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POPIS KRATICA:

ANOVA — analiza varijance

AP-1: aktivacijska bjelancevina 1 (engl. activator protein-1)

ARDS - akutni respiratorni distres sindroma (engl. acute respiratory distress syndrome)
ATG-F - anti-timocitni globulin F

CDK - ciklin-ovisna kinaza (engl. cyclin-dependent kinases)

DAG - diacilglicerol

DMEM - Eagle medij prilagoden po Dulbeccou

DMSO - dimetil sulfoksid

EDTA — etilen diamin tetraoctena kiselina

EGTA - etilen glikol tetraoctena kiselina

ENA-78 - peptid koji aktivira neutrofile (engl. epithelial neutrophil activating peptide)

FKBP — vezna bjelancevina za takrolimus FK506 (engl. FK binding protein)

HEK-293 - ljudske embrionalne bubrezne stanice (engl: hAuman embryonic kidney cells)
HLA — antigen ljudskih leukocita (engl. human leukocyte antigen)

GRE:s - elementi glukokortikoidnog odgovora (engl. glucocorticoid response elements)

ICAMI - unutarstani¢na adhezijska molekula 1 (engl: intercellular adhesion molecule
1,)

IKK - inhibitor kB kinaza

IL-interleukin

IMPDH - inozin monofosfat dehidrogenaze

INF-y - interferon-y

IP3 - inozitol 1,4,5-trifosfat

Jak - Janus kinaza

JAM-A, junctional adhesion molecule — A

mADb - monoklonsko protutijelo (engl. monoclonal antibody)

MAP kinaze - mitogenom aktivirane protein kinaze

MFK - mikofenolna kiselina

MHC - glavni sustava tkivne podudarnosti (engl. main histocompatibility complex)
MMF - mikofenolat mofetil

MODS - sindrom zatajenja mnogih organa (engl. multiple organ dysfunction syndrome)

NAC - N-acetilcistein



NAD — nikotinamid adenin nukleotid
NADP - nikotinamid adenin nukleotid fosfat

NFAT: jezgrin ¢imbenik aktiviranih limfocita T (engl. nuclear factor of activated T
cells)

NF-«B - nuklearni faktor kB

NO - dusikov oksid

NOS - NO sintetaza

O, - superoksidni anion

OH’ - hidroksilni slobodni radikal

PECAM - adhezijska molekula 1 trombocita i endotelnih stanica (engl: platelet
endothelial cell adhesion molecule 1)

PI-3K - fosfatidil-inozitol-3 kinaza
PIP2 - fosfatidil-inozitol 4,5 bifosfat
ROS - reaktivnim kisikovim oblicima (engl. reactive oxygen species)

SIRS — sindrom sustavnog upalnog odgovora (engl. systemic inflammatory response
syndrome)

SOD - enzim superoksid dismutaza

TGF-B - ¢imbenik rasta tumora B (engl. tumor growth factor - J3)
THI - T - pomo¢nicki limfociti

TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor - o)
TSR - T stani¢ni receptor

VCAM - 1 - adhezijska molekula stanica zila 1 (engl: vascular cell adhesion molecule
1)

Vm - membranski potencijal

XD - ksantin dehidrogenaza

XO — ksantinoksidaza

ZAP70 - (-vezana bjelancevina (engl. zeta associated protein)
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1. UVOD, HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA



1.1. Uvod

Zacepljenje krvne Zile, nedostatni ili potpuno prekinuti protok krvi kroz neki organ te
naknadna uspostava protoka krvi kroz zahvaéen organ (npr. kod infarkta miokarda i
mozdanog udara, hipovolemijskog Soka, tijekom transplantacije organa) dovode do stvaranja
hipoksijsko-reoksigenacijskog oSte¢enja. Tijekom ovog oSte¢enja tkiva dolazi do
oksidativnog stresa 1 aktivacije imunoloSkog odgovora. Razvoj akutnog odbacivanja
presadenog organa, danas najéeS¢e bubrega, djelomi¢no se moze objasniti hipoksijsko-
reoksigenacijskim oste¢enjem (Schneeberger i sur., 1997.). To ostecenje ukljucuje razaranje

epitelnih stanica bubreznih tubula i1 aktivaciju endotelnih stanica i leukocita (Thiel i sur.,

1998).

U prevenciji nastanka akutnog odbacivanja presadenog organa danas se koriste anti-
timocitni globulini koji su smjesa poliklonskih IgG protutijela. Dva preparata su trenutno u
klinickoj primjeni: timoglobulin dobiven imunizacijom Zivotinja ljudskim fetalnim timocitima
i anti-timocitni globulin F (ATG-F) dobiven imunizacijom zivotinja Jurkat stanicama
(imortalizirana stani¢na linija ljudskih T-limfocita). Do danas je dobro proucen ucinak ovih
preparata na smanjivanje imunoloskog odgovora nakon transplantacije organa (smanjenje
broja T-limfocita ovisno o komplementu) s time da timoglobulin ima izrazeniji ucinak u
odnosu na ATG-F, ali se niSta ne zna o njihovom direktnom ucinku na transplantirani organ,

npr. bubreg (Brennan i sur., 1999).

Timoglobulin, koji je koriSten u ovom radu, smjesa je protutijela koja prepoznaju
antigene kao Sto su: CD2, CD3, CD4, CDS, CDl11a, CD18, CD25, HLA DR 1 HLA razred I
(Bourdage i Hamlin, 1995). Osim toga, timoglobulin smanjuje izrazaj adhezijskih molekula
endotelnih stanica kao §to su: B1 i B2 integrini, unutarstani¢na adhezijska molekula 1 (engl.
intercellular adhesion molecule I, ICAMI1 poznata i pod nazivom CD54), adhezijska
molekula stanica zila 1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1), adhezijska
molekula 1 trombocita i endotelnih stanica (engl. platelet endothelial cell adhesion molecule
1, PECAM-1) te CD11b i CD62E. Smanjenje izrazaja ovih adhezijskih molekula dovodi do
smanjenja infiltracije imunoloskih stanica u transplantirani bubreg (Yokota i sur., 2002.;
Luscinskas 1 sur., 2002.; Chappell 1 sur., 2006.). Imunosupresivni mehanizam djelovanja

timoglobulina takoder ukljucuje smanjenje sinteze citokina (IL-1, IL-6 i TNF-a engl. tumor



necrosis factor o — ¢imbenik nekroze tumora o) (Beiras-Fernandez i sur., 2009.; Charpentier,
2002.). Pokazano je da timoglobulin smanjuje broj apoptoti¢nih stanica i veli¢inu oSte¢enja
skeletnog misSi¢a nakon ishemije. Nije pokazano smanjuje li se smrtnost stanica zbog
djelovanja timoglobulina direktno na stanice, ili zbog smanjenja medijatora upale (Beiras-

Fernandez i sur., 2004.).



1.2. Hipoteza

Timoglobulin izravno djeluje na stanice HEK-293 1 smanjuje hipoksi¢no-

reoksigenacijsko oStec¢enje tih stanica.

1.3. Ciljevi istrazivanja

Op¢i ciljevi ovog istrazivanja ¢e pokazati ucinak timoglobulina u hipoksi¢no-

reoksigenacijskom ostec¢enju stanica HEK-293.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su sljedeci:

a) pokazati vezanje timoglobulina na stanice HEK-293

b) dokazati bioloski ucinak timoglobulina na stanice HEK-293 mjerenjem
membranskog potencijala (metoda prikovanih potencijala) u ovisnosti o:
- koncentraciji

- pocetnom membranskom potencijalu

¢) pokazati u€inak timoglobulina u normoksi¢nim uvjetima te nakon hipoksi¢no-
reoksigenacijskog ostecenja (s komplementom i bez njega) na:
- smrtnost stanica (Trypan blue test)

- migracija stanica u kulturi (test grebanja)



2. LITERATURNI PREGLED



2.1. Stanica i ¢imbenici koji oSteCuju stanicu

Stanica je osnovna strukturna i funkcionalna jedinica svih poznatih organizama (slika
1.). Cesto se naziva i "gradevnom jedinicom zivota". Ispunjena je citoplazmom u kojoj se
nalaze organele i ovijena je polupropusnom stanicnom membranom. Unutar stanice nalazi se

jezgra koja sadrzi kromosomski materijal.
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Slika 1. Zivotinjska stanica

(modificirano prema www.microscopy.fsu.edu/cell/animals/images/)



Stani¢na membrana ovija stanicu i omogucuje njen kontakt s okoliSem. Debljina
stanicne membrane je 8§ nm. Struktura stanicne membrane je objasnjena modelom "tekuceg
mozaika". Gradena je od dvosloja fosfolipida kroz koji se protezu povrSinske i1 druge
bjelancevine, Ciji se raspored moze mijenjati ovisno o fizioloSkom stanju. Transport tvari u
stanicu odvija se pasivhom difuzijom preko membrane - izravnim prolazom vode, kisika i
uglji¢nog dioksida, olakSanom difuzijom koja se temelji na razlici u koncentraciji (glukoza 1
aminokiseline), aktivnim prijenosom odnosno kretanjem protiv gradijenta koncentracije uz
potro$nju ATP-a (nabijeni ioni i elektroliti) i pinocitozom, odnosno uvrtanjem membrane

(npr. bjelancevine i nukleinske kiseline).

Mitohondriji su okrugle ili duguljaste organele promjera oko 0,5 pm 1 duge do
nekoliko pm, a “zaduzeni” su za stani¢no disanje (slika 2.). Mitohondriji su gradeni od lipida,
bjelanc¢evina, nekoliko molekula kruzne DNA, RNA i ribosoma. Ovijeni su dvjema
membranama izmedu kojih je meduprostor. PovrSina unutarnje membrane je puno veca od
povrsine vanjske membrane i stvara nabore, tj. grebene koji su bitni u procesu stani¢nog
disanja. Unutra$njost mitohondrija ispunjava matriks koji ¢ini osnovnu supstancu

mitohondrija.

Outer membrane

Intermembrane Inner membrane

Crista Matrix

Slika 2. Grada mitohondrija (preuzeto s www.yellowtang.org/images/mitochondria 784.jpg)




Mitohondriji su energetske centrale stanice u kojima se stvara najve¢i dio ATP-a. U
procesu stani¢nog disanja glikolizom nastaju dvije molekule ATP-a, u ciklusu limunske
kiseline (Krebsov ciklus) nastaju dvije molekule ATP-a (u matriksu mitohondrija), a
oksidativnom fosforilacijom nastaju 32 molekule ATP-a na membanskim naborima tj. na
kristama mitohondrija. Razgradnjom jedne molekule glukoze, procesom aerobnog

mitohondrijskog disanja, nastaje dakle 36 molekula ATP-a (Cooper, 2000.).

Endoplazmatska mrezica (endoplazmatski retikulum) je membranska struktura koja se
proteze od jezgre do stani¢ne povrSine. Razlikujemo hrapavu endoplazmatsku mrezicu, koja
na svojoj povrsini ima ribosome, i glatku endoplazmatsku mreZicu koja na svojoj povrsini
nema ribosome. Znacajna je njena uloga u sintezi bjelancevina (proteina) upravo zbog
ribosoma. Golgijev aparat je slozeni niz medusobno povezanih cjevc¢ica, mjehurica i cisterni.
Smatra se da barem dio Golgijevog aparata nastaje iz endoplazmatske mrezice i to
odvajanjem mjehuri¢a. Primarni lizosomi, koji sadrze probavne enzime, odvajaju se s ruba
Golgijevog aparata 1 razgraduju tvari koje ulaze u stanicu, pa sudjeluju u stani¢noj
samoprobavi i sekreciji. Spajanjem primarnih lizosoma i drugih mjehuri¢a (onih nastalih
pinocitozom) nastaju sekundarni lizosomi. Golgijev aparat je posebice razvijen u stanicama za
izlu¢ivanje. Ribosomi su citoplazmatske strukture veli¢ine 15 - 20 um. Na njima se
sintetiziraju bjelanc¢evine. Gradeni su od dviju podjedinica, male i velike, a mogu biti vezani

na endoplazmatsku mrezicu ili su slobodni u citoplazmi.

Jezgrina ovojnica odvaja sadrZaj jezgre od citoplazme. U vrijeme stani¢ne diobe ona
se u vecini stanica raspada i ponovno formira. Gradena je od dviju membrana koje su
medusobno odvojene perinuklearnim prostorom. Unutarnja je membrana vezana uz kromatin,
a vanjska je nastavak citoplazmatske endoplazmatske mrezice i na taj nacin ¢ini kontinuitet
jezgre 1 citoplazme. Neprekinuta komunikacija izmedu jezgre i citoplazme se odvija
kanali¢ima koji se zovu jezgrine pore. Sadrzaj jezgre, koji se dobro boji karminom 1 slicnim
bojama, naziva se kromatin, a ¢ine ga DNA 1 bjelancevine. Spiralizacijom, kromatin stvara

kromosome. Jedna molekula DNA stvara jedan kromosom.



Jezgra je upravljacki centar stanice. Jezgra sadrzi nasljednu uputu. Tijekom diobe
stanice kromosomi se rasporeduju u stanice kceri. Tjelesne stanice se dijele mitozom i nastaju
dvije stanice kceri s 2n brojem kromosoma. Spolne stanice nastaju mejozom i od jedne
stanice nastaju Cetiri stanice kéeri s n brojem kromosoma. Dioba stanice predstavlja kratko
razdoblje Zivota stanice, a razdoblje izmedu dioba naziva se interfaza. U interfazi se DNA

udvostrucuje (Berns, 1997.; Alberts i sur.,1983.).

Normalna stanica prilagodava svoju funkciju i gradu promjenljivim zahtjevima i
oste¢enjima. Ukoliko se stanica suoc€i s prekomjernim fizioloskim utjecajima ili djelovanjem
patoloskih ¢imbenika, ona se moze prilagoditi. Prilagodbom stanice na nepovoljne utjecaje
poprima stabilno, ali poremeceno stanje, koje osigurava opstanak i funkcioniranje stanice

unato¢ djelovanju nepovoljnih ¢imbenika.

Postoje brojni ¢imbenici (Kumar i sur., 2000.) koji mogu oSstetiti funkciju stanice:

- hipoksija

- kemikalije i lijekovi
- fizikalni uzroci

- mikrobioloski uzroci
- imunoloske reakcije
- genetski nedostatci

- poremecaj prehrane

- starenje



2.1.1. Hipoksija

Hipoksija (lat. hypoxia) je stanje smanjene koliCine kisika u stanicama 1 tkivu.
Posljedica smanjenja koli¢ine kisika moze biti poremecaj u funkcioniranju stanica, organa i
organskih sustava (Guyton i Hall, 2012.). Hipoksija moZe nastati kao posljedica smanjenja ili
gubitka dotoka krvi u tkivo arterijama ili odplavljivanja krvi iz tkiva venskom drenaZzom.
Uzroci mogu biti bolesti krvnih Zila ili stvaranje krvnih ugrusaka, kao i nedovoljna opskrba
kisikom uzrokovana zatajivanjem kardiorespiratornog sustava (bolesti srca i pluc¢a). Hipoksija
se moze javiti 1 zbog bolesti krvi kada je smanjen oksigenacijski kapacitet npr. kod anemija ili

trovanja ugljicnim monoksidom (Tomei i Cope, 1991.).

2.1.2. Kemijske tvari i lijekovi

Svaka kemijska tvar ili lijek koji se unese u organizam moZe igrati vaznu ulogu u

procesu stani¢ne prilagodbe, osteéenja stanice ili smrti stanice. Kemikalije mogu djelovati na

propusnost membrana, osmotsku homeostazu ili gradu i funkciju enzima.

2.1.3. Fizikalni uzroci

Nagle promjene atmosferskog tlaka, ekstremna toplina ili hladnoca, energija zracenja

ili elektricna energija, kao 1 mehanicko oste¢enje, djeluju na funkciju stanice (Ivancevié,

2010.; Kovac, 1990.).
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Dugotrajno djelovanje sniZzenog atmosferskog tlaka u organizmu pokreée niz
adaptacijskih odgovora (Ryles i Pilmanis, 1996). U krvi se povecava broj eritrocita i na taj se
nacin povecava transportni kapacitet prijenosa kisika. Mijenjanje disocijacijske krivulje
hemoglobina dovodi do lakSeg otpuStanja kisika na periferiji. Akutno izlaganje snizenom
atmosferskom tlaku u visinskim uvjetima doprinosi dekompenzacijskom stanju. Takvo stanje
je praceno brojnim simptomima, kao §to su glavobolja, mucnina, povracanje, psihomotorna
usporenost, umor, a ponekad i euforija. SniZzavanjem atmosferskog tlaka i posljedicnim
povecavanjem frekvencije i1 dubine disanja, (hiperventilacija) dolazi do alkaloze, koja

uzrokuje omaglicu, smetenost, parestezije, gréeve, sinkopu i na kraju smrt.

Izlaganjem velikoj koli¢ini kisika nastaje trovanje kisikom zbog stvaranja slobodnih
kisikovih radikala. Naglim snizavanjem tlaka okoline, kod osoba koje su bile izlozene
povisenom atmosferskom tlaku, moze se razviti dekompresijska bolest. Boravkom u uvjetima
visokog tlaka dolazi do otapanja velike koli¢ine inertnog dusika u tjelesnim tekuéinama.
Brzim snizavanjem vanjskog tlaka dolazi do oslobadanja dusika u obliku mjehuri¢a u tkivima
i tjelesnim Supljinama. Rezultat tih procesa mogu biti bolovi u miSi¢ima, embolija

mjehuri¢ima plina i smrt.

Toplina se u tijelu stvara metabolizmom 1 zagrijavanjem iz okoliSa. Tijelo moze
kompenzirati velike varijacije u toplini okoliSa. Duze izlaganje povisenoj vanjskoj toplini
povecava unutarnju temperaturu. Umjerena prolazna poviSenja unutarnje temperature su
podnosljiva. Dugotrajnija ili jaka poviSenja temperature dovode do denaturacije bjelancevina,
otpusStanja upalnih citokina (TNF-a, IL-1B) pa dolazi do stani¢ne disfunkcije, aktivacije
upalne kaskade 1 aktivacije koagulacijske kaskade. Patofizioloska zbivanja su sli¢na onima u

multiorganskom zatajenju.
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Izlaganje tijela niskoj temperaturi dovodi do hipotermije, ozeblina i smrzotina.
Hipotermija nastaje kad je poremecena ravnoteza izmedu toplinske energije nastale
metabolizmom 1 njezinog pretjeranog gubitka. Hipotermija usporava sve fizioloske funkcije.
To se odnosi na funkciju sréanozilnog i diSnog sustava. Usporava se provodenje zZivéanog
impulsa, vrijeme neuromuskularne reakcije i metabolizam. Ozebline su lokalna akutna
ostecenja koZe 1 potkoznog tkiva prouzrokovana hladno¢om. NajceSc¢e su zahvaceni periferni
dijelovi tijela (uske, nos, prsti na Sakama 1 stopalima). Smrzotine oznafavaju smrzavanje
pojedinih dijelova tijela uslijed snizavanja tjelesne temperature ispod 35°C. Zbog snizene
temperature dolazi do osteéenja krvnih zila, prekida cirkulacije i tromboze. Do toga dolazi i

izravnim oSte¢enjem hladno¢om (Naranscik, 1990).

Ozljede nastale elektrichom energijom ovise o0 naponu, otporu i vremenu njenog
djelovanja. Prirodu ozljede odreduje put struje kroz tijelo. Prolaskom struje kroz tijelo dolazi
do stvaranja topline i oStecenja koje se naziva elektrotermijskim oSteenjem. Ometanjem
membranskog potencijala na stanicama nastaje elektrospecificno oStecenje. Elektricna
energija moze uzrokovati poremecaj sréanog ritma ili dovesti do src¢anog zastoja. U krvnim
zilama prolazak struje moze uzrokovati zgrusavanje ili hemolizu krvi, te dovesti do ostecenja
svih slojeva krvne Zile. Prolazak struje kroz mozak uzrokuje trenutni gubitak svijesti, gréeve
ili kljenut centra za disanje. OSteenja koze mogu biti u obliku blagih opeklina do
misi¢a. U plu¢ima dolazi do edema, emfizema, petehijalnih krvarenja, zariSne nekroze i upale

(Taradi, 1990).

Ioniziraju¢e zracenje oStecuje mRNA, DNA 1 proteine izravno ili stvaranjem vrlo
reaktivnih slobodnih radikala. Nize doze ometaju proliferaciju stanica, dok visoke doze
dovode do nekroze stanica. Genetska oSte¢enja uzrokovana ioniziraju¢im zracenjem mogu
dovesti do malignih transformacija ili prijenosa gentskog defekta. Na oStecenja zraCenjem su
spolne stanice, proliferacijske stanice koStane srzi, crijevne epitelne stanice, hepatociti,
epitelne stanice bubrega i ziv€ane stanice. Razina zracenja na kojoj po€inje toksi¢ni ucinak
ovisi o vremenskim intervalima zracenja. Jednokratna doza €ini viSe Stete nego ista doza koja

je podijeljena na vise frakcija tijekom duzeg razdoblja (Deanovi¢, 1990.).
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2.1.4. Mikrobioloski uzroci oSte¢anja stanice

U infektivne agense koji uzrokuju oStecenje stanica 1 tkiva spadaju virusi, bakterije 1
gljive. Infektivni agens moze izazvati izravnu smrt stanice dodirivanjem stanice ili ulaskom u
nju. Do ostecenja funkcije stanice ili njene smrti moze do¢i i oslobadanjem toksina koji
oslobada infektivni agens, kao i izlu¢ivanjem enzima koji razgraduju tkiva ili oStecuju krvne
zile ¢ime uzrokuju ishemijsku nekrozu. Infektivni agens moZe izazvati stani¢ni odgovor
domacdina, te moze do¢i do dodatnog oSteéenja tkiva uzrokovanog imunoloskim

mehanizmima (Levinson, 2012.).

Virusi ulaze u stanicu domacina i razmnazaju se na njegov ra¢un. Vezno mjesto na
povrsini stanice domacina su proteini koji se nazivaju receptori, a virusi se na njega vezu
pomocu specificnih povrsSinskih proteina koji se nazivaju ligandi. Ulaskom u stanicu
domacina, virus gubi svoju ovojnicu 1 odvaja genom od strukturnih komponenti. Umnazanje
virusa se dogada djelovanjem enzima karakteristicnih za svaku vrstu (RNA virusi koriste
RNA polimerazu, a DNA virusi reverznu transkriptazu) i enzima domacina. Novostvoreni
viralni genomi i proteini kapside spajaju se u progenitor viriona u jezgri ili citoplazmi. Iz
stanice se otpuStaju direktno ili pupanjem kroz stanicnu membranu. Virusi ubijaju stanice
domacina inhibicijom sinteze DNA, RNA ili bjelancevina domacina. Integriranjem u stani¢nu
membranu direktno ostecuju njezin integritet ili poti¢u fuziju stanica. Eksplozivno umnazanje
virusa u epitelnim stanicama respiratornog sustava dovodi do direktne lize. Virusi mogu
ostetiti stanice koje sudjeluju u obrani organizma od mikroba. Na taj je nacin otvoren put
sekundarnoj infekciji (HIV dovodi do deplecije CD4" pomocénickih limfocita, ¢Gime je otvoren

put oportunisti¢kim infekcijama).
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Bakterije ostec¢uju stanice domacéina ovisno o njihovoj sposobnost vezivanja za stanice
domacina i1 proizvodnje toksina. Vecina bakterijskih infekcija zapocinje adherencijom
patogenih bakterija na sluznice ljudskog organizma. Bakterije naseljavaju i koloniziraju
sluznice dis$nog, probavnog, spolnog ili mokra¢nog sustava ukoliko uspjesno izbjegnu brojne
nespecifiéne obrambene mehanizme. Ti su mehanizmi kihanje, kasljanje, peristaltika i sekreti
koji neprekidno ispiru sluznice. Patogeneza mnogih bakterijskih infekcija temelji se na
djelovanju toksina, bilo lokalnom na mjestu infekcije, bilo udaljenom, nakon transporta
bakterijskog toksina s mjesta infekcije. Ukoliko bakterije izlu¢uju toksine izvan bakterijske
stanice (rjede ih skladiSte u periplazmatskom prostoru), ti se toksini nazivaju egzotoksini.

Toksini, koji su dio stani¢ne stjenke Gram-negativnih bakterija nazivaju se endotoksini.

Egzotoksini su produkti razli¢itih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija i
ubrajaju se medu najtoksi¢nije poznate supstancije. Budu¢i da je rije¢ o polipeptidima,
egzotoksini su dobri antigeni i1 induciraju sintezu protektivnih protutijela koja se nazivaju
antitoksini i imaju klinicku primjenu u prevenciji i lijeenju bolesti. Izlaganjem djelovanju
formaldehida, kiselina ili visokih temperatura, egzotoksini postaju neskodljivi i nazivaju se

toksoidi ili anatoksini i upotrebljavaju se u svrhu aktivne imunizacije kao cjepiva.

Bakterijski toksini mogu se razlikovati i prema mjestu njihova djelovanja, pa se neki
egzotoksini nazivaju neurotoksinima, dermotoksinima ili enterotoksinima, ovisno o tome je li
mjesto njihova djelovanja Zziv€ani sustav, koza ili crijevo. Stani¢na oSteCenja izazvana
permeabilnos$¢u stanica, obicno rezultiraju oslobadanjem citokina, aktivacijom intracelularnih
proteaza, indukcijom apoptoze 1 u konacnici smrti stanice. Vezu se na ljudske eritrocite,
monocite, trombocite, limfocite i endotelne stanice, Sto dovodi do rupture membrane ovih

stanica, njihove lize i smrti (Brudnjak, 1990).
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2.1.5. Imunoloske reakcije

Imunoloski sustav razlikuje strano od vlastitog i odstranjuje potencijalno Stetne strane
molekule i1 stanice iz organizma. ImunoloSki sustav ima sposobnost prepoznavanja i
unistavanja vlastitih, promjenjenih stanica. Prije nego se aktivira imunoloski sustav, vanjski
antigeni moraju nadvladati prirodne anatomske barijere, a to su koza 1 sluznica diSnog,
probavnog i urogenitalnog sustava. One predstavljaju vanjsku zaStitu organizma. Otpornost na
vanjske antigene se naziva imunitet. Imunitet moze biti prirodan ili nespecifican i stecen ili

specifi¢an (Andreis, 2004.).

Prirodna otpornost ne zahtjeva prethodni kontakt s antigenom radi aktivacije
imunoloskog sustava. Komponente prirodne imunosti su fagocitne stanice, stanice koje
predocuju antigen, prirodene ubilacke stanice i polimorfonuklearni leukociti. Fagocitne
stanice su neutrofili 1 monociti u krvi te makrofagi 1 dendriti€ne stanice u tkivima. One
fagocitiraju strane antigene. Stanice koje predoCuju antigen su makrofagi i dendriti¢ne stanice.
One predocuju fragmente fagocitiranih antigena T limfocitima. Prirodene ubilacke stanice
uniStavaju stanice zarazene virusom. Polimorfonuklearni leukociti (eozinofili, bazofili,

mastociti) otpustaju medijatore upale 1 sudjeluju u aktivaciji imunoloskog sustava.

Ste¢ena otpornost (imunost) pamti prethodno izlaganje (kontakt) i specificna je za
antigen. Komponente te imunosti su protutijela, T i B-limfociti. Odgovor T-limfocita na
antigen naziva se stani¢na (celularna) imunost, a odgovor B-limfocita naziva se humoralna
imunost, budu¢i da B-limfociti lu€e topljiva protutijela za doti¢ni antigen. UspjeSna obrana
organizma imunoloSkim sustavom podrazumijeva aktivaciju, regulaciju 1 iS¢ezavanje
imunoloske reakcije. Imunoloski se sustav aktivira kada cirkuliraju¢e protutijelo ili receptori
na stanici prepoznaju strani antigen. Nakon S§to je antigen, kompleks antigen-antitijelo ili
kompleks komplement-mikroorganizam prepoznat, biva fagocitiran. Ukoliko izostane brza
fagocitoza 1 potpuna razgradnja antigena, dolazi do aktivacije steCene imunoloSke reakcije.
Aktivacija moze zapoceti u slezeni za cirkulirajuée antigene, u regionalnim limfnim

¢vorovima za tkivne antigene, te u limfaticnim tkivima sluznica za mukozne antigene.
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Peptidi podrijetlom iz antigena izlazu se na povrSini predo¢nih stanica unutar
molekula klase II-MHC sustava (glavnog sustava tkivne podudarnosti) koje predocavaju
peptid CD4 pozitivnom pomoc¢nickom T- limfocitu. Kada se pomo¢nicki T limfociti vezu uz
kompleks, stanica eksprimira receptore za interleukin 2 (IL-2) i secernira nekoliko vrsta

citokina.

Podvrsta T-pomo¢ni¢kih limfocita (TH1) izluCuje interferon-y (INF-y), IL-2 i
limfotoksin koji olakSavaju odgovor makrofaga i citotoksi¢nih T-limfocita. Druga vrsta
pomo¢nickih limfocita (TH2) izlucuju IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13 koje stimuliraju B-
limfocite na stvaranje protutijela. Za razliku od molekula klase II glavnog sustava tkivne
snosljivosti koje predo¢uju izvanstaniéne antigene CD4" TH -limfocotima; molekule klase I
MHC sustava predotuju unutarstani¢ne antigene (npr.viruse) CDS8" citotoksiénim T-

limfocitima. Aktivirani citotoksi¢ni T-limfocit zatim ubija zaraZenu stanicu.

Imunoloski sustav mora biti pod kontrolom regulatornih mehanizama da bi se
sprijecila oSte¢enja domacina (anafilakti¢na reakcija ili difuzno razaranje tkiva). Regulacijske
T stanice lu¢e imunosupresivne citokine, kao §to su IL-10 i transformirajuci faktor rasta-f§
(TGF-B) kao 1 druge nedovoljno istraZzene Cimbenike koji prije€e autoimuni odgovor.
Imunolo8ka reakcija zavrSava odstranjenjem antigena iz organizma. U nedostatku antigena,
prestaje sekrecija citokina, a aktivirani citotoksi¢ni T-limfociti ulaze u proces programirane
stani¢ne smrti — apoptoze. T 1 B-limfociti koji su se diferencirali kao memorijske stanice

postedeni su u apoptoze.
Nakon unosa stranih proteina u organizam anafilakti¢na reakcija moze se razviti do

osteCenja stanica. Autoimune se bolesti razvijaju zbog reakcije imunoloskog sustava

endogenim autoantitijelima.
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2.1.6. Genetski poremecaji

Genetski poremecaj moze dovesti do velikih oStecenja, kao Sto su kongenitalne
malformacije (npr. Dawnov sindrom) ili do jedva zamjetnih poremecaja u gradi bjelancevina

(stvaranje hemoglobina S kod anemije srpastih stanica).

2.1.7. Poremecaj prehrane

Opce je poznato da se energija potrebita za obavljanje razlicitik tjelesnih funkcija
osigurava svakodnevnim unoSenjem raznih vrsta hrane. Ukoliko se uneSena energija ne
potrosi, moze se pohraniti za kasniju uporabu. Ukoliko je unos hrane preobilan i unesena
energija je veca od potroS$nje, suviSak energije se pohranjuje pretezno u obliku masti.
Posljedica toge je povecanje tjelesne mase 1 pretilost. Ukoliko je unos energije nedostatan za
metabolicke potrebe, Covjek gladuje, a tjelesna mu se masa smanjuje. Prehrana mora biti
bogata bjelan¢evinama, ugljikohidratima, mastima, mineralima i vitaminima. UravnoteZena
prehrana omogucuje opskrbu svih dijelova metabolickih sustava potrebnim tvarima. Manjak
hranjivih tvari kao §to su manjak bjelancevina, avitaminoze ili prekomjerna prehrana hranom
bogatom mastima Zivotinjskog podrijetla uzrokuje aterosklerozu, debljinu 1 bolesti sr¢ano

zilnog sustava.

2.1.8. Starenje

Starenjem progresivno slabe mnoge stani¢ne funkcije. Zbog starenja mitohondrija

smanjuje se oksidativna fosforilacija. Nadalje, starenjem se smanjuje sinteza strukturnih i

enzimatskih proteina, kao i stani¢nih receptora. Ostarjele stanice imaju smanjenu sposobnost

unoSenje hrane 1 popravka kromosomskih ostecenja.
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Postoji vise teorija kojima se nastoji protumaciti starenje stanice. Teorija ,troSenja“
govori da je proces starenja posljedica neposredne izloZenosti neprijateljskim egzogenim
utjecajima koji uzrokuju progresivno slabljenje sposobnosti stanice za prezivljenje. Druge
teorije tumace da je starenje posljedica unutrasnjih osobina stanice koje su uvjetovane
genetskim ¢imbenicima. Teorija somatskih mutacija govori o tome da dolazi do pogreske u
replikaciji DNA, koja se ne popravlja precizno pa to utjee na prezivljenje stanice. Hipoteza
programiranog starenja obuhvaca unaprijed odreden slijed dogadaja koji uzrokuje starenje.
Hipoteza ogranicenog dijeljenja stanica govori da je starenje uvjetovano genetski
programiranim brojem dijeljenja, nakon Cega se prestaju dijeliti, tj postaju nesposobne za

obnavljanje (Sprung i Marusi¢;1990.).
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2.2. Mehanizmi stani¢nog oStec¢enja

Za neke uzrocnike oSte¢enja je mehanizam 1 mjesto djelovanja dobro definirano. Za
mnoge uzro¢nike jo$ nije poznat nacin Stetnog djelovanja. Meduovisnost organela,
biokemijskih sustava, enzimatskih sustava, kao i brojnih makromolekula, toliko je
isprepletena da je tesko razlikovati mjesto primarnog oStecenja od sekundarnih promjena koje
slijede primarno oSte¢enje. Takoder je vrlo tesko odrediti ,,tocku* na kojoj su se dogodile
promjene nakon kojih viSe nema oporavka stanice i nakon kojih slijedi niz procesa i

dogadanja koji zavrsavaju smréu stanice.

Manjak kisika pokreée niz oSteCenja stanica u ishemiji. Zbog manjka kisika prvo
stradava aerobna respiracija stanice, odnosno oksidativna fosforilacija u mitohondrijima.
Usporava se ili prestaje proizvodnja ATP-a. Manjak ATP-a djeluje na smanjenu aktivnost
adenozin trifosfataze stanicne membrane. Zbog zatajivanja natrijske crpke dolazi do
nakupljanja natrija u stanicama 1 izlaska kalija u izvanstani¢ni prostor. Zbog suviska natrija,

voda izoosmotskim putem ulazi u stanice i uzrokuje njihovo bubrenje.

Da bi se odrzali stani¢ni izvori energije, iz glikogena se djelovanjem enzima
fosfofruktokinaze stvara ATP. Glikogenolizom se uz stvoreni ATP, nakuplja i mlije¢na
kiselina i anorganski fosfati. Na taj se na¢in smanjuje unutarstani¢ni pH. Daljnjim trajanjem
hipoksije dolazi do otpadanja ribosoma sa zrnatog endoplazmatskog retikuluma i raspadanja

poliribosoma u monosome.

Nastavljenjem hipoksije dolazi do daljnjeg oSteenja membranske permeabilnosti i do
ostecenja funkcije mitohondrija. Na povrSini stanice se mogu stvarati mjehuri¢i. Od stani¢ne
membrane i membrana organela stvaraju se ,,mijelinske figure® (koncentri¢no poredane
lamele). Mitohondriji u to vrijeme mogu izgledati normalno, lagano nabubreni ili zgusnuti,

endoplazmatski retikul je proSiren, a cijela stanica je nabubrena.
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Ukoliko se uspostavi oksigenacija, opisane promjenje su popravljive (reverzibilne), a
ukoliko se ishemija nastavi, dogadaju se oSte¢enja koja su nepopravljiva (ireverzibilna).
Rezultat nepopravljivih oSte¢enja stanice je smrt stanice. Morfoloski se ireverzibilna
ostecenja ocituju jakom vakuolizacijom mitohondrija, ukljuujuéi njihove kriste, opseznim
ostecenjima stanicnih membrana, bubrenjem lizosoma, te ulaskom kalcija u stanice, ukoliko
se ishemicna zona prozme krvlju. U matriksu mitohondrija stvaraju se zgusnucéa gradena od
amorfnog kalcija. Zbog hiperpermeabilnosti membrana dogada se trajan gubitak bjelancevina,
esencijalnih koenzima i ribonukleinskih kiselina. Iz stanica se mogu izgubiti i metaboliti
potrebiti za obnavljanje ATP-a, a to dovodi do daljnjeg iscrpljivanja unutarstani¢nih
visokoenergijskih fosfata. Snizavanjem unutarstani¢nog pH, oSte¢uju se membrane lizosoma s
posljedi¢nim otpuStanjem njihovih enzima u citoplazmu, aktivaciju lizosomskih enzima i

enzimatsku digestiju citoplazmatskih i jezgrinih komponenta.

U procesu umiranja stanice, stani¢ni se elementi brzo raspadaju, a stani¢ni enzimi cure
u vanstanicni prostor, pa molekule vanstanicnog prostora ulaze u mrtve stanice. Mrtva
stanica, na kraju, bude nadomjestena velikim masama fosfolipida u obliku ,,mijelinskih
figura“. Fosfolipide fagocitiraju druge stanice ili se raspadaju u masne kiseline (Kovac,

1990.).

Opisan je slijed dogadanja, od ishemijskog ostecenja do kona¢nog ostecenja, koji vodi
do smrti stanice. Tesko je, a ponekad i nemoguce, odrediti ,,tocku*“ u kojoj je zapoceo
ireverzibilni proces s kojeg nema povratka. Dva su elementa ireverzibilnosti. Prvi je
nesposobnost da se popravi disfunkcija mitohondrija, usprkos ponovnom dotoku krvi i
oksigenaciji. Drugi element je razvoj teSkih poremecaja u funkciji membrane (Guyton,

2012.).
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2.3. Hipoksi¢no-reoksigenacijsko oStecenje

Ukoliko se, nakon odredenog vremena ishemije, ponovno dogodi reperfuzija organa i
ponovna oksigenacija, dolazi do brojnih zbivanja u stanici koja se nazivaju hipoksi¢no-
reoksigenacijsko osSte¢enje. Pod tim se pojmom podrazumijevaju brojni patofizioloski
dogadaji nakon reperfuzije organa ili tkiva koji su prethodno bili izloZeni odredenom
razdoblju ishemije tj. hipoksije, odnosno prestanku krvnog protoka kroz organ (McCord,
1985.).

Uspostavom protoka krvi i ponovne oksigenacije dolazi do ispravka energijskih 1
strukturnih poremecaja, ali se pokrecu i Stetni procesi. Pritom dolazi do dodatnog oStecenja
stanica koje su u razdoblju ishemije bile samo reverzibilno ostecene. Hipoksicno-
reoksigenacijsko oStecenje pridonosi morbiditetu i mortalitetu u stanjima kao Sto su infarkt
miokarda, mozdani udar, ishemija crijeva, bolesti perifernih krvnih zila, hipovolemijski Sok 1

stanja nakon presadnje (transplantacije) organa.

Patogeneza hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja je slozena i u njoj sudjeluje
mnogo c¢imbenika, kao $to su suviSak slobodnih radikala kisika, aktivacija neutrofila,
aktivacija komplementa, citokini i drugi upalni posrednici i vazoaktivne tvari, dusikov oksid
(NO) i endotelin. Posljedice hipoksi¢no-reoksigenacijskog oste¢enja mogu biti u rasponu od
minimalnih funkcionalnih i strukturnih ostecenja i reverzibilne disfunkcije jednog organa do
zatajenja mnogih organa (MODS, engl. multiple organ dysfunction syndrome) i smrti (Bown 1

sur., 2001.).
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2.3.1. Stani¢ni u¢inci hipoksije

Potpuni (anoksija) ili nedostatan (hipoksija) protok krvi kroz tkivo onemogucuje,
odnosno smanjuje, opskrbu tkiva kisikom. Nedostatan protok krvi takoder smanjuje dopremu
hranjivih tvari i uzrokuje sporije odstranjenje metabolickih produkata. Hipoksija se o€ituje na
svim stani¢nim dijelovima 1 funkcijama (Krvavica i Gamulin, 2002.). Zbog manjka energije
stradavaju stani¢ni transportni procesi, posebice oni koji odrzavaju razliku u koncentraciji
tvari unutar stanice i izvan nje. Manjak energije dovodi do slabljenja Na-K crpke zbog ¢ega se
natrij nakuplja unutar stanice. Posljedi¢no se u stanici nakupljaju ioni Ca>" i voda. Rezultat
takvog nakupljanja je edem stanice. Nakupljenje kalcijevih iona je i posljedica usporenja Ca**

crpke na stani¢noj membrani i endoplazmatskoj mreZici.

Porast unatarstani¢ne koncentracije iona Ca** dovodi do niza potencijalno $tetnih
dogadanja za stanicu (Krvavica i Gamulin, 2002.). Manjak energije i porast unutarstani¢ne
koncentracija Ca>” su klju¢ni ¢imbenici poremeéaja funkcije mitohondrija zbog stvaranja pora
na membranama mitohondrija (Gamulin i sur., 2002a.; Hoffman i sur., 2004.). Pojavom pora
na membranama mitohondrija poveéava se propusnost S§to dovodi do gubitka
elektrokemijskog gradijenta H' i raskida oksidativne fosforilacije. U fizioloskim se uvjetima u

mitohondrijima kisik gotovo u potpunosti reducira do vode.

Manja koli¢ina kisika se nepotpuno reducira do superoksidnog aniona (0%) iz kojeg
nastaju drugi slobodni kisikovi radikali. U uvjetima hipoksije u mitohondrijima dolazi do
povecanog stvaranja superoksidnog aniona (O”). To nadmasuje njihovo uklanjanje (Krvavica
1 Gamulin, 2002.; Halliwell, 1995.). Pore koje se stvaraju u mitohondrijskim membranama
dovode do izlaska iona Ca** i bjelanéevina iz mitohondrija i ulaska vode. Produzeno
postojanje pora dovodi do nepovratnog osteéenja mitohondrija i stanice. Ca®", sam ili u

kompleksu sa kalmodulinom, aktivira razli¢ite enzime - proteaze i nukleaze.
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Jedan od enzima koji aktivira Ca®" je i proteaza koja cijepa enzim ksantin
dehidrogenazu 1 pretvara ga u ksantin oksigenazu. Ksantin oksigenaza je vazan enzim
purinskog metaboli¢kog puta, jer katalizira oksidaciju hipoksantina i ksantima do mokra¢ne
kiseline. U stanicama, u fizioloskim uvjetima, prevladava ksantin dehidrogenaza (90%) koja
elektrone prenosi na vodik i NAD tijekom oksidacije ksantina (Krvavica i Gamulin, 2002.;
McCord 1 sur., 1985.) U hipoksi¢nim uvjetima se ksantin oksigenaza nalazi u suvisku i
prenosi elektrone na molekularni kisik, pri ¢emu nastaje slobodni radikal kisika —
superoksidni anion (O®). Superoksidni anion u prisutnosti slobodnog Zeljeza prelazi u

vodikov peroksid (H»O;). Iz njega nastaje hidroksilni radikal (HO") koji je jedan od

.....

Slobodni radikali kisika su vrlo reaktivne molekule. Brzo reagiraju s razliCitim
makromolekulama i strukturama u stanici pri ¢emu prelaze u stabilniji oblik. Neprekidno
stvaranje slobodnih kisikovih radikala 1 njihovo fiziolosko uklanjanje unutar stanice
omogucava odrzavanje optimalnih oksidacijsko-redukcijskih uvjeta u molekularnom
mikrookoli$u. Osim slobodnih radikala, postoje i drugi reaktivni oblici molekularnog kisika, a
sve ih nazivamo reaktivnim kisikovim oblicima — ROS (engl. reactive oxygen species)

(Halliwell, 1995.).

Reaktivni kisikovi oblici u patofizioloSkim uvjetima mogu direktno ili indirektno
ostetiti sve dijelove stanice i uzrokovati smrt stanice (slika 3.). Membrane oStecuju
poticanjem njithove lipidne peroksidacije. Na taj se nain mijenja struktura i1 funkcija
membrana, od promjene fluidnosti i propusnosti, do potpune lize. Reaktivni kisikovi oblici
inaktiviraju stani¢ne enzime, oksidiraju neke aminokiseline ili cijepaju peptidnu vezu,
ostecuju DNA hidroksilacijom baza u nukleinskim kiselinama i wuzrokuju lomove

polinukleotidnih tracaka.
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NEUTROFILI — AKTIVIRANI NEUTROFILI: ROS
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Slika 3. Stvaranje slobodnih radikala kisika tijekom reperfuzije i1 reoksigenacije. XD-ksantin
dehidrogenaza; XO — ksantinoksidaza; O, - superoksidni anion; OH" - hidroksilni slobodni
radikal; * - aktivacija; - oStecenje; ROS — reaktivni kisikovi oblici

U ostecenju 1 eventualnoj lizi stanice pridonose 1 lizosomi. Hipoksija labilizira
lizosome, a sniZzenje pH unutar stanice aktivira lizosomske enzime. Aktivirani lizosomski
enzimi o$teéuju stanicne membrane i jezgru i razgraduju kromatin (Krvavica i Gamulin,
2002.). Manjak energije ko¢i procese transkripcije u jezgri kocenjem sinteze RNA. Zbog
manjka energije usporava se sinteza bjelancevina i1 dolazi do raspadanja poliribosoma

(Krvavica 1 Gamulin, 2002.).
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2.3.2. Transkripcijski ¢imbenik NF-kB

Transkripcijski faktor NF-kB (nuklearni faktor kappa B) ima klju¢nu ulogu u
regulaciji aktivacije brojnih gena. Tu spadaju geni odgovorni za produkciju ¢imbenika lokalne
upale 1 ¢imbenika koji sudjeluju u opcoj reakciji organizma na ozljedu. Reperfuzija
ishemi¢nog tkiva dovodi do stvaranja ROS. Dokazano je da na aktivaciju NF-kB djeluju
vodikov peroksid i superoksidni anion. Aktivirani NF-kB potic¢e ekspresiju mnogih gena ¢iji
su produkti ukljuceni u upalu i bitni su za tijek hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja. U
citoplazmi stanice se NF-kB nalazi u kompleksu s inhibicijskom molekulom I-kB. Razli¢iti
¢imbenici, ukljucujuéi slobodne kisikove radikale, poti¢u fosforilaciju I-xB 1 disocijaciju
kompleksa inhibitorne podjedinice i transkripcijskog ¢imbenika NF-xB (McCord 1 sur.,
1985.). Tako oslobodeni NF-«kB odlazi u jegru gdje poti¢e prepisivanje gena. Produkti
ekspresije tih gena su citokini npr. TNFa i IL-1, citokinski receptori, kemokini, athezijske
molekule, interferon B 1 razliiti enzimi (fosfolipaza A2, ciklooksigenaza, lipooksigenaza,
inducibilna NO sintetaza) (Serracino-Inglot i sur., 2001.; Ghosh 1 sur., 1998.; Gamulin i sur.,
2002b). Neki od proteinskih produkata tih gena djeluju na regulaciju NF-kB. Tako npr. TNFa
i IL-1 aktiviraju sustav NF-«B i tako se zatvara pozitivna povratna sprega. Pojedini posrednici

upale imaju brojna medudjelovanja, koja dovode do pojacanja upalne reakcije.

Uloga NF-kB u hipoksijsko-reoksigenacijskim oste¢enjima pokazana je u mnogim
eksperimentalnim istrazivanjima (slika 4.). Primijenom inhibitora aktivacije NF-kB u
eksperimentalnom modelu hipoksi¢no-reoksigenacijskog oSte¢enja miokarda (na zecevima)
uoceno je smanjenje ekspresije gena za upalotvorne citokine, kao i ublazavanje mehanicke
disfunkcije miokarda (Yeh 1 sur., 2005.). U drugom istraZivanju je pokazano smanjenje
veli¢ine infarkta miokarda nakon ishemije i reperfuzije u transgeni¢nih miseva u kojih je bila
blokirana aktivnost NF-kB (Brown i sur., 2005.). U eksperimentalnom modelu hipoksijsko-
reoksigenacijskog oSteCenja jetre je pokazana zaStitna uloga kemijskog inhibitora NF-xB

(Luedde i sur., 2005.).
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Istrazivana je uloga NF-kB u patogenetskim zbivanjima vezanim uz hipoksi¢no-
reoksigenacijsko oSte¢enje crijeva 1 pokazana je vaznost primjene inhibitora NF-xB.
Primjenom inhibitora NF-kB smanjeno je oSteenje tkiva i smrtnost eksperimentalnih
zivotinja uzrokovana inhibicijom stvaranja TNFa i smanjenjem infiltracije neutrofilima

(Souza i sur., 2005.).

ROS

NF kB

CITOKINI KEMOKINI ADHEZIJSKE

NAKUPLJANJE I AKTIVACIJA NEUTROFILA

Slika 4. Uloga NFkB u posredovanju upalne reakcije tijekom hipoksi¢no-reoksigenacijskog
ostecenja. Nastaje pozitivna povratna sprega izmedu ROS, NF-kB i posrednika upale.
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2.3.3. Antioksidansi

U stanici postoje mehanizmi koji ju Stite od toksickog djelovanja slobodnih kisikovih
radikala. Vise stani¢nih enzima (enzimski antioksidansi) pretvara slobodne kisikove radikale
u manje toksi¢ne ili netoksi¢ne produkte i time smanjuje oksidativni stres (Halliwell, 1995.).

Enzim superoksid dismutaza (SOD) pretvara superoksid u vodikov peroksid.

U fizioloskim uvjetima vodikov peroksid se odstranjuje reakcijom s reduciranim
glutationom (GSH) pri ¢emu nastaju oksidirani glutation (GSSG) i voda. Tu reakciju
katalizira enzim glutation peroksidaza. Za obnavljanje reduciranoga glutationa potreban je
enzim glutation reduktaza. U razgradnji vodikova peroksida sudjeluje 1 katalaza koja pretvara
vodikov peroksid u vodu i molekularni kisik. Ishemija i posljedi¢na hipoenergoza smanjuju
aktivnost ovih enzima (Krvavica i Gamulin, 2002.). Slobodni radikali kisika oSte¢uju stani¢ne
enzime pa tako 1 enzimske antioksidanse. U organizmu postoje 1 neenzimski zaStitni
mehanizmi (ligandni »€istaCi«, engl. scavenger) kao §to su vitamin A, vitamin E, vitamin C,
albumin, mokra¢na kiselina itd. U stanjima povecanog oksidativnog stresa, kao kod
hipoksi¢no-reoksigenacijskih oste¢enja, ti mehanizmi nisu dostatni za oCuvanje integriteta

stanice.

Brojne egzogene tvari imaju svojstva antioksidansa. Tvari koje blokiraju enzimsku
aktivnost, kao npr. alopurinol koji inhibira ksantin oksidazu te molekule koje vezu metalne
ione, kao npr. desferioksamin koji veze Zeljezo, mogu se svrstati u skupinu enzimskih
antioksidansa. Neke druge egzogene tvari djeluju neenzimski, kao npr. manitol, N-
acetilcistein. Neki lijekovi koji se primjenjuju u terapiji kardiovaskularnih bolesti, kao npr.

inhibitori konvertaze angiotenzina i karvedilol imaju i antioksidantna svojstva (Book, 2002.).
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Brojne studije pokusale su iskoristiti antioksidanse u svrhu sprjecavanja ili
modificiranja hipoksi¢no-reoksigenacijskog oStecenja. Istrazivanja enzima superoksid
dismutaza (SOD), vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteina (NAC, prekursor sinteze
glutationa) in vitro i/ili na animalnim modelima upu¢uju na mogucu korisnu ulogu ovih tvari
u hipoksi¢no-reoksigenacijskim ostecenjima (Warner i sur., 2004.; Cuzzocrea i sur., 2001.;
Marczin i sur., 2003.). U nekim animalnim studijama hipoksi¢no-reoksigenacijskog oSte¢enja
bubrega pokazan je zasStitni uinak alopurinola, dok u drugim studijama primjena ovog
antioksidansa nije bila u¢inkovita (nije sprijecila promjene u sintezi bjelancevina, tj. raspad

poliribosoma) (Ratych i Bulkley, 1986.; Paller, 1992.; Plestina i Gamulin, 2001.).

Epidemioloske studije upucuju na obrnuto proporcionalni odnos izmedu unosa
flavonoida (antioksidansa iz vina) i rizika od kardiovaskularnih bolesti (Cotelle, 2001.).
Medutim, klini¢ke studije u kojima su antioksidansi primijenjeni u razli¢itim stanjima koja
karakterizira povecan oksidativni stres, ukljucujuc¢i i hipoksi¢no-reoksigenacijsko ostecenje,

kao 1 u slu€aju pretklinickih studija, nisu dale jednoznaéne rezultate.

Problemi primjene antioksidansa u terapiji vezani su uz pitanja postizanja
odgovaraju¢e koncentracije na mjestu djelovanja. Primjerice, primjena SOD je ograni¢ena
veli¢inom molekule (koja otezava ulazak u stanicu te prijelaz kroz krvno-mozdanu barijeru),
kratkim poluvijekom, kao i antigeni¢noS¢u nekih pripravaka (Warner i sur., 2004.; Cuzzocrea
i sur., 2001.). Neki od ovih problema pokusSavaju se rijesiti uporabom malih molekula koje
imaju aktivnost SOD (SOD mimetici) (Warner 1 sur., 2004.; Cuzzocrea i sur., 2001.). Uz to,
neki antioksidansi, osim antioksidantnog djelovanja, mogu u odredenim uvjetima imati 1

prooksidativne uc¢inke (Pincemail, 1995.).
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2.3.4. Uloga citokina u hipoksi¢no-reoksigenacijskom ostecenju

Tijekom hipoksi¢no-reoksigenacijskog oSte¢enja poveCava se izrazaj razliCitih
upalotvornih 1 upalostatskih (proinflamatornih i antiinflamatornih) citokina. Upalotvorni
citokini, kao $to su TNFa i IL-1, sudjeluju u zapocinjanju i odrzavanju upalnog odgovora koji
pridonosi hipoksi¢no-reoksigenacijskom oSte¢enju (Streiter 1 sur., 1993.; Ferrari, 1999.).
PoviSenje razine TNFa uoceno je u tkivu razli¢itih organa izlozenih hipoksi¢no-
reoksigenacijskom oste¢enju (bubreg, jetra, srce, mozak, pluca) i u serumu (Donnahoo i sur.,
1999.). U slucaju hipoksicno-reoksigenacijskog oSte¢enja jetre, porast plazmatske
koncentracije TNFa 1 IL-1 uocen je ve¢ 5 minuta od pocetka reperfuzije (Serracino-Inglott 1
sur., 2001.). U bubrega je pokazano da glomerularne 1 tubularne epitelne stanice mogu, nakon
ishemije pracene reperfuzijom, stvarati TNFo (Donahoo i sur., 1999.; Furuichi i sur., 2002.).
TNFa i IL-1 poticu sintezu kemokina kao $to su IL-8 i peptid koji aktivira neutrofile (ENA-78
od engl. epithelial neutrophil activating peptide). Oni imaju vaznu ulogu pri kemotaksiji i
aktivaciji neutrofila (Thornton i sur., 1990.; Chang 1 sur., 1994.). TNFa i IL-1 takoder poti¢u
ekspresiju athezijskih molekula na epitelnim i endotelnim stanicama (Pober, 1988.). Zbog

interakcije endotelnih stanica i leukocita dolazi do daljnjeg pojacanja stvaranja citokina.

Osim posredovanjem upalne reakcije, TNFa mozZe i izravno oStetiti parenhim organa
izlozenih hipoksi¢no-reoksigenacijskom ostecenju poticanjem apoptoze. Mehanizmi kojima
TNFa potice apoptozu detaljno su istrazeni u slu¢aju miokarda, bubrega i jetre (Donnahoo i
sur., 1999.; Meldrum, 1998.; Ding i Yin, 2004.). Osim lokalnih, TNFa i IL-1 imaju i brojne

udaljene ucinke.

Tako je TNFa uklju¢en u posredovanje ozljede pluéa povezane s ishemijom drugih
organa. Nakon ishemije pra¢ene reperfuzijom donjih ekstremiteta, kao i nakon hipoksi¢no-
reoksigenacijskog oStecenja crijeva raste razina TNFo u serumu Sto korelira s oSte¢enjem
plu¢a. Prethodno davanje protutijela na TNFa ili proteina koji veze TNFa djelovalo je

zastitno u ovim eksperimentalnim modelima (Al-Mehdi i Fisher, 1998.).
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Ova 1 brojna druga istrazivanja upucuju na vaznu ulogu TNFa u patogenezi akutnoga
respiratornog distres sindroma (ARDS, engl. acute respiratory distress syndrome) (Bhatia 1
Moochhala, 2004.). Uz citokine u patofiziologiji ARDS-a vaznu ulogu imaju 1 ROS i
aktivirani neutrofili (Bhatia i Moochhala, 2004.; Chow i sur., 2003.).

TNFa 1 IL-1 posrednici su odgovora akutne faze u koju se ukljucuje akutni odgovor
srediSnjega ziv€anog sustava i jetre, vruica, kataboliCka reakcija, ubrzanje energijskog
metabolizma 1 sekundarne promjene pojedinih funkcionalnih sustava (Kova¢ i Gamulin,
2002.a, b; Gabay i Kushner, 1999.). Stoga su vazni u patogenezi sustavnog upalnog odgovora
(SIRS — od engl. systemic inflammatory response syndrome) i viSestrukog organskog
zatajenja (MODS, engl. multiple organ dysfunction syndrome) (Kova¢ i Gamulin, 2002.a, b).
Postupci kojima se pokusalo sprijeciti djelovanje TNFa su inhibicija TNF transkripcije,
odnosno inhibicija aktivnosti TNFa (Donnahoo i sur., 1999.). Anti TNF i topljivi TNF
receptori istrazivani su u stanju sepse bez ocekivanog rezultata (Abraham i sur.,1995.). Mnogi
autori naglasavaju pravodobno zapocinjanje anticitokinske terapije kao vaznog ¢imbenika
eventualnog uspjeha. U nekim situacijama povezanim s hipoksi¢no-reoksigenacijskim
ostecenjem, kao Sto je transplantacija ili djelomicna resekcija organa (jetre, bubrega),
angioplastika, te intraoperativno privremeno zaustavljanje arterijske cirkulacije, moguce je
planirati vrijeme primjene terapije usmjerene protiv uc¢inaka upalotvornih citokina (Donnahoo

i sur., 1999.).

Tijekom hipoksi¢no-reoksigenacijskog oSte¢enja povecava se 1 koncentracija
upalostatskih citokina §to je dio regulacijskih mehanizama tijekom upale. IL-10 je prototip
upalostatskog citokina — inhibira sintezu TNFa i IL-1 1 umanjuje (neutralizira) njihove
upalotvorne ucinke poticuci izrazaj njihovih antagonista — IL-1RA (od engl. receptor
antagonist) 1 topljivog p75 TNF receptora. Primjena rekombinantnog misjeg IL-10 smanjila je
opseg oste¢enja u eksperimentalnome modelu hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja jetre

(Yoshidome i sur., 1999.).
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2.3.5. Uloga komplementa u hipoksi¢no-reoksigenacijskom oSte¢enju

Aktivacija komplementa dogada se u ranoj fazi (Zhou i sur., 2000.) hipoksi¢no-
reoksigenacijskog oSte¢enja. Sustav komplementa se sastoji od skupine bjelancevina koje
djeluju kao posrednici humoralne imunosti. Komplement broji tridesetak membranskih i
serumskih bjelancevina, a serumske se komponente normalno nalaze u inaktivnom obliku. Da
bi se pokazao ucinak komplementa, on mora biti aktiviran. Tijekom aktivacije komplementa
iskazuju se razliCiti bioloski ucinci. Uloga komplementa u patogenezi hipoksi¢no-
reoksigenacijskog oste¢enja pokazana je u vise eksperimentalnih modela kao i u klinickim
situacijama u kojima hipoksi¢no-reoksigenacijsko oste¢enje ima vaznu ulogu (Acosta i sur.,
2004.). Aktivacija komplementa rani je dogadaj tijekom hipoksi¢no-reoksigenacijskog
ostecenja (Zhou 1 sur., 2000.). Hipoksija moze aktivirati sve putove aktivacije komplementa:
alternativni 1 klasi¢ni (Pemberton i sur., 1993.; Murohara i sur., 1995.), a preko citokeratina 1

1 tre¢i put aktivacije koji se zbiva preko lektina (Collard 1 sur., 2001.).

Aktivirane komponente komplementa mogu utjecati na funkciju drugih ¢imbenika
uklju¢enih u patofiziologiju hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja: stvaranje ROS,
aktivaciju neutrofila i stvaranje produkata aktiviranog endotela (Zhou i sur., 2000.; Acosta i
sur., 2004.; Kilgore 1 sur., 1994.). Zhou i sur. istrazivali su znafenje pojedinih komponenta
komplementa u eksperimentalnom modelu hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja bubrega.
Njihovi rezultati upuéuju na kljuénu ulogu litickog kompleksa C5b-9 u ostecenju tkiva

bubrega misa (Zhou i sur., 2000.). gdje dolazi do oStecenja parenhima bubrega.

U eksperimentalnim modelima hipoksi¢no-reoksigenacijskog oSte¢enja koriSteni su
razli¢iti inhibitori sustava komplementa. Rekombinantni sCR1 inhibira aktivaciju C3
komponente komplementa, inhibitor C1 (C1-INH) inhibira klasi¢ni put aktivacije
komplementa. Antitijela protu-C5 blokiraju djelovanje C5a i1 formiranje litickg kompleksa

(Arumugam i sur., 1994.).
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2.3.6. Uloga vazoaktivnih tvari u hipoksi¢no-reoksigenacijskom oSte¢enju

U patogenezi hipoksi¢no-reoksigenacijskog oStecenja vaznu ulogu imaju vazoaktivni
¢imbenici (Serracino-Inglotti sur., 2001.; Grace, 1994.). Posebno su istrazivani endotelin 1,
kao najsnaznija vazokonstriktorna tvar, i duSi¢ni monoksid (NO) kao snazan vazodilatator. U
ranim satima nakon infarkta miokarda zabiljezeno je poviSenje plazmatske koncentracije
endotelina (Stewart i sur., 1991.). U eksperimentalnom modelu pokazano je da primjena
antitijela na endotelin smanjuje veli¢inu infarkta miokarda (Watanabe i sur.,, 1991.).
Meduodnos endotelina i NO detaljno je istrazen u slucaju hipoksi¢no-reoksigenacijskog
ostecenja jetre. Koncentracija endotelina povecava se u plazmi i jetrenom parenhimu u ranoj
fazi reperfuzije (Kawamura i sur., 1995.), dok je koncentracija NO niska u prvim satima
reperfuzije jetre, $to je posljedica niske unutarstanicne koncentracije NADPH i kisika
(kofaktora potrebnih za sintezu NO) i oslobadanja arginaze koja razgraduje L-arginin
(prekursor u sintezi NO) (Serracino-Inglott 1 sur., 2001.). Proizvodnja NO uspostavlja se tek
viSe sati nakon pocetka reperfuzije. Proizvodnja NO je ovisna o indukciji inducibilnog oblika
NO sintetaze (NOS) (Hur i sur., 1999.). Vaznost meduodnosa ovih vazoaktivnih ¢imbenika u
patofiziologiji hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja jetre, potvrdena je i istrazivanjima u
kojima su primijenjena protutijela na endotelin 1 i endotelin 2 , odnosno antagonista receptora
na endotelin. U tim je istrazivanjima smanjen opseg hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja,
odnosno poboljsana je jetrena mikrocirkulacija (Scommotau i sur., 1999.). Primjena inhibitora
NOS rezultirala je pogorSanjem parametara jetrene mikrocirkulacije u animalnim modelima
hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja (Koeppel 1 sur., 1997.). Ovi podatci upucuju na

vaznost meduodnosa endotelina 1 NO u patogenezi hipoksi¢no-reoksigenacijskog ostecenja.
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2.4. Presadivanje (transplantacija) organa

Presadivanje (transplantacija) organa danas je prihvacen i uspjeSan nacin lijeCenja
bolesnika, kod kojih je iz bilo kojih razloga doslo do nepovratnog zakazivanja funkcije
pojedinog, za zivot potrebnog organa. U posljednjim desetlje¢ima na taj se na¢in mogu mnogi
organi (bubreg, jetra, guSteraca, pluca, tanko crijevo, stanice otoci¢a gusSterace, krvotvorne
mati¢ne stanice) zamijeniti drugim, od drugog covjeka - davatelja ili donora. Uspjesno
presadivanje organa godinama je usavrSavano i ovisi o razvitku mnogih struka i stjecanju
mnogih znanja - o razvoju kirurgije, reanimatologije, neurologije, urologije, imunologije,

biokemije, nefrologije, hemodijalize, farmakologije, patologije.

U predtransplantacijskom probiru utvrduje se krvna grupa i provodi HLA (engl.
Human Leukocyte Antigen) tipizacija primatelja i davatelja te se utvrduje preosjetljivost
primatelja na antigene davatelja. HLA tipizacija je od najvece vaznosti za transplantaciju
bubrega i mati¢nih hematopoetskih stanica, dok je za transplantaciju srca, jetre, guSterace i
plu¢a uloga HLLA podudarnosti od manjeg znacaja. HLA tipizacija limfocita periferne krvi ili
limfnih ¢vorova koristi se za usporedivanje najvaznijih poznatih determinanti tkivne
podudarnosti davatelja 1 primatelja. Odreduje se podudarnost u Sest HLA antigena (HLA-A, —
B, —C, -DP, —-DQ, —DR). Podudarnost u sto je moguce vise HLA antigena znacajno povecava
prezivljavanje bubreznog transplantata. HLA podudarnost transplantata nesrodnih davatelja
takoder poveéava prezivljavanje, iako u puno manjoj mjeri zbog brojnih jo§ neutvrdenih
razlika u tkivnoj podudarnosti. Novija imunosupresivna terapija je proSirila mogucénosti
transplantacije. HLA nepodudarnost nije viSe automatska prepreka za transplantaciju. HLA
podudarnost kao i podudarnost u krvnim grupama (ABO) vazne su za prezivljavanje

transplantata. Organi se mogu dobiti od zivih i od mrtvih davatelja.

Organ potreban za Zivot drugom covjeku moguce je dobiti od umrle osobe nakon
prestanka rada srca ili ranije, kod jo$ kucajuc¢eg srca osobe koja vise nema mozdane
aktivnosti. Osnovni preduvjet za kasniju dobru funkciju ima onaj organ koji je do akta
presadivanja imao urednu opskrbu kisikom, a to je upravo kod osoba koje su umrle zbog
definitivnog oStecenja srediSnjeg ziv€anog sustava i1 koje kisik dobivaju pasivno, uz pomoc¢

strojne podrske.
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Transplantacija bubrega je najces¢i oblik transplantacije solidnog organa. Bubreg
davatelja se kirurSkim putem uklanja iz tijela davatelja, propire hladnim otopinama koje
sadrze relativno veliku koncentraciju slabo propusnih tvari (npr. manitol) 1 koncentraciju
elektrolita sliénu unutarstani¢noj te se potom pohrani u ledenoj otopini. Na ovaj nacin se
uglavnom uspjesno ocuva funkcija bubrega ukoliko se transplantira unutar 48 h. Prije
transplantacije moze biti potrebna dijaliza da bi se osigurao relativno normalan metabolicki
status. Nakon prijeoperativne pripreme pristupa se operativnom zahvatu — transplantaciji
bubrega. Transplantirani bubreg se obi¢no smjesta u ilijatnu jamu. Krvne zile doniranog
bubrega se anastomoziraju na zdjelicne (ilijatne) krvne zile primatelja, a mokracovod
davatelja se implantira u mokra¢ni mjehur ili se (rjede) anastomozira na mokracovod

primatelja.

Budu¢i da transplantirani bubreg predstavlja ,,strano® tkivo, potrebito je provoditi
terapiju protiv odbacijavna presatka. Tu terapiju nazivamo imunosupresija. Imunosupresivni
lijekovi djeluju na razli¢itim razinama aktivacije 1 proliferacije limfocita. NajceSce se
primjenjuje kombinacija inhibitora kalcineurina, mikofenolat mofetila i kortikosteroida, uz
indukcijsko imunosupresivno lijecenje blokatorom IL-2 receptora ili antilimfocitnim
globulinom. Zbog razli¢itih mehanizama njihovih djelovanja (slika 5.) rutinski se primjenjuje

kombinacija imunosupresivnih lijekova.
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Slika 5. Mjesta djelovanja imunosupresivnih lijekova. Preuzeto iz Ziv¢i¢-Cosié i sur., 2010.
MHC: glavni sustav tkivne podudarnosti, prema engl. major histocompatibility complex;

TSR: T stani¢ni receptor; Ag: antigen; mAb: monoklonsko protutijelo, prema engl.
monoclonal antibody;

IL-2: interleukin-2;

PI-3K: fosfatidilinozitol-3 kinaza;

Jak: Janus kinaza;

MAP kinaze: mitogenom aktivirane protein kinaze;

IKK: inhibitor kB kinaza;

CDK: ciklin-ovisne kinaze, prema engl.cyclin-dependent kinases;

NFAT: jezgrin ¢imbenik aktiviranih limfocita-T, prema engl. nuclear factor of activated T
cells;

AP-1: aktivacijska bjelancevina 1, prema engl. activator protein-1;

NF: jezgrin ¢imbenik, prema engl. nuclear factor

35



2.4.1. Primjena imunosupresivne terapije

Kortikosteroidi su bili prvi lijekovi za lijeCenje transplantacijske reakcije nakon
presadivanja bubrega. Oni djeluju na specificnu imunost blokiraju¢i ekspresiju gena za
citokine i citokinske receptore koji posreduju funkcije antigen predoc¢nih stanica i limfocita-T,
a pored toga svojim protuupalnim ucincima djeluju i na nespecificnu imunost. Zbog
lipofilnosti kortikosteroidi lako difundiraju kroz stanicne membrane te se vezu za
citoplazmatske receptore povezane s bjelanCevinama toplinskog Soka i proteinom koji veze

tvar FK506 (takrolimus).

Ciklosporin i takrolimus (FKS506) spadaju u skupinu imunosupresiva koji se
nazivaju inhibitorima kalcineurina. Oni koce kalcineurinski put prijenosa signala u stanici. Na
taj nacin smanjuju aktivaciju limfocita i proizvodnju citokina. Nakon vezivanja antigena za T
stanicni receptor, fosforilacija ZAP70 (engl. zeta associated protein) uzrokuje fosforilaciju
fosfolipaze Cyl, koja hidrolizira membranski fosfolipid fosfatidilinozitol 4,5 bifosfonat
(PIP2) u inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). IP3 dovodi do porasta
koncentracije kalcija u stanici. Kalcij se veze za kalmodulin i tvori kompleks koji aktivira

nekoliko enzima, ukljucujuéi fosfatazu kalcineurin.

Ciklosporin vezivanjem za citoplazmatski receptor ciklofilin i takrolimus vezivanjem
za citoplazmatski receptor FKBP (engl. FK binding protein), koji kao i ciklofilin takoder
pripada skupini imunofilina, tvore kompleks koji inhibira aktivnost kalcineurina. Time se
smanjuje defosforilacija regulacijske bjelancevine NFAT (engl. nuclear factor of activated T
cells) 1 onemogucava njezina translokacija u jezgru. Ometa se izrazaj nekoliko citokinskih
gena znacajnih za aktivaciju limfocita-T, uklju¢ujuéi gene za IL-2, IL-4, IFN 1 TNF-a te gen
za CD154 (CD40L), kao i izrazaj protoonkogena H-ras i c-myc. Ciklosporin dodatno
pojacava izrazaj TGF-B (engl. transforming growth factor-f3) koji dodatno inhibira luc¢enje IL-
2 1 novacenje citotoksi¢nih limfocita T. Postoji moguénost da je TGF-B odgovoran za razvoj
intersticijske fibroze bubrega (nefrotoksi¢no djelovanje inhibitora kalcineurina), a takoder se
povezuje s pojacanim umnazanjem tumorskih stanica (Abramovicz i sur., 2005.; Lewis,

2004.; Janeway i sur., 2005.; Halloran, 2004.).
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2.4.2. Anti-timocitni globulini

U uporabi su pripravei koji se dobivaju imunizacijom kuni¢a ili konja humanim
timocitima (timoglobulin) te imunizacijom kuni¢a Jurkat stanicnom linijom (ATG-F).
Timoglobulin je prociscen i pasteriziran gama-imunoglobulin dobiven imunizacijom kunica
ljudskim timocitima. In vitro, timoglobulin (koncentracija > 0,1 mg/ml) posreduje T-stani¢ne

supresivne ucinke kroz inhibiciju proliferacijskih odgovora na neke mitogene.

Navedeni pripravci sadrze citotoksicna protutijela protiv velikog broja povrSinskih
antigena T-limfocita, stanica NK i B-limfocita, adhezijskih molekula i kemokinskih receptora.
Primarno djelovanje je posljedica deplecije T-limfocita (CD3" za vise od 50 %) u krvi i
limfnim organima, ali to¢an mehanizam nije poznat. Limfopenija se razvija unutar 24 sata i
traje nekoliko godina, a CD8" T-limfociti oporavljaju se prije CD4" T-limfocita. Na jaginu
deplecije T-limfocita u perifernim tkivima viSe utjeCe maksimalna razina lijeka nego ukupna
kumulativna doza. Imunomodulacijskim djelovanjem ovi pripravci izazivaju i promjene u
funkciji T-limfocita, poti¢u nastanak CD4 CD25Foxp3” (Foxp3, engl. forkhead box protein
3) regulacijskih stanicaT, a mogu smanjiti stani¢nu infiltraciju kod reperfuzije organa i
tijekom epizoda akutnog odbacivanja. Intraoperativha primjena prije reperfuzije moze
smanjiti ucestalost odgodenog preuzimanja funkcije presatka (tubularne nekroze). Nije

poznato moze li oslobadanje citokina nakon infuzije pojacati reperfuzijsko osteéenje.

Uz konvencionalnu imunosupresivnu terapiju primjena anti-timocitnih globulina
smanjuje ucestalost akutnog odbacivanja presatka i omogucéava odgodeno uvodenje inhibitora
kalcineurina. Ovi preparati se primjenjuju osobito u bolesnika s velikim rizikom za
odbacivanje ili povecanim rizikom za odgodeno preuzimanje funkcije presatka. Oni
omogucuju smanjenje doze drugih imunosupresiva, lijeCenje s nizom dozom ili bez

kortikosteroida te izrazito smanjenje doze inhibitora kalcineurina.
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Poluvrijeme eliminacije anti-timocitnih globulina jako varira, a pra¢enje se temelji na
odredivanju broja T-limfocita u perifernoj krvi. Primijenjuju se razrjedeni fizioloSkom
otopinom ili 5 %-tnom otopinom glukoze i vrlo sporo (tijekom nekoliko sati) infundiraju u
veliku venu. Prije infuzije treba dati dnevnu dozu kortikosteroida, intravenski antihistaminik 1
antipiretik, jer tijekom primjene cesto dolazi do pojave sindroma otpuStanja citokina

(Abramovicz 1 sur., 2005.; Lewis, 2004.; Janeway i sur., 2005.; Halloran, 2004.).

Konvencionalni imunosupresivni protokol, koji se danas koristi u vecine bolesnika,
obuhvaca inhibitor kalcineurina (takrolimus ili ciklosporin), mikofenolat mofetil (ili
mikofenolnu kiselinu) 1 kortikosteroid. U ranom razdoblju nakon presadivanja, za suzbijanje
reakcije odbacivanja, potrebita je jaca imunosupresija te se koriste vele doze
imunosupresivnih lijekova ili se dodaju indukcijski agensi — poliklonska ili monoklonska
protutijela, ¢ime se smanjuje ucestalost akutnih reakcija odbacivanja. Uz navedene lijekove
jednogodisSnje prezivljavanje bubreznih presadaka iznosi vise od 90 %, a ucestalost akutnih
reakcija odbacivanja do 15 % (Meier-Kriesche i sur., 2004.). Budu¢i da pojedini lijekovi
imaju razli¢ito mjesto djelovanja u imunosnom odgovoru, primjenjuje se istovremeno vise
razli¢itih imunosupresivnih lijekova. K tome, neki lijekovi pokazuju aditivni ili sinergijski
ucinak, Sto omogucuje smanjenje doze, a time 1 Stetno djelovanje. Indukcijsko
imunosupresivno lijecenje anti-timocitnim protutijelima potrebno je osobito u bolesnika s
visokim rizikom za odbacivanje ili za odgodeno preuzimanje funkcije presatka. Nekoliko
mjeseci ili godina nakon presadivanja dolazi do prilagodbe izmedu primatelja i1 presatka pa je
potrebno smanjiti dozu imunosupresivnih lijekova, ali lijekove 1 dalje treba uzimati
svakodnevno 1 trajno. Zbog nesuradnje, nepravilnog uzimanja ili svojevoljnog ukidanja
imunosupresivnih lijekova, u oko cetvrtine bolesnika dolazi do pogorsanja ili gubitka funkcije

presatka (Berthoux i sur., 2002.; Schweizer i sur., 2002.).

Lijecenje treba prilagoditi potrebama bolesnika tako da postoji ravnoteza izmedu
ucinkovitosti 1 podnosljivosti primijenjenih lijekova. Kod starijih primatelja bubreznog
presatka i bolesnika s poremecajem funkcije jetre, najcesce kao posljedica toksi¢nog ucinka
lijekova ili preboljenog hepatitisa, reakcije odbacivaja su rjede i slabijeg intenziteta, a veca je
ucestalost infekcija. Jacu imunosupresiju zahtijevaju primatelji s pove¢anim imunosnim
rizikom koji mogu imati, primjerice, zbog manje HLA podudarnosti s darivateljem,

senzibilizacije na tkivne antigene, ranijeg presadivanja organa, kombiniranog presadivanja
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bubrega i gusterace, odgodenog preuzimanja funkcije presatka, mlade Zzivotne dobi ili
pripadnosti crnoj rasi. Da bi se smanjila ucestalost i jac¢ina nezeljenih djelovanja ispituju se
protokoli s novijim lijekovima te manjom dozom kortikosteroida ili inhibitora kalcineurina,
njihovim ranijim ukidanjem ili potpunim izostavljanjem. Uvodenje novih imunosupresivnih
lijekova 1 protokola otezava potreba za dugotrajnim pracenjem i lijeCenjem velikog broja
ispitanika u kontroliranim klinickim studijama, budu¢i da je primjena modernih lijekova

omogucila dugogodiSnje prezivljavanje presatka i bolesnika.

U nastupu akutne reakcije odbacivanja posredovane stanicama lijeCenje se zapocinje
intravenskom primjenom pulsnih doza metilprednizolona tijekom tri do pet dana, uz provjeru,
a prema potrebi 1 izmjenu doze drugih imunosupresivnih lijekova. Za lije¢enje kasnih reakcija
odbacivanja koje se javljaju nakon treCeg mjeseca od presadivanja bubrega, preporucuju se
pulsne doze kortikosteroida. U osnovi se ve¢inom radi o “kroni¢cnom odbacivanju” odnosno
kroni¢noj nefropatiji presatka koja prijeti daljnjim pogorSanjem ili gubitkom funkcije
presatka. Nepotrebnim intenziviranjem imunosupresije moze se izazvati dodatne komplikacije
1 pogorsati stanje bolesnika. (Abramovicz 1 sur., 2005.; Lewis, 2004.; Magee iSayegh, 2004.;
Pham 1 sur., 2005.; EBPG Exspert Group on renal transplantation, 2000.). Nakon presadivanja
bubrega moze do¢i i do odgodene funkcije presatka (engl.delayed graft function). Radi se o
obliku akutnog oSteenja bubrega, a manifestira se posttransplantacijskom oligurijom,
povecava se imunogeni¢nost alografta i rizik od akutnog odbacivanja, te se dugorocno
smanjuje prezivljenje grafta. Na odgodenu funkciju grafta djeluju donorski ¢imbenici, kao i

prerenalni, renalni i postrenalni ¢cimbenici primatelja.

U eksperimentalnim studijama je videno da ponovna uspostava protoka krvi u
hipoksijom oSte¢enom bubregu, nakon hipotermije aktivira sloZeni slijed dogadaja koji igraju
kljuénu ulogu u razvoju odgodene funkcije transplantata. Rasvjetljavanje patofiziologije
bubrezne hipoksi¢no-reoksigenacijskog osteéenja doprinjelo bi razvoju strategije za

smanjenje stope odgodene funkcije transplantata.
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2.5. Stanice HEK-293

Stanice HEK-293 su stanice koje izvorno potjecu iz humanih embrijskih stanica
bubrega uzgojenih u kulturi tkiva. Stanice HEK-293 se u laboratorijskim uvjetima (slika 6.)
mogu lako umnazati i rasti, kao i transferirati. Zbog toga su te stanice podesne za istrazivanje
stani¢ne biologije. Analizom je pokazano da je do transformacije doslo zbog ugradnje ~ 4,5
kilobaza virusnog genoma (adenovirusa) u ljudski kromosom 19. Cinjenica da stanice potjeu
iz humanog embrijskog bubrega, ne govori mnogo o to¢nom stani¢nom podrijetlu stanica
HEK- 293. Kultura stanica proizvedena iz embrijskog bubrega moze sadrzavati mali broj
gotovo svih tipova stanica u tijelu, ukljucujuéi i stanice neuralnog grebena, neurona i glija
stanica. Stanice HEK-293 imaju vrlo slozen kariotip. Prisutnost viSe X kromosoma i

nedostatak Y kromosoma ukazuju na to da je izvorna stanica bila iz embrija Zenskog spola.

Slika 6. Stanice HEK-293 (iz lab. prof. Sindi¢)
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Kultura stanica HEK-293

Divlji tip stanica HEK-293 je nasaden metodom tripsinizacije prema standardnom
protokolu. Kad su pod svjetlosnim mikroskopom HEK-293 stanice dosegle konfluentnost od
80%, isprane su s 5 ml Hanksove otopine koja je sadrzavala Mg”" i Ca*" (Sigma Aldricht
Chemie GmbH) te nakon toga s 10 ml otopine bez Mg®" i Ca*". Tijekom 1 minute primijenjen
je 1 mL otopine sastava: 0,25% tripsina (Sigma Aldricht Chemie GmbH) 1 0,02% EDTA
(Sigma Aldricht Chemie GmbH) kako bi se stanice odvojile od podloge posude za stani¢nu
kulturu. Odvojene stanice su skupljene te centrifugirane 4 minute na 1500 okretaja/min u
mediju za prekid tripsinizacije (5 ml Hanksova otopina sa Mg*" i Ca*" u koju je dodano 2 ml
10%-tnog seruma govedeg fetusa (Sigma Aldricht Chemie GmbH). Supernatant je bacen, a
stanice su resuspendirane u 9 ml medija za odrzavanje -Eagle medij prilagoden po Dulbeccou

(DMEM; Sigma Aldricht Chemie GmbH).

Stanice namijenjene mjerenju membranskih potencijala metodom prikovanih
potencijala nasadene su na prethodno sterilizirana okrugla pokrovna stakalca. Za test grebanja
1 smrtnosti stanice u kulturi, one su nasadene direktno u Petrijeve posudice veli¢ine 3 cm.
Pocetna kultura stanica obiljezena je kao PO, a svaka sljedeca obiljeZena je brojem koji
oznacava broj izloZenosti tripsinu (P1, P2, P3, itd.). HEK-293 stanice koriStene su od 65 do
248 pasaze, a upotrebljavane u pokusima 3 - 10 (5,4 £0,1 n=388) dana nakon nasadivanja.
Stanice su odrzavane u DMEM mediju koji sadrzi 3,7 g/l NaHCOs3, uz dodanih 2 mM L-
glutamina (Sigma Aldricht Chemie GmbH), 10 ml/l Penicilin/Streptomicina (10000 E/10000
mg/ml; Sigma Aldricht Chemie GmbH) 1 10% fetalnog govedeg seruma u atmosferi s 5%
C0,/95% zraka na 37 C.
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3.2. Imunocitokemija

Stanice HEK-293 nasadene na okrugla pokrovna stakalca veli¢ine 1 cm inkubirana su
15 minuta na sobnoj temperaturi s 40 pg/mL timoglobulina (Novartis, Basel, Svicarska).
Kontrolne stanice su bile u otopini bez timoglobulina. Stanice su fiksirane 5 minuta s
otopinom acetona i metanola u omjeru 1:1 u Tris otopini (TBS, Sigma Aldricht) prethodno
ohladenim na -20° C. Zatim su osuSene na zraku te isprane 2 puta po 5 min na sobnoj
temperaturi otopinom TBS u koju je dodano 0,01% Tween 20. Nakon toga su inkubirane sa
1% mlijeka u prahu otopljenim u TBS-u u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi. Potom su
isprane 2 puta po 5 minuta otopinom TBS-a s dodatkom 0,01% Tween 20. Kao sekundarno
protutijelo koristeno je ALEXA Fluor 546 anti kuniéji IgG otopljen u TBS s dodatkom 0,5%
albumina iz govedeg seruma (BSA, Sigma Aldricht) u omjeru 1:50 1 u trajanju od 1 sat na
sobnoj temperaturi u mraku. Stanice su zatim isprane 3 puta po 5 minuta TBS-om na sobnoj
temperaturi te uklopljene. Je li se timoglobulin vezao za stanice pokazano je na mikroskopu
(Olympus AX70) snimljeno digitalnim fotoaparatom Canon EOS 400D, a rezultat usporeden

sa stanicama koje su inkubirane u otopini bez timoglobulina.

Da bismo ustvrdili povrsinsko vezanje timoglobulina, iste stanice su dalje inkubirane
istim postupkom s primarnim protutijelom za povrSinsku molekulu za prianjanje (JAM-A,
engl. junctional adhesion molecule — A) uz sekundarno ALEXA Fluor 488. Na kraju postupka
stanice su inkubirane 5 min na sobnoj temperaturi s4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI

1:1000) bojom koja boji samo stani¢nu jezgru.
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3.3. Metoda prikovanih potencijala

Stakalca s jednim slojem HEK-293 stanica fiksirana su na dno komorice za perfuziju
smjeStenoj na invertnom mikroskopu (Axiovert 10, Zeiss, Gottingen, Njemacka) (slika 7).
Kao otopina za perfuziju u kojoj su bili otopljeni svi testirani pripravci, koriStena je
standardna Ringerova otopina koja je sadrzavala: 145 mmol/L NaCl, 1,6 mmol/L K;HPOs4,
0,4 mmol/L KH,POj4, 5 mmol/L D-glukoze, 1 mmol/L MgCl, i1 1,3 mmol/L kalcij-glukonata
(pH 7.4). Svi pokusi izvedeni su na 37° C uz brzinu perfuzije od 10 ml/min.

Membranski potencijali odredeni su kao razlika izmedu mjerne staklene elektrode
(mjerna elektroda) te referentne elektrode umocene u otopinu koja oplakuje stanice. Obje
elektrode sacinjene su od AgCl, tako da je pola sata prije izvodenja pokusa srebrna Zzica
umocena u izbjeljiva¢ Sto je dovelo do stvaranja povrSinskog sloja klora. Staklene pipete
izgradene izvlaenjem zagrijavanih staklenih cjev€ica promjera 1,4 mm (Science products
GmbH, Hofheim, Njemacka) uz pomo¢ Single Stage Glass Microelectrode Puller-a (PP 830,
Narishige, Japan). Pipete koriStene za pokuse ispunjene su otopinom koja je sadrzavala: 95
mmol/L kalij- glukonata, 30 mmol/L KCI, 4,8 mmol/L. Na,HPOy,, 1,2 mmol/L NaH;POg, 5
mmol/L D-glukoze, 0,73 mmol/L kalcij-glukonata, 1 mmol/L EGTA, 1,03 mmol/L MgCl, 11
mmol/L ATP (pH 7,2) (slika 7.). Da bi se omogucio pristup unutra$njosti stanice pod otvorom
pipete, otopini je dodano 160 pM nistatina (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Njemacka). (Greger i Kunzelmann, 1991; Schlatter i Schafer, 1997.). Pocetni otpor ovako
pripremljenih pipeta iznosio je izmedu 2 1 10 MQ (5,2 £0,2 MQ, n = 50).

Kada se stanica dodirne vrhom staklene pipete (slika 8.), primijeni se vakuum da bi se
dio membrane uvukao u otvor pipete i pritom postiglo priljubljivanje membrane s
posljedi¢nim stvaranjem megaomskog otpora. Nistatin u pipeti je nakon nekoliko minuta
doveo do otvaranja nespecificnih ionskih kanala, ¢ime se elektricki povezala unutrasnjost
stanice s mjernom elektrodom smjestenom u staklenoj pipeti. Zbog posljedicnog polaganog
porasta mjerenog potencijala do dosezanja stvarne vrijednosti, ova metoda se naziva “slow-
whole-cell patch clamp technique”. Membranski potencijal mjeren je pomocu pojacala (U.
Frobe, Physiologisches Institut, Universitdt Freiburg, Germany) i biljeZen pisatem (WeKa

graph WK-250R, WKK, Kaltbrunn, Switzerland).
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PIPETA:
N
6.8 mM Na

125mMK
160 pM Nistatin

MJERNA ELEKTRODA

KUPELJ:
+

145 mM Na
+

3.6 mM K

\/ REFERENTNA ELEKTRODA

HEK-293

N =
ULAZ OTOPINE C)CDC‘&SDJDC) IZLAZ OTOPINE

OBJEKTIV

Slika 7. Metoda prikovanih potencijala. Stakalca sa jednim slojem HEK-293 stanica fiksirana
su na dno komorice za perfuziju smjestenoj na invertnom mikroskopu.

A: komorica za perfuziju smjestena je na invertnom mikroskopu s otvorima za ulaz i izlaz
otopine koja oplakuje stanice. U komoricu je smjestena referentna elektroda dok se mjerna
staklena elektroda prislanja na stanice.

B: uvecan prikaz mjerne elektrode u koju se uvlaéi dio staniéne membrane te sadrzaj natrija i
kalija u otopini koja oplakuje stanicu (izvanstani¢na tekuéina) te one koja se nalazi u mjernoj
elektrodi (unutarstani¢na tekucina), a sadrzi i nistatin koji omoguéava pristup unutras$njosti
stanice.
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Slika 8. Stani¢na kultura HEK-293 stanica prikazane u pokusu mjerenja membranskih
potencijala. Lijevo je prikazana staklena mjerna elektroda koja dodiruje stanicu.

Pokusi su izvodeni kao parni, pri ¢emu je membranski potencijal dobiven za vrijeme
oplakivanja stanica ispitivanom tvari, pod utjecajem inhibitora ili drugog hormona,
usporedivan s potencijalom prije i nakon ucinka same tvari. U¢inak svih koriStenih tvari na

membranski potencijal (Vy,) izraCunavan je prema formuli:

V1 + V3

AVm (mV) = V2 -——

V| = membranski potencijal stanice prije ucinka ispitivane tvari
V, = membranski potencijal stanice za vrijeme ucinka

V3 = membranski potencijal stanice nakon u¢inka
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Nakon wuspostavljanja stabilnog membranskog potencijala, vijabilnost stanice
odredivana je promjenom koncentracije kalija u otopini sa 3,6 na 18,6 mM. Originalni zapis
te izracunavanje ucinka prikazan je na slici 9. Depolarizacijski u¢inak porasta koncentracije
kalija je zatim izraCunat po gore navedenoj formuli i iznosi 15 mV gdje je V1 iznosi -67 mV,

V2 iznosi -52 mV te se membranski potencijal vraca na pocetnu vrijednost od -67 mV (V3).

= 50 4
£ \
S 60 4=

=70 T MENEENEENERF

-80 +

3,6 mM 18,6 mM 3,6 mM K'

Slika 9. Originalni zapis promjene membranskog potencijala V;, (mV) na primjeru
depolarizacije u iznosu od 15 mV na HEK-293 stanicama izazvane porastom koncentracije K"
u kupelji s 3,6 mM na 18,6 mM.

Timoglobulin (25 mg) je otopljen u otopini vode 1 glicerola (1:1) u volumenu od 5 mL.
U pokusima je koristeno 2, 4, 8 1 16 uL/mL ove otopine $to daje koncentraciju timoglobulina
od 10, 20, 40 1 80 pg/mL. Da bi se uklonio mogu¢i u¢inak glicerola i vode, kontrola je bio isti

volumen otopine glicerola i vode bez timoglobulina.
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3.4. Hipoksi¢no-reoksigenacijsko oSte¢enje HEK-293 stanica

Da bismo pokazali u€inak timoglobulina u hipoksi¢no-reoksigenacijskim uvjetima,
HEK-293 stanice su inkubirane timoglobulinom 24 sata na 37° C u atmosferi 5% C0,-95%
N, nakon ¢ega je slijedila oksigenacija stanica inkubacijom sat vremena na 37° C u atmosferi
5% C0O,-95% zraka. Stanice su drzane u DMEM mediju koji sadrzi 3,7 g/L NaHCO;3, uz
dodanih 2 mM L-glutamina te 10 ml/L Penicilin/Streptomicina (10000 E/10000 mg/ml) uz
dodatak 20, 40 ili 80 pg/mL timoglobulina otopljenog u otopini glicerola i vode u omjeru 1:1
s komplementom (razrijedenim 1:200, Sigma Aldrich) ili bez njega. Pokazano je da samo
otapalo mijenja membranski potencijal i zato je u ovim pokusima morala biti koriStena
adekvatna kontrolna otopina glicerola i vode bez timoglobulina. Usporedivane su HEK-293
stanice koje su bile u hipoksijskim uvjetima u odnosu na one koje nisu. U€inci timoglobulina
na hipoksi¢no-reoksigenacijsku ozljedu su promatrani u odnosu na smrtnost i migraciju HEK-

293 stanica.

3.4.1. Odredivanje smrtnosti HEK-293 stanica

Smrtnost HEK-293 stanica odredivana je tripanskim modrilom (Tripan blue 0,4%
Sigma Sigma Aldrich) koje ne ulazi u zdrave i Zive stanice. Kada su stanice oStecene ili
mrtve, tripansko modrilo ulazi u stanicu i boji ju. Brojanjem obojenih stanica u odnosu na
neobojene dobiva se postotak mrtvih stanica u kulturi. Stanicama, koje smo izvadili iz
hipoksi¢ne komore i kontrolnim stanicama koje nisu bile izlozene hipoksijskim uvjetima,
pazljivo smo odstranili medij, dodali 10% tripansko modrilo u fizioloskoj otopini, te
inkubirali stanice nekoliko minuta na sobnoj temperaturi. Tripansko modrilo isprali smo

fizioloskom otopinom i stanice izbrojili na svjetlosnom mikroskopu.
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3.4.2. Test grebanja

HEK-293 stanice konfluentnosti od 70% su zagrebene po povrSini vchom pipete (slika
10.) te odvojene u dvije zasebne skupine od kojih je jedna stavljena u hipoksi¢nu komoru.
Druga kontrolna skupina, bila je izlozena kisiku u normalnim uvjetima stani¢ne kulture u
DMEM mediju koji sadrzi 3,7 g/L NaHCOs, uz dodanih 2 mM L-glutamina te 10 ml/L
Penicilin/Streptomicina (10000 E/10000 mg/ml) i dodatak 20, 40 ili 80 pg/mL timoglobulina
s komplementom (razrijedenim 1:200, Sigma Aldrich) ili bez njega. Kontrola su bile stanice
kojima je dodan jednak volumen otopine u kojoj je otopljen timoglobulin i/ili komplement
kao S$to je opisano ranije. Nakon inkubacije u trajanju od 24 sata odreden je razmak izmedu
stanica pod stereomikroskopom (Olympus SZX10). Na slici 10. prikazano je smanjenje
udaljenosti izmedu stanica nakon 24 sata od odrzavanja stanice u normoksijskim uvjetima na

37° C.

Slika 10. Test grebanja. Smanjenje udaljenosti izmedu HEK-293 stanica nakon 24 sata kada
su stanice odrzavane u normoksijskim uvjetima na 37 °C. A: kultura stanica odmah nakon $to
je njihova povrSina zagrebana, B: kultura stanica pod A nakon 24 sata u uvjetima normalne
koli¢ine kisika pokazuju smanjenje razmaka izmedu stanica radi njihove migracije
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4.5. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreSka. Za statisticku
obradu podataka koristen je Studentov t test (zavisni i nezavisni ovisno o potrebi, pri ¢emu je
svaki ucinak usporedivan sa svojom kontrolom). Kod usporedivanja vise od dva parametra
koriSten je ANOVA statisticki test s posthoc Tukey-testom. Statisti¢ka znacajnost definirana
je na razini p vrijednosti manjoj od 0,05. Odnose izmedu ispitivanih vrijednosti odredena je
izraCunom r vrijednosti testovima korelacije. Analiza je provedena koriste¢i racunalni

program GrafPad Software.
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4. REZULTATI
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4.1. Ucinak timoglobulina na promjenu membranskog potencijala HEK-293 stanica

HEK-293 stanice su koristene od 65. do 119. pasaze (86,6 + 3,3 pasaza, n = 50) i to 4
do 10 dana nakon pasaziranja (6,5 = 0,3 dana, n=50). Pocetni membranski potencijal HEK-
293 stanica iznosio je -51,7 = 3,3 mV (n = 50). Pocetni otpor mjerne pipete iznosio je 2-10
(5,2 £ 0,2) MQ (n = 50). Da bismo testirali vijabilnost stanica prije pokusa, koristili smo
depolarizacijski odgovor stanica na porast koncentracije K™ za 15 mM (originalni zapis na
slici 9) koji je iznosio AV, = 10,1 £ 0,9 mV, n = 31. Ovaj odgovor stanica stavili smo u odnos
s poletnim membranskim potencijalom koji su u negativnoj korelaciji. Sto je podetni

potencijal negativniji, to je i depolarizacijski ucinak hiperkalijemije visi (slika 11, r =-0,54).

20
18 1 *
16 1
11 1
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Slika 11. Odnos pocetnog membranskog potencijala (V;,) 1 promjene membranskog

potencijala (AVy,) uzrokovanog porastom izvanstani¢ne koncentracije K™ u otopini s 3,6 na
18,6 mM (r =-0,54).
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Na pocetku istrazivanja odredili smo koji od preparata imunoglobulina, od onih koji se
koriste u transplantacijskoj medicini, imaju ucinak na HEK-293 stanice. Od tri skupine
koriStenih preparata (timoglobulin, ATG-F te ze¢ji IgG (40 pg/mL)) jedino je timoglobulin
statisticki znacCajnije jaCe depolarizirao staniénu membranu u odnosu na kontrolu (slika 12.)

(glicerol/voda 50%/50% - otopina u kojoj su bila otopljena protutijela).
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Timoglobulin ATG-F ZedjilgG Kontrola

Slika 12. Depolarizacijski ucinak timoglobulina, ATG-F-a te ze¢jeg IgG na membranski
potencijal HEK-293 stanica. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
pogreska. Broj pokusa je prikazan u zagradama. * oznacava statisticku znac¢ajnost na razini
p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu

Kao $to smo ve¢ pokazali za odgovor stanica na hiperkalijemiju, tako smo ponovno
stavili u odnos pocetni membranski potencijal i depolarizacijski u€inak timoglobulina. U¢inak

timoglobulina je visi ako je 1 poc¢etni membranski potencijal visi (slika 13.).
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Slika 13. Odnos pocetnog membranskog potencijala (V) 1 promjene membranskog

potencijala (AV},) uzrokovanog timoglobulinom (40 pg/mL) na stanicama HEK-293 (r = -
0,69).

S obzirom na to da je vodljivost staniéne membrane osjetljiva na vecéinu danas
poznatih otapala, prilikom izvodenja pokusa morali smo iznimno paziti da kontrolne skupine
imaju uvijek jednaku koli¢inu otapala kao 1 pokusna skupina. U€inak na membranski
potencijal potvrdili smo i na koncentracijski ovisnoj krivulji odgovora (slika 14A). Kako je i
otapalo imalo svoj u€inak na membranski potencijal, na slici 14B su prikazane razlike u
ucinku kontrolne i pokusne skupine. Timoglobulin doseZe svoj maksimalan ucinak pri
koncentraciji od 40 pg/mL. Pocetni membranski potencijali kod pojedine skupine nisu se

statisti¢ki razlikovali.
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Slika 14. Depolarizacijski u€inak timoglobulina ovisan o koncentraciji. A: Depolarizacijski
ucinak timoglobulina ovisan o koncentraciji (crni stupci) u odnosu na pripadajucu kontrolu
(bijeli stupci). B: Razlika u depolarizaciji membrane HEK-293 stanica pod djelovanje
timoglobulina i1 pripadaju¢e kontrole. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska. Broj pokusa je prikazan u zagradama. * oznacava statistiCku znacajnost
na razini p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu

55



4.2. Vezanje timoglobulina na stanice HEK-293

Da bi neka tvar mogla djelovati na membranski potencijal, mora mijenjati vodljivost
membrane za ione. To je moguce vezanjem na stani¢nu povrSinu na neki od proteinskih
receptora (posljedi¢na aktivacija sustava drugih glasnika) ili direktnim djelovanjem na ionske
kanale. Da bismo pokazali smjestaj timoglobulina na povrsini stanice, pokazali smo njegovu
kolokalizaciju s povrSinskom molekulom za prianjanje (JAM-A, engl. junctional adhesion
molecule — A) prikazano na slici 15.

A B

40 um

40 um

40 um

Slika 15. Vezivanje timoglobulina na povrSinu HEK-293 stanica. A: timoglobulin; B:
negativna kontrola; C: povrSinska molekula za prianjanje (JAM-A, engl. junctional adhesion
molecule — A); D: negativna kontrola; E: plavo obojene jezgre stanica (DAPI); F: spoj A, C 1
E koja pokazuje preklapanje timoglobulina i povrSinske JAM-A molekule (prikazano zutom
bojom)
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4.3. Ucinak timoglobulina u normoksi¢nim uvjetima te nakon hipoksi¢no-

reoksigenacijskog oStecenja na smrtnost HEK-293 stanica

Do sada smo pokazali da se timoglobulin veze za povrSinu HEK-293 stanica i da
dovodi do promjene membranskog potencijala. Nadalje smo htjeli utvrdili hoce li
timoglobulin svojim direktnim djelovanjem na HEK-293 stanice dovesti do smanjenja njihove

smrtnosti u hipoksi¢no-reoksigenacijskim uvjetima.

NORMOKSIJA HIPOKSIJA-REOKSIGENACIJA
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Slika 16. Timoglobulin 20 pg/mL smanjuje smrtnost HEK-293 stanica u hipoksijskim
uvjetima. U normoksijskim uvjetima timoglobulin nije imao statisticki zna¢ajan ucinak na
smrtnost stanica. Hipoksijsko-reoksigenacijsko ostecenje prikazano je porastom smrtnosti
kontrolnih stanica, a inkubacija stanica s 20 pg/mL timoglobulina tijekom hipoksije dovela je
do statisticki znacajnijeg smanjenja smrtnosti stanica u odnosu na kontrolne stanice u
hipoksijskim uvjetima. Dodatak komplementa nije doveo do znacajne razlike u smrtnosti
stanica ni u normoksijskim ni u hipoksijskim uvjetima. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska. Broj pokusa je n = 4. # - oznacava statisticki znacajnu
razliku na razini p<0,05 u odnosu na kontrolne vrijednosti u normoksijskim uvjetima, *
oznacava statistiCku znacajnost na razini p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu u
hipoksijskim uvjetima
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Da bismo pokazali u€inak timoglobulina u hipoksi¢no-reoksigenacijskim uvjetima,
HEK-293 stanice su inkubirane timoglobulinom 24 sata u atmosferi 5% C0,-95% N, nakon
Cega je slijedila faza reoksigenacije stanica sat vremena u atmosferi 5% C0,-95% zraka.
Timoglobulin je bio otopljen u glicerolu 1 vodi (1:1) s komplementom ili bez njega.
Koncentracije koriStene u ovom dijelu istrazivanja su one koje dovode do depolarizacije
HEK-293 stanica (20, 40, 80 png/mL). Kontrolne stanice su inkubirane otopinom glicerola i
vode u istoj koli¢ini samo bez timoglobulina da bi se izbjegao moguci ucinak otapala.
Usporedivane su stanice koje su bile u hipoksijskim uvjetima u odnosu na one koje nisu.

Smrtnost stanica odredivana je bojanjem tripanskim plavilom.
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Slika 17. Timoglobulin 40 pg/mL smanjuje smrtnost HEK-293 stanica u hipoksijskim
uvjetima. U normoksijskim uvjetima timoglobulin (sivi stupci) nije imao statisticki znacajan
ucinak na smrtnost stanica. Hipoksijsko-reoksigenacijsko oStecenje prikazano je porastom
smrtnosti kontrolnih stanica dok je inkubacija stanica s 40 pg/mL timoglobulina tijekom
hipoksije dovela do statisticki zna¢ajnijeg smanjenja smrtnosti stanica u odnosu na kontrolne
stanice (bijeli stupci) u hipoksijskim uvjetima. Komplement nije doveo do znacajne razlike u
smrtnosti stanica ni u normoksijskim ni u hipoksijskim uvjetima (isprugani stupci). Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Broj pokusa je prikazan u
zagradama. # - oznacava statisti¢ki znacajnu razliku na razini p<0,05 u odnosu na kontrolne
vrijednosti u normoksijskim uvjetima, * oznacava statistiCku znacajnost na razini p<0,05 u
odnosu na kontrolnu skupinu u hipoksijskim uvjetima.
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U normoksijskim uvjetima timoglobulin nije imao statisti¢ki znacajan ucinak na
smrtnost stanica. Hipoksijsko-reoksigenacijsko ostecenje prikazano je porastom smrtnosti
kontrolnih stanica dok je inkubacija stanica sa 20 1 40 pg/mL timoglobulina tijekom hipoksije
dovela do statisticki znacajnijeg smanjenja smrtnosti stanica u odnosu na kontrolne stanice u
hipoksijskim uvjetima (slika 16. 1 17.). Ovaj ucinak nije primije¢en pri koncentraciji
timoglobulina od 80 pg/mL (slika 18. 1 19.). Osim u jednom pokusu, komplement nije doveo

do znacajne razlike u smrtnosti stanica ni u normoksijskim ni u hipoksijskim uvjetima (slika

18.).
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Slika 18. Timoglobulin 80 pg/mL ne smanjuje smrtnost HEK-293 stanica u hipoksijskim
uvjetima. U normoksijskim uvjetima timoglobulin (sivi stupci) nije imao statisti¢ki znacajan
ucinak na smrtnost stanica. Inkubacija stanica s 80 pg/mL timoglobulina tijekom hipoksije
nije bila statisti¢ki znac¢ajna u odnosu na kontrolne stanice (bijeli stupci) u hipoksijskim
uvjetima. Jedino je u kontrolnim stanicama u hipoksijskim uvjetima komplement doveo do
statisticki znac¢ajnog smanjenja smrtnosti (isprugani stupci). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska. Broj pokusa je prikazan u zagradama. # - oznaCava
statisticki znacajnu razliku na razini p<0,05 u odnosu na kontrolne vrijednosti u
normoksijskim uvjetima, * oznacava statistiCku znaajnost na razini p<0,05 u odnosu na
kontrolnu skupinu u hipoksijskim uvjetima
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Da bismo pokazali da ucinak timoglobulina na smrtnost stanica u hipoksijsko-
reoksigenacijskim uvjetima ovisi o koncentraciji, oduzeli smo postotak smrtnosti stanica koje
su inkubirane samo otapalom te smrtnost stanica inkubiranih timoglobulinom (slika 19). Kako
smo ve¢ pokazali proucavajuci uéinak na promjenu membranskog potencijala, samo otapalo
je pokazalo uc€inak i na smrtnost stanica time §to se postotak smrtnosti, nastao djelovanjem
hipoksijsko-reoksigenacijskih uvjeta, smanjuje s povecanjem koncentracije glicerola u

stanicnom mediju kontrolnih stanica (slika 19).
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Slika 19. Uc¢inak timoglobulina na smrtnost HEK-293 stanica u hipoksijsko-
reoksigenacijskim uvjetima. A: U hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima u odnosu na
normoksiju stanice ¢e imati najvecu povecanu smrtnost u kontrolnoj skupini (otapalo) od 20
ug/mL, a najmanju u kontrolnoj skupini od 80 pug/mL. Crta prikazuje trend smanjenja razlike
u broju mrtvih stanica ovisno o koncentraciji. B: Razlika u djelovanju timoglobulina i
pripadajuce kontrole na smrtnost stanica u hioksijsko-reoksigenacijskim uvjetima ovisno o
koncentraciji. Timoglobulin pokazuje najve¢i u€inak pri najmanjoj koncentraciji te njegov
ucinak prestaje pri koncentraciji od 80 pg/mL. Linija prikazuje trend smanjenja razlike u
broju mrtvih stanica ovisno o koncentraciji.
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4.4. Ucinak timoglobulina u normoksi¢nim uvjetima te nakon hipoksi¢no-

reoksigenacijskog oSteenja na migraciju HEK-293 stanica

Do sada smo pokazali ucinak timoglobulina na membranski potencijal HEK-293
stanica te na smanjenje smrtnosti istih u hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima. U ovom
dijelu rada Zeljeli smo odrediti povecava li timoglobulin migraciju stanica te time omogucava
brzi oporavak, ili smanjuje njihovu migraciju te Stedi energiju i resurse za prezivljavanje
stanica u loSim uvjetima. Migraciju stanica istrazivali smo testom grebanja. Ukratko, stanice
su zagrebane po povrsini te odvojene u dvije zasebne skupine od kojih je jedna stavljena u
hipoksi¢cnu komoru, dok je druga kontrolna skupina bila izloZena kisiku u normalnim
uvjetima stani¢ne kulture. Stanicama je dodano 20, 40 ili 80 pug/mL timoglobulina sa
komplementom ili bez njega. Kontrolnim je stanicama dodan jednak volumen otopine u kojoj

je otopljen timoglobulin 1/ili komplement kao Sto je opisano ranije.
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Slika 20. Timoglobulin 20 pg/mL smanjuje udaljenost izmedu HEK-293 stanica u
hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima u odnosu na normoksijske uvjete. U normoksijskim
uvjetima timoglobulin statisticki znacajno povecava razmak izmedu stanica 24 sata nakon
testa grebanja. U hipoksijsko-reoksigenacijsko uvjetima taj porast razmaka ne nastaje.
Komplement nije doveo do znacajne razlike u udaljenosti izmedu stanica ni u normoksijskim
ni u hipoksijskim uvjetima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
pogreska. Broj pokusa je n = 4. # - oznacava statisticki znacajnu razliku na razini p<0,05 u
odnosu na kontrolne vrijednosti (i za pokuse sa i za pokuse bez komplementa), * oznacava
statistiCku znacajnost na razini p<0,05 u odnosu na timoglobulin u normoksijskim uvjetima (i
za pokuse sa komplementom i za pokuse bez njega).
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Slika 21. Timoglobulin 40 pg/mL smanjuje udaljenost izmedu HEK-293 stanica u
hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima u odnosu na normoksijske uvjete. U normoksijskim
uvjetima timoglobulin statisticki znacajno povecava razmak izmedu stanica 24 sata nakon
testa grebanja. U hipoksijsko-reoksigenacijsko uvjetima taj porast razmaka ne nastaje.
Komplement nije doveo do znacajne razlike u udaljenosti izmedu stanica ni u normoksijskim
ni u hipoksijskim uvjetima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
pogreska. Broj pokusa je n = 4. # - oznacava statisticki znacajnu razliku na razini p<0,05 u
odnosu na kontrolne vrijednosti (vrijedi za pokuse bez komplementa), * oznacava statisticku
znacajnost na razini p<0,05 u odnosu na timoglobulin u normoksijskim uvjetima (vrijedi za
pokuse bez komplementa).

U normoksijskim uvjetima 24 sata nakon pocetka testa timoglobulin je doveo do
porasta razmaka izmedu stanica. U hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima razmak izmedu

stanica nije statisticki znacajno razli¢it u odnosu na kontrolu (slika 20. 1 21.).
U pokusima pri koncentraciji od 80 pg/mL (slika 22 i 23.) timoglobulin je takoder

imao uc¢inka na razmak izmedu stanica u normoksijskim uvjetima koji je dodatkom postao jos

znacajniji iskazujuéi porast smrtnosti stanica uzrokovanih komplementom.
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Slika 22. Timoglobulin pri koncentraciji od 80 pg/mL nema ucinak na udaljenost izmedu
HEK-293 stanica u hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima u odnosu na normoksijske uvjete.
U normoksijskim uvjetima timoglobulin statisticki znac¢ajno povecava razmak izmedu stanica
24 sata nakon testa grebanja §to je dodatno potaknuto dodavanjem komplementa. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost &= standardna pogreska. Broj pokusa je n = 4. # - oznacava
statisticki znacajnu razliku na razini p<0,05 u odnosu na kontrolne vrijednosti (i za pokuse sa
i za pokuse bez komplementa), $ oznacava statistiCku znacajnost na razini p<0,05 u odnosu na
timoglobulin u normoksijskim uvjetima bez komplementa.* oznacava statistiCku znacajnost
na razini p<0,05 u odnosu na timoglobulin u normoksijskim uvjetima.

Budu¢i da otapalo ponovno ima ucinak i na ovaj dio istrazivanja, pokazali smo u¢inak
kontrole na razliku razmaka izmedu stanica u normoksijskim u odnosu na hiposkijsko-
reoksigenacijske uvjete (slika 23.). Pri nizim koncentracijama otapalo smanjuje razmak
izmedu stanica, tj. nema u¢inka na migraciju, dok je pri najve¢oj koncentraciji razmak izmedu
stanica povecan $to upucuje na dodatno Stetno djelovanje kontrolnog otapala na migracije u

hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima.
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Slika 23. U¢inak timoglobulina u testu grebanja u hipoksijsko-reoskigenacijskim uvjetima. A:
U hipoksijsko-reoskigenacijskim uvjetima u odnosu na normoksiju udaljenost izmedu HEK-
293 stanica kontrolnoj skupini od 20 pg/mL ¢e se smanjiti, a povecati u kontrolnoj skupini od
80 pg/mL. Linija prikazuje trend smanjenja razlike u udaljenost izmedu stanica ovisno o
koncentraciji. B: Razlika u djelovanju timoglobulina i pripadaju¢e kontrole na udaljenost
izmedu stanica u hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima ovisno o koncentraciji.
Timoglobulin pokazuje najvefe smanjenje razmaka izmedu stanica u hiposkijsko-
reoksigenacijskim uvjetima u odnosu na normoksijske pri najmanjoj koncentraciji te njegov
ucinak prestaje pri koncentraciji od 80 pg/mL. Linija prikazuje trend smanjenja razlike u
udaljenost izmedu stanica ovisno o koncentraciji.
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5. RASPRAVA
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Zbog spoznaje da se timoglobulin veze na veliki raspon antigena i koristi se u
pacijenata nakon transplantacije bubrega, postavili smo hipotezu da se timoglobulin moze
vezati direktno za ljudske embrionalne stanice bubrega (HEK-293) te smanjiti veliinu
oSteCenja 1 smrtnost stanica direktnim djelovanjem tijekom nastanka hipoksijsko-

reoksigenacijskog ostecenja.

5.1. Uc¢inak otapala (glicerola) na membranski potencijal te smrtnost i migraciju HEK-

293 stanica tijekom hipoksi¢no-reoksigenacijskog oStecenja

Do sada je poznato da i otapala koja se koriste u istraZzivanjima mogu imati protektivni
ucinak (Kelava i sur.,, 2010.; Ye i sur., 2006.). Posebna se paznja treba obratiti upravo
primjeni kontrolnih otopina u istrazivanjima, a to se nazalost jo§ i danas rijetko Cini.
Timoglobulin je, kao protutijelo, otopljen 1:1 otopini glicerola i vode s time da koncentracije
timoglobulina od 10, 20, 40, 80 ng/mL odgovaraju 1, 2, 4, te 8 uL/mL glicerola. Nasuprot
mogucoj zastitnoj ulozi glicerola, pokazano je da i glicerol izaziva akutno renalno zatajenje.
Djelovanjem na bubreZzne krvne Zile moze dovesti do bubrezne ishemije (Westenfelder 1 sur.,

1980.; Hobbs i sur., 1976.).

Vodljivost stanicne membrane osjetljiva na ve¢inu danas poznatih otapala, kao na
primjer dimetil sulfoksid (DMSO), depolarizira stani¢nu inhibicijom kalijskih kanala (Phan 1
sur., 2002.). Koliko je nama poznato, do danas nitko nije odredio promjene membranskog
potencijala uzrokovanog glicerolom. Pri porastu koncentracije glicerola od 1, 2 1 4 uL/mL
glicerol sve jaCe depolarizira staniénu membranu. Pri najviSoj koncentraciji glicerola od 8
uL/mL dovodi do obrnutog odgovora tj. hiperpolarizacije membrane, djelujuci ili na drugu
vrstu ionskih kanala ili mijenjajuci u€inak na istu vrstu ionskih kanala. Ovi rezultati pokazuju
da 1 sam glicerol kao otapalo za timoglobuline ima ucinak na HEK-293 stanice te smo u
naSem radu u narednim pokusima morali testirati u¢inak glicerola i na smrtnost i na migraciju

stanica u hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima.
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Smrtnost je bila najveca pri najnizoj koncentraciji glicerola od 2 pL/mL (kontrolna
skupina za timoglobulin od 20 pg/mL) te je iznosila 3,5%. S porastom koncentracije glicerola
na 4 pL/mL smrtnost se smanjila na 3,1% a pri najviSoj koncentraciji na 2,4% Sto daje
smanjenje smrtnosti upotrebom glicerola od 1,1% te ukazuje na njegovo zastitno djelovanje
(slika 19.A). Pri testu grebanja, glicerol je pri najniZzoj koncentraciji potaknuo migraciju
stanica dok je pri najviSoj koncentraciji smanjio migraciju stanica u hipoksijsko-
reogsigenacijskim uvjetima (slika 23.A). Ovaj obrnuti ucinak pokazan je djelovanjem

glicerola na membranski potencijal stanica (slika 14.).

5.2. U¢inak timoglobulina na promjenu membranskog potencijala HEK-293 stanica

Dosad smo pokazali da otapalo (glicerol) posjeduje svoja fizioloska svojstva. U
daljnjem istrazivanju posebnu smo paznju posvetili adekvatnom odabiru kontrolnih skupina

tj. da kontrolne skupine imaju uvijek jednaku koli¢inu otapala kao i pokusna skupina.

Timoglobulin je u ovom radu depolarizirao stanicnu membranu HEK-293 stanica, i to
ovisno o koncentraciji (najveci u¢inak je zamijecen pri koncentraciji od 40 pg/mL), za razliku
od ATG-Fa koji nije imao ucinak, tj. bio je jednak onima u kontrolnim skupinama. Ovaj
rezultat je sukladan rezultatima dosadas$njih studija u kojima je pokazano da timoglobulin ima

izraZeniji uc¢inak na akutno odbacivanje bubrega u odnosu na ATG-F (Yokota N 1 sur.,2002.).

Pokazali smo da se timoglobulin nalazi na povrsini staniéne membrane HEK-293
stanica jer kolokalizira s povrSinskom JAM-A molekulom. Da bi doveo do promjene
membranskog potencijala, timoglobulin mora mijenjati vodljivost membrane za ion. To je

moguce na dva nacina:
1.  vezanjem za specifiCan receptor smjeSten na povrsini stanice te posljedi¢no

aktivacijom sustava drugih glasnika

2. direktnim djelovanjem na neki ionski kanal
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Promjenom vodljivosti membrane dolazi do promjene koli¢ine naboja koji prolaze
kroz membranu. Oni ovise o koncentracijama iona s obije strane stanicne membrane
(kemijski gradijent) te pocetnom potencijalu membrane (elektriéni gradijent). Tako bi
inhibicija kalijskih kanala mogla dovesti do depolarizacije koja ¢e biti visa ako je pocetni
potencijal bio visi. To je prikazano i za ucinak timoglobulina te bi u nasim rezultatima upravo
inhibicija kalijskih kanala mogla biti odgovorna za depolarizaciju uzrokovanu
timoglobulinom (slike 11. do 14.) Da bi se ustvrdio direktan ili indirektan ucinak

timoglobulina na ionske kanale, potrebno je naknadno istrazivanje.

5.3. U¢inci timoglobulina na hipoksi¢no-reoksigenacijska oStecenje HEK-293 stanica

Kako smo ve¢ pokazali proucavajuéi ucinak na promjenu membranskog potencijala,
otapalo je pokazalo u¢inak i na smrtnost stanica time Sto se postotak smrtnosti, nastao
djelovanjem hipoksijsko-reoksigenacijskih uvjeta, smanjuje s povecanjem koncentracije
glicerola u stanicnom mediju kontrolnih stanica. Glicerol sam po sebi ima protektivni uc¢inak
te je radi toga trebalo voditi posebnu brigu da koncentracija glicerola u kontrolnim i pokusnim

skupinama bude ista (slika 19.A).

Prema rezultatima Yokote i sur. poznato je da timoglobulin smanjuje broj T-limfocita
ovisno o komplementu (Yokota i sur., 2002.). U svim naSim pokusima istrazili smo ima li
komplement ucinak na smrtnost i migraciju HEK-293 stanica u testu grebanja u hipoksijsko-
reoksigenacijskim uvjetima. Komplement je jedino pri koncentraciji timoglobulina od 80
ug/mL, u normoksijskim uvjetima, smanjio migraciju stanica dok u istim uvjetima na
smrtnost stanica nije imao u¢inak. Da bismo ustvrdili mehanizam djelovanja komplementa u
ovim uvjetima, potrebna su daljnja istrazivanja. Iz nasih rezultata mozemo zakljuciti da

komplement nije vazan u djelovanju timoglobulina u hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima.

U normoksijskim uvjetima timoglobulin nije doveo do povecanja smrtnosti stanica, ali
je smanjio razmak izmedu stanica u testu grebanja Sto je ocCigledan ucinak na migraciju
stanica. Ovaj ucinak je nestao u hipoksijsko-reoksigenacijskim uvjetima zbog zastitnog
djelovanja timoglobulina, koji smanjuje smrtnost stanica nastalih zbog nedostatka kisika, te

stvaranja kisikovih radikala nakon reoksigenacije. Ovi se ucinci timoglobulina smanjuju s
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porastom koncentracije te pri 80 pug/mL pokazuje najmanji uinak kad i ucinak na

timoglobulina na membranski potencijal pada (slike 16. do 23.).

Budué¢i da smo dokazali pozitivan ucinak timoglobulina na HEK-293 stanice na
temelju ovih rezultata moZzemo spekulirati da bi timoglobulin mogao imati i pozitivne uinke
na tkivo bubrega nakon transplantacije. Posebnu paznju treba obratiti na primijenjenu dozu,
jer smo pokazali da timoglobulin gubi svoja protektivha svojstva pri visokim

koncentracijama.
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6. ZAKLJUCAK
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Zbog spoznaje da se timoglobulin veze na veliki raspon antigena i koristi u pacijenata
nakon transplantacije bubrega, postavili smo hipotezu da se timoglobulin moze vezati
direktno za ljudske embrionalne stanice porijeklom iz bubrega (HEK-293) te smanjiti veli¢inu
oSteenja 1 smrtnost stanica direktnim djelovanjem tijekom nastanka hipoksijsko-

reoksigenacijskog ostecenja.

U ovom radu pokazali smo da timoglobulin, osim §to djeluje na imunoloski sustav,
djeluje direktno i1 na embrionalne stanice porijeklom iz bubrega. Timoglobulin mijenja
membranski potencijal ovisno o pocetnom potencijalu stanice i o koncentraciji s
maksimalnim uc¢inkom pri koncentraciji od 40 pg/mL. Nadalje, timoglobulin smanjuje
smrtnost stanica nastalu zbog nedostatka kisika te naknadne reoksigenacije i stvaranja
kisikovih radikala. Pri viSoj koncentraciji timoglobulina dolazi do smanjenja ucinka na
membranski potencijal i potpunog nedostatka ucinka na smrtnost i migraciju stanica u
hipoksi¢no-reoksigenacijskim uvjetima. Da bismo otkrili moguéi razlog ovog smanjivanja
ucinka pri vis§im koncentracijama potrebna su daljnja istrazivanja. Svi su navedeni ucinci bili

neovisni o komplementu.

Na temelju rezultata prikazanih u ovom radu mozemo pretpostaviti da bi timoglobulin
mogao imati sliéne pozitivne ucinke na tkivo bubrega nakon transplantacije. Za dokaz ove
pretpostavke nuzna su daljnja istrazivanja. Posebnu paznju treba obratiti na primijenjenu

dozu, jer timoglobulin gubi svoja protektivna svojstva pri visokim koncentracijama.
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