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Popis skracenica i akronima

BMP- kosStani morfogenetski proteini (engl. bone morphogenetic proteins)

TGFB- faktor rasta tumora B (engl. tumor growth factor)

ALK put- anaplasti¢ni limfom kinazni signalni put (engl. Anaplastic lymphoma kinase)
SME- SMAD DNA vezujuci element (engl. SMAD DNA binding element)

BRE- elementi odgovora na BMP (engl. BMP responsive elements)

TAB1- TGF-Beta aktivirana kinaza 1 (engl. TGF-Beta Activated Kinase 1)

XIAP- X-vezani inhibitor proteina apoptoze (engl. X-linked inhibitor of apoptosis protein)
NFkB- nuklearni faktor kB

JNK- c-Jun N-terminalna kinaza

GF- glomerularna filtracija

ROS- reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)

IL- interleukin

TNFa-faktor nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor a)

ICAM-1-intercelularna adhezivna molekula 1 (engl. intercellular Adhesion Molecule 1)
SLE- sistemni lupus eritematozus (engl. systemic lupus erythematosus)

eGFR- ocekivana glomerularna filtracija

rhBMP- rekombinantni humani BMP



1. UvVOD

Bubreg je multifunkcionalan organ koji je Cesto pogoden stanjima koja negativno utje¢u na
njegove funkcionalne i morfoloske osobine. Naime, u stanjima kada se vrsi centralizacija
krvotoka , bubreg ostaje s nedostatnom opskrbom krvlju $to kasnije ¢esto uzrokuje fibrozu i
smanjenje funkcionalnosti. Uz to , nerijetke su infekcije ili autoimune upale koje kasnije
dovode do istih posljedica. Metabolicke bolesti, kao Sto je dijabetes mellitus , takoder imaju
negativan utjecaj na bubreg i pripadaju skupini najéescih uzroka kroni¢nog bubreznog
zatajenja u kojem se takoder dogadaju promjene u vidu fibroze. lako bubreg pripada skupini
organa koji na upalu i lakSu ishemiju reagiraju regeneracijom , ipak je vazno uociti
postojanje faktora koji ¢e povecavaju regenerativhu moc, pa su potrebe za reparacijom i
stvaranjem nefunkcionalnog oziljka smanjene . Jedan od tih faktora je i kostani

morfogenetski protein 7 ¢ija ¢e funkcija biti opisana u nastavku rada.

1.1. Anatomija bubrega

Bubrezi su parni organi koji oblikom podsjeéaju na zrno graha. Dimenzije odgovaraju duljini
10, debljini 3 i Sirini od 5 cm. Crveno — smede su boje i smjeSteni retroperitonealno izmedu
12. torakalnog te 3. lumbalnog kraljeska. Duga os smjesStena je inferolateralno , a popreéna
os odgovara posterolateralnom smjeru. Ti su organi respiratorno pomicni, a pomak iznosi
oko 3 cm. Ima dvije plohe : facies anterior i facies posterior, dva pola : polus superior i polus
inferior te dva ruba : margo medialis i margo lateralis . Na sredini se nalazi pukotina hilum
renale iz koje se dolazi u sinus renalis koji sadrzi bubreZznu zdjelicu , pelvis renalis i krvne Zile

bubrega. U bubreznu se zdjelicu otvaraju otvori izvodnih vodova pa tamo dolazi zavrsni



produkt koji ¢e se urinom izbaciti iz tijela. KrvozZilje bubrega je sloZeno, a glavne grane za
svaki bubreg izlaze iz aorte i svaka nosi naziv a. renalis. A. renalis se dalje dijeli na rr.
capsulares , koje opskrbljuju ovojnicu i peribubrezno tkivo, rr. ureterici koji irigiraju
nakapnicu i proksimalni dio uretera te a. suprarenalis inferior koja sluzi za opskrbu
nadbubrezZne Zlijezde. Prije ulaska u hilus a. renalis se dijeli na r.anterior i posterior koje daju
segmentne arterije , od ¢ega r. anterior daje Cetiri segmentne arterije, a r. posterior daje
jednu . Izmedu pojedinih segmentnih arterija nema unutarbubreznih ili izvanbubreznih
anastomoza, pa tromboziranje jedne od njih dovodi do ishemije i odumiranja odgovarajuéeg

segmenta. (1)

1.2. Histofiziologija bubrega

Morfoloski bubreg se sastoji od kore izvana i srzi iznutra sa 10 — 18 piramidalnih tvorbi koje
se nazivaju piramide. U svakom bubregu nalazi se 1 — 4 milijuna nefrona, a sam nefron
sacinjen je od bubreznog tjelesca, proksimalnog zavijenog kanali¢a , Henleove petlje i
distalnog zavijenog kanali¢a te sabirnih cjevcica i cijevi. Nefron je osnovna funkcionalna
jedinica bubrega. BubrezZno tjeleSce se sastoji od glomerula koji je okruzen Bowmanovom
¢ahurom koja ima dva lista : unutrasnji (visceralni) i vanjski (parijetalni). Ta dva lista omeduju
interkapsularni prostor u koji dolazi glomerularni filtrat. U bubreZznom se tjeleScu trebaju
razlikovati i dva pola : Zilni pol (sadrzi a. afferens , koja se razgrana i ¢ini glomerul, i a.
efferens) i mokracni pol od kojeg ide proksimalni zavijeni kanali¢. Parijetalni list Bowmanove
¢ahure graden je od jednoslojnog plocastog epitela, koji na mokraénom se polu prelazi u
jednoslojni kubiéni epitel koji je karakteristican za proksimalni zavijeni kanalié. Visceralni list
sadrzi podocite sa izdancima od kojih idu sekundarni izdanci nazvani noZzice , pa oni

obuhvacaju kapilare glomerula. Sekundarni izdanci su omedenja filtracijskih pukotina koju



premoscéuje opna debela 6 nm. Izmedu endotelnih stanica , koje su fenestralno poslozene u
glomerulu, ipodocita nalazi se bazalna membrana koja je filtracijska barijera i odjeljuje krv
unutar kapilara od mokraénog prostora. Bazalna membrana sastoji se od dva sloja lamine
rare izmedu kojih je jedan sloj lamine dense. Tako sama bazalna membrana djeluje kao
makromolekularni filtar u kojem je debela lamina densa fizi¢ki, a lamina rara anionski filtar.
Na taj je nacin otezan prolaz molekulama ve¢im od 10 nm ili negativno nabijenim ¢esticama.
Uz navedene, u glomerulu se nalaze i mezangijske stanice koje prijanjaju za stijenke
endotela i podocita. Mezangijske su stanice kontraktibilne i sadrZe receptore za angiotenzin
II, koji kada su aktivirani, smanjuju protok u glomerulima. Upravo je bubrezno tjelesce
najviSe ugrozeno u glomerulonefritisima, koji cesto zavrSavaju fibrozom i nefunkcionalnoscu
nefrona. Bubreg sudjeluje u odrzavanju homeostaze pomocu funkcija koje obavlja, a one
obuhvacaju filtriranje , aktivnu i pasivnu resorpciju i sekreciju. Rezultat navedenih funkcija je
stvaranje mokraée u prosje¢noj koli¢ini oko 1500 mL dnevno. Glomerularni filtrat je rezultat
razlike hidrostatskog i koloidno osmotskog tlaka u kapilarama glomerula, stoga neto
filtracijski tlak na odvodnom dijelu glomerula iznosi 15 mmHg. Proksimalni zavijeni kanali¢
izlazi iz mokra¢nog pola glomerula. Proksimalni kanali¢i imaju mikrovile koji €ine ¢etkastu
prevlaku. Oko proksimalnog kanaliéa nalaze se peritubularne kapilare. Kubi¢ne stanice, koje
oblazu proksimalni kanali¢, rade resorpciju i sekreciju tvari iz i u glomerularni filtrat. U tome
doprinosi Na* / K* pumpa koja se nalazi na bazolateralnim stranama navedenih stanica. Ona
je odgovorna za aktivnu resorpciju Na*, a uz to u proksimalnom se kanali¢u apsorbiraju i
aminokiseline, fosfati, glukoza i kalcij. Izlu¢ivanje kreatinina i stranih tvari iz krvne plazme u
filtrat takoder se vrsi u proksimalnom kanali¢u. Henleova petlja ima oblik slova U i ona se
nastavlja na proksimalni zavijeni kanalié. Sastoji se od silaznog i uzlaznog dijela od kojih

svaki ima svoj debeli i tanki dio. Debeli su dijelovi strukturno sli¢ni distalnim zavijenim



kanali¢ima. Sama Henleova petlja ima Sirok lumen , a stjenka je nacinjena od plocastih
epitelnih stanica. Oko 14 % svih nefrona smjesteno je u blizini kortikomedularne granice te
se nazivaju jukstamedularni nefroni, dok ostali udio ¢ine kortikalni nefroni. Svi sudjeluju u
procesima filtriranja , apsorpcije i sekrecije , medutim jukstamedularni imaju i dodatnu
funkciju koja obuhvada stvaranje hipertoniénosti u intersticiju srzi kako bi se odrzala
sposobnost bubrega za stvaranjem hipertoni¢ne mokrace. Glavna funkcija Henleove petlje je
zadrzavanje vode u organizmu $to se temelji na prije navedenom gradijentu hipertoni¢nosti.
U debelom dijelu uzlaznog kraka natrijev klorid izlazi iz kanali¢a i to dovodi do stvaranja
gradijenta hipertonic¢nosti koji je osnovni preduvjet za stvaranje hipertoni¢ne mokrace.
Distalni zavijeni kanali¢ nastavlja se na Henleovu petlju, a obloZen je dvoslojnim kubi¢nim
epitelom. Na rad distalnog kanali¢a utjece aldosteron , koji kada je prisutan u dovoljnoj
koncentraciji, uzrokuje apsorpciju natrija u zamjenu za kalij koji se izlucuje. Takoder,
distalni kanali¢ secernira u mokracu i vodik i amonijeve ione. Ta je aktivnost nuzna za
odrZavanje acidobazne ravnoteze u krvi. Sabirne cijevi nalaze se kao nastavak distalnih
tubula, od ¢ega postoje manje sabirne cjevcice obloZzene kubi¢nim epitelom. Na putu prema
izlazu promjer sabirnih cijevi postepeno se prosiruje. Ovaj dio nefrona vazan je ¢imbenik u
koncentriranju mokrade. Epitel sabirnih cijevi djeluje pod utjecajem antidiuretskog hormona.
U slucaju kada je unos vode smanjen , izluuje se antidiuretski hormon i epitel sabirnih cijevi
postaje propustan za vodu. Voda se tada apsorbira i prenosi u krvne kapilare i na taj se nacin

zadrzava u organizmu. (2)

1.3. Kostani morfogenetski protein 7

KosStani morfogenetski proteini (BMPs) su multifunkcionalni faktori rasta koji pripadaju

superobitelji TGFB (transforming growth factor). Isprva su otkriveni u kostanom tkivu



1960.-ih godina, no vrlo brzo otkriven je njihov utjecaj i postojanje i u drugim organima i
tkivima. Brojna istrazivanja koja su radena tijekom godina ukazala su na njihovu funkciju u
puno razlicitih razvojnih procesa pa su neki autori ¢ak skloni promjeni imena u
morfogenetski proteini tijela ( engl. Body Morphogenic Proteins). Danas je pronadeno i
opisano oko 20 ¢lanova obitelji BMP. Unatoc¢ nazivu koji bi dovodio do zakljucka da se radi o
proteinima koji djeluju samo na kost i koStani sustav , utjecaj ovih proteina moze se vidjeti
na puno razina u organizmu kao Sto su na primjer morfogeneza, proliferacija stanica i
apoptoza stanica podrijetla iz svih triju zametnih listi¢a. Tako na primjer BMP-2 ima jak
utjecaj na okostavanje, spinalnu fuziju te se moZe terapeutski koristiti kod stanja kao $to su
frakture, osteoporoza itd. Po drugoj strani, na bubreg se pokazalo iznimno vazno djelovanje
BMP-7. Taj je efekt vidljivi u embrionalnom i u postnatalnom razdoblju . Tijekom Zivota,
bubreg dolazi u razna stanja ozljede, a BMP-7 ga Stiti na nacin da poveca otpornost na
ozljede i nastoji Sto viSe sacuvati funkciju. Aktivnosti BMP regulirani su na raznim
molekularnim razinama. Svaki od 20 BMP-a ima specifi¢na strukturna obiljeZja koja ga
diferenciraju od ostalih ¢lanova obitelji. Svi BMP su dimerne molekule od kojih svaka
podjedinica sadrzi tri disulfidne veze unutar lanca, a podjedinice su vezane ¢etvrtom vezom.
Prvo nastaju prekursorne molekule od 400 — 500 aminokiselina te tek nakon cijepanja
propeptida nastaje aktivni oblik. Na povrsini stanice nalazi se izvanstani¢cna domena BMP
receptora i nakon spajanja sa BMP ligandom nastaje signal koji je potreban za
postreceptorski prijenos. Grada receptora BMP je serin/treonin kinaza . Postoje dva tipa
BMP receptora : tip | i tip Il , strukturno su isti, ali su razli¢ita mjesta vezanja. Prema tome,
razlikuje se afinitet vezanja pojedinih BMP za tip | ili tip Il receptora. Postoji pet poznatih
BMP receptora tip I: ALK 1, ALK 2, ALK 3, ALK 4 i ALK 6, i tri receptora tip Il: BRII, ActRlla i

ACTRIlb. BMP 7 ima afinitet za vezanje na oba tipa receptora . Nakon vezanja liganda dolazi



do aktivacije receptora zbog konformacijske promjene i do fosforilacije citoplazmatske
domene uz membranu. Nakon toga slijedi prijenos signala koristenjem jednog od dva
signalna puta. Vedina prijenosa koristi Smad signalni put. No medutim i Smad neovisni put
igra vaznu ulogu u signalnim putovima BMP. Vec¢ina BMP neselektivno fosforilacijim aktivira
Smad 1, 5ili 8 . Tada se navedeni spajaju sa Smad 4 u heterodimerski kompleks. Taj
heterodimerski kompleks potom ulazi u jezgru i veZe se za SME (od engl. Smad DNA binding
Element”), odnosno BRE (od engl. “BMP responsive elements”) koji reguliraju prijepis gena.
Uz navedeni Smad signalni put moguc¢ je i Smad — neovisni put koji ide preko ALK3 receptora
tipa I. Nakon vezanja liganda s ALK3, BRAM1 se veZe na njegov citoplazmatski dio te se
uklopljuje i TAB1 . Mogude je i vezivanje XIAP na ALK3 te se tada veZe i TAB1-TAK1 kompleks.
U koraku iza TAK1 slijedi aktivacija NFkB, p38 , JNK, te eventualno ERK. Svi su ti signalni
putevi u izravnoj vezi s proliferacijom, morfogenezom , diferencijacijom i apoptozom, te

svoje ucinke ostvaruju regulacijom prijepisa gena u jezgri stanice. (3 ,4,5)

A Smad ovisan TGF signalni B Smad neovisan TGFp signalni
put put
TaFs £

AARARARARAR 20000000
vvvvvvvvvvvvvvvvv

(P,

Slika 1. Unutarstanic¢ni prijenos signala Smad ovisnim i Smad neovisnim putem (3)



2. SVRHA RADA

Svrha ovog rada je predstaviti kostani morfogenetski protein 7 kao faktor koji moze
pospjesiti regeneraciju bubrega koja je potrebna u brojnim stanjima. Prvenstveno kostani
morfogenetski protein 7 vazan je u sprije¢avanju fibroze i afunkcionalnosti bubrega koja
najéesce nastaje kod kroni¢nog bubreznog zatajenja uzrokovanog brojnim stanjima kao sto
su dijabetes mellitus , kroni¢ni pijelonefritis , bubrezna ishemija i ozljeda, te neka autoimuna
stanja. Najcesci uzroci kroni¢nog bubreznog zatajenja su dijabeticka nefropatija i vaskularne
bolesti kao odraz arterijske hipertenzije. Ta su stanja izrazito ¢esta danas upravo zbog
sjedilackog nacina Zivota i ostalih ¢imbenika koji ¢ine svakodnevicu. Stoga je ucinak kostanog
morfogenetskog proteina 7 vazan buduéi da moze otvoriti nove terapijske mogucnosti za

stanja koja pogadaju brojno stanovnistvo.



3. PREGLED LITERATURE NA ZADANU TEMU

3.1. Uloga BMP 7 u razvoju bubrega

BMP —7 je jedini za koji je dokazano da je klju¢an za razvoj bubrega buduci da misevi koji
imaju BMP-7 mutaciju umiru nakon okota s klinickom slikom uremije (6). Jedanaestog dana
embrionalnog razvoja u miseva iskazuje se BMP -7 kao istaknuti faktor za razvoj uretera te
ostaje izrazen do kraja razvoja. Takoder, mezenhim koji sluzi za razvoj glomerula i vecine
dijelova tubula izrazava BMP-7 kao sastavnicu autokrinog izlu¢ivanja i poticanja rasta. Uz to,
vazno je istaknuti utjecaj BMP-7 i u podocitima i distalnim tubulima. Kod embrija s
deficijencijom BMP-7 grananje uretera , kondenzacija metanefritickog mezenhima i
diferencijacija epitelnih struktura izrazito je nedostatna. Navedeno dovodi do zakljucka kako
je BMP-7 vazan za normalni razvoj bubrega i urinarnog sustava tijekom embriogeneze. (7)
Kod miseva gdje je uniStena ekspresija BMP-7 vidljiva je pojacana apoptoza i maturacija
mezenhima. Tako su kod kontrolne skupine u 12. danu trudno¢e manje koli¢ine
neprimjereno zrelih glomerula, nego kod miSeva bez BMP-7. Nadalje, misevi bez BMP-7
imali su manji volumen bubrega s manjim brojem nefrona, nego kontrolna skupina.
Histoloski je pokazana znatna redukcija volumena mezenhima kod miSeva bez BMP-7 sto se
pripisuje antiapoptotickom djelovanju BMP-7 ¢iji je u€inak u ovom slucaju nedostajao i

rezultirao je smanjenjem volumena metanefritickog mezenhima. (8)



Slika 2. Normalan razvoj glomerula (lijevo) i neprimjereno zreli glomeruli kod miseva bez
BMP-7 (desno) (8)

Slika 3. Veli¢ina bubrega tijekom razvoja kod miseva sa BMP-7 (A stupac) i bez BMP-7 ( B
stupac) (8)

Takoder, u odsudstvu BMP-7 nedostaje recipro¢na induktivna interakcija izmedu epitela
uretera i metanefritickog mezenhimalnog tkiva. Tako se bez BMP-7 dogada masivna
apoptoza neinduciranog metanefritickog epitela Sto je razlog vec prije navedenog smanjenja

volumena bubrega. (9)



3.2. Protektivni uinak BMP-7 u bubreznoj ozljedi

Dosad je uc¢injeno nekoliko studija koji su naglasavali izrazitu povezanost kod davanja
rekombinantnog ljudskog BMP-7 i protektivnog ucinka kod akutnog ili kroni¢nog bubreznog
zatajenja. U svim tim studijima princip djelovanja BMP-7 temeljio se na djelovanju na
tubularne epitelne stanice. Posljednjih godina jasno je da su tubularne epitelne stanice ,
ujedno i najbrojnije , najviSe odgovorne za progresiju kroni¢ne bubrezne bolesti. Tubularne
epitelne stanice minimalno na tri nacina doprinose progresivnoj fibrozi. Bududéi da su
tubularne epitelne stanice bubrezni glavni izvor kemokina, citokina i faktora rasta
pridonose i zamjeni epitelnog tkiva za mezenhimalno. To u krajnosti dovodi do akumulacije
aktiviranih fibroblasta u intersticiju i konac¢nog oZiljkavanja , odnosno fibroze bubreznog
parenhima, Sto je karakteristika kroni¢ne bubreZne bolesti. Pokazano je kako BMP-7 moze
direktno utjecati na fibrogenetske funkcije tubularnih epitelnih stanica u vidu smanjenja
sekrecije proupalnih citokina i faktora rasta. (7) TGFB1 je klju¢ni medijator fibroze u puno
tkiva, uklju€ujudi i bubrezni odgovor na ozljedu. Kao sto je prije navedeno, glavnu ulogu
imaju tubularne epitelne stanice, pa djelovanjem na njih TGFB1 dovodi do epitelno -
mezenhimalne metaplazije putem fosforilacije SMAD2/3 . BMP-7 kontrira djelovanju TGFB1
jer fosforilira i aktivira SMAD1 Sto potice transkripciju E-kadherina koji je vazna adhezijska

molekula u epitelnim stanicama. (9)

3.3. Akutno bubrezno zatajenje i ishemijsko - reperfuzijske ozljede

Akutno bubreZno zatajenje dolazi kao rezultat iznenadnog smanjenja irigacije bubrega kao
ishemijski infarkt, izloZzenosti toksinima , zacepljenjima tubula s gubitkom vaskularne opskrbe

tubulo intesticija ili naglo smanjenje glomerularne funkcije. Ishemijski infarkt pocinje
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hipoperfuzijom i znatnom redukcijom u protoku krvi kroz bubreg ¢ime se uzrokuje akutna
tubularna nekroza , pogotovo u proksimalnim tubulima. Kada nakon ishemije nastupi
reperfuzija dogadaju se brojne morfoloSke promjene koje variraju prema prirodi i ozbiljnosti
infarkta. Te promjene obuhvacaju : gubitak cetkaste prevlake proksimalnog tubula, gubitak
polariteta i smrt stanice uvjetovane nekrozom i apoptozom. Istovremeno puno metabolita
nokse , kao kisikovi radikali (ROS), promjena koncentracije kalcija, deplecija adeninskih
nukleotida, aktivacija fosfolipaza i proteaza doprinose ishemijsko — reperfuzijskom osteéenju
Sto rezultira gubitkom epitela tubula, njihovom nakupljanju u lumenu i opstrukcijom pa se
tako dodatno smanjuje glomerularna filtracija (GF). Uz to, tijekom reperfuzije dogada se i
citotoksi¢na ozljeda posredovana upalnim citokinima IL-1, TNF-q, IL-6, IL-8 . ICAM-1 privlaci
neutrofile i dozvoljava im akumulaciju u vasa recta na podrucju srzi i tako ispunjavanjem
lumena Zile rade kongestiju. Osteéeni bubreg nakon ishemije i reperfuzije ima kapacitet
potpuno vratiti svoju funkciju i strukturu. Takvo vradanje iziskuje vra¢anje polariteta,
interstanicnih veza i uspostavu pravilnih veza s ekstracelularnim matriksom Sto se postize
stani¢nom migracijom , rastom i diferencijacijom. (10) Vrlo brzo nakon reperfuzije ekspresija
BMP-7 se znatno smanjuje , posebno u vanjskom dijelu srzi i glomerulima, Sto bi se moglo
pripisivati povecanju TGFB1 .S druge strane, povecava se razina BMP-7 u epitelnim
stanicama proksimalnih tubula . Uz vec prije receno oprec¢no djelovanje TGFB1 i BMP-7 na
povecanje ekspresije iaktivacije BMP-7 moze se djelovati pomocu epigenetickih metoda.
Tako u slucajevima kad je povecanje djelovanja TGFB1 djelovanje s trihostatinom A ,koji je
inhibitor histonske deacetilaze, postize se odlaganje acetiliranih histona oko promotorske
regije BMP-7 i indukcije njegove ekspresije , s posljedi¢nim antagonizmom fibrozi. (9)
Davanjem BMP-7, 1-16 sati nakon reperfuzije, ima terapeutski potencijal na regeneraciju

bubrega na nacin da se organiziraju mehanizmi sli¢ni onima kao u samom razvoju bubrega.
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Tako BMP-7 inducira metanefriticki mezenhim tijekom razvoja, a u ovom sluc¢aju moze
djelovati na migraciju , rast i diferencijaciju tubularnih epitelnih stanica nakon ishemije.
Efektivna doza BMP-7 od 250 mg na kg tjelesne mase dana sistemski doseze ciljno tkivo i
stimulira proliferaciju epitelnih stanica tubula. Takoder smanjuje se razina ICAM-1 i na taj je
nacin prisutno smanjenje neutrofila i mijeloperoksidazne aktivnosti, pa se posljedi¢no
smanjuje i oSteéenje. Uz to, smatra se da aktivnost BMP-7 seze i do citoprotekcije na nacin
u kojem se smanjuje koli¢ina inflamatornih citokina i medijatora kao $to su IL-1 i TNF-a koji
7 zasluzan za poboljsanje GF putem djelovanja na glatke misiée krvozilja bubrega, bubreznu
opskrbu krvlju i diurezu, buduéi da djelovanjem na vaskularnu glatku muskulaturu ima
utjecaj u sprje¢avanju vazokonstrikcije. Uz to, smanjena je apoptoza i nekroza stanica sto
itekako doprinosi regeneraciji. Proces oporavka bubrega znatno je brzi u onih koji su tretirani

BMP-7. (10)

Slika 4. Histologija bubrega nakon 60 minutne ishemije. Usporedba tretiranih sa BMP-7
(lijevo) i bez BMP-7 (desno) nakon 2, 24, 72,120 sati. Strelice pokazuju kongestiju. (10)
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Slika 5. Histoloska pojava apoptotickih stanica (plavo) nakon 60 minutne ishemije kod
Stakora. Kontrolna skupina (A-nakon 24h, B-nakon 120h) i tretirani sa BMP-7 (C-nakon 24h,
B-nakon 120h) (10)

3.4. Uloga BMP-7 kod pijelonefritisa

Pijelonefritis je jedna od ¢es¢ih ozbiljnih infekcija osobito kod djece i mladih. Progresija
akutnog pijelonefritisa u kroni¢ni, koji obuhvada fibrozu i oziljkavanje, i dalje je jedan od
glavnih razloga kroni¢nog bubreznog zatajenja. Patohistoloski , obiljezja akutnog
pijelonefritisa obuhvacaju infiltraciju polimorfonuklearima u podrucju intersticija i tubula i
intersticijski edem. Kronicni je pijelonefritis obiljezen mononuklearnom infiltracijom,
tubularnom atrofijom i dilatacijom te fibrozom i promjenom vaskularnih struktura. Ekspresija
BMP-7 koncentrirana je u tubulointersticijskom podrucju i znacajno je visa u akutnom nego u
kroni¢nom pijelonefritisu, $to korelira s razinom fibroze , bududi da je tubulointersticijska
ekspresija BMP-7 obrnuto proporcionalna s razinom fibroze i atrofijom tubula. Dakle, buduéi
da je u kroniénom pijelonefritisu ekspresija BMP-7 znatno smanjena, gubi se protektivna i
protuupalna funkcija BMP-7. BMP-7 vrsi navedenu funkcije inhibicijom TGF-f, IL-1, TNF- a.

Davanjem rekombinantnog humanog BMP-7 kod pacijenata s kroni¢nim pijelonefritisom
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mogao bi se postici efikasan terapeutski pristup za prevenciju daljnjeg renalnog osteéenja i

progresije bubreznog zatajenja. (4)

Slika 7. Ekspresija BMP-7 u kronicnom pijelonefritisu. (4)

3.5. Lupus nefritis i BMP-7

Lupus nefritis jedna je manifestacija sistemskog eritematoznog lupusa i pogada 50 -60 %
pacijenata koji boluju od sistemskog eritematoznog lupusa. U navedenih 50 - 60%

obuhvaceni su i oni koji imaju histopatoloSke promjene, a nemaju simptome bubreine
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bolesti. (11) Sistemski eritematozni lupus ( SLE) je kroni¢na autoimuna bolest koja ¢esce
pogada Zene nego muskarce. Bolest uzrokuje upalu vezivnog tkiva, posebno hrskavica i Zila.
Autoantitijela, koja uzrokuju bolest, ima puno, ali su neka ¢e$éa i pojavljuju se kod vecine
pacijenata. To su : anti-Sm/RNP, anti-Ro/La, anti-dsDNA. Zajednicki autoantigen u SLE je
nukleinska kiselina i koli¢ine protutijela mogu biti izrazito visoke. (13) Simptomi i znakovi
bolesti su varijabilni i mogu zahvatiti bilo koji sustav ukljucujudéi kozu, zglobove, bubrege,
pluc¢a i hematopoetski sustav. Za nastanak bolesti vazan je genetski polimorfizam i puno je
genetskih faktora uklju¢eno u nastanak i razvoj bolesti. Za samo pokretanje bolesti vazni su i
okidajudi faktori kao na primjer spolni hormoni, virusne infekcije, prehrana, stres i izloZenost
suncu. (12) Lupus nefritis glavni je rizi¢ni faktor sveukupnog morbiditeta i mortaliteta
uzrokovanog sistemskim eritematoznim lupusom. Takoder, nefriticka komplikacija izrazito
¢esto zavrSava kroni¢nim bubreZnim zatajenjem unatoc protuupalnoj i imunosupresivnoj
terapiji. Klinicke manifestacije lupus nefritisa najéesce se otkriju u nalazima urina, mjerenjem
eGFR i serumskog kreatinina. Patohistoloski proces lupus nefritisa te€e po principu
akumulacije imunokomplekasa u glomerulima sa ili bez mezangijske ili endokapilarne
proliferacije, ali se u glomerulima zasigurno dogada glomerularna ozljeda i upala koja
kasnije dovodi do skleroze. (14) U znanstvenim radovima s miSevima ekvivalent ljudskom
lupus nefritisu su misevi s MRL PP" mutacijama. Davanje rekombinantnog ljudskog BMP-7
(rhBMP-7) ima povoljan ucinak na bubreznu funkciju bududi da je znacajno smanjenje
koli¢ine profibrotickih molekula u renalnim fibroblastima. Takve profibroticke molekule su
fibronektin i kolagen tipa I. Uz to, inducirana je ekspresiju matriks metaloproteinaze — 2 koja
je potencijalno vaZzna za unistavanje fibrotickog matriksa. Kod razvijene bolesti lupus
nefritisa znatno je smanjena koli¢ina BMP-7 . Davanjem rhBMP-7 smanjuje se broj atrofi¢nih

tubula, reducirana je glomeruloskleroza i hipercelularnost glomerula, u odnosu na one
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netretirane s rhBMP-7. Intersticijski fibroblasti igraju srediSnju ulogu u progresiji kroni¢ne
renalne bolesti. Oni su jedan od glavnih skarifikacijskih faktora s obzirom na medijatorsku
ulogu u odlaganju ekstracelularnog matriksa koji je jedan od koraka u oZiljkavanju
parenhima. Klju¢no djelovanje aktiviranih fibroblasta je sinteza kolagena tipa | i fibronektina,
a uzimanjem rhBMP-7 smanjuje se njihovo stvaranje , dok sama proliferativna sposobnost

stanica ostaje nepromijenjena. (15)
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Slika 9.Tretiranje MRL/MpJ*”P" miseva sa rhBMP-7 smanjuje progresiju kroni¢ne bubrezne
bolesti. Drasti¢no odgodena progresija bolesti kod tretiranih sa rhBMP-7 (A) u usporedbi sa

netretiranima (B) (15)
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3.6. Alport sindrom i BMP-7

Alport sindrom je nasljedna bolest koja nastaje zbog poremecaja u sintezi kolagena. Sindrom
je karakteriziran poremedéajem glomerularne bazalne membrane i spada u drugi naj¢esdi
uzrok nasljednih bolesti koje uzrokuju kroni¢no bubrezno zatajenje. Uz to, prisutni su
poremedaji u vidu neurosenzorne gluhoée i anomalije oka. U¢estalost bolesti je 1: 5000 i
obi¢no se nasljeduje X —vezano . Poremecen je COL4AS5 koji kodira a -5 lanac kolagena tipa
IV. Produkt gena je mala komponenta glomerularne bazalne membrane i to mozZe biti razlog
zasSto je bubreZna funkcija uredna pri rodenju, ali s vremenom glomerularna bazalna
membrana postaje propusna i manje funkcionalna. Patohistoloski, kako bolest napreduje,
dolazi do segmentalne glomeruloskleroze uz atrofiju i gubitak tubula, intersticijsku fibrozu i
nakupljanje makrofaga koji imaju pjenusavu citoplazmu punu lipida i mukopolisaharida . Za
toénu dijagnozu najvaznija je elektronska mikroskopija glomerula u kojoj se vide
segmentalna stanjenja i zadebljanja s cijepanjem lamine dense u tanke , tamne i relativno
paralelne lamele izmedu kojih su svijetli prostori. To se naziva retikuliranje glomerularne
bazalne membrane i karakteristika je Alportovog sindroma. Klinickom slikom dominira
mikrohematurija i proteinurija, a prvi simptomi poc¢nu se pojavljivati u dvadesetim
godinama Zivota. Bududi da je karakteristika bolesti progresivnost, s viemenom nastupa
kroni¢no bubrezno zatajenje. (16) (17) . Kao ekvivalent Alportovom sindromu u
istraZivanjima se koriste midevi sa Col4A3 7~ mutacijom. Vidljivo je kako je kod njih smanjena
razina endogenog BMP-7 i automatski potaknuta fibrogeneza putem fibronektinai kolagena
tipa | . Davanjem rhBMP-7 inhibirana je progresija tubulointersticijske fibroze i smanjena
tubularna atrofija. 5 od 7 miSeva kojima nije dan rhBMP-7 umrli su zbog uremije i zatajenja

bubrega, dok niti jedan od onih koji su primili rhBMP-7 nije umro. Takoder, razine
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serumskog kreatinina , ureje i dusika bile su znacajno bolje kod onih tretiranih s rhBMP-7.

Mehanizam djelovanja istovjetan je prethodno opisanom kod lupus nefritisa. (15)

Slika 10. Histolo$ki prerez bubrega misa Col4A37-.Tkivo tretirano rhBMP-7 (A) izgleda

znacajno bolje u usporedbi sa znacajnom fibrozom intersticija kod netretiranih (B). (15)

3.8. Dijabeticka nefropatija i BMP-7

Bolest bubrega nastala zbog dugotrajne Seéerne bolesti naziva se dijabeti¢ka nefropatija. To
je najces¢i uzrok kroni¢nog bubreZznog zatajenja i otprilike 30% svih dijabeti¢ara s vr.emenom
razvije kroni¢nu renalnu insuficijenciju. Patogenetski je klju¢na hiperglikemija koja je
zajednicka svim tipovima dijabetesa. Jedan od mehanizama nastanka poremedaja je
neeznzimska glikozilacija bjelanéevina i kolagena i nakupljanje produkata tog procesa. Nastali
spojevi djeluju preko vise razina kao Sto je oslabljivanje adhezije mezangijskih stanica i
posljedi¢no pojacano stvaranje matriksa. U pocetku bolesti prisutna je hiperfiltracija koja
korelira s hiperglikemijom i utjece na pojavu glomeruloskleroze. Krajnja posljedica je

povecana koli¢ina mezangijskog matriksa , poja¢ana propusnost glomerularne bazalne
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membrane i mezangija i insudacija proteina plazme u glomerule. Patohistoloski svjetlosnim
je mikroskopom vidljiva najveéa promjena na glomerulima u vidu dijabeticke
glomeruloskleroze koja se moze pojaviti u 2 oblika: kao difuzna glomeruloskleroza i kao
nodularna. Difuzna glomeruloskleroza karakterizirana je difuznim proSirenjem mezangija s
povecanom koli¢inom matriksa i difuznim zadebljanjem glomerularne bazalne membrane.
Nodularna glomeruloskleroza karakterizirana je ¢vori¢cima u mezangiju koji sadrze umnozeni
hipocelularni matriks i proteine plazme koji su insudirali. Na periferiji vori¢a se nalaze
glomerularne kapilare, a ¢voriéi ih svojim rastom potiskuju i obliteriraju te uzrokuju sklerozu.
Elektronskom mikroskopijom vidi se difuzno , globalno zadebljanje glomerularne bazalne
membrane dok je kasnije karakteristican proliferativni mezangij s puno mezangijskog
matriksa koji formira nodule. Uz opisane glomerularne promjene nalaze se i druge promjene
bubrega koje oznacavaju oStecenje krvnih Zila, tubula i intersticija. Hijalina arterioloskleroza
zahvada arteriolu afferens i efferens. Tubul ima zadebljane bazalne membrane. Time je,
zajedno s nakupljanjem glikogena u stanicama tubula , poremeéena normalna funkcija
bubrezZnih kanali¢a. Klinickom slikom dominira u poéetku mikroalbuminurija, Sto kasnije
progredira u proteinuriju i nefrotski sindrom obiljezen proteinurijom, lipidurijom,
hiperlipidemijom i edemima. Brzina razvoja renalne insuficijencije direktno korelira s
kontrolom i regulacijom glukoze u krvi.(17) JoS jedna vazna komponenta u dijabetic¢koj
nefropatiji su podociti , stanice koje su esencijalne komponente glomerularne filtracijske
membrane. Poznato je da statini imaju povoljan ucinak na dijabeti¢ku nefropatiju buduci da
djeluju pozitivno na podocite, a taj u€inak ostvaruju upravo preko povecéanja razine BMP-7 .
Kod hiperglikemije struktura i morfologija podocita se mijenja i oni ne mogu pravilno
izvrSavati svoju funkciju u filtraciji. S napretkom dijabeti¢ke nefropatije javlja se apoptoticki

gubitak podocita, $to je bitno s obzirom na njihovu smanjenu sprosobnost mitoze. BMP-7 se
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u zrelom bubregu , uz tubularne epitelne stanice , nalazi upravo na podocitima. Poveéana
ekspresija ili egzogeni unos BMP-7 ima povoljan u¢inak na odrzanje podocita i posljedi¢no
smanjenje albuminurije. PoviSene razine glukoze u krvi smanjuju ekspresiju BMP-7 na
podocitima. (18) Napretkom dijabeticke nefropatije razine tubularnog BMP-7 padaju. Isto
tako znacajan je i pad bubreznih receptora za BMP-7 . Klju¢ni dogadaj u progresiji dijabeticke
nefropatije do kroni¢nog bubreznog zatajenja je upravo fibroza koja pocinje povecanjem
ekstracelularnog matriksa. BMP-7 ima antifibroticki u¢inak $to dokazuje povecanjem
profibrotickih faktora kao $to su fibronektin i kolagen tipa Il u stanjima kada je njegova
koncentracija smanjena. Ekspresija BMP-7 smanjuje se napretkom dijabeticke nefropatije , a

s vremenom dolazi skoro i do nestajanja njegove ekspresije. (19)

3.9. Opstruktivna nefropatija i BMP-7

Nefropatija uzrokovana ureteralnom opstrukcijom najéesce nastaje zbog kamenaca ili drugih
uzroka zacepljenja ureteralnog sustava koji odvodi mokracu iz bubrega. Zacepljenjem se
dogada povecanje tlaka zbog nakupljanja urina ispred opstrukcije Sto za posljedicu ima
ostecenje bubrega na raznim razinama. Patohistoloske promjene temeljene su na odlaganju
matriksa , proliferaciji i diferencijaciji fibroblasta i monocitnoj infiltraciji. BMP-7 je efikasan u
oponiranju nastanka opstruktivne nefropatije zbog djelovanja na zadrzavanje fenotipa
epitelnih stanica, inhibicije metaplazije epitelnih u mezenhimalne stanice i inhibicijom
apoptoze uzrokovane ozljedom. Tretman s BMP-7 oporavlja GFR bududi da ubrzava i vracda

renalnu funkciju kod opstruktivne, ali i kod dijabeticke nefropatije. (20)
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3.10. Hipertenzivna nefropatija i BMP-7

Takoder, drugo ime je arterionefroskleroza i koristi se za zadebljanje i sklerozu arterijskog
zida i bubreznih promjena povezanih s hipertenzijom. Morfoloski, bubrezi su simetri¢no
atrofi¢ni, a renalna povrsina pokazuje difuznu zrnatost. Bazicna promjena je hijalino
odebljanje zidova malih arterija i arteriola, $to se naziva i hijalina arterioloskleroza.
Svjetlosnim mikroskopom to izgleda kao homogeno , rozo hijalino zadebljanje koje strsi u
lumen Zile , a stani¢ni su obrisi izgubljeni. SuZenje Zile rezultira smanjenim krvnim protokom
kroz zahvacene Zile i posljedi¢nu ishemiju organa. Takoder prisutna je i difuzna tubularna
atrofija i intersticijska fibroza uz prisutnost limfocitnog infiltrata. (21) U bubrezima, gdje se
navedene promjene dogadaju, znacajno se smanjena razina endogenog BMP-7 , sto
potvrduje njegovu protektivnu ulogu koju ostvaruje kad je u svojoj velikoj koncentraciji da
moze oponirati TNF-a-induciranu apoptozu i TGF-B-induciranu epitelno — mezenhimalnu

tranziciju. (22)
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4. RASPRAVA

Zadnja dva desetljeéa studije pokazuju efikasnost BMP-7 u inhibiciji ili reverziji fibroze kod
kroni¢ne bubrezne bolesti. Vec¢ina bubreznih bolesti koje su karakterizirane progresijom,
nakraju zavrSavaju fibrozom , to jest kroni¢nim bubreznim zatajenjem. Stoga je jasno da je
glavni nacin sprjecavanja kroni¢nog bubreznog zatajenja upravo sprjecavanje fibroze. U
bubregu , endogena ekspresija BMP-7 je na epitelnim stanicama distalnog tubula i sabirnih
cijevi. BMP-7 djeluje i na podocite , mezangijske stanice i fibroblaste te stiti peritubularnu
mikrovaskulaturu od ozljede. Djelovanje BMP-7 temelji se na antagonizmu djelovanja TGFf3
koji je jaki profibroticki faktor rasta. Znacajna je i ¢injenica da sama povecana ekspresija
BMP-7 ima povoljan ucinak na regeneraciju bubrega i stiti od posljedica ozljede i bolesti.
Medutim, izuzetno je vazan balansiran udio fibrotickih antagonista i agonista. Kod zdravog
bubrega ne vidi se aktivnost BMP-7 iako je njegova ekspresija visoka , dok je kod ozljede

bubrega razina aktivnosti BMP-7 visoka , Sto se djelomi¢no mozZe pripisati regulacijskom

mehanizmu koji se temelji na poviSenoj razini BMP receptora tijekom ozljede. Neke molekule

se vezu na BMP-7 i time imaju antagonisticki ili agonistic¢ki nacin djelovanja. Antagonisti
BMP-7 koji se direktno vezu na njega i onemogucuju mu vezanje za receptor su: noggin ,
USAG, DAN/Cerebrus, gremlin (znatno povecane koncentracije u dijelovima
tubulointersticijske fibroze kod dijabeticke nefropatije) , kordin i CRIM1 . Po drugoj strani,
protein slican kielinu / kordinu ( KCP) veZe se na BMP-7 i pojacava mu vezanje za receptor.
Strategije djelovanja BMP-7 u sprjecavanju fibroze i kroni¢nog bubreznog zatajenja temelje
se na pet skupina djelovanja koje doprinose ucinku: Prvi nacin temelji se na reverzibilnosti
fibroze, povezane sa kroni¢nim bubreznim zatajenjem, koristenjem rhBMP-7. Drugo je

reindukcija embrionalnih razvojnih mehanizama buduci da embrionalno tkivo ima
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moguénost potpune regeneracije i zamjene ozlijedenog tkiva istovjetnom vrstom tkiva kakva
je bila i prije ozljede. Nakon rodenja ta moguénost rapidno opada i tada na ozljedu tkivo
reagira reparacijom i formiranjem oziljka. Treéi mehanizam djelovanja BMP-7 u regeneraciji
bubrega naglasava vaznost tubularnih epitelnih stanica. BMP-7 inhibira sekreciju
proinflamatornih kemokina od strane tubularnih epitelnih stanica, sprjecava epitelno —
mezenhimalnu tranziciju i vraca integritet tubularnim epitelnim stanicama. Cetvrta uloga u
fibrogenezi pripada ekstracelularnom matriksu ¢ije znac¢ajno odlaganje je izrazito vazno za
fibrozu i ozZiljkavanje. BMP-7 njegovo suvisno odlaganje inhibira pretezno putem povecane
regeneracije bubreznog parenhima, pa tako ekstracelularni matriks, koji bi u ovom sluc¢aju
imao nadomjestajnu ulogu, nema $to nadomjestati bududi da su osteceni dijelovi zamijenjeni
regeneriranim tkivom. Peti nacin djelovanja BMP-7, koji se temelji na balansiranju izmedu
profibrotickih i antifibrotickih komponenata , vazan je buduci da prikazuje individualni
odgovor svakog organizma na davanje BMP-7 . Naime, djelovanje BMP-7 i odgovor
regeneracijom bit ¢e znacajno smanjen kod osoba koje imaju poveéanu ekspresiju

antagonista BMP-7 . (23)
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5. ZAKLJUCAK

Progresija kroni¢ne renalne bolesti u zadnji stadij s uremijom predstavlja jedan od najveéih
problema u nefrologiji i vodi do poveéanja broja pacijenata koji trebaju transplantaciju ili
dijalizu. Davanje rhBMP-7 pokazalo se na Zivotinjskim modelima kao jedan od moguce
obedavajucih nacina rjeSavanja uzroka kroni¢nog bubreznog zatajenja kao Sto je fibroza.
BMP-7 ima vaznu ulogu tijekom embrionalnog razvoja, ali i u odrzavanju bubrezne
homeostaze buduci da ubrzava regeneraciju tkiva nakon ozljede. Svoje antifibroticke ucinke
postize na slijedece nacine: smanjenjem lucenja proinflamatornih kemokina u tubularnim
epitelnim stanicama, smanjenjem tranzicije epitelnog u mezenhimalno tkivo, smanjenjem
depozicije ekstracelularnog matriksa, koji uzrokuje unistenje bubrezne arhitekture i
nepravilnosti renalne funkcije, i povisenjem razine metaloproteinaze matriksa — 2 koja
sudjeluje u degradaciji ekstracelularnog matriksa. Kroni¢na bubrezna bolest (kroni¢no
bubrezZno zatajivanje) sastoji se od 5 faza od kojih je zadnja faza kroni¢no bubreZno zatajenje
koje je karakterizirano uremijom i smréu ukoliko pacijent ne ide na dijalizu ili transplantaciju.
U danasnjem svijetu kroni¢no bubrezno zatajenje je globalni problem i prevalencija je velika.
Najceséi uzroci kroni¢ne bubrezne bolesti su dijabetes i hipertenzija Cija je prevalencija svake
godine sve veda i pocCetak pojavljivanja sve raniji. Uz to, prisutne su i autoimune i genetske
bolesti koje se takoder reflektiraju na bubreg i nakraju zavrsavaju fibrozom i zatajenjem.
Koristenje rhBMP-7 koiji bi svojim djelovanjem inhibirao fibrozu , a poticao regeneraciju
bubreznog parenhima moglo bi predstavljati rjesenje jednog velikog i sveprisutnog globalnog

zdravstvenog problema.
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6. SAZETAK

BMP-7 pripada skupini koStanih morfogenetskih proteina koji pripadaju superobitelji TGFB .
Unato¢ nazivu, njihovo je djelovanje proSireno na puno organa i tkiva, pa tako i na bubreg u
kojem BMP-7 ima protektivnu ulogu, doprinosi regeneraciji i smanjuje fibrozu koja dovodi do
kroni¢nog bubreznog zatajenja. OCuvanje pravilne strukture i arhitekture tkiva izrazito je
vazno za o€uvanje uredne funkcije organa. Brojna su stanja i bolesti koje dovode do fibroze
bubreZnog parenhima ,a incidencija i prevalencija nekih od njih izrazito je velika, ne samo u
Hrvatskoj, ve¢ u cijelom svijetu. To je slucaj sa Secernom boles¢u, hipertenzijom i
pijelonefritisom. Druge bolesti kao lupus nefritis , Alportov sindrom itd. isto su znadajne i
dovode do fibroze i afunkcionalnosti, iako je njihova pojavnost rjeda. BMP-7 u svojem
rekombinantnom obliku mogao bi predstavljati novu razinu lijeenja bolesti za koje je sada
dostupno samo lije€enje u vidu dijalize, koja zna¢ajno smanjuje kvalitetu Zivota i

transplantacije, koja nije dostupna svima i nerijetko dode do odbacivanja presatka.

KLJUCNE RIJECI: Ko3tani morfogenetski protein 7, regeneracija bubrega, fibroza bubrega,

kroni¢na bubrezna bolest
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7. SUMMARY

BMP-7 belongs to a group of bone morphogenic proteins which is the part of the superfamily

of TGFP. Despite the name, their function has been extended to a wide range of organs and

tissues, including the kidneys in which BMP-7 plays a protective role, contributes to

regeneration and reduces fibrosis leading to chronic renal failure. Preserving the proper

structure and tissue architecture is important to maintain proper organ function. There are

numerous situations and diseases which lead to fibrous renal parenchyma. The incidence
and prevalence of some of them are remarkably large, not only in Croatia but throughout
the world. This is the case with diabetes mellitus, hypertension and pyelonephritis. Other
ilinesses such as lupus nephritis, Alport's syndrome, etc. are significant and lead to fibrosis
and nonfunctional tissue even though their occurrence is not so often. BMP-7 in its
recombinant form could represent a new level of disease treatment. Now treatment for
those diseases are dialysis and transplantation. Dialysis significantly reduces the quality of

life and transplantation is unavailable to everyone and often leads to graft rejection.

KEY WORDS: Bone Morphogenetic Protein 7, kidney regeneration, kidney fibrosis, chronic

kidney disease
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