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1. UvOD

Kroni¢na bubrezna bolest (KBB), definirana kao stanje oSte¢enja bubrezne funkcije ili
strukture u trajanju duljem od tri mjeseca, zahvacéa izmedu 8% i 16% svjetske populacije. U
razvijenim zemljama najces¢i Su uzroci kroni¢ne bubrezne bolesti Secerna bolest 1 arterijska
hipertenzija (1). Prevalencija kroni¢ne bubrezne bolesti nastavlja rasti uslijed starenja
populacije i globalne epidemije tipa 2 Se€erne bolesti, prijeteci dostizanje epidemijskih razmjera
(2). Optimalni pristup KBB-i ukljucuje redukciju kardiovaskularnog rizika, lijeCenje
albuminurije, izbjegavanje potencijalnih nefrotoksina i prilagodbu doze lijekova, uz pracenje
komplikacija poput hiperkalijemije, metabolicke acidoze, anemije i ostalih metaboli¢kih
poremecaja (1). lako je danas KBB moguce otkriti u ranijim stadijima te usporiti njeno
napredovanje, mnogi bolesnici razviju 5. stadij kroni¢nog bubreznog zatajenja koji nazivamo
zavr$ni stadij KBB (ZSKBB) te se pripremaju za postupke nadomjestanja bubrezne funkcije —
hemodijalizu, peritonejsku dijalizu ili transplantaciju bubrega (3). Pacijenti sa ZSKBB imaju
bolje dugoro¢no prezZivljavanje ako se stave na listu Cekanja i naposljetku podvrgnu

transplantaciji bubrega te ¢esto imaju bolju kvalitetu Zivota od onih koji ostanu na dijalizi (4).

Od 1980. godine u svrhu transplantacije bubrega zakonski je, uz dotadasnje koriStenje
organa Zivih srodnih darivatelja i umrlih osoba nakon proglasSenja smrti na temelju prestanka
rada srca (engl. donation after circulatory death, DCD), omoguceno i koriStenje organa umrlih
darivatelja uz proglasavanje smrti na temelju smrti mozga (engl. donation after brain death,
DBD). To je pridonijelo kvaliteti organa jer je cirkulacija krvi bila odrzana do trenutka uzimanja
organa (5). lako je transplantacija bubrega optimalni izbor lijecenja pacijenata sa ZKSBB, na
globalnoj je razini prisutan problem nestaSice pogodnih organa darivatelja za transplantaciju te
su brojni transplantacijski centri, s ciljem povecanja broja darivateljskih organa, poceli
prihvacati i darivatelje prema prosirenim kriterijima — ,,marginalne darivatelje* (engl. extended

criteria donors, ECD). KoriStenje organa darivatelja koji se smatraju marginalnim utjece na
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ishode transplantacije zbog Cesto suboptimalne kvalitete organa. Neophodno je optimiziranje
stanja svakog darivateljskog organa prije ili u vrijeme transplantacije te minimiziranje dodatne
ozljede, kako bi se postigla najbolja moguca post-transplantacijska funkcija organa i izbjegla
primarna afunkcija presatka (engl. primary non function, PNF), odgodena funkcija presatka

(engl. delayed graft function, DGF) i kroni¢no odbacivanje presatka (6).

BubreZni presadci neizbjezno podlijezu ishemiji od trenutka kad se odvoje od cirkulacije
darivatelja. Ozljeda zapocinje pri eksplantaciji organa iz darivatelja prolaznom kirurSkom
toplom ishemijom, praéenom periodom hladne ishemije u hipotermnoj otopini za ¢uvanje
organa te potom toplom ishemijom tijekom implantacije u primatelja. Nakon revaskularizacije,
uspostavljen protok krvi u postishemijskom bubregu aktivira slijed dogadaja koji pogorSava
bubreznu ozljedu; ovaj se patoloski fenomen opisuje kao ishemijsko-reperfuzijska ozljeda
(engl. ischemia-reperfusion injury, IRI) (7). Poreme¢aj cirkulacije nastupa pri mozdanoj smrti
darivatelja kao posljedica ozbiljnih hemodinamskih promjena, koje ve¢ u samom darivatelju
uzrokuju aktivaciju kaskade komplementa i urodene imunosti. Klemanje renalne arterije
uzrokuje kratku, ali opseznu ishemiju tijekom postupka eksplantacije bubrega iz darivatelja, a
hladna ishemija tijekom skladiStenja organa dovodi do daljnjeg ishemijskog oStec¢enja. Pri
transplantaciji bubrega od zivih srodnih darivatelja organ je takoder podvrgnut toploj ishemiji,
ali u tom slu¢aju nisu prisutni poremecaji vezani uz mozdanu smrt darivatelja te je znatno kraci
period hladne ishemije, §to rezultira rjedom i blazom ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom pri
presadivanju bubrega od srodnih zZivucih darivatelja (8). Za razliku od bubrega darivatelja s
proglaSenom mozdanom smrti, bubrezi darivatelja s cirkulacijskom smrti podlijezu opseznijoj
ozljedi toplom ishemijom, uzrokovanoj nedostatnom perfuzijom organa tijekom faze agonije i

nakon sr¢anog zastoja (9).

Vrijeme hladne ishemije definirano je kao period koji zapocinje prestankom krvne
opskrbe organa u tijelu darivatelja, kad zapocinje perfuzija prezervacijskom teku¢inom i traje
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sve do pocetka vaskularnog anastomoziranja u tijelu primatelja (10). Nakon eksplantacije iz
darivatelja organi zahtijevaju uc¢inkovitu pohranu u periodu ¢ekanja transplantacije. Otopine za
hladnu pohranu razvijene su s ciljem odrzavanja vijabilnosti tkiva, tako da reduciraju
metabolicku aktivnost 1 nakupljanje toksi¢nih supstanci tijekom razdoblja hladne ishemije.
Bubrezi koji se koriste za transplantaciju mogu provesti dulje razdoblje oCuvanja u takvim
otopinama, Sto rezultira pove¢anom podloznos¢u oSte¢enju prilikom reperfuzije (11).
KoriStenje bubrega preminulih darivatelja ¢esto dovodi do prolongiranog vremena hladne
ishemije, koje je snazni ¢imbenik rizika za odgodenu funkciju bubreznog presatka te negativno
utjece na prezivljavanje presatka (12). Pohrana se provodi cuvanjem organa na +4°C, temeljeno
na principu da se metabolizam gotovo dvostruko usporava za svakih 10°C pada temperature, ili
u perfuzoru s kontinuiranim protokom tekucine kroz bubreg. Unato¢ tome, u razdoblju hladne
ishemije stani¢na se ozljeda ne moze sprijeciti, nego samo ublaziti, odrzavaju¢i aktivnost
metabolizma na oko 10% i u hipoksi¢nim uvjetima (13). lako je ponovno uspostavljanje
cirkulacije u ishemi¢nom organu neophodno za sprje¢avanje nepovratnog oStecenja stanica,
reperfuzija moze znacajno pogorsati ozljedu tkiva zapocetu ishemijom; dokazi koji podupiru
koncept da reperfuzija paradoksalno pogorSava ozljedu tkiva pruzili su velik poticaj
istrazivanjima, kako bi se terapijski interveniralo i na tu komponentu oSte¢enja (13, 14).
Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda obuhvaca visestruke procese koji rezultiraju oSte¢enjem tkiva,
ukljucuju¢i promjene unutarstani¢ne koncentracije 1iona, gubitak mitohondrijskog
membranskog potencijala, stvaranje slobodnih kisikovih radikala (engl. reactive oxygen
species, ROS), disfunkciju endotela, agregaciju trombocita s mikroembolizacijama, fenomen

izostanka ponovnog protoka (engl. no reflow fenomen) i aktivaciju imunoloskog sustava (15).

Ostecenje tkiva uslijed IRI pridonosi morbiditetu 1 mortalitetu Sirokog spektra
patoloSkih stanja, poput infarkta miokarda, ishemijskog mozdanog udara, traume, akutne

bubrezne ozljede, sr€anog zastoja i apneje u snu, a poseban izazov predstavlja u transplantaciji



organa (16). Neizbjezan je dogadaj pri transplantaciji bubrega i jedan od najvaznijih
mehanizama odgovornih za PNF i DGF pri transplantaciji. Povezana je s proupalnim
odgovorom i akutnim odbacivanjem presatka, a moze rezultirati i progresivnom intersticijskom

fibrozom te naposljetku dovesti do kroni¢ne disfunkcije presatka (6).

2. SVRHA RADA

Svrha je ovog rada ukazati na mehanizme nastanka ishemijsko-reperfuzijske ozljede i
dati pregled dostupnih i potencijalnih prevencijskih i terapijskih mjera usmjerenih na
ublazavanje 1 brzi oporavak od IRI. Bolje razumijevanje patofizioloskih procesa u podlozi

bubreznog ostecenja vodi u razvitak ciljanijih terapijskih strategija.

3. PREGLED LITERATURE NA ZADANU TEMU

3.1. MEHANIZMI OSTECENJA

3.1.1. Ishemija

Nedostatna opskrba tkiva kisikom uslijed ishemije narusava biokemijske reakcije koje
osiguravaju nesmetano funkcioniranje, integritet i opstanak stanica. Kisik je neophodan za

odrzavanje homeostaze stanica te njegov nedostatak utjece na sve stani¢ne funkcije (17).

U aerobnim uvjetima piruvat nastao glikolizom odlazi u mitohondrije i oksidativnom
dekarboksilacijom prelazi u acetil CoA, koji ulazi u ciklus limunske kiseline i stvara reducirane
kofaktore u obliku NADH i FADH2 (engl. nicotinamide adenine dinucleotide, NADH i flavin
adenine dinucleotide, FADH2) (18). Molekule NADH i FADH2 smatramo molekulama
bogatim energijom jer svaka od njih ima par elektrona visokog potencijala prijenosa na druge
molekule. Prijenosom tih elektrona na molekulski kisik lancem nosaca elektrona oslobada se
velika energija, koja se moze upotrijebiti za sintezu adenozin trifosfata (engl. adenosine

triphosphate, ATP); taj je proces oksidativne fosforilacije glavni izvor ATP-a u aerobnih
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organizama (19). S obzirom na to da lanac transporta elektrona zahtijeva kisik kao konacni
akceptor elektrona, neadekvatna opskrba tkiva kisikom uslijed ishemije inhibira proces
oksidativne fosforilacije (18). U anaerobnim uvjetima, piruvat ne ulazi u mitohondrije, ve¢ se
u citosolu pomocu enzima laktat dehidrogenaze pretvara u laktat. lako stanica ne koristi laktat
kao izravni izvor energije, ova reakcija omogucuje regeneraciju NAD+ (iz NADH), kofaktora
koji mora biti dostupan u dovoljno visokim unutarstanicnim koncentracijama za odvijanje
glikolize. Anaerobna glikoliza rezultira proizvodnjom 2 molekule ATP-a po jednoj molekuli
glukoze. U usporedbi s procesom oksidativne fosforilacije, koji maksimizira energetski
potencijal jedne molekule glukoze, anaerobna glikoliza predstavlja nezadovoljavajuce sredstvo

proizvodnje energije (18).

Anaerobni metabolizam ne zadovoljava potrebe aerobnih tkiva te posljedi¢no brzo
opada unutarstani¢na razina ATP-a. Uz to, nakupljanje mlije¢ne kiseline koja nastaje pri laktat-
ovisnoj proizvodnji ATP-a povecava unutarstani¢nu acidozu. (8). Ishemija rezultira manjkom
metabolickih supstrata; u ishemi¢nom tkivu uoceno je manje glikogena. Iscrpljenje stani¢nih
zaliha glikogena sprjecava odvijanje anaerobne glikolize, a ako je glikogen joS uvijek prisutan,
no iscrpljenje su zalihe ATP-a, glikoliza ne moze zapoceti. Toksi¢ni metabolicki produkti nisu
eliminirani te raste osmolarno opterecenje, a nakupljeni H+, laktati 1 NADH inhibiraju enzime
glikolize (20). Mitohondrijska ATP-aza, koja u fizioloskim uvjetima sluzi za sintezu ATP-a
procesom oksidativne fosforilacije, u ishemijskim uvjetima paradoksalno uzrokuje hidrolizu
ATP-a; trosi ATP kako bi protone preusmjerila iz matriksa u intermembranski prostor i odrzala
potencijal mitohondrijske membrane. Nedostatak kisika uruSava mitohondrijski
elektrokemijski gradijent, Sto prebacuje ATP-azu sa sinteze na hidrolizu ATP-a, dovodec¢i do
rasipnog trosenja ATP-a proizvedenog anaerobnom glikolizom. Dakle, aktivnost ATP-aze nije
samo onemogucena tijekom ishemije u smislu stvaranja ATP-a, ve¢ ¢e prevladati njezina

aktivnost ATP hidrolize; ovaj enzim moze raditi i u obrnutom nacinu (21). ATP se razgraduje



do adenozin difosfata, adenozin monofosfata, inozin monofosfata, adenozina te naposljetku
hipoksantina. U fizioloskim uvjetima, hipoksantin se pomoc¢u enzima ksantin dehidrogenaze
pretvara u ksantin. U ishemijskim uvjetima, ksantin dehidrogenaza uz pomo¢ kalcija prolazi
kroz konformacijsku promjenu u ksantin oksidazu, sposobnu generirati slobodne kisikove

radikale (22).

Nedostatak ATP-a inhibira rad Na'/K* ATP-aze, posljedi¢no uzrokujuéi nakupljanje
natrija unutar stanice. Unutarstanicno nagomilavanje natrija za sobom povlaci vodu te dovodi
do nastajanja stani¢énog edema (6). Uslijed nakupljanja brojnih meduprodukata i produkata
glikolize te postupne defosforilacije ATP-a do adenozina i anorganskog fosfata, povecava se
osmolarno opterec¢enje ishemicnih stanica. Posljedi¢no privlac¢enje tekucine u stanicu zbog
hiperosmolarnosti zapravo se smatra odgovornim za nastajanje edema stanica u ve¢oj mjeri od
insuficijencije Na'/K* crpke (20). Unutarstani¢no nakupljanje natrija pokuSava se ublaZiti
pojacanim radom Na*/Ca2" antiporta u obrnutom smjeru, tako da u stanicu ulazi i nakuplja se
Ca2", a izlazi Na" (23). Medutim, citosolno nakupljanje kalcija uslijed pove¢anog utoka iz
izvanstanicnog prostora nastupa tek kasnije; prvotni je uzrok oSteenje mehanizma
sekvestracije kalcija unutar endoplazmatskog retikuluma zbog manjka ATP-a. PoviSena razina
unutarstani¢nih Na® i Ca2" uzrokuje zadrzavanje kalcija u matriksu mitohondrija te dovodi do

preoptereéenja kalcijem (24).

Uslijed poviSene razine kalcija u mitohondrijima citokrom c izgubi svoje usidrenje u
unutrasnjoj membrani mitohondrija, a do njegovog ¢e otpuStanja u citosol te posljedicne
aktivacije kaspaze-3 do¢i prilikom reperfuzije. Citokrom c prodire u citosol kroz
mitohondrijsku permeabilizacijsku poru (engl. mitochondrial permeability transition pore,
MPTP), neselektivnu poru unutrasnje mitohondrijske membrane, koja je u fizioloskim uvjetima
zatvorena te se otvara uslijed preoptere¢enja kalcijem (20). Pri fizioloSkom pH, visak

mitohondrijskog kalcija doveo bi do otvaranja mitohondrijske permeabilizacijske pore, $to je



povezano s apoptozom. Tijekom ishemije, otvaranje mitohondrijske permeabilizacijske pore
sprijeGeno je niskim unutarstaniénim pH, ali ¢e se odviti prilikom reperfuzije (24).
Mitohondrijsko preopterec¢enje kalcijem dovodi do stvaranja slobodnih Kisikovih radikala
tijekom ishemije, no znatno se viSe ROS-a stvara kasnije, tijekom reperfuzije (24). PoviSena
razina citosolnog kalcija pri neutralnom bi pH aktivirala razne proteaze (poput kalpaina i
kaspaza) i fosfolipaze, koje zahvaljuju¢i acidozi ostaju neaktivne tijekom ishemijskog

razdoblja, no ostecuju stanicu pri normalizaciji pH uslijed reperfuzije (24).

3.1.2. Reperfuzija

Stanice, kao odgovor na hipoksiju, prolaze kroz specificne promjene u enzimskim
aktivnostima, funkciji mitohondrija, strukturi citoskeleta, membranskom transportu i
antioksidacijskoj obrani, $to skupno predstavlja predispoziciju za reoksigenacijsku ozljedu
(25). Tijekom reperfuzije rastu razine kisika te dolazi do normalizacije pH, $tetne za prethodno
ishemic¢ne stanice (25). Reperfuzijska ozljeda, kao efektorska faza ishemijske ozljede, razvija
se satima ili danima po inicijalnoj ozljedi. Procesi popravka i regeneracije odvijaju se zajedno

s apoptozom, autofagijom i nekrozom; sudbina organa ovisi o tome §to ¢e prevladati (20).

Reperfuzijsko oSte¢enje dominantno je posljedica stvaranja velikih koli¢ina slobodnih
kisikovih radikala. Mitohondriji su prepoznati kao kljucni izvor ROS-a, stvaranjem superoksida
po reperfuziji. lako postoje alternativni izvori stvaranja superoksida, poput puta ksantin
oksidaze i NADPH oksidaze, aktivacija ovih puteva odvija se u kasnijoj fazi, sekundarno
inicijalnom mitohondrijskom naletu stvaranja superoksida. Generalizirana disfunkcija lanca
prijenosa elektrona smatrala se uzrokom produkcije superoksida, no otkriveno je da postoji
specifi¢ni metabolicki put pri kojem se superoksid stvara kroz obrnuti transport elektrona u
kompleksu I lanca prijenosa elektrona (25). Selektivna akumulacija sukcinata, intermedijarnog

metabolita ciklusa limunske kiseline, odgovorna je za mitohondrijsku produkciju superoksida



pri reperfuziji. Do ishemijskog nakupljanja sukcinata dolazi zbog obrata sukcinat
dehidrogenaze, koji vodi u redukciju fumarata u sukcinat. Uslijed reperfuzije nakupljeni se
sukcinat ponovno oksidira sukcinat dehidrogenenazom i odrzava proton-motornu silu
konvencionalnim prijenosom elektrona kroz komplekse III i IV do kisika, ali i poti¢e opsezno
stvaranje slobodnih kisikovih radikala obrnutim prijenosom elektrona u mitohondrijskom
kompleksu I. Akumulacija sukcinata prilikom ishemije pracena je njegovim metaboliziranjem
po reperfuziji, Sto se odvija istodobno s povecanjem proizvodnje slobodnih kisikovih radikala
u mitohondrijima (26). Tijekom ishemije, ksantin dehidrogenaza pretvara se u ksantin oksidazu.
Razgradnja ATP-a rezultira nakupljanjem hipoksantina, koji je supstrat za aktivnost ksantin
oksidaze. U reperfuziji, produkcija superoksida posredovana je pretvaranjem hipoksantina u
mokraénu kiselinu djelovanjem ksantin oksidaze (27). Osim slobodnih kisikovih radikala, u
bubregu se pomocu inducibilne NO (engl. nitric oxide, NO) sintaze, medijatora upale,

proizvode reaktivne dusikove jedinke poput dusikovog oksida (28).

Masivna produkcija ROS-a dovodi do lipidne peroksidacije i karbonilacije proteina, koji
aktiviraju razli¢ite procese oSteCenja, pridonosec¢i ozljedi stani¢énih membrana, citoskeleta i
DNA (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) te uzrokujué¢i poremecaj stvaranja ATP-a. Uz to,
kombinacija stvaranja slobodnih kisikovih radikala, disfunkcije mitohondrija 1 poviSene razine
mitohondrijskog kalcija uzrokuje otvaranje mitohondrijske permeabilizacijske pore. Uslijed
toga, dolazi do oslobadanja tvari poput citokroma c, sukcinata i mitohondrijske DNA, koje su
sposobne inducirati stani¢nu smrt apoptozom 1 nekrozom, a mogu djelovati 1 kao molekularni
obrasci oStecenja (engl. damage-associated molecular pattern, DAMP) i aktivirati urodenu, a
potom i steCenu imunost (6). Osim direktnog ucinka na mitohondrije, kalcij moze aktivirati
fosfolipaze i kalpaine koji ¢e prouzroditi osteCenje mitohondrija (29). Kalpain sudjeluje u
preradi i otpustanju mitohondrijskog proteina AIF, koji translocira u jezgru te posreduje

fragmentaciju DNA (29).



Otvaranje mPTP rezultira brzom izmjenom otopljenih tvari veli¢ine do 1,5 kDa, s
redistribucijom NADH u citosol i priljevom citosolne vode, Sto dovodi do ekspanzije matriksa.
U ekstremnim slucajevima, bubrenje matriksa dovoljno je za gubljenje nabora unutrasnje
membrane, no vanjska je membrana manje rastezljiva i rupturira, oslobadajuci proapoptoticke
¢imbenike iz intermembranskog prostora. Opsezno bubrenje mitohondrija moze dovesti do
stani¢ne smrti i prije no $to se apoptoza nastavi, zbog energetskog kolapsa i nekontroliranih

enzimatskih procesa (29).

3.1.3. Stani¢na smrt

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda aktivira razli¢ite oblike stani¢ne smrti, koji se mogu
svrstati u apoptozu, nekrozu i stani¢nu smrt povezanu s autofagijom (8). Od navedenih, nekroza
predstavlja najslabije kontrolirani oblik stani¢ne smrti. Nekontrolirano bubrenje stanice vodi k
rupturi staniéne membrane, s posljedicnih otpuStanjem stani¢nih fragmenata u izvanstani¢ni
prostor. Ti fragmenti djeluju kao molekularni obrasci ostecenja te mogu aktivirati imunoloski

sustav, s infiltracijom upalnih stanica u tkivo i oslobadanjem razli¢itih citokina (6).

Za razliku od nekontroliranog procesa nekroze, apoptoza je visoko reguliran i
kontroliran proces u kojem aktivacija kaskade kaspaza rezultira samoograni¢avajuc¢om,
programiranom stanicnom smrti. Kaspaze su proteaze koje imaju klju¢nu ulogu u procesu
apoptoze. Postoje dvije vrste kaspaza: inicijatorske (-2,- 8, -9, 10) i izvr$ne (-3, -6, -7) kaspaze.
Inicijatorske se kaspaze mogu aktivirati vezanjem za specifi¢ni aktivacijski kompleks proteina
(signalni kompleks koji inducira smrt, apoptosom). Formirani kompleksi zatim aktiviraju
izvrSne kaspaze, koje proteoliticki degeneriraju razliite unutarstanicne proteine. U apoptozi se
stvaraju apoptoticka tijela koja sadrze fragmente tih unutarstani¢nih proteina. Apoptoticka tijela
podlijezu apoptozi prije no Sto se njihov sadrZaj moZe razliti u izvanstani¢ni prostor, Sto dovodi

do manjeg stimuliranja imunoloSkog sustava u usporedbi s nekrozom. Apoptoza se moze



inicirati kroz intrinziéni (mitohondrijski) i ekstrinziéni put (put receptora smrti) (6). U
mitohondrijskom putu dolazi do otpustanja proapoptotickih faktora, poput citokroma c, iz
intermembranskog prostora mitohondrija u citosol. U citosolu, citokrom c se veze za apaf-1
(engl. apoptotic protease-activating factor 1) i dovodi do njegove oligomerizacije. Nastali
kompleks, apoptosom, aktivira kaspazu-9, ¢ija katalitiCka aktivnost cijepa i aktivira izvr$ne
kaspaze-3 i -7 (30). Ekstrinzi¢ni put ovisi o izvanstani¢énim molekulama poput tumor nekroza
¢imbenika-a (engl. tumor necrosis factor-a, TNF-a). Vezanje na receptore smrti na stani¢noj
membrani dovodi do konformacijskih promjena u signalnom kompleksu koji inducira smrt
(engl. death-inducing signaling complex, DISC), rezultiraju¢i konverzijom prokaspaza u
kaspaze. Jedan od ovih ekstrinzi¢nih putova, vezan uz kaspazu-8, istraZivan je u misjim
modelima IRI. Tubularne epitelne stanice bubrega najosjetljivije su na hipoksiju i prve

podlijezu apoptozi prilikom ishemijsko-reperfuzijske ozljede (31).

Programirana stani¢na smrt bila je sinonim apoptoze, no opisani su Novi putovi
regulirane nekroze. Najbolje prouceni model regulirane nekroze je nekroptoza koja se aktivira
poremecajima apoptoze posredovane kaspazom-8 i posljedica je interakcije izmedu protein
kinaza 1 1 3 1 njihovih receptora. U tom slu¢aju dolazi do nastanka nekroptosoma, koji moze

potaknuti upalu i aktivirati urodenu i steCenu imunost (8).

Autofagija se na bazalnoj razini odvija u vecini stanica kako bi se odrzala stani¢na
homeostaza, dok autofagija uslijed stani¢ne ozljede prvenstveno sluzi kao obrambena strategija
za prezivljavanje stanica. Uslijed metabolickog stresa, pomoc¢u autofagije se Stvaraju
aminokiseline i lipidi, upotrebljivi za sintezu proteina i proizvodnju ATP-a. Autofagija moze
oCistiti proteinske agregate, oSte¢ene organele i unutarstani¢ne patogene te ograniciti ostecenje
DNA 1 kromosomsku nestabilnost. Unato¢ citoprotektivnoj ulozi autofagije u prezivljavanju
stanica, autofagija je predlozena kao mogué¢i mehanizam stani¢ne smrti. lako postoji malo

uvjerljivih dokaza da autofagija moze izravno dovesti do smrti stanica, ¢ini se mogu¢im da bi
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ekscesivna degradacija stani¢nih organela uslijed autofagije mogla prouzrociti Stetu. Odnosi
izmedu autofagije, stani¢ne smrti 1 prezivljavanja veoma su sloZeni. Autofagija i apotoza
medusobno Se ne iskljucuju te ¢ak dijele odredene zajedniCke regulatore. Kao posljedica toga,
¢ini se da autofagija i apoptoza mogu medusobno suradivati, antagonizirati se ili si pomagati,
utjecudi na razli¢ite nacine na sudbinu stanice (32). Odredena istrazivanja isti¢u kljuénu ulogu
autofagije u odrzavanju integriteta tubularnih stanica (32). Moguce je da u bubreznoj
ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi autofagija ima dvostruku ulogu, i protektivnu i $tetnu, ovisno
o trajanju ishemije i fazi tog procesa (33). S obzirom na dvostruku ulogu autofagije, cilj bi bio
ograniCiti razinu autofagije unutar zaStitnog prozora. Pri ozbiljnoj, prolongiranoj ishemiji

inhibitori autofagije vjerojatno nadmasuju aktivatore (33).

3.1.4. Aktivacija imunoloskog sustava

Poveznica izmedu stani¢ne smrti i aktivacije nespecifi¢ne imunosti lezi u medustani¢noj
komunikaciji proupalnih molekula. Oste¢ene i nekroti¢ne stanice otpuStaju molekularne
obrasce oSteCenja u izvanstani¢ni prostor. DAMP-ove potom prepoznaju tkivni makrofagi i
endotelne stanice pomoc¢u Toll-like receptora (engl. Toll-like receptors, TLR), posebice TLR4
(31). Aktivacija TLR4 inducira otpustanje nuklearnog faktora-xB (engl nuclear factor-xB, NF-
kB) i njegovu translokaciju u jezgru, gdje djeluje kao transkripcijski faktor zasluzan za
pojacanje ekspresije upalnih gena (31). Istrazivanje na mi§jem modelu pokazalo je da je
ekspresija TLR4 i njegovih brojnih endogenih liganda povec¢ana nakon bubreZne ishemije te da
je puni razvoj bubrezne IRI ovisio o signaliziranju putem TLR4/MyD88 puta. MisSevi s
genetskim nedostatkom TLR4 ili adaptorske molekule MyD88 bili su zasti¢eni od disfunkcije
bubrega i histoloskog osteéenja, zahvaljujuc¢i redukciji stvaranja proupalnih citokina i
kemokina, s istodobnim smanjenjem infiltracije makrofagima i neutrofilima te smanjenjem
apoptoze tubularnih epitelnih stanica. Demonstrirano je da je TLR4 signalizacija u bubreznim
parenhimatoznim stanicama imala vecu ulogu u oSteéenju bubrega, no ekspresija TLR4 na
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leukocitima takoder ima znatnu ulogu (34). Istrazivanje provedeno na bubrezima darivatelja
pokazalo je da je u svima TLR4 konstitutivno izrazen u stanicama proksimalnih i distalnih
tubula, no razina je znacajnije visa u organima preminulih, u usporedbi s Zivu¢im darivateljima.
U tubulima bubrega preminulih, ali ne i zivu¢ih darivatelja, takoder je prikazan protein visoke
pokretljivosti iz skupine 1 (engl. high mobility group box 1, HMGBL1), poznati endogeni TLR4
ligand koji moZze stimulirati proupalni odgovor. HMGB1 moze djelovati kao DAMP u
patogenezi bubrezne IRI (35). Takoder je prikazano kako su mutacije TLR4 s gubitkom
funkcije povezane s manjom ekspresijom proupalih gena unutar presatka. Uo¢ena je vazna
uloga ekspresije bubreznog parenhimatoznog TLR4 u posredovanju ishemijsko-reperfuzijske
ozljede bubrega promicanjem nakupljanja leukocita, stvaranjem proupalnih molekula i
posredovanjem oSte¢enja bubrega (35). Aktivacija TLR4 u bubreznoj IRI ostvaruje brojne
posljedice na presadak. Prvenstveno poti¢e oslobadanje raznih proupalnih medijatora poput
interleukina-6 (engl. interleukin 6, IL-6) i TNF-a, Sto je pra¢eno poveéanom ekspresijom
kemotaksijskih proteina uklju¢enih u privlacenje neutrofila 1 matrofaga. TLR4 aktivacija
dovodi i do povecane ekspresije adhezijskih molekula,poput medustani¢ne adhezijske molekule
1 (engl. intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), adhezijske molekule vaskularnih stanica
1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1) i E-selektina, olak$avaju¢i migraciju i
infiltraciju leukocita u intersticijski prostor. Aktivacija TLR4 na cirkuliraju¢im imunoloS§kim
stanicama vodi do njihove aktivacije. Neutrofili i makrofazi ukljuc¢eni su u ranu fazu nakon
reperfuzije. Neutrofili se smatraju primarnim medijatorima ozljede, ¢ija aktivacija vodi u
otpustanje slobodnih kisikovih radikala, raznih proteaza i ozljedu bubreznog tkiva. Po
aktivaciji, makrofazi otpustaju proteoliticke enzime i proupalne citokine. Naposljetku,

imunoloski odgovor posredovan TLR4 povezan je i s bubreznom fibrozom (6).

Endotelne su stanice po reperfuziji sklone posredovanju adhezije i transmigracije

leukocita u tkiva, §to predstavlja vaznu ulogu urodene imunosti kao odgovora na ishemijsko-
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reperfuzijsku ozljedu. Endotelne stanice izrazavaju molekule poput P-selektina i ICAM-1 kako
bi se olakSala transmigracija aktiviranih leukocita u intersticijski prostor. Citokini i proteaze
oslobodeni iz aktiviranih leukocita poticu ostecenje tkiva povecanjem vaskularne propusnosti,
tromboze 1 stani¢ne smrti. Po ozljedi, nekoliko molekula sudjeluje u interakciji izmedu
leukocita, endotelnih stanica i trombocita. Jedna od njih je trombocitni aktivirajuci faktor (engl.
platelet-activating factor, PAF), fosfolipidni posrednik uklju¢en u akutne upalne i imunoloske
reakcije. U miSjim modelima transplantacije bubrega, prikazano je da PAF facilitira kroni¢nu
nefropatiju presatka te odbacivanje. Tijekom ishemije, endotelne stanice takoder otpustaju tvari
poput faktora rasta iz trombocita (engl. platelet-derived growth factor, PDGF), koje pospjesuju
vazokonstrikciju kako bi ublaZzile edem tkiva. Uslijed reperfuzije, vazokonstrikcija se
pogorSava smanjenom ekspresijom endotelne NO sintetaze 1 povecanom osjetljivoséu na
vazokonstriktorne molekule, uklju¢ujuéi angiotenzin II (31). Smanjena vaskularna relaksacija
nakon reperfuzije, uz odrzanu kontrakciju pericita, moze rezultirati i ,,no-reflow* fenomenom,
kojeg karakterizira poveéani otpor mikrovaskularnom protoku po uspostavljanju normalnih

uvjeta (8).

Komplement je vazna sastavnica nespecifi¢ne imunosti te predstavlja klju¢nu ulogu u
obrani domacina, ¢iS¢enju imunokompleksa i tkivnoj homeostazi. Pri ishemijsko-reperfuzijskoj
ozljedi sustav komplementa aktivira se endogenim ligandima koji mogu pokrenuti cijepanje
komponenata komplementa klasi¢nim, lektinskim i alternativnim putem. Stvaranje terminalnih
komponenata komplementa, C3a i C5a, te formacija kompleksa koji napada membranu (engl.
membrane attack complex, MAC), imaju klju¢nu ulogu u pojac¢avanju imunoloskog odgovora,
kemotaksiji, regrutaciji i aktivaciji neutrofila i monocita te izravnoj ozljedi tubularnih stanica
(36). Humane pretklinicke studije pokazale su da u bubrezima preminulih darivatelja dolazi do
jace aktivacije sustava komplementa u odnosu na one zivucih darivatelja te su stoga u ve¢em

riziku njegove aktivacije (31). Provedeno istrazivanje o razlici ekspresije komponenata
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komplementa u organima preminulih i Zivuéih darivatelja pokazalo je da razlike u ekspresiji
gena komplementa ne ovise o unutarnjoj histoloskoj kvaliteti organa, nego o razlici u duljini
trajanja hladne ishemije i1 smrti darivatelja. Lokalna ekspresija gena komplementa znacajno
korelira s ranom i kasnom funkcijom presatka (37). Nije mogucée potpuno razluciti u¢inke
prolongiranog vremena ishemije od direktnih u¢inaka mozdane smrti darivatelja, no povecana
ekspresija gena komplementa pri prolongiranoj ishemiji zajedno sa saznanjem da je ekspresija
gena komplementa u organima preminulih darivatelja s najkra¢im vremenom hladne ishemije i
dalje veca od one u zivucih darivatelja dovode do zakljucka da oboje pojedina¢no doprinose
odgovoru na ozljedu u bubrezima preminulih darivatelja (37). Lokalna ekspresija C3
komponente komplementa u bubregu darivatelja Stetna je za prezivljavanje organa. Odsutnost
lokalnog stvaranja C3 komponente u bubregu darivatelja uvelike poboljSava prezivljavanje
bubreznog presatka nakon transplantacije (38). Vazan je posrednik u bubreznoj ozljedi zapravo
C3 komponenta komplementa lokalno proizvedena u bubrezima darivatelja, a ne cirkulirajuci
C3 primatelja, $to se moZe objasniti time da C3 komponenta zbog svoje velike molekularne
veli¢ine posljedi¢no slabo prodire iz cirkulacije kroz bazalnu membranu u bubreg (39). Na
mi§jem modelu pokazano je da nakon moZdane smrti darivatelja takoder dolazi i do aktivacije
komplementa na sistemskoj razini. Stovise, kod humanih preminulih darivatelja visoka razina
C5b-C9 povezana je s vecom stopom akutnog odbacivanja u primatelja. (39) Aktivacija sustava
komplementa povezuje se 1 sa Sirokim spektrom neimunoloskih procesa, poput modulacije

biologije mati¢nih stanica, regeneracije tkiva i progresije u fibrozu nakon ozljede (36).

Inicijalna stani¢na smrt uslijed IRI dovodi do masivne produkcije DAMP-ova,
induciraju¢i aktivaciju nespecificne imunosti. Aktivacija upalnih stanica, poput neutrofila i
makrofaga, rezultira oSte¢enjem bubreznih tubularnih stanica i daljnjim otpuStanjem stani¢nih
fragmenata (7). Poveznicu izmedu nespecificne i1 specificne imunosti ¢ine dendriticke stanice

(engl. dendritic cell, DC). Dendriti¢ke stanice su antigen-prezentirajue stanice koje imaju
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esencijalnu ulogu u patogenezi IRI. Nezrele DC se mogu aktivirati DAMP-ovima kroz TLR i
sustav komplementa. Nakon sazrijevanja, mogu aktivirati specifiénu imunost direktno,
prezentiranjem antigena limfocitima B i T, ili indirektno citokinskom signalizacijom.
Sekrecijom proupalnih citokina dendriticke stanice imaju ulogu u ranoj fazi IRI, a kasnije
doprinose disfunkciji presatka; posttransplantacijske biopsije pokazale su da je visoka gustoca

dendritickih stanica, kao neovisni Cimbenik, povezana sa slabijim prezivljenjem presatka (6).

I dok se aktivacija nespecificne imunosti odvija unutar nekoliko minuta, specifi¢ni
imunoloski odgovor zapocinje nakon duljeg perioda (8). U tkivima pogodenim upalom
dendriti¢ke stanice sazriju, vezu antigen i migriraju u limfne ¢vorove, gdje mogu prezentirati
antigen T stanicama. Aktivacija T stanica posredovana je signalima stvorenim od strane T -
stani¢nog receptora i ko-stimuliraju¢ih molekula (8). Mehanizmi aktivacije antigen-specifi¢nih
T stanica tijekom sterilne upale nisu sasvim jasni, no novija saznanja upucuju na doprinos
antigen-specifi¢nih, kao i antigen-neovisnih mehanizama aktivacije. Nekoliko je istrazivanja
pokazalo da se T limfociti nakupljaju tijekom ishemije i reperfuzije (16). Istrazivanja na misjim
modelima s nedostatkom specifi¢nih populacija limfocita pokazala su da CD4" i CD8" T
limfociti oboje imaju $tetne u¢inke u bubreznoj IRI (16). Interakcija T i B limfocita moze
stvoriti aloimuni odgovor. Nedavno je dokumentirano da bubrezna IRI moze pojacati
humoralni imunoloski odgovor, utje¢uc¢i na odbacivanje posredovano antitijelima (8). Nasuprot

tome, Cini se da regulatorne T stanice imaju zastitnu ulogu u bubreznoj IRI (26).

3.2. MEHANIZMI OPORAVKA

Bubreg ima kapacitet regeneriranja izgubljenih epitelnih stanica te ishod ishemijsko-
reperfuzijske ozljede ovisi 0 opsegu mehanizama oporavka (24). Ovisno 0 stupnju ozljede,
bubrezi imaju moguénost regeneracije; kad se radi o manje ozbiljnoj ozljedi, bubrezni se

kanali¢i mogu regenerirati 1 povratiti normalnu ili priblizno normalnu bubreZnu funkciju, no u
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slucaju opseznog oSteCenja regenerativni kapacitet je reduciran (40). Oporavak oStecenih
kanali¢a postize se zamjenom mrtvih stanica novonastalim epitelnim stanicama te je brzi
proliferativni odgovor osnova bubreznog oporavka, vode¢i u obnavljanje strukture i funkcije
nefrona (40, 41). Iako je poznato da je stani¢na proliferacija odgovorna za oporavak ostecenog
bubrega, postoje kontroverze oko toga koji tip stanica proliferira kao odgovor na IRl —
predlozene su prezivjele endogene epitelne stanice, stromalne stanice kostane srzi, intrarenalne

progenitorne i intrarenalne intersticijske stanice (24).

Postoje dokazi koji sugeriraju da se prezivjele tubularne epitelne stanice dediferenciraju
i proliferiraju, naposljetku zamjenjujuci ireverzibilno oSteCene stanice i obnavljajuéi integritet
tubula (40). Istrazivanje provedeno na misjem bubregu ukazuje na dominantnu ulogu
intrinzi¢nih, prezivjelih epitelnih stanica u oporavku oste¢enih nefrona; iako se nije formalno
iskljuc¢ila moguénost manjeg doprinosa ostalih stani¢nih tipova, ukoliko oni postoje, nemaju
signifikantnu ulogu kao izvor novih stanica (41). Nakon IRI, te se preostale epitelne stanice
dediferenciraju na nacin da izgube stani¢nu polarnost i Cetkastu prevlaku, migriraju na mjesto
ozljede i proliferiraju. Novonastale se stanice diferenciraju u funkcionalne polarizirane epitelne
stanice (24). Prema istrazivanju na mi$jem modelu, jedan dan nakon IRI stanice su u procesu
diobe, s vrhuncem nakon 3 dana. Regeneracija tubula doseze oko 50% ve¢ nakon deset dana, a
potpuna obnova tubularne morfologije moze potrajati i do Cetiri tjedna (40). lako su starija
istrazivanja predlagala ulogu mati¢nih stanica koStane srzi, pretezno su odbacene kao moguci
znacajni izvor progenitornih stanica. Medutim, administracija mezenhimalnih mati¢nih stanica
ubrzava popravak oStecenog renalnog epitela kroz parakrinu sekreciju ¢imbenika rasta, citokina

i kemokina (42).

SrediSnji problem u tkivnoj ozljedi 1 popravku €ini promjena razine sinteze 1 ekspresije
¢imbenika rasta u odgovoru na ozljedu (43). Zahvaljujuci njihovom ucinku u regeneraciji tkiva,

predlozena je kljuéna uloga Cimbenika rasta, poput epidermalnog cimbenika rasta (engl.
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epidermal growth factor, EGF), inzulinu nalik ¢imbenika (engl. insulin growth factor, IGF) i
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta— B (engl. transforming growth factor g, TGF- ) u procesu
oporavka od akutne bubrezne ozljede; 0 njima najvjerojatnije ovisi proces regeneracije i
popravka prezivjelim tubularnim epitelnim stanicama (44, 45). Postoje dokazi da djelovanje
¢imbenika rasta moze biti pod utjecajem antiapoptotske ravnoteze Bcl-2 obitelji gena, pri cemu
epitelne stanice distalnog tubula imaju vaznu ulogu; poznato je da su epitelne stanice distalnog
tubula izvor sinteze i ekspresije nekoliko ¢imbenika rasta, a Bcl-2 geni zajedno s Cimbenicima
rasta mogu sinergisti¢ki djelovati u smanjenju stani¢ne smrti i promoviranju regeneracije i
popravka pomocu autokrinih i parakrinih mehanizama (43). Stanice distalnog kanali¢a
otpornije su na ishemijsko oStec¢enje od stanica proksimalnog tubula, s manjim stupnjem
stani¢ne smrti i ve¢om predispozicijom za apoptozu, umjesto nekroze, nakon oksidativnog
stresa (43). Istrazivanje utjecaja anoksije na razli¢ite segmente nefrona pokazalo je da su stanice
S3 segmenta proksimalnog kanali¢a i debelog uzlaznog kraka smjeStenog u bubreznoj srzi, u
usporedbi s ostalim segmentima, najpodloznije anoksi¢noj ozljedi (8). Cimbenici rasta koje
izlucuju distalne tubularne epitelne stanice (engl. tubular epithelial cells, TEC) pod
antiapoptotickim utjecajem Bcl-2, poput EGF-a, autokrinim u¢inkom uzrokuju njihovu daljnju
zaStitu 1 djeluju na receptore proksimalnih TEC, promoviraju¢i regeneraciju parakrinim

ucinkom (43).

Stanice proksimalnih 1 distalnih kanali¢a nefrona posjeduju receptore za EGF, koji za
proksimalne TEC predstavlja jedan od najucinkovitijih tvari koje stimuliraju rast tkiva (45).
Unatoc poc¢etnom padu sinteze i ekspresije EGF-a u distalnom tubulu nakon IRI, njegova uloga
snaznog mitogena poti¢e bubreznu reepitelizaciju 24-48 sati nakon reperfuzije, pomazuci
oporavak bubrezne funkcije. Inicijalni gubitak EGF-a prilikom ishemije potencijalno inducira

Bcl-2 ekspresiju u distalnim TEC, §to promovira stani¢nu zastitu i ponovnu ekspresiju EGF-a.
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Bez zastitne uloge Bcl-2 molekule doslo bi do opsezne stanicne smrti proksimalnih i distalnih

tubularnih epitelnih stanica (43).

IGF-1 takoder promovira popravak bubreznih kanali¢a nakon ishemi¢ne ozljede. I dok
stanice proksimalnog tubula pokazuju nikakvu do minimalnu ekspresiju IGF-1, posjeduju
receptore za IGF-1 koji se aktiviraju nakon bubrezne ozljede. Ekspresija se IGF-1 u distalnim
tubulima povecava u ranom periodu ishemijsko-reperfuzijskog oporavka, Sto je praceno
povecanom lokalizacijom i u proksimalnim tubulima. Bcl2 ekspresija u distalnom tubulu moze
ga zaStititi u vremenu kad povecanje ekspresije IGF-1 doprinosi distalnom tubulu autokrinim,

a proksimalnom tubulu parakrinim djelovanjem (43).

Iako stani¢na smrt sama po sebi nije regenerativni odgovor, epitelne stanice u procesu umiranja
mogu stvarati signale koji zapocinju popravak. Moguce je da citokini imaju ulogu u odredivanju
sudbine epitelnih stanica, doprinoseéi stvaranju signala koji rezultiraju infiltracijom neutrofila
1 makrofaga u tkivo i promovirajuc¢i dediferencijaciju i proliferaciju epitelnih stanica (46).
DAMP-ovi mogu izravno ili neizravno ubrzati proces regeneracije bubreznih kanali¢a. Renalne
progenitorne stanice proksimalnog i distalnog tubula imaju vecu otpornost na stres i
preZivljavaju oste¢enje tubula. TLR2-agonisticki DAMP-ovi pojacavaju klonsku ekspanziju 1
diferencijaciju tih stanica unutar tubula, Sto ubrzava regeneraciju (47). TLR4-agonisticki
DAMP-ovi aktiviraju intersticijske dendriticke stanice 1 makrofage, rezultirajuci otpustanjem
IL-22 (engl. interleukin 22). IL-22 aktivira IL-22 receptor, izraZen isklju¢ivo na tubularnim
epitelnim stanicama. Signalizacija pomoc¢u IL-22 receptora ubrzava reepitelizaciju tubula iz
prezivjelih tubularnih epitelnih stanica u fazi oporavka. I dok TLR4 blokada u fazi ozljede ima
povoljan u¢inak na sprjeavanje akutne bubrezne ozljede, TLR4 blokada u fazi regeneracije
odgada oporavak kanali¢a (47). IL-22, koji pripada IL-10 (engl. interleukin 10) obitelji citokina
s regulatornom ulogom u popravku tkiva, posrednik je regeneracije tubularnih epitelnih stanica

u fazi oporavka nakon akutne bubreZzne ozljede. Nekroza TEC sluzi kao podrazaj za TLR4
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posredovanu indukciju sekrecije 1L-22 od strane intrarenalnih dendriti¢kih stanica i ostalih
mononuklearnih fagocita. Dakle, TLR4 signalizacija poti¢e regeneraciju epitela u
postishemijskoj akutnoj bubreznoj ozljedi kroz mononuklearno-fagocitnu sekreciju I1L-22, §to

povezuje bubreznu upalu i regeneraciju na razini TLR4 (48).

lako prezivjele epitelne stanice kanali¢a ulaze u stani¢nu diobu u roku od nekoliko sati po
ozljedi, funkcionalni tubularni oporavak ne moze se odviti prije no $to dode do rezolucije
sterilne upale 1 tubulointersticijski mikrookoli§ postane dominiran proregeneracijskim
¢imbenicima (48). Kako bi se omogucio oporavak tkiva, postoji niz regulatornih mehanizama
koji preveniraju da imunoloSka reakcija postane patoloski pretjerana, ograni¢avanjem
aktivacije prezivjelih tubularnih epitelnih stanica i infiltriranih imunoloskih stanica. Vaznim
signalnim putem smatra se aktivacija NFkB, koji sudjeluje u inicijaciji i zavrSetku upale, te
naknadnoj regeneraciji ili popravku tkiva (49). U procesu oporavka, rezolucija upale i
proliferacija tubularnih epitelnih stanica ovise o IKKa-ovisnom ne-kanonskom NFkB putu.
Istrazivanje pokazuje da su glavne komponente ne-kanonskog NF«B puta, poput IKKa (engl.
IkB kinase @), izraZzene u prezivjelim epitelnim tubularnim stanicama tijekom faze oporavka.
UtiSavanje IKKa na tubularnim epitelnim stanicama pogorSalo je histolosko oStecenje i

odgodilo tubularnu regeneraciju 3. dan po ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi (49).

Odgovor nespecificne imunosti na bubreznu ozljedu vazan je za tubularnu reparaciju i
regeneraciju bubrega te je kao takav vrlo dobro orkestriran. Nakon rane faze upale, populacija
makrofaga prelazi u reparativni fenotip, karakteriziran produkcijom brojnih faktora rasta, poput
PDGF, TGF-B, IGF-1 i VEGF-A (engl. vascular endothelial growth factor A, VEGF-A), koji
promoviraju tubularnu regeneraciju (50). Mononuklearni fagociti imaju bifazi¢an utjecaj u
oSte¢enom bubregu. Rani priljev makrofaga promovira proupalni milje koji moze sluziti za
uklanjanje oSte¢enih stanica 1 promoviranje apoptoze subletalno ozlijedenih stanica,

pogorSavajuci inicijalnu razinu tubularne ozljede 1 povecavaju¢i opadanje glomerularne
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filtracije. Medutim, kao odgovor na informacije primljene iz oSte¢enog bubrega, dolazi do
naknadnog obrata i alternativne aktivacije proregenerativnog fenotipa makrofaga, vodec¢i do
supresije upalnog odgovora i poticanja faze proliferativne reparacije (51). Cimbenik stimulacije
kolonije-1 (engl. colony-stimulating factor 1, CSF-1) aktivira M2 makrofag-ovisnu tubularnu
reparaciju, a dominantno ga produciraju aktivirane tubularne stanice. M2 makrofagi
(alternativno aktivirani) produciraju IL-10 i ¢imbenike rasta (48). Inhibicija CSF-1 signalizacije
koc¢i proliferaciju makrofaga i dendritickih stanica, smanjuje M2 polarizaciju i inhibira
oporavak. CSF-1 posredovana ekspanzija i polarizacija bubreznih makrofaga i dendritickih

stanica vazan je mehanizam koji utjece na regeneraciju tubula nakon oStecenja (42).

Ukoliko se radi o opseznoj ozljedi, proces popravka biti ¢e abnormalan te naposljetku dovesti
do atrofije i fibroze kanalica, odgovorne za kroni¢nu bubreznu bolest. Ishemijska akutna
bubrezna ozljeda moze rezultirati nepotpunim tubularnim oporavkom, kroni¢nom upalom i
hipoksijom, $to vodi u proliferaciju fibroblasta i prekomjerno talozenje izvanstani¢nog matriksa
— dvije karakteristike fibroze tkiva (24). BubreZzna fibroza smatra se aberantnim oblikom
zacjeljivanja rana, pra¢enim prekomjernim taloZenjem izvanstanicnog matriksa. Leukociti
izluCuju ¢imbenike rasta i matriksne metaloproteinaze, koji aktiviraju mezangijske stanice i
intersticijske fibroblaste u svrhu izlu€ivanja komponenti izvanstani¢nog matriksa (47).
Nakupljanje ekstracelularnog matriksa dovest ¢e do formiranja fibroznih oZiljaka, koji oStec¢uju
bubreznu funkciju. Nije potpuno razjaSnjeno §to pomice ravnotezu u korist fibrogeneze umjesto
reparacije bubreznog tkiva, no izravno uklju¢enim su se pokazali kroni¢na hipoksija povezana
s disfunkcijom zila 1 kroni¢na aktivacija makrofaga. Nije poznat prag ozljede koji pomice
ravnotezu izmedu potpunog oporavka i1 bubrezne fibroze, no moguce je da ovisi i o prisutnosti

ranije postojece bubrezne bolesti (24).
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3.3. PREVENCUA | TERAPUA ISHEMIJSKO-REPERFUZIJSKE OZLJEDE

3.3.1. LijeCenje darivatelja

Najveci broj bubreznih presadaka preminulih darivatelja dolazi od darivanja nakon mozdane
smrti, $to je povezano s loSijim prezivljenjem presatka u usporedbi s bubreznim presadcima
zivuc¢ih darivatelja. Mozdana smrt dovodi do poremecaja regulacije autonomnog Zzivéanog
sustava 1 inducira brojne patofizioloske procese u ljudskom tijelu (52). Karakteriziraju ju dvije
razli¢ite hemodinamske faze: u ranoj se fazi javlja nekontrolirana aktivacija simpatikusa, s
arterijskim tlakom preko 200 mm Hg i tahiaritmijama, pracena znatno duljim periodom
hipotenzije uslijed simpaticke insuficijencije, gubitka zilnog tonusa i smanjenog perifernog
otpora (20). Nekroza hipotalamusa i1 epifize dovodi do poremecaja termoregulacije i
hormonalne homeostaze: serumski hormoni Stitnjace ne mogu zadovoljiti metabolicke potrebe,
vazopresin ne uspijeva kontrolirati diabetes insipidus, zaustavljena je proizvodnja kortizola i
nedovoljno se proizvodi inzulin. Otpustaju se slobodni radikali i proteoliticki enzimi, vodec¢i do
spore, ali progresivne apoptoze i nekroze tkiva. Navedeni procesi rezultiraju opadanjem
funkcije organa DBD darivatelja, uklju¢uju¢i smanjenu funkciju bubrega. Postoji znacajan
utjecaj mozdane smrti na funkciju bubreznog presatka, s ceS¢im epizodama akutnog

odbacivanja i smanjenim dugoro¢nim prezivljenjem (20).

Nakon dijagnoze mozdane smrti, potrebna je aktivna njega darivatelja u svrhu optimiziranja
organske funkcije za naknadnu transplantaciju. Lijecenje darivatelja ukljucuje postupke
odrzavanja tjelesne temperature, adekvatne oksigenacije, cirkuliraju¢eg volumena,
kardiovaskularne stabilnosti i mokrenja (52). Pokazalo se da rani, agresivni tretman darivatelja
s naglaskom na hemodinamskoj stabilizaciji povecava broj darivanja organa. Tretiranje
hipertenzije uzrokovane katekolaminskom olujom i odrzavanje adekvatnog intravaskularnog

volumena u naknadnom periodu hipotenzije od kljucne su vaznosti (20, 52). Istrazivanje
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provedeno s ciljem ispitivanja utjecaja davanja niskih doza dopamina kao dio terapijskih
postupaka usmjerenih na darivatelja pokazalo je da dopamin ublazava Stetne utjecaje slobodnih
kisikovih radikala u uvjetima hladne ishemije pri pohrani organa. Umjesto stabilizacije
bubrezne hemodinamike, dopamin je poboljsao toleranciju organa na ishemic¢no osStecenje pri
hladnoj pohrani. Potreba za dijalizom u prvom tjednu nakon transplantacije, kao glavni mjereni
ishod ovog istrazivanja, bila je znaCajno smanjena u primatelja ¢iji je presadak prethodno

tretiran dopaminom. Medutim, administracija dopamina nije utjecala na prezivljenje presatka

(53).

S obzirom nato da aktivacija sustava komplementa u darivatelju s mozdanom smrti ima
ulogu u o$teéenju presatka, terapijski bi pristup u vidu inhibicije aktivacije komplementa mogao
poboljsati posttransplantacijsku funkciju bubrega. Istrazivanje na misjem modelu, u kojem su
po indukciji mozdane smrti buduci darivatelji tretirani inhibitorom komplementa sCR1 (engl.
soluble complement receptor type 1), pokazalo je zna¢ajno poboljSanje posttransplantacijske

funkcije bubrega u primatelja ¢iji je presadak prethodno tretiran sa SCR1 (54).

Do danasnjeg su vremena provedena brojna istrazivanja ishemijskog
prekondicioniranja, protektivne metode pri kojoj se primjenjuju kratki, ponavljajuéi periodi
ishemije i reperfuzije u svrhu razvoja tolerancije na naknadnu ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu.
Ishemijsko prekondicioniranje razvijeno je u istraZivanjima vezanim Uz srce, N0 moze se
primijeniti 1 kod bubrega (55). Istrazivanja su pokazala da ishemijsko prekondicioniranje
bubrega smanjuje lizu stanica, apoptozu i lipidnu peroksidaciju, s poboljSanjem funkcije
ishemi¢nog bubrega. Potencijalni se preventivni mehanizam djelovanja odvija putem smanjenja
adhezijskih molekula i upalnog odgovora, no druga istrazivanja predlazu da je ishemijsko
prekondicioniranje posredovano predishemijskom aktivacijom adenozinskih receptora,

posebno Al adenozinskih receptora (56). Primjena timoglobulina na mi§jem modelu inducirane
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mozdane smrti smanjila je ekspresiju proupalnih citokina i dovela do poboljSanja nakon

bubreznog ostecenja (8).

Pregledom intervencija usmjerenih na odgodenu funkciju presatka ¢ini se da one
primijenjene na darivatelju imaju vecu ucinkovitost od onih primijenjenih na primatelju;
intervencije kod preminulog darivatelja mogu ublaziti ozljedu, a one kod primatelja

transplantata ubrzavaju oporavak od ozljede (57).

3.3.2. Pohrana organa

Odrzavanje vijabilnosti organa od eksplantacije do transplantacije od presudne je
vaznosti za optimalnu funkciju i preZivljavanje presatka (58). Vrijeme hladne ishemije
povezano je s prezivljenjem organa preminulih darivatelja i incidencijom odgodene funkcije
presatka (12). IstraZivanje provedeno na vise od 91 000 transplantacija bubrega pokazalo je da
su bubrezi izloZeni hladnoj ishemiji duljoj od 17 sati pod visim rizikom Stetnog ishoda od onih
transplantiranih unutar 17 sati (59). U logistickom smislu, pohrana organa osigurava vrijeme
neophodno za organizaciju osoblja i objekata, transport organa i obavljanje potrebnih
laboratorijskih testova; tijekom vremena hladne ishemije moguce je izvrsiti usporedbu tkivne
kompatibilnosti te pripremu primatelja. S obzirom na nestaSicu organa dostupnih za
transplantaciju, postoji potreba za $to boljom upotrebom svih raspolozivih organa, pri ¢emu
adekvatna pohrana predstavlja jedan od klju¢nih koraka (60, 61). Trenutno postoje dva nacina
o¢uvanja bubrega: stati¢ki i dinamicki. Cuvanje bubrega u otopinama za hladnu pohranu glavna
je staticka metoda, a od dinamickih se upotrebljava perfuzija u uredaju za mehanicku

prezervaciju bubrega (engl. hypothermic machine perfusion, HMP) (62).

3.3.2.1. Otopine za hladnu pohranu organa

Ocuvanje otopinama za hladnu pohranu, pri ¢emu je bubreg pohranjen u hipotermijskim

uvjetima, postupak je koji se koristi za smanjenje metaboli¢kih potreba organa i ublazavanje
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ishemijske ozljede. Uspjesno se primjenjuje u transplantaciji bubrega ve¢ vise od pedeset
godina, a desetljeCima predstavlja najceS¢e koriStenu metodu pohrane organa zbog
jednostavnosti i niske cijene (63). Nakon ispiranja eksplantiranog organa s prezervacijskom
otopinom na 0-4°C, uranja se u otopinu i ostaje na toj istoj temperaturi sve do vremena
transplantacije (64). Razvijene su brojne otopine za Cuvanje organa, s ciljem suprotstavljanja
Stetnim ucincima reperfuzije, hladenja presatka i procesa oporavka. Napravljene su na nacin da
ciljaju biokemijske i strukturalne promjene koje se dogadaju tijekom tih procesa, no znatno se
razlikuju u prirodi i koncentraciji sastojaka (65). Unato¢ razlici u sastavu, imaju iste principe:
smanjenje stanicnog 1 mitohondrijskog bubrenja koloidima/nepropusnim sredstvima,
ublaZavanje unutarstani¢ne acidoze puferima, smanjenje S$tetnog djelovanja reaktivnih
kisikovih spojeva antioksidansima i osiguranje supstrata za odvijanje metabolizma (66).
Smanjena metaboli¢ka aktivnost kljucna je za sprje¢avanje nepopravljivog oStecenja organa.
Snizavanje temperature na 4°C smanjuje enzimsku aktivnost 1 metabolizam za 58% u vecini

stanica (60).

Od 1960.-ih godina otopine za hladnu pohranu postaju zlatnim standardom ocuvanja
organa u periodu ¢ekanja transplantacije (64). 1969. godine Geoffrey Collins razvio je prvu
otopinu za hladnu pohranu, nazvanu Collinsova otopina, koja je produljila o¢uvanje bubrega
sve do 24 sata. Collinsova je otopina naknadno izmijenjena te se modificirana verzija, s
nazivom Eurocollins (EC), koristila kao standardna otopina idu¢ih petnaestak godina (63).
Marshallova otopina, hiperosmolarni citrat (HOC), u upotrebi je od kasnih 70.-ih godina te
koristi i danas, no Eurocollins otopina ostaje standardom pohrane bubrega sve do pojave
University of Wisconsin (UW) otopine kasnih 80.-ih godina 20. stoljeca (67). U sli¢no se
vrijeme pojavljuje i Histidin-Triptofan-Ketoglutarat otopina (HTK) otopina te time UW i HTK

postaju zlatnim standardom za hladnu pohranu organa (63). Celsior otopina, razvijena 1994.,
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prvotno je koriStena u transplantaciji srca i sadrzi odredene zajednicke sastavnice s UW i HTK

otopinama (60).

Collinsova otopina svojom visokom koncentracijom kalija i magnezija te niskom
koncentracijom natrija oponaSa sastav unutarstanicne tekucine; s obzirom na neaktivnost
Na'/K* ATP-aze u hipotermiji, prisutnost takvih otopina u izvanstani¢nom prostoru ima cilj
postizanjem ravnoteze prevenirati ulazak iona natrija i klorida u stanicu. Collinsova je otopina
obogacena fosfatnim puferom i sadrzi visoku koncentraciju glukoze (60, 63). Izostavljanje
magnezijevog fosfata, zbog zabrinutosti o taloZenju kristala magnezija u izvornoj otopini,
povecalo je kemijsku stabilnost preinacene otopine, nazvane Eurocollins. Upravo je visoka
koncentracija glukoze, koja sluzi kao nosa¢ osmotskog optereéenja za postizanje
hiperosmolarnosti, bila najveéi nedostatak ove otopine. Cak i u hipotermijskim uvjetima,
glukoza se enzimatskim procesima razgraduje bar do laktata, $to rezultira udvostru¢enjem

intracelularne koli¢ine molekula i vodi u stani¢no bubrenje (60).

Kao alternativa Collinsovoj otopini razvijena je Marshallova otopina, hiperosmolarni
citrat. Sadrzavala je visoke koncentracije kalija, magnezija i natrija, a citrat je zamijenio fosfat
u ulozi pufera. Zamjena glukoze manitolom osigurala je bolja osmotska svojstva i manju

viskoznost, a kao hipertonic¢na otopina, HOC prevenira ulazak tekuéine u stanice (60, 61).

University of Wisconsin otopina naj¢eS¢e je koriStena otopina za hladnu pohranu
organa. Inicijalno je razvijena za koriStenje u transplantaciji gusSteraCe, no njena je uporaba
Siroko rasprostranjena u ocuvanju raznih organa, ukljuujuéi bubrege i jetru (63). Poput
Eurocollins otopine, UW otopina takoder sadrzi visoku koncentraciju kalija 1 nisku
koncentraciju natrija, §to ju ¢ini otopinom unutarstani¢nog tipa. Postoji nekoliko prednosti UW
otopine nad Eurocollins otopinom: hidroksietil §krob, koji je zamijenio albumin, sluzi kao

koloidni nosa¢ sa svrhom minimiziranja intersticijskog edema tijekom perfuzije, antioksidansi

25



alopurinol i glutation smanjuju oksidativni stres, adenozin se koristi kao prekursor ATP-a, a
uvedeni metabolicki supstrati, poput laktobionata i rafinoze, zamjenjuju¢i glukozu nastoje
sprijeciti bubrenje stanica (63). Istrazivanja na animalnim modelima, kao i klini¢ka ispitivanja,
pokazala su da je UW otopina uspjesnija u ouvanju organa od Eurocollins otopine. Primjerice,
u modelu autotransplantacije psec¢eg bubrega, svi su bubrezi bili vijabilni nakon pohrane u UW
otopini u trajanju od 72 sata, dok od bubrega pohranjenih u Eurocollins otopini nijedan nije bio
vijabilan nakon istog vremenskog razdoblja. (63) Europsko istrazivanje potvrdilo je njenu
superiornost nad Eurocollins otopinom, smanjujuci stopu odgodene funkcije presatka s 33% na
23% (60). Takoder, jednogodisnje prezivljenje presatka bilo je znacajnije vise pri koristenju
UW otopine. S obzirom na dobivene rezultate, Eurocollins otopina u Europi vise nije bila
preferiran izbor u o¢uvanju abdominalnih organa (58). UW otopina omogucuje uspje$niji ishod
transplantacije, bolju fiziolosku funkciju i manju histolosku Stetu bubrega od Eurocollins
otopine. U slucaju organa marginalnih donora, organi pohranjeni u UW otopini pokazali su
manju stopu primarne afunkcije i odbacivanja u prvih 12 mjeseci po transplantaciji (61). Unatoc
popularnosti UW otopine, nedavna istrazivanja upucuju na njene potencijalne nedostatke.
Visok stupanj viskoznosti, uslijed prisutnosti hidroksietil §kroba, ugrozava mikrocirkulaciju, a
visoka koncentracija kalija dovodi do vazokonstrikcije; otezano je ispiranje tkiva i zasi¢enje
otopinom. Osim toga, otopini se prije uporabe dodaju penicilin G, deksametazon i inzulin, a

nedostatak predstavlja i njena visoka cijena (60, 63).

U pionirskim godinama pohrane organa, visoka koncentracija kalija i niska
koncentracija natrija u otopini smatrale su se nuznima za prevenciju stani¢nog bubrenja te su
otopine unutarstani¢nog tipa dugo predstavljane klju¢nima za odrzavanje vijabilnosti stanica.
Novija istrazivanja pokazuju da omjer kalija 1 natrija ne igra sredisSnju ulogu u o€uvanju organa;

otopine izvanstani¢nog tipa pokazale su se kao jednako ili ¢ak i viSe ucinkovite. Takoder, niska
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koncentracija kalija olakSava ispiranje organa pri eksplantaciji, jer ne dolazi do vazospazma

induciranog kalijem (58).

Histidin-Triptofan-Ketoglutarat otopina, prvotno razvijena za KkoriStenje pri
kardioplegiji u otvorenim operacijama srca, sadrzi niske koncentracije kalija, natrija i
magnezija. Histidin u HTK otopini predstavlja snazni pufer koji usporava snizavanje tkivnog
pH tijekom hladne ishemije, triptofan stabilizira membranu, a ketoglutarat se moze upotrijebiti
kao supstrat za odvijanje metabolizma. Mala viskoznost HTK otopine omoguéuje ucinkovitije
ispiranje organa te kraée vrijeme hladenja za postizanje hipotermijskih uvjeta u odnosu na UW
otopinu (61, 63). Eurotransplantovo multicentri¢no randomizirano istraZivanje usporedilo je
ucinkovitost UW, HTK i Eurocollins otopine u ocuvanju bubreznih presadaka, a rezultati su
pokazali jednakost UW i HTK otopine u sposobnosti prezervacije organa, s jednakom
incidencijom primarne afunkcije i slicnim trogodi$njim prezivljavanjem bubreznog presatka
(63). Iako prema rezultatima istrazivanja UW i HTK otopina imaju istu incidenciju odgodene
funkcije presatka, oskudni su podatci o rezultatima u slucaju prologiranog vremena hladne

pohrane (>24 h) (58).

Celsiorova je otopina koloid koji svojom visokom koncentracijom natrija pripada
otopinama izvanstani¢nog tipa. Prvotno je koriStena u transplantaciji srca, no pokazala se
uéinkovitom i u pohrani abdominalnih organa (58). Kombinira osmotsku uc¢inkovitost UW
otopine (laktobionat, manitol) sa snaznom puferskom aktivno$¢u HTK otopine (histidin). Za

razliku od UW otopine, reducirani glutation jedini je antioksidans u ovoj otopini (61).

U novije su vrijeme razvijene i tzv. otopine Cetvrte generacije u Europi, poput Institut
Georges Lopez-1 otopine (IGL-1) i Solution de Conservation des Organes et Tissus (SCOT).
Radi se o otopinama izvanstani¢nog tipa koje sadrzavaju polietilen glikol (engl.

polyetilenglycol, PEG) kao koloid (66). IGL-1, novija otopina razvijena u Francuskoj,
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kombinira prednosti UW 1 Celsior otopine. PEG se veze za povrSine stanica i tkiva,
stabiliziraju¢i ih od Stetnih interakcija; istrazivanja predlazu da ta znacajka izmjenjuje

imunogenost donorskog tkiva kao posljedice IRI (60).

Zahvaljujuéi svojoj jednostavnosti i u¢inkovitosti pohrane organa do 24 sata, oCuvanje
otopinama za hladnu pohranu najsire je koriStena metoda u svakodnevnoj klinickoj praksi (20).
Glavni je nedostatak nemoguénost primjene standardiziranog parametra za procjenu
zdravstvenog statusa organa i mjerenje ishemijskog ostecenja, kako bi se mogla predvidjeti
vijabilnost presatka (60). Sve veéi broj bubrega dobivenih od darivatelja prema prosirenim
kriterijima i1 darivatelja s nekucaju¢im srcem dovodi u pitanje moguénost ove metode da
prevenira opadanje kvalitete organa tijekom hladne pohrane; u novije vrijeme javlja se potreba
za novim pristupom pri pohrani takvih organa, kao i onih s prolongiranim vremenom hladne

ishemije (20, 58).

3.3.2.2. Perfuzija u uredaju za mehanic¢ku prezervaciju bubrega

Iako strojna perfuzija predstavlja jednu od ranih metoda ocuvanja bubrega, zbog
jednostavnosti pohrane hladnim otopinama nije bila Siroko koriStena, pogotovo od pojave UW
otopine s uspjesnim ocuvanjem 24 do 30 sati. S obzirom na sve ve¢u upotrebu organa dobivenih

od ECD i DCD darivatelja, u posljednje vrijeme raste interes za strojnom perfuzijom (20).

Sam process pripreme, koji ukljucuje spajanje bubrega na uredaj putem renalne arterije
I osiguravanje nepropusnosti sustava, traje duze no priprema za staticku metodu prezervacije
otopinama za hladnu pohranu (60, 61). Perfuzija u uredaju za mehani¢ku prezervaciju bubrega
podrazumijeva kontinuirano pumpanje hladne otopine za oCuvanje kroz bubreg. Otopina
oprskrbljuje tkivo nutrijentima s ili bez kisika, odnosi toksi¢ne produkte metabolizma i
dostavlja pufere koji apsorbiraju nakupljenju mlije¢nu kiselinu (61). Hipotermijska strojna

perfuzija odvija se na 0-4°C kroz arteriju, prema konceptu da se proizvodnja energije lancem
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transporta elektrona odrzava na hipotermijskim temperaturama. HMP kontinuirano osigurava
metabolicke supstrate za stvaranje ATP-a, Sto presatku omogucuje obnavljanje energijskih
zaliha (60, 64). Postoje odredene prednosti strojne perfuzije, poput mogucénosti procjene
ishemijskog oStecenja i vijabilnosti organa kao prediktora posttransplantacijskog ishoda. HMP
takoder omogucuje primjenu farmakoloske terapije 1 genskog transfera (60, 61).
Eurotransplantova randomizirana studija usporedila je ucinke strojne perfuzije i oCuvanja
otopinama za hladnu pohranu, a rezultati upuc¢uju na smanjenu incidenciju odgodene funkcije
presatka pri koristenju strojne perfuzije, ukljucujuéi i organe marginalnih darivatelja. HMP
takoder smanjuje incidenciju, trajanje i tezinu odgodene funkcije presatka u darivatelja s
nekucajué¢im srcem (20). lako je HMP inicijalno znacajno skuplji od ocuvanja hladnim
otopinama, konac¢ni bi troSkovi mogli potencijalno biti manji, zahvaljujuéi nizoj incidenciji
odgodene funkcije presatka (i posljedi¢no niZoj vjerojatnosti potrebe za dijalizom), kratem

boravku u bolnici i boljoj stopi prezivljenja presatka (61).

Unatoc¢ uspjesnosti ove metode, perfuzija organa na niskim temperaturama dovodi do
nuspojava uzrokovanih hipotermijom i samom perfuzijom; ublazavanje ovih nuspojava glavna

je funkcija novih perfuzijskih otopina (62).

3.3.3. Novi terapijski ciljevi

Primjenjuju se razni pristupi usmjereni na inhibiciju signalizacije koja vodi u upalu.
Trenutno je srediSnji fokus mnogih istrazivanja razumijevanje sloZene regulacije TLR
signalizacije (68). Eksperimentalna su istrazivanja pokazala da je moguce sprijeciti aktivaciju
nespecifi€ne imunosti inhibicijom TLR2, ¢ija je ekspresija prisutna na epitelnim stanicama
kanalica zajedno s TLR4. Inhibicija TLR2 novim monoklonalnim antitijelima mogla bi
znacajno smanjiti posljedice ishemijsko-reperfuzijske ozljede na modelima infarkta miokarda,

Sto otvara mogucnost daljnjim istrazivanjima na bubregu (69). Istrazivanje na misjem modelu
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pokazalo je da nedostatak TLR4 u stanicama bubreznog parenhima prevenira povecanje
stvaranja proupalnih citokina i smanjuje akumulaciju neutrofila i makrofaga u modelu bubrezne
ishemijsko-reperfuzijske ozljede (28). Ostale potencijalne ciljeve za buduca istrazivanja
predstavljaju adapterska molekula MyD88, NK stanice i inflamasomi (68). MiSevi tretirani s
tvari koja inhibira homodimerizaciju MyD88 imali su bolju stopu prezivljavanja od netretiranih
zivotinja; upalni je odgovor bio smanjen te je doSlo do poboljSanja tubularne intersticijske

fibroze u miseva podvrgnutih ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi (70).

Jedan od ciljeva istrazivanja terapijskih mogucnosti predstavlja i inhibicija sustava
komplementa, vazne komponente nespecificnog imunoloskog odgovora. Potencijalna je meta
inhibicija Cb5a sastavnice komplementa i kompleksa koji napada membranu — MAC (C5b-C9).
Eculizumab, humano monoklonsko antitijelo usmjereno na C5 komponentu komplementa, ve¢
se koristilo u transplantaciji bubrega za lijeCenje atipi¢nog hemoliti¢ko-uremi¢nog sindroma i
odbacivanja bubreznog transplantata posredovanog antitijelima. Provode se istrazivanja
procjene potencijalne uloge eculizumaba u prevenciji i lije¢enju bubrezne IRI (68). Na misjem
modelu sa ¢etverosatnim vremenom hladne ishemije bubrezi su pohranjeni u otopinu koja je
sadrzavala malu interferirajuéu RNA (engl. small interfering ribonucleic acid, SiRNA)
usmjerenu na C3 sastavnicu komplementa, Fas gen 1 RelB gen. Otopina koja je sadrzavala
siRNA smanjila je razinu apoptoze stanica i histopatoloSke promjene bubrega te prolongirala

prezivljenje presatka. Takoder je smanjila ekspresiju proupalnih citokina, IL-6 i TNFa (71).
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4. RASPRAVA

U danasnje vrijeme transplantacija bubrega optimalan je izbor lije¢enja pacijenata sa
zavrSnim stadijem KBB-a; pacijenti sa ZKSBB imaju bolje dugoro¢no prezivljavanje i bolju
kvalitetu zivota ako se podvrgnu transplantaciji, u odnosu na one koji ostanu na dijalizi (4, 6).
Postoji nekoliko vrsta darivanja bubrega: darivanje nakon mozdane smrti, darivanje nakon
cirkulacijske smrti i darivanje od zivih srodnih darivatelja, a u posljednje se vrijeme sve vise
koriste | bubrezi “marginalnih darivatelja” u svrhu poveéanja broja dostupnih organa za
transplantaciju (7). DBD darivatelji smatraju se pozeljnijima od DCD darivatelja, jer je
cirkulacija krvi u presatku odrzana sve do trenutka uzimanja organa. lako su organi DCD
darivatelja podvrgnuti duljem razdoblju tople ishemije, mogli bi imati teoretsku prednost: u
DBD darivatelja uslijed mozdane smrti dolazi do sistemske upalne “citokinske oluje”, $to
pokreée razne patofizioloske procese u darivatelju i dovodi do mikrovaskularnog 1
parehnimatoznog oSte¢enja bubreznog presatka (7). lako su DCD darivatelji takoder podlozni
upalnom odgovoru, zbog brzine oSteCenja neurona to se dogada u manjoj mjeri nego u DBD

darivateljima (7).

Nakon eksplantacije bubrega, presadak se pohranjuje u otopini za hladnu pohranu
kako bi se odrzala vijabilnost stanica, $to ne uspijeva potpuno prevenirati hipoksijom
inducirano stanicno oStecenje. Uz to, naknadna reperfuzija ishemic¢nog bubrega moze
uzrokovati upalno i oksidativno osSteCenje, §to se skupno naziva ishemijsko-reperfuzijska

ozljeda (10).

IRI obuhvaca brojne procese, ukljucujuci poremecaj ionske ravnoteze s unutarstanicnim
nakupljanjem iona, poremec¢aj mitohondrijskog membranskog potencijala, stvaranje slobodnih
kisikovih radikala, disfunkciju endotela, mikroembolizacije, fenomen ,,no reflow* i aktivaciju

imunoloskog sustava (15). Inicijalno hipoksi¢no oSte¢enje praceno je opseznim stvaranjem
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slobodnih kisikovih radikala po reperfuziji te inicira ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu, vodeci
u apoptozu, nekrozu i upalni odgovor (28). IRI ima velik doprinos u razvoju akutne bubrezne
ozljede, a u znacajnom broju takvih slu¢ajeva prepoznata je klju¢na uloga mitohondrija kroz
stvaranje ogromne koli¢ine slobodnih kisikovih radikala u ranoj fazi reperfuzije (25). Njihova
centralna uloga u patofiziologiji IRI 1 bolje razumijevanje procesa koji vode u oStec¢enje bubrega
doveli su do identifikacije novih terapijskih ciljeva i potencijalnih biomarkera (25).
Mitohondriji imaju znacajan utjecaj u procesima apoptoze i nekroze te aktivaciji imunoloSkog
sustava (25). Odgovor imunoloskog sustava karakteriziran je aktivno$¢u neutrofila, makrofaga,
dendriti¢kih stanica, limfocita, endotelnih i tubularnih epitelnih tanica. Stanice imunoloSkog
sustava nemaju iskljucivo Stetni utjecaj tijekom upale, ve¢ neke od njih imaju protektivnu ulogu
u procesima oporavka od IRI. Otkrivanje sloZenih mehanizama njihovog djelovanja moglo bi

pridonijeti buducoj prevenciji i lije¢enju ishemijsko-reperfuzisjke ozljede (28).

Odgodena funkcija presatka definirana je kao neuspjeh transplantiranog bubrega da
odmah preuzme funkciju, s potrebom za dijalizom u prvom postoperacijskom tjednu (7).
Primarno je posljedica postishemi¢ne akutne tubularne nekroze uzrokovane ishemijsko-
reperfuzijskom ozljedom, a predstavlja jednu od ce$¢ih ranih komplikacija transplantacije
bubrega od preminulih darivatelja. Stupanj ishemijsko-reperfuzijskog oste¢enja povezan je s
nekoliko ¢imbenika koji se dogadaju u darivatelju, tijekom transplantacije i naposlijetku u
primatelju (8). Produljeno vrijeme hladne ishemije neovisni je ¢imbenik razvoja DGF-a.
Prolongirana hladna ishemija potice DGF 1 akutno odbacivanje, Sto zauzvrat moze skratiti
dugoro¢no prezivljenje presatka (7). Odgodena funkcija presatka dovodi do znacajnih
posljedica. Uz akutne komplikacije vezane uz zatajenje bubrega i produljenu hospitalizaciju,
razvoj DGF-a povisuje rizik kroni¢ne nefropatije presatka i skracuje njegovo prezivljenje.

Trenutno se DGF nakon transplantacije bubrega primarno smatra posljedicom IRI, S§to
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objasnjava vecu incidenciju u bubrezima preminulih darivatelja koji redovno podilaze

produljenim vremenima ishemije (35).

Trenutni pristup IRI ima cilj suprotstavljanja njenim glavnim posljedicama, odgodenoj
funkciji presatka i aktivaciji nespecificne imunosti. Prevencija DGF-a se uglavhom oslanja na
lije¢enje darivatelja prije transplantacije i oCuvanje bubrega otopinama za hladnu pohranu (68).
Glavno je nacelo otopina za hladnu pohranu ofuvanje vijabilnosti organa u najvec¢oj mogucoj
mjeri, kako bi se postigli bolji transplantacijski ishodi nakon reperfuzije. Kljucni su sastojci tih
otopina puferi, koloidi, nutrijenti i antioksidansi, odgovorni za suzbijanje stanicnog bubrenja,
acidoze, iscrpljenja stani¢cnog ATP-a i proizvodnje slobodnih kisikovih radikala. Bolje
poznavanje mehanizama ishemijskog oste¢enja bubrega dovelo je do spoznaje da obogacenje
prezervacijskih otopina razli¢itim tvarima s ciljanim uc¢inkom ima veliki potencijal poboljsanja
kvalitete presatka (63). Zlatni standard medu otopinama za o¢uvanje bubrega predstavlja UW
otopina, koja kombinira metabolicki intertne supstrate laktobionat i rafinozu, hidroksietil skrob
s koloidnim djelovanjem, ATP prekursor adenozin te glutation i alopurinol sa svrhom

uklanjanja Stetnih kisikovih radikala (60).

Uslijed nestaSice organa dostupnih za transplantaciju, u posljednje se vrijeme sve vise
upotrebljavaju bubrezi dobiveni od marginalnih donora ili donora s nekucaju¢im srcem te
posljedi¢no raste interes za strojnom perfuzijom (20). Za razliku od oCuvanja otopinama za
hladnu pohranu, HMP omogucava procjenu ishemi¢nog oSteenja i vijabilnosti organa kao
prediktora posttransplantacijskog ishoda te nudi moguénost farmakoloskih intervencija za
poboljsanje kvalitete presatka (60). Upotreba HMP mogla bi, u usporedbi sa statickim
oCuvanjem otopinama za hladnu pohranu organa, zna¢ajno smanjiti odgodenu funkciju presatka

1 povecati koristenje organa DCD darivatelja (68).

33



Aktivacija urodene imunosti 1 njen znacajan utjecaj u patogenezi IRI predstavljaju
potencijalni terapijski cilj te se na tu temu provide brojna istrazivanja. Postoji potreba za
razumijevanjem razli¢ite uloge upalnih stanica ovisno o fazi ishemijsko-reperfuzijske ozljede
te njihovog sudjelovanja u progresiji akutne bubrezne ozljede u kroni¢nu bubreznu bolest. Od
velike bi klinicke vaznosti bilo otkri¢e mehanizama koji povezuju ishemicnu ozljedu presatka

s akutnim odbacivanjem, kao i njihova modifikacija novim terapijskim sredstvima (28).
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5. ZAKLJUCAK

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda u transplantaciji bubrega ¢eS¢a je i ozbiljnija pri
presadivanju bubrega od preminulih darivatelja, a na nju utjecu ¢imbenici vezani uz darivatelja,
primatelja 1 pohranu organa. OStecenje bubrega rezultat je dinamicnih, sloZenih procesa u
kojima srediS$nju ulogu imaju stvaranje slobodnih kisikovih radikala, lipidna peroksidacija i
posljedi¢na upala. IRI uzrokuje oStecenje stanica na nekoliko nacina, poput stani¢ne smrti,
mikrovaskularne disfunkcije te aktivacije nespecificne i specificne imunosti. Umiruce stanice
otpustaju DAMP-ove koji stimuliraju Toll-like receptore, §to vodi u kompleksnu regulaciju
upalnih stanica i njihovih medijatora, uzrokujuéi aktivaciju imunoloskog sustava kao klju¢nog
koraka patogeneze IRI. Glavne su klini¢ke posljedice bubrezne IRI odgodena funkcija presatka
zbog tubularne disfunkcije, odbacivanje presatka povezano s pojaéanom imunogeno$cu
presatka te kronicna disfunkcija presatka. Trenutno se ispituju nova sredstva usmjerena na
razli¢ite mehanizme oStecenja, od kojih su brojna jos u pretklinickoj fazi. Intervencija u ranoj
fazi kaskade dogadaja Cini se pozeljnom zbog vazne uloge mitohondrijske disfunkcije u
pokretanju IRI. Ometanje signalizacije koja vodi u aktivaciju urodene imunosti i sustava
komplementa te manipulacija dendriti¢kim stanicama obec¢avajuce su terapijske moguénosti za
buduce djelovanje. SloZenost patogeneze IRI uvjetuje potrebu za razliitim terapijskim
pristupima, primjenjuju¢i kombinaciju terapijskih sredstava usmjerenih na sve faze nastanka

oStecenja tijekom darivanja, hladne pohrane i samog procesa transplantacije.
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6. SAZETAK

Transplantacija bubrega predstavlja optimalan izbor lije¢enja pacijenata sa zavrSnim stadijem
kroni¢ne bubrezne bolesti te su dugoro¢no prezivljavanje i kvaliteta zivota onih koji se
podvrgnu transplantaciji bolji nego u pacijenata koji ostanu na dijalizi. Ishemijsko-reperfuzijska
ozljeda, neizbjezan dogadaj pri transplantaciji bubrega, jedan je od najvaznijih mehanizama
odgovornih za primarnu afunkciju i odgodenu funkciju presatka. Povezana je s proupalnim
odgovorom i akutnim odbacivanjem, a moze rezultirati i progresivnom intersticijskom
fibrozom te naposljetku dovesti do kroni¢ne disfunkcije presatka. Inicijalna ishemijska ozljeda
tkiva ovisi o trajanju prekida opskrbe krvlju, a naknadna reperfuzija paradoksalno ne
uspostavlja normalne uvjete, ve¢ dovodi do jo$ veéeg oSteéenja. Ishemijsko-reperfuzijska
ozljeda obuhvaca visestruke procese koji rezultiraju oste¢enjem tkiva, ukljucujuéi promjene
unutarstanicne koncentracije iona, stvaranje slobodnih kisikovih radikala, otvaranje
mitohondrijske permeabilizacijske pore, disfunkciju endotela, agregaciju trombocita s
mikroembolizacijama, fenomen izostanka ponovnog protoka, stani¢nu smrt i aktivaciju
imunoloskog sustava. Cilj trenutnog pristupa ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi suprotstavljanje
je njenim glavnim posljedicama, odgodenoj funkciji presatka i aktivaciji nespecifi¢ne imunosti.
Produljeno vrijeme hladne ishemije neovisan je ¢cimbenik razvoja odgodene funkcije presatka,
¢ija se prevencija uglavnom oslanja na lijeenje darivatelja prije transplantacije i o€uvanje
bubrega otopinama za hladnu pohranu. Slozenost patofizioloskih mehanizama u podlozi
ishemijsko-reperfuzijske ozljede uvjetuje potrebu za razliCitim terapijskim pristupima, s
primjenom kombinacije terapijskih sredstava usmjerenih na sve faze nastanka oSteCenja

tijekom darivanja, hladne pohrane i samog procesa transplantacije.
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7. SUMMARY

Kidney transplantation is still the optimal treatment for patients with end stage renal disease.
Long-term survival with kidney transplantation is significantly better than dialysis and
transplantation provides a sustainably higher quality of life. Ischemia-reperfusion injury is
an inevitable event accompanying kidney transplantation and one of the most important
mechanisms for non- or delayed function immediately after transplantation. It is accompanied
by a proinflammatory response and is associated with acute rejection and chronic graft
dysfunction due to interstitial fibrosis. Tissue injury initially occurs as a result of the ischemic
insult, which is determined primarily by the duration of the interruption in the blood supply.
Paradoxically, the subsequent reperfusion does not restore the normal conditions, but further
enhances the damage. Ischemia-reperfusion injury involves multiple processes, including ion
accumulation, production of large amounts of reactive oxygen species, opening of the
mitochondrial permeability transition pore, endothelial dysfunction, platelet aggregation with
microembolization, no-reflow phenomenon, cell death and immune activation. The current
treatment is aimed to contrast the main consequences of ischemia-reperfusion injury, i.e.
delayed graft function and activation of innate immunity. Extended cold ischemia time is an
independent risk factor for the development of delayed graft function, whose prevention mainly
rests on pre-transplant treatment of the donor and perfusion of the kidney with preservation
solutions. Due to the complexity of the pathophysiological mechanisms, a multiple treatment
strategy using a combination of agents given at various time points during the donation,
preservation and transplantation process is most likely the best strategy to reduce ischemia-

reperfusion injury.
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