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Djelovanje hladne ishemije tijekom
transplantacije bubrega: patofiziologija
ostecenja i prezervacijske otopine za hladnu
pohranu

Effects of cold ischemia during kidney transplantation:
pathophysiology of damage and cold storage preservation solutions
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Sazetak. Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda jedan je od najvaznijih uzroka oslabljene funkcije

transplantiranog bubrega. Dosad su identificirani mnogi cimbenici koji mogu povecati
vjerojatnost njezina nastanka, a jedan od najvaznijih je nacin pohrane bubrega, odnosno
duljina trajanja hladne ishemije. Osnovni uzrok oStecenja 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 pojacanog ulaska kisika u stanice te stvaranja velike
koli¢ine slobodnih kisikovih radikala. Njihovo nakupljanje unutar tkiva uzrokuje ostecenja
DNA, proteina i lipida stanitne membrane. Ljudski organizam djelomi¢no je zasticen od
djelovanja slobodnih kisikovih radikala pomocu vlastitih antioksidativnih enzimatskih sustava,
poput superoksid dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GSH-Px) te katalaze. Kako bi se
sprijeCio nastanak navedenih ostecenja, u klinickoj se praksi za vrijeme trajanja ishemije
bubrega koriste razli¢ite otopine za njegovo Cuvanje.
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Abstract. 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.

Key words: cold ischemia; kidney transplantation; preservation solutions, organ; reactive

) *Dopisni autor:
oxygen species

Doc. dr. sc. Tanja Celi¢, dr. med.
Brace Branchetta 20, 51 000 Rijeka
E-mail: tanja.celic@medri.uniri.hr

http://hrcak.srce.hr/medicina

medicina fluminensis 2020, Vol. 56, No. 4, p. 459-467 459



A. Lackovi¢, T. Celi¢, J. Spanjol: Djelovanje hladne ishemije tijekom transplantacije bubrega...

uvoD

Transplantacija bubrega je najuspjesnija metoda
u lije€enju kroni¢ne bubrezne bolesti i bubreznog
zatajenja. Prilikom postupka transplantacije bu-
breg se eksplantira iz tijela darivatelja, ispere se
hladnom otopinom za ¢uvanje tkiva i ¢uva se u
ohladenoj otopini na +4 2C do priklju¢enja bubre-
ga u cirkulaciju primaoca kada zapocinje proces
reperfuzije. Tijekom reperfuzije topla krv primao-
ca izaziva dodatno oStecenje tkiva. Tako nastaje

Organi najcesée zahvaceni ishemijskim oStecenjem su
srce, mozak i bubreg. Ishemija i reperfuzija, koja potom
uslijedi, uzrok su metabolickih promjena, ukljucujuci
snizavanje razine ATP-a, stvaranje slobodnih radikala
kisika, promjene unutarstani¢ne koncentracije iona i
poremecaj homeostaze pH u zahvacenim organima.

ishemijsko-reperfuzijsko oSteéenje, a o stupnju
tog osteéenja ovisi duljina prezivljavanja trans-
plantiranog organa®?.

Hladna ishemija je proces koji zapocinje vade-
njem organa iz tijela darivatelja i perfundiranjem
hladnom otopinom (+4 2C), a traje do prikljuce-
nja bubrega u cirkulaciju primaoca. Vrijeme koje
protekne izmedu ta dva dogadanja, eksplantacije
organa iz tijela darivatelja i implantacije u tijelo
primatelja, naziva se vrijeme hladne ishemije?*.
U transplantaciji bubrega pomno se vodi briga o
trajanju vremena hladne ishemije jer je dokazano
da je vrijeme hladne ishemije nezavisni prediktor
funkcije presatka. Produzeno vrijeme hladne
ishemije ima nepovoljan ucinak na prezivljenje i
funkciju presatka. U okvirima transplantacije bu-
brega preporuceno je vrijeme hladne ishemije do
24 sata, a prosjecno trajanje hladne ishemije pri-
likom transplantacije bubrega iznosi 21 sat>®.
Bubrezi preminulih darivatelja podvrgnuti su
hladnoj ishemiji u periodu dok se ¢eka postupak
transplantacije, za razliku od bubrega Zivucih da-
rivatelja koji nisu podvrgnuti hladnoj ishemiji.
ProduZeno vrijeme hladne ishemije uzrok je sma-
njene funkcije presatka, te se skracuje vrijeme
odbacivanja organa, povecana je smrtnost prima-
telja organa i vedi su troskovi zdravstvene skrbi.
Takoder, tijekom hladne ishemije zapocinje pro-

ces ostecenja bubrega u smislu razvoja fibroze
tkiva. Hladna ishemija je zbog toga razlog nastan-
ka kroni¢ne ozljede bubrega. Ozljeda bubrega
uzrokovana produZenim trajanjem hladne ishe-
mije moZe ostetiti organ do te mjere da on gubi
svoju funkciju te je takav neadekvatan za trans-
plantaciju’®.

U samom postupku transplantacije bubrega, prili-
kom uzimanja organa od darivatelja, dolazi do
ostecenja bubrega toplom ishemijom. To pokrece
kaskadu molekularnih dogadanja u stanici koja
ukljuéuje: manjak adenozin trifosfata (ATP-a), na-
kupljanje hipoksantina, slabljenje Na/K pumpe,
stani¢no bubrenje i povisenje koncentracije unu-
tarstani¢nog kalcija. Odmah po ekskorporaciji bu-
brega on se ispire otopinom za Cuvanje tkiva i
trenutno hladi na +4 °C. Hipotermijom se sma-
njuju zahtjevi za metabolickom aktivnos¢u orga-
na, a otopina za Cuvanje tkiva stiti tkivo bubrega
tijekom trajanja hladne ishemije®®. Pohrana bu-
brega na niskim temperaturama ima vaznu ulogu
u transplantaciji organa, ali uza sve prednosti po-
hrane bubrega na niskim temperaturama pojav-
ljuje se problem ostecenja organa uzrokovan
trajanjem vremena ishemije i hipotermijom.

PATOFIZIOLOGIJA OSTECENJA STANICA
HLADNOM ISHEMIJOM

Osnova osteéenja stanica u hladnoj ishemiji je
nedostatak kisika, pri ¢emu prvo strada proces
aerobne razgradnje glukoze. Ubrzo po nastupu
hipoksije prestaje oksidativna fosforilacija, stani-
ca te aktivira alternativni put dobivanja energije
— anaerobnu razgradnju glukoze. Aerobnom raz-
gradnjom jedne molekule glukoze nastaje 36 mo-
lekula ATP-a, dok u procesu anaerobne glukolize
nastaju samo 2 molekule ATP-a. Opisani procesi
uzrokuju da se ve¢ nakon 15 minuta od pocetka
hipoksije koli¢ina ATP-a u stanici snizi na 35 %, da
bi nakon 90 minuta iznosila samo 6 %. Smanjenje
koli¢ine ATP-a slabi stani¢ne procese koji zahtije-
vaju mnogo energije, a to su ponajprije ustroji za
odrzavanje optimalnog ionskog sastava'l.

Istodobno, s promjenama u razgradnji glukoze,
mijenja se i grada stanice. Prvo nestaje glikogen,
a gotovo istodobno pojavljuju se kromatinske
grudice u jezgri. Misljenje je da se to zbiva zbog
promjene pH. U stanici oStecenoj hipoksijom vide
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se i protruzije koje su vjerojatno posljedica pro-
mjena u mikrotubulima i mikrofilamentima ¢ija je
funkcija odrzanje oblika stanice. Izmedu 30 i 60
minuta od pocetka hipoksije raspadaju se poliri-
bosomi s povrsine endoplazmatske mreZice, a
mitohondriji prelaze u stanje bez energije. Produ-
Zenjem hipoksije narusava se propusnost mito-
hondrijske  membrane i mitohondriji pocinju
bubriti. Uspostave li se u toj fazi oStecenja stanice
normalni uvjeti, tj. krvotok i oksigenacija hipok-
si¢nog tkiva, kondenzirani mitohondriji pocinju
proizvoditi ATP i prelaze u energizirano stanje.
ATP ¢e oporaviti i mitohondrije u pocetnoj fazi
bubrenja, koji joS nisu nepopravljivo osteceni.
Obnovljena energijska proizvodnja popravit ¢e i
ostale stani¢ne funkcije, pa ¢e stanica prezivjeti
hipoksijsko ostec¢enje. Medutim, obnova krvnog
optoka i dolazak kisika u tkivo mogu i ostetiti sta-
nice koje su prezivjele hipoksiju, jer kisik u tim
stanicama moze prijeci u vrlo aktivne slobodne
radikale. Takvo se oStecenje stanica naziva po-
stishemijsko ostecenje!.

Opisana ostecenja dovode do nekroze stanica, a
tijekom reperfuzije uz nekrozu znacajan broj su-
bletalno ostecenih stanica umire apoptozom. No-
vija istraZivanja vode u smjeru supresije razvoja
apoptoze tijekom hladne ishemije. IstraZivanja u
tom smislu promatraju mitohondrijski apoptotic-
ni put kao zacetnika oStecenja tijekom hladne
ishemije!*2,

OKSIDATIVNI STRES | ANTIOKSIDATIVNI

SUSTAVI

TeZi oblik ostecenja tkiva nastaje ponovnom us-
postavom cirkulacije, odnosno reperfuzijom, pri
¢emu dolazi do pojacanog ulaska kisika u stanice
te stvaranja velike koli¢ine slobodnih kisikovih ra-
dikala, koji uzrokuju osteé¢enja DNA, proteina i li-
pida stanicne membrane. Krajnji rezultat ovakvih
dogadanja jest da stanica gubi svoj vlastiti integri-
tet i odumire’. Slobodni radikali su molekule ili
dijelovi molekula koji sadrze nespareni elektron u
vanjskoj ljusci. Upravo nespareni elektron omo-
gucuje slobodnim radikalima veliku reaktivnost te
smanjenu specificnost za reaktante. 1z tog razloga
mogu reagirati s razli¢itim spojevima te imaju
kratak poluvijek trajanja. Vezanjem na ciljne mo-
lekule, slobodni radikali pokreé¢u neenzimske lan-
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Cane reakcije. Slobodni radikali mogu nastati u
tkivu na razli¢ite nacine, kao Sto su nepotpuna re-
dukcija kisika, enzimskim reakcijama, radiolizom
malih molekula, kao meduproizvod metabolizma
egzogenih i endogenih molekula u tkivima te pri
aktivaciji trombocita®. Najvazniji slobodni kisikovi
radikali jesu superoksidni anion (02?%), vodikov
peroksid (H,0,) te hidroksilni radikal (OH"). Dnev-
no, 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 radi-
kala, pomocu razli¢itih procesa, poput poticanja
metabolizma arahidonske kiseline, permeabilne
tranzicije mitohondrija te pretvorbe ksantin-dehi-
drogenaze u ksantin-oksidazu. Prilikom ponovnog
uspostavljanja cirkulacije, ksantin-oksidaza pre-
vodi dostupne velike koli¢ine kisika u kisikove ra-
dikale, ¢ime nastaje preveliko opterecenje tkiva
radikalima, $to predstavlja osnovu postishemij-
skog ostecenja tkival. Ljudski organizam djelo-
mi¢no je zasticen od djelovanja slobodnih
kisikovih radikala, pomocu vlastitih antioksidatv-
nih enzimatskih sustava, poput superoksid di-
smutaze (SOD), glutation peroksidaze (engl.
gluthatione peroxidase, GSH-Px) te katalaze, ali i
pomocu prirodnih antioksidansa, kao $to su vita-
mini Ci E, koenzim Q, ubikvinon, metionin, ciste-
in i melatonin®®. Enzimskim reakcijama se
slobodni radikali prevode u manje toksicne ili pak
netoksi¢ne spojeve. Dva razli¢ita oblika SOD-a
pretvaraju superoksidni anion u manje toksican
spoj, vodikov peroksid (H202), koji se kasnije po-
mocu katalaze razlaze do vode i kisika. OSteéenja
u tkivima mogu nastati kao posljedica slabosti za-
stitnih mehanizama ili zbog prevelike proizvodnje
slobodnih radikala. Kada je rije¢ o proteinima,
cilino mjesto djelovanja slobodnih radikala pred-
stavljaju aminokiseline. Izravna oksidacija bo¢nih
lanaca aminokiselina dovodi do karbonilacije pro-
teina i stvaranja karbonilnih skupina (aldehidi i
ketoni), pri ¢emu je ubrzan katabolizam proteina
te je posljedi¢no i skra¢en poluvijek molekula u
stanici®®. Arginin, lizin, prolin i treonin su aminoki-
seline koje su posebno osjetljive na djelovanje
slobodnih kisikovih radikala. Oduzimanje vodiko-
vih iona iz tiolne skupine cisteina moze dovesti
do stvaranja disulfidnih veza i nepravilnog prekla-
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panja proteina. Nenormalno preklapanje moze
uzrokovati gubitak funkcije, ali i agregaciju protei-
na te smrt stanice. Slobodni radikali sudjeluju u
patogenezi ateroskleroze oksidacijom LDL-Cestica
koje time dobivaju jaka aterogena svojstva. Hi-
droksilni radikali mogu izazvati lipidnu peroksida-
ciju u stani¢noj membrani, prilikom cega dolazi
do povecdane propusnosti stanice i njene smrti.
Kada je rije¢ o bubregu, ishemijsko-reperfuzijsko
ostecenje tkiva dovodi do procesa tubulointersti-
cijske fibroze, koji nastaje kao posljedica pojaca-
nog stvaranja TGF-B 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 aktivaci-
jom i poticanjem fibroblasta na povecano stvara-
nje komponenti izvanstanicnog matriksa, poput
kolagena tipa IV te fibronektina, predstavlja glav-
ni ¢imbenik ukljucen u proces fibroze bubrega?.

EPITELNE STANICE KANALICA BUBREGA |

NJIHOVA SPOSOBNOST REGENERACIJE |
ADAPTACIJE NA HIPOKSIJU

Nefron je glavna funkcionalna jedinica bubrega
sastavljena od glomerula, proksimalnih zavijenih
kanali¢a, Henleove petlje i distalnih zavijenih ka-
nali¢a. Henleovu petlju ¢ine tanki silazni i debeli
uzlazni krak smjesten u srZi bubrega (engl. medu-
llary thick ascending limb, mTAL). Pojam distalni
kanali¢ obuhvaéa mTAL segment i distalni zavijeni
kanali¢ bubrega®. Ostatak sabirnog sustava bu-
brega, sabirne cijevi, vazan je segment bubrezne
funkcije, ali ne pripada nefronu, Sto se vidi vec i
prema podrijetlu sabirnog sustava koji nastaje iz
ureteralnog pupoljka, dok nefron potjece iz me-
tanefrickog blastema. Bubrezni nefron je jedino
epitelno tkivo koje je mezenhimskog podrijetla. 1z
mezenhima se razvijaju glomeruli, proksimalni i
distalni kanali¢i®®.

Tkivni raspored struktura nefrona paZljivo je ras-
poreden. U bubreznoj srzi u neposrednoj blizini
jedan uz drugoga stoje silazni i uzlazni krak Hen-
leove petlje, a u kori bubrega proksimalni i distal-
ni zavijeni kanali¢i nalaze se jedan uz drugoga®'’.
Bliska polozenost proksimalnih i distalnih kanali-
¢a te Henleove petlje ima klju¢nu ulogu u fiziolos-
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kim i patoloskim procesima u bubregu. Takoder,
poznata je uloga distalnog kanali¢a koji aktivho
odgovara na ostecenje bubrega i razvoj bolesti.
Odgovori epitelnih stanica distalnog kanali¢a
ukljuéuju stani¢nu regeneraciju, apoptozu, nekro-
zu i upalu. Uvid u bioloske i molekularne funkcije
svih dijelova nefrona moze otvoriti nova podrucja
terapijskog djelovanja pri akutnoj ozljedi bubre-
ga. Kada bi se moglo smanjiti oStecenje i ponov-
no uspostaviti funkciju bubrega nakon akutne
bubrezne ozljede, to bi znacilo sprijeciti progresi-
ju bolesti prema tubulointersticijskoj fibrozi koja
karakterizira kroni¢nu bubreznu bolest®®.

Dijelovi nefrona smjesteni u srzi bubrega imaju
sposobnost koncentrirati novostvoreni urin s ob-
zirom na stanje hidriranosti tijela. Epitelne stani-
ce kanali¢a zaduzene su za vrSenje izmjena raznih
tvari putem pasivnog i aktivnog transporta. Pro-
krvljenost tog dijela bubrega je relativno slaba
tako da je srz bubrega, iako neprestano u funkciji,
u trajnim uvjetima niske koncentracije kisika’*°.
Niska razina kisika je posljedica slabog protoka
krvi kroz vasa recta, ali i velike potrosnje kisika u
mTAL segmentu nefrona koji prethodi u tkivhom
poloZaju. Parcijalni tlak kisika u bubreznoj srzi je
10 — 20 mmHg, a u bubreznoj kori oko 50 mmHg.
Relativno niska koncentracija kisika vjerojatno
dovodi do povecane otpornosti distalnog dijela
kanali¢a u bubreznoj kori, pa su oni razvili veci ka-
pacitet anaerobne glikolize nego stanice proksi-
malnog kanali¢a. Takoder distalni kanali¢i imaju
vecu sposobnost preZivljenja i adaptacije na hi-
poksiju®®?!, Kao $to je spomenuto, epitelne stani-
ce proksimalnih i distalnih kanali¢a bubrega su
visoke metaboli¢ke aktivnosti, stoga su dobro op-
skrbljene mitohondrijima, koji su izvor energije,
ali i oksidacijskog stresa. Mitohondriji nakupljaju
slobodne radikale kisika koji su glavni ¢imbenici ili
ostecenja biomolekula oksidacijom ili ¢uvari sta-
nica zbog moguénosti redoks reakcije?.

Takva mikrookolina u kojoj funkcionira bubrezna
srz, s niskom koncentracijom kisika i poveé¢anim
stvaranjem ROS-a, opasna je ¢im se poremeti
normalna opskrba krvlju. Zbog toga su epitelne
stanice kanali¢a razvile razne mehanizme adapta-
cije, a presudno za njihov opstanak je koordinira-
no djelovanje izmedu susjednih kanali¢a. Do sada
su poznati mnogi autokrini i parakrini Cinitelji
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(prostaglandin, dusikova sintetaza, adenozin, ki-
nin) koji reguliraju opskrbu kisikom i rad kanali¢a
u bubreznoj srzi. Navedeni cinitelji djeluju tako
Sto pojacavaju vazodilataciju, smanjuju metabo-
licke zahtjeve i povecavaju kapacitet energije te
kontroliraju koncentraciju kisika??24.

Vaznost interakcije stanica posebno je naglasena u
bubregu jer se heterogena skupina stanica nalazi
na bliskom mjestu i mora uskladiti svoje funkcije.
Osim Sto je stani¢na interakcija vazna u normalnim
uvjetima funkcije bubrega, ona posebice dolazi do
izraZaja tijekom patoloskih i regenerativnih proce-
sa. Da bi stanica prezivjela oste¢enje mora biti pod
utjecajem ¢imbenika rasta koje joj dostavljaju su-
sjedne stanice, u stanju dobre prokrvljenosti,
oCuvanog izvanstani¢nog sastava i s odsustvom
upale?*?, Najceséi uzrok akutne bubrezne insufi-
cijencije je ishemijsko ostecéenje te ostecenje slo-
bodnim radikalima kisika koje uslijedi s nastupom
reperfuzije. U eksperimentalnim modelima i u
pacijenata s akutnim zatajenjem bubrega istrazi-
vano je koji ¢imbenici rasta i citokini protektivno
djeluju na tkivo bubrega.

Epitelni ¢imbenik rasta (engl. epidermal growth
factor, EGF) dokazan je kao vazan protein u opo-
ravku nakon osteéenja bubrega. U normalnom
bubregu epitelne stanice distalnog kanali¢a sinte-
tiziraju i eksprimiraju EGF. Receptor za EGF prisu-
tan je na bazolateralnoj i apikalnoj povrsini
epitelnih stanica proksimalnih kanali¢a. lako se
njegova sinteza i ekspresija gubi u stanicama dis-
talnog kanali¢a tijekom akutnog zatajenja bubre-
ga, ima ulogu snainog mitogena i pokretaca
reepitelizacije nakon 24 — 48 sati po reperfuziji,
te tako pomaZze ponovnu uspostavu bubreine
funkcije. Pocetni gubitak ekspresije EGF-a tijekom
ishemije mozZe potaknuti Bcl-2 ekspresiju u epi-
telnim satnicama kanali¢a bubrega, prvenstveno
distalnim kanali¢ima. Povecana ekspresija Bcl-2
poti¢e zastitu stanica i omoguduje im povratak
ekspresije EGF-a. Bez zastite molekulom Bcl-2 na-
stupila bi apoptoti¢na smrt proksimalnih stanica
kanalica bubrega, jer su ovisne o normalnom
funkcioniranju distalnih kanali¢a?*%.

Inzulinu nalik ¢imbenik (engl. insulin growth fac-
tor, IGF) takoder poti¢e oporavak bubrezne funk-
cije nakon ishemijskog ostecenja. U zdravom
bubregu IGF je sintetiziran u distalnim kanali¢ima
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i sabirnim cijevima. Stanice proksimalnog kanalic¢a
ne pokazuju ekspresiju IGF-a, ali zato obiluju re-
ceptorima za IGF, posebice nakon nastupa ozljede.
Tijekom akutno ozljede bubrega IGF ekspresija se
povecava u distalnim kanali¢ima ve¢ u ranoj fazi
nastupa ishemije, a kasnije u fazi oporavka od
ishemijsko-reperfuzijskog ostecenja ekspresija IGF
se uocava i u proksimalnim kanali¢ima?*°.
Prisutnost maticnih stanica u odraslom bubregu
tek mora biti dokazano, iako se nagada da je bu-
brezna papila srediSte bubreznih progenitornih
stanica i da u parijetalnom listu Bowmanove ¢a-
hure postoje multipotentne progenitorne stanice
te da mezenhimalne stanice nalik fibroblastima u
bubreznoj srzi pokazuju moguénost modelacije
prema epitelnim strukturama?. Nefron, kao $to
je vec prije spomenuto, potjece iz metanefrickog
mezenhima za kojeg se zna da sadrzi pluripoten-
tne i samoobnavljajuée stanice. U odraslom bu-
bregu mnoge prezivjele epitelne stanice nakon
ozljede postaju dediferencirane, odnosno vraéaju
se u prvotni razvojni stadij, mezenhim. Epitelne
stanice ulaze u proces epitelno-mezenhimne
transformacije u kojem gube mikrotrepetiljke,
stanjuju se i poprimaju karakteristike miofibro-
blasta te eksprimiraju alfa glatkomisi¢ni aktin
(engl. a-smooth muscle actin, a-SMA). Te stanice
proliferiraju i mogu se ponovno diferencirati u
epitel te obnoviti svoju funkciju i strukturu?’.

ENDOGENI PROTEKTIVNI CIMBENICI

U HLADNOJ ISHEMUJI: HIF-1 1 HSP70

Osim opisanih promjena stani¢ne funkcije i gra-
de, ishemija dovodi do nakupljanja i aktivacije
molekula koje pokusSavaju omoguditi ¢im bolju
prilagodbu stanice na hipoksiju. Hipoksijom indu-
cirani ¢imbenik-1 (engl. hypoxia inducible fac-
tor-1, HIF-1) je transkripcijski faktor koji tijekom
hipoksije regulira aktivaciju gena koji sudjeluju u
angiogenezi, metabolizmu Zeljeza i glukoze te sta-
ni¢noj proliferaciji i prezivljavanju. HIF-1 se sastoji
od konstitutivno izrazene podjedinice HIF-1B i od
kisikom regulirane podjedinice HIF-1a. Stabilnost
i aktivnost alfa podjedinice je regulirana posttrans-
lacijskim modifikacijama kao $to su hidroksilacija,
ubikvitinacija, acetilacija i fosforilacija?®3!. Tije-
kom normoksije (~21 % O,) hidroksilirani HIF-1a
se veZe na von Hippel Lindau tumor supresorski
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protein (VHL) koji sluzi kao receptorska podjedini-
ca u stvaranju ligaza ubikvitinskog kompleksa. Ovaj
kompleks ima ulogu u ubikvitinaciji i razgradnji
proteina. Nakon vezivanja HIF-1a na VHL dolazi do
ubikvitinacije, a nakon toga do brzog raspadanja
HIF-1a. Da bi se HIF-1a uopce vezao za VHL prote-
in najprije treba doci do hidroksilacije njegova
prolinskog ostatka pomoc¢u enzima prolil hidrok-
silaze®!. Stupanj djelovanja te hidroksilaze ovisi o
oksigenaciji stanice, pa je u stanju normoksije en-

Otopine za hladnu pohranu organa sprjecavaju nepo-
vratno osteéenje tkiva tijekom ishemije i reperfuzije.
Novija istraZivanja dokazuju da tkiva perfundirana s UW
otopinom ipak imaju manju proizvodnju ROS-a i manji
utroSak ATP-a tijekom hladne ishemije, odnosno UW
otopina ima veci antioksidacijski potencijal od ostalih
otopina za hladnu pohranu organa.

zim u aktivnoj formi, dok je tijekom hipoksije hi-
droksilaza inaktivna. Stoga, u stanju hipoksije
(*1% 0,) HIF-1a se ne veZe za VHL i ne dolazi do
njegove razgradnje. HIF-1a u ishemijskim uvjeti-
ma u jezgri potiCe prepisivanje gena koji protek-
tivno djeluju u stanicama, te na taj nacin Stite od
oStecenja®32, Tijekom akutne ishemije bubrega,
u tijeku koje je HIF-1a proteoliza inhibirana, HIF-
la se opaza u jezgri epitelnih stanica kanali¢a bu-
brega, gdje se spaja s HIF-1B u dimer koji je
transkripcijski aktivni oblik HIF-13%%3, U stanjima
akutnog ostecenja bubrega, kada je limitirana do-
stupnost glukoze, HIF-1 potice hipoksijom induci-
ranu stanicnu smrt putem svog utjecaja na
metabolizam glukoze. Ako je u tkivu prisutna do-
voljna koli¢ina glukoze, HIF-1 nije neophodan za
preZivljavanje epitelnih stanica kanali¢éa bubrega
niti za indukciju smrti stanice posredovanu hipok-
sijom. Usprkos svojoj kontroverznoj ulozi u akutnoj
ozljedi bubrega, najvaznija uloga HIF-1 je da potice
prepisivanje protektivnih ¢initelja323. Cinitelji koje
HIF-1 direktno regulira uklju¢uju hem oksigenazu 1
(engl. heme oxygenase-1, HO-1), inhibitor aktiva-
tora plazminogena-1 (engl. plasminogen activator
inhibitor-1, PAI-1), tkivni inhibitor metaloproteina-
ze-1 (engl. tissue inhibitor of metaloproteinase-1,
TIMP-1) i supresor Wilmsova tumora (engl. Wilms

tumor suppresor, WT-1)3233, Pretretman tkiva bu-
brega s HIF prolil-hidroksilaza inhibitorom, kojem
je uloga da sprjecava proteolizu HIF-1a, u eksperi-
mentalnim modelima akutne i kroni¢ne bubrezene
ozljede rezultira poboljS$anom glomerularnom fil-
tracijom?3233,

Proteini toplinskog Soka (engl. heat shock protein,
Hsp) su klasa funkcionalno povezanih proteina
ukljucenih u svijanja novostvorenih proteina, pri
njihovom prolasku kroz stanicnu membranu te u
vodenju proteina prema lizosomu s ciljem njiho-
ve razgradnje. Opisana uloga Hsp dogada se u
stanicama bez stresnih uvjeta, kada se Hsp pona-
$aju kao kuéepaziteljski proteini*#3>. Medutim, u
stanjima stresa ekspresija Hsp se povecava te
djeluju kao proteini odgovora na stres. Navede-
noj klasi proteina pripada i Hsp70 obitelj, struk-
turno i funkcionalno ocuvana tijekom evolucije,
te ubikvitarno prisutna u organizmima, od bakte-
rija do ljudi. Proteini toplinskog Soka su nazvani
sukladno njihovoj molekularnoj tezini, a najcesce
izucavani proteini ove obitelji su Hsp60, Hsp70 i
Hsp90. U stresne uvjete koji poti¢u proizvodnju
Hsp70 ubrajaju se infekcija, upala, izloZzenost tok-
sinima, izgladnjivanje i hipoksija. S obzirom na to,
proteini toplinskog Soka nazivaju se jo$ i stres
proteini, a njihova je aktivnost dio glavnog tkiv-
nog stresnog odgovora®®. Hsp su u velikoj kolicini
izrazeni u bubreznoj srzi i predstavljaju unutarsta-
ni¢ni obrambeni sustav epitelnih stanica kanali¢a
bubrega. U zdravom bubregu Hsp su prisutni u
malim koli¢inama. IzloZeno3$¢u stanica raznim vr-
stama stresa, ukljuCujuci ishemiju (hipoksiju), po-
vecava se razina HSP ekspresije. Studije pokazuju
da se glavnina ekpresije Hsp nalazi u distalnim ka-
nali¢ima, i tamo ima ulogu protektivnog faktora u
ishemijskim uvjetima. Hsp su po funkciji moleku-
larni “chaperoni” koji prepoznaju pogresno kon-
formirane ili denaturirane proteine, s njima
stvore kompleks kako bi ili ispravili pogresku u
tom proteinu ili ga degradirali. Hsp takoder inhi-
bira apoptozu interferirajuci sa signalnom kaska-
dom pro-apoptoticnih faktora citokroma c¢ i
Apaf-1. Klju¢na funkcija Hsp je da poveca stanicni
kapacitet na otpornost prema ozljedi, te na taj
nacin Hsp pridonosi stani¢cnom prezivljenju u ina-
¢e smrtonosnim uvjetima®. Jedan od najbolje
istrazenih proteina ove obitelji je Hsp70, za kojeg
je eksperimentalno utvrdeno da stiti epitelne sta-
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nice kanali¢a bubrega kod Stetnog djelovanja vi-
soke koncentracije ureje u mokradi. Zastitni
mehanizam Hsp70 ostvaruje tako Sto sprecava in-
hibiciju enzima i apoptoticno djelovanje ureje.
Osim toga u kulturi stanica bubrezne srzi izloZe-
nih hipertonicnom mediju i s visokim koncentra-
cijama Hsp70 stanice su otporne na visoku
temperaturu, oksidacijski stres i ciklosporin A, ta-
koder su otporne na djelovanje pro-apoptoti¢nih
molekula®.

OTOPINE ZA CUVANJE TKIVA TIJEKOM

HLADNE ISHEMUE

Otopine za Cuvanje tkiva tijekom hladne ishemije
koriste se kako bi odrzale organ u optimalnom
stanju u vremenu izmedu eksplantacije i trans-
plantacije. PocCetak upotrebe otopina za Cuvanje
organa oznacava veliku prekretnicu u transplan-
tacijskoj praksi jer se mijenja shvacanje o trans-
plantaciji kao zahvatu koji se mora izvrsiti bez
odgadanja. Otopine za ¢uvanje organa omogucile
su vrijeme potrebno za transport organa, vrijeme
za usporedbu tkivne kompatibilnosti, ocuvanje
funkcije organa tijekom hladne ishemije i bolju
postoperativnu funkciju organa®-.

Od samog razvoja transplantacije zapocinju istra-
Zivanja otopine koja bi sprijecila oSteéenje tkiva
koje se razvija u tijeku hladne ishemije. Prva oto-
pina za perfuziju bubrega tijekom transplantacije
bila je Collinsova otopina (Eurocollins), izumljena
60-ih godina proslog stoljeca. Eurocollins otopina
zamisljena je kao pokusaj imitacije fizioloSkog
unutarstani¢nog sastava, a sadrzi visoku koncen-
traciju glukoze i elektrolita. U otopinu je dodan
snazni fosfatni pufer, a glukoza je sluzila za posti-
zanje hiperosmolarnosti. Upravo je visoka kon-
centracija glukoze bila i glavna mana otopini, jer
se u hipotermijskim uvjetima glukoza enzimatski
cijepa u laktat koji udvostrucuje unutarstani¢nu
koli¢inu molekula i ¢ini stanicu podloZniju bubre-
nju“®. Eurocollins otopina koristila se 15-ak godi-
na kao standardna otopina za pohranu bubrega
tijekom hladne ishemije, pa iako je produzila
funkcionalnost organa, ubrzo je zakljuceno da ne
moZe ocuvati tkivo bubrega kroz duzi period tra-
janja hladne ishemije.

Kontinuiranim radom na ocuvanju organa ftije-
kom transplantacije pioniri u tom polju, Belzer i
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Southard, 80-ih godina proslog stoljec¢a razvijaju
University of Wisconsin (UW) otopinu. UW otopi-
na i danas se koristi u rutinskoj upotrebi za ispira-
nje bubrega i cuvanje tkiva tijekom hladne
ishemije jer se pokazalo da ima najveci antioksi-
dativni potencijal u odnosu na ostale ispitivane
otopine®. No usprkos tome nastaje osteéenje tki-
va tijekom produzenog trajanja hladne ishemije.
U svom sastavu UW otopina sadrzi alopurinol cija
je uloga stvaranje novog adenozin trifosfata
(ATP), adenozin ¢ija je uloga zastititi od reperfu-
zijske ozljede koja nastaje zbog slobodnih radika-
la kisika i glutation koji inhibira aktivnost ksantin
oksidaze. UW otopina ima i nekoliko nedostataka
kao sto su velika osmolarnost, kratki vijek aktiv-
nosti dodanog glutationa te visoka cijena. Pozna-
vajuéi mehanizme ostecenja koji nastaju tijekom
hladne ishemije UW otopina ipak ne pruza do-
voljnu zastitu tkivu bubrega®-2.

Najbliza po ucinkovitosti UW otopini je Histidin-
-Triptofan-Ketoglutarat otopina (HTK), razvijena
dodavanjem snaznog puferskog sustava, sastav-
ljenog od histidina u kombinaciji s dva supstrata.
Prednost HTK-a nad UW otopinom je mala visko-
znost koja omogucava brzu i kvalitetniju perfuziju
organa***. Provedene su mnoge studije uspored-
be ucinkovitosti UW i HTK otopine. lako pocetna
istrazivanja pokazuju da otopine imaju istu ucin-
kovitost tijekom hladne ishemije kra¢e od 24
sata, novija istrazivanja dokazuju da tkiva perfun-
dirana s UW otopinom ipak imaju manju proi-
zvodnju ROS-a i manji utroSak ATP-a tijekom
hladne ishemije, odnosno UW otopina ima vedi
antioksidacijski potencijal®#.

Trenutno se nastavljaju istrazivanja i traze se
nove aktivne supstancije koje bi imale bolju za-
stitnu ulogu te smanjile osStecenje tkiva tijekom
hladne ishemije. Efikasnijim smanjivanjem oksi-
dativnog ostecenja stanica mogla bi smanijiti uce-
stalost odbacivanja presatka, kao i nastanka
odgodene funkcije presatka. Na taj nacin mogao
bi se poboljsati ishod transplantacija bubrega, a
samim time i uspjesnost lijecenja kronicnog zata-
jenja bubrega. Usprkos koristenju otopina za Cu-
vanje tkiva ne smije se zaboraviti da o vremenu
hladne ishemije ovisi stupanj ostecenja tkiva.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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