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ULOGA ANGIOTENZINA Il | REAKTIVNIH VRSTA
KISEONIKA TOKOM RAZVOJA AKUTNE BUBREZNE
INSUFICIJENCIJE U EKSPERIMENTALNOJ HIPERTENZIJI

REZIME

Akutna bubrezna insuficijencija (ABI) se definiSe kao nagli gubitak bubrezne funkcije.
Uzroci nastanka ABI su mnogobrojni, a mehanizmi razvoja jo§ uvek nedovoljno jasni.
KarakteriSu je iznenadna pojava, brzi tok, neizvesna i Cesto losa prognoza krajnjeg ishoda
bolesti. ABI je Cesta pojava kod hospitalizovanih pacijenata, a ucestalost njenog nastanka na
odeljenjima intenzivne nege se kre¢e do 30%. Udruzena sa drugim oboljenjima, poput

hipertenzije, uzrokuje visok stepen mortaliteta.

Savremena istrazivanja pokazuju da hipertenzija i oksidativni stres imaju vaznu ulogu u
progresiji bubreznih oboljenja, Sto je usmerilo i stavilo akcenat nasih istrazivanja na uloge ova

dva patogenetska faktora u nastanku i progresiji ABI.

Sistem renin angiotenzin aldosteron (RAAS) ima znacajnu ulogu u odrzanju krvnog
pritiska 1 homeostatskih mehanizama bubrega. On u velikoj meri reguliSe bubreznu
hemodinamiku i vaskularnu reaktivnost, a kako je intrarenalna vazokonstrikcija jedan od
glavnih mehanizama razvoja ABI, ocita je njegova uloga u patogenetskim mehanizmima

nastanka ove bolesti.

Oksidativni stres predstavlja disbalans izmedu produkcije reaktivnih vrsta kiseonika
(RVK) 1 sposobnosti bioloskog sistema da ih uklanja ili da reparira oSte¢enja nastala
produkcijom ovih molekula. Reaktivne vrste kiseonika su izuzetno reaktivne supstance usled
postojanja nesparenih elektrona, i kao takve mogu da uzrokuju oste¢enja na DNK, RNK, kao 1
nekim proteinima koji imaju ulogu u procesu starenja. Pokazano je da oksidativni stres ima
veliku ulogu u razvoju mnogih oboljenja, kao §to su Alchajmerova i Parkinsonova bolest, i
neki kardiovaskularni poremecaji. Takodje je dokazano da, prilikom ishemi¢nih povreda
organa i tkiva, nakon hipoksije, a tokom reperfuzije, dolazi do povecane produkcije molekula
RVK. Iz pomenutih razloga, sasvim je izvesno da u ishemi¢noj formi ABI povecana

koncentracija ovih molekula, doprinosi nastanku i razvoju ovog teskog oboljenja.

Kako je poslednjih godina u svetu sve veci broj hipertenzivnih pacijenata, a sa druge

strane nastanak ABI predstavlja ozbiljan klinicki problem, postavili smo za cilj da ispitamo



ulogu angiotenzina Il (Angll) i RVK u mehanizmima nastanka ishemi¢ne ABI u uslovima
hipertenzijie. Time bi bar delimi¢no doprineli razumevanju nastanka ABI u pomenutim
uslovima, $to posledicno moze dovesti do uspesSnijeg terapijskog pristupa u leCenju ove

bolesti kod hipertenzivnih pacijenata, koji dozive epizodu sa razvojem ABI.

Radi ostvarivanja postavljenih ciljeva koristili smo pacove sa urodenom hipertenzijom
(SHR — engl. Spontaneously hypertensive rat) odgajane u Institutu za medicinska istrazivanja,
Univerziteta u Beogradu. Zivotinje, muskog pola, su bile telesne mase od oko 300g, hranjene
su standardnom hranom za laboratorijske zivotinje (Veterinarski zavod Subotica, Srbija), i
imale su slobodan pristup vodi. Akutna bubreZna insuficijencija, ishemi¢nog tipa, izazivana je

klemovanjem leve bubrezne arterije, dok je desni bubreg bio hirurski odstranjivan.
Zivotinjama smo davali:

Losartan (Antagonist AT1 receptora za angiotenzin 1), u dozi od 10mg/kg t.m.,

rastvaran u 4 ml fizioloskog rastvora

Tempol (4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-">N-oksil, mimetik enzima superoksid

dismutaze) 40mg/kg/h t.m., rastvaran u 4 ml fizioloskog rastvora

Zivotinje su podeljene u Cetiri grupe: 1. kontrolna grupa lazno operisanih pacova
(SHAM); 2. kontrolna grupa sa akutnom bubreznom insuficijencijom (ABI); 3. grupa
zivotinja koje su dobijale infuziju losartana u toku i posle ABI (ABI+LOS); 4. grupa zivotinja
koje su dobijale infuziju tempola za vreme i posle ABI (ABI+TEMP); Kontrolne grupe
SHAM i ABI primale su infuziju 4 ml fiziolo§kog rastvora. Infuzija je otpocinjala 5 min pre

uklanjanja netraumatske kleme i trajala narednih 175 min.

Sva hemodinamska merenja kao i uzorci za biohemijska i histopatoloska ispitivanja

uzimana su 24 ¢asa nakon zavrSenog tretmana.

Nasi rezultati su pokazali da se kod pacova sa ABI bubrezni protok smanjuje, a bubrezni
otpor naglo povec¢ava u odnosu na grupu lazno operisanih Zivotinja. Ovi rezultati ukazuju na
snaznu intrarenalnu vazokonstrikciju u postishemi¢nom bubregu, Sto predstavlja jedan od
glavnih uzroka razvoja ABI. Blokada receptora za Ang Il dovela je do povecanja protoka i
smanjenja otpora kroz bubreznu arteriju. Tretman tempolom snizio je otpor protoku krvi kroz

bubreznu arteriju, sto je rezultiralo blagim povecanjem protoka.



Biohemijski pokazatelji bubrezne funkcije (kreatinin, urea i neorganski fosfati u plazmi),
znacajno su povecani u odnosu na fizioloske okvire nakon izazivanja ishemicnog tipa ABI.
Tretman blokatorom AT1 receptora u znacajnoj meri snizava ove biohemijske parametre, sto
poboljsava bubreznu funkciju u odnosu na grupu kod koje je izazvana ishemi¢na ABI.
Uklanjanje superoksidnog anjona, sa druge strane, nije dovelo do zna¢ajnih promena U ovim

parametrima u postishemi¢nom modelu ABI, udruzene sa hipertenzijom.

ABI dovodi do poveéanja lipidne peroksidacije u plazmi hipertenzivnih pacova 24h
nakon reperfuzije. Blokada RAAS, kao i uklanjanje RVK dovodi do smanjenja lipidne

peroksidacije u plazmi SHR sa razvijenom ishemi¢nom ABI.

Nasi rezultati pokazuju da postishemic¢no povecanje nivoa Angll u hipertenzivnim
uslovima ima znaajnu ulogu u nastanku tubulo-intersticijskih oStecenja. Blokada ATl
receptora dovodi do znacajnog poboljsanja morfoloskog izgleda postishemicnog bubrega. Sa
druge strane, upotreba sakupljaca superoksidnog anjona - tempola, nije imala bitan efekat na

histolosku sliku postishemi¢nog hipertenzivnog bubrega pacova.

Opsti  zakljucak naSeg rada ukazuje da postishemi¢no povecanje nivoa Angll u
hipertenzivnim uslovima, znacajno utice na razvoj renalne vazokonstrikcije i regulaciju

glomerulske filtracije, kao i u nastanku tubulo-intersticijskih oste¢enja u bubregu.

Superoksidni anjon nema posebno izrazen efekat u nastanku i odrzanju ABI kod
hipertenzivnih pacova, ali zbog prirode ishemi¢no-reperfuzionih oStecenja, svakako treba

ispitati ulogu ostalih RVK.

U cilju potpunijeg razumevanja uloge Angll i RVK kod hipertenzivnih pacijenata kod
kojih dolazi do razvoja ishemi¢ne ABI, neophodno je uzeti u obzir i druge okolnosti kao §to
su godine zivota, vaskularna oboljenja, prethodno nastala bubrezna ostecenja, druge

individualne karakteristike pacijenta i sprovesti mnogo detaljnija klinic¢ka istrazivanja.

Kljucne reci: Akutna bubrezna insuficijencija; Hipertenzija; Renin angiotenzin
aldosteron sistem; Angiotenzin Il; Reaktivne vrste kiseonika; Losartan; Tempol; Pacovi sa
urodjenom hipertenzijom

Naucna oblast: Biologija,; Fiziologija Zivotinja i coveka

UDK: 591.112.3 : 611.61] : 599.45(043.3)



THE ROLE OF ANGIOTENSIN Il AND REACTIVE OXYGEN
SPECIES DURING THE ACUTE RENAL FAILURE
DEVELOPMENT IN EXPERIMENTAL HYPERTENSION

SUMMARY

Acute renal failure (ARF) is defined as a sudden loss of renal function. It’s
multifactorially caused, but the mechanism of pathogenesis and developement of this disease
is still uncomplitely defined. ARF is characterized by sudden appearance, rapid progression of
disease and very uncertain and often fatal outcome. ARF frequently occurres with
hospitalized patients. The frequency of its occurrence in the intensive care units moves up to

30%. Associated with other diseases, such as hypertension, it causes high rate mortality.

Recent studies show that hypertension and oxidative stress have an important role in the
renal disease progression. This fact directed the focus of our study towards the influence of

these two pathogenetic factors in development and progression of ARF.

The system rennin angiotensin aldosterone (RAAS) has a great role in blood pressure
control and kidney homeostatic mechanisms. It mostly regulates the renal hemodynamic, but
considering the fact that the intrarenal vasoconstriction is one of the major mechanisms of
ARF development, it obviously influences the pathogenetic mechanisms in the development

of this disorders.

Oxidative stress is defined as a disbalance between the production of reactive oxygen
species (ROS) and an ability of biological system to remove or fix the damage made due to
production of these molecules. Reactive oxygen species are highly reactive due to presence of
unpaired electrons and consequently lead to damage of DNA, RNA and some other ageing
related proteins. There is evidence that the oxidative stress has a great influence in the
progression of numerous diseases, such as Alzheimer’s, Parkinson’s, as well as some
cardiovascular disorders. Furthermore, during the ischemia/reperfusion injuries of organs and
tissues, there is increased reactive oxygen species molecule production. Thus, the ischemic
type of ARF is characterized by a high concentration of these molecules which contribute to

the development of this devastating illnes.

Considering the rising number of hypertensive patients in the world, as well as the fact

that the ARF is a serious clinical problem, we believe that it is important to investigate the



role of angiotensin Il and reactive oxygen species in the development of ischemic ARF,
during the hypertension. The goal of our research is to contribute to understanding the
occurrence of ARF in these conditions which can lead to more successful therapeutic

approach to treating this disease.

In our study we used male adult spontaneously hypertensive rats (SHR), 24 weeks old,
weighing about 300 g, which were bred in the Institute for Medical Research, Belgrade,
Serbia, and fed with a standard chow for laboratory rats (Veterinary Institute JSC Subotica).
The ischemic type of acute renal failure was induced by clamping the left renal artery, while

the right kidney was surgically removed.

Animals were given:

e Losartan (angiotensin Il type 1 receptor antagonist), at a dose of 10mg/kg body
weight, dissolved in 4 ml saline;

e Tempol (4-Hydroxy- 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-15N-oxyl, superoxide
dismutase mimetic) 40mg/kg/h tm, dissolved in 4 ml of saline;

The animals were divided into four groups: 1- group of sham operated rats (SHAM); 2 -
group with acute renal failure (ARF); 3 - group of animals that received an infusion of
losartan during and after ARF (ABI+LOS); 4 - group of animals that received the infusion of
tempol during and after ARF (ABI+TEMP). SHAM and group with ARF were treated by
infusion of 4 ml of saline. The infusion began 5 minutes before removing nontraumatic
clamps and took the next 175 min. All hemodynamic measurements and samples for
biochemical and histopathological examination were taken 24 hours after completion of

treatment.

Twenty-four hours after ARF induction renal blood flow (RBF) was significantly reduced
followed as consequence increased renal vascular resistance (RVR) in postischemic SHR.
These results indicate a strong intrarenal vasoconstriction in the ischemic kidney, which is
one of the main factors involved in the initiation and maintenance of ARF. Blockade of Ang
Il leads to an increase in RBF and reduced RVR through the renal artery. Tempol treatment
reduces RVR, but only slightly affects the increasing of flow through the renal artery.

Biochemical markers of renal function (creatinine, urea and inorganic phosphates in
plasma), were extremely aggravated after causing the ischemic type of ARF. AT1 receptor

blocker treatment significantly improved the biochemical parameters of renal function.



Removal of superoxide anions, on the other hand, has not led to significant changes in these

parameters in the present model of ischemic ARF, associated with hypertension.

Development of ARF in SHR couses the increase of lipid peroxidation in plasma, 24 h
after reperfusion. RAAS blockade and scavenging of ROS decreased lipid peroxidation in
plasma of SHR rats with developed ischemic ARF.

Our results indicate that postischemic increase of Angll in hypertensive conditions has a
significant role in the development of tubulo-interstitial damage. Angll AT1 receptor
antagonist, losartan, significantly improved patho-morphological appearance of postishemic
kidney. Using scavenger of superoxide anion, the tempol, did not have a significant effect on

the histology of postishemic hypertensive rat’s kidney.

The general conclusion of our work would suggest that increasing levels of ischemic
Angll in hypertensive conditions has a significant role in the development of renal
vasoconstriction and regulation of glomerular filtration, as well as development of tubulo-

interstitial damage in the kidney.

On the other hand, our results indicate superoxide anion had not particularly
distinguished effects in the development and maintenance of ARF in hypertensive rats, but
considering the nature of the ischemic-reperfusion injury, it is needed to examine the role of
other ROS form.

For the understanding the full effects of Angll and ROS in hypertensive patients with the
ischemic episode of ARF, we should take into account many other factors (for example, age,
vascular disease, pre-formed kidney damage and other individual characteristics of patients),

and conduct much more detailed clinical investigation.

Key words: Acute renal failure; Hypertension; Renin angiotensin aldosterone system;
Angiotensin 1l; Reactive oxygen species; Losartan; Tempol; Spontaneously hypertensive rat
(SHR).

Scientific area: Biology; Animal and human physiology
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1 UVvOD

1.1 Akutna bubreZna insuficijencija

1.1.1 Definicija akutne bubrezne insuficijencije

Akutna bubrezna insuficijencija (ABI) nastaje kao posledica ishemi¢nog ili toksi¢nog
oSte¢enja bubrega. Karakteristike ove bolesti su iznenadno i trajno smanjenje glomerulske
filtracije, koje je obi¢no prac¢eno azotemijom, oligurijom, ili rede anurijom (1). Na znacaj
nastanka ABI ukazuju i statisti¢ki podaci stope smrtnosti, koja se u opstoj populaciji kreé¢e od

7-23%, a na odeljenjima intenzivne nege taj procenat se povecava i do 50-80% (2, 3).

U zavisnosti od mesta nastanka ABI se deli na:
- prerenalnu;
- parenhimsku (renalnu);

- postrenalnu. (4); (slika 1)

Pojedini autori (5 i 6) akutno otkazivanje bubrega klasifikuju u pet kategorija:

e prerenalna azotemija;

e akutna tubularna nekroza sa oligurijom;
e neoliguri¢na akutna tubularna nekroza;
e opstrukcija urinarnog trakta i

e akutni glomerulonefritis.
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Slika 1 klasifikacija ABI po mestu nastanka A = prerenalna; B = postrenalna; C=
renalna
Preuzeto sa http://healthcarediary.com/acute-renal-failure/

Prerenalna akutna bubrezna insuficijencija (fizioloSka oligurija) nastaje usled redukcije
renalne perfuzije izazvane hipovolemijom. Hipovolemija moze biti posledica hemoragije,
dijareje, povracanja, srcane insuficijencije usled kardiogenog soka, kardijalne dekompezacije,
hipotenzije, smanjene periferne cirkulacije (pareza vazomotornih neurona), zacepljenja
bubreznih arterija i razli¢itih drugih poremecaja (7). U pomenutim stanjima bubrezna

autoregulacija postaje potpuno neefikasna.



Postrenalna oligurija predstavlja nemoguénost ekskrecije normalno stvorenog urina usled
razli¢itih mehanickih prepreka. Ovaj tip ABI nastaje usled zacepljenja uretra, vrata

mokra¢nog mehura, zacepljenja uretre kamencem, tumora, povecane prostate i dr (8).

Posmatrana u uzem smislu ABI se naziva akutnom tubularnom nekrozom, jer je S3
segment proksimalnih tubula najosetljivije mesto oStecenja, kako i u ishemi¢nom tako i u

nefrotoksi¢nom obliku ABI.

1.1.2 Patofizioloski mehanizmi ABI

Za razvoj i odrzanje ABI odgovorna su Cetiri patofizioloska mehanizma:
- smanjenje propustljivosti glomerulskih kapilara;

- vracanje (engl.-backleak) glomerulskog filtrata u intersticijum;

- opstrukcija tubula;

- intrarenalna vazokonstrikcija.

1.1.2.1 Smanjenje propustljivosti glomerulskih kapilara

Istrazivanja su pokazala da su promene glomerularne membrane uklju¢ene u mehanizme
odgovorne za smanjenje glomerulske filtracije u oba modela ABI (9). Povecanje njene
propustljivosti za proteine i/ili smanjenje koeficijenta ultrafiltracije vodi do promene
glomerulske permeabilnosti. Koeficijent ultrafiltracije zavisi od permeabiliteta glomerulskih
kapilara i veli¢ine korisne povrSine za glomerulsku filtraciju. Nastanak i razvoj ovog
mehanizma 1 njegov uticaj na patofiziologiju ABI jo$ uvek nije jasno definisan. Bubrenje
endotelnih ¢elija, narocCito nakon ishemi¢nog oStecenja predstavlja moguce objasnjenje ovog

fenomena (1).

1.1.2.2 Vracanje glomerulskog filtrata u intersticijum

Kako u eksperimentalnim modelima, tako i u klini¢koj praksi, u patogenezi ABI je
dokazan znacaj vrac¢anja glomerulskog filtrata u intersticijum bubrega (10). Davanjem infuzije

dekstrana 1 inulina pacijentima sa razvijenom ABI, dobijeni su znatno ve¢i klirensi za
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dekstran nego za inulin (11). Ovim se doslo do zakljucka da se, kod pacijenata, sa ABI inulin
(molekul sa znacajno manjom molekulskom masom) vratio nazad kroz osteceni epitel tubula
u intersticijum bubrega. Ovaj mehanizam tesno je povezan sa hemodinamskim poremecajima

prisutnim kod pacijenata sa ABI, a koji dovode do tubularne opstrukcije.

1.1.2.3 Opstrukcija tubula

Nakon ishemi¢nog ili toksi¢nog oStecenja u tubulima bubrega se nagomilavaju otpadni
produkti (,,debris”) od oljustenih tubulocita, koje se meSaju sa intratubularnim proteinima
stvarajuéi cilindre (12). Formirajuci ¢epove u tubulama, cilindri povecavaju unutartubularni
pritisak, koji kada nadvlada glomerulski pritisak, dovodi do smanjenja i prestanka
glomerulske filtracije. Daljim povecanjem ovog pritiska dolazi do rupture tubula i vracanja
sadrzaja tubula u intersticijum bubrega. Savremena istrazivanja (13) su pokazala da dugo
godina koris¢eni termin ,,akutna tubularna nekroza“ nije adekvatan, i da su polja direktne
nekroze, nastale usled ABI, ograni¢ena i relativno retka. Tubulociti reaguju na ostecenja
nastala prilikom ABI na razli¢ite nacine, pa 1 pored evidentnih letalnih oStec¢enja, u veéini

slucajeva dolazi i do znatnih subletalnih ostecenja Celija (1).

1.1.2.4 Intrarenalna vazokonstrikcija

Intrarenalna  vazokonstrikcija predstavlja jedan od najvaznijih patofizioloskih
mehanizama u nastanku ABI. IstraZivanja su pokazala, kako na eksperimentalnim modelima,
tako 1 u klinickoj praksi, da prilikom ABI dolazi do znafajnog smanjenja ukupnog protoka
krvi kroz bubrege i to kao posledica renalne vazokonstrikcije. Protok krvi u proseku smanjuje
se i do 50 % (1). Vaskularno ostecenje endotela bubrega ima znacajnu ulogu u nastanku i
odrzanju ABI. Ostec¢enjem endotelnih celija dolazi do poremecaja odnosa vazoaktivnih
substanci u bubregu, a posebno se remeti odnos izmedju vazodilatatornog molekula azot
monoksida (NO) i endotelina 1 (ET-1), molekula sa najja¢im vazokonstriktornim dejstvom
(14). Renalna ostecenja pospesuju sintezu endogenog ET-1, dok ishemicni uslovi dovode do
smanjenja sinteze NO (15,16). Osim direktnog vazodilatatornog delovanja na zidove krvnih
sudova, Liberthal (1997) je pokazao da NO inhibira transkripciju gena za endotelin i menja

aktivnost endotelina na nivo receptora, ¢ime dodatno pospesuje vazodilataciju (14).



1.1.3 Vrste bubreznih oSte¢enja tokom nastanka ABI

1.1.3.1 Subletalna oStecenja

Molitoris i saradnici (1991-1994) su pokazali da subletalna oSteenja celija imaju
znacajnu ulogu u poremecenoj funkciji nefrona (17-20). Oni su pokazali da u ishemi¢noj
formi ABI dolazi do razaranja aktinskog citoskeleta, i posledi¢ne translokacije enzima
Na'/K*- ATP-aze sa bazolateralnog na apikalni deo tubulocita. Ovakav gubitak éelijskog
polariteta tubulocita dovodi do poremecaja transporta soli i vode (17-20). Takode, ove
promene remete propustljivost tubulocita koji gube svojstvo barijere dovode¢i do pojave

vracanja filtrata u tkivo bubrega.

Subletalna o$te¢enja takode dovode i do gubitka adhezije sa matriksom bazalne
membrane tubulocita. Epitelne celije tubula se, preko receptornih proteina 1 integrina,
smeStenih na bazalnom delu ¢elija, spajaju sa ekstracelularnim matriksom. Integrini se preko
kompleksa proteina, nazvanih athezivni plak, vezuju za citoskelet tubularnih celija (21).
Ekstracelularni domen integrina vezuje se sa matriksnim proteinima fibronektinom i
kolagenom (21) na kojima prepoznaju tripeptidnu sekvencu arginin-glicin-asparagin (RGD).
Prilikom nastanka ABI dolazi do gubitka polariteta ¢elije i integrini se premestaju sa bazalnog
na apikalni domen subletalno o$tecene tubulocite (22, 23). Morfoloskim studijama (13) je
pokazano da migracijom integrina dolazi do odlepljivanja (engl.- detachment) tubulocita sa
bazalne membrane, kao i do njihovog ponovnog povezivanja, kako medusobnog, tako i sa
zdravim, neostecenim celijama, §to sve doprinosi opstrukciji tubularnog lumena (23). Ovaj
proces pospesSuje vrac¢anje glomerulskog filtrata iz tubula u intersticijum bubrega, kao i pojavu
tubulocita u urinu. Davanjem RGD sekvence u visku kod pacova sa ABI dobijeno je
poboljsanje glomerulske filtracije najverovatnije preko smanjenja Stepena tubularne
opstrukcije (24, 25).

1.1.3.2 Letalna oSteéenja: nekroza

Do nekroze tubulocita dolazi usled intenzivnog praznjenja celijskih energetskih rezervi,
kao i ireverzibilnih oStec¢enja plazma membrane i Celijskih organela. Razaranje membrane

¢elije i remecenje transportne aktivnosti dovodi do bubrenja celije, usled ulaska natrijuma i



vode (26, 27). Oste¢enjem plazmaleme tubulocita i izlivanjem citoplazmatskog sadrzaja sa
proteolitiCkim enzimima u ekstracelularni prostor dolazi do mnogobrojnih zapaljenskih

procesa okolnog tkiva bubrega.

Usled neregularne prirode i mnogostrukin mehanizama nastanaka nekroze pokusaji

terapeutskog pristupa nakon nastalih promena u bubregu ograni¢enog su efekta (14).

1.1.3.3 Letalna oSte¢enja: apoptoza

Apoptoza je genetski programirana celijska smrt koja zahteva utrosak energije (26, 27).
Prilikom apoptoze zapremina citoplazme celije se smanjuje, a nukleusni sadrzaj se
kondenzuje (30). U toku kondenzacije dolazi do fragmentacije nukleusa koji Cesto obrazuje
apoptoticna tela od delova jedarnog materijala okruzenim tankim slojem citoplazme i
neoste¢enom plazma membranom (30, 31). Apoptoti¢ne celije se ubrzo zatim fagocituju od
strane makrofaga i susednih epitelnih ¢elija, tako da brzo iS¢ezavaju bez ikakvih oStecenja ili

zapaljenja na okolnom tkivu. Iz ovih razloga apoptoti¢ne ¢elije tesko je uociti (28, 30).

Kao vid programirane celijske smrti, apoptoza se javlja tokom umerene ishemije ili
oStecenja celija toksinima u koncentracijama u kojima ne dolazi do drasti¢nih metabolic¢kih
poremecaja ili nekroze (28, 32). Pokreta¢ apoptoze u ABI predstavlja gubitak “faktora
prezivljavanja®, kao §to su solubilni faktori rasta i signalni molekuli odgovorni za ¢elijsko-
¢elijsku i ¢elijsko-substratnu adheziju (33). Prilikom nedostatka renotrofi¢énih hormona kao
Sto su epidermalni faktor rasta (EGF) i faktori rasta sli¢ni insulinu 1 (IGF1)), tubulocite u
kulturi celija umiru apoptozom (34). Nakon nastanka ABI u septi¢nim uslovima kada je
povecéana produkcija makrofaga, faktor nekroze tumora o (TNF- o ) moze da doprinese pojavi
apoptoze (28). Na biohemijskom nivou, aktiviranje endonukleaza predstavlja znacajan korak
u apoptotskom fragmentisanju DNK (29). U slucaju nekroze DNK se raspada u manje
fragmente baznih parova razli¢itih veli¢ina, dok kod apoptoze endonukleaze formiraju

nukleozome veli¢ine do 200 baznih parova (28).

Savremena istrazivanja pokazuju da kaskadnom aktivacijom proteaza sli¢nih interleukin-
1B konvertujuéem enzimu (ICE), dolazi do proteolitickog cepanja citoplazmatskog i
nukleusnog sadrzaja i apoptoze ¢elije (35, 36).



1.14 Model postishemic¢ne eksperimentalne ABI

Mnogobrojni su zivotinjski modeli koji se koriste za eksperimentalno proucavanje ABI.
Prvi kompletan opis modela klemovanja hilusa pacova, dao je Klotesky 1954. godine (37).
Najcesce koris¢en model je unilateralna okluzija renalne arterije, uglavnom leve, sa
uklanjanjem desnog bubrega. Vreme izazivanja ishemije kod razli¢itih autora varira od 40-70
minuta, a u pacovskim modelima ono najc¢esce traje od 40-45 min (38-42). Tok ishemi¢ne
ABI mozemo podeliti na tri faze: inicijalna faza, faza odrzavanja i faza oporavka (43). Tokom
nastanka ishemi¢ne ABI dolazi do znacajnog pada klirensa kreatinina, poveéanja frakcione
ekskrecije natrijuma, kao i koncentracije uree u Kkrvi (44), u periodu nakon 24h. Takode,
pacovi kojima je izazvana ABI pokazuju znacajno snizenje izlu¢ivanja urina, 15-30 % od
kontrolne vrednosti (45,46). Malis i saradnici (45) su pokazali znaCajnu redukciju
glomerulske filtracije kod pacova kojima je 40 minuta klemovan hilus levog bubrega. Kod
ovih zivotinja klirens inulina, 3 sata nakon ishemije iznosio je 4,2 + 0,9 % preishemi¢ne
vrednosti (45).

U ishemi¢nom tipu ABI dolazi do znac¢ajnog smanjenja ukupnog renalnog protoka krvi sa
izrazitom spolja$njom kortikalnom ishemijom. Nakon 45-ominutne okluzije renalne arterije
pacova, pored izrazite kortikalne ishemije, javlja se i poremecaj cirkulacije spoljasnjeg

medularnog podrucja, koji dostize maksimum 24-48 h nakon uspostavljanja recirkulacije.

Solez je 1983. godine pokazao sli¢nosti izmedu eksperimentalne postishemi¢ne ABI sa
bubreznom insuficijencijom zabelezenom u klini¢koj praksi (44). Pomocu elektronske
mikroskopije na glomerulima su opisane karakteristicne promene na filtracionoj barijeri. ABI
dovodi do znacajnog smanjenja glomerulskih endotelnih, epitelnih i mezengijelnih ¢elija koje
su dovoljne da zatvore kapilarni lumen (47). Povrsine endotela prilikom oStecenja jasno
pokazaju smanjenje veli¢ine i gustine pora (fenestri). U prvom satu ishemije, tela i pedicele
podocita se Sire 1 postaju spljosteni, a nakon toga se smanjuje opseznost promena (48).
Bubrenje tubulocita desava se jos u toku okluzije renalne arterije, da bi nekoliko minuta
nakon skidanja kleme otpocelo propadanje i ljustenje mikrovila cetkastog pokrova tubulocita
u lumenu proksimalnih tubula (49). Tako oljuSteni mikrovili spajaju se i dalje bubre u
tubularnom lumenu, postizuci dijametar od nekoliko mikrometara. Putujuci dalje kroz nefron,
mogu da zacepe silazni i ravni deo Henleove petlje. Ova proksimalna opstrukcija prolaznog je

karaktera usled lize oljustenih fragmenata mikrovila. Medutim istovremeno se formiraju i



cilindri u distalnim delovima nefrona, tako da, nakon 24 ¢asa, veéina distalnih tubula i
sabirnih cev¢ica sadrzi cilindre (10). Sporadi¢no pojavljivanje nekroti¢nih tubulocita u
lumenu pocinje ve¢ u prvim minutima recirkulacije, a potom 1 u izuvijanom delu distalnih
tubula. Nakon 60 minuta recirkulacije, uo€ljivo je postojanje hijalnih cilindara, a nakon 18
sati, posebno u tezim oblicima ABI, u proksimalnim tubulima su prisutne ekstezivne nekroze,
dok je lumen proksimalnih tubula i Henleove petlje ispunjen oljustenim celijama (50).
Ispunjavanje debljeg uzlaznog kraja lumena Henleove petlje i distalnih tubula dovodi do

dilatacije istih, Sto predstavlja jedan od najociglednijih histoloskih znakova nastanka ABI.



1.2 Sistem renin — angiotenzin aldosteron i njegova uloga u bubreznim
mehanizmima

Renin-angiotenzin-aldosteron  sistem (RAAS), predstavlja slozeni koordinisani
hormonski sistem koji ima dominantnu ulogu u kontroli kardiovaskularnih i bubreznih
funkcija. Ovu ulogu postize regulacijom koli¢ine telesnih teCnosti i elektrolita, kao i
arterijskog pritiska (51). Glavni efektorni peptid RAAS je Angiotenzin Il (Angll) koji,
vezivanjem za AT1 receptore, posreduje u nizu fizioloskih reakcija kao S§to su
vazokonstrikcija, otpustanje aldosterona i vazopresina, retencija natrijuma i vode, kao i
aktivacija simpatickog nervnog sistema. U patoloskim uslovima preterana sinteza ovog
oktapeptida moze dovesti do pojave hipertenzije, hemodinamskih poremecaja i razvoja

sréanih oboljenja (51).

Renin-angiotenzin-aldosteron sistem je izazivao interesovanja nau¢nika jo$ u 19. veku
kada su Tigerstedt i Bergmann (52) pokazali da ekstrakt kore bubrega izaziva povecanje
krvnog pritiska. Iako su jo$ tada ova dvojica nau¢nika dali ekstraktu ime renin, tek prvi radovi
Goldblatt-a i saradnika 1934. godine ukazali su na mogucu fiziolosku ulogu renina (53). Dalja
istrazivanja su pokazala da eksperimentalno suzenje bubrezne arterije dovodi do hipertenzije,
Sto je ukazalo na mogucénost da poremecaj bubrezne cirkulacije moze da dovede do sekrecije
neke vazopresorne supstance, i od tada opisan je Citav niz enzima, peptida i kofaktora koji

zajedno ¢ine ovaj sistem.

1.21 Osnovne komponete i fizioloSka uloga sistema renin-
angiotenzin-aldosteron

Osnovne komponente koje ¢ine ovaj sistem su:

1) angiotenziogen, veliki globularni protein;

2) renin, enzim koji katalizuje proteoliticko pretvaranje angiotenzinogena u dekapeptid
angiotenzin I;

3) enzim konverzije angiotenzina (ACE- engl. angiotensine converting enzyme),
karboksipeptidaza koja pretvara angiotenzin | u Angll

4) oktapeptid angiotenzin 11, i



5) receptor za angiotenzin 11, tipa 1 i tipa 2 (AT1 i AT2) (slika 2).

Sistemski Tkivni
Jetra Srce
Angiotenzinogen Mozak
Bubreg
Bubrezni Tkivni Arterije
renin renin
Angiotenzin |
Plucni Tklvnl
ACE
Angiotenzin Il
AT1 receptor AT2 receptor
poveéana s EEs povecana poveéana poveéano
reapsorpcija ks sekrecija sekrecija vazodilatacija otpustanje
natrijuma aldosterona bradikinina azotoksida

POVECANIJE SMANJENIJE
KRVNOG PRITISKA KRVNOG PRITISKA

Slika 2 Osnovne komponente renin-angiotenzin-aldosteron sistema (54)

Vezivanje Angll za njegove receptore uzrokuje vazokonstrikciju i oslobadanje
aldosterona i kateholamina (55). Angiotenzinogen je glikoprotein (a, globulin) koji se
sintetiSe u jetri. Delovanje renina na angiotenzinogen direktno zavisi od njegove koncentracije
u plazmi. Angiotenzinogen se takode produkuje i u nekoliko drugih organa, tako da je
njegovo prisustvo detektovano u bubreznoj limfi pacova i tubulocitama proksimalnih kanali¢a
bubrega (56). Renin je proteoliticki enzim koji se sintetiSe, deponuje i luc¢i skoro isklju¢ivo u
bubrezima. lako su enzimi sli¢ni reninu nadeni i u drugim organima, nema podataka da imaju
bilo kakve sistemske efekte. U sintezi renina prvi korak predstavlja stvaranje prekursora
preprorenina, koji se pretvara u prorenin, a on u aktivni renin. Sinteza i deponovanje renina se

odvijaju u jukstaglomerularnim ¢elijama bubreznih aferentnih arteriola koje se nastavljaju na
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debeli uzlazni deo Henleove petlje. Jukstaglomerularne celije predstavljaju modifikovane
glatke miSi¢ne celije, a tubulocite na koje nalezu cCelije makule dense (engl.-macula densa
cells). Ove celije zajedno sa jukstaglomerularnim c¢elijama 1 ekstra glomerularnim

mezengijalnim ¢elijama ¢ine jukstaglomerularni aparat (57).

1.2.2 Regulacija sekrecije renina

Sekreciju renina regulisu::

1) Ccelije macule dense;

2) baroreceptorni mehanizam;

3) simpaticki nervni sistem.

Vander je 1967. godine precizno pokazao da postoji obrnut odnos izmedju koncentracije
natrijuma u regionu macula dense (tzv. tubularno opterecenje natrijumom) i sekrecije renina
(58). Ovu teoriju dokazali su Scott i Briggs 1987. godine na perfundovanim preparatima

jukstaglomerularnog aparata (59).

Eksperimentalne studije su ukazale da sekrecija renina direktno zavisi od renalnog
perfuzionog pritiska, sto je dovelo do zakljucka da jukstaglomerularne ¢elije mogu delovati
kao baroreceptori koji reaguju na promene vaskularnog volumena, pritiska, ili oba zajedno
(58). Istrazivanja druge grupe autora (60), pokazala su da je smanjenje perfuzionog pritiska u
bubrezima odgovorno za povecanje sekrecije renina, sto je regulisano mehanizmom negativne

povratne sprege.

Simpaticki nervni sistem ima vaznu ulogu u kontroli sekrecije renina. Ovu tezu potvrduju
podaci koji govore da stimulacija bubreznih nerava ili infuzija kateholamina povecavaju
sekreciju renina (61). Jukstaglomerularne c¢elije su inervisane kateholaminskim nervnim
zavrsecima. Slaba elektrostimulacija P-adrenoreceptora na jukstaglomerularnim celijama
dovodi do povecanja sekrecije renina, dok stimulacija a-receptora na istim ¢elijama dovodi do
njene inhibicije. Elektrostimulacija a-receptora visokim intenzitetom nadrazaja dovodi do
indirektne stimulacije sekrecije renina preko aktivacije baroreceptora ili ¢elija macule dense
(57).
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1.2.3 Fiziolos$ka uloga sistema renin-angiotenzina-aldosteron

Primarna uloga RAAS u fizioloskim uslovima je regulacija krvnog pritiska i metabolizma
soli i vode. Angiotenzin Il moZe ucestvovati direktno i indirektno u regulaciji arterijskog
pritiska. Direktno izaziva vazokonstrikciju u miSi¢nim arteriolama nosiocima otpora, a
indirektno preko sekrecije aldosterona i retencije vode, Sto povecava volumen telesnih
te¢nosti. U fizioloskim uslovima, direktan vazokonstriktorni efekat Angll nema vecéeg uticaja
na odrZanje pritiska, ali u slu¢ajevima deficita soli u organizmu, poveéana koli¢ina Angll u
cirkulaciji znacajan je mehanizam za odrZzavanje arterijskog pritiska (61). Angll je u
fizioloskim uslovima glavni regulator biosinteze i sekrecije aldosterona, koji stimuliSe
reapsorpciju natrijuma u distalnim tubulima i sabirnim kanali¢cima nefrona (62). Aldosteron se
vezuje za svoje receptore u citoplazmi tubulocita i kompleks u jedru se vezuje za promotore
gena za kanale Na*, K*, Na'-K*-ATP-aze. To sve pospesuje reapsorpciju natrijuma (62, 63), a

time i vode, §to dovodi do poveéanja volumena te¢nosti u organizmu.

Koncentracija natrijuma i kalijuma u plazmi, adrenokortikotropnog hormona (ACTH),
kao i Angll predstavljaju ¢inioce koji direktno stimuliSu biosintezu i sekreciju aldosterona
(64). Angll je glavni fizioloski regulator sekrecije aldosterona. Ovo je dokazano blokadom
enzima konverzije angiotenzina, koja u potpunosti blokira sekreciju aldosterona, ¢ak i u
stanjima sa deficitom natrijuma u plazmi, gde bi trebalo da dode do stimulisane produkcije

aldosterona (65).

ANngIl ima 1 direktan uticaj na bubreznu ekskreciju natrijuma. Povecane doze renina 1
ANgII stimuliSu diurezu 1 natriurezu, dok fizioloske doze, primarno imaju antinatriuretsko i

antidiuretsko dejstvo.

Biohemijska i morfoloska istrazivanja su pokazala vaznost uloge RAAS u bubrezima
(61). Pored mnogostrukih dejstava Angll u bubreznoj fiziologiji, izdvajaju se dva najvaznija,
a to su regulacija protoka krvi i glomerulske filtracije kroz bubrege. Angiotenzin Il dovodi do
snaznije konstrikcije eferentne nego aferentne arteriole, S$to rezultuje povecanjem
glomerulskog filtracionog pritiska. Ovakvo dejstvo omogucava odrzavanje glomerulske
filtracije 1 u uslovima pada protoka krvi kroz bubrege. Pored toga, Angll deluje nezavisno na
filtracioni koeficijent uti¢u¢i na kontrakciju 1 funkciju mezengijalnih celija koje regulisu
veli¢inu filtracione povrsine. Delovanje Angll kao promotera rasta mezengijalnih ¢elija moze

biti znacajno u nekim sluc¢ajevima glomerulonefritisa (66).Takode, Angll deluje kao promoter

12



¢elijskog rasta i deobe u bubrezima (67). Mnoga dejstva Angll modifikovana su delovanjem
prostaglandina i atrijalnog natriuretskog peptida (ANP), koji predstavlja endogeni inhibitor
RAAS. Nesteroidni anti-inflamatorni lekovi, inhibitori sinteze prostaglandina uklanjaju

modulatorno dejstvo prostaglandina na vazokonstrikciju uzrokovanu Angll (68).

1.2.4 Uloga sistema renin-angiotenzin-aldosteron u vaskularnim oboljenjima i
bubreZnoj insuficijenciji

Savremenim tehnikama molekularne biologije ostvaren je veliki napredak u
istrazivanjima sistema renin-angiotenzin, kao i njegove uloge u hipertenziji, restenozi, sréanoj
hipertrofiji i bubreznim bolestima. Inhibitori enzima konverzije angiotenzina se u klinickoj
praksi odavno koriste kao antihipertenzivni lekovi, §to ukazuje na ulogu RAAS u kontroli

krvnog pritiska.

Primenom ACE inhibitora ispitivana je uloga RAAS u proliferaciji miointimalnog sloja
krvnih sudova pacova nakon angioplastike. Primena cilazaprila i losartana je pokazala
znacajno poboljSanje strukture zida krvnog suda kod pacova, medutim, upotreba ACE
inhibitora na primatima i u klinickim studijama nije dovela do rezultata, tako da se
pretpostavlja da je uloga RAAS u restenozi specifiéna za vrstu (60, 65). Istrazivanja su
pokazala da primena ACE inhibitora spre¢ava ili umanjuje hipertrofiju srca, $to je ukazalo na
mogucéu ulogu RAAS u patoloskom rastu sréanih ¢elija (69). lako je jasno dokazana uloga
RAAS u ovim procesima, a pre svega Angll, mehanizmi koji dovode do poboljsanja slike
kardijalne hipertrofije jo§ uvek su nedovoljno istrazeni. Na nivou bubrega, Angll pokazuje
razlic¢ita dejstva. Osim kontrole renalne hemodinamike i transporta u tubulima, Angll deluje i
kao faktor rasta i profibrogeni citokin, a neretko pokazuje i inflamatorna svojstva (70). Ovi
efekti su Cesto nezavisni od hemodinamskih promena, narocito u modelima hroni¢ne
bubrezne insuficijencije, ali u in vivo uslovima tesko je odvojiti ta dva uticaja. Uloga RAAS je
nedvosmisleno potvrdena u malignoj hipertenziji, ali je patogeneza ABI u ovakvim
okolnostima veoma nejasna (71). lako bi inhibicija Ang Il, kao jakog vazokonstriktora,
trebalo da dovede do poboljsanja, mnogobrojne studije pokazuju da ACE inhibicija ne dovodi
do poboljsanja klinicke slike kod pacijenata sa malignom hipertenzijom (72-75). Nekoliko
autora je pokazalo da RAAS deluje na ostecenja bubrega izazvana ishemijom i reperfuzijom.

Naime oni su ukazali na uvecanu aktivnost renina u plazmi u inicijalnoj fazi klini¢ke i
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eksperimentalne forme ABI (9, 76). Kontogiannis i Burns su 1998. godine pokazali da

blokada receptora za angiotenzin Il ubrzava oporavak u ishemi¢nom bubregu (77).
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1.3 Reaktivne vrste kiseonika

Ljudski organizam Koristi kiseonik da pretvara masti, ugljene hidrate i proteine u
energiju, pri ¢emu moze doéi do neZeljenih Stetnih reakcija aktiviranih molekula kiseonika.
Kiseonik je visoko reaktivan atom, koji moze da postane deo potencijalno stetnih molekula
koji se obi¢no nazivaju reaktivne vrste kiseonika (RVK) ili ,,slobodni radikali*. Oni imaju
sposobnost ostecenja zdravih celija, sto dovodi do gubitka njihove strukture i funkcije.
Reaktivne vrste kiseonika (engl. ROS - reactive oxygen species) je termin koji obuhvata sve

visoko reaktivne molekule koji sadrze kiseonik.

Ostecenje celija prouzrokovano slobodnim radikalima predstavlja jedan od glavnih
uzroka starenja i nastanka raznih degenerativih oboljenja, kao S$to su: kancer,
kardiovaskularne bolesti, katarakta, oboljenja imunskog i nervnog sistema (78). Slobodni
radikali ukljuceni su u patogenezu najmanje 50 razli¢itih oboljenja (79, 80). Ipak, njihovo
formiranje prirodno je kontrolisano jedinjenjima poznatim kao antioksidanti (slika 3).

Nedostatak antioksidanata dovodi do akumulacije tkivnih ostecenja i slabljenja organizma.

Reaktivne vrste kisonika su negativno naelektrisani molekuli, koji imaju nesparene
elektrone Kkoji teze da se spajaju sa elektronima drugih molekula da bi postali elektro
neutralni. Tokom tog procesa formiraju se novi RVK Kkoji ulaze zatim u proces lancanih
reakcija kreirajuc¢i nove RVK. Ukoliko se novonastali RVK ne deaktiviraju, hiljade molekula
moze da nastane za samo nekoliko sekundi od prvobitne reakcije. Antioksidanti imaju

sposobnost stabilizacije odnosno deaktivacije RVK pre nego sto oni napadnu ¢elije.

Tipovi RVK (tabela 1) ukljucuju hidroksilne i superoksidne radikale, vodonik peroksid,
nitrooksi¢ne radikale, hipohlori¢ne radikale i razli¢ite lipidne peroksidne radikale. Svi oni
imaju sposobnost reakcije sa membranom lipida, nukleinskim kiselinama, proteinima i

enzimima, i drugim malim molekulima, §to rezultira ¢elijskim ostecenjem (81).
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Ostecenje tkiva

\ H,0 + 0.50,

Hipohlori¢na kiselina
NADP NADPH

Glutation
reduktaza

Ostecenje tkiva katalaza

Glutation peroksidaza

SO0 GSSH
Normalni metabolicki O, + O, + 2H* H,0,
procesi
Fe2+ H,0
O,
Lipidna
3 ,  —
RO ROy peroksidacija
Normalnrior(r::;?bo"cm OH' Polinezasicene /ﬂ tokoferol a- mkofeml
P! / masne kiseline J
S . Ostecenje tkiva
Ostecenje proteina / i
DNK...

Oksidovana  Askorbinska
askorbinsak kiselina kiselina

s

R karoten R karoten
radikal

Slika 3. Interakcija reaktivnih vrsta kiseonika i antioksidanata (82)

GSH-redukovani glutation; GSSG-oksidovani glutation; RO -aloksi radikal; ROO -peroksi radikal; SOD-

suproksid dismutaza
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Tabela 1. Reaktivne vrste kiseonika: 83, 84, 85

Oksidant

Opis

O, , Superoksidni anjon

Ima jedan elektron manje od molekula kiseonika O,, formira se u
brojnim autooksidativnim reakcijama i preko elektronskog
transportnog lanca prevodi se preko SOD do H,0,.

‘OH, Hidroksil radikal

Ekstremno reaktivan molekul, koji nastaje od H,O, u Fentonovoj
reakciji i u razgradnji peroksinitrita. Reaguje sa gotovo svim
molekulima u ¢éeliji.

H,0,, Hidrogen peroksid

Nastaje dismutacijom O, ili direktnom redukcijom kiseonika.
Liposolubilan je i lako difunduje kroz membrane.

RO, alkoksi radikal,

ROQO;, peroksi radikal

Organski radikali sa kiseonikom koji zauzima centar molekula.
Lipidne forme ucestvuju u lipidnoj peroksidaciji.

HOCI, Hipohlori¢na kiselina

Formira se pomocu H,0, u reakciji u kojoj ucestvuje
mieloperoksidaza. Visoko reaktivan i liposolubilan. Reaguje sa
konstitutivnim proteinima, i to sa tiolnim i amino grupama, kao i
sa metioninom.

ROOH,
hidroperoksidi

organski

Nastaju u reakciji slobodnih radikala sa komponentama kao §to su
lipidi i nukleotidne baze.

ONOQO-, peroksinitriti

Nastaju u reakciji NO i O,. Protonovana peroksinitritna kiselina
u procesu razlaganja dovodi do formiranja hidroksil radikala i
azotdioksida.
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RVK nastaju na vise nacina. Vecéina oksidativnih produkata koje proizvodi ¢elija javljaju

se kao posledica:

o normalnog aerobnog metabolizma i fizioloskih reakcija Celija jer oko (Slika 4):

90% stvorenog kiseonika koristi mitohodrijalni sistem za transport elektrona

o dejstva fagocita prilikom odbrane organizma od virusa i bakterija
. detoksikacije organizma nakon trovanja razli¢itim toksinima.
Faktor rasta
Citokini
Vasoaktivni peptidi \
Mehanicko istezanje NADP)H
oksidaza

Celijska

membrana

Mitohondrijalni SOD katalaza
respiratorni lanac Sm— n —*H,0, ———H 0+0,

Ksantin oksidaza /

Nespareni OH

eNOS

ONOO~
BH4
oksidacija

tNOS
L-arginin - e L-citrulin + NO

Slika 4 Produkcija RVK . Velika kolicina reaktivnih vrsta kiseonika nastaje kao produkt
reakcija brojnih enzima u organizmu kao sto su: NAD(P)H oksidaza, ksantin oksidaza i azot
monoksid sintaza (eNOS). Slozena struktura pojedinih enzima kao sto je npr.NAD(P)H
oksidaza, dovodi do toga da brojni faktori, medu kojima i vazoaktivne supstance, mogu uticati
na generisanje reaktivnih vrsta kisonika. (86)

SOD-superoksid dismutaza; BH4-tetrahidrobiopterin; Gp91, Nox1 ,Nox4, p67, p47, p22, Rac-subjedinice
NAD(P)H oksidaze

Mnogobrojni  faktori stresa, kao §to su fizicki napori Koji ubrzavaju celijski

metabolizam, hroni¢na zapaljenja, infekcije, ishemija i druge bolesti, izlaganje alergenima,
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drogama i toksinima poput duvanskog dima, zagadenjima, pesticidima i insekticidima, mogu

da doprinesu disbalansu u odnosu stvaranja i uklanjanja RVK.

1.3.1 Antioksidativna zastita

Da bi zastitili ¢elije i sisteme organa od RVK, Covecji organizmi poseduju visoko
sofisticiran 1 kompleksan antioksidativni sistem zastite. Taj sistem uklju¢uje komponente

endogenog i egzogenog porekla, koje funkcionisu interaktivno i sinergisticki (87) :

e Prirodne antioksidante kao $to su vitamin C, vitamin E, karotenoidi i druga
jedinjenja niske molekulske mase, poput glutationa i masnih kiselina.

e Antioksidativne enzime: superoksid dismutazu (SOD), glutation peroksidazu
(GSH-Px), glutation reduktazu (GR), katalazu (CAT)...

e Metaloproteine poput feritina, laktoferina, albumina i cerulo plazmina koji
vezuju slobodne jone gvozda i bakra za dalje katalizovanje oksidativnih reakcija.

e Druge mnogobrojne antioksidante iz hrane biljnog porekla

1.3.2 Oksidativni stres u humanoj patologiji

Koliko god da je humani antioksidativni sistem kompleksan, nije uvek i dovoljno
efikasan. Sustinski, oksidativni stres predstavlja prevagu pro-oksidantivnih supstanci nastalih
kao rezultat povecanja oksidativnog metabolizma, u odnosu na antioksidativne supstance u
organizmu. Povecanje oksidativnog stresa na celijskom nivou moze da bude posledica
infekcije, loSe ishrane, toksina, radijacije ili naporne fizicke aktivnosti. Zastita od ovih Stetnih
procesa zavisi od adekvatnosti razli¢itih antioksidantnih supstanci koje se izdvajaju direktno
ili indirektno iz hrane. Neadekvatno uzimanje antioksidantnih sastojaka moze da

kompromituje antioksidantni potencijal, i na taj nacin poveca ukupni oksidativni stres.

Oksidativno oste¢enje DNK, proteina i drugih makro molekula ukljuceno je u patogenezu
Sirokog spektra bolesti, medu kojima su najznacajnije sr¢ane bolesti i kanceri (80). Sve vise

animalnih 1 epidemioloskih studija, kao i1 radovi koji se bave klinickim intervencijama,
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sugeriSu da antioksidanti mogu da igraju klju¢nu ulogu u prevenciji i usporavanju progresije,

sr¢anih bolesti, i nekih vrsta kancera (88, 89).

1.3.3 Znacaj oksidativnog balansa

Iako se mnoga dosadasnja istrazivanja fokusiraju na potencijalnu efikasnost pojedina¢nih
antioksidantnih sastojaka, postalo je jasno da se najbolja zastita od oksidativnog stresa postize
kombinovanjem razliitth medusobno povezanih antioksidanata i antioksidantnih kofaktora
(87). Studije su pokazale da smanjen unos antioksidanata kao $to su vitamin C, vitamin E ili
beta-karoten povecava rizik pojave kardiovaskularnih bolesti (81). Sa druge strane, pod
odredenim uslovima visak bilo kog tipa antioksidanta moze da bude $tetan po organizam (90).
Ruano-Ravina i saradnici pokazali su 2006. godine da visoke doze beta-karotena povecavaju
rizik nastanka kancera pluca kod pusaca (91). Sa druge strane, postoje suprotna misljenja o
upotrebi vitamina E kod pacijenata sa Alchajmerovom boles¢u (92, 93). Kontush i
Schekatolina (2004. god) tvrde da tretman vitaminom E moze usporiti razvoj Alchajmerove
bolesti, tako Sto smanjuje oksidaciju lipoproteina cerebrospinalne tecnosti 1 lipida mozga (92).
Sa druge strane, Boothby i Doering (2005. god.) ne preporucuju upotrebu vitamin E ni kao
primarnu, ni kao sekundarnu prevenciju kod Alchajmerove bolesti (93). Prasad je 2004.
godine ukazao da oko 60% pacijenata obolelih od karcinoma koristi antioksidante kao
dodatak ishrani tokom terapija zracenja, iako veéina onkologa ne preporucuje upotrebu
antioksidanata (94).

Treba imati u vidu da RVK, koje se u danasnjim istrazivanjima najcesc¢e spominju kao
uzro¢nici brojnih oboljenja imaju i bitnu ulogu u normalnom funkcionisanju organizma. U
fizioloskim koncentracijama RVK su deo klju¢nih regulatornin molekularnin mehanizama,
koji ucestvuju u: imunskom odgovoru, ¢elijskoj proliferaciji, inflamaciji, ¢elijskoj adheziji,

metabolickim procesima, starenju i ¢elijskoj smrti (95).

Iz svega navedenog, jasno je da naruSavanje balansa antioksidativnih/prooksidativnih
supstanci moze dovesti do brojnih nezeljenih efekata u organizmu. Takode, prilikom primene
antioksidativne terapije treba biti obazriv, jer njena efikasnost moze da varira u zavisnosti od

oboljenja, usled toga $to u razvoju razli¢itih ostecenja, ucestvuju razliciti tipovi RVK.
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1.3.4 Reaktivne vrste kiseonika u hipertenziji

Jedna od klju¢nih karakteristika hipertenzije je povecanje perifernog vaskularnog otpora,
usled smanjenja lumena rezistentnih krvnih sudova na periferiji tela (96). Kako je otpor
suprotno proporcionalan precniku suda na Cetvrti stepen, male promene precnika znacajno
utiCu na vaskularni otpor. Male arterije i1 arteriole koje odreduju periferni otpor podlezu
strukturnim 1 funkcionalnim promenama u hipertenziji. Primeri ovih promena ukljucuju
povecéanje reaktivnosti na vazokonstriktorne supstance, smanjenje endotelne funkcije, rast
vaskularnih glatkih miSi¢nih celija, skladiStenje komponenti ekstracelularnog matriksa i

vaskularna zapaljenja (97).

Tokom prethodnih godina uloga RVK u kardiovaskularnom sistemu bila je predmet
mnogih istrazivanja. Porodica RVK obuhvata razli¢ite molekule koji imaju Siroko i razli¢ito
dejstvo na funkciju ¢elija. U okviru kardiovaskularnog sistema RVK uti¢u na ¢elijski rast i
diferencijaciju, modulaciju produkcije komponenti ekstracelularnog matriksa, inaktivaciju NO
i stimulaciju mnogih kinaza (98). Mnogi od ovih efekata povezani su sa patoloSkim

promenama u hipertenziji.

Stanje oksidativnog stresa u kardiovaskularnom sistemu ukljucuje hroni¢no povecanje
nivoa RVK, koje vodi kardiovaskularnim oboljenjima. Kod pacijenta sa hipertenzijom
registrovan je poveéan nivo RVK, i smanjena aktivnost antioksidantnih enzima u Krvi i
mononuklearnim leukocitima (99). Kod ovih pacijenta Cesto se javlja slika povecanog
oksidativnog oSte¢enja DNK, u poredenju sa osobama sa normalnim pritiskom (99).
Mononuklearni leukociti izolovani iz hipertenzivnih pacijenata iskazuju pove¢anu produkciju
O, nakon stimulacije angiotenzinom Il ili endotelinom-1, u poredenju sa stimulisanim
¢elijama izolovanim iz normotenzivnih pacijenata (100). Takode, pacijenti sa
renovaskularnom hipertenzijom, koji imaju poveéanu plazma-reninsku aktivnost i nivo Angll,
pokazuju sklonost ka poveéanju oksidativnog stresa, udruzenu sa smanjenom endotel-
zavisnom vazodilatacijom (101). Produkcija RVK u krvnim sudovima takode je poveéana u
razli¢itim eksperimentalnim modelima hipertenzije, kao $to su hipertenzija indukovana Angll

(102, 103), mineralokortikoidna hipertenzija (104) i renovaskularna hipertenzija (105, 106).

lako sve reaktivne vrste kiseonika nastaju nakon redukcije molekularnog kiseonika,

razli¢ite hemijske osobine individualnih RVK imaju vazne uloge u celijskoj signalizaciji.
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Superoksidani anjon i hidroksil radikal imaju relativno kratak poluzivot. Hidroksil radikal je
posebno reaktivan i stoga teSko moze delovati dalje od mesta gde je proizveden. Negativno
naelektrisanje O, ¢ini ga nesposobnim da prolazi kroz ¢elijske membrane, 0sim kroz jonske
kanale. Nasuprot tome, H,O, ima duzi poluZivot od O2 i ‘OH, i sposoban je da prolazi kroz
duple lipidne slojeve. Ove razli¢ite osobine ukazuju na to da su razli¢ite reaktivne vrste
kisoika sposobne da aktiviraju razli¢ite signalne puteve, $to moze da dovede do suprotnih
posledica. Odavno je poznato da povecanje nivoa O, inaktivira vazodilatatorne molekule,
dovode¢i do endotelne disfunkcije i vazokonstrikcije, koja je vazan patofizioloSki faktor
mnogih vaskularnih oboljenja, ukljucujuéi i hipertenziju (107). Sa druge strane, poznato je da
se H,O, ponaSa kao vazodilatator u arterijama, kao §to su cerebralna, koronarna i
mezenteri¢na (108, 109, 110). 1z ovih razloga, preuveliCavanje uloge oksidativnog stresa, bez
proucavanja individualnih RVK uklju¢enih u ove procese, moze dovesti do davanja

pojednostavljene slike onogo §to se deSava u in vivo uslovima.

1.3.5 ROS u ishemiji i reperfuziji

Reperfuziona ostecenja bubreznog tkiva su povezana sa povecanom produkcijom RVK,
Sto je potkrepljeno brojnim dokazima (slika 5). Tokom reperfuzije krvi u bubrege dolazi do
povecane lipidne peroksidacije, koja je posledica reakcija RVK sa membranskim lipidima
(39, 111). Sakupljaci (engl.-Skavengers) RVK, poput SOD, glutationa i vitamina E, kao i
nekih inhibitora RVK produkcije, pokazali su protektivan efekat tokom ishemi¢nih oste¢enja
(41, 112,). Takode, izlaganje mikrozoma tubulocita, sistemima koji produkuju RVK, dovodi

do njihovog ostecenja slicnog onom koje uzrokuju ishemi¢ne povrede (111, 113).
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ADPH oksidaza
Ksantin oksidaza
mitohondrija

O,+é ——> Oy @ H,O, —— > OH- @ Lipidna peroksidacija

L-arginin —— > NO- c1ste|n
GSSG %
® [ D \
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ONOO-
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Slika 5. Desavanja u organizmu prilikom ishemicnih povreda. Na slici su prikazani procesi
nastanka i uklanjanja reaktivnih kiseonicnih vrsta, kao i potencijalni krajnji ishodi prilikom
ishemicnih povreda. Preuzeto iz (114)

SOD-superoksid dismutaza; GSSG-oksidovani glutation; GSH-redukovani glutation;GPX-glutation peroksidaza;
iNOS-inducibilna NO sintaza; MPO-mijeloperoksidaza

Brojni eksperimenti su pokazali da reaktivne vrste kiseonika mogu dovesti do ozbiljnih
promena, kao $to su lipidna peroksidacija, promena propustljivosti plazma membrane (115),
promena enzimske aktivnosti i funkcije jonskih pumpi (111), kao i direktno oStecenje
molekula DNK (116, 117). Takode, Fliss je 1988. godine pokazao da direktna oksidacija
membranskih proteina utie na enzime Na*-K* ATP-azu i Ca®* ATP-azu (118). Ipak, znadaj
RVK u ishemi¢nim oSteCenjima bubrega ostaje nedovoljno razjasnjen usled neslaganja
razli¢itih autora 0 protektivnom uticaju antioksidanata na reperfuziona ostecenja bubrega
(119, 120). Paller i saradnici su 1984. godine pokazali da egzogeno dodata SOD stiti
ishemi¢ni bubreg od reperfuzionih oStec¢enja (39). Paller je nakon cetiri godine pokazao da

razni antioksidanti, ukljucujuci i inhibitor ksantin oksidaze - alopurinol), pokazuju protektivan
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efekat u postishemi¢nom bubregu pacova, miseva, pasa, zeCeva i svinja (121). Medutim, u
radovima drugih istrazivaca antioksidant alopurinol se pokazao neefikasnim u modelu akutne
bubrezne insuficijencije kod pacova (122). Aminokiselina glutation, koja se normalno nalazi u
tubulocitama, u fizioloSkim uslovima neutraliSe RVK. Medutim, prilikom ishemije (123),
nivo glutationa opada i smanjuje se prag osetljivosti ¢elija na oksidativni stres (124). lako je
dokazan protektivni efekat glutationa, nejasno je da li nivo glutationa opada usled njegovog
trosenja U oksido redukcionim reakcijama ili zbog smanjenog stvaranja glicina, njegovog
metabolitiCkog prekursora, tokom ishemije i reperfuzije. Kao i u slu¢aju drugih sakupljaca
RVK, egzogeno davanje glutationa u ishemicno reperfuzionim oS$te¢enjima je pokazalo
dvojake rezultate (125, 126), sto je otvorilo potrebu daljeg proucavanja mehanizama njihovog

dejstva u ovim uslovima.
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Budu¢i da je ustanovljeno da sistem renin-angiotenzin-aldosteron i reaktivne vrste

kiseonika ucestvuju u regulaciji krvnog pritiska i bubrezne funkcije postavljeni su ciljevi da se

ispita:

Uticaj sistema renin-angiotenzin-aldosteron na sistemske hemodinamske
parametre, hemodinamske parametre u karotidnoj i bubreznoj arteriji, biohemijske
parametre, kao 1 histoloSke promene na bubregu pacova sa urodenom
hipertenzijom, kojima je izazvana ishemi¢na akutna bubrezna insuficijencija. U tu

svrhu kori$éen je blokator AT1 receptora za angiotenzin Il, losartan.

Efekat sintetskog mimetika enzima superoksid dismutaze, tempola, na sistemske
hemodinamske parametre, hemodinamske parametre u karotidnoj i bubreznoj
arterij,i biohemijske parametre, kao i i histoloSke promene na bubregu pacova sa
urodenom hipertenzijom, kojima je izazvana ishemi¢na akutna bubrezna
insuficijencija, kako bi se ustanovilo da li stvaranje reaktivnih vrsta ima uticaja na

pomenute parametre.
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3 MATERIJAL I METODE

Za potrebe naseg eksperimenta koristili Smo pacove sa urodenom hipertenzijom (engl.-
SHR-Spontaneously hypertensive rat) odgajane u Institutu za medicinska istrazivanja,
Univerziteta u Beogradu. Ovi pacovi predstavljaju potomke pacova uzgajanih na Taconic
Farme, Germantown, NY, USA (pacovi soja Okamoto-Aoki). Zivotinje su bile proseéne
telesne mase od oko 300g, hranjene su standardnom hranom za laboratorijske zivotinje
(Veterinarski zavod Subotica, Srbija) i imale su slobodan pristup vodi. Svi eksprimenti na
zivotinjama su izvodeni u skladu sa Zakonom o dobrobiti zZivotinja (,,Sluzbeni glasnik RS* br.
41/09) i lokalnim pravilnikom instituta o upotrebi i ¢uvanju eksperimentalnih Zivotinja, uz

odobrenje etickog komiteta Instituta za medicinska istrazivanja (br 0148.1/10)

3.1.1 Eksperimentalni protokol i model akutne bubreZne insuficijencije

Zivotinjama je utvrdivana hipertenzija indirektnim merenjem krvnog pritiska na uredaju
Physiograp Four (Narco Bio Systems Inc. Houston, TX, USA). Nakon toga, zivotinje sa

potvrdenom hipertenzijom su ukljuc¢ivane u eksperiment i deljene u Cetiri grupe:

e grupa lazno operisanih pacova (SHAM);
e grupa kojoj je indukovana akutna bubrezna insuficijencija (ABI);
e grupa zivotinja koje su dobijale infuziju losartana u toku 1 posle ABI
(ABI+LOS);
e grupa zivotinja koje su dobijale infuziju tempola za vreme i posle ABI
(ABI+TEMP);
Zivotinje su zatim anestezirane primenom anestetika natrijum-pentabarbitala (Nembutal),

koji je davan intraperitonealno u dozi od 35mg/kg telesne mase.

Pacovima je uradena laparatomija abdominalnom incizijom. Hirur§kim putem uklonjen je
desni bubreg, a leva bubrezna arterija je klemovana netraumatskom klemom, u trajanju od 40

minuta, ¢ime je izazvana akutna bubrezna insuficijencija ishemicnog tipa.

Lazno operisanim Zivotinjama je uredena identi¢na hirurska priprema, ali bez klemovanja

leve bubrezne arterije.
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Zivotinjama je preparovana i pomocu polietilenskog katetra (PE-50, Clay-Adams
Parsippany, NY, USA) kanulirana desna femoralna vena. Preko ovog Katetra vrSena je
infuzija, koja je otpocinjala 5 min. pre uklanjanja netraumatske kleme i trajala narednih 175

min. Davane su sledece supstance:

e Losartan (Antagonist angiotenzin Il tipl receptora), (Du Pont, Wilmington, DE,

USA) 10mg/kg t.m., rastvoren u 4 ml fizioloskog rastvora

e Tempol (4-Hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-">N-oxyl) ~ mimetik  enzima
superoksid dismutaze Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 40mg/kg/h t.m.,

rastvoren u 4 ml fizioloskog rastvora
Kontrolne grupe SHAM i ABI primale su infuziju 4 ml fizioloskog rastvora.

Odmah nakon zavrSenog tretmana zivotinje su hirurski obradene i smestane pojedinacno
u metabolicke kaveze, radi kolekcije 24 cCasovnog urina i odredivanja diureze koja je

izrazavana U ml/24h/kg telesne mase.

3.1.2 Merenje hemodinamskih parametara 24 ¢asa nakon reperfuzije

Nakon 24 ¢asa provedenih u metabolickom kavezu Zivotinjama Su radena hemodinamska
merenja. Zivotinje su ponovo anestezirane, a zatim su im na isti nagin preparovane i pomo¢u
polietilenskog katetra kanulirane leve femoralne arterije. Kateter iz leve femoralne arterije je,
preko elektro-mehani¢kog pretvaraca, povezivan za uredaj Cardiomax Il (Columbus
Instruments, OH, USA). Zivotinje su ostavljane da se odmore od hirurkih zahvata 20 minuta.
Nakon toga registrovan im je srednji arterijski pritisak (SAP) i frekvenca sr¢anog rada (FS) na

gore pomenutom uredaju.

Minutni volumen srca (MVS) je odredivan termodilucionom metodom na uredaju
Cardiomax Ill. Polietilenskim katetrom ispunjenim fizioloskim rastvorom sa heparinom,
kanulirana je desna jugularna vena. Preparovana je leva karotidna arterija i u nju je ubacivan
termo-senzor za merenje temperature tela, dok je drugi termo-senzor u posudi merio
temperaturu hladnog fizioloSkog rastvora, koji je ujedno koriscen i za infuziju preko jugularne
vene. Oba senzora bila su povezivana sa Cardiomax IIT uredajem. Preko katetera u jugularnoj

veni, naglo je ubrizgavan hladan fizioloski rastvor temperature od 7-10 °C, a vrednost
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minutnog volumena srca (ml/min/kg) oc¢itavana je pomocu odgovaraju¢eg programa. Ukupni

periferni vaskularni otpor (UPO) izracunavan je iz vrednosti SAP i MVS prema formuli:
SAP/MVS=UPO (UPO izrazen u mmHg min kg/ml)

Za merenje protoka krvi kroz vaskularna korita, karotidna i leva bubrezna arterija su
pazljivo preparovane. Ultrazvuc¢na sonda unutra$njeg dijametra od 1 mm (1RB) je stavljana
oko arterija i povezivana sa registratorom protoka (Transonic System Inc., Ithaca, NY, USA).
Protok krvi je izrazavan u ml/min/kg telesne mase. Vaskularni otpor kroz karotidnu i
bubreznu arteriju, izraCunavan je deljenjem SAP u trenutku merenja protoka, sa

odgovarajuc¢im protokom kroz krvni sud. Vaskularni otpor izrazavan je u mmHg min kg/ml.

3.1.3 Odredivanje biohemijskih parametara

Posle zavrSenih hemodinamskih merenja, iz ra¢ve abdominalne aorte uzimana je krv koja
je potom koris¢ena za odredivanje biohemijskih parametara. Kao antikoagulant koriséen je
litijum heparin u koncentraciji 120 pg/ml krvi. Sakupljena krv centrifugirana je na 4000
obrtaja (ultracentrifuga Heraeus Megafuge 1.0 R) u trajanju od 20 minuta, nakon Cega je
odvajana plazma. Ovako dobijen uzorak plazme &uvan je na -20 °C do momenta analize.
Istalozeni eritrociti su resuspendovani i jo§ tri puta isprani fizioloSkim rastvorom uz
centrifugiranje u trajanju od 10 minuta na 2000 obrtaja po minuti, a zatim zamrzavani na -80
C. Iz plazme dobijene na prethodno opisan nagin odredivani su sledeci biohemijski

parametri:

« Koncentracija kreatinina - Kreatinin Jaffe metodom pomocu komercijalnog
kita (Creatinine Jaffe Gen.2; Roche Diagnostics, Germany);

«  Koncentracija uree - spektrofotometrijskom metodom pomoc¢u komercijalnog
kita (UREA/BUN, UREAL,; Roche Diagnostics, Germany)

« Koncentracija proteina - kolorimetrijskom analizom pomoc¢u komercijalnog
testa TP2 (Total Protein Gen.2; Roche Diagnostics, Germany)

« Koncentracija neorganskog fosfata - spektrofotometrijskom metodom pomocéu
komercijalnog kita PHOS2 (Phosphate (Inorganic) ver.2; Roche Diagnostics, Germany)

. Koncentracija holesterola - kolorimetrijskom analizom uz pomoc
komercijalnog testa CHOL2 (Cholesterol Gen.2; Roche Diagnostics, Germany)
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« Odredivanje koncentracije HDL holesterola - kolorimetrijskom analizom uz
pomo¢ komercijalnog testa HDLC3 (Cholesterol+ Gen.3; Roche)

« Koncentracija triglicerida - kolorimetrijom uz pomo¢ komercijalnog testa
TRIGL (triglycerides; Roche Diagnostics, Germany)
Svi ovi biohemijski parametri ocitavani su na automatskom analizatoru COBAS
INTEGRA 400 plus (Hoffmann-La Roche, Germany).

Koncentracija LDL holesterola dobijana je preratunavanjem iz Friedewald-ove jednacine
(127):

L~C-H-kT

H- HDL holesterol; C- ukupni holesterol; L- LDL holesterol; T- trigliceridi; k- konstanta
vrednosti 0,2.

3.1.4 Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u eritrocitima

Od uzoraka eritrocita, mesanih u zapreminskom odnosu 1:3 sa hladnom vodom,
pripreman je lizat koji je slede¢ih 30 minuta stajao na ledu. Za potrebe odredivanja aktivnosti
enzima prvo je iz lizata merena koli¢ina hemoglobina. Zatim u zavisnosti od analize, lizat je
razblazivan, i u njemu odredivana aktivnost enzima antioksidativne zastite superoksid
dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GSH-Px), katalaze (CAT), glutation reduktaze (GR).

3.1.4.1 Odredivanje hemoglobina metodom Drabkina i Austina

Odredivanje koncentracije hemoglobina (Hb) u lizatu krvi vrSena je metodom Drabkina i
Austina (128). Drapkinov reagens dobijan mesSanjem 132mg KsFe(CN)s (Potassium
ferricyanide(l1l), Sigma Chemicals), 130.4mg KCN (Potassium cianide, Fluka), 20ml 0.5 M

fosfatnog pufera i vode do 100ml.

U 5 ml Drapkinovog reagensa dodavano je 20 pl lizata krvi, meSano je na ,,vorteksu® i
nakon 15 min. u mraku merena apsorbanca na spektrofotometru (Ultrospec 3300 pro,
Amersham, Biosciences) na talasnoj duzini 545 nm prema vodi kao nuli. Koncentracija

hemoglobina [C] je racunata prema sledec¢oj jednacini:
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[C] = A545 x 36.77

3.1.4.2 Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost SOD odredivana je indirektnom metodom, koja se zasniva na smanjenju brzine
redukcije citohroma c¢ (129). Prethodno dobijeni lizat eritrocita dodatno je razblazivan
dodavanjem 1 ml etanola (Etil-alkohol, CHsCH,OH, Mr 46.068, Zorka Sabac) i 0.6 ml
hloroforma (Chloroform, Mr 119.38, Hemica). Etanol i hloroform su dodavani hladni, uz
neprestano mesanje na vorteksu. Zatim je lizat centrifugiran 15 minuta na 3000 RPM.

Odvajan je supernatant u kome je odredivana aktivnost enzima.

Reagensi kori$¢eni za odredivanje aktivnosti SOD su Na,COgs, (ICN Galenika), EDTA
pufer pH 10.2 i adrenalin (epinephrine CgH13NO3, Mr 183.2 , Sigma, Chemicals) rastvaran u
0.1 N HCI do podesavanja AA/min na 0.020-0.022. U staklenu kivetu sipan je karbonatni
pufer, uzorak u koli¢ini da redukuje linearni deo krive autooksidacije adrenalina 30-40% i
adrenalin u koli¢ini da AA/min tokom autooksidacije u linearnom delu bude 0.02-0.022. Radi
odredivanja aktivnosti SOD prac¢en je AA/min na 480 nm, do zavrSetka linearnosti krive.
Aktivnost SOD izrazavana je u jedinicama SOD aktivnosti po gramu hemoglobina (U/gHb,

specificna aktivnost). IzraCunavanje aktivnosti je vrSeno po slede¢oj jednacini:

SOD (U/g Hg) = 2 (AK- AA) xRx100/HbxVx AK

AK - promena apsorbance slepe probe

AA - promena apsorbance uzorka

Hb - koli¢ina hemoglobina (g/100 ml)

V - zapremina uzorka sipana u reakcionu smesu (ml)

R - razblazenje

3.1.4.3 Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost CAT u lizatu krvi odredivana je po metodi Beutlera (130). Metoda se sastoji u
spektrofotometrijskom praéenju brzine razgradnje vodonik peroksida u prisustvu CAT na 230

nm. Na toj talasnoj duzini vodonik peroksid apsorbuje svetlost. Odredivanje aktivnosti CAT
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vrieno je u TRIS, EDTA puferu pH 8.0 (TRIS { hidrokxymethil ¢ aminomethane C4H1:NO;
Mr 121.1 Sigma Chemicals; EDTA). Rastvor vodonik-peroksida pravljen je od 30% vodenog
rastvora H,O, (vodonik peroksid, H,0, , Mr 34.01, Hemos) tako da je apsorbanca od 230 nm

podesavana na vrednost 0.860

Odredivanje koncentracije vodonik peroksida vrSeno je na slede¢i nain: u kvarcnu
kivetu naliveno je 50 ul pufera, uzorak u koli¢ini da AA/min bude 0.03-0.06 i 1 ml rastvora
H,0,. Na spektrofotometru je pracena promena apsorbance svakih 30 sec, tokom 3 minuta na
230 nm. Koncentracija vodonik peroksida izra¢unavana je na osnovu ekstinkcionog
koeficijenta, koji za H,0, na 230 nm iznosi 0.071, po formuli:

CAT=100xRxAA/HbxVx0.071

AA - promena absorbance u minuti,

R — razblazenje,

V - zapremina uzorka koji je sipan u reakcionu smesu (ml),

HDb - koli¢ina hemoglobina (g/ 100 ml ).

Jedinice umol H,O, /min/gHb

3.1.4.4 Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (GSH-PXx)

Aktivnost GSH-Px peroksidaze odredivana je po metodi Paglia i Valentine (131). Metoda

se zasniva na sledec¢oj reakciji:

GSH-Px GR
2GSH+H,0, > H,0+GSSG — 2GSH
NADPH+H" NADP*

Ovom metodom je pracena potrosnja NADPH, odnosno oksidacija NADPH uz GR na
340 nm. Ova indirektna metoda koja meri promenu proizvoda reakcije pokazala se veoma
produktivnom u poredenju s drugim metodama odredivanja GSH-Px aktivnosti. Neophodni
rastvori potrebni za ovu reakciju su: 0.5 M Fosfatni pufer pH 7.0; 0.2mM NADPH u 1%
NaHCOs3; 1mM GSH (L-Glutathione reduced; Sigma, Chemicals); 0.03M t-butilhidroperoksid
(tert-Butyl hydroperoxide solution, (CH3)3sCOOH, Mr 90.12 Sigma, Chemicals); Drapkinov
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reagens; GR glutation reduktaza (Glutathione Reductase from baker's yeast (S. cerevisiae)
Sigma, Chemicals) (TYPE II) spec. akt. 105 1U/mg proteina.

U staklenu kivetu naliveno je 1.6 ml vode, 0.3 ml rastvora GSH, 0.6 ml rastvora NADPH,
0.3ml fosfatnog pufera, 0.1 ml t-butilhidroperoksida, 50ul Drapkinovog reagensa i oko 50ul
uzorka. Reakcija je otpoc¢injana dodavanjem Sul GR, uporedo su radeni kontrolni uzorci u

kojima su sipani svi reagensi osim uzorka, na temperaturi 37°C.

U trajanju od 150 sekundi apsorpcija je o€itavana na 340 nm. Aktivnost GSH-Px

izraCunava se na sledec¢i nacin:
GSH-Px = (AA-AB) x 1000/6.22x0.835xHb

AA - promena apsorbance/min za uzorak,

AB - promena apsorbance/min za blank,

Hb - koli¢ina hemoglobina (g/ 100 ml)

6.22-molarna ekstincija

1/0.833-koeficjent

Aktivnost je izrazavana u umol NADPH/min/g Hb

3.1.4.5 Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze (GR)

Odredivanje aktivnosti GR radeno je po metodi Glatzle i saradnika iz 1974. godine (132).
Metoda se zasniva na pracenju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u kojoj enzim

prevodi oksidovani u redukovani glutation.

GR
NADPH + H" + GSSG » NADP" + 2GSH

Reagensi potrebni za ovu reakciju bili su 0.5M fosfatni puffer pH 7.4; 0.5mM EDTA;
2mM GSSG (L-Glutathione oxidized; Sigma, Chemicals); 0.1mM NADPH. U
spektrofotometrijsku kivetu sipano je 0.6 ml fosfatnog pufera, 0.1 ml GSSG, 0.1 ml uzorka i
vode do 3 ml. Reakcija je otpoc¢injana dodavanjem 0.1 ml NADPH, na optimalnoj temperaturi
od 37 °C. Pracena je promena apsorbance u toku 3 minuta, na 340 nm, a aktivnost

izratunavana pomocu jednacine:
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GR= (AA-AB) x3x10°/6.22xVxHb
AA - promena absorbance/minutu u uzorku
AB - promena absorbance/minutu u kontrolnom uzorku,
V- zapremina uzorka (ml),
Hb - koli¢ina hemoglobina (g/ 100 ml)
6.22 - molarna ekstincija

Aktivnost je izrazena u umol NADPH/min/g Hb

3.1.5 Odredivanje stepena lipidne peroksidacije

Za odredivanje stepena lipidne peroksidacije merena je koncentracija reaktivnih supstanci
tiobarbituratne kiseline (Thiobarbituric acid reactive substances; TBARS) u plazmi. TBARS
je odredivana po metodi Ohkawa i saradnika iz 1979. godine (133)

Uzorcima plazme kojima je dodavana TCA (tri-hlor-siréetna kiselina, Zorka Sabac) u
odnosu 1:2, inkubirani su na ledu 10 minuta, a zatim centrifugirani 4 minuta na 15 000 RPM.
Nakon dodavanja TBA (tiobarbiturna kiselina Merck Mw 144.15¢g) u odnosu 1:4, uzorci su

mudkani i inkubirani 15 minuta na 100°C u vodenom kupatilu.

Absorbanca je merena na 530 nm, u odnosu na blank (za blank je koris¢ena voda).
C umol/ml =0.012*5*1000 (A-B)

A-apsorbanca uzorka; B- apsorbanca blanka

3.1.6 Histopatoloske studije

Za odredivanje anatomsko-patoloskih promena koriS¢ena je svetlosna mikroskopija.
Analiza promena nastalih nakon razvoja ABI pracena je na levom bubregu pacova. Nakon
odstranjivanja levi bubreg je potapan u 10% rastvora formalina, dehidriran u seriji alkohola,
kalupljen u parafinskom bloku i se¢en na mikrotomu, time su dobijeni preseci debljine 5 um,
koji su zatim bojeni po PAS metodi (engl.-Periodic Acid—Schiff reaction). PAS metoda

bojenja sluzi detekciji polisaharida, kao sto je glikogen, ali 1 glikoproteina i gliko lipida u
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tkivima. Usled ishemi¢nog ostecenja dolazi do ljustenja epitelnih ¢elija tubula unutar lumena,
koje u sabirnim kanali¢ima bubrega formiraju cilindre obojene izrazito ruzi¢astom bojom

(PAS pozitivni cilindri).

Promene na tubulima bubrega su bodovane po slede¢em principu: 0 = normalne
tubulocite, + = gubitak luminalne membrane ili ¢etkastog pokrova, ++ = bubrenje i prisustvo
vakuala sa transformisanim sadrzajem u citoplazmi tubulocita, +++ = odvajanje celije od

bazalne membrane i ++++ = kao kod +++ sa ogoljenom bazalnom membranom.

Opseznost promena kao Sto su nakupljanje eritrocita u glomerulima, peritubularnim
kapilarima i medurenalnim venama, ocenjivano je na skali od + do +++ po Mandalovoj
klasifikaciji (134). Dilatacija tubula, prisustvo cilindra, infiltracija mononuklearnim
leukocitima i edem intersticijuma ocenjivani su kao 1, a odsustvo sa 0. Skup svih ovih

promena predstavljao je histopatoloski zbir koji je poreden izmedu grupa.

3.1.7 Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazivani kao srednja vrednost sa standardnom greSkom srednje vrednosti.
Vrednost p < 0.05 smatrana je znaCajnom. Za obradu rezultata koriS¢en je jednostrani
Studentov t-test za dva uzorka jednake varijanse (Microsoft Exel 2010 ). Ovim testom vr§eno

je poredenje izmedu SHAM i1 ABI i sa druge strane tretiranih grupa u odnosu ABI.
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4 REZULTATI

Parametri prikazani u tabelama i grafikonima su odredivani 24 ¢asa nakon izazivanja
ABI.

4.1.1 Hemodinamski parametri

Hemodinamski parametri srednji arterijski pritisak (SAP), frekvencija rada srca (FS),
minutni volumen srca (MVS), ukupni periferni otpor (UPO), protok krvi kroz karotidne
arterije (KPK) otpor protoku krvi kroz karotidne arterije (KVVO), protok krvi kroz bubrezne
arterije (BPK) i otpor protoku krvi kroz bubrezne arterije (BVO) mereni su 24h nakon

izazivanja ABI.

Na slici 6. prikazan je uticaj blokatora AT1 receptora za Angll i SOD mimetika na SAP i
FS kod pacova sa ABI. Kako se na slici moze videti, SAP je bio zna¢ajno snizen kod grupe sa
ABI u odnosu na lazno operisane zivotinje (ABI vs. SHAM p < 0.001), kao i kod obe tretirane
grupe u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.001; ABI+TEMP, vs. ABI, p <
0.001). FS bila je znacajno snizena samo kod pacova tretiranih tempolom u poredenju sa
grupom kod kojih je izazvana ABI (ABI+TEM vs. ABI, p <0,05).

U poredenju sa grupom pacova kod kojih je izazvana ABI, kod grupe tretirane tempolom
postoji statisticki znacajno poveéanje u minutnom volumenu srca (ABI+TEMP vs. ABI, p <
0.05). UPO je statisticki znacajno smanjen kod grupe tretirane tempolom u odnosu na grupu
sa ABI (ABI+TEMP, vs. ABI, p < 0.05). (slika 7).

Iako nije ustanovljena statisticki znacajna promena u KPK izmedu eksperimentalnih
grupa, na slici 8. prikazano je da je KVO bio znacajno nizi kod grupe sa ABI u poredenju sa

lazno operisanim zivotinjama (ABI vs. SHAM, p < 0.05).

Kao §to je bilo o¢ekivano indukcija ABI znacéajno je povecala otpor (ABI vs. SHAM, p<
0.01) i smanjila protok krvi kroz bubrezne arterije u poredenju sa lazno operisanim
zivotinjama (ABI vs. SHAM p < 0.01). Tretman losartanom znacajno je poveca0 BPK u
odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.01). Tretman losartanom, kao i tempolom,
doveo je do znacajnog snizenja BVO u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p <
0.001; ABI+TEMP vs. ABI, p <0.05) (slika 9).
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Slika 6. Srednji arterijski pritisak i frekvencu rada srca kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom hiperenzijom 24 casa
nakon reperfuzije.

**xpn< 0.001 prema SHAM; * p< 0.05; ** p< 0.001 prema ABI.
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Slika 7. Minutni volumen srca i ukupni periferni otpor kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom hiperenzijom 24 ¢asa nakon
reperfuzije.

*p< 0.05prema ABI
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Slika 8 Protok krvi kroz karotidnu arteriju i otpor protoku krvi kroz karotidnu arteriju kod eksperimentalnih grupa pacova sa

urodenom hipertenzijom 24 casa nakon reperfuzije.

*p< 0.05 prema SHAM
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Slika 9. Protok krvi kroz bubreznu arteriju i otpor protoku krvi kroz bubreznu arteriju kod eksperimentalnih grupa pacova sa
urodenom hiperenzijom 24 c¢asa nakon reperfuzije

**p< 0.01 prema SHAM; * p< 0.05; ™ p< 0.01; " p< 0.001 prema ABI.
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4.1.2 Biohemijski parametri

U sledecoj seriji analiza mereni su biohemijski parametri. U plazmi su mereni kreatinin
(PCr), urea (PUr), ukupni poteini (PTp), neorganski fosfati (PPhos), trigliceridi (Trig), ukupni
holesterol (Chol), HDL holesterol (HDL) i LDL holesterol (LDL), a kolekcijom urina u toku 24h

nakon izazivanja ishemije odredivali smo diurezu.

Na slici 10. su prikazane promene bihohemijskih pokazatelja bubrezne funkcije kreatina,
uree i fosfata u plazmi. Kod grupe kod koje je izazivana ABI dolazilo je do znacajnog skoka
kreatinina u plazmi u odnosu na lazno operisane zivotinje (ABI vs. SHAM p < 0.001). Tretman
losartanom statistic¢ki znacajno je smanjio nivo PCr (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.001), dok tretman

tempolom nije menjao ovaj parametar u poredenju sa zivotinjama sa ABI.

Na slican nacin doslo je i do promene sledeceg ispitivanog parametra, koncentracije uree u
plazmi. ABI je dovela do znacajnog poveéanja uree u plazmi (PUr) u odnosu na lazno operisane

zivotinje (ABI vs. SHAM p < 0.001). Tretman losartanom znacajno snizava Pu u odnosu na

grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p <0.001).

Izazivanje ABI dovelo je do znac¢ajne hiperfosfatemije u odnosu na lazno operisane Zivotinje
(ABI vs. SHAM p < 0.001). Tretman losartanom vratio je koncentraciju Pphos na nivo zabelezen
kod lazno operisanih Zivotinja, i znacajno snizio Pphos u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs.
ABI, p< 0.001). Medutim, nakon tretmana tempolom ovaj parametar ostao je povisen i sli¢nih

vrednosti kao kod grupe sa indukovanom ABI.

Lipidni status, prikazan na slikama 11. i 12., nije ukazao na promene u nivou ukupnog
holesterola, HDL holesterola i triglicerida izmedu eksperimentalnih grupa, medutim LDL
holesterol je bio pove¢an kod SHR sa ABI u poredenju sa grupom lazno operisanih Zivotinja
(ABI vs. SHAM p < 0.05). Tretman losartanom je doveo jedino do znacajnog poveéanja HDL
holesterola u plazmi u odnosu na pacove kojima je indukovana ABI (ABI+LOS vs. ABI, p<
0.05).
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Koncentracija proteina u krvi nije se menjala nakon indukcije ABI, ali nakon tretmana
losartanom PTp je bio znacajno uvecan u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p <0.01)
(slika 13.)

Nije postojala znacajna razlika u diurezi u poredenju izmedu eksperimentalnih grupa (slika

13).
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Slika 10. Koncentracije kreatinina, uree i neorganskog fosfata u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom
hiperenzijom 24 casa nakon reperfuzije.

***n< 0.001 prema SHAM; ** p< 0.001 prema ABI
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Slika 11. Koncentracije ukupnog holesterola i triglicerida u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom
hiperenzijom 24 casa nakon reperfizije.



1,0 4

#HH

o o o
N o o]
1 1 1

HDL holesterol (mmol/l)

o
N
1

_1SHAM (n=7)
E ABI (n=9)
1 ABI+LOS (n=9)

S ABI+TEMP (n=8) 1 ¢

LDL holesterol (mmol/l)

0,0

eksperimentalne grupe

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,14

0,0

eksperimentalne grupe

Slika 12. Koncentracije HDL i LDL holestrola u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom hiperenzijom 24 ¢asa

nakon reperfuzije.

*p< 0.05 prema SHAM; ** p< 0.01 prema ABI
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Slika 13. Koncentracija ukupnih proteina u plazmi i diureza kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom hiperenzijom 24 casa

nakon reperfuzije

* p< 0.05 prema ABI;.
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4.1.3 Oksidativni stres

Radi analize stepena oksidativnog stresa merena je aktivnost superoksid dismutaze (SOD),
katalaze (CAT), glutation reduktaze (GR), glutation peroksidaze (GSH-Px), a stepen lipidne
peroksidacije procenjivan je preko koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline
(TBARS) u plazmi.

Na slici 14. moZemo videti da tretman tempolom i losartanom znacajno povecava aktivnost
enzima katalaze u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p< 0.05; ABI+TEMP vs. ABI, p
< 0.05). Medutim kod ostalih enzima antioksidativne zastite ¢iju smo aktivnost merili, SOD,

GSH-Px i GR, nije doslo do promene aktivnosti u poredenju izmedu grupa (slika 15.).

Kod pacova sa ABI doslo je do znacajnog povecanja lipidne peroksidacije u poredenju sa
lazno operisanim zivotinjama (ABI vs. SHAM; p < 0.01). Tretmani tempolom, kao i losartanom,
znacajno sSu snizili TBARS u poredenju sa vredno$cu dobijenom kod pacova kojima je
indukovana ABI (ABI+TEMP vs. ABI; p < 0.01; ABI+LOS vs. ABI; p < 0.01) (slika 16.)
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Slika 14. Aktivnost katalaze u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom hipertenzijom 24 c¢asa nakon reperfuzije

* p< 0.05 prema ABI
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Slika 15. Aktivnost enzima antioksidativne zastite u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urodenom hipertenzijom 24 casa
nakon reperfuzije
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Slika 16. Koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbituratne Kiseline (TBARS) u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa
urodenom hipertenzijom 24 ¢asa nakon reperfuzije.

**p< 0.01 prema SHAM; * p< 0.01 prema ABI
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4.1.4 HistopatoloSki parametri

Poslednjom grupom analiza ispitali smo morfoloske promene tkiva bubrega i ustanovili da
postoje znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa zivotinja.

Na slici 17. prikazan je normalni izgled glomerula, intersticijuma, tubula i krvnih sudova
lazno operisanih zivotinja. Samo u nekoliko bubrega je primeéen manji broj PAS pozitivnih
cilindara u lumenu tubula.

Bubrezi Zivotinja sa ABI su pokazali dilataciju pojedinih segmenata proksimalnih i distalnih
tubula, sa ili bez gubitka Cetkastog pokrova. Najuocljivije promene su prisutne u kortiko-
medularnoj zoni gde se uocavaju Siroka polja nekroze tubula i veliki broj PAS pozitivnih
cilindara u sabirnim kanali¢ima. Intenzitet intersticijalnog edema u ovoj grupi varira od uzorka
do uzorka (slika 18.)

U grupi zivotinja sa ABI, koje su primale losartan, prime¢uju se mnogo manja osteéena u
poredenju sa bubrezima Zivotinja sa ABI. Dilatacija tubula je manja ili ¢ak odsutna u nekim
uzorcima bubrega. U kortiko-medularnoj zoni, nekroza tubula je smanjena, pa su i polja infarkta
manje veli¢ine. Edem intersticijuma se retko primecuje. Pored toga, manji je 1 broj cilindara u
meduli bubrega (Slika 19.)

Sa druge strane, veéina uzoraka bubrega zivotinja tretiranih tempolom skoro da je potpuno
identi¢na grupi sa ABI. Samo u nekoliko uzoraka je uocena nesto manja nekroza tubula i manji
broj cilindara. Glomeruli i krvni sudovi isti su kao kod lazno operisanih Zivotinja. U pojedinim

uzorcima uoc¢ena je nesto manja dilatacija distalnih tubula u odnosu na grupu sa ABI (slika 20.).

Zbir histopatoloskih promena pokazuje da grupa kojoj je izazivana ABI, ima znaajno
povecano osteéenje bubrega u poredenju sa lazno operisanim zivotinjama (ABI vs. SHAM, p <
0.001). Tretman losartanom znaéajno poboljsava morfolosku strukturu bubrega u poredenju sa

zivotinjama kod kojih je indukovana ABI (ABI+LOS vs. ABI, p <0.001) (slika 21.).
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Slika 17. Morfoloska slika bubrega lazno operisanog pacova (SHAM ) sa urodenom hipertenzijom. Glomeruli, intersticijum i tubuli sa
normalnim izgledom morfoloskih struktura bubrega
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Slika 18. Morfoloska slika bubrega pacova sa urodenom hipertenzijom kod koga je izazvana ABI. Izrazena je dilatacija proksimalnih
i distalnih tubula. U kortiko medularnoj zoni prisutna su siroka polja nekroze tubula sa velikim brojem PAS pozitivnih cilindara u
sabirnim kanali¢ima
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Slika 19. Morfoloska slika bubrega pacova sa urodenom hipertenzijom i ABI tretiranog losartanom. Manje izrazene promene na
tubulima i manji broj PAS pozitivnih cilindara.
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Slika 20. Morfoloska slika bubrega pacova sa urodenom hipertenzijom i ABI tretiranog tempolom. Promene strukture bubrega kod
zivotinja tretiranih tempolom skoro da su potpuno identiche grupi sa ABI
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Slika 21. Zbir histopatoloskih promena kod eksperimentalnih grupa 24 ¢asa nakon reperfuzije.

***n< 0.001 prema SHAM; ** p< 0.001 prema ABI
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5 DISKUSIJA

U prikazanoj studiji ispitivana je uloga angiotenzina Il, kao i reaktivnih vrsta kiseonika kod
pacova sa urodenom hipertenzijom u modelu ABI. Znacajnost njihove uloge je procenjivana na
osnovu hemodinamskih, biohemijskih, histoloskih parametara, kao 1 aktivnosti enzima

antioksidativne zastite.

Dobijeni hemodinamski rezultati ukazuju da nastanak ABI dovodi do smanjenja srednjeg
arterijskog pritiska kod SHR, kao i blagog sniZenja frekvence rada srca. Slican rezultat dobili su
Bowmer i saradnici 1983. godine u modelu glicerolom indukovane akutne bubrezne
insuficijencije (135). Po ovim autorima, do smanjenja FS i SAP dolazi usled uticaja visoke
uremije, jednog od markera ABI, na autonomni nervni sistem, kao i na smanjenje osetljivosti oy
adrenoreceptora na noradrenalin. Ovim se moze objasniti pad frekvence srca u nasim
eksperimentalnim grupama sa ABI, jer je u ovim grupama takode doslo do naglog skoka uree u
plazmi nakon izazivanja ABI. Sa druge strane, sniZenje srednjeg arterijskog pritiska kod
zivotinja sa ABI, najverovatnije je posledica relaksacije u perifernoj cirkulaciji. Naime, ovaj pad

pritiska nije bio pracen promenom minutnog volumena srca, niti pove¢anjem diureze.

Losartan je jedan od komercijalnih antihipertenzivnih lekova iz klase blokatora AT1
receptora za Angll. Kawano Y i saradnici (1994. god.) i Eduardo Nunez i saradnici (1997. god.)
su pokazali da hroni¢an tretman losartanom kod pacova sa urodenom hipertenzijom dovodi do
znacajnog pada SAP (136, 137). Sa druge strane, Schiffrin i saradnici, 1984. godine, su pokazali
da je koncentracija Ang Il, kao i gustina receptora za Ang Il u mezenteri¢noj arteriji zna¢ajno
veca kod SHR u poredenju sa njihovim normotenzivnim srodnicima (138). Takode, Satoch i
saradnici, 2001. godine, su pokazali da je u in vitro uslovima nivo Angll u glatkim vaskularnim
misiénim ¢elijama, izolovanim iz SHR, znacajno veci u poredenju sa istim ¢elijama izolovanim
iz WKY (139). U nasem modelu ABI u eksperimentalnoj hipertenziji, akutna primena losartana,
u dozi od 10mg/kg tokom tri sata, dovela je do znacajnog snizenja SAP, na osnovu cega Se
namece pretpostavka da renin-angiotenzin-aldosteron sistem aktivno ucestvuje u porastu krvnog
pritiska i nakon izazivanja ABI kod SHR. Ukupni periferni otpor i minutni volumen srca nisu bili
znaCajno promenjeni kod ove grupe pacova. lzrazeno sistemsko vazorelaksantno dejstvo

losartana u nasoj studiji ocekivano je i u skladu sa rezultatima gore navedenih autora.
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Brojne studije su, takode, pokazale da inhibicija RVK znacajno snizava SAP kod SHR (140,
141, 142). Nishiyama i saradnici, 2001. godine, pokazali su u modelu Ang Ill-indukovane
hipertenzije da uklanjanje O," dovodi do znacajnog pada SAP i UPO (143). Druga istrazivanja su
pokazala da u patogenezi hipertenzije postoji dosta dokaza koji ukazuju na ulogu RVK, posebno
O, koji nastaje aktivnos¢u NAD(P)H oksidaze. U modelu Ang ll-indukovane hipertenzije kod
pacova, pokazano je da dolazi do povecanja ekspresije i aktivnosti podjedinica NADPH oksidaze
(103, 144), dok dodavanje inhibitora NADP(H) oksidaze smanjuje vaskularnu produkciju Oy i
ublazava povecanje krvnog pritiska uzrokovanog Ang Il (145). Kod genetski modifikovanih
miseva, kojima nedostaje citosolna podjedinica p47phox, hipertenzivni odgovor na Angll je
nedovoljno izrazen i ove Zzivotinje ne pokazuju ista povecanja O, produkcije i endotelne
disfunkcije, koje su uocene kod normalnih miseva nakon infuzije Angll (146, 147). Dobijeni
rezultati u nasem eksperimentu ukazuju da, u modelu ABI udruzene sa hipertenzijom, akutni
tretman tempolom, takode, znacajno snizava SAP, frekvencu rada srca i ukupni periferni otpor,
S§to je bilo praceno povecanjem minutnog volumena srca. Ovi rezultati u saglasnosti su sa

prethodno navedenim studijama (140-143).

Dobro je poznato, iz ranijih studija, da je intrarenalna vazokonstrikcija jedan od glavnih
faktora nastanka i odrzanja ABI (1). Upravo ovaj mehanizam bio je odgovoran i za povecanje
otpora protoku krvi (BVO) i smanjenje protoka krvi kroz bubreznu arteriju (BPK), u nasem
modelu ABI u hipertenziji. Tretman losartanom u potpunosti potire posledice ABI na bubreznu
hemodinamiku. Miloradovi¢ i saradnici, 2007. godine, pokazali su da losartan (10mg/kg t.m.)
znacajno povecava BPK u uslovima umerenog nedostatka NO kod postishemi¢nih Wistar pacova
(148). lako smo prikazanu studiju uradili na drugom eksperimentalnom modelu, nasi rezultati su
delom u saglasnosti sa prethodno navedenim, uzevsi u obzir da su mnoge studije pokazale da kod
SHR dolazi do disfunkcije u produkciji NO i ekspresiji eNOS (149). Sa druge strane, Jerkic¢ i
saradnici, 2004. godine, su pokazali da ista doza losartana nema znaCajnog uticaja na
intrarenalnu hemodinamiku i funkcionalne parametre bubrega kod Wistar pacova 45 minuta
nakon renalne ishemije (150). Lopau i saradnici, 2001. godine, pokazali su da 40 minuta nakon
klemovanja obe bubrezne arterije kod zenki Sprague-Dawley, infuzija valsartana-blokatora tip 1
receptora za Angll dovodi do znacajnog povecanja BPK (151). Ops$te posmatrano, nasi rezultati,

u poredenju sa rezultatima pomenutih autora, potvrduju da blokatori receptora tip 1 za
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angiotenzin Il razli¢ito deluju na renalnu hemodinamiku u zavisnosti od stepena bubreznog

oStecenja i nivoa endotelne disfunkcije, kao i kori§¢enog soja zivotinja (151).

Schnackenber i saradnici, 1994. godine, su pokazali da davanje bolusa tempola u
koncentraciji od 12.4 mg/kg t.m. ne dovodi do znacajne promene BPK, ali znacajno snizava
BVO kod SHR u odnosu na kontrolnu grupu (140). Ovi rezultati su sli¢ni nasim, dobijenim u
grupi zivotinja tretiranih tempolom, $to nas navodi na zaklju¢ak da uklanjanje RVK iskazuje
izvestan povoljan efekat na bubreZznu hemodinamiku u ovim eksperimentalnim uslovima.
Richelieu i saradnici, 2005. godine, u svojoj eksperimentalnoj studiji davali su pacovima sa
urodenom hipertenzijom rastvor tempola u vodi ad libitum u koncentraciji od 1mM, 15 dana pre
Zrtvovanja, i ustanovili znac¢ajno nizi otpor protoku krvi kroz bubreznu arteriju U odnosu na
kontrolnu grupu zivotinja (152). Majid i Kopkan (2007. god.), pokazali su da u slucaju
povecanog oksidativnog stresa tempol moze dovesti do poboljsanja protoka krvi kroz bubreznu
arteriju, kod pacova kod kojih je hipertenzija izazvana aplikacijom angiotenzina Il (153).
Objasnjenje nasih rezultata mozemo povezati sa ¢injenicom da u ishemi¢nom tipu ABI dolazi do
povecanja RVK, pa samim tim i O, (39). Dokazano je da poviSeni oksidativni stres i visok nivo
RVK imaju vaznu ulogu u patogenezi i razvoju urodene hipertenzije, kako kod coveka, tako i u
animalnim modelima, ukljucuju¢i i soj SHR (154-159). Pored toga brojna istrazivanja su
pokazala da se u poredenju sa WKY pacovima, u bubregu SHR povecava ekspresija iRNK za
NADPH oksidazu, koja se smatra vaznim izvorom O, (160). Poznato je da povisen nivo
superoksidnog anjona dovodi do endotelne disfunkcije i vazokonstrikcije (107), a intrarenalna
vazokonstrikcija (1) i formiranje RVK u reperfuziji (114) predstavljaju karakteristike ABI.
Tretman tempolom, koji neutraliSe prisutne Oy, dovodi do sniZenja krvnog pritiska, smanjuje

otpor i samim tim poboljSava protok krvi kroz bubreZnu arteriju.

ABI se defini$e kao naglo pogorSanje bubrezne funkcije. Nivoi Kkreatinina i uree u plazmi
predstavljaju jedan od glavnih markera oSte¢enja bubrega. U nasoj studiji postishemicno
ostecenje bubrega sedam puta povecava kreatinin u plazmi, sto ukazuje na dramati¢no smanjenje
glomerulske filtracije u postishemi¢nom hipertenzivnom bubregu. Tretman losartanom znac¢ajno
je snizio kreatinin u plazmi 24 Casa nakon renalne reperfuzije kod SHR sa izazvanom ABI.
Kontogiannis i Burns (1998. god.) takode su pokazali da blokada AT1 receptora losartanom

ubrzava oporavak renalne funkcije §to dovodi do zna¢ajnog sniZenja kreatinina u serumu nakon
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bilateralne okluzije bubreznog hilusa muzjaka Sprague-Dawley pacova u trajanju od 60 minuta
(77). Miloradovi¢ i saradnici, 2007. godine, su pokazali da losartan dovodi do blagog poboljsanja
GFR u postishemi¢cnom bubregu Wistar pacova nakon umerene blokade NO sintaze (148).
Rezultati ove studije su u saglasnosti sa rezultatima pomenutih autora i sugeriSu da prekomerna
ekspresija Angll ima vaznu ulogu u regulaciji brzine glomerulske filtracije u postishemi¢nom
bubregu pacova sa urodenom hipertenzijom, a da blokada receptora za Angll poboljsava

filtraciju u glomerulima.

Tretman SOD mimetikom tempolom, nije doveo do promene koncentracije kreatinina u
plazmi hipertenzivnih zivotinja sa ABI. Chatterjee i saradnici, 2000. godine, su pokazali da
tempol dovodi do znacajnog pada kreatinina u plazmi postishemi¢nih tretiranih Wistar pacova u
poredenju sa zivotinjama kod kojih je indukovana ABI (161). Razlike izmedu naSeg i rezultata
pomenutih autora mogu se objasniti razlikama u koris¢enom soju, dizajnu eksperimenta i duzini

tretmana eksperimentalnih Zivotinja.

Urea u plazmi menja se na sli¢an nac¢in kao vrednosti kreatinina u plazmi, $to predstavlja jos

jednu potvrdu izmenjene glomerulske filtracije u pomenutim eksperimentalnim uslovima.

Jo§ jedan od vaznih markera akutne bubrezne insuficijencije je nastanak hiperfosfatemije.
Rubinger i saradnici, 2005. godine, pokazali su da je hiperfosfatemija posledica smanjene
ekspresije natrijum zavisnog fosfatnog kotransportera u tubulima, koja nastaje kao posledica
ishemi¢nog osStecenja bubreznog tkiva (162). U naSoj studiji, losartan dovodi do znacajnog
snizenja fosfata u plazmi, $to moze biti posledica bolje ocuvanosti strukture bubreznih tubula
nakon blokade RAAS (slika 19.), a samim tim i bolje ekskrecije fosfata. Sa druge strane, tretman
SOD mimetikom, tempolom, nije doveo do znacajnog snizenja fosfata u plazmi. Ovo nas navodi
na zakljucak da u naSem eksperimentalnom modelu, tokom postishemi¢nog oste¢enja bubrega,
angiotenzin Il ima predominantnu ulogu u nastanku tubularnih oste¢enja u odnosu na RVK i da
je RAAS najvec¢im delom odgovoran za hiperkreatininemiju, hiperuremiju i hiperfosfatemiju u

grupi tretiranoj tempolom.

Dobro je poznato da parametri lipidnog statusa mogu dati dobru prognozu patomorfoloskih
promena na krvnim sudovima. Visoke vrednosti LDL holesterola i niske vrednosti HDL

holesterola pokazatelji su loseg lipidnog statusa u organizmu. Razne klini¢ke studije (163, 164) i
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brojna istrazivanja na animalnim eksperimentalnim modelima (165, 166), su pokazale
kardioprotektivne efekte holesterola visoke gustine (HDL holesterol). Thiemermann i saradnici,
2003. godine, pokazali su da HDL u bolusu u koncentraciji od 80mg/kg, dovodi kod Wistar
pacova do poboljsanja funkcije i strukture bubrega nakon ishemi¢ne ABI (167). U nasoj studiji
ishemicni tip ABI dovodi do porasta LDL holesterola u poredenju sa grupom lazno operisanih
zivotinja, dok je tretman losartanom doveo do statisti¢ki znac¢ajnog povec¢anja HDL u plazmi, i

tim delom posredovao poboljsanju glomerulske filtracije i strukture bubrega zivotinja sa ABI.

Diureza predstavlja jedan od nespecificnih markera ABI. Brojni autori (168, 169) dele
pacijente sa razvijenom ABI na pacijente sa oligurijom i one koji imaju nesmetanu diurezu. U
naSem eksperimentalnom modelu, kod pacova sa urodenom hipertenzijom, ABI nije znacajno
menjala diurezu, kao i tretman losartanom i tempolom, §to ukazuje da nije doSlo do obstrukcije

urinarnih puteva u drasti¢noj meri.

Lipidna peroksidacija predstavlja oksidativnu degradaciju lipida. U ovom procesu reaktivne
vrste kiseonika preuzimaju elektron iz membranskih lipida, §to uzrokuje oSteCenje celija.
Mnogobrojne studije ukazuju na poviSenu lipidnu peroksidaciju izraZzenu preko nivoa TBARS u
plazmi (170, 171), eritrocitima (172) i homogenatu bubrega (39) kod raznih oblika insuficijencije
bubrega. Rezultati nase studije, pokazali su da bubrezna ishemija dovodi do povecanja lipidne
peroksidacije u plazmi SHR, dok blokada AT1 receptora dovodi do njenog znac¢ajnog sSmanjenja.
Ovi rezultati su saglasni sa rezultatima Bolterman i saradnika koji su 2005. godine pokazali da
blokada sinteze Ang Il inhibitorom ACE, Captoprilom, davanim ad libitum u vodi tokom 15
dana u dozi od 100mg/kg kod SHR smanjuje nivo TBARS u plazmi u odnosu na netretiranu
grupu SHR (173). Kod hipertenzivnih pacijenata tretman blokatorom AT1 receptora
Candesartanom dovodi do znacajnog snizenja nivoa TBARS u plazmi (174). Tempol-SOD
mimetik, u naSem modelu esencijalne hipertenzije udruZene sa ABI, takode sniZzava nivo TBARS
u plazmi, §to je u saglasnosti i sa studijom koju su izveli Zhang i saradnici (175). Oni su 2004.
godine pokazali da tretman tempolom u dozi od 10mg/kg i 30mg/kg dovodi do smanjenja nivoa
TBARS u plazmi kod muzjaka Sprague-Dawley pacova sa Angll-indukovanom hipertenzijom.
Svi ovi rezultati nas navode na zakljucak da i Ang II i RVK (delom oslobodene i pod uticajem

Ang IT) u€estvuju u procesu lipidne peroksidacije u naSem eksperimentalnom modelu.
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Inal i saradnici, 2002. godine, su u modelu ishemi¢ne ABI na muZjacima Sprague-Dawley
soja pacova pokazali da nakon 30 minuta ishemije i 45 minuta reperfuzije dolazi do pada
katalazne aktivnosti u eritrocitima u odnosu na kontrolnu grupu (176). U naSem
eksperimentalnom modelu, katalazna aktivnost u eritrocitima zivotinja sa ABI je nesto niza 24h
nakon reperfuzije u odnosu na SHAM, §to je u saglasnosti sa prethodnom studijom, iako je nasa
studija sprovedena na drugom soju pacova. Tretman, kako losartanom tako i tempolom, u nasem
modelu doveo je do znacajnog povecanja aktivnosti Katalaze. Tretman tempolom je povecao
aktivnost katalaze dva puta u odnosu na grupu zivotinja kojoj je indukovana ABI, dok tretman
losartanom vrac¢a aktivnost enzima priblizno na nivo kao kod lazno operisanih zivotinja. Ovi
rezultati nas navode na zaklju¢ak da tretmani losartanom i tempolom znacajno smanjuju stepen
oksidativnog stresa kod SHR kojima je indukovana ishemi¢na ABI. Sa druge strane, ovi rezultati
takode ukazuju na moguénost da kod pacova sa urodenom hipertenzijom kojima je izazvana
ABI, usled smanjenja aktivnosti katalaze u eritrocitima, dolazi do povecane lipidne peroksidacije
u plazmi. Kod Zivotinja tretiranih tempolom smanjenje lipidne peroksidacije verovatno je
posledica povecanja katalazne aktivnosti (177, 178). Yuan i saradnici, 1996. godine, pokazali su
da je aktivnost katalaze pozitivno korelisana sa povecanom aktivnos$éu superoksid dismutaze kod
SHR (179), dok su radovi drugih autora (180) pokazali da sam tempol moze imati Katalaznu

aktivnost, odnosno da deluje i kao katalazni mimetik.

Enzim NAD(P)H oksidaza predstavlja jedan od glavnih izvora RVK (86). Aktivacija ove
oksidaze regulisana je brojnim vazoaktivnim hormonima, faktorima rasta kao i mehani¢kim
stimulusima (181). Jedan od znaajnih faktora aktivacije je i Angll (182). Istrazivanja su
pokazala (103) da infuzija AnglI povecava aktivnost NAD(P)H oksidaze i koncentraciju O,", dok
inhibicija oksidaze smanjuje vaskularnu produkciju superoksidnog anjona (145). Zafari je sa
saradnicima 1988. godine (183) pokazao da blokada AT1 receptora losartanom smanjuje
povecanu koncentraciju H,O, nastalu infuzijom Angll. Pored toga, kod Sprague-Dawley
pacova, kod kojih je izazvan infarkt miokarda, osmonedeljni tretman losartanom u dozi od
20mg/kg po danu, dovodi do povecanja aktivnosti CAT u ostecenom tkivu (184). Sve ovo
ukazuje da su lipidna peroksidacija i aktivnost CAT, kao enzima oksidativne zastite, tesno
povezane sa RAAS. U nasem modelu ishemi¢ne ABI pokazali smo da bilo blokada RAAS, bilo
uklanjanje RVK, dovodi do povecane CAT aktivnosti i smanjenja lipidne peroksidacije, §to nas

navodi na zakljucak da je smanjena i aktivnost NADPH oksidaze. Postoje brojne kontraverze
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vezane za aktivnost enzima antioksidativne zaStite u modelima ishemijsko reperfuzionih
oStecenja, Sto je verovatno posledica razli¢itih metodoloskih pristupa (180, 185, 186, 187).
Yamanobe i saradnici, 2007. godine, pokazali su da u homogenatu bubrega miSeva nakon
ishemi¢no-reperfuzionih osteéenja ne dolazi do promene u aktivnosti SOD (188), dok su drugi
autori, u modelu glicerolom izazivane ABI, kod pacova dobili smanjenje aktivnosti SOD, CAT,
GSH-Px (189). Sa druge strane, u ishemi¢nom modelu na Sprague-Dawley pacovima, Dobashi i
saradnici, 2000. godine, su pokazali da nema znacajnije promene u aktivnostima SOD i CAT,
dok GSH-Px pokazuje blagi pad aktivnosti u homogenatima tkiva bubrega (190). U naSem
eksperimentalnom modelu, postishemi¢na ABI nema uticaja na aktivnost SOD, GR, i GSH-Px u
eritrocitima u odnosu na grupu lazno operisanih zivotinja. Tretmani tempolom i losartanom ne
menjaju statisti¢ki znacajno aktivnost SOD, GSH-Px i GR u poredenju sa grupom kod koje je
izazvana ABI, §to nas navodi na zakljucak da aktivnost ovih enzima nije direktno posredovana
RAAS ili da sa druge strane, nije doslo do znacajnog povecanja koncentracije superoksidnog

anjona u ovakvom eksperimentalnom okruzenju.

Morfoloske promene tkiva bubrega predstavljaju najbolji prikaz razvoja ABI. Najuocljivije
promene na ishemi¢nom bubregu koje se mogu uociti pomoc¢u svetlosne mikroskopije su Siroka
polja nekroze, najrasprostranjenija u kortiko-medularnoj zoni, kao i veliki broj PAS pozitivnih
cilindara u meduli bubrega (150). Morfoloske promene bubrega izolovanog iz grupe zivotinja
kojima smo indukovali ishemi¢nu ABI, upravo odgovaraju prethodnom opisu. Pored navedenih
promena uocena je dilatacija pojedinih segmenata proksimalnih i distalnih tubula, sa ili bez

gubitka Cetkastog pokrova.

Nasi rezultati jasno ukazuju da, u ranoj fazi razvoja ishemi¢ne ABI u hipertenziji, blokada
tipl receptora za angiotenzin Il, losartanom, ima mnogo povoljnije efekte, nego uklanjanje
superoksidnih anjona nastalih u toku reperfuzije. Lezije tubularnih epitelnih celija (glavna
oSte¢enja nastala tokom ABI), manjeg su intenziteta u grupi pacova tretiranih losartanom nego u
grupi sa ABI. Ovakav histoloski nalaz, koji ukazuje na povoljan efekat losartana je u skladu sa
poboljsanjem sistemskih i hemodinamskih parametara bubrezne arterije, kao i biohemijskih
parametara kreatininemije, uremije i fosfatemije (slika 10.). Heeba (2011. god.) i Therrien i
saradnici (2009. god.) takode su pokazali protektivan efekat losartana na bubreg pacova u

modelu gentamicinom indukovane ABI, odnosno modelu maligne hipertenzije (191, 192).
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Grupe autora (161, 193) su pokazale da tretman tempolom popravlja histolosku sliku
ishemi¢nog bubrega u normotenzivnim uslovima. Sa druge strane, akutni tretman tempolom
hipertenzivnih pacova sa razvijenom ABI, u nasoj studiji, nije doveo do poboljsanja
histopatoloske slike bubrega. Iako u ovoj studiji nisu prikazane vrednosti pojedinacnih
morfoloSkih promena na strukturama bubrega eksperimentalnih Zzivotinja (stepen Kkortiko-
medularne nekroze, prisustvo PAS pozitivnih cilindara i dilataciju tubula), ve¢ zbir
histopatoloskih promena, treba ista¢i da intenzitet oSteenja tubula u grupi tretiranoj tempolom
najviSe doprinosi porastu ovog zbira. Naime, oStecenja tubulocita u grupi tretiranoj tempolom
bila su sli¢éna onima nadenim u bubrezima pacova sa ABI. Nasi rezultati nas navode na zaklju¢ak
da je uloga RAAS sistema u nastanku strukturnih oStecenja u modelu ABI sa hipertenzijom

dominantna i da strukturna o$tec¢enja nije bilo moguce prevazic¢i primenom samo SOD mimetika.

Iz prikazanih rezultata mozemo zakljuciti da angiotenzin Il ima znacajnu ulogu u razvoju i
odrzanju eksperimentalne postishemi¢ne ABI u hipertenziji, §to se ne moze reci i za reaktivne
vrste kiseonika. Takode, ovi rezultati ukazuju da bi, kod pacijenata koji su na antihipertenzivnoj
terapiji blokatorima ATI receptora intenzitet ABI ishemicnog tipa mogao biti znatno smanjen,
odnosno da pacijenti na terapiji ovim lekovima nemaju posebne rizike tokom razvoja ABI
ishemi¢nog tipa. Nasa hipoteza, naravno, zahteva dalja kompleksnija i sveobuhvatnija klinicka

istraZivanja.
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6 ZAKLJUCAK

Rezultati prikazane studije pokazuju da indukcija ishemi¢nog tipa akutne bubrezne

insuficijencije kod pacova sa urodenom hipertenzijom, u poredenju sa lazno operisanim

zivotinjama, nakon 24h reperfuzije dovodi do:

snizenja srednjeg arterijskog pritiska i karotidnog vaskularnog otpora;

povecanja otpora protoku krvi kroz bubreznu arteriju i sledstvenog smanjenja
protoka kroz ovaj krvni sud, $to ukazuje na snaznu intrarenalnu vazokonstrikciju u
postishemi¢nom bubregu - jednog od glavnih uzroka razvoja akutne bubrezne

insuficijencije;

znacajnog povecanja vrednosti biohemijskih pokazatelja bubrezne funkcije u plazmi:

kreatinina, uree i neorganskog fosfata;
znacajnog povecanja nivoa LDL holesterola u plazmi;
znacajnog povecanja lipidne peroksidacije u plazmi;

dilatacije pojedinih segmenata proksimalnih i distalnih tubula, sa ili bez gubitka
cetkastog pokrova, kao i promena u kortiko-medularnoj zoni gde se uoc¢avaju Siroka

polja nekroze tubula i veliki broj PAS pozitivnih cilindara u sabirnim kanali¢ima.

Prikazani rezultati takode pokazuju da sistem renin-angiotenzin-aldosteron ima vaznu ulogu

u regulaciji krvnog pritiska i funkcije bubrega u eksperimentalnoj ishemi¢noj akutnoj bubreznoj

insuficijenciji u hipertenzivnom okruzenju, buduéi da tretman pacova blokatorom receptora tipa

1 za angiotenzin Il — losartanom, u poredenju sa netretiranim pacovima sa indukovanom

bubreznom insuficijencijom, dovodi do :

snizenja srednjeg arterijskog pritiska;

smanjenja otpora protoku krvi i poveéanja protoka kroz bubreznu arteriju;
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e znacajnog snizenja vrednosti biohemijskih markera akutne bubrezne insuficijencije u

plazmi: kreatinina, uree i neorganskih fosfata;
e povecanja HDL holesterola;

e smanjenja lipidne peroksidacije u plazmi, kao i porasta aktivnosti enzima

antioksidativne zastite- katalaze;

e znacajnog poboljSanja pato-morfoloskog izgleda postishemi¢nog bubrega, odnosno
zna¢ajno manje ili odsutne dilatacije tubula, smanjenja nekroze tubula u kortiko-
medularnoj zoni, manjih polja infarkta, kao i manjeg broja cilindara u meduli

bubrega.

Uklanjanje superoksidnog anjona, po rezultatima ove studije, iako dovodi do znacajnih
promena u sistemskim hemodinamskim i pojedinim biohemijskim parametrima, ne dovodi do
znacajnih promena u parametrima bubrezne strukture i funkcije u postishemi¢nom modelu
akutne bubrezne insuficijencije, udruzene sa hipertenzijom. Tretman tempolom, u poredenju sa

netretiranim zivotinjama sa indukovanom bubreznom insuficijencijom:
e smanjuje otpor u bubreznoj arteriji;
e neznatno utie na povecanje protoka krvi kroz bubreznu arteriju;
e ne uti¢e na biohemijske pokazatelje bubrezne funkcije;

¢ ne uti¢e na morfolosku sliku ishemi¢nog bubrega.

Opsti zakljucak naseg rada ukazuje da postishemi¢no povecanje nivoa angiotenzina Il u
hipertenzivnim uslovima ima znacajnu ulogu u razvoju renalne vazokonstrikcije i regulaciji

glomerulske filtracije, kao i nastanku tubulo-intersticijskih oStecenja u bubregu.

Terapija blokatorima receptora tipa 1 za Angll, moze imati povoljan efekat na postishemicni

bubreg kod pacijenta sa hipertenzijom.
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Superoksidni anjon nema posebno izrazen efekat u nastanku i odrzanju akutne bubrezne
insuficijencije kod hipertenzivnih pacova, ali zbog prirode ishemi¢no-reperfuzionih oste¢enja

svakako treba ispitati ulogu ostalih reaktivnih vrsta kiseonika.

U cilju razumevanja potpunih efekata angiotenzina Il i reaktivnih vrsta kiseonika kod
hipertenzivnih pacijenata kod kojih se razvije ishemic¢na akutna bubrezna insuficijencija, treba
uzeti u obzir i druge okolnosti kao $to su godine Zivota, vaskularna oboljenja, prethodno nastala
bubrezna oSteCenja i druge individualne karakteristike pacijenta, kao i sprovesti detaljnija

klinic¢ka istrazivanja.
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Mpunor 1.

Usjasa o ayTopcTey

[Mornucanu- Usanos Munan

6poj unaekca AB 060130

HsjaBmyjem
Jia je IOKTOpCKa AMCepTALHja MO/ HACIOBOM

YJIOTA AHTUOTEH3UHA I1 U PEAKTHBHHUX BPCTA KHCEOHHKA TOKOM
PA3BOJA AKYTHE BYBPEJKHE WHCYOUIUIJEHIUJIE Y EKCIIEPUMEHTAJIHOJ
XHUIIEPTEH3UJA

® Pe3yJsTar CONCTBEHOr HCTpa)XuBayKor pana,

® Jla NpeioKeHa AMCEepTaLyja y LENMHU Hu Y AenoBuMa Huje Guna npemnoxena 3a
Aobujarse 610 Koje aumiome npema CTyZMjCKMM NPOrpamMuMa Apyrux BHCOKOLIKOJICKHUX
YCTaHOBa,

® J1acy pe3ynTaTH KOPEKTHO HaBEeACHH 1
¢ /1a HHCaM KpIIKO ayTOpcKa NpaBa U KOPHCTHO MHTEJICKTYalIHy CBOjHHY APYTHX JHLA.

Hornuce poxr

Y Beorpany, gﬂ\ZO7Z L/(g#ezgm:Zam#




Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTM LUITAMMaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paga

Wme u npe3ume ayTopa: Muian ViBanos
Bpoj unpexca: AB060130
Crynmjcku porpam: AHMMaiHa 1 XyMaHa ¢usuonoruja (buomeaununcka ¢pusnonoruja)

Hacnos paga: YJIOT'A AHTUOTEH3UHA 11 1 PEAKTUBHUX BPCTA
KHUCEOHHUKA TOKOM PA3BOJA AKYTHE BYBPEXKHE HHCY®UIIUJEHIIUJE
Y EKCIEPUMEHTAJIHOJ XUIIEPTEH3HJU

Menrop: ap 3opan Munopanosuh, BUIIA Hay9HH CapaHUK

Menrop: ap Jenena hophesuh, Banapenuu npodecop

INornucanu Munan VMiBasos

W3jaBibyjem 1a je mramnaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEp3HjU
Kojy cam mpemao 3a ofjaB/pHBame Ha nopraay JlurmrajgHor pemosuTopHjyma
Yuusep3urera y Beorpany.

JlosBospaBaM Aa ce o0jaBe MOjH JIMYHH MOJAIM BE3aHH 3a JA0OMjame aKaJeMCKOr 3Barba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy M€ M IIPe3uMe, roIMHa H MecTo pohera u natyM onbpaHe paja.

OBy JIMYHE TOJIAIA MOTY ce 00jaBHTH Ha MPEXHHUM CTpaHHIAMa QUTHTATHE OHOIHOTEKE, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory M y myOnukanujaMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

Iormuc AOKTOpaHTa

V Beorpany, 66 ’/)\OAZ //{éﬁLKZD /{Luﬁaﬂ




Mpwunor 3.

MU3jaBa o kKopuwhewy

Osnawhyjem Vuusepsutercky 6ubnnoreky ,Cserozap Mapkosuh® ga y Jlurutanuu
penosuropujymM YHuBep3uTeTa y Beorpaay yHece Mojy ZOKTOPCKY AMCEPTALM]y M0/l HACTOBOM:

YJOI'A AHTHOTEH3HUHA I1  PEAKTUBHUX BPCTA KUHCEOHHUKA TOKOM
PA3BOJA AKYTHE BYBPEXXHE HHCY®UIIUJEHIUJE Y EKCIEPUMEHTAJIHOJ
XHUIIEPTEH3UJHA

KOja je Moje ayTOpPCKO JeJo.

Jluceprauujy ca CBMM TpHIO3MMa TIpeJao/jia caM y €NeKTPOHCKOM (opMaTy MOroJHOM 3a
TpPajHO apXUBUPALE.

Mojy nokTopcKy aucepTauujy HOXpameHy y JIMTHTaliHH DENo3uTOpHjyM YHHBep3uTeTa y
Beorpany mMory na kopucte cBu Koju momTyjy oapeade caapkaHe y ofabpaHoM THIy THLEHLE
Kpearusne 3ajeauuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce otydno/na.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIMjATTHO
@Ayropcmo — HeKoMepLujanHo — 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIH)aITHO — JEIUTH MO/l HCTUM YCIIOBUMA
5. AyropceTBo — 6e3 npepaje
6. AyTopcTBO — JENMTH NMOJ HCTHM YCJIOBMMA

(Monnmo /1a 3a0KpyskuTe Camo je/iHy OJf IeCT MOHYHEHNX JULEHIH, KPaTaK ONMC JTHLEHIM JaT
Jje Ha monehunu nucta).

Ilornuc noxropanTa

UE@MF /{Umoﬂ

V Beorpany, 6 3 : 2@ /Z ,




1. AyropctBo - Jlo3BOJbaBaTe yMHOXaBamke, MTUCTPUOYIH]Y W JaBHO CAOIIITaBame Jeia, U
nmpepajie, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HaduH ojapeheH ox crpaHe ayropa WM JaBaola
JIUIICHIIC, YaK U y KoMepuujaiHe cBpxe. OBO je HajcI000IHUja O] CBUX JIMIICHITH.

2. AytopctBO — HekoMmepuujanHo. Jlo3BojbaBaTe YMHOKaBame, MJUCTPUOYIHU]Yy U JaBHO
caomIITaBame JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oj crpane ayropa
WM AaBaola auienie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yHoTpeOy aena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepLHUjamHO — 0e3 npepaje. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caomIlTaBame Jiena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK YIIOTpeOe jea y CBOM Jely, ako
ce HaBele MMeE ayTopa Ha HayMH ojapeheH ox cTpaHe ayropa wiu jaaBaona juueHie. OBa
JMIICHIA HE 103B0JbaBa KOMEPLHUjAIHY YHoTpeOy Jena. Y 0OJHOCY Ha CBE OCTalle JHIICHIE, OBOM
JUIICHIIOM C€ OTpaHnYaBa HajBehn oO0uM mpaBa Kopumhema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjATHO — JICIUTH T0JI UCTUM YCIIOBHMA. J[03BOJbaBaTE YMHOKABAILE,
IUCTpUOYLN]y W jaBHO CAONIITAaBamkE €A, U Mpepase, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HAuuH
oapeheH ol cTpaHe ayTopa WM JaBaola JIMIEHIE U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyupa moj UCTOM
WIN CIMYHOM JneHnoM. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEpLUjalIHy yHoTpeOy aena 1 npepaja.

5. AyropcTBo — 6e3 mpepane. [lo3BosbaBaTe YMHOXKABAKE, TUCTPHOYIIM]Y U jaBHO CAOIIIITABAE
nena, 0e3 mpoMeHa, MPeoOJIMKOBamba WM yIOTpede 1ena y CBOM JIeNly, aKOo Ce HaBele HMMe
ayTopa Ha HauuH oapeleH o1 cTpaHe ayTropa WM AaBaola juneHie. OBa JHIEHIa T03B0JbaBa
KOMepIHjanHy ynotpely nena.

6. AyTOpCTBO - JENUTH TMOJ UCTUM ycloBuMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO caomIITaBame Jeia, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH ox cTpaHe
ayTopa WU JaBaolla JHUIEHIIE W aKo ce Mpepaga AUCTPUOyupa TOJ HWCTOM WIH CIUYHOM
nunennioM. OBa JHIEHIIA /103BOJhaBa KOMEpIIMjalHy ymoTpeOy nena u mpepana. CiaudnHa je
copTBepCKUM JHUIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



