soéasnega zaviranja
eNOS in COX na LD pretoke
po popustitvi arterijskega
zaZema

7 zaZemom in popustitvijo zaZema smo vredno-
tili vpliv zaviranja eNOS in COX na reaktivno
hiperemijo. Po popustitvi zaZema je prislo do
prehodno znacilnega povecanja LD pretoka
(slika 1D) na obravnavanih in kontrolnih
mestih. Vrednosti najvec¢jega pretoka po popu-
stitvi zaZzema (LD ), Casa, ki je potreben, da
LD pretok doseze svojo najvecjo vrednost
(t,,.ap) ter casa trajanja PRH (t,,,,) se sicer
niso statisti¢no razlikovale med obravnavanim
(z L-NMMA in diklofenakom) in kontrolnim
mestom (fizioloska raztopina), vendar pa so
bile p vrednosti zelo blizu statisti¢no znacil-
nim (t-test). Omenjene vrednosti prikazuje
tabela 2. Ugotovili pa smo, da je bila povrsi-
na pod krivuljo PRH (PPK) znacilno manjsa
na mestih, kamor smo bili predhodno vbriz-

gali zaviralca eNOS in COX (slika 4, t-test,
p<0,05).

Vpliv zaviranja CYP 2€9 na
bazalne LD pretoke ter na
odzivnost mikrocirkvulacije koze

Zeleli smo ovrednotiti, ali je v mehanizem,
ki uravnava pretok v mikrocirkulaciji koZe in
ni odvisen od NO in PGIL,, morda vpleten
CYP 2C9. V ta namen smo na obravnavana
mesta, kamor smo bili predhodno injicirali
L-NMMA in diklofenak, kot tudi na kon-
trolna mesta (injekcija fizioloke raztopine)
v koZo injicirali sulfafenazol razlicnih kon-
centracij ter izmerili bazalne LD pretoke.
Odzivnost koZne mikrocirkulacije pa smo
vrednotili tako, da smo izvedli iontoforezo
ACh oziroma zazem brahialne arterije.
Izkazalo se je, da sulfafenazol nima vpli-
va na bazalne pretoke, saj se vrednosti LD
pretokov med vsemi Stirimi merilnimi mesti
niso razlikovale, kar je razvidno iz tabele 3.
Prav tako ni bilo razlik med najvedjimi LD pre-
toki po iontoforezi ACh (prikazano na sliki 5),
kot tudi med parametri PRH med posamez-
nimi merilnimi mesti. V tabeli 4 so prikazane
vrednosti PPK; ostali rezultati niso prikazani.
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Tabela 2. Odziv laser Dopplerjevih prefokov na popustitev fiminutnega zaZema brahialne arterije: vpliv zaviranja eNOS (z [-NMMA)
in COX (z diklofenakom).

Spremenljivka Kontrola L-NMMA + diklofenak 4

0P, _,.(°E) 11,2415 9,905 0,42
0P, (PE) 51,9454 42,349 0,06
top (52K) 7,3+0,9 89+1,2 0,09
gy 52K) 63,979 51,4105 0,2
PPK (PE  sek) 1252+ 186 985,4+202 0,02

Prikazane so srednje vrednosti  napake srednjih vrednosfi, n = 10. LDP, .. — laser Doppleriev prefok v mirovanju, LDP_  — najvedii laser
Doppleriev pretok po popustitvi zazema, PE — perfuzijske enote, t - — cas po popustitvi zazema, v katerem LD prefok doseze najvetjo vrednost,
g — Cas trajanja hiperemije po popustitvi zazema, sek — sekunrﬂe, PPK — povi3ina pod krivuljo hiperemije. p — verjemost za napako pri zavmitvi
nicelne hipoteze pri 95 % infervalu zaupania.

1500 "
—
_ 1000
= 500 TR L
Slika 4. Vpliv zaviranja eNOS in COX na ploscino pod krivuljo (PPK)
hiperemije po popustitvi zaZema. Odprti stolpci, kontrola (mikro-
injekcija fizioloske raztopine), zaprti stolpci, mikroinjekcija
\ortrol LAdi [-NMMA in diklofenaka (LNAdiklo). Prikazane so srednje vred- 23
onirola o nosti+napake srednjih viednosti. n = 10, *, p<0,05.

Tabela 3. Vpliv sulfafenazola, zaviralca CYP 29, na laser Dopplerjeve pretoke v mirovanju, brez in v prisotnosti socasnega zaviranja
eNOS in COX.

Kontrola L-NMMA + Sulfafenazol L-NMMA +
Diklofenak diklofenak +
sulfafenazol
[DP, . (PE) 11,6+3,0 87«15 14,9+3,4 13,2+3,3

bazalni

Prikazane so srednje vrednosti + napake srednjih vrednosti. n = 12. LDP, - —laser Dopplerjev pretok v mirovanju, PE — perfuzijske enote

bazalni

800
E 600 5 *
= e - Slika 5. Vpliv sulfafenazola, selektivnega zaviralca CYP 2C9, na
~§_ 2 ACh izzvano vazodilatacijo brez in v prisotnosti zaviralcev eNOS
=) (L-NMMA) in COX (diklofenaka). Najvedii prefok je prikazan kot %

200 - pretoka v mirovanju. Prikazane so srednje vrednosti+napake sred-
njil vrednosti. n = 12, *, p< 0,05 (kontrola proti LNAdiklo in
sulfa profi [NAdiklosulfa). Kontrola, fizioloska raztopina, sulfa,
sulfafenazol, NAdiklo, L-NMMA + diklofenak, LNAdiklosulfa,
[-NMMA + diklofenak + sulfafenazol, LD~ loser Dopplerjev.

kontrola  sulfa  LNAdiklo LNAdiklosulfa
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Tabela 4. Vpliv sulfafenazola na plostino pod krivuljo (PPK) reaktivie hiperemije po popustitvi zaZema, brez in v prisotosti socasne-

ga zaviranja eNOS (z L-NMMA) in COX (z diklofenakom).

Kontrola L-NMMA + Sulfafenazol L-NMMA +
Diklofenak diklofenak +
sulfafenazol
PPK (PE x sek) 1252+186 985+202* 1491333 1005+196*

Prikazane so srednje vrednosti + napake srednjih vrednosti. n = 10. PPK, plostina pod krivuljo hiperemije po popustitvi zazema brahialne arterije,
PExsek, perfuziiske enote krat sekunde. *, p<0,05 (kontrola profi L-NMMA + diklofenak in sulfafenazol proti L-NMMA + diklofenak + sulfafenazol).

Tudi visje koncentracije sulfafenazola (do nasi-
Cenja raztopine) niso imele vpliva na katero-
koli zgoraj omenjeno merjeno spremenljivko
(rezultati niso prikazani).

RAZPRAVLJANJE

V nasi raziskavi smo pokazali, da zavrtje delo-
vanja eNOS in COX ne vpliva na bazalne LD
pretoke v mikrocirkulaciji koZe, povzroci pa
znacilno zmanjsanje z ACh izzvane vazo-
dilatacije; $e vedno pa je ohranjeno 70%
vazodilatacije. Tudi kazalci PRH se po zavi-
ranju eNOS in COX znacdilno ne spremenijo,
razen znacilnega zmanj$anja PPK. Rezultati
nakazujejo, da ima mehanizem, ki ni odvisen
od NO in prostanoidov in ga potencialno pri-
pisemo delovanju EDHF, pomembno vlogo pri
uravnavanju mikrocirkulacije v koZi. Morebit-
ni EDHF v mikroZilju koZe najverjetneje ni
derivat CYP 2C9, saj sulfafenazol, ki je selek-
tivni zaviralec CYP 2C9, ni imel vpliva na
bazalne LD pretoke ter na odzivnost mikro-
Zilja po dodatku ACh ali zaZemu brahialne
arterije, tako brez kot tudi v prisotnosti zavi-
ralcev eNOS in COX.

Preden nadaljujemo z razpravo, velja Se
enkrat poudariti, da rezultati nudijo le posred-
no oceno o EDHF, saj bi morali za neposred-
no potrditev obstoja EDHF poleg zaviranja
delovanja ostalih znanih endotelijskih vazodi-
latatorjev dokazati $e hiperpolarizacijo GMC
ali vsaj zavreti moZne tarce delovanja EDHF
(K,-kanale) (8-10). Vse omenjeno pa je vin
vivo poskusih na ljudeh prakti¢no neizvedlji-
Vo, zato se nasa tovrstna opazanja lahko opi-
rajo zgolj na izsledke poskusov, narejenih na
Zivalskih modelih. Vsekakor je to omejitev,
zato se zavedamo, da so razglabljanja o moz-
nem EDHF zgolj predpostavke.

Zaviranje eNOS in COX
ne vpliva na bazalne
LD pretoke

Pokazali smo, da socasno zaviranje eNOS in
COX ne vpliva na bazalni LD pretok. Ome-
njeni izsledki so v nasprotju z vecino raziskav
(omejili se bomo na raziskave na ljudeh), ki
so bile opravljene in vivo na podlakti in so
v veliki vecini pokazale zmanjSanje bazalne-
ga pretoka po zavrtju delovanja eNOS in
COX (24, 33, 38, 39). Nasprotno pa so v ra-
ziskavi, opravljeni na bolnikih s kroni¢nim
popuscanjem srca, ugotovili, da zaviranje
eNOS in COX ne vpliva na pretoke v mirova-
nju (18). Vendar pa je neposredna primerjava
nase $tudije z omenjenimi vprasljiva, saj so
pretoke v mikrocirkulaciji merili s pletiz-
mografsko metodo, ki ne omogoca vpogleda
zgolj v mikrocirkulacijo koZe. Meri namre¢
pretoke skozi uporovne Zile tako v koZi kot
v globlje lezecih tkivih, najpogosteje mascev-
ju in skeletnih miSicah (35, 41); znano pa je,
da se vpliv EDHF zelo razlikuje med razlic-
nimi tkivi (9, 34, 35). Primerljivih $tudij,
narejenih na koZi, je zelo malo; z uporabo LD
metode za oceno pretokov v mikrocirkulaciji
kozZe so preucevali le vpliv bodisi NO bodisi
prostanoidov, tudi rezultati si zelo nasprotu-
jejo (3, 6, 42-45). Le v dveh raziskavah so,
¢etudi z drugima zaviralcema kot v nasi stu-
diji in z druga¢no metodo aplikacije, istoCasno
zavrli delovanje eNOS in COX in pokazali,
da se pri tem bazalni LD pretok ni spreme-
nil (46, 47).

Ob predpostavki, da zavrtje delovanja NO
in PGI, razkrije delovanje EDHF, lahko sklepa-
mo, da EDHF pomembno prispeva k nadzoru
Zilnega tonusa v mirovanju. Znano je, da je
pomemben draZljaj za spro$canje EDHF iz
endotelija striZzna sila (7), torej lahko predpo-



MED RAZGL 2008; 47

stavimo, da je slednja Ze v mirovanju dovolj
velika, da povzro¢i spros¢anje EDHF (zado-
sten dvig [Ca*"] v EC). Po drugi strani pa so
ugotovili, da je lahko vloga EDHF precenje-
na, ¢e zavremo delovanje eNOS in COX, kajti
pokazali so, da pride hitro do kompenzatorne-
ga povecanja ostalih vazodilatatorjev (9, 35).
V ved raziskavah so pokazali tudi, da endo-
telijski vazodilatatorji medsebojno vplivajo
drug na drugega. NO naj bi zaviral delovanje
EDHF (59, 60); sele ko zavremo delovanje
NO, naj bi se ‘razkrila’ od EDHF odvisna vazo-
dilatacija. Zato v mnogih $tudijah govorijo
o EDHF kot o ‘nadomestnem’ (v angles¢ini
‘back-up’) vazodilatatorju, ki pride do izraza
ob zmanj$anem delovanju ostalih vazodila-
tatorjev, denimo NO (9, 10, 18, 59, 60). S tem
mehanizmom lahko tudi razloZimo pomem-
ben pomen EDHF pri bolezenskih stanjih,
kjer je zaradi zmanj$ane funkcije endotelija
zmanj$ano izlocanje NO in v tem primeru
EDHF omogoca vazodilatatoren odziv. Seve-
da bi bila ena od moznih razlag, zakaj ni priglo
do zmanj$anja pretoka po zaviranju eNOS in
COX, tudi ta, da zaviranje ni bilo popolno.
Tarazlaga se zdi manj verjetna, kajti tudi
¢e smo zvisali koncentracijo zaviralcev, nismo
opazili u¢inka na bazalni LD pretok. Se ve&:
zaviranje eNOS in COX je povzrocilo zmanj-
$anje od ACh odvisne vazodilatacije. ACh
poveca pretok, kar seveda zaradi hitrejSega
izplavljanja povzroc¢i razredditev snovi na
mestu delovanja, torej bi prej pricakovali
vpliv zaviralcev eNOS in COX na bazalni
LD pretok kot na z ACh izzvano vazodila-
tacijo.

Zaviranje eNOS in COX ne
prepreéi od endotelija odvisne
vazodilatacije

Od endotelija odvisno vazodilatacijo smo
ocenjevali z iontoforezo ACh, od endotelija
neodvisno pa z iontoforezo NaNP. Ugotovili
smo, da je bila z ACh izzvana vazodilatacija
po zaviranju eNOS in COX znacilno zmanj-
$ana, ne pa zavrta, saj je Se vedno dosegla
skoraj 70 % maksimalne vazodilatacije. Nas-
protno pa zaviranje eNOS in COX ni vplivalo
na od endotelija neodvisno vazodilatacijo,
izzvano z NaNP. V vecini raziskav so prav tako

pokazali, da je vazodilatacija po zaviranju
eNOS in COX ohranjena, cetudi zmanjS$ana
(18, 33-35, 37, 39). Kot smo Ze omenili, pa so
za oceno pretokov uporabljali pletizmografsko
metodo, zato primerjava ni povsem na mestu.
Edini dve raziskavi, ki so ju naredili na kozi
in s katerima so raziskovali mehanizem delo-
vanja ACh na endotelij, sta prav tako pokazali
zmanj$anje od ACh odvisne vazodilatacije ob
isto¢asnem zaviranju eNOS in COX (46, 47).
V omenjenih dveh $tudijah pa niso vrednotili
od endotelija neodvisne vazodilatacije, razen
tega so za uporabo zaviralcev in ACh upo-
rabljali mikrodializo, ki je bolj invazivna od
mikroinjekcije, kot zaviralec eNOS pa so
uporabili L-NAME (metilni ester L-nitro
arginina). Cetudi je slednji mo¢nejsi zavira-
lec eNOS (58), pa se zdi uporaba L-NMMA
bolj utemeljena, saj naj bi imel L-NAME tudi
antiholinergi¢ni ucinek, kar seveda lahko
vpliva na delovanje ACh (61). V mnogih $tu-
dijah so za oceno od NO in PGI, neodvisnega
mehanizma od endotelija odvisne vazodila-
tacije raje kot ACh uporabljali BK (15, 33, 39).
ACh naj bi, za razliko od BK, namre¢ v vedji
meri deloval na eNOS kot na ostale vazodi-
latatorne sisteme (34, 35). Vendar pa so
v drugih raziskavah, opravljenih na ljudeh in
vivo, dokazali z ACh odvisno vazodilatacijo,
ki je bila prisotna tudi po zavrtju delovanja
NOS in COX, ter jo pripisali EDHF (18, 35,
37, 40). Poleg tega je ACh za uporabo s po-
modjo iontoforeze neprimerno bolj uporaben
kot BK (41, 56), saj je po uporabi BK varia-
bilnost zelo velika; Newton (41) je pokazal
celo 70 % koeficient variabilnosti po iontofo-
rezi BK. Na izoliranih podkoZnih (subkutanih)
uporovnih arterijah, ki so jih tretirali z zavi-
ralci eNOS in COX, so celo pokazali, da ACh
privede do hiperpolarizacije (28). Zanimiva
je tudi raziskava na enakih Zilah, ki je poka-
zala, da kombinacija apamina (zaviralec SK,)
in karibdotoksina (zaviralec IK., in BK,)
popolnoma zavre z ACh izzvano, od NO in
PGI, neodvisno vazodilatacijo (29, 32), kar
kaZe na vlogo K, kanalov in morebitni EDHF
v podkoZnih Zilah. Ce se opiramo na izsled-
ke omenjenih raziskav, lahko z ACh izzvano
vazodilatacijo v nasi $tudiji, do katere pride
tudi po zaviranju eNOS in COX, pripise-
mo delovanju EDHF. Ker pa je znano, da so
vplivi endotelijskih vazodilatatorjev (NO,
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PGI, in EDHF) na mikrocirkulacijo in njihove
medsebojne interakcije moc¢no odvisni od
uporabljenega agonista (34, 35, 41), rezulta-
tov ne smemo posplositi. Za osvetlitev
prispevka EDHF k aktivni vazodilataciji v ko-
71 so vsekakor potrebne dodatne raziskave
z uporabo drugih agonistov.

Vpliv zaviranja eNOS in COX
na PRH

Kot eno od mer za oceno endotelijske funk-
cije smo uporabili hiperemijo po popustitvi
zazema. Test PRH zelo posredno simulira
delovanje strizne sile, saj po popustitvi zaze-
ma pretok mocno naraste zaradi delovanja
metaboli¢nih mediatorjev, ki so se nakopici-
li v tkivu zaradi hipoksije (41, 43, 56, 57); prav
strizna sila pa je znani draZljaj za izlocanje
endotelijskih vazodilatatorjev, torej tudi EDHF.
Rezultati so pokazali, da zaviranje eNOS in
COX ni vplivalo na najvedji pretok po popu-
stitvi zaZema, niti na Cas, ki pretece, preden
LD pretok doseze svojo najvedjo vrednost
(t,0a1p)s Niti Na Cas trajanja PRH. V nasprot-
ju z ostalimi kazalci pa je bila znacilno manjsa
povrsina pod krivuljo PRH. Zmanjsanje PRH
kaZe, da je dejansko prislo do zavrtja delova-
nja COX in eNOS, kar lahko potrdi ustreznost
naSe metode (intradermalna mikroinjekci-
ja zaviralcev). Na podlagi rezultatov lahko
sklepamo, da so pri mehanizmu nastanka
hiperemije po popustitvi zaZema prispevki
drugih vazodilatatorjev pomembne;jsi kot
NO in PGI,. To je lahko denimo EDHF, seve-
da pa gre tu Se za mnozico metaboli¢nih
dejavnikov, ki se iz endotelija spro$¢ajo zaradi
hipoksije. V literaturi ne zasledimo podatkov
o podobnih raziskavah na koZi, saj so lo¢eno
vrednotili le vplive samo NO ali samo prostanoi-
dov na PRH; rezultati so si spet zelo nasprotujoci
(41-43, 56, 57). V in vivo pogojih v mirovanju
je na ljudeh prakticno nemogoce uporabiti
kakSen drug test, ki bi vrednotil zgolj vplive
strizne sile na endotelij; alternativa je seve-
da telesna aktivnost, med katero pa je tezko
meriti LD pretoke. Razen tega je znano, da
se razmere nadzora Zilnega tonusa med tele-
sno aktivnostjo bistveno spremenijo (2, 4).
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Karakterizacija od NO in PGI,
neodvisne vazodilatacije:
EDHF ni produkt citokroma
P450 2€9

Zeleli smo tudi opredeliti naravo EDHF: zani-
malo nas je, ali je v ‘od NO in prostanoidov
neodvisni’ mehanizem vpleten CYP 2C9. Izka-
zalo se je, da sulfafenazol, ki je selektivni
zaviralec CYP 2C9, ne vpliva niti na bazalne
LD pretoke niti na odzivnost mikroZilja po
dodatku ACh ali zaZemu brahialne arterije,
kar kaZe na to, da morebitni EDHF v mikro-
zZilju koZe najverjetneje ni derivat CYP 2C9.
Za selektivni zaviralec CYP 2C9 (53) smo se
odlocili zato, ker so na mnogih Zilah Zivali in
¢loveka dokazali prav vpletenost te izooblike
CYP pri nastanku odgovora, ki ga posreduje
EDHF (9, 11, 23, 37, 39). Razen tega so poka-
zali, da manj selektivni zaviralci CYP delujejo
tudi na K, kanale na celi¢nih membranah,
ki so domnevno koncna tarca delovanja EDHF,
ter celo vplivajo na [Ca*'], v EC, kar je klju-
¢en proces pri nastanku EDHF (9, 62). Vse
omenjeno seveda moc¢no omaje relevantnost
$tudij, kjer so uporabljali izoformno nespeci-
ficne zaviralce CYP (29, 36, 38), in tudi ne
dopusca primerjave z na$o Studijo. Samo
v treh in vivo raziskavah na uporovnih Zilah,
kjer so merili pretoke s pletizmografsko
metodo, so kot zaviralec CYP uporabljali sul-
fafenazol (24, 39, 40). Rezultati nase Studije
so skladni z omenjenimi $tudijami, kjer pri
zdravih preiskovancih prav tako niso dokaza-
li vpletenosti CYP 2C9 pri nastanku EDHF.
Nasprotno pa so pri bolnikih z esencialno
hipertenzijo Taddei in sodelavci pokazali, da
sulfafenazol zmanj$a od NO in PGI, neodvi-
sno vazodilatacijo (40), kar kaZe na vpletenost
CYP 2C9 pri bolezenskih procesih in je skladno
s predpostavko, da naj bi bil EDHF kompen-
zatorni vazodilatator v stanjih, ko je vloga NO
okrnjena. Zanimiva je tudi $tudija Hilliga in
sodelavcev, ki so pokazali vpletenost CYP 2C9
izozoblike pri hiperemiji v mikrocirkulaciji
skeletnih misic med telesno vadbo (24). Prav
tako so z uporabo sulfafenazola dokazali
pomembno vpletenost CYP 2C9 pri vazodi-
latatornem odgovoru vedjih prevodnih Zil
(37, 63). Vse omenjeno tako lahko potrjuje
predpostavko o razli¢ni identiteti EDHF med
tkivi in odseki Zilja (uporovne in prevodne
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Zile) kot tudi med fizioloskimi procesi (miro-
vanje in telesna aktivnost).

Seveda pa ne moremo povsem izkljuciti
moznosti, da sulfafenazol ni docela zavrl
delovanja CYP, etudi vi§je koncentracije sul-
fafenazola (do nasi¢ene raztopine) prav tako
niso vplivale na rezultat. Uporabnost nase tu-
dije je tako omejena zaradi metode, s katero
smo v kozo vnesli snovi: tako sulfafenazol kot
tudi L-NMMA in diklofenak. Mikroinjekcija
namre¢ ne omogoca merjenja koncentracije
snovi in situ. Tako ne vemo, kaksna je bila kon-
centracija sulfafenazola v tkivu in kako hitro
se je izplavljal. To pa je tudi pomislek pri
vseh metodah, ki skusajo in vivo oceniti sta-
nje mikrocirkulacije koZe, saj ni metode, ki bi
omogocala neposredno in situ merjenje snovi.

ZAKLJUCEK

Na podlagi rezultatov na$e $tudije lahko
zaklju¢imo, da ima endotelijski vazodilatatorni
mehanizem, ki ni odvisen od NO in prosta-
noidov in ga potencialno lahko pripisemo
delovanju EDHF, pomembno vlogo pri nad-
zoru in uravnavanju mikrocirkulacije v kozi,
tako v mirovanju kot tudi v stanjih poveca-
nega pretoka. EDHF v koZi najverjetneje ni
derivat CYP 2C9, kar potrjuje domnevo o vec
identitetah EDHF v razli¢nih tkivih. Potreb-
ne so temeljite nadaljnje raziskave tako na
zdravih kot tudi na bolnih preiskovancih, ki
bodo bolje osvetlile pomen EDHF pri ¢love-
ku, nedvomno pa njegova vloga Se zdale¢ ni
zanemarljiva.
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