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Sazetak. Danasnja klinicka praksa, ali i istrazivanja, temelje se na alo(homo)transplantaciji. Naj-
zastupljeniji organ po broju u transplantacijskoj medicini svakako je bubreg. Transplantacija bu-
brega uvrijeZen je, najbolji i najekonomicniji nacin lijecenja kronicne renalne insuficijencije. Ani-
malni modeli nuzni su za istraZivanja na podrucju transplantacije organa. Najces¢e koristena
zivotinja u istraZivanju transplantacije bubrega je Stakor. U modernim istrazivanjima transplan-
tacije bubrega uvrijeZila su se dva dobro poznata animalna modela: Stakorski model kroni¢ne
renalne insuficijencije i Stakorski model transplantacije bubrega. Za rad i vrSenje operacija na
eksperimentalnim Zivotinjama istraZiva¢ mora posjedovati medunarodni certifikat. Uzgoj, po-
stupci eutanazije, poslijeoperacijske analgezije, razmnozavanja, drZanja Zivotinja (nastambe,
temperatura, hrana), kao i odlaganja Zivotinjskih lesSeva i tkiva su visoko standardizirani. Vecina
danasnjih istraZivanja, kao i onih koja ¢e se odvijati tijekom sljedecih nekoliko godina, usmjere-
na su k rjeSavanju problema ostecenja bubreznog parenhima transplantata uzrokovanog to-
plom i hladnom ishemijom. S ciljem izbjegavanja biopsije transplantiranog bubrega istraZivanja
su i bit ¢e usmjerena k razvoju metoda kontrastnog ultrazvuka u ranoj detekciji reakcije odbaci-
vanja ili k odredivanju serumskog markera za akutno odbacivanje transplantiranog bubrega. Ta-
koder, sve vrste istraZivanja bavit ¢e se uzgojem vijabilnih organa za transplantaciju iz maticnih
stanica. Iz svega navedenog jasno je kako Ce razliCiti animalni modeli transplantacije bubrega
imati vaznu ulogu u bududim istraZivanjima s ciljem povecanja broja transplantacija, kao i pro-
duljenja preZivljenja transplantiranog organa.

Kljucne rijeci: animalni modeli; imunomodulacija; odbacivanje transplantata; Stakorski model;
transplantacija bubrega

Abstract. Today’s clinical practice and research are based on alo- (homo) transplantation. The
most common organ used in transplant medicine is certainly the kidney. Kidney transplantation
is ingrained, the best and most economical way to treat chronic renal failure. Animal models
are necessary for research in the field of organ transplantation. The most commonly used
animal in the study of kidney transplantation is a rat. In modern studies of kidney
transplantation, we have two well-known animal models: the rat model of chronic renal failure
and the rat model of kidney transplantation. To operate on experimental animal’s researcher
must possess an international certificate. Growing, euthanasia procedures, postoperative
analgesia, breeding, animal housing (temperature, food, etc.), as well as the disposal of animal
carcasses and tissues are highly standardized. Most of the current researches, as well as those
that will take place over the next few years have in focus the damage caused by warm and cold
ischemia. To avoid the biopsy of the transplanted kidney studies will be directed towards the
development of noninvasive methods for early detection of transplant rejection such as
contrast ultrasound or serum markers of acute rejection of the transplanted kidney. In addition,
all kinds of investigations will address the cultivation of viable organs for transplantation using
stem cells. In conclusion it is clear that different animal models of kidney transplantation will
play an important role in future researches in order to increase the number of transplants as
well as the prolongation of the survival of transplanted organs.

Key words: animal models; immunomodulation; kidney transplantation; rat model; transplant
rejection
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uvoD

Transplantacija je presadivanje tkiva ili organa na

VAZNOST ANIMALNIH MODELA

U ISTRAZIVANJU TRANSPLANTACIJE
BUBREGA

istom Zivom bicu ili izmedu razlic¢itih organizama.
Mozemo je podijeliti prema odnosu davatelja i
primatelja na:

— autotransplantaciju — na istom organizmu

Transplantacija bubrega je uvrijezeni, najbolji i
najekonomicniji nacin lijeCenja kroni¢ne renalne
insuficijencije. Naime, dijaliza jest samo privre-
— alo(homo)transplantaciju — izmedu dvaju bica meno rjesenje s brojnim nuspojavama i kraé¢im
iste vrste prezivljenjem. U danasnje vrijeme prosjecno pre-
— hetero(kseno)transplantaciju — izmedu dviju Zivljenje transplantiranog bubrega je 5 — 10 godi-
vrsti. na uz minimalnu imunosupresijsku terapiju. Vec

Danasnja klini¢ka praksa, ali i istraZivanja, temelje

se na alo(homo)transplantaciji. Po broju trans- . . . .. .. . v
Animalni modeli vrlo su bitni u istraZivanju kroni¢ne re-

nalne insuficijencije. Vecina istrazivanja provodi se na
Stakorskom modelu. Posebno je interesantan Stakorski

plantacija najzastupljeniji organ u transplantacij-
skoj medicini svakako je bubreg®?e.
Bubrezi su parni organi smjesteni retroperitone-

alno. Bubreg odraslog covjeka tezi oko 150 g. Pro-
sjecnih je dimenzija 10 — 12 x 5 — 7 x 3 cm. Straga
su bubrezi u kontaktu sa straznjom trbusnom
stjenkom, dok se njihovi topografski odnosi razli-
kuju s prednje strane. Desni bubreg sprijeda je u
kontaktu s duodenumom, desnom (hepatalnom)
fleksurom kolona i jetrom. Lijevi bubreg sprijeda
dodiruju slezena, rep gusterace, Zeludac i lijeva
(lijenalna) fleksura kolona. Krvne Zile u bubreg
ulaze putem hilusa koji se nalazi na medijalnoj
povrsini bubrega. Gornji pol bubrega prekriven je
nadbubreznom Zlijezdom. U bubreZznom hilusu
nalazi se i nakapnica (pelvis), a iz nje izlazi ureter.
Bubrezi mogu mijenjati polozZaj s obzirom na disa-
nje i promjenu poloZaja tijela (leZzanje, stajanje).
Desni bubreg je zbog pritiska jetre smjesten 1 — 2
cm nize od lijevog bubrega. Ovi anatomski odnosi
vazni su pri eksplantaciji (vadenju bubrega iz tije-
la darivatelja). Histoloski bubreg je egzokrina
Zlijezda izgradena od nefrona. Nefron kao funkci-
onalna jedinica izgraden je od glomerula, proksi-
malnog tubula, Henleyjeve petlje i distalnog
tubula. Unutar bubreznog parenhima razlikujemo
medulu i korteks. Medulu ¢ine piramide koje po-
kriva krteks. Vrhovi piramida otvaraju se u male
bubrezZne Casice (calices minores) koje se otvaraju
u velike CaSice (calices majores), a iste u bubrez-
nu nakapnicu (pelvis). Medusobno komuniciraju
vrati¢ima, tj. infundibulumom. Zbog sloZenosti
opisane histoloSke grade bubreg se presaduje u
cijelosti (in toto) i jedino tako preuzima funkciju,
dok se, primjerice, presaditi moze samo dio je-
tre?®.
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model transplantacije bubrega.

duzi niz godina u modernoj kirurgiji i urologiji po-
stoji tendencija intenzivnog ukljucivanja i primje-
ne animalnih modela u istrazivanjima. Uroloska
istrazivanja najcesce imaju za cilj testiranje i usa-
vrSavanje novih kirurskih tehnika, materijala ili li-
jekova, ali i razjaSnjavanje patogeneze brojnih
bolesti i sindroma. Klinicke medicinske grane brzo
napreduju, kako pod pritiskom proizvodaca me-
dicinske opreme i lijekova, tako i zbog opcenite
teZnje u drustvu za svemoguéom medicinom i do-
stizanjem trenutka kada neée postojati neizljeci-
ve bolesti. Shodno tome iz dana u dan sve vise
raste uporaba animalnih modela u svakodnevnoj
klini¢koj, istraZivackoj praksi*2°.

Animalni modeli nuzni su, primjerice, za istraziva-
nja na podrucju transplantacije organa. Transplan-
tacija bubrega je zlatni standard u lijecenju
kroni¢nog, terminalnog bubreZznog zatajenja. Da-
nasnji uspjesni postupci i kirurska tehnika u huma-
noj transplantaciji bubrega rezultat su proSirenih
istrazivanja i eksperimenata na Zivotinjama. Tako
je, primjerice, akutno odbacivanje bubrega danas
vrlo rijetko upravo zbog dobre imunosupresije
usavrSene na animalnim modelima. U pocecima
eksperimentalne kirurgije i urologije uglavnom su
se za uvjezbavanje i usavrsavanje kirurske tehnike
koristile velike Zivotinje poput svinje, ovce, psa.
No, u danasnje vrijeme, vrijeme molekularne bio-
logije, translacijske medicine i genetike, koriste se
uglavnom Stakori, $to zahtijeva primjenu novih mi-
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krokirurskih tehnika za postizanje slicnih rezultata
kao u velikih Zivotinja. Siroka primjena Zivotinja u
eksperimentalnoj kirurgiji i urologiji skriva mnoge
opasnosti od neeticnog postupanja. Kako bi se
izbjegla zlouporaba te patnja Zivotinja koje sudje-
luju u klini¢kim istraZivanjima svela na minimum,
svi istrazivacki centri imaju posebne eticke odbore
koji se bave animalnom etikom te donose jasna i
nedvosmislena pravila o drzanju, postupanju te Zr-
tvovanju Zivotinja u istrazivanju. Takoder, moraju
dati suglasnost na svako planirano istraZivanje koje

Vecina eksperimentalnih istraZivanja bavi se problemati-
kom hladne ishemije i smanjenja reperfuzijskih oStece-
nja. Takoder je vazna i moguénost koristenja kontrastnog
ultrazvuka u procjeni akutnog ostecenja bubrega uzroko-
vanog akutnim odbacivanjem ili akutnom tubularnom
nekrozom.

ukljucuje Zive Zivotinje. Shodno navedenom odgo-
varajuc¢i animalni modeli nuzni su u modernim
uroloskim istrazivanjima, a rezultati istih vrlo brzo
se implementiraju u svakodnevnu klinicku praksu.
Kirurski temelji transplantacije organa postavljeni
su pocetkom 20. stolje¢a'?. lako je bilo mnogo
pokusaja transplantacije organa joS od antickoga
doba, prvo uspjesno eksperimentalno presadiva-
nje organa zabiljeZeno je poCetkom prosloga sto-
ljie¢a?3. Danas je transplantacija organa rutinski
postupak, a Hrvatski eksplantacijski i transplanta-
cijski program jedan je od najboljih u svijetu.
Emerich Ullmann i Alexis Carrel zasluzni su pioniri
transplantacije organa, poglavito bubrega. Oni su
neovisno jedan o drugom 1902. godine, prije toc¢-
no 110 godina, ucinili prvu eksperimentalnu trans-
plantaciju bubrega.
Povijesno gledano transplantacija organa u ljudi
veze se uz vrlo bizarne eksperimente na Zivotinja-
ma. Valja se prisjetiti eksperimentalne transplan-
tacije u pasa gdje su transplantirane izmedu
jedinki, noge, bubrezi, jetra, pokusaji transplanta-
cije glave itd. No u danasnje vrijeme uvrijeZio se
Stakorski model. Za to postoji nekoliko razloga:
1. uzgoj i razmnoZavanje Stakorskih sojeva jefti-
no je i jednostavno,
2. postoji dovoljan broj razlicitih sojeva,
3. postoji velik broj komercijalnih (jeftinih) anti-
tijela za brojne Stakorske antigene,

4. otpornost na infekcije,

5. izdriljivosti i visoka stopa prezivljenja nakon
ekstenzivnih operacija,

6. anatomske strukture u Stakora dovoljno su
velike da primjenom mikrokirurskih tehnika
omogucuju kopiranje gotovo svih vrsta opera-
cija koje se rade u ljudi, pa tako i transplanta-
cije bubrega.

Koristenje Zivotinja u eksperimentalnoj kirurgiji i

urologiji nekada je bilo bez kontrole, tj. istrazZiva-

nja su dizajnirana s koristenjem proizvoljnog bro-
ja Zivotinja, uzgoj nije bio standardiziran kao ni
postupci eutanazije, anestezije i poslijeoperacij-
ske analgezije. Danas to nije tako. Za rad i vrienje
operacija na eksperimentalnim Zivotinjama istra-

Ziva¢ mora posjedovati medunarodni certifikat.

Uzgoj, postupci eutanazije, poslijeoperacijske

analgezije, uzgoja, drzanja Zivotinja (nastambe,

temperatura, hrana), kao i odlaganja Zivotinjskih
leSeva i tkiva visoko su standardizirani. Veéina
standarda preuzeta je od Office of Laboratory

Animal Welfare, Committee for the Update of the

Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-

mals, Institute for Laboratory Animal Research

Division on Earth and Life Studies i National Rese-

arch Council of the National Academies iz Sjedi-

njenih Americkih DrZava koji su izdali opsezan
priruc¢nik pod nazivom Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals. Sukladno spomenu-

tom prirucniku sva istrazivanja u kojima se koriste

eksperimentalne Zivotinje, moraju biti dizajnirana
prema sljedeéim osnovnim pravilima i uvjetima:

1. Pravilo triju R:

a. Replacement (nadomjestanje) ako je mo-
guce i ako postoji drugi odgovarajucéi model
(npr. stani¢na kultura) valja izbje¢i uporabu
eksperimentalnih Zivotinja u istrazivanju.

b. Refinement (procis¢avanje) istraZivanje
mora biti dizajnirano tako da se izbjegne
Sto je vise moguce bol i stres u Zivotinja.

c. Reduction (smanjenje) istraZivanje mora
biti koncipirano tako da se koristi Sto je
manji potreban broj eksperimentalnih Zi-
votinja, a da rezultat bude znanstveno re-
levantan.

2. Uvjeti koje mora zadovoljiti istrazivanje kako
bi u njega mogle biti uklju¢ene eksperimen-
talne Zivotinje su sljededi:

http://hrcak.srce.hr/medicina medicina fluminensis 2017, Vol. 53, No. 3, p. 344-350
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a. ne smije postojati alternativa uporabi ek-
sperimentalnih Zivotinja kao Sto su: in vitro
modeli, kompjutorske simulacije ili mate-
maticki modeli;

b. ocekivani rezultati moraju biti relevantni
za ljudsko ili Zivotinjsko zdravlje, moraju
unaprijediti sveukupno znanje iz odrede-
nog podrucja istraZivanja i moraju biti
drustveno korisni;

c. u istrazivanju se moraju koristiti Zivotinje
odgovarajuce vrste, soja, kvalitete i broja;

d. istraZivanje mora biti osmisljeno tako da se
izbjegava, tj. svede na najmanju mogucu
mjeru neugoda, stres i bol u eksperimental-
nih Zivotinja;

e. koristenje odgovarajuce sedacije, analge-
zije i anestezije;

f. postavljanje humanih ciljeva;

g. dostupnost odgovarajuée veterinarske skr-
bi;

h. transport i uzgoj Zivotinja moraju biti po-
vjereni educiranom i certificiranom oso-
blju;

i. postupke na zivim Zivotinjama mogu isklju-
Civo raditi za to kvalificirane i obucene
osobe koje posjeduju odgovaraju¢i medu-
narodni certifikat.

NAJCESCE KORISTENI ANIMALNI MODELI

U MODERNIM ISTRAZIVANJIMA
TRANSPLANTACIJE BUBREGA

U modernim istraZzivanjima transplantacije bu-
brega uvrijeZila su se dva dobro poznata animal-
na modela: Stakorski model kroni¢ne renalne
insuficijencije i Stakorski model transplantacije
bubrega.

Stakorski model kroniéne renalne insuficijencije

Radi se o modelu koji imitira pacijenta sa zavrSnim
stupnjem kronicne renalne insuficijencije (predijali-
tiéni pacijenti)3”. Kako bi se dobio zadovoljavajudi
broj Zivotinja s kroni¢cnom renalnom insuficijenci-
jom dovoljno je obraditi 15 — 30 Stakora najcescée
soja Wistar-Agouti tezine izmedu 200 i 250 g. Kako
bi se uzrokovala kroni¢na renalna insuficijencija
radi se subtotalna nefrektomija u dvije faze.

Po uvodenju Zivotinje u anesteziju pristupa se me-
dijanom laparotomijom na desni bubreg koji se od-

medicina fluminensis 2017, Vol. 53, No. 3, p. 344-350

stranjuje, dok se s lijeve strane odstranjuju 2/3
bubrega (resekcija gornjeg i donjeg pola), tako da
od ukupne nefronske mase ostaje u organizmu Sta-
kora svega 1/6.

Stakorski model transplantacije bubrega

Stakorski model transplantacije bubrega najveéim
dijelom imitira postupak eksplantacije, pohrane
organa i transplantacije u ljudi**’. Ako Zelimo pro-
ucavati hladnu ishemiju, tj. ucinke raznih prezerva-
cijskih otopina, moramo iskljuciti imunolosku
reakciju odbacivanja. To se postiZze na jednostavan
nacin, uporabom Stakora istog soja za davatelja i
primatelja. No, ako Zelimo proucavati reakciju od-
bacivanja organa, darivatelj (donator) mora biti
Stakor jednog soja, dok primatelj mora biti Stakor
iz drugog soja. Stakori bi trebali biti teski od 250 do
300 g (idealna veli¢ina za izvodenje mikrokirurskih
zahvata). Za anesteziju se obi¢no koristi ketaminhi-
droklorid (0, 1 mg/g tjelesne tezine intraperitone-
alno) i ksilazinhidroklorid (0, 02 mg/g na gram
tjelesne teZine intraperitonealno). Tijekom kirur-
Skog postupka Zivotinje leze na zagrijanoj podlozi
kako bi se tjelesna temperatura odrzavala konstan-
tnom izmedu 36, 5 i 37 °C. Na bubrege davatelja
pristupa se medijanom laparotomijom u supinacij-
skom poloZaju, moraju se prikazati i supra i infrare-
nalni odsjecci donje Suplje vene i aorte. Potom se
suprarenalno u donju Suplju venu i aortu uvode
vaskularne kanile te se postavljaju vaskularne kle-
me na suprarenalni i infrarenalni dio donje Suplje
vene i aorte i zapocinje se s ispiranjem na aortalnu
kanilu s University of Wisconsin solution (UW)
(temperature 4 °C) pod tlakom od 100 mm H_,O ti-
jekom 3 minute.

Bubrezi se potom vade en bloc s vaskularnim pe-
diklima i ureterima te se nakon razdvajanja do-
datno ispiru s 5ml UW otopine. Koristi se obicno
lijevi bubreg zbog duZe renalne vene i on se po-
hranjuje u posebnu posudu ispunjenu UW otopi-
nom na temperaturi od 4 °C tijekom 60 minuta.
Nakon ucinjene nefrektomije darivatelj se Zrtvu-
je. U primatelja se pristupa na lijevi bubreg me-
dijanom laparotomijom te se klemaju renalna
arterija i vena. Iste se presijeku te se odstrani li-
jevi bubreg primatelja. Bubreg davatelja posta-
vimo ortotpono na mjesto gdje se nalazio
primateljev lijevi bubreg. Vaskularne anastomo-
ze izmedu Zila primatelja i bubrega davatelja

http://hrcak.srce.hr/medicina
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Slika 2. Moderni operacijski stol za mikrokirurgiju malih Zivotinja

Slika 4. Prikaz lijevog bubrega darivatelja s vidljivom
renalnom arterijom i venom te aortom i donjom
Supljom venom i ureterom (izdvojen na gazi)

Slika 5. Lijevi darivateljev bubreg nakon nefrektomije
i ispiranja s kanuliranom venom

Slika 3. Ostatak lijevog bubrega Stakora nakon
uklanjanja gornjeg i donjeg pola

rade se termino-terminalno (end-to-end). Po za-
vrSetku anastomoza uklanjaju se kleme te se pu-
Sta cirkulacija.

Vrijeme hladne ishemije iznosi najmanje 60 minu-
ta, iako moze biti i duze, ovisno o tome $to se istra-

Slika 6. Lijevi bubreg transplantiran ortotopno nakon
pustanja cirkulacije

Zuje, a vrijeme tople ishemije iznosi prosjecno 35
— 40 minuta. Ako smo zadovoljni s reperfuzijom
transplantiranog organa ucini se ureterovezikalna
anastomoza po Paquinu te se laparotomijska rana
sasije po slojevima.

http://hrcak.srce.hr/medicina medicina fluminensis 2017, Vol. 53, No. 3, p. 344-350
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POGLED U BUDUCNOST ISTRAZIVANJA

UZ KORISTENJE ANIMALNIH MODELA

Vecina danasnjih istraZivanja, kao i onih koja ¢e
se odvijati tijekom sljedecih nekoliko godina
usmjerena su k rjeSavanju problema ostecenja
bubreZznog parenhima transplantata uzrokovanog
toplom i hladnom ishemijom. Naime, u danasnjoj
klinickoj praksi veéina slucajeva odgodene funkci-
je transplantiranog bubrega posljedica su akutne
tubularne nekroze nastale kao posljedica ostece-
nja bubreznog parenhima slobodnim radikalima
(oksidativni stres) tijekom reperfuzije (ponovnog
uspostavljanja cirkulacije krvi kroz transplantirani
organ) nakon transplantacije organa. Reperfuzij-
sko ostecenje nastaje kao indirektna posljedica
hladne (vrijeme pohrane organa u prezervacijskoj
tekudini) i tople (vrijeme potrebito za vaskularne
anastomoze) ishemije. TraZenjem odgovarajuce
otopine za prezervaciju organa bavi se nekoliko
medunarodnih istraZivackih timova. Zastita od
ishemi¢nog osStecenja transplantiranog bubrega
proucava se upravo na Stakorskom modelu. lako
je akutno odbacivanje organa (akutna rejekcija)
danas relativno rijetko, ostaje problem njegovog
ranog prepoznavanja neinvazivhim metodama.
Naime, u klinickoj praksi se sa sigurnoS¢u moze
potvrditi odbacivanje jedino ,true cut” iglenom
biopsijom transplantiranog bubrega. Moramo
imati na umu kako biopsija transplantiranog bu-
brega moZe imati opasne komplikacije:

— subkapsularni hematom,

— ruptura transplantiranog bubrega,

— opsezno krvarenje,

— formiranje arterio-venske fistule.

Navedene komplikacije mogu dovesti do trajnog
gubitka transplantiranog bubrega. S ciljem izbje-
gavanja biopsije transplantiranog bubrega istrazi-
vanja su i bit ¢e usmjerena k razvoju metoda
kontrastnog ultrazvuka u ranoj detekciji reakcije
odbacivanja ili k odredivanju serumskog markera
za akutno odbacivanje transplantiranog bubrega,
poput RANKL-a (engl. Receptor Activator of Nuc-
lear Factor-Kappa B Ligand). PoCetna istraZzivanja
izvode se na Stakorskom modelu transplantacije
bubrega, dok ce se njihov nastavak i priprema kli-
nicke implementacije rezultata dobivenih na ani-
malnom modelu morati raditi na humanom
materijalu. U ne tako dalekoj buduénosti (sljede-
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¢ih 7 — 10 godina) istraZivanja vezana za trans-
plantaciju bubrega bit ¢e usmjerena k rjesavanju
problema kroni¢nog odbacivanja kako bi se pro-
duzio Zivotni vijek transplantata. RjeSavanje spo-
menutog problema iziskivat ¢e sofisticirana
istraZzivanja na molekularnoj razini, koristenjem
metoda imunomodulacije:

— maskiranje antigena,

— mijenjanje strukture eksprimiranih antigena,
— mijenjanje cjelokupnog antigenskog fenotipa,
— gasenje pojedinih leukocitnih klonova,

— razvoj imunomodulacijskih cjepiva itd.
Takoder, sve vrste istrazivanja bavit ¢e se uzgojem
vijabilnih organa za transplantaciju iz maticnih
stanica.

Primjerice, na fibroznom skeletu svinjskog bubrega
(ocis¢en od svih stanica i potencijalnih antigena
koji bi mogli izazvati reakciju odbacivanja) kolonizi-
rat ¢e se ljudske mati¢ne stanice koje ¢e pod utje-
cajem razlic¢itih organogenetskih ¢imbenika (npr.
BMP-7, engl. Bone Morphogenetic Protein 7) stvo-
riti vijabilni bubreg pogodan za transplantaciju.

Iz svega navedenog jasno je kako ¢e razliciti ani-
malni modeli transplantacije bubrega imati vaznu
ulogu u buduéim istrazivanjima s ciljem poveca-
nja broja transplantacija, kao i produljenja preziv-
lienja transplantiranog organa®.

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