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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

ATP — eng. Adenosine triphosphate; adenozin trifosfat

BMP-7 — eng. bone morphogenic protein 7; kostani morfogenetski protein 7
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HTK — eng. histidine-triptophan-ketoglutarate; histidin-triptofan-ketoglutarat

IL-6 — eng. interleukin 6

IRI — eng. ischemia-reperfusion injury; ishemijsko-reperfuzijska ozljeda

MAP kinaza — eng. mitogen-activated protein kinase; mitogenom aktivirana protein kinaza

NADH — eng. nicotinamide adenine dinucleotide; nikotinamid adenin dinukleotid

Na/H izmjenjiva¢ — natrij/vodik izmjenjivac

Na/K ATP-aza — natrij/kalij adenozin trifosfataza

OP-1 — eng. osteogenic protein 1; osteogenetski protein 1

Rho GTP-aza — eng. ras homologous guanosine triphosphate; rasu homologna gvanozin

trifosfataza

TGF-p — eng. transforming growth factor beta; transformirajuci ¢imbenik rasta beta

TNF-o — eng. tumor necrosis factor alpha, tumor nekrotizirajuci faktor alfa

UW — eng. University of Wisconsin



1. UVOD

Transplantacija bubrega predstavlja najbolju i najuspjes$niju metodu lijeCenja kroni¢nog
zatajenja bubrega. Danas se, s obzirom na trend starenja populacije, javlja sve veci broj
bubreznih bolesnika, a samim time povecan je i broj transplantacija bubrega. Prilikom procesa
transplantacije, bubreg se eksplantira iz tijela donora, ispire se hladnom otopinom za ¢uvanje
tkiva te se potom pohrani u ohladenu otopinu na +4°C (1). Hipotermija smanjuje metabolicke
potrebe tkiva te na taj nain sprjeCava propadanje stanica i ¢uva vitalnost, ali i funkciju
bubrega (2,3). Unato¢ tome, hladno¢a ne moze u potpunosti sprijeciti oStecenja nastala zbog
prekida cirkulacije u tkivu bubrega, pri ¢emu u slucaju prolongirane hladne ishemije, dolazi
do nekroze tkiva i razvoja tubulointersticijske fibroze. Vrijeme koje organ provodi pothladen,
izmedu prestanka krvne opskrbe u tijelu donora (ekstrakcije) do prikljucenja bubrega u
cirkulaciju primaoca, naziva se hladnom ishemijom (4). Zbog C¢injenice da proces
transplantacije nije uvijek moguce uciniti u kratkom vremenskom roku, od iznimnog je
znacenja u tome periodu $to uspjesnije oCuvati tkivo bubrega, pri ¢emu klju¢nu ulogu imaju
prezervacijske otopine. Topla ishemija slijedi nakon hladne ishemije, vadenjem organa iz
ohladene otopine te traje do trenutka implantacije organa u tijelo primatelja, odnosno zavrSava
uspostavom cirkulacije kroz transplantirani organ. Nakon ishemije, hladne i tople,
implantacijom bubrega u tijelo primaoca, zapoc€inje proces reperfuzije, koji izaziva novo
ostecenje tkiva, a ¢itav proces naziva se ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom (engl. ischemia
— reperfusion injury, IRI) (5). IRl je jedan od najvaznijih uzroka oslabljene funkcije
transplantiranog bubrega te jedan od najc¢es¢ih uzroka njegovog odbacivanja (2,3). Dosada je
identificirano nekoliko rizi¢nih ¢imbenika koji povecavaju vjerojatnost njezina nastanka, a
jedan od najvaznijih je nain prezervacije bubrega, odnosno duljina trajanja hladne i tople
ishemije (6). Maksimalno vrijeme trajanja hladne ishemije bubrega iznosi 24 sata (1).

Istrazivanja su dokazala kako duljina trajanja hladne ishemije uvelike utjeCe na funkciju



transplantiranog bubrega. Produljeno vrijeme trajanja hladne ishemije uzrokuje ostecenje
bubrega te povecava rizik nastanka odgodene funkcije presatka, koja se definira kao potreba
za hemodijalizom unutar prvih 7 dana od transplantacije (6). Osnovni uzrok ostecenja tkiva u
hladnoj ishemiji je nedostatak Kisika, koji dovodi do smanjenja koncentracije adenozin
trifosfata (engl. adenosine triphosphate, ATP), slabljenja aktivnosti Na/K-ATP-aze (Na/K
crpke) te rezultira promjenama koncentracija iona i narusavanjem pH homeostaze (7). Kako
bi se sprije¢io nastanak navedenih ostecenja, u klinickoj se praksi za vrijeme trajanja hladne
ishemije koriste razliite otopine za ispiranje bubrega. Standardni kriterij u prezervaciji
bubrega danas predstavlja University of Winsconsin (UW/Viaspan) otopina, koja ima veci
antioksidativni potencijal u odnosu na preostale prezervacijske otopine (1). Postoji jo$
nekoliko razli¢itih otopina koje se koriste u prezervaciji bubrega, od kojih su najznacajnije
histidin triptofan ketoglutarat (HTK/Custodiol) otopina te Euro-Collins otopina (8). Prema
dosad provedenim istrazivanjima, obje otopine imaju nesto losiji zastitni uc¢inak u odnosu na
Viaspan otopinu, s iznimkom prezervacije bubrega zivih donora, gdje je HTK otopina
pokazala najbolje rezultate, odnosno najmanju incidenciju nastanka odgodene funkcije
presatka (9). Bubreg, za razliku od ostalih organa, ima sposobnost kompletne regeneracije
oStecenja tkiva nastalog kao posljedica ishemijsko - reperfuzijske ozljede. Glavnu ulogu u
procesu regeneracije ima aktivacija proteina koji su sastavni dio procesa nefrogeneze, kao i
proliferacija epitela tubularnih stanica (9). Kostani morfogenetski protein 7 (engl. bone
morphogenetic protein 7, BMP-7), najvazniji je protein iz te skupine. Rije¢ je o proteinu, koji
pripada porodici proteina preobrazuju¢i cimbenik rasta  (engl. transforming growth factor p,
TGF-B), a u ljudskom organizmu se izrazava i ostvaruje Sv0j uc¢inak u bubregu, kostanom,
hrskavicnom 1 masnom tkivu, timusu, koStanoj srzi, slezeni, mozgu, srcu, skeletnoj
muskulaturi, plu¢ima, jetri, gustera¢i i prostati. U bubrezima se pocinje stvarati u

embrionalnom radoblju, ponajvise u glomerulu, epitelnim stanicama distalnih tubula i u



stanicama sabirnih kanali¢a te je jedini ¢imbenik koji je apsolutno neophodan za normalan
razvoj bubrega. U slucaju nastanka akutne bubrezne ozljede, razina BMP-7 drasti¢no se
smanjuje, dok se prilikom oporavka bubrezne funkcije ubrzo vra¢a na normalnu razinu
(10,11). Dosada provedena istrazivanja pokazuju, da primjena BMP-7 u prezervacijskim
otopinama ima pozitivan ucinak na ocuvanje funkcije bubrega, poticanju regeneracije
oStecenja nastalih kao posljedica ishemijsko reperfuzijske ozljede te istovremeno smanjuje

upalni odgovor i apoptozu stanica (12).

1.1. Hladna ishemija bubrega

Vrijeme trajanja hladne ishemije ima klju¢nu ulogu u uspjehu transplantacije bubrega.
Prolongirana hladna ishemija predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za nastanak odgodene funkcije
presatka, akutnog bubreznog odbacivanje te gubitka funkcije presatka. Upravo iz tih razloga,
cilj svakog postupka transplantacije je pokusati skratiti vrijeme trajanja hladne ishemije, kako
bi se sacuvala funkcija bubrega (13). Ishemijska ozljeda nastaje kao posljedica smanjene
opskrbe tkiva kisikom, a moze se javiti u razli¢itim stanjima, poput akutnog koronarnog
sindroma, ishemije crijeva, akutne bubrezne ozljede, mozdanog udara te transplantacije
organa. Jedinstvena karakteristika bubrega, u usporedbi s ve¢inom drugih organa, jest da se
moze u potpunosti oporaviti od tranzitorne ishemije, $to ga ¢ini idealnim organom za
proucavanje mehanizama regeneracije tkiva nakon ishemijskih ostecenja (14). Osnovni razlog
oStecenja stanica u hladnoj ishemiji jest nedostatak kisika, pri ¢emu najprije stradava proces
aerobne razgradnje glukoze. Ubrzo nakon prestanka opskrbe tkiva kisikom u stanicama
prestaje proces oksidativne fosforilacije te od tog trenutka anaerobna glikoliza predstavlja
jedini izvor energije za stanicu. Obzirom da anaerobnom razgradnjom jedne molekule
glukoze nastaju samo dvije molekule ATP-a, za razliku od aerobne razgradnje u kojoj nastaje

36 molekula ATP-a, koncentracija ATP-a u stanici po¢inje se brzo smanjivati. Istovremeno



dolazi i do nakupljanja metabolita, poput laktata i NADH, koji narusavaju pH homeostazu
tkiva, kao 1 proces glikolize, tako da ve¢ nakon nekoliko minuta dolazi do manjka ATP-a.
Kompenzacijski odgovor stanice na acidozu jest aktivacija Na/H izmjenjivaca, prilikom ¢ega
veca koli¢ina natrija izlazi iz stanice u zamjenu za vodikove ione. Ishemijski uvjeti i
nedostatak ATP-a najprije pogadaju stani¢ne sustave kojima je potrebna najveéa koli¢ina
energije, a to su transportni sustavi odgovorni za odrzavanje ionske homeostaze, poput Na/K
ATP-aze te kalcijske crpke. Prestanak njihova rada rezultira povecanjem izvanstani¢ne
koncentracije kalija, uz istodobno nakupljanje natrija, kalcija i vode u stanici. Manjak energije
takoder dovodi do deagregacije poliribosoma te inhibicije sinteze bjelancevina (16). Ukoliko
hipoksija potraje odredeni vremenski period, stanica u jednom trenutku prelazi tocku nakon
koje oSteCenja postaju u potpunosti ireverzibilna. Najbolji pokazatelj ireverzibilnog oste¢enja
stanice jest stanje mitohondrija. U takvim uvjetima dolazi do bubrenja mitohondrija, s
posljedi¢nim povecanjem propusnosti mitohondrijske membrane, koje ima negativan utjecaj
na razli¢ite funkcije stanice (16). Najvazniji uzrok ireverzibilnih promjena stanice jest izrazito
povecanje citosolske konecntracije Kkalcija, koji osim S§to poti¢e mitohondrijsku
permeabilitetnu tranziciju, istovremeno sam ili u kombinaciji s kalmodulinom pokrece
razli¢ite mehanizme kojima dodatno oSte¢uje stanicu. Ishemijska ozljeda takoder moze
potaknuti 1 proupalni odgovor, koji rezultira poja¢anom aktivacijom upalnih stanica 1 upalnih
¢imbenika, rezultirajuéi daljnjim ostecenjem tkiva (17). Proupalni citokini, poput interleukina

6 te TNF-o imaju glavnu ulogu u ovom procesu (18).

1.2. Topla ishemija bubrega
Vrijeme tople ishemije, pojam je koji definira vremenski period ishemije stanica i tkiva
organa, koji se zbiva u uvjetima normalne tjelesne temperature. Kada je rije¢ o transplantaciji,

vrijeme tople ishemije podrazumijeva dva razlicita perioda procesa tranplantacije. Prvi period



tople ishemije organa zapocinje zaustavljanjem protoka krvi u tijelu donora kroz ciljni organ i
traje sve do pohrane tog istog organa u ohladenu otopinu. Drugi period tople ishemije,
zapocCinje vadenjem organa iz ohladene otopine te traje do trenutka implantacije organa u
tijelo primatelja, odnosno zavrSava uspostavom cirkulacije kroz transplantirani organ (19).
Topla ishemija bi u idealnim uvjetima trebala trajati do 30 minuta, dok se svaka topla
ishemija u vremenu trajanja duzem od 30 minuta, definira kao prolongirana topla ishemija.
Istrazivanja su dokazala kako prolongirana topla ishemija, kao i hladna ishemija, ima
nepovoljan utjecaj na funkciju presatka bubrega te moze rezultirati odgodenom bubreznom
funkcijom, odbacivanjem presatka, kao i produzenim vremenom trajanja hospitalizacije
primatelja (20). Zasada je identificirano nekoliko razli¢itih ¢imbenika, koji povecavaju rizik
nastanka tople ishemije bubrega poput: muskog spola donora, starije Zivotne dobi donora,
transplantacije desnog bubrega, povisene tjelesne mase primaoca, prethodne transplantacije

bubrega te produljenog vremena trajanja hladne ishemije.

1.3. Oksidativni stres i antioksidativni sustavi

Tezi oblik oSte¢enja tkiva nastaje ponovnom uspostavom cirkulacije, odnosno reperfuzijom,
pri ¢emu dolazi do pojacanog ulaska kisika u stanice te stvaranja velike koli¢ine slobodnih
kisikovih radikala, koji uzrokuju oste¢enja DNA, proteina i lipida stani¢ne membrane. Krajnji
rezultat ovakvih dogadanja jest da stanica gubi svoj vlastiti integritet i odumire (5). Slobodni
radikali su molekule ili dijelovi molekula koji sadrZze nespareni elektron u vanjskoj ljusci.
Upravo nespareni elektron omoguéuje slobodnim radikalima veliku reaktivnost te smanjenu
specifi¢nost za reaktante. 1z tog razloga mogu reagirati s razli¢itim spojevima te imaju kratak
poluvijek trajanja. Vezanjem na ciljne molekule, slobodni radikali pokre¢u neenzimske
lan¢ane reakcije. Slobodni radikali mogu nastati u tkivu na razli¢ite nacine, kao $to su

nepotpuna redukcija Kisika, enzimskim reakcijama, radiolizom malih molekula, kao



meduproizvod metabolizma egzogenih i endogenih molekula u tkivima te pri aktivaciji
trombocita (5). Najvazniji slobodni Kisikovi radikali jesu superoksidni anion (02%), vodikov
peroksid (H202) te hidroksilni radikal (OH"). Dnevno, procesom nepotpune redukcije Kisika u
tkivu, nastane 2-4 X 10%° slobodnih kisikovih radikala. U hipoksiji, povisena koncentracija
kalcija unutar stanice potice stvaranje slobodnih kisikovih radikala, pomo¢u razli¢itih procesa,
poput poticanja metabolizma arahidonske kiseline, permeabilne tranzicije mitohondrija te
pretvorbe ksantin-dehidrogenaze u ksantin-oksidazu. Prilikom ponovnog uspostavljanja
cirkulacije, ksantin oksidaza prevodi dostupne velike koli¢ine kisika u kisikove radikale, ¢ime
nastaje preveliko opterecenje tkiva radikalima, S§to predstavlja osnovu postishemijskog
oste¢enja tkiva (5). Ljudski organizam djelomi¢no je zaSticen od djelovanja slobodnih
kisikovih radikala, pomocu vlastitih antioksidativnih enzimatskih sustava, poput superoksid
dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (engl. gluthatione peroxidase, GSH-PX) te katalaze,
ali i pomoc¢u prirodnih antioksidansa, kao $to su vitamini C i E, koenzim Q, ubikvinon,
metionin, cistein i melatonin (21). Enzimskim reakcijama se slobodni radikali prevode u
manje toksi¢ne ili pak netoksi¢ne spojeve. Dva razli¢ita oblika SOD pretvaraju superoksidni
anion u manje toksi¢an spoj, vodikov peroksid (H202), koji se kasnije pomo¢u katalaze
razlaze do vode i kisika. Oste¢enja u tkivima mogu nastati kao posljedica slabosti zastitnih
mehanizama ili zbog prevelike proizvodnje slobodnih radikala. Kada je rije¢ o proteinima,
ciljno mjesto djelovanja slobodnih radikala predstavljaju aminokiseline. 1zravna oksidacija
boc¢nih lanaca aminokiselina dovodi do karbonilacije proteina i stvaranja karbonilnih skupina
(aldehidi 1 ketoni), pri ¢emu je ubrzan katabolizam proteina te je posljedicno i skracen
poluvijek molekula u stanici (21). Arginin, lizin, prolin i treonin su aminokiseline koje su
posebno osjetljive na djelovanje slobodnih kisikovih radikala. Oduzimanje vodikovih iona iz
tiolne skupine cisteina, moze dovesti do stvaranja disulfidnih veza i nepravilnog preklapanja

proteina. Nenormalno preklapanje moZe uzrokovati gubitak funkcije, ali i agregaciju proteina



te smrt stanice (21). Slobodni radikali sudjeluju u patogenezi ateroskleroze oksidacijom LDL-
Cestica koje time dobivaju jaka aterogena svojstva. Hidroksilni radikali mogu izazvati lipidnu
peroksidaciju u stani¢noj membrani, prilikom ¢ega dolazi do povecane propusnosti stanice i
njene smrti. Kada je rije¢ o bubregu, ishemijsko-reperfuzijsko ostecenje tkiva dovodi do
procesa tubulointersticijske fibroze, koji nastaje kao posljedica pojacanog stvaranja TGF-f te
drugih profibrotickih ¢imbenika, koji zajedno stimuliraju proliferaciju fibroblasta, sintezu
ekstracelularnog matriksa te pretvorbu epitelnog tkiva u mezenhimalno tkivo. Proces fibroze
bubrega je ireverzibilan te rezultira smanjenjem bubrezne funkcije. TGF-B aktivacijom i
poticanjem fibroblasta na povecano stvaranje komponenti izvanstanicnog matriksa, poput
kolagena tipa IV te fibronektina, predstavlja glavni ¢imbenik ukljuen u proces fibroze

bubrega (1).

1.4. Otopine za hladnu pohranu organa

Danas se, u srvhu ocuvanja tkiva bubrega koriste razliCite otopine, koje se razlikuju prema
svojem kemijskom sastavu. Najznacajnije otopine, koje se koriste za Cuvanje bubrega su:
HTK otopina, Euro-Collins otopina te UW otopina, koja ujedino predstavlja i zlatni standard
u o¢uvanju bubrega (1). Euro-Collins otopina, proizvedena je prvi puta krajem 60-ih godina
20. stoljeca, kao prva otopina sa svrhom ocuvanja bubrega tijekom procesa transplantacije.
Rije¢ je o otopini, ¢ije su glavne sastavnice fosfati i glukoza (8). Glavna uloga fosfata je da
djeluju kao pH puferi, dok glukoza ulazi u stanice te predstavlja izvor energije za stanicu i
njen anaerobni metabolizam. HTK otopina, inicijalno se koristila tijekom kardioplegije, za
vrijeme kirurskih zahvata na srcu, a tek se kasnije pocela koristiti i kao prezervacijska otopina
tijekom transplantacije organa (8). Osnovne sastavnice HTK otopine su histidin, koji djeluje
kao pufer te dvije aminoksieline: triptofan i ketoglutarat. Triptofan ima antioksidativni u¢inak,

a yjedino djeluje i kao stabilizator staniéne membrane, dok ketoglutarat predstavlja supstrat za



procese anaerobnog metabolizma stanice tijekom procesa prezervacije. UW otopina prvi je
puta proizvedena 80-ih godina 20. stolje¢a te od tada predstavlja zlatni standard u ocuvanju
bubrega, ali i jetre, gusterace te tankog crijeva (1). Najvaznije sastavnice UW otopine su
alopurinol, adenozin i glutation ¢ija je uloga opskrbiti stanice ATP-om, inhibirati aktivnost

ksantin oksidaze te pruziti zastitu bubrega od reperfuzijske ozljede.

1.5. Uloga koStanog morfogenetskog proteina 7 u bubregu

BMP-7 je protein koji pripada obitelji proteina TGF-B, a jo$ je poznat i pod nazivom kostani
osteogeni protein-1 (OP-1). Jedan je od 15 do sada poznatih oblika BMP-a. Prvotno je
otkriven kao ¢imbenik koji sudjeluju u nadzoru izgradnje koStanog tkiva te omogucuje sintezu
koStanog tkiva na ektopinim mjestima, zahvaljuju¢i ¢emu je 1 dobio naziv koStani
morfogenetski protein. BMP-7 se sintetizira pretezno u bubregu u gestacijskoj dobi od 5-14
tjedana te je prepoznat kao klju¢na signalna molekula tijekom razvoja bubrega (23). Njegovu
vaznost u embrionalnom razvoju najbolje dokazuje Cinjenica da je tijekom evolucije ostao
skoro potpuno jednak, odnosno ljudski BMP-7 pokazuje 98% homologije s aminokiselinskim
slijedom BMP-7 u miSa (12). Osim uloge u embriogenezi, BMP-7 ima vaznu ulogu
postnatalno tijekom razdoblja cijeljenja i regeneracije tkiva i organa koji se stvaraju putem
mezenhimno-epitelnog medudjelovanja, od kojih je najvazniji bubreg. BMP-7 sudjeluje u
procesima migracije, proliferacije te diferencijacije stanica mezenhimalnog podrijetla.
Dosadasnja istrazivanja na animalnim modelima, dokazala su njegov protektivni u¢inak na
bubrege tijekom akutne i kroni¢ne bubrezne ozljede, a koji je posljedica sprjecavanja
pretvorbe epitelnih stanica bubreznih kanalica u mezenhimalne stanice te njihove apoptoze.
BMP-7 se unutar stanice sintetizira u obliku velike prekursorske molekule, koja je nekoliko
puta veca od aktivnog oblika proteina (12). Sastoji se od tri razliite regije, aminoterminalnog

kraja veli¢ine 29 aminokiselina, zrele regije velicine 293-431 aminokiselina te



karboksiterminalne domene veli¢ine 29-292 aminokiselina. Prekursorska se molekula prije
sekrecije proteoliticki cijepa, prilikom ¢ega se karboksiterminalna domena odvoji te time
nastane aktivni oblik BMP-7. Aktivna molekula BMP-7 se pojavljuje u obliku homodimera
intracelularno, u ekstracelularnom matriksu te u manjim koli¢inama u krvi. BMP-7 svoj
ucinak ostvaruje vezanjem za dva srodna oblika serin/treonin kinaznih receptora, tip 1 (BMPR
IA i BMPR IB) te tip 2 (BMPR 11) (12). Kako bi se signal adekvatno prenosio, potrebna je
aktivacija obje grupe receptora. Obje skupine receptora nalaze se na stani¢noj membrani, u
obliku monomera (jedan tip I ili Il receptor), homodimera (dva receptora tipa I ili I) ili kao
preformirani receptorski kompleks (dva receptora tipa | + dva receptora tipa Il), a
zastupljenost receptora se razlikuje ovisno o tipu tkiva (24). Istrazivanja su pokazala kako je
ekspresija BMPR-II kontinuirano prisutna u epitelu proksimalnih kanalica bubrega, dok je
ekspresija BMPR-I promjenjiva te ovisna o razli¢itim poremecajima bubrezne funkcije. U
trenutku kada se BMP-7 veze na receptorski kompleks, dolazi do prijenosa signala unutar
stanice aktivacijom Smad ovisnog ili putem Smad neovisnog signalnog puta (24). Kada
postoji preformirani receptorski kompleks signal se prenosi Smad signalnim putem, dok
vezanjem za visokoafinitetni monomerni receptor tipa | nastaje njegova homodimerizacija
kojoj se kasnije prikljucuje i receptor tipa II, ¢ime dolazi do aktivacije Smad neovisnog p38
signalnog puta. Prijenos signala dominantno se odvija putem Smad signalnog puta. Signalni
put ¢ine Smad molekule koje su smjeStene u citoplazmi stanice te su podijeljene u tri osnovne
podskupine: receptorom regulirani Smad (R-Smad: Smadl, Smad5, Smad8), kostimulator
Smad (Co-Smad: Smad4) i inhibitorni Smad (I-Smad: Smad6, Smad7) (24). Smad 1, 5i 8 su
dio signalnog puta BMP-7. Vezanjem za preformirani receptorski kompleks, tip Il receptor
fosforilira receptor tipa | i time dovodi do njegove aktivacije. R-SMAD protein se nakon toga
fosforilira te veze na sebe Co-SMAD protein. Novonastali heterodimer nakon toga se

translocira u jezgru, gdje se najcesée veze za CAGATCTG sekvencu, koja se jo§ naziva i



SMAD Response Element ilii SRE, ali se takoder moze vezati i za GCCGnCGC sekvence
(24). Vezanjem za DNA sekvence zapolinje interakcija Smad proteina, S ciljnim
transkripcijskim faktorima poput: Runx1-3, Hoxc8, MyoD, Msx1, OAZ te YY1, dok su ciljni
geni 1d1-1d4, Oterix, Msx1, Msx2, Smad6, Smad7, Prx2, TIEG, Heyl i Tcf7. Regulacijom
transkripcije odredenih gena BMP-7 utjeCe na procese proliferacije, diferencijacije,
morfogeneze i apoptoze stanice. BMP-7 mozZe regulirati transkripciju gena neovisno o Smad
signalnom putu (12). Smad neovisni signalni put reguliran je djelovanjem MAP kinaza

(p38,JNK te EPK) te Rho GTP-aza (RhoA, Rac, Cdc42) (slika 1)(24).
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Slika 1. BMP-7 signalni put. SMAD-ovisan put signalizacije zapoCinje vezanjem BMP-7
dimera na preformirani receptorski kompleks koji se sastoji od dva BMP receptora tipa 1 te
dva receptora tipa 2. Nakon toga, tip 2 receptora fosforilira tip 1 receptor kako bi stvorio
vezno mjesto za R-SMAD protein. R-SMAD protein se fosforilira i odvaja od receptorskog
kompleksa te veze na sebe C-SMAD protein. Novonastali heterodimerski kompleks putuje
prema jezgri te ulazi u interakciju s transkripcijskim faktorima i sudjeluje u regulaciji
transkripcije gena. Aktivacija SMAD-neovisnog puta posredovana je vezanjem XIAP-a za
aktivirani receptor, koji ujedino omogucuje i komunikaciju izmedu TAB-a i TAK 1 kinaze.
Nakon toga, TAK 1 kinaza aktivira p38 signalni put pomo¢u MKK3/6 te JNK signalni put
putem MKK 4. Aktivacija ovih signalnih molekula omogucuje BMP-7 proteinu aktivaciju
SMAD-ovisnog, SMAD-neovisnog, ali i zajedni¢kog puta signalizacije. (Preuzeto i
modificirano od Manson SR, Austin PF, Guo Q, Moore KH. BMP-7 Signaling and its Critical
Roles in Kidney Development, the Responses to Renal Injury, and Chronic Kidney Disease.
Vitam Horm 2015;99:91-144.)

Vazna uloga BMP-7 u razvoju bubrega prvi put je uocena prije 20 godina, kada su
istrazivanja na miSevima dokazala kako su bubrezi BMP-7 knock out miSeva displasti¢ni te su
sadrzavali znantno manji broj glomerula (3 glomerula u odnosu na 100 glomerula u normalnoj

populaciji), a zivotinje su umirale unutar 24-48 sati nakon rodenja (25). Nedostatak BMP-7
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dovodi do poremecaja grananja sabirnih kanali¢a bubrega, diferencijacije epitelnih stanica
bubrega te kondenzacije metanefrickog mezenhima. Isto tako embriji kod kojih nije bio
izrazen BMP-7 gen, pokazivali su razlicite abnormalnosti skeleta, poput unilateralne
polidaktilije te abnormalnosti oka, poput mikroftalmije te anoftalmije (25,26). Tijekom
normalnog razvoja bubrega u misa, ekspresija BMP-7 zapocinje ve¢ 11. dan embrionalnog
razvoja u ureteru i sabirnim cijevima bubrega te traje za vrijeme ¢itavog embrionalnog
razvoja. Ekspresija je prisutna takoder 1 u induciranom mezenhimu iz kojeg ¢e se razviti
glomeruli te proksimalni i distalni kanali¢i bubrega. Stanice epitela kanali¢a bubrega izlucuju
BMP-7 na autokrini nac¢in (25). Vaznu ulogu u razvoju bubrega takoder imaju i BMP-2, -3, -
4, -5 i -6, medutim jedino je nedostatak BMP-7 letalan. Kada je rije¢ o odrasloj jedinki,
eskpresija BMP-7 je prisutna u citavom nefronu. Istrazivanja su pokazala kako se razina
ekspresije BMP-7 ubrzano smanjuje u slucaju nastanka akutne bubrezne ozljede, dok se
oporavkom bubrezne funkcije njegova razina ubrzo vraéa na normalnu razinu. lako
proucavanja razli¢itih fizioloSkih uloga BMP-7 i dalje ostaju predmet istrazivanja, Sve je
oCitija njegova povezanost s kronicnom bubreznom bolesti. Eksperimentalni modeli su
dokazali kako se gubitak ekspresije BMP-7 i njegove protektivne uloge, javljaju u razli¢itim
oboljenjima bubrega, poput ishemijske ozljede bubrega, opstruktivnoj uropatiji, dijabetickoj
nefropatiji 1 u toksi¢nim oSte¢enjima bubrega. Glavni mehanizam, kojim postize takav u¢inak
jest inhibicija tubulointersticijske fibroze u bubregu, na koju prvenstveno utjece TGF-B1 (25).
Vezanjem za razli¢itu vrstu receptora i aktivacijom razli¢itth Smad signalnih puteva, BMP-7
sprjecava ucinak TGF-B1 te inhibira pretvorbu epitelnih stanica u mezenhimalne, odnosno
inhibira proces fibroze (25). Primjena BMP-7, u Zivotinjskih modela s induciranim
dijabetesom, odgodila je pocetak dijabeticke nefropatije i glomeruloskleroze te ujedino
poboljsala glomerularnu filtraciju u uznapredovalim oblicima bolesti. Takoder, u zivotinjskih

modela s lupusnim nefritisom, primjena BMP-7 usporila je i smanjila razinu tubularne
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atrofije, serumskog kreatinina te poboljsala ishod bolesti (26). Sli¢na istrazivanja nedavno su
prosirena i na ljudske modele. Istrazivanja su pokazala kako smanjenje koncentracije
cirkuliraju¢eg BMP-7 predstavlja prediktivni ¢imbenik za razvoj zavr$nog stadija kroni¢ne
bubrezne bolesti u pacijenata sa Se¢ernom bolesti. Isto tako, dokazano je kako se pracenjem
pada razine BMP-7 moze predvidjeti gubitak bubrezne funkcije u pacijenata sa proteinurijom
(26). Odredene studije proucavale su mogucu terapijsku primjenu BMP-7 u kroni¢noj
bubreznoj bolesti, koje su dokazale kako njegova primjena, ne samo da inhibira nastanak
bubreznog ostecenja, ve¢ sudjeluje i u popravku postoje¢ih oste¢enja. Obzirom na rezultate
navedenih istrazivanja te da je Agencija za hranu i lijekove (engl. food and drug
administration, FDA) ve¢ ranije odobrila protokol za primjenu BMP-7 u regeneraciji fraktura
kostiju, postoji velika moguc¢nost njegove skorije klinicke primjene u lijeCenju bubreznog

oStecenja, iako su daljnja istrazivanja na ljudskoj populaciji nuzna (26).
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2. CILJEVI | HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e primjena rekombinantnog humanog BMP-7 proteina u
modelu hladne i tople ishemije bubrega poboljsati tkivnu homeostazu bubrega, smanjiti
koli¢inu oStecenja bubrega nastalih za vrijeme trajanja hladne i tople ishemije te istovremeno
rezultirati ve¢im antioksidatvnim kapacitetom bubreznog tkiva. Obzirom na hipotezu
postavljeni su slijedeci ciljevi:

1) Istraziti ho¢e li dodavanje BMP-7 u UW otopinu dovesti do manjeg oStecenja lipida i
proteina, Na/K ATP-aze, te veCe ucinkovitosti antioksidativnih sustava, u odnosu na
samu UW otopinu

2) Usporediti rezultate djelovanja BMP-7 u odnosu na UW otopinu tijekom procesa

hladne i tople ishemije bubrega.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1 Pokusne Zivotinje i eticki aspekti istraZivanja

Svi pokusi su ucinjeni na odraslim Wistar Stakorima muskog spola, tjelesne mase 350-400g.
Postupanje sa zivotinjama odvijalo se u skladu sa zakonskim odredbama Republike Hrvatske
(Zakon o dobrobiti zivotinja, NN19/99; Pravilnik o uvjetima drzanja pokusnih Zzivotinja,
posebnim uvjetima za nastambe i vrstama pokusa, NN 176/2004) te europskim smjernicama
sukladno direktivama Vije¢a Europe (86/609/EEC). Istrazivanja su provedena sukladno
bioetickim standardima o provodenju pokusa na Zivotinjama, uz izbjegavanje nepotrebnih
pokusa i patnje zivotinja te u skladu s osnovama tzv. 3R pristupa: Replacement =
nadomjestanje Zivotinja, Reduction = smanjenje broja Zivotinja, Refinement = oplemenjivanje
postupaka prema zivotinjama. Planirano je istrazivanje obuhvacalo ukupno 45 Zivotinja, koje
su nasumi¢no podijeljene u 4 skupine podvrgnute hladnoj i toploj ishemiji te 1 kontrolnu
skupinu. Zivotinjama iz svake skupine izvadena su oba bubrega (N=90) i s obzirom na na¢in
njihova tretiranja, uzorci tkiva u istrazivanju su podijeljeni u Cetiri skupine. U prvoj skupini,
bubrezi su isprani (perfuzija) s fizioloSkom otopinom, u drugoj skupini su isprani
standardnom UW otopinom, u trecoj skupini su isprani s rekombinantnim humanim BMP-7
proteinom (engl. recombinant human BMP-7 protein, rhBMP-7) (rhBMP-7 je administriran u
dozi od 0,02 pg/ml s fizioloSkom otopinom kao otapalom), a u Cetvrtoj skupini su isprani s
kombinacijom rhBMP-7+UW otopina (tablica 1). Volumen perfuzijske otopine iznosio je
5ml. Svaka pojedina skupina sastojala se od 10 Zivotinja, dok se u kontrolnoj skupini nalazilo
5 zivotinja. Nadalje, svaka tretirana skupina od 10 zivotinja podijeljena je u dvije vremenske
podskupine s obzirom na vrijeme trajanja hladne ishemije od 12 i 24 sata. Nakon ¢uvanja
bubrega na +4 °C tijekom 12 ili 24 sata te tople ishemije u trajanju 30 minuta u trenutku kada

su krvne zile spojene, ali cirkulacija jo§ nije zapocela bubrezi se smrzavaju u teku¢em dusiku
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I uskladisteni su na -80° C. U kontrolnoj skupini izvadeni bubrezi su isprani s fizioloSkom
otopinom i nisu prosli postupak hladne ni tople ishemije ve¢ su odmah smrznuti u teku¢em
dusiku.

Tablica 1. Broj Zivotinja koriSten za toplu i hladnu ishemiju

Broj bubrega izloZzenih Broj

Eksperimentalna skupina hladnoj i toploj ishemiji  Zivotinja
12 sati 24 sata

Bubrezi ispirani fizioloSkom

L otopinom (F.0.) 10 10 10
Bubrezi ispirani University of

2. Winsconsin otopinom (UW) 10 10 10
Bubrezi  ispirani  rhBMP-7

3. otopinom (rhBMP-7) 10 10 10
Bubrezi ispirani kombinacijom

4. rhBMP-7 i UW otopinom 10 10 10

5. Kontrolna skupina 5

ukupno 45

3.1.2 Reagencije
U pokusima je koriSten rekombinantni humani kosStani morfogenetski protein-7 (rhBMP-7,
koncentracija 0,1 mg/ml, MyBioSource, San Diego, California) te University of Wisconsin

otopina (UW, Viaspan, DuPont Pharma, Wilmington, Delaware).

3.2. METODE

3.2.1. Hladna ishemija bubrega

Zivotinje su uvedene u opéu anesteziju s ketaminhidrokloridom (0,1mg/g tjelesne teZine,
intraperitonealno, IP) i xylazinhydrochloridom (0,02mg/g tjelesne tezine, IP). Tijekom

kirurSkog postupka, Zzivotinje su smjeStene na grijanoj podlozi za odrZavanje tjelesne

16



temperature na 36,5-37°C . Napravljen je rez po sredini meke trbusne stijenke, pri cemu su
prikazani unutarnji organi, koji su izvadeni i umotani u gazu natopljenu fizioloSkom
otopinom, kako bi se prikazala oba bubrega te odsjecci abdominalne aorte i donje Suplje vene,
iznad i ispod izlazista bubrezne arterije i vene. Kanulirana je aorta i donja Suplja vena, a
njihovi distalni i proksimalni okrajci zatvoreni klemom. Oba bubrega su in situ isprana
fizioloskom otopinom pod pritiskom 100mmH20 tijekom 3 minute kako bi se isprala krv.
Odstranjeno je bubreZzno masno tkivo te su izvadena oba bubrega s pripadaju¢im krvnim
zilama. Bubreg je dodatno ispran s 5ml odredene otopine ovisno o pokusnoj skupini kojoj
pripada. Zatim je bubreg pohranjen tijekom 12 ili 24 sata na +4°C u posudi ispunjenoj istom

otopinom kojom je ispran.

3.2.2. Topla ishemija bubrega

Nakon c¢uvanja bubrega na +4 °C tijekom 12 ili 24 sata, bubrezi su transplantirani u tijelo
primatelja. Nakon toga su krvne Zile spojene, ali cirkulacija jo$ nije zapocela prilikom ¢ega je
nastupio proces tople ishemije. Vrijeme trajanja tople ishemije iznosilo je maksimalno 30

minuta.

3.2.3. Biokemijske analize

3.2.3.1. Priprema uzoraka bubrega za biokemijske analize

Sve biokemijske analize u¢injene su u cijelom bubregu. Uzorci tkiva smrznuti su na suhom
ledu i pohranjeni na —80°C do vremena analize. Odmrznuti uzorci tkiva homogenizirani su na
ledu pomocu ultrazvuénog homogenizatora (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, SAD) u 20mM
Tris-HCI puferu, pH7,4 (omjer mase tkiva i volumena pufera 1:10). Alikvoti od po 150uL
homogenata su odvojeni za odredivanje razina produkata lipidne peroksidacije i pohranjeni na

—80°C do analize. Ostatak homogenata potom je centrifugiran 10 minuta u rashladenoj (+4°C)
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centrifugi (Centurion Scientific, West Sussex, UK) na 14000 g. Nadsloj je odvojen i ponovno
zamrznut na —80°C, a kasnije upotrijebljen za odredivanje aktivnosti SOD i GSH-Px te

koncentracije proteina.

3.2.3.2. Odredivanje razine produkata lipidne peroksidacije

Razine produkata lipidne peroksidacije u homogenatima tkiva odredivane su
spektrofotometrijskim mjerenjem reakcijskih proizvoda tiobarbiturne Kiseline (engl.
thiobarbituric acid reactive substances, TBARS), pomo¢u metode koju su prvi opisali
Ohkawa i sur (27). Homogenati tkiva (150uL) inkubirani su pomo¢u 75uL 8,1 % natrij
dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS) 10 minuta na sobnoj temperaturi, a
potom im je dodano 925uL. 20 % acetatnog pufera (pH3,5 s 5M NaOH). Uzorci su
centrifugirani na 10000xg 15 minuta. Alikvotima nadslojeva od po 1 mL dodan je isti
volumen 0,8% tiobarbiturne kiseline, a potom su uzorci inkubirani u vodenoj kupelji 1 sat na
95°C. Nakon hladenja uzoraka na ledu, dodana su 2mL mjesavine n-butanola i piridina (15:1,
v/v), a TBARS su ekstrahirani centrifugiranjem na 2200xg 10 min. Apsorbancija organskog
nadsloja oc€itana je na A = 532 nm. Vrijednosti dobivene za slijepu probu (za koju je umjesto

uzorka koristen pufer za pripremu uzoraka) oduzete su od svih dobivenih mjerenja za uzorke.

3.2.3.3. Odredivanje stupnja oksidativnog oSte¢enja proteina

Stupanj oksidativnog oStecenja proteina odreden je mjerenjem sadrzaja karboniliranih
proteina. U pripremljeni uzorak otopine proteina dodan je 10nM DNPH (2,4-
dinitrophenylhydrazine)/2M HCI. Smjesa je inkubirana tijekom jednog sata na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega su proteini precipitirani dodavanjem hladne 10% trikloroctene
kiseline (engl. trichloroacetic acid, TCA) i inkubirani 10 minuta na ledu. Centrifugiranjem na

14000xg u trajanju od 10 minuta stvorio se supernatant koji je odbacen. Talog je zadrzan i
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ispran tri puta s po 1 ml etanol/etil acetata (1:1). Izmedu svakog ispiranja uzorak je
centrifugiran na 14000xg tijekom 15 minuta. Finalni talog je resuspendiran u 0.6 ml 6M
urei/2 N HCI/PBS uz pH2.3 mijeSanjem na 37°C kroz 15 minuta dok se talog potpuno ne
otopi. Sadrzaj karboniliranih proteina odreden je oCitavanjem apsorbancije na A = 366 nm. Za

slijepu probu umjesto DNPH koriStena je obi¢na voda.

3.2.3.4. Odredivanje razina aktivnosti antioksidativnih enzima

Aktivnost SOD odredivana je koriStenjem komercijalno dostupnog RANSOD Kkita,
proizvodaca Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, UK). U ovoj metodi koriste se ksantin 1
ksantin oksidaza (XO) kako bi se stvorili superoksidni radikali koji potom reagiraju s 2-(4-
jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijevim  kloridom (I.N.T.) te nastaje crvena
formazinska boja. Enzim prisutan u uzorku natjece za se s [.LN.T. za superoksidne radikale i
time sprjeCava stvaranje boje. Aktivnost SOD mjeri se sukladno stupnju inhibicije ove
reakcije, a prati se spektrofotometrijski na A = 505 nm. Aktivnost GSH-Px odredivana je
metodom koju su opisali Paglia i Valentine (28). Analiza je uc¢injena pomoc¢u komercijalnog
RANSEL kita proizvodaca Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, UK). IstraZivani enzim
katalizira redukciju kumena hidroperoksida uz istodobnu oksidaciju GSH. U prisustvu
glutation reduktaze (GR) i NADPH, oksidirani GSH se trenutno reciklira u reduciranu formu
uz popratnu oksidaciju NADPH u NADP+. Ova se reakcija prati spektrofotometrijski, a
ocituje se kao smanjenje u apsorbanciji na A=340 nm. Stupanj smanjenja apsorbancije

direktno je proporcionalan s aktivnosti GSH-Px u uzorku.

3.2.3.5. Odredivanje razine aktivnosti Na/K ATP-aze

Odredivanje razine aktivnosti Na*, K* ATP-aze je obavljeno prema Lucu i Flik, 1999, u
supernatantu. Aktivnost je procijenjena u triplikatima inkubirajuci 30 pl homogenata s 250 pl
otopine za inkubaciju A. Istovremeno su drugi triplikati homogenata tretirani s otopinom za
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inkubaciju E. Obje otopine za inkubaciju sadrZe u sebi osnovnu otopinu- Assay solution (AS)
koja se sastoji od 40 ml otopine za inkubaciju uzorka (0,5 L otopine = 200 mM NacCl 5,844
g; 10 mM MgCl2 1,0165 g; 0,2 mM EDTA 0,02922 g; 60 mM imidazol 2,0424 g; pH 7,5
(odreden pomoc¢u HEPES) i 8 ml Na2ATP (AS; 50 ml otopine =30 mM Na2ATP 0,8267 g;
Boeringer Lot 137 68431-04 (Adenozin-5-trifosfat); pH do 7,5 TRIS (pohraniti na -20 °C u
zamrzivacu). Razlika izmedu otopine je u tome $to otopina A sadrzi 24 ml AS, 8 ml KCI (100
ml; 125 mM KCL; 0,932 g) i 8 ml destilirane vode, dok otopina E sadrzi 24 ml AS, 16 ml
destilirane vode i 40 mg oubaina (inhibitor enzima Na*, K* ATP-aze). Nakon dodavanja
otopina A i E, uzorci se stavljaju na inkubaciju u vodenom termostatu pri 37°C na 15 minuta.
Reakcija se stopira dodavanjem 1 ml stop otopine. Uzorci se ostave 15 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi reakcija sigurno bila prekinuta, iza ¢ega se mjeri apsorbancija na valnoj

duZini od 700 nm.

3.2.3.6. Odredivanje koncentracije proteina
Koncentracije proteina u uzorcima odredivane su metodom po Bradfordu, koriStenjem

procis¢enog BSA kao standarda.

3.3. Statisticka obrada podataka
Dobiveni podaci izrazeni su kao mjere sredi$njice i rasprSenja. Pri statistickoj obradi podataka
koristena je analiza varijance (ANOVA). Razina od P < 0,05 smatra se statisti¢ki zna¢ajnom.

Postupci statisti¢ke ra§¢lambe uéininjeni su pomo¢u racunalnog programa STATISTICA® 8

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Razina proteinskih karbonila (PCC)

Slika 2. pokazuje izmjerene razine proteinskih karbonila (PCC) u tkivu bubrega nakon tople i
hladne ishemije u skupinama fizioloska otopina, UW otopina, thBMP-7 +UW, rhBMP-7 i
kontroli, kao i u ovisnosti 0 vremenu trajanja hladne ishemije (12 i 24 sata). Koli¢ina
proteinskih karbonila PCC je pokazatelj oksidativhog os$te¢enja proteina uzrokovanog
slobodnim radikalima kisika u tkivu. Prvim stupcem na slici prikazana je razina izmjerenog
sadrzaja proteinskih karbonila (PCC) u zdravom bubregu koji nije podvrgnut hladnoj i toploj
ishemiji. U svim skupinama izlozenim hladnoj i toploj ishemiji (fizioloska otopina, UW
otopina, rhBMP-7 +UW, rhBMP-7) razina sadrzaja PCC progresivno raste s duljinom
trajanja hladne ishemije, na nafin da je najniZza razina sadrzaja proteinskih karbonila

izmjerena nakon 12 sati hladne ishemije, a najveca nakon 24 sata hladne ishemije.
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Slika 2. Razina proteinskih karbonila (PCC) (U/mg proteina) u bubregu nakon 12 i 24
sati hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije u skupinama: fiziolo§ka otopina, UW
otopina, rhBMP-7 +UW, rhBMP-7 te kontroli. Kontrolna skupina nije podvrgnuta hladnoj
i toploj ishemiji. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5). “P < 0,01 znacajno
razli¢ito od kontrolne skupine;# P < 0,05 znacajno razli¢ito u odnosu na rhBMP-7 skupinu.
skupinu.

U bubrezima iz skupina fizioloska i UW otopina, razina sadrzaja PCC znacajno je povisena u
odnosu na kontrolu nakon 12 i 24 sata hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije (P=0,001;
0,020). Nema razlike u izmjerenoj razini sadrzaja PCC izmedu rhBMP-7 skupine i kontrole

nakon oba vremenska perioda hladne ishemije i tople ishemije.
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4.2. Oksidativno oSteéenje lipida (TBARS)

Slika 3. pokazuje izmjerene razine oksidativnog ostecenja lipida (TBARS) u tkivu bubrega
nakon tople i hladne ishemije u skupinama fizioloska otopina, UW otopina, thBMP-7 +UW,
rhBMP-7 i kontroli, kao i u ovisnosti 0 vremenu trajanja hladne ishemije (12 i 24 sata).
Koli¢ina osidativnog ostec¢enja lipida (TBARS) je pokazatelj oksidativnog oStecenja lipida
uzrokovanog slobodnim radikalima kisika u tkivu. Prvim stupcem na slici prikazana je razina
izmjerenog sadrzaja oksidativnog osStec¢enja lipida (TBARS) u zdravom bubregu, koji nije
podvrgnut hladnoj i toploj ishemiji. U tkivu bubrega iz skupina fizioloska otopina, UW
otopina, rhBMP-7 +UW, izloZenih hladnoj i toploj ishemiji, razina sadrzaja TBARS povisena
je u odnosu na kontrolnu skupinu. U tkivu bubrega iz skupine rh-BMP-7 nema razlike u
izmjerenoj razini sadrzaja TBARS-a u odnosu na kontrolnu skupinu. U svim skupinama
podvrgnutim hladnoj i toploj ishemiji razina sadrzaja TBARS-a ne mijenja se u ovisnosti o

vremenu trajanja hladne ishemije (12 ili 24 sata).
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Slika 3. Razina oksidativnog osSte¢enja lipida (TBARS) (nmol MDA/mg proteina) u U
bubregu nakon 12 i 24 sati hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije u skupinama:
fizioloska otopina, UW otopina, rhBMP-7 +UW, rhBMP-7 te kontroli. Kontrolna skupina
nije podvrgnuta hladnoj i toploj ishemiji. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n =
5). “P < 0,01 znacajno razli¢ito od kontrolne skupine;# P < 0,05 znacajno razli¢ito u odnosu
na rhBMP-7 skupinu.

U bubrezima iz skupine fizioloska otopina, razina sadrzaja TBARS znacajno je poviSena u
odnosu na kontrolnu i rhBMp-7 skupinu nakon 12 i 24 sata hladne ishemije te 30 minuta tople
ishemije (P<0.001; 0.001). U bubrezima iz skupine UW otopine, razina sadrzaja TBARS
znacajno je povisena u odnosu na kontrolnu skupinu nakon 12 sati hladne ishemije, dok nakon
24 sata hladne ishemije ne postoji znacajna razlika (P=0.001). Nema razlike u izmjerenoj

razini sadrzaja TBARS izmedu rhBMP-7 skupine i kontrole nakon oba vremenska perioda

hladne ishemije i tople ishemije.
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4.3. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD)

Slika 4. pokazuje izmjerene razine aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) u tkivu bubrega
nakon tople i hladne ishemije u skupinama fizioloSka otopina, UW otopina, thBMP-7 +UW,
rhBMP-7 i kontroli, kao i u ovisnosti 0 vremenu trajanja hladne ishemije (12 i 24 sata).
Koli¢ina aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) je pokazatelj antioksidativnog kapaciteta
tkiva bubrega nakon oSteCenja uzrokovanog slobodnim radikalima kisika u tkivu. Prvim
stupcem na slici prikazana je razina izmjerene aktivnosti SOD u zdravom bubregu, koji nije
podvrgnut hladnoj i toploj ishemiji. U skupinama fizioloska otopina, UW otopina, rhBMP-7
+UW, izlozenih hladnoj i toploj ishemiji, razina aktivnosti SOD progresivno raste s duljinom
trajanja hladne ishemije, na nacin da je najniza aktivnost SOD izmjerena nakon 12 sati hladne
ishemije, a najvec¢a nakon 24 sata hladne ishemije. U skupini rhBMP-7 razina aktivnosti SOD

nije ovisila o vremenu trajanja hladne ishemije.
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Slika 4. Razina aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) (U/mg proteina) u bubregu
nakon 12 i 24 sati hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije u skupinama: fizioloska
otopina, UW otopina, rhBMP-7 +UW, rhBMP-7 te kontroli. Kontrolna skupina nije
podvrgnuta hladnoj i toploj ishemiji. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5).
“P < 0,01 znacajno razli¢ito od kontrolne skupine;# P < 0,05 znacajno razli¢ito u odnosu na
rhBMP-7 skupinu.

Razina aktivnosti SOD nakon 24 sata hladne ishemije i 30 minuta tople ishemije znacajno je
povisena u bubrezima iz skupine perfundirane UW otopinom u odnosu na kontrolnu skupinu

(P>0.005). Nema statisticki znacajnije razlike u izmjerenoj aktivnosti SOD izmedu rhBMP-7

i kontrole nakon 12 i 24 sata hladne i 30 minuta tople ishemije.
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4.4. Aktivnost glutation peroksidaze (GSH-Px)

Slika 5. pokazuje izmjerene razine aktivnosti glutation peroksidaze (GSH-Px) u tkivu bubrega
nakon tople i hladne ishemije u skupinama fizioloSka otopina, UW otopina, thBMP-7 +UW,
rhBMP-7 i kontroli, kao i u ovisnosti 0 vremenu trajanja hladne ishemije (12 i 24 sata).
Koli¢ina aktivnosti glutation peroksidaze (GSh-Px) je pokazatelj antioksidativnog kapaciteta
tkiva bubrega nakon oSte¢enja uzrokovanog djelovanjem slobodnih Kisikovih radikala. Prvim
stupcem na slici prikazana je razina izmjerene aktivnosti GSH-Px u zdravom bubregu, koji
nije podvrgnut hladnoj i toploj ishemiji. U svim skupinama izloZenih hladnoj i toploj ishemiji
fizioloska otopina, UW otopina, thBMP-7 +UW, rhBMP-7 razina aktivnosti GSH-Px
smanjuje se s duljinom trajanja hladne ishemije. Takoder u svim skupinama izlozenim toploj i

hladnoj ishemiji razina aktivnosti GSH-PX niza je od one zabiljeZene u kontrolnoj skupini.
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Slika 5. Razina aktivnosti glutation peroksidaze (GSH-Px) (U/mg proteina) u bubregu
nakon 12 i 24 sati hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije u skupinama: fizioloska
otopina, UW otopina, rhBMP-7 +UW, rhBMP-7 te kontroli. Kontrolna skupina nije
podvrgnuta hladnoj i toploj ishemiji. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5).
“P < 0,01 znacajno razli¢ito od kontrolne skupine;# P < 0,05 zna¢ajno razli¢ito u odnosu na
rhBMP-7 skupinu.

U tkivu bubrega iz skupina fizioloska otopina, UW otopina, trhBMP-7 +UW, rhBMP-7, razina
aktivnosti GSH-Px statisti¢ki je znacajno sniZzena U odnosu na kontrolnu skupinu nakon 12 i
24 sata hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije (P<0.001). Aktivnost GSH-Px u
bubrezima iz skupine rhBMP-7, znaCajno je snizena u odnosu na skupine perfundirane

fizioloskom otopinom i rhBMP-7 +UW otopinom nakon hladne ishemije u trajanju od 24 sata

(P=0.025, 0.028).
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4.5. Aktivnost Na/K ATP-aze

Slika 6. pokazuje izmjerene razine aktivnosti NA*/K* ATP-aze u tkivu bubrega nakon tople i
hladne ishemije u skupinama fizioloska otopina, UW otopina, thBMP-7 +UW, rhBMP-7 i
kontroli, kao i u ovisnosti 0 vremenu trajanja hladne ishemije (12 i 24 sata). Koli¢ina
aktivnosti NA*/K* ATP-aze je pokazatelj ishemijskog oStecenja tkiva. Prvim stupcem na slici
prikazana je razina izmjerene aktivnosti NA*/K* ATP-aze u zdravom bubregu koji nije
podvrgnut hladnoj i toploj ishemiji. Kod bubrega iz skupine fizioloska otopina te UW otopina,
aktivnost NA*/K* ATP-aze smanjuje se s duljinom trajanja hladne ishemije, dok kod bubrega
iz skupina rhBMP-7 +UW, aktivnost NA*/K* ATP-aze raste s vremenom trajanja hladne

ishemije.
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Slika 6. Razina aktivnosti NA*/K* ATP-aze (U/mg proteina) u bubregu nakon 12 i 24
sati hladne ishemije te 30 minuta tople ishemije u skupinama: fizioloSka otopina, UW
otopina, rhBMP-7 +UW, rhBMP-7 te kontroli. Kontrolna skupina nije podvrgnuta hladnoj
i toploj ishemiji. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5). “P < 0,01 znacajno
razli¢ito od kontrolne skupine;# P < 0,05 znacajno razli¢ito u odnosu na rhBMP-7 skupinu.

Aktivnost NA*/K* ATP-aze znacajno je snizena u odnosu na kontrolnu skupinu, u bubrezima
iz skupine fizioloSka otopina te UW otopina nakon hladne ishemije u trajanju od 24 sata
(P<0.001). Aktivnost NA*/K" ATP-aze, znacajno je smanjena u tkivu bubrega u skupini
perfundiranoj fizioloskom otopinom u odnosu na rhBMP-7 skupinu nakon oba perioda hladne
ishemije (P=0.018; 0.013). Isto tako, aktivnost NA*/K* ATP-aze u bubrezima iz skupine
rhBMP-7 +UW znacajno je poveéana u odnosu na rhBMP-7 skupinu nakon perioda hladne
ishemije u trajanju od 24 sata (P<0.005). Nema razlike u izmjerenoj aktivnosti NA*/K* ATP-
aze izmedu rhBMP-7 skupine i kontrole nakon oba vremenska perioda hladne i tople

ishemije.
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5. DISKUSIJA

Istrazivanje je pokazalo kako bubrezi, koji su bili pohranjeni u rhBMP-7 otopini ili
kombinaciji University of Winsonsin i rhBMP-7 otopine tijekom hladne i tople ishemije,
imaju manje oStecenje proteina i lipida nastalo djelovanjem slobodnih kisikovih radikala u
odnosu na bubrege pohranjene u fizioloskoj i UW otopini. lako hladna ishemija, odnosno
hladenje tkiva bubrega na +4°C, smanjuje energetske potrebe tkiva te usporava proces
njegova propadanja, istovremeno dovodi i do manjka kisika unutar tkiva te nastanka velike
koli¢ine slobodnih kisikovih radikala. Slobodni kisikovi radikali uzrokuju lipidnu
peroksidaciju stani¢cne membrane te razgradnju stani¢nih proteina, uzrokujuci pritom velika
oStecenja tkiva bubrega. Upravo iz toga razloga, otopine za ¢uvanje bubrega imaju kljuc¢nu
ulogu u njegovoj zastiti za vrijeme trajanja hladne i tople ishemije. Zlatni standard otopine u
Cuvanju bubrega danas predstavlla UW otopina. Na$i rezultati pokazuju kako razine
proteinskih karbonila te oksidativnog ostecenja lipida rastu proporcionalno s duljinom trajanja
hladne ishemije. Pritom treba naglasiti kako su najniZe razine oStecenja nakon 12 i 24 sata
hladne ishemije zabiljezene u bubrega Cuvanih u rhBMP-7 otopini, §to je u skladu s
rezultatima dosada provedenih istrazivanja (10,29). Kako bi se bubreg zastitio od djelovanja
slobodnih kisikovih radikala, unutar tkiva bubrega dolazi do aktivacije antioksidativnh
enzima, uklju¢uju¢i SOD te GSH-PX. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako razine
aktivnosti SOD rastu proporcionalno s vremenom trajanja hladne i tople ishemije, pri cemu ne
postoji znacajnija razlika u aktivnosti SOD u kontrolnoj skupini u odnosu na bubrege iz
preostalih skupina. Jedini izuzetak je znacajnije povisena aktivnost SOD u skupini bubrega iz
UW otopine, nakon 24 sata hladne ishemije, u odnosu na kontrolnu skupinu. Isto tako nije
zabiljeZena znacajnija razlika aktivnosti SOD, u oba perioda hladne i tople ishemije u rhBMP-
7 skupini, u odnosu na preostale skupine. GSH-Px, drugi je antioksidativni enzim, ¢ija je

aktivnost analizirana u ovom istrazivanju. Rezultati dosadasnjih istrazivanja aktivnosti GSH-
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Px u hladnoj ishemiji bubrega su varijabilni te se podosta razlikuju (10,30). U nasem
istrazivanju, aktivnost GSH-Px smanjuje se s duljinom trajanja hladne i tople ishemije, unutar
svih ispitivanih skupina. Isto tako, aktivnost GSH-PX znacajno je smanjena u svim
skupinama u odnosu na kontrolu tijekom oba perioda hladne i tople ishemije. Vazno je
naglasiti, kako nije zabiljeZzena znacajna razlika u aktivnosti GSH-Px izmedu UW i rhBMP-7
skupine. Za pravilnu interpretaciju rezultata, vazno je reci, kako ispitivana UW otopina sadrzi
glutation kao jednu od svojih osnovnih sastavnica. lako su neka od prijasnjih istraZivanja
ukazivala na povecanu aktivnost SOD i GSH-Px u bubrega ¢uvanih u thBMP-7 otopini u
odnosu na UW otopinu, nase istrazivanje pokazuje kako nema znacajnije razlike u njihovoj
aktivnosti (10). Smanjena aktivnost NA"/K* ATP-aze jedan je od najranijih pokazatelja
ishemije tkiva, s obzirom da se prilikom nedostatka energije u tkivu najprije oSteCuju i
prestaju s radom transportni mehanizmi stanica. U naSem istraZivanju aktivnost NA"/K* ATP-
aze u skupini bubrega UW otopina, zna¢ajno se smanjila u odnosu na kontrolnu skupinu
nakon ishemije u trajanju od 24 sata. Za razliku od UW otopine, aktivnost NA*/K* ATP-aze
nije bila znacajno smanjena u odnosu na kontrolu u rh BMP-7 skupini. 1z navedenih rezultata
mozemo zakljuéiti kako primjena rhBMP-7 otopine, za vrijeme trajanja hladne i tople
ishemije bubrega, smanjuje oStecenja tkiva nastalog djelovanjem slobodnih kisikovih radikala
uspjesnije od UW otopine te preostalih otopina. RNBMP-7 otopina pokazala se uspje$nijom
od UW otopine i u o¢uvanju aktivnosti NA*/K* ATP-aze nakon hladne ishemije u trajanju od
24 sata. Kada je rije¢ o aktivnosti antioksidativnih enzima, SOD i GSH-PX, ne postoji razlika

izmedu primjene UW ili rh-BMP-7 otopine.
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6. ZAKLJUCCI

1. Primjena rhBMP-7 otopine tijekom hladne i tople ishemije, uspjesnije ¢uva tkivo bubrega
od oksidativnog o$tecenja proteina i lipida te NA*/K" ATP-aznu aktivnost u odnosu na UW
otopinu

2. Primjena rhBMP-7 otopine tijekom hladne i tople ishemije ne razlikuje se od UW otopine u
djelovanju na aktivnost antioksidativnih enzima, GSH-Px te SOD.

Efikasnijim smanjivanjem oksidativnog ostecenja stanica, primjena rhBMP-7 tijekom procesa
transplantacije bubrega mogla bi smanjiti ucestalost odbacivanja presatka, kao i nastanka
odgodene funkcije presatka. Na taj na¢in mogao bi se poboljSati ishod transplantacija
bubrega, a samim time 1 uspjeSnost lijeCenja kroni¢nog zatajenja bubrega. Obzirom na
rezultate naseg istrazivanja, kao i mnogih istrazivanja provedenih na ovu temu ranije, postoji
velika moguénost skorije rhBMP-7 klini¢ke primjene u lijeCenju bubreznog ostecenja, iako

su daljnja istrazivanja na ljudskoj populaciji nuzna.
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7. SAZETAK

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda jedan je od najvaznijih uzroka oslabljene funkcije
transplantiranog bubrega. Dosad su identificirani mnogi ¢imbenici, koji mogu povecati
vjerojatnost njezina nastanka, a jedan od najvaznijih je nacin skladiStenja bubrega, odnosno
duljina trajanja hladne ishemije. Osnovni uzrok os$teéenja tkiva u hladnoj ishemiji je
nedostatak kisika, koji dovodi do smanjenja koncentracije adenozin trifosfata (engl. adenosine
triphosphate, ATP-a) te slabljenja aktivnosti Na/K-ATP-aze (Na/K crpke). Puno kompleksniji
i tezi oblik oStecenja tkiva nastaje ponovnom uspostavom cirkulacije, odnosno reperfuzijom,
prilikom koje dolazi do pojafanog ulaska kisika u stanice te stvaranja velike koliine
slobodnih kisikovih radikala. Njihovo nakupljanje unutar tkiva uzrokuje oSte¢enja DNA,
proteina i lipida stani¢ne membrane. Ljudski organizam djelomi¢no je zasticen od djelovanja
slobodnih kisikovih radikala pomocu vlastitih antioksidativnih enzimatskih sustava, poput
superoksid dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (engl. gluthatione peroxidase, GSH-PXx)
te katalaze. Kako bi se sprijeio nastanak navedenih oStec¢enja, u klinickoj se praksi za
vrijeme trajanja ishemije bubrega koriste razli¢ite otopine za njegovo cuvanje. Cilj ovog rada
bio je ispitati da li primjena kostanog morfogenetskog proetina 7 (engl. bone morphogenetic
protein 7, BMP-7) smanjuje oSteCenje tkiva bubrega tijekom hladne i tople ishemije
uspjesnije od UW otopine te da li je dodavanjem BMP-7 u UW otopinu oSteCenje tkiva
manje nego kada se tkivo ispire samo s UW otopinom. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su
kako primjena rhBMP-7 tijekom hladne i tople ishemije, uspjesnije ¢uva tkivo bubrega od
oksidativnog oS$tecenja proteina i lipida te NA"/K* ATP-aze u odnosu na UW otopinu, dok
istovremeno ne postoji znacajnija razlika u aktivnosti antioksidativnih enzima, GSH-PX te

SOD.

Kljucne rijec¢i: BMP-7; Hladna ishemija; Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda; Slobodni kisikovi

radikali, Transplantacija bubrega
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8. SUMMARY

Ischemic-reperfusion injury is important cause of transplanted kidney decreased function. So
far many risk factors have been identified, which may increase the probability of its
occurrence, the most important one is duration of the cold ischemia. The main cause of tissue
damage in cold ischemia is lack of oxygen, which leads to a decreased concentration of
adenosine triphosphate (ATP) and decrease in Na/K-ATPase activity. More complex and
severe form of tissue damage is caused by re-establishment of circulation, known as
reperfusion, which leads to increased oxygen level in the cells and creation of reactive oxygen
species (ROS). ROS cause damage of the DNA, proteins, and lipids of cell membrane. Human
body is partially protected from effects of ROS by its own antioxidant enzymatic systems,
such as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), and catalase. In order
to prevent occurrence of these impairments, different organ preservation solutions can be used
during cold ischemia period. Aim of this study was to examine whether the application of
bone morphogenetic protein 7 (BMP-7) reduces kidney damage during cold and warm
ischemia more successfully than UW solution, and whether the adding of BMP-7 into UW
solution will prevent tissue damage more efficiently than UW solution itself. The results of
this study demonstrated that rhBMP-7, compared with UW solution, better preserves kidney
tissue after cold and warm ischemia, decreasing the levels of LPO, PCC and preserving the
damaging of NA*/K* ATP-ase. However, there was no significant difference in antioxidative
enzymes activity levels between these two groups.

Key words: BMP-7; Cold ischemia; Ischemia — reperfusion injury; Reactive oxygen species,

Kidney transplantation
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