Uloga kostanih morfogenetskih proteina i srodnih
molekula u procesu eksperimentalno izazvane fibroze
jetre u stakora

Grgurevié, lvica

Doctoral thesis / Disertacija
2010

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:979079

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-05

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:979079
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5706
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5706

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Ivica Grgurevicé

Uloga kostanih morfogenetskih proteina
i srodnih molekula u procesu
eksperimentalno izazvane fibroze jetre u
Stakora

DISERTACIJA

Zagreb, 2010.



Disertacija je izradena u Laboratoriju za mineralizirana tkiva, Zavoda za anatomiju, Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Voditelj rada: Prof. dr. sc. Slobodan Vukicevié

Zahvale

Zahvaljujem svom mentoru Prof. dr. sc. Slobodanu Vukic¢evi¢u na pruzenoj prilici da uceéi od njega i
radeci u uigranom znanstvenom timu uzivam u ljepoti znanosti. Svojim savjetima, znanjem, velikim
entuzijazmom i neizmjernom energijom Prof. Vukicevi¢ otkrivao mi je svijet znanosti, pruzao primjer
znanstvenog promisljanja i djelovanja, te omogucio provedbu ovog istrazivanja, na ¢emu se od srca
zahvaljujem.

Iskreno hvala svim djelatnicama i djelatnicima Laboratorija za mineralizirana tkiva Zavoda za
anatomiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu koji su svojim nesebi¢nim angazmanom, stru¢noscu i
strpljenjem omogucili da ovaj rad uspije. Zahvaljujem se Dipl. ing. Igoru Erjavcu na pomo¢i kod
izvodenja metoda molekularne analize, tehni¢arkama Purdi Car i Mirjani Palci¢ na svekolikoj pomo¢i
kod tretmana eksperimetalnih Zivotinja i izradi histoloskih preparata, te imunohistokemijske analize.

Prof.dr. sc. Simunu KriZancu i Mr. sc. Renati Heinzl iskreno hvala na velikom angaZmanu i savjetima
prilikom obrade i analize patohistoloskih uzoraka.

Zahvaljujem Prof. dr.sc. Zeljku Romiéu, Dipl. ing. Adriani Uni¢ i Dr. sc. Dunji Rogi¢ na pomo¢i pri
izvodenju biokemijskih analiza u ovom istrazivanju.

Prof. dr. sc. Mladenu Petroveckom zahvaljujem na savjetima i pomoc¢i prilikom statisti¢ke obrade
rezultata ovog rada. Hvala mu na strpljenju i lucidnosti.

Ovaj rad u duhovnom smislu proizlazi iz vrijednosti koje su ustrajno i s puno ljubavi zagovarali moji
roditelji, na cemu im od srca hvala. lako je nije dozivio, moj otac bio bi posebno ponosan i sretan zbog
ove Disertacije i zato je posvecujem njegovoj uspomeni sa sjecanjima punim ljubavi i zahvalnosti.

Neizmjerno hvala mojoj Lovorki na svekolikoj podrsci i razumijevanju tijekom izrade ove
Disertacije. Hvala na zajedni¢kim trenutcima razmisljanja, diskusije, prijedlozima, vremenu koje je
plemenito i bez zadrSke posvetila meni i vremenu koje je morala provesti bez mene da bi ga darovala
meni. Mojim najdrazim deckima Anti i Tomislavu, hvala §to su s tolikom dobrotom, kako to samo
djeca znaju, strpljivo izdrzali vrijeme koje sam umjesto s njima proveo u izradi ovog istrazivanja.
Lovorki, Anti i Tomislavu umjesto ovog rada posvetit ¢u sebe, jer samo uz njih i za njih ovaj rad i moj
zivot dobivaju puni smisao.



POPIS KRATICA

ALD
BMP
BMP1-3Ab
Collal
ECM
EMT
FGF
Fisher LSD test
Fmod
HBV
HCV
HSC
HVPG
IGF

MFB
MMP
NAFLD
NASH
PDGF
PHD
qRT-PCR
ROS

SNP
TGFp
TIMP
TNFa

oSMA

-od engl. Alcoholic liver disease

-od engl. Bone morphogenetic protein

-od engl. Bone morphogenetic protein 1-3 antibody
-od engl. Collagenlal

-od engl. Extracellular matrix

-od engl. Epithelial to mesenchymal transdifferentiation
-od engl. Fibroblast growth factor

-od engl. Fisher Least Signifficant Difference Test
-od engl. fibromodulin

-Hepatitis B virus

-Hepatitis C virus

-od engl. Hepatic stellate cells

-od engl. Hepatic venous pressure gradient

.od engl. Insulin like growth factor

-od engl. myofibroblast

-od engl. Matrix metalloproteinases

-od engl. non alcoholic fetty liver disease

-od engl. Non alcoholic steatohepatitis

-od engl. Platelet derived growth factor
-patohistoloska dijagnoza

-od engl. Quantitative real time polymerase chain reaction
od engl. Reactive oxygen species

-od engl. Single nucleotide polymorphism

-od engl. Transforming growth factor 3

-od engl. Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
-od engl. Tumor necrosis factor o

-od engl. a smooth muscle actin



SADRZAJ:

D 0 V40 ) D e 6
1.1. JETRENA FIBROZA. ... . 6
0 O B B 1< 41 o) = 6
1.1.2. Epidemiologija kroni¢nih bolesti jetre............ccoovviviiiiiiiiiiiinnn.n. 6
1.1.3. Patogeneza razvoja fibroze U jetri...........ovvriviiiiiiinii e 8
1.1.3.1. Genetski ¢imbenici rizika za razvoj fibroze.......................oo 8
1.1.3.2. Stani¢ni i molekularni mehanizmi fibrogeneze............................ 9
1.1.4. Klini¢ke znacajke jetrene fibroze................cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 17
1.1.4.1.Klinicka slika i prirodni tijek jetrene fibroze i ciroze.................... 17
1.1.4.2.Dijagnostika fibroze i CIr0Ze........ocoiuiieiieiiiii i, 21
1.1.4.3.Reverzibilnost fibroze 1 CIr0Ze. ... ....oovviieiiiiiiiiiiiiieee, 25
1.1.5. Moguénosti lije¢enja jetrene fibroze.............coovvvvviiviiiiiiiiiinnnnnn.n 28
1.2. KOSTANI MORFOGENETSKI PROTEINL. .........ccccoiiiiiiiiiiieeeaeeee . 32
1.2.1. Definicijaipodjela.........coouiiiiiiiii 32
1.2.2.  Struktura kostanih morfogenetskih proteina..........................oeeenne. 34
1.2.3.  Stani¢ni mehanizmi djelovanja ..............cccooviviiiiiiiiiiiiiieeeeaas 35
1.2.4. Tkivna distribucija i bioloska uloga ..., 37
1.2.5. Uloga kostanih morfogenetskih proteina u jetri.............................. 39
1.2.6. Kostani morfogenetski protein-1.............o.ooooiiiiiiiiii 40
P 5 0 0 10 B /7 N 44
3. CILJEVIISTRAZIVANJIA....ccciiiiiiiieiieeeieieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeens 44
4. MATERIJAL IMETODE......ccciciitiiiiiiiiiiiniiiiiiiiieiiiiiiiieiieiscinecenecnes 45
4.1, POKUSNE ZIVOTIN C. .. .tetittiitetet ettt et et et et et et et et e e e eneeans 45
4.2, ProtUtT]ela. ..o vttt 45
4.3 PrOtOINI. .. ettt e 45
4.4. Eksperimentalni model jetrene fibroze...............cooviviiiiiiiiiiiiii 45
4.5. Izolacija Jetrenog tKiva. ... ....ovuiiiit e 46

4.6. Izolacija RNA, sinteza cDNA i kvantitativni PCR (QRT-PCR).................. 47



8.

9.

g & § 170 (o 4§ - 47

4.8. Odredivanje hidroksiprolina u tkivu Jetre.........cooovviviivniii e, 49
4.9. StatistiCka analiza.......... ..o 49
4.10. Prikaz redosljeda istrazivanja..............cooeiiiiiiiii e 50
| 280V21 U] D 17 N 51

5.1. Analiza razvoja jetrene fibroze u Stakora primjenom CCly i uloge koStanih

morfogenetskih proteina u procesima fibrogeneze i regeneracije jetre ............ 51

5.2. Analiza ucinkovitosti primjene BMP-7 i/ili BMP 1-3 protutijela na

razvoj JEtrene fIbrOZe. ........ovivri it e 60

5.3. Analiza ucinkovitosti primjene BMP-7 i/ili BMP 1-3 protutijela u

procesu regresije jetrene fibroze nakon prestanka djelovanja CCly, ... 69
| 20 N0 o 2N . N 78
ZAKLIJUCCT......uuuiiitiiiiiiiiiteeniiirteeseeeitee s s sssraeesssessnaees s s ssessans 92
SAZETAK . ...cciiiiuiiiiiiiieiiittetiirteeeetteeseireesenrteesssae s s sanaesssnnneesnes 94
SUMMARY .eitiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiieiiitiietitettuttesasetessatsssasssssssssasesssssssssasecs 95
LITERATURA ... itiiiiiiiiiiiiiiiiiiitttaieiittiiesatessntsesatessasessssassnsases 96

10. ZIVOTOPIS. .. eeeeeeeeeeeeenereeensenesasessessnsssnsssnssnssssssnssnsssnsssnssnsssms 114



1. UVOD
1.1. JETRENA FIBROZA
1.1.1. Definicije

Fibrogeneza je proces stvaranja i umnazanja veziva u jetri (1). On predstavlja reparatorni odgovor na
djelovanje Stetne nokse koja ostecuje tkivo jetre. Ovisno o vrsti, jacini i trajanju Stetnog djelovanja,
kao 1 0 odgovoru domacina koji je jednim dijelom genetski uvjetovan koli¢ina stvorenog veziva u jetri
moze biti razlicita. Fenotipska ekspresija bolesti na klinickom nivou, kao i ona tkivna, bit ¢e dakle
rezultanta karakteristika interakcije Stetne nokse i domacinovog odgovora na nju. Fibrogeneza je
jedan od najprominentijih patofizioloskih procesa u nizu kroni¢nih difuznih bolesti jetre. U ovu
skupinu bolesti ubrajaju se nasljedne bolesti (primjerice Wilsonova bolest, hemokromatoza,
deficijencija alfa-1-antitripsina), metabolicke bolesti (masna jetra i nealkoholni steatohepatitis
(NASH)), toksi¢ne bolesti (alkoholna bolest jetre, toksi¢no djelovanje lijekova, biljnih i industrijskih
toksina), infektivne bolesti (virusni hepatitis B i C), autoimune bolesti (autoimuni hepatitis) i
kolestatske bolesti (primarna bilijarna ciroza, primarni skleroziraju¢i kolangitis). Krajnji stadij ovih
bolesti jetre je ciroza koju karakterizira velika koli¢ina vezivnog tkiva u jetri i smanjenje jetrenih
funkcija. Ciroza je kompleksan klini¢ki entitet koji se moze definirati na nekoliko razina. Histoloski
cirozu karakterizira znacajna promjena tkivne arhitekture koja je posljedica obilno umnozenog
vezivnog tkiva koje zaokruzuje pojedine dijelove jetrenog parenhima unutar kojih dolazi do stvaranja
regeneratornih ¢vori¢a. Organizacijom i retrakcijom veziva dolazi do skvréavanja jetre. Zbog
smanjenja volumena funkcionalno ocuvanog parenhima, tj. smanjenja broja hepatocita dolazi do
naruSavanja sintetske, metabolicke i ekskretorne funkcije jetre , a zbog opisanih vezivnih promjena
dolazi do promjena u hemodinamici hepatoportalne cirkulacije. Klini¢ke posljedice koje iz toga
nastaju su pogubne za cijeli organizam radi ¢ega se u klinickom smislu o cirozi govori kao o

sindromu, a ne samo bolesti jetre.
1.1.2. Epidemiologija kroni¢nih bolesti jetre

Vodec¢i uzroci kroni¢nih bolesti jetre u svijetu su alkoholna bolest jetre, te kroni¢ni hepatitis B i C (2).
Najteze posljedice ovih bolesti su razvoj ciroze i njenih tipi¢nih komplikacija, te hepatocelularni
karcinom (HCC). Nema preciznih podataka o incidenciji i prevalenciji ciroze jer je ona kod dobrog
dijela bolesnika (oko 40%) kod duzi vremenski period klini¢ki asimptomatska , pa ostaje neprepoznata
(1, 2). Na temelju obdukcijskih studija procjenjena prevalencija ciroze u opcoj populaciji krece se od
4,5-9% (2, 3). U 2001.g. ciroza je bila 6. uzrok smrtnosti (4,4% svih smrti) kod odraslih u razvijenim
zemljama , a 9. u slabije razvijenim. Kod bolesnika s dekompenziranom cirozom 5-godi$nja smrtnost
je oko 50% od Cega se barem 70% moze izravno pripisati bolesti jetre (4). U ranim 1980-tim
godinama najveca smrtnost od ciroze zabiljeZena je u zemljama Sredi$nje i Juzne Amerike, te Juzne

Europe. Od tada se u ovim zemljama biljezi kontinuirani trend smanjenja smrtnosti od ciroze (do



50%) najviSe zbog smanjenja konzumacije alkohola. S druge strane u zemljama srednje i istocne
Europe uocen je porast smrtnosti od ciroze koji je dosegnuo vrhunac sredinom 1990-tih, a potom se
biljezi postupni pad (5). U zemljama sjeverne Europe i Velikoj Britaniji uocava se postupni porast
smrtnosti od ciroze uglavnom kao posljedica povecane konzumacije alkohola. Kroni¢ni hepatitis B je
globalni zdravstveni problem, jer od njega boluje oko 350 milijuna ljudi, s najve¢om prevalencijom u
zemljama Jugoisto¢ne Azije, Pacifika i Sub-saharske Afrike. lako postoji u¢inkovito cjepivo, na
temelju podataka iz 2000.g. svega 116 od 215 zemalja u svijetu provodi kampanju cijepljenja (6 ). U
razvijenim zemljama vode¢i uzroci kroni¢nih jetrenih bolesti ukljucivo i ciroze su alkohol, hepatitis C
i B. Prema podacima iz 1998.g. u Sjedinjenim Americkim Drzavama od ukupnog broja umrlih od
bolesti jetre oko 40% bilo je uzrokovano alkoholom, 15% kroni¢nim hepatitisom C, a oko 4%
kroni¢nim hepatitisom B (7). Kod ostalih se nije mogla utvrditi etiologija bolesti. Medutim, temeljem
novijih istrazivanja smatra se da izmedu 34-40% bolesnika s poviSenim jetrenim enzimima, bez
seroloskih ili biokemijskih znakova druge etiologije boluje od nealkoholnog steatohepatitisa
(NASH)(8) . NASH nastaje na podlozi masne jetre u sklopu metabolickog sindroma, a osnovni
patogenetski poremecaj proizlazi iz pretilosti. . Prevalencija masne jetre u op¢oj populaciju SAD-a
procijenjena je na oko 34%, u ostatku svijeta izmedu 9 1 37%, a kod pretilih bolesnika (BMI>30
kg/m® )nalazi se u 90% osoba (9). Za razliku od postupnog smanjivanja mortaliteta od alkoholne
bolesti, kroni¢nog B hepatitisa i drugih etioloski nerazja$njenih bolesti jetre, mortalitet od bolesti jetre
povezanih s kroni¢nim hepatitisom C je u porastu (u SAD-u porast stope za >220% izmedu 1993. i
1998.g.). Iako incidencija bolesti polako opada mortalitet se povecava jer se nalazimo u razdoblju kada
je proslo oko 30 godina od epidemije C hepatitisa u 1970/80-tim godinama, a to je razdoblje potrebno
za razvoj kroni¢nih komplikacija u smislu ciroze i HCC-a. Procjenjuje se da je u 1998.g. za lijecenje
kroni¢nih bolest jetre u SAD-u potroseno oko 1,6 milijardi dolara (10). Transplantacija jetre je
najskuplji postupak lijecenja bolesnika s cirozom i HCC-om, broj transplantacija je u porastu, a njeni

troskovi krecu se preko 100 000 USD po bolesniku godisnje (11).

Zakljucno, kroni¢ne bolesti jetre koje dovode do fibroze i konacno ciroze jetre i njenih komplikacija
predstavljaju veliki javnozdravstveni problem u cijelom svijetu. Kod ovih bolesnika znacajno je
smanjenja kvaliteta Zivota i radna sposobnost, a zdravstveni sustav optere¢en je ogromnim izdacima.
Prevencija, te prouCavanje etiopatogeneze i iznalazenje novih moguénosti lijeCenja ovih bolesti

predstavljaju stoga trajan izazov znanstvenoj zajednici, zdravstvenom sustavu i drustvu u cjelini.



1.1.3. Patogeneza razvoja fibroze u jetri

1.1.3.1. Genetski ¢imbenici rizika za razvoj fibroze

U epidemioloskim studijama uocen je vrlo divergentan prirodni tijek bolesti, tj. razvoj fibroze kod niza
kroni¢nih bolesti jetre (12). NajviSe iskustava steCeno je na modelu kroni¢nog virusnog hepatitisa i to
kroni¢nog hepatitisa C. Jasno je uoceno kako kod nekih bolesnika nikada nec¢e doc¢i do razvoja bitnije
fibroze, kod drugih ¢e se vrlo brzo (unutar desetak godina) razviti ciroza, dok ¢e kod tre¢ih fibroza
napredovati umjerenom brzinom i do ciroze ¢e do¢i za 30 i viSe godina (13). Daljnjim analizama
uoceno je da u odredivanju ovako razli¢itog tijeka bolesti najvise ulogu imaju ¢imbenici domacina i
okoli$ni ¢iumbenici. Od ¢imbenika domacina pokazalo se da veci rizik od napredovanja fibroze
postoji kod muskaraca, bijelaca, osoba straije Zivotne dobi i pretilih, a od okolisih ¢imbenika to su
uzimanje alkohola, opijata, koinfekcija HBV-om ili HIV-om. Jo$ uvijek postoje dvojbe o udjelu
virusnih ¢imbenika u razvoju fibroze, no ¢ini se da viremija nema znacajnu ulogu, a podaci o znacaju
genotipa virusa su proturijecni (14). I kod drugih etiologija jetrene bolesti uoceno je brze
napredovanje fibroze u starijoj dobi i kod muskaraca (osim kod alkoholne bolesti jetre gdje fibroza
brze napreduje kod Zena). U procesu fibrogeneze sudjeluju brojni medijatori, a razli¢ita ekspresija
njihovih gena moze u bitnoj mjeri odrediti kvalitetu i brzinu napredovanja fibroze (15). Do razlike u
ekspresiji pojedinih gena moze do¢i zbog razlicite kvalitete uzro¢nog stimulusa ili zbog odredenih
razlika u genomu. Promjene na genskoj razini mogu obuhvatiti razli¢ite mutacije pri ¢emu se najcesce
radi o zamjeni samo jedne nukleotidne baze na odredenom lokusu jednog gena (engl. ,,Single
nucleotide polymorphism*“-SNP) (16). U nekolicini studija pokuSalo se naci vezu izmedu
polimorfizama gena za razlicite citokine sa razvitkom jetrene fibroze, $to je prikazano u tabl 1.(17). Iz
tablice se vidi da su u procesu jetrene destrukcije i fibrogeneze ukljuceni razli¢iti ¢imbenici ovisno o
etiologiji Sto je logi¢no s obzirom da se mehanizmi patogenog djelovanja razlikuju ovisno o uzro¢nom
agensu. SNP inace predstavlja naj¢es¢i pojavni oblik mutacija u ljudskom genomu, te je procijenjeno
da se javlja na svakih 800-1000 nukleotida, od ¢ega najveci broj u nekodiraju¢im regijama (5’ i 3’
netranslantiranim regijama gena, promotorskim regijama, intronima), a sada se zna za oko 10 milijuna
SNP (16). Najveca studija koja se bavila istrazivanjem utjecaja genskih polimorfizama na razvoj
jetrene fibroze obuhvatila je 24 823 SNP kod 1020 bolesnika sa kroni¢nim hepatitisom C (18). Nadeno
je 7 SNP (AQP2, AZIN1, TLR4, TRPMS, 152290351, rs4290029 i rs17740066) koji su bili znacajno
povezani s rizikom napredovanja fibroze. Nalaz je potvrden i u neovisnoj validacijskoj kohorti
bolesnika s KHC, te je na temelju toga konstruiran matematicki model koji iz haplotipa ovih 7 SNP

izraCunava genetski rizik za razvoj fibroze.



Tablica 1. Genetski i ne-genetski ¢imbenici povezani sa progresijom fibroze kod razlicitih kroni¢nih

bolesti jetre. (prema ref. 17)

Vrsta jetrene lezije Gen Puni naziv gena Ne-genetski ¢imbenici
Kroniéni hepatitis C HFE Gen hereditarne Pijenje alkohola
hemokromatoze Koinfekcija HIV-om ili
Angiotenzinogen HBV-om
TGF-B1 Transformiraju¢i faktor | Dob u vrijeme zaraze
rasta Transplantacija jetre
TNF-a Faktor tumorske nekroze | Diabetes
ApoE Apolipoprotein E Rezistencija na terapiju
MEH Mikrosomna epoksid
hidrolaza
MCP-1 Monocitni kemotakti¢ni
MCP-2 protein
Faktor V Faktor V Leiden
Alkoholna bolest jetre IL-10 Interleukin-10 Pijenje alkohola
IL-1B Interleukin-13 Epizode alkoholnog
ADH Alkoholna hepatitisa
ALDH dehidrogenaza
CYP2E1 Citokrom P450, obitel;
2, podobitel; e,
polipeptid 1
TNF-a
CTLA-4 Antigen tip 4
citotoksi¢nih T limfocita
Transporteru pridruzen
TAP2 antigen procesirajuci tip
2
Mangan superoksid
MnSOD dismutaza
Nealkoholni HFE Dob
steatohepatitis Angiotenzinogen Stupanj pretilosti
(NASH) TGF-p1 Diabetes
Hipertrigliceridemija
Primarna bilijarna IL-1P
ciroza TNF-a
Autoimuni hepatitis HLA-II Humani leukocitarni Autoimuni hepatitis tip

antigenski sustav tip 11

II; Rezistencija na
terapiju

1.1.3.2. Stani¢ni i molekularni mehanizmi fibrogeneze

Proces fibrogeneze u jetri obiljezen je slijedom patogenetskih zbivanja koja pocinju djelovanjem

neke Stetne nokse, $to dovodi do lezije hepatocita i1 aktivacije niza nespecifi¢nih upalnih, imunoloskih i

reparatornih mehanizama u $to su ukljucene brojne stanice kako one u jetri, tako i one

ekstrahepatalnog podrijetla koje infiltriraju jetru privuc¢ene kemotaksijskim signalima.




Stanice ukljucene u proces fibrogeneze u jetri

Hepatociti ¢ine 60-80% stani¢ne populacije jetre, dok ostatak od 20-40% cine neparenhimske
stanice, medu kojima je oko 50% endotelnih stanica, 20% Kupfferovih stanica, 25% limfocita, 5%
bilijarnih stanica i manje od 1% hepati¢nih stelatnih stanica (19). U populaciji limfocita prevladavaju
T stanice (CD4", CD8", NKT) s udjelom oko 63%, dok su manje zastupljene NK stanice (31%) i B-
limfociti (6%). Interakcijom izmedu navedenih stanica razvijaju se danas prepoznati obrasci jetrene
lezije uz ponesto razlicit stupanj ukljucenosti pojedinih celularnih odjeljaka ovisno o etiologiji, tj.

uzro¢niku Stetnog djelovanja (20, 21).

Glavne stanice koje stvaraju vezivo u jetri su Hepati¢ne stelatne stanice (HSC), portalni
fibroblasti, a tijekom upale u jetru dolaze i stanice iz koStane srzi CD34+ koje se u tom
mikrookruzenju diferenciraju u jednu od navedenih vrsta fibroproducirajucih stanica (20, 22-27).
Tijekom patoloskog zbivanja u jetri pod utjecajem nekih molekula kao $to su Transformirajuci
¢imbenik rasta beta (TGF-B), inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta II ( IGF-II), Epidermalni ¢imbenik rasta
(EGF) i Cimbenik rasta fibroblasta ( FBF-2 ) dolazi i do transdiferencijacije (Epitelno-mezenhimalna
tranzicija- EMT) odredenog broja hepatocita i stanica bilijarnog epitela koje poprimaju karakteristike
fibroproducirajucih stanica (Slika 1) (23, 26). U normalnim okolnostima HSC su takozvanog
mirujuceg fenotipa, smjestene su u Disseovim prostorima i predstavljaju glavno skladiste vitamina A u
organizmu (27). U mirnom stanju HSC eksprimiraju markere karakteristicne za adipocite (PPAR-y,
SREBP-I1c i leptin) dok u aktiviranom stanju eksprimiraju miogene markere (o~ glatkomici¢ni aktin
(a-SMA), c-myb i miocitni ¢cimbenik pojacivac-2). Tijekom procesa fibrogeneze HSC migriraju u
podrucje u kojem se dogada aktivno oStecenje jetrenog tkiva privucene kemotaksijskim signalima, te
se transformiraju u stanice slicne miofibroblastima i stje¢u karakteristike kontraktilnosti, produkcije
komponenata ekstracelularnog matriksa (ECM) dominantno kolagena, te na upalni signal i same
odgovaraju produkcijom citokina koja pojacava upalu te se na taj nacin zatvara zacarani krug (20-25).
Privucene i aktivirane HSC osim produkcije komponenata ECM-a luce niz drugih medijatora
znacCajnih za privlacenje leukocita (ICAM-1, VCAM-1, CXC3CR1, CCL2,3,5,11, CXCL9 1 10),
prezivljavanje leukocita (GM-CSF, G-CSF, IFN-tip I, IL-7 i 15), polarizaciju T limfocita (IL-6,12, 15,
17, HGF, TGFB) (27). Aktivirane HSC ponasaju se i kao antigen prezentirajuce stanice (APC)
eksprimiraju¢i MHC klase II, Toll-like receptore, CD40, CD80 i CD1b/c, a mogu se ponasati i kao
progenitorne CD133" stanice koje se mogu diferencirati u endotelne stanice i hepatocite $to sugerira
njihovu znacajnu ulogu u regeneraciji jetre (27). Jedan od najjacih kemotaksijskih signala za HSC
potice iz Kupferovih stanica (koje predstavljaju populaciju tkivnih makrofaga i imaju svojstva antigen
prezentirajuéih stanica) koje lu¢e Cimbenik rasta podrijetlom iz trombocita (PDGF) i CCL-2 (17, 21,
22,23, 27). Kupfferove stanice igraju znacajnu ulogu u usmjeravanju imunoloskog odgovora ovisno o
antigenskom motivu uzro¢nog agensa i njegovoj interakciji sa Toll-like receptorima na/u Kupfferovim

stanicama ¢ime se aktivira urodene mehanizme imunosti (21, 22, 28-32). Pozeljan je Thl obrazac
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aktivacije koji podrazumijeva snaznu multitopno specifi¢nu stani¢no posredovanu imunost, dok je Th2
obrazac karakteristican za humoralnu imunost, parazitske infekcije i alergije, te rezultira ja¢im

razvojem fibroze (pri ¢emu je jedan od najznacajnijih posrednika IL-13) (21, 31).

Medijatori
|
Metabolicki /// \1\
, IGF-1 PDGF ROS ET-1
Autoimunost

Kolestaza

/ Aktivacija HSC  Ekspanzija MFB Kolagen'r
; Elastin T
E>Fibroza E>

.\l

Lijekovi/ _ E %
toksini ] ) \
/ / X \ HSC MFB Glikoproteini T
Kriptogeni Vaskularne I I I Proteoglikani T
M

Paraziti - EMT  Monociti  Fibrociti
—— iz kosti
/_‘“\
e @ r— D

Slika 1. Shematski prikaz klju¢nih etiopatogenetskih mehanizama razvoja jetrene fibroze (prema ref.
22). Kratice: NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease); NASH (non-alcoholic statohepatitis); HSC
(hepatic stellate cell); EMT (epitelno-mezenhimalna transdiferencijacija); MFB (miofibroblast); IGF
(insulin-like growth factor); PDGF (platelet derived growth factor), ROS (reactive oxygen species);
ET-1 (endotelin-1); TGFp (transforming growth factor).

Znacajnu ulogu u fibrogenezi igraju i sinusoidalne endotelne stanice (SEC) poglavito u ranoj
fazi procesa fibrogeneze §to ostvaruju na dva nacina (20). Prvo, SEC produciraju velike koli¢ine
kolagena tip IV, laminina, entactina i perlekana od kojih se formira organizirana bazalna membrana u
Disseovim prostorima, te dolazi do kapilarizacije sinusoida sa gubitkom tipi¢nih fenestracija (33).
Drugo, SEC produciraju i velike koli¢ine fibronektinove ekstra domene A (EDA)- sastojka koji
zajedno s TGF-P i poviSenom lokalnom mehani¢kom tenzijom €ini trijas ¢imbennika nuznih za

diferencijaciju miofibroblasta (34).

Iako se dugo smatralo da je za aktivaciju procesa fibrogeneze nuzno prethodno osStecenje
hepatocita, sve viSe spoznaja govori u prilog tome da kod odredenih etiologija jetrene bolesti
istovremeno i ¢esto neovisno jedno o drugom nastupaju i lezija hepatocita i aktivacija HSC, tj.

zapocinje proces fibrogeneze (35, 36). Promatranjem prirodnog tijeka nekih bolesti, primjerice
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kroni¢nog hepatitisa C uoceno je da procesi nekroinflamacije i fibrogeneze ne teku paralelno, tj. da se
jetrena fibroza razvija dinamikom neovisnom o jacini upalnog odgovora, te se smatra da je KHC

paradigmatska kroni¢na fibroprogresivna bolest (13).

Na molekularnoj razini u aktivaciji i odrZzavanju procesa fibrogeneze ukljuceni su brojni
patofizioloski mehanizmi medu kojima su najbolje prouceni nekroza i apoptoza hepatocita,
oksidativni stres, lucenje citokina i ishemija. Iako su zahvatne tocke djelovanja ovih mehanizama

razlicite, rezultirajuéi u€inci konvergiraju prema HSC ¢ijom aktivacijom dolazi do stvaranja fibroze.

Nekroza 1 apoptoza hepatocita

Unistavanje hepatocita nastaje direktnim citolitickim djelovanjem Stetne nokse ili uz
posredovanje imunoloskog sustava $to u oba slucaja rezultira nekrozom hepatocita, dok odredene
nokse dovode do apoptoze hepatocita (23). Nekroza hepatocita uzrokovana citolitickim djelovanjem
evidentna je kod virusnog, toksi¢nog i autoimunog hepatitisa. Kod virusnih hepatitisa dominira
imunoposredovani mehanizam nekroze hepatocita (35, 37). Virus hepatitisa C dovodi do aktivacije
Toll-like receptora na B limfocitima i tkivnim makrofagima , koji onda luce citokine kao $to su IL-1,
6, 8, TNF-a 1 poticu ekspresiju molekula MHC klase I na hepatocitima, te aktiviraju NK stanice i
CDS" citotoksi¢ne T limfocite (38). Potonje stanice prepoznaju HCV u kontekstu MHC molekula
klase I na povrs$ini hepatocita i iniciraju proces citolize, tj. nekroze hepatocita. NK stanice luce IFN-y
i TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) koji djeluju na ciljne stanice: na hepatocite
antivirusno i na HSC inhibirajuéi njihovu aktivaciju i poti¢uéi apoptozu €ime bi se trebala zaustaviti
produkcija kolagena (39). Istovremeno TGF-p iz HSC-a suprimira NK stanice, pa ovisno o
prevladavaju¢em djelovanju neto ucinak u smislu stvaranja fibroze moze biti razlicit (38). Alkohol
inhibira NK stanice ¢ime se dijelom moze objasniti brza progresija fibroze u alkoholiCara s
hepatitisom C (38). Osim nekroti¢ne smrti stanice HCV inducira i apoptozu na nacin da virusni
proteini el, e2 i NS5A poticu ekspresiju FasL u hepatocitima (40, 41). Nastali Fas/FasL
(CD95/CD95L) kompleks aktivira caspase ¢ime se pokrene mehanizam apoptoze, degradacije DNA i
drugih intracelularnih komponenti §to kona¢no rezultira stvaranjem apoptoti¢nih tjeleSaca. Ova
tjelesca bivaju fagocitirana od makrofaga ukljucivo i HSC (37, 42). U HSC posredovanjem
mehanizama prirodene imunosti, tj. putem receptora koji prepoznaju razlikovne uzorke izmedu
pojedinih srodnih antigenskih kategorija (engl. Pathogen associated molecular pattern- PAMP), kao
Sto su TLR-41 TLR-9 prepoznaju se apoptoti¢na tjeleSca $to je signal za aktivaciju HSC-a.
Aktivacija TLR-4 u HSC lipopolisaharidom ili endogenim ligandima (high-mobility group box-1,
biglikan, heparan-sulfat) dovodi do smanjene ekspresije BMP and activin membrane bound inhibitor
(BAMBI) koji je vazan transmembranski supresor TGF-1 kao dominantnog fibrogenog citokina u
jetri (43, 44). Virus hepatitisa C dovodi i do izravne aktivacije HSC potic¢u¢i fibrogenezu neovisno o

stupnju aktivacije procesa nekroze ili apoptoze hepatocita, o cemu je ve¢ bilo rije¢i. Taj se ucinak
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ostvaruje na nac¢in da NS3-NS5 i core protein u HSC poticu ekspresiju gena za TGF-B1 i Colla (kao i
inflamatornih citokina IL-8, [CAM-1 i MCP-1) (36), dok se e2 protein vezuje za CD81 receptor na
povrsini HSC i poti¢e sintezu MMP-2 koji je bitan za poCetnu degradaciju normalnog ECM-a ¢ine se

otvara put penetraciji inflamatornih stanica (45).

Uloga oksidativnog stresa

Djelovanjem alkohola, kolestaze i preopterecenja zeljezom u jetri dolazi do povecanog
stvaranja kisikovih radikala (engl. Reactive oxygen species- ROS) i produkata peroksidacije stani¢nih
lipida (46, 47). Acetaldehid kao jedan od metabolita etanola povecava stvaranje H202 u hepatocitima
i ima izravno fibrogeno djelovanje poticu¢i HSC na sintezu kolagena tip 1 (48). Reaktivni kisikovi
spojevi (ROS) nastaju metabolizmom alkohola putem enzima citokrom P450 2E1 (CYP2E1) (49). U
stanicnoj kulturi hepatocita s povecanom ekspresijom ovog enzima uoceno je povecano stvaranje
H202 i produkata peroksidacije lipida, §to je takoder dovelo do izravne i pojacane aktivacije HSC i
produckije kolagena tip 1. Znacajna uloga CYP2EI u ovom procesu potvrdena je ¢injenicom da su
navedeni ucinci bili prevenirani primjenom antioksidansa i inhibitora CYP2E1 enzima. Nadalje, u
HSC postoje redoks senzitivni geni kao $to je gen za TGF-B1 koji se aktivira djelovanjem ROS
(primjerice H202), a ova aktivacija se moze blokirati katalazom (50). Sam TGF-f§ povecava
produkciju kisikovih radikala u fibroblastima i ekspresiju gena za kolagen tipa 1u HSC koji proces je
posredovan i pojacan djelovanjem H202. Nasuprot tome, TNF-a i IFN-y inhibiraju ekspresiju gena za
kolagen tipa 1 (51, 52). Promjena intracelularnog redoks potencijala djeluje i na ekspresiju PDGF-a
(53). Meduprodukti metabolizma alkohola onemogu¢avaju normalan metabolizam masnih kiselina $to
zajedno s djelovanjem kisikovih radikala dovodi do uniStavanja membrane mitohondrija, ¢ime se
dodatno naruSava energetski metabolizam stanice, a ovi spojevi izravno oSte¢uju i DNA. Na taj nacin
dolazi do nekroze hepatocita koje fagocitiraju Kupferove stanice nakon ¢ega slijedi pojacanje upalnog
odgovora. lako je aktivacija HSC moguca i izravno, snazniji u€inak postize se prethodnom
aktivacijom Kupfferovih stanica, pri ¢emu je jedan od znacajnih posrednika H202 tj. povec¢ana razina
oksidativnog stresa, a ovi ucinci se u bitnoj mjeri umanjuju primjenom katalaze kao antioksidansa (54,

55).

Nelakoholna masna bolest jetre (engl. Non-alcoholic fatty liver disease- NAFLD) i
nealkoholni steatohepatitis (engl. Non-alcoholic steatohepatitis- NASH) predstavljaju bolesti s
rastu¢om incidencijom, a etiopatogenetski su povezane s pretilosti, tj. razvojem inzulinske rezistencije
i metaboli¢kog sindroma (56). U NAFLD/NASH slobodne masne kiseline koje dolaze u jetru u
suvisku induciraju apoptozu hepatocita putem FAS i TRAIL receptora 5, posreduju razvoju
oksidativnog stresa ,produkciji kisikovih radikala, peroksidaciji lipida, te dovode do disfunkcije
mitohondrija (57). Molekule oksidativnog stresa stimuliraju HSC §to rezultira njihovim

fibroproduciraju¢im djelovanjem i oslobadanjem niza citokina ¢ime se amplificira upalna reakcija i

13



zatvara zacarani krug (38). Kupfferove stanice takoder su ukljucene u ovom procesu tako $to
amplificiraju upalni odgovor, pri ¢emu je jedan od najvaznijih medijatora TNF-a koji osim proupalnog
ima i aktiviraju¢e djelovanje na HSC. Leptin, adipocitokin koji je ukljuéen u patogenezu NASH-a
pokazuje proinflamatorno (potice ekspresiju monocitnog kemoatraktivnog proteina- (MCP-1)) i

profibrogeno djelovanje, a takoder poti¢e neoangiogenezu poti¢uéi ekspresiju VEGF i Ang-1 (58).

Utjecaj citokina na fibrogenezu

Razvidno je da znacajnu ulogu u moduliranju tkivnog odgovora na $tetno zbivanje imaju
brojni citokini $to ukljucuje kemokine, interleukine, interferone, faktore rasta, angiogene faktore,
vazoaktivne substance, topljive receptore i proteaze. Medu citokinima monocitni kemotakti¢ni protein
tip 1 (MCP-1) i RANTES stimuliraju, a IL-10 i interferon (IFN)-y inhibiraju fibrogenezu. Potentne
kemotaksijske signale za HSC predstavljaju PDGF, MCP-1 i CXCR3, dok adenozin zaustavlja
kemotaksiju (59). Medu ¢imbenicima rasta TGF-f je jedan od klju¢nih medijatora fibrogeneze u ljudi
(25). TGF-B potice transformaciju HSC u miofibroblaste, stimulra sintezu ECM 1 inhibira njegovu
degradaciju. U novije vrijeme uoceno je da vrlo veliku ulogu u procesu fibrogeneze u jetri ima
Connective tissue growth factor (CTGF), koji pojac¢ava djelovanje TGF- f modulirajuéi intracelularni
prijenos signala s njegovog receptora (60). Ovaj scenarij odvija se u hepatocitima, medutim u HSC
opisan je i izravni, TGF-B neovisni nacin djelovanja CTGF-a. Nasuprot tome BAMBI predstavlja
pseudoreceptor za TGF-f i vezujuci ga onemogucéava njegovo normalno djelovanje (61). Molekula
TGF-B je ¢lan velike TGF-B nadobitelji koju osim njega ¢ine koStani morfogenetski proteini (Bone
morphogenetic proteins-BMP) i jos neke druge molekule (62). Postoji nekoliko izoformi proteina
TGF-f pri cemu najznacajniju ulogu u procesu fibrogeneze u jetri ima TGF-B1 (63). Medu raznim
¢lanovima BMP-a u bolesti jetre najbolje je proucena uloga BMP-7 za kojega je utvrdeno da
antagonizira u¢inke TGF-, smanjujuci fibrozu u jetri i poticuéi regeneraciju hepatocita (64). Suprotno
njemu BMP-2 koc¢i diobu hepatocita i time smanjuje regeneraciju jetre nakon hepatektomije (65).
Angiogeni faktori kao §to su VEGF 1 FGF imaju ulogu u neoangiogenezi i razvoju fibroze. Putem
svojih receptora VEGF stimulira proliferaciju, migraciju i produkciju kolagena u HSC (66).
Hepatocitni faktor rasta (HGF) i inzlinu sli¢ni faktor rasta-1 (IGF-1) umanjuju razvoj fibroze u
glodavaca (67, 68). Vazoaktivne tvari takoder imaju utjecaja na fibrogenezu. Vazodilatatori (NO,
relaksin, prostaglandin E2, adrenomedulin, atrijski natriuretski peptid) imaju antifibrozno djelovanje,
dok vazokonstriktori (noradrenalin, angiotenzin II i endotelin-1) stimuliraju fibrogenezu (69).
Angiotenzin II je jedan od najpotentnijih medijatora u procesu fibrogeneze, koji u tkivima potice
sintezu TGF-P i na taj nacin ostvaruje svoje fibrogeno djelovanje. Angiotenzinogen je jedina
komponenta ovog sustava koja se stvara u zdravoj jetri i to u hepatocitima. U bolesnoj jetri postoji de
novo pojacana aktivnost enzima chymaze i ACE-1 koji nastaju u aktiviranim HSC i dovode do
nastanka zrelog angiotenzina-II, te povecana ekspresija AT-1 receptora (59). Angiotenzin-II se veze za

AT-1 receptore na miofibroblastima poticuci ih na lucenje kemotaksijskih signala, sintezu ECM-a i
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inhibiciju razgradnje kolagena. Intracelularni ucinci ukljucuju influks kalcija ¢ime ¢ime se potice
kontraktilnost miofibroblasta , te aktivaciju NADPH oksidaze u HSC ¢ime se potice stvaranje ROS
spojeva koji aktiviraju redoks senzitivne gene kao $to su prokolagen-al, PAI-1, TIMP-1 MCP-1
/RANTES. Poticuéi kontraktilnost miofibroblasta koji se nalaze u sinusoidama i unutar ECM-a
angiotenzin-II povecava otpor struju krvi pogorsavajuéi portalnu hipertenziju, te dovodi do
skvrcavanja veziva. Ovi uinci antagoniziraju se djelovanjem na AT2 receptore. Brojne
eksperimentalne studije pokazale su da je moguce ucinkovito zaustaviti napredovanje fibroze
inhibicijom stvaranja angiotenzija Il ili blokadom AT-1 receptora (59, 70-73). Ovi rezultati su
potvrdeni i u preliminarnim klinickim studijama kod bolesnika s hepatiticom C i NASH-om (70-71).
Ipak, kod bolesnika s cirozom kod kojih je ve¢ aktiviran renin-angiotenzinski sustav, primjena ACE
inhibitiora ili AT1 blokatora moze dovesti do hiptenzije i pogor$anja bubrezne funkcije radi cega u
tom klini¢kom kontekstu vjerojatno nece biti preporucena priomjena ovih lijekova (73). Endogeni i
egzogeni kanabinoidi takoder imaju utjecaja na proces fibrogeneze djelujuci putem svojih receptora

CB1 1 CB2 (74). Aktivacija CB1 receptora na HSC stimulira fibrogenezu, dok je CB2 antagonizira.

Uloga ishemije u procesu fibrogeneze

Tijekom procesa fibrogeneze u jetri dolazi do povecanja kolicine, promjene kvalitativnog
sastava vezivnog tkiva, te znaCajnog remodeliranja tkivne arhitekture. Naime, stvaranjem
premostavajucih vezivnih septuma koji spajaju pojedine portalne prostore medusobno, kao i sa
centralnim venama pri ¢emu dolazi do odlaganja veziva i u Disseove prostore mijenja se i vaskularna
arhitektura jetre (23,75, 76) . Osim upale i fibrogeneze za vrijeme patoloskog zbivanja u jetri aktivira
se i proces neoangiogeneze. Neoangiogeneza nastaje u sklopu upalnog djelovanja i oslobadanja
vaskularnih faktora rasta (VEGF, Angiopoietin-1 i 2, Tie-2, endoglin) no isto tako znac¢ajnu ulogu u
tom procesu ima i tkivna ishemija (77). Narocito bitna patofizioloska posljedica nastaje odlaganjem
veziva u Disseovim prostorima i procesom kapilarizacije sinusoida, zbog Cega se javlja ishemija
perisinusoidalnih hepatocita (76). Ishemiji ujedno posreduju i shuntovi nastali neoangiogenezom u
fibroznim premostavaju¢im porto-portalnim i porto-centralnim septima. Upravo je ishemija bitan
stimulus na proliferaciju HSC i fibroblasta ¢ime se pojacava fibrogeneza. Ishemija je dominantni
patofizioloski mehanizam nastanka fibroze u jetri kod vaskularnih bolesti jetre, najces¢e kongestivne
bolesti jetre u sklopu kroni¢nog zatajivanja srca ili antegradne ishemije kod tromboze vene porte.
Hipoksi¢ni hepatociti i Kupferove stanice eksprimiraju Hypoxia-inducible factors (HIF), najvise HIF-
l1a koji povecéava stvaranje PDGF-a, PAI-1 i FGF-2 §to poti¢e aktivaciju HSC i portalnih fibroblasta
mjereno kroz ekspresiju a-SMA i sinteze kolagena tip I (77). Takoder je uoceno da hipoksicni
hepatociti oslobadaju VEGF, vazoaktivni peptid Adrenomedulin-1 (ADM-1) i TGF-B1 (78). 1
aktivirane HSC/MF djeluju kao stanice osjetljive na hipoksiju produciraju¢i VEGF, Ang-1 i njihove
receptore VEGFR-2 i Tie-2. Sam VEGF moze potaknuti HSC proliferaciju i sintezu ECM . S druge
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strane u hipoksija dovodi do smanjene ekspresije HGF-a u HSC, te inhibira ekspresiju c-met u

hepatocitima ¢ime se suprimira regenerativna aktivnost jetre tijekom kroni¢ne bolesti.

Kwvalitativne i kvantitativne znacajke ekstracelularnog matriksa u jetri

Proces fibrogeneze karakteriziran je usporednim stvaranjem ECM-a i njegovom razgradnjom
pomocu tkivnih metaloproteinaza (engl. Matrix metalloproteinase- MMP) (17, 22, 79). Medutim, u
slucaju kroni¢nog hepatitisa pojacana je i sinteza tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP), no
ukoliko se uzro¢ni agens ne eliminira na kraju ¢e ipak prevladati fibrogeni nad antifibrogenim
mehanizmima (80, 81). Na koncu ¢e u cirozi koli¢ina vezivnog tkiva u jetri biti i 6-10x ve¢a u odnosu
na zdravu jetru (17, 22, 23). Tkivne matriks metaloproteinaze igraju znacajnu ulogu u prosecu
fibrogeneze. Na pocetku patoloskog zbivanja HSC lu¢e MMP-2 (gelatinaza A) koja razgraduje
kolagen tip 4, laminin i fibronektin koji su glavni sastojci bazalne membrane, posebno u
subendotelnim prostoriuma. Time se omogu¢ava migracija upalnih stanica i humoralnih medijatora
patoloskog zbivanja. U ovom procesu razgradnje bazalne membrane sudjeluju i gelatinaza B (MMP-
9) i stromelizin (MMP-3). S druge strane MMP-1 je glavna proteaza za razgradnju kolagena tip 1, no
njena ekspresija u HSC je znacajno manja (82). Tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza (TIMP)
inhibiraju razgradnju intersticijskog kolagena (80). Interleukin-1B , potentni inflamatorni medijator
poti¢e lucenje TIMP-1, a TIMP-1 pokazuje i antiapoptoticno djelovanje na HSC (81). Osim
povecane koli¢ine, mijenja se i kvalitativni sastav vezivnog tkiva u jetri. U zdravoj jetri glavninu
ECM cine kolagen tipa IV, heparan sulfat i laminin, dok su u stanjima jerene fibroze/ciroze najvise
zastupljeni fibrilarni kolagen tipa I 1 IIl. Mijenja se i kemijska struktura komponenata ECM na nacin
da dolazi do povec¢ane hidroksilacije prolinskih i lizinskih ostataka kolagena, promjene stupnja
sulfatacije postrani¢nih organaka glikozaminoglikana i varijacije ugljikohidratne strukture
glikoproteina. (17, 22). Povezivanje i polimerizacija kolagena I, IIl i V ostvaruje se pomocu tkivne
transglutaminaze, lizil oksidaze i ADAMTS?2 (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin-type repeats) (83). Na taj se nacin vezivo organizira §to dovodi do promjene u
elasti¢nosti i ¢vrstoci jetrenog parenhima. Ovim kvalitativnim promjenama potice se i mehanizam
pozitivne povratne sprege kojim se dodatno pojacava fibrogeneza i to na najmanje 2 poznata nacina.
Prvo, povecana koli¢ina/gusto¢a ECM-a dovodi do povecane ¢vrsto¢e (engl. stiffness) tkiva §to
predstavlja znaCajan stimulus za aktivaciju HSC putem integrinskih receptora menhanizmom
mehanotransdukcije. (84) i drugo, djelovanjem MMP-a oslobadaju se i faktori rasta koji su vezani
unutar ECM-a ¢ime im se omogucéava kontakt s ciljnim stanicama u kojima mogu stimulirati rast i

fibrogenezu. (85).
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1.1.4. Klini¢ke znacajke i prirodni tijek jetrene fibroze
1.1.4.1. Klini¢ka slika i prirodni tijek jetrene fibroze i ciroze

Vecina bolesnika s kroni¢nim difuznim bolestima jetre nema znac¢ajnih klini¢kih simptoma (1,
86, 87). Od simptoma obicno se javlja umor, bolovi pod DRL koji su posljedica rastezanja
Gleassonove kapsule, subfebrilne temperature, a ovisno o etiologiji moguca je pojava pruritusa (u
autoimunim kolagniopatijama kao §to je primarni skerozirajuci kolangitis) i ikterusa, ev.
ekstrahepatalnih manifestacija (glomeruolonefritis ili vaskulitis kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom
B ili C koji su posredovani imunolo$kim mehanizmima usljed stvaranja cirkuliraju¢ih
imunokompleksa antiitijela s antigenima virusa i koji se odlazu u ciljne organe). Postojanje fibroze u
jetri ne daje bitno obiljezje klinickoj slici sve dok se ne razvije ciroza kao kompleksan klinicki

sindrom, a i tada se u kompenziranoj fazi bolest ne mora jasno klinicki prezentirati.

U ve¢ini kroni¢nih bolesti jetre vremenski period od pocetka patogenog djelovanja do
nastanka ciroze mjeri se obi¢no desetcima godina, uz odredenu varijabilnost. Upravo je poznavanje
prirodnog tijeka i ¢cimbenika koji odreduju varijabilnost brzine napredovanja jetrene fibroze znacajna u
odredivanju prognoze za pojedinog bolesnika i pravovremenog uvodenja adekvatne terapije. Naime,
za neke bolesti jetre postoji ucinkovito etiolosko lijeCenje (primjerice antivirusna terapija pegiliranim
interferonom 1 ribavirinom za hepatitis C), no bolesnici, a nekada i lijeCnici izbjegavaju na vrijeme
zapoceti s lijeCenjem jer bolest jetre nema znacajnu fenotipsku ekspresiju i uglavnom ne interferira s
normalnim zivotom, a s druge strane postoje bojazni od nuspojava terapije. U takvim uvjetima
precizno poznavanje stadija jetrene bolesti, tj. fibroze, te oekivane dinamike njenog razvoja kod
individualnog bolesnika moze imati dalekosezne implikacije quoad vitam i quoad sanationem.

Vjerojano je najbolje proucen prirodni tijek kroni¢nog hepatitisa C, bolesti od koje u svijetu
boluje izmedu 130 i 170 mil. ljudi o ¢emu su objavljene mnoge velike studije (13, 88). Temeljem
rezultata spomenutih studija pokazalo se da je u odredivanju prirodniog tijeka, prije svega razvoja
fibroze u jetri, odgovorna interakcija izmedu ¢imbenika domacina, virusa i okoli¢nih ¢imbenika.
Muski spol, kasnija dob infekcije, starija Zivotna dob, adipozitet, bijela rasa, te odredeni genetski
¢imbenici domacina (Sto je navedeno u odjelku xyz ovog teksta) povezani su s brzim napredovanjem
fibroze i ve¢im rizikom od nastanka ciroze (13). Od okolisnih ¢imbenika rizi¢ni su konzumiranje
alkohola, pusenje, poglavito kanabisa, HBV 1 HIV koinfekcija. I dalje postoje kontroverze oko uloge
virusnih ¢imbenika u progresiji fibroze, no prema velikoj Svicarskoj studiji ¢ini se da je riziCan genotip
3 virusa HCV (14). Progresija fibroze nije linearna, ve¢ ona ima vi$e eksponencijalan oblik ovisno o
proteku vremena od trenutka infekcije, te je prosje¢no vrijema za razvoj ciroze oko 30 godina §to ¢e se
dogoditi u oko 1/3 bolesnika. Medutim, ovisno o prisutnosti navedenih drugih ¢imbenika fibroza moze
napredovati vrlo sporo, tj. ciroza se nece razviti niti nakon 50 g trajanja infekcije, dok ¢e se kod

manjeg broja bolesnika razviti brzo, unutar desetak godina. Jednom kad se razvije ciroza dolazi do
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nastupa klinickih komplikacija u smislu dekompenzacije i nastanka hepatocelularnog karcinoma
stopom od 2-4% godiSnje (89). Znacajna je i spoznaja da stupanj upalne aktivnosti nije u korelaciji sa
stadijem fibroze, te je zakljuceno kako se kod kroni¢nog hepatitisa C fibroza razvija barem dijelom
neovisno od upalnog zbivanja. Takoder je uoc¢eno kako vrijednosti ALT-a ne odrazavaju niti stanje
histoloske upalne aktivnosti niti fibroze, te se ne mogu koristiti kao mjerilo za odredivanje statusa
jetrene bolesti (90). Studije i podaci o razvoju fibroze kod drugih etiologija jetrene bolesti su
oskudniji.

Danas najcesca bolest jetre je bolest masne jetre (NAFLD) koja se na zapadnoj hemisferi
moze naci u 25-30% opce populacije, kod 75% pretilih, 16% osoba s normalnom tjelesnom masom,
kod 34-74% osoba s dijabetesom tip 2 i kod gotovo svake pretile osobe s dijabetesom tipa 2 (91). Kod
najveceg broja osoba s masnom jetrom nece doci do aktivacije procesa upale niti fibrogeneze u jetri i
oni ¢e imati benigan klinicki tijek ukoliko se promatra morbiditet i mortalitet vezan uz jetru, no
ukupan morbiditet i mortalitet ¢e ipak biti veéi, pretezito na racun kardiovaskularnih bolesti. Zbog
metodoloskih razloga ne postoje dovoljno uvjerljivi i precizni podaci o tome u kolikog broja
bolesnika NAFLD prelazi u NASH, no prema sada$njim spoznajama to se dogada u 1/3 bolesnika, od
¢ega oko 20% razvije cirozu nakon 10 godina trajanja bolesti.

U alkoholnoj bolesti jetre najranija manifestacija je nastanak masne jetre, Sto se dogada u 90%
osoba koje piju vise od 60g Cistog alkohola na dan (92). Ovaj entitet je benigan i nakon prestanka
konzumacije alkohola moze do¢i do potpune regresije steatoze u roku od 4-6 tjedana. Ipak, u 5-15%
bolesnika moze doc¢i do progresije u fibrozu i cirozu usprkos apstinencije. Nastavkom konzumacije
alkohola usljedi aktivacija upalnih mehanizama, te se razvija alkoholni steatohepatitis i fibroza, §to je
zabiljezeno kod 40-60% osoba koje piju 40-80 g alkohola na dan tijekom razdoblja od 25 godina .
Progresija u cirozu biljezi se kod 18-50% bolesnika s alkoholnim hepatitisom. Razvoj fibroze u
alkoholnoj bolesti jetre povezan je s aktivacijom upalnog zbivanja i ovisi o koli¢ini redovito uzimanog
alkohola. Tako rizik od ciroze znacajno raste kod muskraca koji konzumiraju vise od 80 g alkohola na
dan i Zena koje piju vise od 20 g/dan tijekom viSe do 10 godina. Ipak, i u takvim okolnostima
vjerojatnost razvoja ciroze iznosi 6-41%. Medutim, postoje i primjeri osoba koje su konzumirale
znacajno vece koli¢ine alkohola i kod kojih se nije razvila ciroza, $to u fokus stavlja moguce
metabolicke, tj. nasljedne-genetske ¢imbenike domacina.

Najveca i jedina studija koja je usporedno analizirala prirodni tijek bolesti za nekoliko
kroni¢nih bolesti jetre (hepatitis C, HCV-HIV koinfekciju, hepatitis B, hepatitis D, alkoholnu i
nealkoholnu masnu bolest jetre, nasljednu hemokromatozu, autoimuni hepatitis i primarnu bilijarnu
cirozu) ukljucila je ukupno 4852 ispitanika (12). Prema njenim rezultatima fibroza najbrze napreduje
kod HIV-HCV koinfekcije (50% prevalencija ciroze u dobi od 52 godine), a najsporije kod PBC gdje
je 50% prevalencija ciroze nadena tek u osoba starih 81 godinu. Ukoliko se gleda rizik razvoja ciroze
u odnosu na trajanje bolesti i tada su najlosiji rezultati nadeni za HCV-HIV koinfekciju gdje 50%

oboljelih razvija cirozu nakon 28 godina, kod alkoholne bolesti jetre nakon 35 godina, kroni¢nog
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hepatitisa C nakon 43 godine i 64 godine za kroni¢ni hepatitis B. Kod svih etiologija jetrene bolesti
uocena je dinamika akceleracije razvoja fibroze sa starenjem. Fibroza se sporije razvijala kod Zena za
sve etiologije bolesti, osim kod alkoholne bolesti jetre gdje je razvoj fibroze bio brzi u odnosu na
muskarce.

Nastankom ciroze nastupaju znacajne morfoloske i funkcionalne promjene u jetri i
ekstrahepatalnim tkivima/organima koje ¢e pokrenuti niz patofizioloskih zbivanja koje ¢e u jednom
trenutku dovesti do sloma kompenzacijskih mehanizama i nastupa klinicki uo€ljivih, najcesce
dramati¢nih komplikacija. U klinickom smislu jetrena ciroza je bitno odredena s dvije skupine
patofizioloskih poremecaja (1, 86, 87) . Prvo, smanjena je sintetska, metabolicka i ekskretorna
funkcija jetre koje nastaju kao posljedica manjka funkcionalno aktivnog tkiva jetre, tj. kriticnog
smanjenja mase/broja hepatocita. U takvom stanju smanjuje se sinteza proteina u jetri, pri cemu
manjak albumina pogoduje nastanku edema, a manjak koagulacijskih faktora poveéava sklonost
krvarenju. Smanjuje se metabolizam niza lijekova i endogenih intermedijarnih produkata metaboliza,
te smanjuje ekskretorna sposobnost $to se klinicki uocava po porastu vrijednosti bilirubina i pojavom
ikterusa. Druga skupina poremecaja patofizioloski je uzrokovana portalnom hipertenzijom koja
nastaje zbog povecanog otpora protoku krvi kroz jetru zbog umnazanja i retrakcije vezivnog tkiva. U
portalnoj hipertenziji povecava se volumen i tlak krvi u drenaznom sustavu vene porte, $to se
retrogradno prenosi i na ve¢inu visceralnih organa. Osim mehanickog faktora, nastanku portalne
hipertenzije pogoduju i promjene u cirkuliraju¢im vazoaktivnim supstancama, koje nastaju zbog
smanjenog metaboliziranja jednog dijela njih u jetri koja je postala metabolicki insuficijentna. Tako je
primjerice smanjena razgradnja endotelina koji djeluju vazokonstriktorno utjeuci na tonus
miofibroblasta koji u vezivnom tkivu jetre okruzuju ogranke vene porte. S druge strane povecana je
produkcija i smanjena razgradnja NO koji djeluje vazodilatatorno na razini tkivne mikrocirkulacije u
splanhnikusu, ali i sustavno, radi ¢ega se stvara hiperkinestka hemodinamika krvotoka u cirozi. Nju
dakle karakterizira smanjen vaskularni otpor u sustavnoj, a povecan u portalnoj cirkulaciji. Zbog
smanjenog efektivnog cirkulirajuc¢eg volumena krvi, javlja se relativna hipoperfuzija bubrega, a to
dovodi do aktivacije renin-angiotenzinskog sustava koji dodatno povecava otpor protoku krvi kroz
jetru, a dugoro¢no moze dovesti i do pretjerane vazokonstrikcije u bubregu, ¢ime se stje¢u uvjeti za
nastup jedne od najtezih komplikacija jetrene ciroze, a to je razvoj hepatorenalnog sindroma (93).
Zbog povecanog tlaka i volumena krvi u visceralnoj venskoj cirkulaciji, dolazi do formiranja
portosustavnih kolaterala kojima krv iz portalnoj sustava nastoji kra¢im putem uci u sustavnu
cirkulaciju gdje krv cirkulira pod znatno nizim tlakom. Jedna od najdramati¢nijih klini¢kih
komplikacija koje nastaju slijedom navedenih zbivanja je formiranje varikoziteta jednjaka, ¢ija ruptura
i krvarenje Cesto predstavljaju fatalan kona¢ni ishod bolesnika s jetrenom cirozom. Zbog porasta
otpora protoku krvi na razini jetrenih sinusoida, potencirano smanjenom koncentracijom albumina §to
rezultira snizenim koloidno osmotskim tlakom krvi, dolazi do stvaranja ascitesa. Kako je narusena

ekskretorno-metaboli¢ka funkcija jetre i kako postoje obilne portosustavne kolaterale kojima krv iz
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probavnog sustava zaobilazi jetru, smanjena je razgradnja-detoksifikacija niza Stetnih spojeva kao §to
su amnonijak i neke aminokiseline koje nastaju djelovanjem crijevih bakterija. Ovi spojevi imaju
znacajke laznih neurotransmitera i neurotoksi¢nosti, te dovode do nastanka jetrene encefalopatije.
Nastupom dekompenzacije u obliku jedne ili viSe navedenih komplikacija ciroze znatno se mijenjaju
prognoze za prezivljenje bolesnika, koje se u tom trenutku izjednacavaju sa prognozom malignih
bolesti (94). Ciroza jetre jest zavrsni stadij niza kroni¢nih parenhimnih bolesti jetre sa svojim
tipicnim histoloskim znacajkama i klinickom ekspresijom kako je naprijed opisano. Medutim, davno
je ve¢ uoceno kako se i unutar toga entiteta mogu raspoznati skupine s razli¢itom prognozom, za $to su
klini¢ari nekada upotrebljavali termine ,,blaga“ ili ,,teSka“ ciroza. Najduze se odrzao i u praksi se
najcesce primjenjuje sustav odredivanja stadija ciroze po Child -Turcotte-Pugh-u (Tabl. 2) (95). U tom
sustavu uzete su u obzir klinicke manifestacije ciroze i bodovanjem svake od navedenih kategorija
dobiva se konacan zbroj bodova koji bolesnika svrstava u stadij A (5-6 bodova), B (7-9 bodova) ili C
(10-15 bodova) koji imaju prognosticku vrijednost jer dobro koreliraju s prezivljenjem (96).
Primjerice, bolesnici u stadiju B ili C (>7 bodova) imaju jednogodi$nje prezivljenje ispod 90%, $to se
uzima kao kriterij za stavljanje na transplantacijsku listu. Vise od tre¢ina bolesnika u stadiju C ¢e bez
transplantacije umrijeti unutar godinu dana. S razvojem novih lijekova (primjerice za virusni hepatitis
B i C) inatemelju prac¢enja bolesnika kod kojih je postignuta eradikacija virusa uoceno je da cak i
kod bolesnika s cirozom postoji moguénost znacajne modifikacije prirodnog tijeka bolesti i odredene
regresije fibroze i patofizioloskih posljedica ciroze, Sto je ipak bilo moguée samo kod ,,pocetnih*
stadija ciroze. Time se potrvrduje opravdanost i potreba razmisljanja o cirozi kao dinami¢nom entitetu,
a ne stacionarnom i nepromjenjivom stanju, te su potrebne dodatne eksperimetalne i poglavito vece
klinicke studije koje bi sveobuhvatno proucavale prirodni tijek bolesti i razvoj tkivnih i

ekstrahepatalnih zbivanja kod bolesnika s cirozom.

Tablica 2. Child-Turcotte-Pugh klasifikacija stadija ciroze (prema referenci 95).

1 2 3

Nema Umjeren Obilan/Refrakteran
(odgovara na terapiju)

Nema 1-2 34

<35 35-50 >50

>35 28-35 <28

>70 70-40 <40

<1,7 1,7-2,3 >2.3
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1.1.4.2. Dijagnostika fibroze i ciroze

Stadij fibroze definira se histoloski iz nalaza biopsije jetre. Postoji nekoliko bodovnih sustava
na temelju kojih se procjenuje stadij fibroze a razlikuju se ovisno o etiologiji bolesti jetre (97). U
osnovi radi se o semikvantitativnim bodovnim sustavima koji boduju fibrozu od 0 ukoliko nema
fibroze do 4 ili 6 ovisno o autoru, s tim da najvisi stadij odgovara razvijenoj cirozi. Kao primjer
navodim histolosku klasifikaciju virusnog hepatitisa po Ishaku i sur. (Slika 2)(98) koja se uz
METAVIR Kklasifikaciju (99) najcesce priomjenjuje u klinickoj praksi u ovoj indikaciji. Vidljivo je da
su razdvojene dvije zasebne kategorije: stupalj upalne aktivnosti $to se oznaCava kao stupanj bolesti
(engl. Grade) i zastupljenost, ili bolje rec¢eno, tkivni uzorak fibroze, $to se oznacava kao stadij bolesti
(engl. Stage). Kao §to je ve¢ spominjano, dugoro¢na prognoza bolesti odredena je prije svega stadijem
jetrene fibroze. Stadiji fibroze predstavljaju kategorijske varijable gdje ne postoji kontinuirani prijelaz
izmedu pojedinih kategorija u smislu koli¢ine umnozenog veziva. Zato treba naglasiti da je na ovakav
nacin procjena fibroze semikvantitativna, no ona nudi i moguénost opisivanja tkivnog uzorka razvoja
fibroze, a on se razlikuje ovisno o etiologiji bolesti (97). Primjerice, u alkoholnom, toksi¢nom i
ishemijskom hepatitisu najranije upalne i fibrozne promjene dogadaju se u pericentralnoj regiji (zona 3
jetrenog reznjica). Kod virusnog hepatitisa i kolestatskih bolesti, najranije promjene dogadaju se u
portalnim prostorima, s tendencijom stvaranja fibroznih septuma izmedu pojedinih portalnih prostora i
porto-centralnih premiostenja. Zahvacenost jetre ovim promjenama moze biti razlicita, tj. moze doc¢i
do pojave porto-portalnih vezivnih septuma u samno manjem broju jetrenih reznji¢a ili se takav tkivni
uzorak vidi difuzno. Takoder unutar istog histoloskog stadija moguce je da ¢e koli¢ina odlozenog
veziva biti razlicita, $to dovodi do razli¢ite prognoze izmedu dvaju bolesnika. U cirozi moguc je
raspon histoloske slike od postojanje relativno tankih septuma i regeneratornih makronodula, do vrlo
debelih vezivnih septuma koji okruzuju male regeneratorne ¢voriée hepatocita. 1z ovih razloga,
upotrebom samo navedenih histoloskih klasifikacija ne moze se dobiti posve precizna slika o stanju
bolesti. Stoga je moguce upotrijebiti alternativne histoloske tehnike kojima se koli¢ina veziva
kvantificira na kontinuiranoj skali, na nacin da se posebnim bojama oboji samo kolagen (primjerice
Sirius Red) i potom gleda relativni postotak obojenog tkiva u odnosu na cijeli preparat. Ovim
nac¢inom ne definira se tkivni uzorak razvoja fibroze, ve¢ koli¢ina vezivnog tkiva, te iako stadij i
koli¢ina fibroze pokazuju dobru korelaciju, ona nije linearna. Primjerice odgovaraju¢e morfometrijske
vrijednosti koli¢ine veziva za stadije fibroze 0, 4 1 6 iznose redom 1,9%, 13,7% 1 27,8% (100). Dakle,
iako je razlika u koli¢ini fibroze izmedu stadija 0 i 4 samo 12% radi se o znacajno razli¢itom stadiju
bolesti jer kod stadija 4 postoje formirana premostavajuca septa izmedu portalnih prostora i centralnih
vena §to ukazuje na nepovoljnu prognozu. Uzevsi u obzir sve navedeno vjerojatno bi bilo najispravnije

kombinirati obje histoloske metode za dobivanje $to potpunije slike o stanju bolesti na tkivnoj razini.
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STUPANJ AKTIVNOSTI

A. Periportalne i periseptalne piecemeal nekroze (interface hepatitis)

OdSUNE. . . et e 0
Oskudne (fokalne, neki portalni prostori (PP))..«.veueeeeeneeiiiii i, 1
Oskudne/srednje (fokalne, VeCIna PP).....o.eererrirrenieieiiitirt it erereeereneeeaeeanane 2
Srednje obilne (kontinuirane U <S0%0 PP)..vverreereeniireetieeeee et ettt eeenenserenns 3
Obilne (kontinuirane U >50% PP)..vuenrerineiniiit e 4
B. Konfluirajuée i premostavajuée nekroze
L 01 3 T 0
Fokalne konfluirajue nekroze. ............oooiuiiiiiiii e, 1
Konfluiraju¢e nekroze oko nekih centralnith vena..................cooviiiiiiiiiinn e, 2
Konfluirajué¢e nekroze oko vecine centralnih vena.................oooviiiiiiiiiiiininnn., 3
Mjestimicne portocentralne premostavajuce nekroze..................oc, 4
Multiple premostavajuce NEKIOZE. . ... ...ouvveiieiii i, 5
Multilobularne NeKIOZE. ... ..ot e, 6

C. Fokalne nekroze, apoptoza, ZariSna upala

L 1 13 T 0
Jedno ZariSte/vidno polje malog povecanja........c.ooviveiiiiiiiiiiiiiiiii e 1
R Y 1] : F 2
BT 7 4 1 - 3
YA T IS T B U7 Vo ] 4

D. Portalna upala

OdSUINA. . . et 0
OSKUANA. ... e 1
L0013 (S 4 2
Umjerena/obilna U SVIM PP .. .eeeeetintitet ettt ettt ettt e e et et e e eeeeenenens 3
ODIINA U S VI PPt ttttteit ettt ettt et et et et et et et e e et et et et et 4
Maksimum bodova.....cccieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieitiiictientineinee 18
STADIJ

BeZ fIDT0ZE. . ..o 0
Fibroza nekih pp......ooeiiii e 1

LS Lo (oY et e 1 TN o) o J 2
Fibroza vecine pp s mjestimicnim portoportalnim vezivnim septima........................ 3
Fibroza pp s obilnim portoportalnim i portocentralnim vezivnim septima................... 4
Obilna vezivna septa s mjestimi¢nim regeneratornim ¢vori¢ima (nekompletna ciroza)....5
Ciroza (vjerojatna ili SIGUIMNA)......oueietitt ittt eete e e e eaeae e e 6
Maksimum Dodova......ccoeiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it s 6

pp=portalni prostor

Slika 2. Patohistoloski sustav za procjenu stupnja aktivnosti i stadija fibroze po Ishaku i sur. (prema
ref. 98)



Iako se jos$ uvijek smatra zlatnim standardom za procjenu fibroze, biopsija ima odredena
ograniCenja (101). Radi se o invazivnoj metodi kod koje postoji odredeni, doduse mali, rizik
komplikacija kao $to su krvarenja i infekcija, a u vrlo rijetkim slucajevima ¢ak i moguénost smrtnog
ishoda (oko 1/10 000). Nadalje, distribucija fibroze nije jednaka u svim dijelovima jetre, $to je
izrazenije kod nekih bolesti primjerice PBC. U kontekstu virusnog hepatitisa u ¢ak 33% slucajeva
nadena je razlika u stadiju izmedu uzoraka dobivenih iz lijevog i desnog reznja jetre istog bolesnika, s
tim da je ipak ona bila mala, tj. tek kod 2,4% je iznosila viSe od 1 histoloskog stadija (102). U ovom
kontekstu treba reci da dobiveni cilindar jetre predstavlja tek 1/50 000 volumena jetre. Dodatni
problem proizlazi iz kvalitete biopsijskog uzorka, tj, dobivenog cilindra parenhima jetre. Nacelno, §to
je urorak vedi to je reprezentativniji i manja je vjerojatnost da dobiveni stadij ne odgovara stvarnom
stadiju jetrene fibroze. Konacno, postoji problem interpretacije PHD nalaza, a i on je u odredenoj
mjeri ovisan o dimenzijama cilindra jetre. Prema mi$ljenju vecine autora danas se smatra da je u
kontekstu kroni¢nog virusnog hepatitisa za ispravnu interpretaciju potreban cilindar duzine 20-25 mm
s najmanje 11 kompletnih portalnih prostora u uzorku (103). Problem s biopsijom postoji i kod
pracenja bolesnika, jer dok vecina pristane na inicijalnu biopsiju radi utvrdivanja stadija bolesti, vrlo
mali broj bolesnika sklon je kontrolnoj biopsiji radi prac¢enja prirodnog tijeka bolesti ili radi pracenja

ucinka terapije.

Zbog svih ovih razloga kontinuirano se istrazuju nove, neinvazivne metode za procjenu jetrene
fibroze (104) . One se mogu podijeliti na seroloske metode i fizikalne metode temeljene na slikovnim
tenhikama. Seroloske metode koriste vrijednosti odredenih bioloskih spojeva komponenata ECM-a
prisutnih u krvi koji odrazavaju odnos izmedu fibrogeneze i fibrolize u jetri,u kojem slucaju je rije¢ o
direktnim testovima, ili se koriste drugi biokemijski parametri za procjenu fibroze, u kojem slucaju se
radi o indirektnim testovima (105). Primjeri direktnih testova su odredivanje koncentracije
hijaluronske kiseline ¢ije koncentracije pokazuju dobru korelaciju sa histoloskim stadijem fibroze, te
prokolagen-III-N terminalnog peptida (PIIINP) koji se nalazi u umjerenoj korelaciji sa stadijem
fibroze, a na njihovu koncentraciju utjecu brojni sustavni ¢imbenici poput postojanja upale, tumora ili
renalne insuficijencije. Indirektni seroloski testovi koriste jednostavne biokemijske parametre
pojedinacno, u kombinaciji ili konstruiranjem formula dovodenjem ovih varijabli u matematicke
odnose. Primjeri jednostavnih testova su AST/ALT omjer (vrijednost>1 sugestivna za cirozu kod
kroni¢nih vir. hepatitisa), broj trombocita (N<150x10°/L ima 90% PPV za zna&ajnu fibrozu, dok
vrijednosti >150 imaju NPV>90% za cirozu kod kroni¢nog hep. C), APRI indeks (AST to Platelet
Ratio Indekx) s vrijednostima AUROC 0,6-0,88 za fibrozu >F2. Jos sloZeniji indeks (Fibrotest)
dobiven je kombinacijom 5 biomarkera identificiranim prethodnom proteomskom analizom seruma
koji ukljucuje: a2-makroglobulin, haptoglobin, apolipoproteinA1l, GGT i ukupni bilirubin. Iako je

incijalno konstruiran za bolesnike s kroni¢nim hepatitisom C (AUROC za F>2 od 0,87), pokazalo se
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da je pouzdan u procjeni fibroze i kod bolesnika s ALD i NAFLD ( AUROC za F>2 redom 0,84 i
0,81) (105, 106).

Zadnjih godina veliki interes privukla je primjena neinvazivnih metoda baziranih na slikovnim
tenhikama i interpretaciji fizikalnih signala dobivenih analizom jetre. Ovisno o tehnologiji ove
metode mogu biti samo slikovne, primjerice ultrazvuk (UZV), kompjuterizirana tomografija (CT),
magnetna rezonanca (MR), kombinacija slikovne metode i analize hemodinamike hepatoportalne
cirkulacije (UZV s kolor doplerom), medutim najnaprednija i najtocnija tehnologija temelji se na
analizi ¢vrstoce/elasticiteta (engl. Stiffness) jetre. Elastometrijska analiza moze se vr§iti ultrazvu¢nim
monodimenzionalnim uredajima (engl. Transient elastography (TE); uredaj FibroScan) bez
mogucénosti morfoloskog prikaza jetre (107) ili uredajima kod kojih je ova tehnologija integrirana u
standardnu UZV sondu, te je moguca istovremena morfoloska, doplerska i elastometrijska analiza
(ARFI tehnologija, od engl. Acoustic Radiation Force Impulse imaging)(108). Najveca iskustva
postoje s primjenom FibroScana gdje je prema rezultatima velikih studija AUROC vrijednost za
dijagnozu stadija fibroze >2 po METAVIR klasifikaciji (periportalna fibroza) iznosila 0,79-0,83, a za
dijagnoziu ciroze (stadij F4 po METAVIR-u) 0,95-0,97 (107). Prema prvim rezultatima elastografija
FibroScanom i ARFI tehnologija imaju vrlo slicnu vrijednost u procjeni fibroze, te su AUROC
vrijednosti za stadij >F2 redom 0,84 1 0,82, a za cirozu 0,91 za obje metode (108). Elastografija
mangentnom rezonancom dalje vrlo pouzdane rezultate (AUROC za stadij fibroze > F2 po
METAVIR-u 0,999), te omogucava osim elastometrijske procjene kvantitete fibroze i dodatnu
morfolosku analizu jetre, te procjenu o udjelu masnoce ili opterecenju jetre zeljezom (109). Medutim,
kako se radi o vrlo skupoj metodi koja zahtijeva i duze vrijeme pregleda u odnosu na navedene
ultrazvucne elastometrijske metode, malo je vjerojatno da bi se MR Sire primjenjivala za procjenu
jetrene fibroze.

Kod interpretacije nalaza neinvazivnih seroloskih i slikovnih-elastometrijskih metoda potreban
je oprez, jer su prijelomne vrijednosti na temelju kojih se odreduje zastupljeneost fibroze u jetri
dobivene usporedbom izmjerenih fizikalnih vrijednosti (koje predstavljaju kontinuirane varijable) sa
stadijem fibroze u jetri dobivenim histoloskom analizom, koji je kategorijska varijabla (104). Nadalje,
svaki od limitiraju¢ih ¢cimbenika koji utjece na valjanost biopsije automatski je mogao utjecati na
dobivanje kona¢nih rezultata vrijednosti neinvazivnih metoda za procjenu fibroze. Primjerice, ukoliko
se kao referentna metoda koristila biopsija, a cilindar je bio manji, primjerice oko 1 cm, sa 6 portalnih
prostora, moguca je greska uzorkovanja, posljedi¢no nedovoljno to¢na procjena fibroze u jetri, pa je ta
greSka ugradena i u predloZene referentne vrijednosti za svaki stadij fibroze dobivene neinvazivnim

mjerenjima.
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1.1.4.3. Reverzibilnost fibroze i ciroze

Jo§ od antickih vremena i mita o Prometeju uocena je velika regenerativna sposobnost jetre.
Na eksperimentalnom modelu nakon dvotreéinske resekcije Stakorske jetre usljedi regeneracija do
izvorne veliCine hipertrofijom preostalih reznjeva za §to je potrebno 5-7 dana. (110) Da bi se to
postiglo potrebna je adekvatna kirurska tehnikao kojom se ostavlja intaktna vaskularizacija i bilijarna
drenaza preostalih nereseciranih segmenata. Razvojem medicine, tehnika kirurSke resekcije i metoda
intenzivnog lijeCenja pokazalo se da je i u ljudi moguce postici regeneraciju jetre do izvorne veliCine
nakon resekcije 65-75% volumena jetre, uz uvjet da se radilo o inace zdravoj jetri i da su postovani
principi odrzivosti funkcioniranja preostalih segmenata (111). Medutim, ukoliko se radi o bolesnoj
jetri regenerativna sposobnost je znatno manja i poglavito u slucaju ciroze ekstenzija resekcije je
limitirana.

U kroni¢nim difuznim parenhimnim bolestima jetre glavni problem je stvaranje vezivnog tkiva
i razvoj ciroze. U tom kontekstu pojam regeneracije ima §ire znacenje i u idealnom slucaju
podrazumijevao bi s jedne strane nestanak umnozenog veziva, ispravljanje strukturnih promjena u
parenhimu jetre i funkcionalnu regeneraciju jetre (,,restitutio ad integrum®). Jedno od glavnih pitanja
koje se nemace u tom smislu jest moze li se primjenom odredene terapije posti¢i regresija ili potpuna
reverzija fibroze ili ¢ak ciroze. Pri tom treba jasno razgraniciti pojam fibroze od pojma ciroze. Ako je
rije¢ o kroni¢noj bolesti jetre s odredenom koli¢inom stvorenog vezivnog tkiva, ali bez znakova
razvoja ciroze tada se eliminacijom etioloskog ¢imbenika zaustavlja patoloski proces u jetri i moze
do¢i do regresije ili ¢ak potpunog nestanka fibroze (112-114). Ranije su takva opazanja zabiljeZzena u
kontekstu ALD, hemokromatoze i autoimunog hepatitisa kod kojih se terapijska intervencija sastojala
od prestankom pijenja alkohola , odnosno venepunkcija putem kojih se otklanja suviSak Zeljeza iz krvi
te imunosupresivne terapije (115-117). U novije vrijeme razvojem uc¢inkovite antivirusne terapije za
kroni¢ni hepatitis B i C isto je uoceno i u ovim entitetima (112, 118, 119).

Ostaje pitanje postoji li tocka do koje je proces fibrogeneze doSao i iza koje vise nema
povratka na normalu (,,point of no return®). Naime, osim rijetkih iznimki, jednom kad se razvije
ciroza, usprkos adekvatnom etioloskom lijecenju (primjerice eradikaciji virusa) ne moze se postici
potpuna reverzibilnost patohistoloskih promjena u jetri. Moguca je reverzija fibroze i to u znatnoj
mjeri, no odredene strukturne abnormalnosti ostaju (112, 113). Najvaznije histoloske karakteristike
koje obiljezavaju cirozu su osim obilnog veziva i njegova specifi¢na arhitektura gdje vezivo okruzuje
pojedine dijelove jetrenog parenhima unutar kojih dolazi do regeneracije hepatocita, tj. stvaraju se
regeneratorni ¢voric¢i (23). Radi se naj¢es¢e o mikronodulima jer je regenerativna sposobnost
hepatocita pod stalnom supresijom dok traje djelovanje Stetnog agensa. Osim toga, postoje i podrucja
isklju¢enja parenhima (engl. parenhymal extinction) gdje su gredice hepatocita smjeStene izmedu
debelih vezivnih septuma bez adekvatnog kontakta sa krvotokom usljed ¢ega propadaju, te dolazi do

kolabiranja pojedinih dijelova parenhiam. Kona¢no, jedna od najvaznijih karakteristika ciroze jest
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neoangiogeneza u vezivhim septumima i pretvaranje sinusoida u kapilare (75, 76). Ukoliko se radi o
novoj zili stvorenoj u septumu koji spaja portalni prostor sa centralnom venom ili kapilariziranoj
sinusoidi u oba slucaja rezultat je stvaranje arterijsko-venskog shunta ¢ime velike koli¢ine krvi
projure kroz jetru bez sudjelovanja u fizioloSkim procesima interakcije s hepatocitima, te ih ostavljau
ishemi¢nima. Kako je ranije naglaseno ishemija potice fibrozu, a fibroza pogorsava ishemiju. Dok se
razli¢itom terapijskim intervencijama moze u bitnoj mjeri reducirati koli¢ina vezivnog tkiva cak i u
cirozi, strukturne abdnormalnosti, poglavito stvorena neovaskularizacija sa shuntiranjem krvotoka i
tkivna arhitektura u pravilu se ne mogu korigirati (112, 113). Glede globalne arhitekture jetre, na
eksperimentalnom modelu uoceno je kako se nakon razvoja ciroze i otklanjanja etioloskog ¢imbenika
postiZze smanjenje koliCine veziva, regenerativni mikronoduli postaju makronoduli §to odrazava
prestanak supresivnog ucinka patofizioloskog procesa i punu aktivaciju regeneracije hepatocita, no
zaostaju vaskularizirani, doduse tanji vezivni septumi posebno porto-centralni (120).

Za daljnje razumijevanje i prakti¢nu primjenu bile bi potrebne studije u kojima bi se na ve¢em
broju bolesnika proucavao prirodni tijek bolesti kod ciroze nakon uspjesne terapijske intervencije u
smislu otklanjanja uzro¢nog agensa. U tom smislu namece se i potreba redefiniranja histoloskih
klasifikacija jer je u svakoj klasifikaciji krajnji stadij ciroza. Kako je ve¢ opetovano spomenuto
kategorija ciroze definirana je tkivnim uzorkom, medutim unutar ove kategorije uznapredovalost
promjena, pocevsi od kolicine veziva (121), debljine septuma , izgleda nodula, vaskularizacije
septuma i upalne, celularne komponente nije dodatno subklasificirana, a ocito je da postoje podgrupe
unutar ovog entiteta koje zbog razlicitosti histoloSkog stadija imaju razli¢itu prognozu, razlicite
mogucnosti regresije histoloskih promjena, Sto moze imati terapijske implikacije (Slika 3)(23, 94,
112) . Drugim rijeCima, iako je transplantacija definitivan oblik lijecenja bolesnika s cirozom, mozda
kod jednog dijela bolesnika takav vid terapije nece biti potreban. Primjerice, vrijednosti
hepatovenskog gradijenta tlaka (HVPG) kao mjerila tezine portalne hipertenzije iznad 5 mmHg govore
za uznapredovalu fibrozu. Unutar raspona od 5-10 mmHg kod bolesnika sa cirozom ne ocekuje se
razvoj komplikacija koje slijede iz portalne hipertenzije, te se ciroza u takvom stanju moze smatrati
kompenziranom. Iznad 10 mm Hg formiraju se varikoziteti jednjaka i ascites, a iznad 12 mmHg
postoji znacajan rizik od krvarenja iz varikoziteta jednjaka (94). Prema tome, iako bolesnici s HVPG
u rasponu od 5 do iznad 12 mmHg svi mogu imati cirozu, o€ito je njihova bolest u razli¢itom
funkcionalnom stadiju i nemaju svi istu prognozu i potrebu za odredenom vrstom terapijske
intervencije. Vjerojatno bi se uspjehom moglo smatrati kad bi se nekom vrstom terapije kod bolesnika
s cirozom i HVPG primjerice 16 mmHg postiglo stabilno smanjenje HVPG unutar raspona 5-10
mmHg uz poboljsanje ostalih parametara fukcije jetre, iako u histoloSkom smislu ne bi uslijedila

potpuna reverzija.
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METAVIR F1-F3
—>

(:‘;PHG : 5 >10 >12 >20

Elasticitet 6-7 9-12 13,6 17,6 20-60
(kPa)
Klinicki 7)) n Formiranje *Krvarenje iz variksa
variksa *Ascites

*Encefalopatija...

Stadij Kompenzirana ciroza Dekompenzirana ciroza
Biologija Fibrogeneza  Povezivanje Zadebljana Daljnje smanjenje nodula
iangiogeneza kolagena septa Acelularna septa
(cross-linking) Smanjenje Nerazgradiv oZiljak

Slika 3. Spektar klinickih i bioloskih dogadanja u jetrenoj fibrozi i cirozi, ovisno o histoloskom stadiju
(METAVIR klasifikacija), te vrijednostima HVPG (hepatic venous pressure gradient) i elasticiteta
(stiffness) jetre. (prema ref. 231 112)
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1.1.5. Moguénosti lije¢enja jetrene fibroze

Lijecenje fibroze u ovom trenutku je uglavnom u eksperimentalnoj fazi (122). Medutim,
etioloskim lije¢enjem pojedinih bolesti , kao §to je primjena interferona u terapiji kroni¢nog virusnog
hepatitisa B i C, te nukleozi(-ti-)dnih analoga u terapiji kroni¢nog hepatitisa B, moguce je zaustaviti
napredovanje fibroze u stadijima dok se jo$ nije razvila ciroza, a ¢ak u ranoj fazi ciroze dijelom
dovesti do smanjenja fibroze ili bitnog odgadanja klinickih komplikacija (118, 119). Prouc¢avanjem
patofiziologije jetrenih bolesti i razvoja fibroze doslo se do bitnih spoznaja koje su ukazale na ciljne
medijatore ovog procesa, §to je bio prvi korak u pokusSaju razvoja antifibroti¢nih lijekova. To je
posebno interesantno za one jetrene bolesti poput NASH-a ili primarne bilijarne ciroze, kod kojih za
sada nema dovoljno uc¢inkovitog etioloskog lijeka, kao i za bolesnike sa virusnim hepatitisom kod
kojih nije uspjela eradikacija virusa, kod kojih bi glavni cilj terapije bio zaustaviti razvoj fibroze ili je
smanjiti kad je ona ve¢ razvijena.

Nekolicina lijekova primjenjena je i u klinici, no veéina se nije pokazala dovoljno
ucinkovitima ili je kod dijela lijekova problem bio neprihvatljivi profil nuspojava. Prema mehanizmu
djelovanja ova skupina lijekova moze se podijeliti na one sa specifi¢nim antifibroznim djelovanjem i
one s djelovanjem na druge patofizioloske mehanizme ¢ijom aktivacijom dolazi do razvoja fibroze
(primjerice oksidativni stres, imunomodulacija) (Tablica 3). Glede uc¢inka AT1 blokatora studije
provedene kod bolesnika s cirozom pokazale su dvojbene rezultate: kod jednog dijela bolesnika
zabiljeZena je znacajna redukcija HVPG, smanjene serumske konc. hijaluronske kiseline kao markera
fibroze (123), dok u drugim studijama nije zabiljezen povoljan ucinak, ili je ¢ak doslo do razvoja
hipotenzije (124). U studiji gdje je AT1 blokator koriSten u prevenciji razvoja fibroze kod bolesnika s
ALD (F>2) postignuto je smanjenje stadija fibroze, postotka fibroze morfometrijskom analizom kao i
ekspresije gena za kolagen. (125). Interferon-y se pokazo u¢inkovitim kod manje skupine bolesnika s
HCYV cirozom i doveo do zna¢ajnog smanjenja fibroze kod bolesnika s hepatitisom B (126). U¢inak
aktivatora PPAR-y (glitazona) ispitan je u nekoliko manjih studija kod bolesnika s NAFLD/NASH,
gdje je uglavnom zabiljeZena tendencija smanjenju biokemijskih parametara jetrene lezije (ALT), no
antifibrozni u¢inak nije konzistentno dokazan, uz moguénost znacajnog porasta tjelesne tezine
ispitanika (127). Daljna istrazivanja ovih isprva obec¢avajucih lijekova za lijeCenje NASH-a i fibroze u
tom entitetu mogla bi biti dovedena u pitanje nepovoljnim profilom nuspojava tj. zbog povecane
kardiovaskualrne smrtnosti. Iako se kolhicin pokazao sigurnim lijekom, ¢ijom primjenom je
zabiljeZena regresija biokemijskih markera jetrene lezije i pobolj$anje prezivljenja, nije se pokazao
ucinkovitim u redukciji fibroze (128). Silimarin se pokazao uc¢inkovitim u smanjenju peroksidacije
lipida i zaustavljanju fibroze kod malih Zivotinja i babuna. Medutim, podaci o u¢inkovitosti Silimarina
u ljudi dvojbeni , te je prema nekim studijama smanjio mortalitet u ALD dok prema drugima nije bilo
razlike u odnosu na placebo skupinu (129). Kod non-respondera na anti-HCV terapiju pokazao se

ucinkovitim u redukciji viremije, no zbog kratkotrajnosti studije nije evaluiranin u¢inak na fibrozu
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(130). Polienilfosfatidilkolin je ekstrakt soje koji se satoji od 95% polinezasi¢enog fosfatidil kolina
(koji je inaCe sastojak stani¢nih membrana). Djeluje kao antioksidans sprje¢avajuci peroksidaciju
lipida i na eksperimentalnom modelu ima antifibrozno djelovanje, §to na zalost nije potvrdeno u

humanim studijama (131).

Tablica 3. Lijekovi s mogu¢im antifibroznim djelovanjem koji se primjenjuju u klinickoj praksi, ili su
ispitivani u klinickim studijama. HCV- kroni¢ni hepatitis C; NASH-nealkoholni steatohepatitis; Etil-
alkoholna bolest jetre; PBC-primarna bilijarna ciroza, HSC-hepati¢ne stelatne stanice; (-) bez
ucinka/nuspojave, (+ do +++) dobar u¢inak razlicite jaCine/siguran, bez znacajnih nuspojava. (prema

Ref. 122)

LIJEK BOLEST UCINKOVITOST | SIGURNOST | KOMENTAR
Kolhicin Razno +/- -+ Sinteza kolagena
Interferon-y HCV +/- ++ HSC

ARB Razno +/- ++ HSC
PPARIligandi NASH ++ ++ HSC

Silymarin Etil + + Antioksidans
Interleukin-10 HCV ++ +/- Porast viremije!
Polienil- Etil - ++++ Antioksidans
fosfatidilkolin

Propiltiouracil Etil - ++ Antioksidans
S-adenozil Etil + +++ Antioksidans
metionin

Anti-TNFa Etil ++ + Protuupalni
Ursodeoksikolna | PBC/Razno | + ++++ Antioksidans
kiselina /Imunomodulator
Vitamin E NASH/HCV | - -+ Antioksidans

Ursodezoksikolna kiselina (UDCA) umanjuje brzinu napredovanja fibroze (ali ne dovodi do nejne
regresije) kod primarne bilijarne ciroze posebno ukoliko se po¢ne priomjenjivati u ranijim stadijima
bolesti, a nema tezih nuspojava (132). Interleukin-10 djeluje antiinflamatorno i u studiji gdje je davan
bolesnicima s hepatitisom C doveo je do smanjena upalne aktivnosti i stadija fibroze, ali na ra¢un
povecanja viralne replikacije, radi ¢ega je njegova vrijednost u kontekstu hepatitisa C upitna (133).
Brojni antioksidansi i supstance drugih mehanizama djelovanja (Vit. E, malotilat, propiltiouracil, S-

adenozilmetionin, penicilamin) ispitivani su kod ljudi, no nema uvjerljive potvrde za njihovu
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djelotvornost. (122) Studije s antiTNF-a u lijeenju ALD pokazale su da dolazi do smanjenja upalne
aktivnosti, no za sada bez uvjerljivih dokaza i o antifibroznom uc¢inku (134).

Glede antifibroznog djelovanja a-interferona, tj. njegovog pegiliranog oblika provedene su
studije kod bolesnika s cirozom nastalom kao posljedica kroni¢nog hepatitisa kod kojih prethodnom
terapijom nije postignuta eradikacija virusa. Ideja je bila da se primjenom terapije odrzavanja manjom
dozom pegiliranog interferona usprkos neuspjesnoj eradikaciji virusa pokusa zaustaviti napredovanje
fibroze i odgoditi posljedicne klinicke komplikacije ili u najboljem slu¢aju postiéi regresija fibroze. Na
zalost rezultati nisu bili zadovoljavajuci. U HALT-C studiji (135) koristen je PeglFN-02a 90 pg
Ixtjedno kroz 3,5 godine kod bolesnika s uznapredovalom fibrozom (F3-6 po Ishaku). Bolesnici su
podijeljeni u skupine s uznapredovalom fibrozom (F3-4) i cirozom (F5-6). U svakoj skupini bolesnici
su randomizirani u terapijsku ili placebo grupu. Kod bolesnika s cirozom nije bilo razlike izmedu
terapijskih podskupina u nastupu neke od komplikacija ciroze (smrt, dekompenzacija, HCC,
transplantacija), a kod bolesnika s uznapredovalom fibrozom (F3-4) nije bilo razlike izmedu
terapijskih podskupina u histolokom napredovanju fibroze (u ovoj skupini fibroza je napredovala za
barem 2 stadija kod 28,2% bolesnika na terapiji i 31,9% na placebu; p=0,46). U neciroti¢noj skupini
nakon 3,5 god. nekroinflamatorna aktivnost se doduse smanjila za 1 bod (stupanj) u terapijskoj, a
samo 0,03 boda u placebo skupini (p<0,001), medutim u prosjeku je doslo do progresije fibroze za
0,38 u prvoj i 0,42 bodova u drugoj skupini. U studiji EPIC® (136) gdje je koristen PegIFN-2b u dozi
odrzavanja 0,5 pg/kg 1xtjedno kod bolesnika s cirozom nije bilo znacajne razlike u vremenu do
nastupa klinickih komplikacija izmedu terapijske i placebo skupine, no u podskupini bolesnika koji su
imali portalnu hipertenziju na pocetku studije kod onih koji su dobivali terapiju u znacajno manjem

broju doslo je do razvoja ascitesa ili krvarenja iz varikoziteta jednjaka (p=0,007).

S novim spoznajama o procesu fibrogeneze na molekularnoj i stani¢noj razini, otvaraju se
nove perspektive u istrazivanju antifibroznih lijekova (Tablica 4) . Na molekularnom nivou istrazuju
se lijekovi koji inhibiraju put TGF-f kao jednog od klju¢nih medijatora fibrogeneze u jetri (137).
Izravna inhibicija djelovanja TGF-f nije u potpunosti poZeljna zbog njegovih imunomodulatornih
svojstava, tj. antitumorskih uc¢inaka. Modulacija TGF-p posredovanog djelovanja mogla bi biti
ucinkovitija ukoliko bi se inhibirali specifi¢ni postreceptorski mehanizmi djelovanja u HSC.
Zanimljivim ciljevima ¢ine se i knabinoidni receptori u jetri. Angiogeneza je iznimno znacajan proces
u razvoju fibroze i poglavito ciroze, te se razvoj lijekova koji bi mogli u¢inkovito i selektivno
inhibirati neoangiogenezu u jetri ¢ini vrlo znacajnim ciljem (122). Na stani¢nom nivou daljnja
istrazivanja ¢e se vj. fokusirati na HSC kao kljucne stanice za pokretanje i odrzavanje priocesa
fibrogeneze u jetri (114). Atraktivnom se ¢ini moguénost selektivnog izazivanja apoptoze ili aresta

stani¢nog ciklusa HSC-a.
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Tablica 4. Eksperimentalni antifibrozni lijekovi.

Eksperimentalni antifibrozni lijekovi

fibrogeneze

Inhibicija aktivacije HSC i

Ostali/nepoznati ili sustavni

mehanizmi

Antagonisti
kanabinoidnih
receptora
Rapamicin
Mikofenolat
Gliotoksin
Pentoksifilin
Antagonisti
endotelina
Prazosin

ACE inhibitori
Retinoic¢na kiselina
Anti-TGFf
Folistatin

* Prostaglandini
*  Adiponektin
*  Antikoagulansi

e AntilL-1
e QOktreotid
e HGF

» Aktivacijski protein HSC
*  Deplecija C5

*  5S-lipoksigenazni inhibitori
* Angiostatin

¢ Anti-TNFa
* Inhibicija CTGF
¢ Relaksin

Zakljuéno, iako su temeljem bazi¢nih istrazivanja rasvijetljeni brojni mehanizmi fibrogeneze

u jetri, te otkriveni, a dijelom na eksperimentalnom modelu i testirani brojni potencijalni lijekovi,

vecina ih nije dozivjela klini¢ku primjenu. Uzimajucéi u obzir tezinu i moguce komplikacije jetrenih

bolesti, kao i veliki javno-zdravstveni znacaj i opterecenje za drustvo, ostaje trajna potreba

proucavanja patogeneze kronicnih jetrenih bolesti, poglavito procesa fibrogeneze i iznalaZenje

ucinkovitih lijekova koji bi mogli zaustaviti taj proces ili u idealnom slucaju dovesti do reverzibilnosti

jetrene fibroze.
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1.2.KOSTANI MORFOGENETSKI PROTEINI
1.2.1. Definicija i podjela

Istrazivanja biologije koStanog tkiva koja su provedena tijekom druge polovice proslog stoljeca,
dovela su do otkrica nove obitelji molekula koje su imale sposobnost induciranja endohondralnog
stvaranja kosti na ektopi¢nim mjestima, tj. na mjestima intramuskularne ili subkutane aplikacije u
sisavaca (138). Zbog izrazenog osteoinduktivnog djelovanja u kosti i drugim tkivima, nova skupina
molekula nazvana je koStani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetic Proteins- BMPs)
(139). Ovaj naziv odnosi se na samo jednu partikularnu ulogu BMP-a za koje se pokazalo da su
ukljuceni u brojne druge procese u razli¢itim tkivima i organima. Osim klju¢ne uloge tijekom
stvaranja kostura kraljeSaka, uoceno je da ovi proteini imaju i veliko znacenje u razvoju drugih organa
i tkiva koji se stvaraju putem mezenhimsko-epitelnih medudjelovanja (140). Kao diferencijacijski
¢imbenici koStani morfogenetski proteini djeluju na razlicite vrste mezenhimalnih stanica modulirajuci
njihov izrazaj i poti¢uéi njihovo sazrijevanje (140, 141). U daljnjim istrazivanjima pronadeni su vrlo
sli¢ni proteini opisani pod razli¢itim imenima, ukljucujuci hrskavi¢ne morfogenetske proteine (engl.
Cartilage derived morphognetic proteins-CDMPs) ili faktore rasta i diferencijacije (engl. Growth and
differentiation factor-GDF) koji su takoder svrstani unutar BMP obitelji, unutar koje danas
raspoznajemo ¢lanove od BMP-2 do BMP-16 (140). Kostani morfogenetski proteini ¢ine jedinstvenu

obitelj unutar nadobitelji transformiraju¢eg ¢imbenika rasta § (TGFp) (Slika 4).

Aktivin i

BMP-i inhibini  TGF-p  GDNF
S T LI 0 L P P "‘fﬁﬁpﬂs& h g e PP P
FEFTTEFEF SIS S S SIS FF TS @e&@“ﬁ*@ FH S ST

;
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Slika 4. Clanovi nadobitelji transformirajuéeg ¢imbenika rasta (TGF-B)
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Nadobitelj TGF- B proteina sastoji se od 45 ¢lanova koji su identificirani u brojnim vrstama
ukljucujuci ¢ovjeka, misa, vinsku musicu i Xenopus-a (vrsta africke zabe: Xenopus laevis) , uz veliku
podudarnost aminokiselinskih slijedova izmedu vrsta (140, 142). Primjerice, nadena je 98%
podudarnost u aminokiselinskom slijedu proteina BMP-7 izmedu miSeva i ljudi (143, 144). Svi
clanovi TGF- B nadobitelji gradeni su kao dimerne molekule povezane disulfidnom vezom, sastavljene
od N-terminalne signalne sekvence, prodomene i zrele domene koja je smjestena na
karboksiterminalnom kraju. Jedinstveno strukturno obiljeZje TGF-  nadobitelji je regija sastavljena
od sedam cisteinskih ostataka unutar zrele domene na karboksi-terminalnom dijelu molekule ¢ija su

prisutnost i relativni poloZzaj strogo oCuvani unutar vrste (Slika 5)(142-144).

Signalni slijed RXXR (IZ (IZ(IZ (Ii'i: (IZ(IZ

Vezno mjesto za heparin

> €
Prodomena Zrela domena

Prekursorski protein

Slika 5. Shematski prikaz proteinske struktura ¢lanova TGFp nadobitelji. C-cistein; S-sumpor,

RxxR-mjesto odvajanja zrele domene od prodomene.

Proteini TGF- B su razli¢iti od BMP-a i ne pokazuju sposobnost induciranja nove kosti, no igraju
veliku ulogu u imnunomodulaciji upalnog odgovora i poticanju fibrozne reakcije tkiva na ozljedu
(137, 140, 142). Poznato je pet razli¢itih molekula TGF- B: TGF-B1, 2 i 3 u ljudi, TGF- 4 u pileta i
TGF- 5 u Xenopusu. Oni su u udaljenom srodstvu s koStanim morfogenetskim proteinima, prema
kojima pokazuju prosje¢nu podudarnost aminokiselinskog slijeda od oko 37% u podrucju sa sedam
cisteina (145). Ostali ¢lanovi TGFp nadobitelji su Aktivini i Inhibini, Cimbenik koji inhibira razvoj
Mullerovih kanali¢a (eng. Mullerian inhibiting substance; MIS), te Glijalni neurotrofi¢ni ¢imbenik
(engl. Glial derived neurotrophic factor-GDNF) koji su takoder srodne molekule sa aminokiselinskom

sekvencom koja se podudara od 16-31% sa sekvencom BMP-a (140, 145).
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1.2.2. Struktura koStanih morfogenetskih proteina

Kostani morfogenetski proteini nastaju unutar stanice kao velike prekursorne molekule tri do
Cetiri puta vece od zrelog proteina, a sastavljene su od hidrofobnih sekrecijskih vode¢ih slijedova na
aminoterminalnom kraju, osnovnog propeptidnog podrudja, te zrelog dijela koji se nalazi se na
karboksiterminalnom kraju molekule propeptida gdje se nalazi i sedam cisteinskih ostataka cija
prisutnost odreduje pripadnost TGF-B nadobitelji (146). Proteoliti¢kim procesiranjem u stanici
dolazi do formiranja zrelog disulfidnom vezom povezanog dimernog oblika molekule. Iako najcesce
formiraju homodimere, u nekim sluc¢ajevima nastaju i heterodimerne molekule sastavljene od dvaju
razli¢itih BMP-a ili jednog BMP-a i nekog drugog ¢lana TGF-B nadobitelji. Svi koStani
morfogenetski proteini su glikozilirani, $to nije tipi¢no za druge ¢lanove TGF- nadobitelji. Tako
primjerice kostani morfogenetski proteini-2 i -3 imaju jedno glikozilacijsko mjesto za asparaginsku
kiselinu, BMP-4 dva mjesta (od kojih jedno odgovara polozaju u BMP-2), a BMP-5, -6, i -7 imaju tri
glikozilacijska mjesta na bliskim podruc¢jima (146). U inicijalnim istrazivanjima purifikacijom
osteoinduktivnih sastojaka iz govede kosti identificirano je sedam molekula koStanih morfogenetskih
proteina koji su nazvani BMP-1 do BMP-7. Usporedbom aminokiselinskih slijedova uoc¢ena je
strukturna sli¢nost Sest molekula BMP-a i njihova pripadnost TGF-p nadobitelji. Za BMP-1 se
ispostavilo da nije srodan ostalim koStanim morfogenetskim proteinima i ne pripada TGF-§ nadobitelji
ve¢ odgovara prokolagen-C-proteinazi, te ¢e o njmu biti rijeci u posebnom odjeljku. Na temelju
analize aminokiselinskog slijeda Sest srodnih koStanih morfogenetskih proteina mozemo ih podijeliti
u tri skupine (147). Prva skupina se sastoji od molekula BMP-2 i BMP-4 kod kojih je podudarnost
aminokiselinskog slijeda u zrelom dijelu molekule 92%. Drugu skupinu ¢ine kostani morfogenetski
proteini -5,-6 1 7 ¢ija usporedna podrucja pokazuju homnologiju aminokiselinskog slijeda od oko 8§9%.
Kostani morofogenetski protein -3 jedini je do danas otkriveni ¢lan trece skupine molekula koji iako
ne pokazuje jasnu osteoinduktivnu aktivnost dijeli strukturnu sli€énost s BMP-7 molekulom u oko 42%
aminokiselinskog slijeda. Podudarnost u aminokiselinskoj sekvenci izmedu molekule BMP-7/OP-1 i
molekula BMP-2, te BMP-4 iznosi oko 60% i 58% u podruc¢ju C-terminalnog kraja bogatog
cisteinom. Nadeno je preklapanje u 51% sekvence izmedu molekula BMP-7 i GDF-5 (BMP-14).

Geni kostanih morfogenetskih proteina Siroko su dispergirani u ljudskom genomu, sli¢no
ostalim ¢lanovima TGF-B nadobitelji (144, 146, 148), $to je mozda moglo doprinjeti razvoju tkivno-
specifi¢nih djelovanja pojedinih ¢lanova obitelji. Tako je gen za BMP-2 smjesten an 20. kromosomu,
za BMP-3 na 4. kromosomu, BMP-4 na 14. kromosomu, BMP-5 na 6. kromosomu, BMP-6 na 6.
kromosomu, BMP-7 na 20. kromosomu, BMP-8 na 1. kromosomu, GDF-5 na 22. kromosomu, GDF-6
na 8. kromosomu, GDF-7 na 2. kromosomu i BMP-15 na X kromosomu. (146)
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1.2.3. Stani¢ni mehanizmi djelovanja

Molekule TGF-B nadobitelji ostvaruju svoje djelovanje vezuci se na receptore tipa [ i1l na
povrsini ciljnih stanica. Receptori tipa I i II su transmembranski polipeptidi koji na intracelularnom
dijelu funkcioniraju kao serin/treonin kinaze. Aktivirani receptor tipa Il fosforilira receptor tipa [ na
intracelularnom jukstramembranskom podruc¢ju molekule bogatom glicinom i serinom (148, 149).
Poznato je 12 podvrsta receptora tipa 1 1 7 podvrsta tipa II za ligande iz TGF-f nadobitelji (150), medu
kojima 3 iz prve skupine (AcTR-1, BMPR-IA i BMPR-IB, koji se jo§ zovu redom ALK-2, ALK-3 i
ALK-6, od engl. Activin-receptor like kinase) i 3 iz druge skupine (AcTR-II, AcTR-IIB i BMPR-II)
sluze kao receptori za kostane morfogenetske proteine (148, 151). Djelovanje kostanih
morfogenetskih proteina zapocinje vezanjem za dva razlicita tipa receptora: receptor BMP tipa [A
(BMPR-IA ili ALK-3) i tipa IB (BMPR-IB ili ALK-6) u prisutnosti receptora BMP tipa Il (BMPR-II)
(150, 151). Osim na receptore ALK-3 ili ALK-6, molekule BMP-2, -7 i GDF-5 mogu se vezati i na
aktivinski receptor tipa I (ActR-1ili ALK-2). Receptori tipa I imaju ve¢i afinitet za koStane
morfogenetske proteine , te prvi vezu svoje ligande i onda privlace receptore tipa II tvoreci na taj
nacin heteromerni kompleks. Nakon toga receptor tipa II koji je konstitutivno aktivna kinaza vrsi
fosforilaciju receptora tipa I (152). Ativirani receptor tipa 1 odasilje signal u stanicu vr$eci
fosforilaciju drugih glasnika, u ovom slu¢aju Smad molekula. Clanovi obitelji kostanih
morfogenetskih proteina imaju razlicit afinitet vezivanja na razli¢ite kombinacije receptora tipa I i II.
Kostani morfogenetski protein-4 veze se najvecim afinitetom za receptore ALK-3 i ALK-6, BMP-7
veze se na ALK-2 i ALK-6 s mnogo ve¢im afinitetom nago na ALK-3, a GDF-5 pokazuje veéi
afinitet za receptor ALK-6 u odnosu na ALK-2 i ALK-3 (153, 154).

Intracelularni prijenos signala odvija se putem Smad molekula koje imaju funkciju drugih
glasnika za molekule iz TGF-B nadobitelji. Heterooligomerni Smad-kompleksi odlaze u jezgru i
neposredno ili u kompleksu s drugim proteinima utjecu na transkripciju specifi¢nih gena (155, 156).
Za humane Smad molekule uoceno je kako djeluju i supresivno na razvoj tumora jer su mutirani
nefunkcionalni oblici identificirani u bolesnika s kolorektalnim karcinomom i karcinom gusterace
(157). Na temelju funkcionalnih znac¢ajki Smad molekule mogu se podijeliti u tri skupine: (I) molekule
aktivirane receptorom (R-Smad) 1, 2, 3,51 8; (II) zajedni¢ki medijator ili Co-Smad 4 i (I1I)
inhibitorne molekule (anti-Smads)-Smad 6 1 7 (150, 151, 156, 158-160). Aktivacijom receptora tipa I
dolazi do fosforilacije molekula iz skupine R-Smad. Kostani morfogenetski proteini fosforiliraju
molekule Smad 1, 51 8, dok TGF-f fosforiliraju molekule Smad 2 i1 3 (156). Citoplazmatski
homodimeri molekula Smad skupine I nakon fosforilacije disociraju od receptora i stvaraju

heterodimere s molekulama Smad 4 nakon Cega se signal prenosi u jezgru.

Afinitet Smadova za DNA je mala, radi ¢ega Smad kompleksi ulaze u medudjelovanja s

nizom koaktivatora $to je uvjet za aktivaciju ciljanih gena. Od koaktiviraju¢ih molekula poznati su
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OAZ nuklearni protein, transkripcijski faktori Cbfa (core binding factor) -1, 2 1 3, CBP/p300 , SMIF,
Zebl/Zthx1a/dEF1 (161, 162).

Negativna regulacija aktivnosti molekula BMP vidljiva je na svim dijelovima BMP/Smad
signalnog puta. U ekstracelularnom prostoru BMP aktivnost je inhibirana antagonostima i
pseudoreceptorima kao §to su Chordin, Noggin, Follistatin, follistatin-related gene (FLRG), obitel;
DAN proteina (DAN, cerberus, gremlin, protein related to Dan and cerberus (PRDC) i Dante) i
BAMBI (163, 164) . Chordin se vezuje s velikim afinitetom za molekule BMP-2 i -4 i sprjecava
njihovi interakciju s receptorima (163). Prema novijim istrazivanjima pokazalo se da u Xenopusu
Frizzled srodni protein- Sizzled protein, djeluje kao inhibitor signalnog puta BMP-a, inhibirajuci
proteolizu i inaktivaciju Chordina (165). Degradacija Chordina zbiva se posredovanjem BMP-
1/Tolloid obitelji metaloproteinaza (166). Protein Sizzled onemogucava cijepanje Chordina putem
metaloproteinaza, tako da gubitak proteina Sizzled rezultira poja¢anom degradacijom Chordina.
Noggin se veze na molekule BMP-a s velikim afinitetom i blokira njihovu interakciju s receptorima, a
na slican nacin djeluju i ¢lanovi DAN obitelji. Folistatin sprijecava vezivanje aktivina na njegove
receptore i neutralizira njegovu aktivnost, a takoder veze i molekule BMP-a (164). Rekombinantni
misji protein FLRG posjeduje sposobnost vezivanja aktivina i molekule BMP-2. Kao i folistatin,
FLRG ima ve¢i afinitet vezivanja za aktivin nego za molekulu BMP-2 (164). BMP and activin
membrane bound inhibitor (BAMBI) djeluje kao pseudoreceptor tipa I , te vezu¢i BMP-e
onemogucava njihovo vezanje sa normalnim receptorima, pa tako i njihovo normalno djelovanje
(168). Na intracelularnoj razini djelovanje BMP-a se moze inhibiorati na nekoliko nivoa. Molekule
Smad -6 i -7 djeluju kao inhibitorne Smad molekule, od kojih Smad-7 neselektivno inhibira prijenos
signala molekula TGFf, BMP i aktivina, dok Smad-6 selektivno inhibira BMP put. Oni to ostvaruju
onemogucavajudi interakciju R-Smadova sa transmembranskim TGFB/BMP receptorima tipa I,
aktivacijom Smurf-1 i -2 molekula ¢ijim djelovanjem dolazi do degradacije TGF/BMP receptora,
zatim Sto djeluju kompetitivno na Smad-4, djeluju kao transkripcijski korepresori. I aktivnost I-
Smadova je negativno regulirana citoplazamtskim proteinima Associated molecule with the SH3
domain (AMSH i AMSH2) (169). Protein Tob veze se za R-Smad proteine i onemogucava njihovo
daljnje djelovanje (170). Transkripcijski korepresor Ski veze se za Smadl, 415 1 5'-CACCT sekvencu
u promotorskim regijama DNA onemogucavajuci pocetak transkripcije (171). Nuklearni membranski
protein XMAN1 antagonizira djelovanje BMP vezujué¢i Smad 1, 51 8 (172). Do inhibicije BMP
signalnog puta dovodi i aktivacija ERK MAP kinaze jer fosforiliraju¢i Smadl onemogucava ucinak
BMP-a na njega (173). Transkripcijski faktor CIZ (Cis- interacting zinc finger protein) vece se
odredenu DNA regiju (G/C)AAAAA ¢ime inhibira konacni prijenos BMP/Smad signala (174).
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1.2.4. Tkivna distribucija i biolo§ka uloga koStanih morfogenetskih proteina

Premda su kostani morfogenetski proteini izvorno izolirani i definirani iz kosti, ubrzo je brojnim
istrazivanjima potvrdena ekspresija kostanih morfogenetskih proteina u mnogim drugim tkivima
tijekom razvoju sisavaca kao i u odraslom organizmu (175-177). Tijekom embriogeneze koStani
morfogenetski proteini djeluju kao signalne molekule potrebne za pravilan tkivni razvoj. Posebno se
moze istaknuti uloga molekula BMP-a u razvoju mnogobrojnih tkiva i organa koja se ostvaruje preko
mezenhimalno-epitelnih interakcija (178). Tako je potvrden njihov znatan utjecaj na razvoj
muskuloskeletnog i zZiv€anog sustava, srca, bubrega, jetre, koze, ociju i zubi (177, 179). Kostani
morfogenetski proteini utjecu na ekspresiju brojnih gena, od kojih na neke izravno (kolagen tipa o), a
na druge neizravno tek nakon protrahirane ekspozicije (primjerice osteokalcin). Ciljni geni koStanih
morfogenetskih proteina mogu se podijeliti prema svojoj strukturi i funkeiji na (1) Komponente
ekstracelularnog matriksa (kolagen Ial i la2, osteokalcin, osteopontin, koStani sijaloprotein); (2)
Decoy-receptore (osteoprotegrin); (3) Enzime (alkalna fosfataza); (4) Faktore rasta (CTGF i Indijski
hedgehog; (5) Inhibitore BMP-a (Bambi, Smad-6 i -7), (6) Transkripcijske regulatore (Msx, DIx5 (od
Drosofila distalles), Id1 (engl. Inhibitor of differentiation), 1d2, Id3, JunB, Cbfal) (148). Inaktivacijom
kolagenih gena razvija se bolest Osteogenesis imperfecta (180), nedostatak osteokalcina ocituje se
osteopetrozom, osteopontina otezanim fibrilogenezom kolagena i usporenim cijeljenjem rana (181).
Manjak alkalne fosfataze dovodi do metabolickih (infatilna hipofosfatazija) i skeletalnih defekata, a
manjak CTGF otezava proliferaciju hondrocita, akumulaciju ECM-a i angiogenezu u zonama rasta, te
takom dovodi do dismorfizma skeleta (182). Nedostatak hedgehog faktora otezava proliferaciju i
diferencijaciju hondrocita, $to dovodi do samnjenjog rasta. Manjak Smad6 dovodi do
kardiovaskularnih malformacija (183). Potpuna inaktivacija gena za Id1,Id2 i Id3 nespojiva je s
zivotom, dovodi do teSkih neuralnih i hematopoetskih abnormalnosti (184). Inaktivacija Cbfal dovodi
do smrti nakon rodenja, u potpunosti je onemogucena osifikacija, te je skelet sastavljen samo od
hrskavice. U probavnom sustavu BMP-4 igra znacajnu ulogu u razvoju tankog crijeva, diferencijaciji i
proliferaciju splanhni¢nog mezoderma, diferencijaciji glatke muskulature crijeva i formiranju
pilori¢nog prstena (185). U razvoju jetre hepatociti nastaju iz stanica endoderma pod utjecajem FGF i
BMP signala koji dolaze iz stanica mezoderma srca i mezenhima septum transverzuma (186).
Mezenhimalne stanice ranog septum transverzuma produciraju BMP-2,-4 1 -7, a BMP-9 djeluje kao
autorini/parakrini medijator retikuloendotelnog sustava jetre. Gusteraca nastaje u interakciji stanica
epitela i mezenhima u procesu u kojem takoder vrlo vaznu ulogu imaju molekule FGF i BMP obitelji.
BMP-4, -5, -6 1 -7 su eksprimirane za vrijeme endokrine diferencijacije stanica gusterace, a u

pokusima gdje je bila zaprijecena ekspresija BMP-6 doslo je do ageneze gusterace (187).

Nakon rodenja koStani morfogenetski proteini sudjeluju u homeostazi i regeneraciji adultnih tkiva.
Kostani morfogenetski proteini kao pleiotropni regulatori djeluju u svim vaznim koracima tkivne

regeneracije: kemotaksiji stanica progenitora, mitozi, diferencijaciji i proliferaciji stanica. Molekule
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BMP-a takoder stimuliraju stvaranje izvanstani¢noga matriksa. Zbog navedenih znacajki ve¢ duze
vrijeme postoji ideja o sustavnoj primjeni BMP-a za poticanje tkivne regeneracije, ali ne postoji
dovoljno reproducibilnih informacija o njihovoj farmakodinamici i farmakokinetici. U mnogobrojnim
studijama na animalnim modelima poput modela osteoporoze, bubreznog zatajenja, jetrenih bolesti,
ishemic¢ne bolesti srca te nekih tumora potvrdena je njihova uloga u poticanju regeneracije tkiva (188).
Spoznaje o osteoinduktivnoj aktivnost molekula BMP-2,-4,-5,-6,-7 i GDFS5 dovele su nakon brojnih
pretklinickih istrazivanja i do klinicke aplikacije BMP-2 i BMP-7 u lijeCenju fraktura kostiju (189,
190). U pretklinickim modelima na Zivotinjama BMP-2 i BMP-7 ucinkovito su dovela do reparacije
ozljedenih zglobnih hrskavica.. Imunohistokemijski i izoliranjem glasnicke RNA velike koli¢ine
BMP-7 pronadene su u bubregu, mokra¢nom mjehuru, nadbubreznim zlijezdama, mozgu i kalvarijskoj
kosti odrasloga misa (191, 192). Ekspresija molekule BMP-7 nije potvrdena u srcu i jetri, no u jetri su
nadeni njegovi receptori (193). Istrazivanja radena na embrijima miSa potvrdila su nazocnost molekule
BMP-7 u brojnim organima u razli¢itoj koncentraciji ovisno o danu nakon zacec¢a. Ekspresija
glasnicke RNA BMP-7 molekule bila je najvisa 13. dana embrionalnog razvoja, s§to je u skladu s
njegovom ulogom u nefrogenezi (194). Na Stakorskom modelu dokazana je protektivna uloga BMP-7
u razvoju lezije miokarda u uvjetima ishemije i reperfuzije (195). Preventivnom primjenom BMP-7
smanjuje se oStecenje cerebralnog korteksa izazvano ishemijskim inzultom u Stakora (196). Primjena
BMP-7 nakon mozdanog infarkta dovodi do znacajno brzeg i ve¢eg oporavka kognitivnih i motornih
funkcija. GDF-15 djeluje neuroprotektivno na nigrostrijatalne neurone izlozene ucincima 6-
hidroksidopamina, a GDF5 i GDF15 poboljsavaju prezivljenje implantiranih dopaminergi¢nih neurona
u ledirani striatum (197). Proucavana je i uloga BMP molekula u razvoju tumora (157). Iako su geni
BMP signalnog puta rijetko zahvac¢eni mutacijama, najuocljivija alteracija dogada se sa Smad4
molekulom ¢ija delecija se moze naéi u preko 50% karcinoma gusterace i 20% kolorektalnih
karcinoma (151). Brojne molekule BMP obitelji pokazuju alteriranu (najéesce povecanu) ekspresiju
kod raznih malignih tumora. Primjerice, nadena je povecana ekspresija BMP-2, -4, -5, -6, Smad-2, -3,
-51 BAMBI u kolorektalnom karcinomu (157). Povecana ekspresija BAMBI nadena je i kod
hepatocelularnog karcinoma (198). U stanicama karcinoma Zeluca i to slabo diferenciranom tipu bila
je povecana ekspresija BMP- 2 i -4 §to je navelo na razmisljanje da bi se ove molekule mogle koristiti
kao biljezi bioloskog ponaSanja bolesti i rizika od metastaziranja (199). S druge strane, uocen je
inhibitorni u¢inak BMP-2 na karcinoma Zeluca, a taj u¢inak bio ovisan o dozi (200). Supresivno
djelovanje BMP-2 dokazano je i u stani¢noj kulturi karcinoma dojke. U karcinomu koZe povecana je
ekspresija inhibitornog Smad-7, ¢ija se uloga u patogenezi karcinoma tumaci time da se na taj nacin
inhibira signalni put TGFp, (koji nacelno djeluje antiproliferativno) te se povecava signalni put
epidermalnog faktora rasta (EGF) (201). Na temelju iznesenih podataka ocito je da kostani
morfogenetski proteini imaju vrlo vaznu razvojnu ulogu tijekom embriogeneze i organogeneze, u

regeneraciji 1 homeostazi adultnih tkiva, te su ukljuc¢eni kao medijatori u razne patofiziolo§ke procese.
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1z ovih spoznaja proizlaze i potencijalne moguénosti terapijske primjene kostanih morfogenetskih

proteina.

1.2.5. Uloga koStanih morfogenetskih proteina u jetri

Ekspresija molekule BMP-2 izraZena je u odrasloj zdravoj jetri i negativno utjece na
proliferaciju hepatocita. Na Stakorskom modelu uoceno je smanjenje njegove ekspresije nakon
parcijalne hepatektomije Sto ukazuje da je takva supresija bitna radi osiguranja normalne proliferacije
hepatocita. Takoder je dokazano da BMP-2 inhibira proliferaciju Huh7 stanica hepatoma (65)

BMP 4 i 7 tijekom embrionalnog razvoja reguliraju proliferaciju i diferencijaciju jetrenog pupoljka
dovode¢i do potpune diferencijacije hepatocita (179, 193, 202). Ekspresija BMP-4 pojacava se u jetri
Stakora nakon podvezivanja CBD, te dovodi do aktivacije HSC, na temelju ¢ega je zakljuceno da bi
on mogao posredovati u razvoju jetrene fibroze kod ovog tipa jetrenog oStecenja. (203). Ekspresija
BMP-6 nadena je u Stakorskoj jetri gdje ga produciraju HSC i Kupferove stanice . U kulturi HSC
uocena je njegova povecana ekspresija na poticaj TGF- 1, te je zaklju¢eno da bi BMP-6 mogao imati
ulogu u regeneraciji jetre. (204). Uloga BMP-6 posebno je istrazena u hemokromatozi, bolesti kod
koje je prisutna velika koli¢ina serumskog Zeljeza sa njegovim posljedi¢énim odlaganjem u jetru.
Sistemska razina Zeljeza regulirana je preko hepcidina, hormona koji se sintetizira u jetri. Njegov
nedostatak ima veliku ulogu u patogenezi hemokromatoze. Hemojuvelin je koreceptor BMP signalnog
puta i tek nedavno (205) je potvrdeno da je od mnogobrojnih molekula BMP u regulaciji hepcidinske
ekspresije preko hemojuvelina najvaznija uloga molekule BMP-6, koja u BMP-6 knock out miSeva
ostvaruje specifi¢an terapijski u¢inak u snizavanju serumskog zeljeza. BMP-7 nastaje u kostima i
bubrezima. U mi§joj jetri ga nema, ili se stvara u vrlo maloj koli€ini, ali postoje njegovi receptori na
hepatocitima (26, 193). BMP 7 smanjuje progresiju fibroze u miseva intoksiciranih s CCl4 i
onemogucava EMT hepatocita. On ubrzava regeneraciju jetre nakon parcijalne hepatektomije kod
miSeva, a regeneracija je bitno otezana nakon primjene antiBMP-7 protutijela (193). Medutim,
postoje i druk¢iji podaci prema kojima je BMP-7 poviSen u plazmi bolesnika s cirozom, te je povecana
njegova ekspresija u ciroticnoj jetri. Prema istim autorima BMP-7 povecava proliferaciju HSC nakon
$to su u kulturi inficirane adenovirusom koji kodira BMP-7 . U tako BMP-7 stimuliranim HSC uocena
je povecana ekspresija kolagena tipa I i fibronektina iz ¢ega je zakljuc¢eno da bi BMP-7 mogao
doprinjeti razvoju jetrene fibrogeneze (206) . BMP-9 je u velikoj koli¢ini eksprimiran u fetalnoj jetri
(207) gdje ga produciraju HSC, KC i endotelne stanice, te dovodi do proliferacije hepatocita (207,
208). Djelovanje na hepatocite ostvaruje putem ALK-1 receptora izazivajuci jaku ekspresiju gena
ukljucenih u proliferaciju hepatocita i fibrogenezu (209)

1z svega navedenog moze se zakljuciti da ¢lanovi obitelji koStanih morfogenetskih proteina imaju
znacajnu ulogu u razvoju i regeneraciji jetre, te kao posrednici u razvoju i inhibiciji procesa

fibrogeneze.
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1.2.6. KoStani morfogenetski protein-1 (BMP-1)

Kostani morofgenetski protein-1 (BMP-1) izvorno je otkriven kao sastojak prociS¢enog
demineraliziranog osteoinduktivnog ekstrakta govede kosti zajedno s koStanim morfogenetskim
proteinima 2-7 (138). Medutim, BMP-1 ne dijeli homologiju aminokiselinske sekvence s ostalim
molekulama BMP, pa stoga nije autenti¢ni ¢lan TGF-B nadobitelji (210). Njegov aminokiselinski
slijed pokazuje da na aminoterminalnom kraju postoji hidrofobno podrucje koje upucuje na to da je
rije o sekrecijskom ¢imbeniku. Pogresno svrstavanje molekule BMP-1 unutar obitelji TGF-8 rezultat
je pogreske u originalnom bioeseju za osteogenezu. Daljnjim istrazivanjima utvrdeno je kako je
BMP-1 identican prokolagen-C-proteinazi-1 (PCP-1), enzimu koji je bitan za pravilno rasporedivanje
kolagena unutar izvanstanicnog matriksa i igra klju¢nu ulogu u dorzo-ventralnom embrionalnom

razvoju kralje$njaka (211, 212).

Kostani morfogenetski protein-1 je sekretorna, glikozilirana, o cinku ovisna metaloproteinaza iz
astacinske obitelji metaloproteinaza (211-213). Astacin je probavni enzim slatkovodnog raka Astacus
astacus Cija aminokiselinska sekvenca pokazuje 35% podudarnost sa sekvencom BMP-1 (214). Sve
proteinaze iz astacinske obitelji imaju N- i C-terminalnu domenu izmedu kojih se nalazi aktivno
mjesto (215). Kataliticki cink vezan je s 3 histidina, molekulom vode i tirozinom $§to je jedinstveno
obiljezje astacinskih i seralizinskih metaloprotineaza (216). Zrela molekula BMP-1 na N-terminalnom
kraju ima metaloproteinaznu domenu, iza koje slijede EGF (epidermal growth factor) sli¢ne i CUB (
complement-Uegf-BMP-1) domene koje su uklju¢ene u protein-protein medudjelovanja (217, 218). Za
C-terminalne domene smatra se da imaju ulogu u prepoznavanju specificnog supstrata za BMP-1
(218). U nezrelom obliku postoji jo§ i prodomena na N-terminalnom kraju koja je znac¢ajna u procesu
sekrecije BMP-1 ili njegovog odrzavanje u latentnoj formi intracelularno. Nedugo nakon otkrica
BMP-1 pronaden je i Drosophila tolloid (TLD), produkt gena nuznog za dorzo-ventralno oblikovanje
u ranoj embriogenezi Drosophile, koji je imao sli¢nu strukturu domena i 41% podudarnost u
aminokiselinskom slijedu sa BMP-1 (219). TLD se razlikuje od BMP-1 u C-terminalnom dijelu gdje
se nalazi jo§ EGF- i CUB-domena. U sisavaca postoje 4 BMP-1/TLD-srodne metaloproteinaze (212).
Gen za BMP-1 kodira i drugu, veéu proteinazu dobivenu u procesu splicinga mRNA ¢ija je struktura u
osnovi identi¢cna BMP-1 te je nazvana mammalian Tolloid (mTLD) ili PCP-2. Jo$ dvije BMP-1/TLD
srodne proteinaze kodirane su razliitim genima i nazvane mammalian Tolloid-like 1 i 2 (mTLL-1 i

mTLL-2) .

Gen za BMP-1 smjesten je na 8. kromosomu i obuhvaca 26 eksona (220). Ekspresijom gena
nastaje mRNA koju procesiranju razli¢iti enzimi $to je tkivno specifican proces. Ovisno o tkivu u
kojem se vrsi posttranskripcijska obrada (splicing) nastaju razlicite izoforme genskog transkripta i
posljedi¢no razlicite izoforme BMP-1 proteina. Do danas je poznato 6 izoformi BMP-1 proteina:

BMP-1 (BMP-1-1), BMP-1/His (BMP-1-2), tld (BMP-1-3), BMP1-4, BMP1-5 i BMP1-6 (Slika 6)
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(220). U svima osim u BMP 1-4 oCuvana je identi¢na zrela domena dok su razlike u C-terminalnom
kraju u smislu broja i rasporeda CUB i EGF domena ¢ime se odreduje substratna specificnost pojedine
izoforme. Tako je moguce da jedna od izoformi vise djeluje na aktivaciju ¢lanova BMP obitelji, a
druga u procesiranju kolagena. lIako je uocCena razliita ekspresija pojedinih izoformi BMP-1 u
razli¢itim tkivima/organima (220) uloge pojedinih izoformi nisu jo§ do kraja poznate. Razlike u
ekspresiji i funkciji BMP-7 u razvoju bubrega, BMP-8 u spermatocitima i BMP-9 u razvoju jetre
mogu mozda ukazivati na njihovu funkcijsku povezanost s koekspresijom razliitih splicing izoformi
BMP1 u tim organima. Potvrdena je specifi¢na tkivna lokalizacija BMP-1-3 molekule u jetri ljudskog

embrija. (221)
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Slika 6. [zoforme glasnicke RNA gena za BMP-1 nastale u postranskripcijskom procesu alternativnog

splicinga. EGF- epidermal growth factor; CUB-

BMP-1/T1d - metaloproteinaze djeluju na proteoliticko sazrijevanje velikog broja izvanstani¢nih
proteina (Slika 7) odgovornih za formiranje izvanstani¢nog matriksa (ECM), cijepajuéi njihove
latentne oblike: (1) prokolagen C (za kolagen tipa I, II, III, V, VII) i prokolagen N-propeptide (za

kolagen V i XI); (2) proteine bazalne membrane (Prolaminin-5 i perlekan); (3) Small leucine-rich
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proteoglycans (SLRP)- probioglikan i osteoglicin; (4) SIBLING protein (Small integrin-binding
ligand N-linked glycoprotein) — Dentin matrix protein-1; (5) enzime (pro-lizil oksidaza) (213, 222).

Proteinaze BMP-1 ukljucene su u aktivaciju nekih ¢lanova TGF-B nadobitelji ukljucujuéi
BMP-2 i BMP-4, TGF-B1 i faktore rasta i diferencijacije GDF-8 i GDF-11 (213). Proteini BMP-2 i -4
aktiviraju se cijepanjem njihovog izvanstani¢nog antagonista Chordina putem BMP-1 proteinaze
(223). Molekule TGF-B1 secerniraju se iz stanice u nezreloj formi s prodomenama na N-terminalnom
kraju. Prodomene se jo§ zovu Latency associated peptides (LAP) putem kojih je TGF-B1 vezan za
proteinski nosa¢ Latent TGF- B binding protein (LTBP). Da bi se TGF- B aktivirao potrebno ga je prvo
osloboditi od LTBP $§to se postize djelovanjem BMP-1 (224), nakon cega se djelovanjem MMP-2 i
vjerojatno MMP-9 odvajaju LAP peptidi ¢ime TGF- B stjeCe punu funkcionalnu sposobnost.
Molekule GDF-8 (poznat i kao miostatin, protein koji inhibira rast skeletne muskulature) i GDF-11
(inhibira neurogenezu) aktiviraju se djelovanjem BMP-1 koji odvaja prodomene od zrelih proteina

¢ime oni stjecu punu funkcionalnu aktivnost (225).

BORNTH=3 [

Slika 7. Shematski prikaz djelovanja BMP-1/TLD-sli¢nih proteinaza (Izvor: Ref.213). Kratice:
02M (02 makroglobulin); MMP (matriks metaloproteinaza); TGFp (transformirajuéi ¢imbenik rasta
B); BMP (kostani morfogenetski protein); ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with

thrombospondin motif).
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Aktivnost BMP-1/TLD proteinaza modulirana je djelovanjem endogenih pojacivaca i inhibitornih
molekula. Procollagen C-proteinase enhancer-1 (PCPE-1) deseterostruko pojacava prokolagen-C
proteinaznu aktivnost BMP-1/TLD proteinaza. To ostvaruje na nacin da se svojim CUB domenama
izravno vezuje na prokolagen-C propeptide kolagena dovode¢i do konformacijskih promjena
prokolagena zbog kojih se na njih lakSe veze i ostvaruje svoje proteoliticko djelovanje molekula BMP-
1 (226). Specificni inhibitori BMP-1/TLD proteinaza su a2-makroglobulin (227) i Sizzled protein
(Secreted frizzled-related protein) (165).

Odnedavno poznato je da molekula BMP-1 cirkulira temeljem Cega se moze pretpostaviti da ima
znacajnu ulogu u odrzavanju homeostaze mnogobrojnih organa (228). U modelu renalne
insuficijencije izazvane u Stakora, aplikacijom antitijela na BMP-1-3 molekulu zabiljezeno je znacajno
vecée prezivljenje 1 poboljSanje renalne funkcije kod tretiranih Zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu,

te smanjenje fibroze u bubrezima (221).
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2. HIPOTEZA

Fibrogeneza je jedan od najprominentijih patofizioloskih procesa u nizu kroni¢nih difuznih bolesti
jetre. Proces fibrogeneze karakteriziran je usporednim stvaranjem izvanstani¢nog matriksa i
njegovom razgradnjom pomocu tkivnih metaloproteinaza . U cirozi koli¢ina vezivnog tkiva u jetri
moze biti i do 10 puta veca u odnosu na zdravu jetru. U ovom istrazivanju o¢ekujemo da djelujuci
putem specificnih morfogenih molekula i protutijela na njima srodne molekule mozemo utjecati na
smanjenje prekomjernog odlaganja veziva u Stakorskom modelu jetrene fibroze. Isto tako ocekujemo
da se takav potencijalno pozitivni terapijski uc¢inak odrazi na povec¢anom prezivljenju Zivotinja, te

korekeiji biokemijskih, histoloskih i ekspresijskih markera jetrene fibroze.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1) Analizirati promjene tkivne i genske ekspresije kostanih morfogenetskih proteina u procesu

eksperimentalno izazvane jetrene fibroze kod Stakora.

2) Istraziti moze li se primjenom koStanih morfogenetskih proteina i protutijela na njima srodne

molekule zaustaviti ili znacajnije smanjiti razvoj jetrene fibroze u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja.

3) U zivotinja s ve¢ uznapredovalom jetrenom fibrozom istraziti moze li se primjenom kostanih
morfogenetskih proteina i protutijela na njima srodne molekule produZiti preZivljenje zivotinja,

korigirati biokemijske parametre jetrene lezije ireducirati ili zaustaviti odlaganje fibroznog tkiva u

jetri pozitivno djelujuéi na gensku ekspresiju molekula koje su ukljuéene u tkivnu regeneraciju.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Pokusne Zivotinje

U istrazivanju su koristeni muski Stakori soja Sprague-Dawley u dobi od 5 mjeseci, iz uzgoja tvrtke
"Harlan Winkelmann", Borchen, Republika Njemadka. Zivotinje su bile teske oko 300 g. U svakom
kavezu bile su smjestene dvije zivotinje, sa slobodnim pristupom vodi i peletiranoj hrani (Harlan
Teklad, Borchen, Germany), koja sadrzava 1,00% kalcija, 0,65% fosfora i 2,40 KIU vitamina D3 po

kilogramu.

4.2. Protutijela

Poliklonsko zecje protutijelo na BMP 1-3 molekulu (BMP1-3Ab) dobiveno je imunizacijom zeceva
specificnim sintetskim peptidom: BMP-1-3 (aa759-772; CTSPNWPDKYPSKKE) (Invitrogen
Corporation Carlsbad, SD) te je koriSteno i za terapiju i za imunohistokemijsku analizu. Zecje
poliklonsko protutijelo na BMP-6 molekulu (Genera istrazivacki laboratorij) i mi§je monoklonsko
protutijelo na BMP-7 molekulu (12G3, Genera istrazivacki laboratorij) koristeni su za iskljucivo za

imunohistokemijsku analizu.

4.3. Proteini

Rekombinantni humani BMP-7 (thBMP-7), c=1mg/mL (Genera istrazivacki laboratorij) koristen je za

sistemsku terapiju u in vivo Zivotinjskom eksprimentalnom dijelu pokusa.

4.4.  Eksperimentalni model jetrene fibroze

Za izazivanje jetrene fibroze/ciroze kod Stakora koristen je CCl, $to je u dosadas$njim istrazivanjima

najcesSée primjenjivan i najreproducibilniji model jetrene fibroze (229, 230).
Pripremanje CCl, za intraperitonealnu primjenu

Koristena je stock otopina CCl, (Kemika) i maslinovo ulje kao otapalo. CCl, i maslinovo ulje mije$no
je u sterilnoj jedinici u omjeru 1:9, kako bi se dobila 10% otopina.
Zivotinje su podijeljene u dvije skupine: prevencijsku i terapijsku.

U prevencijski dio pokusa (Pokus A) ukljuéeno je 7 eksperimentalnih skupina zivotinja: 1) negativna
kontrola, samo maslinovo ulje intraperitonealno (i.p.) 2x tjedno (n=8); 2) pozitivna kontrola (Kontrola
A), 10% CCly i.p. 1ml/kg, 2x tjedno (n=8); 3) 10% CCl, i.p. Iml/kg+ rhBMP-7 i.v. 300 pug/kg, 2x
tiedno (n=8); 4) 10% CCl,i.p. Iml/kg+ BMP1-3 Ab i.v. 2,5 ug/kg, 2x tjedno (n=8); 5) 10% CCl,
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i.p. Iml/kg+ BMP1-3 Ab i.v. 15 pg/kg, 2x tjedno (n=8) ; 6) 10% CCl, i.p. Iml/kg+ BMP1-3 Ab
1.v.2,5 pg/kg+ thBMP-7 i.v.300 pg/kg, 2x tjedno (n=8); 7) 10% CCl, i.p. Iml/kg+ BMP1-3 Abi.v. 15
ug/kg+ rhBMP-7 1.v.300 pg/kg, 2x tjedno (n=8). Ovaj dio pokusa trajao je 14 tjedana.

U terapijski dio pokusa (Pokus B) ukljucene su 32 Zivotinje koje su najprije kroz 14 tjedana dobivale
10% CCl, i.p. 1 mL/kg 2x tjedno u cilju razvoja uznapredovale fibroze/ciroze (ocekivani stadij fibroze
odgovarao bi onom dobivenom kod Zivotinja koje su predstavljale pozitivnu kontrolu Pokusa A).
Nakon toga prestalo se sa primjenom CCl, te su Zivotinje randomizirane u 4 eksperimentalne skupine:
1) kontrolna skupina, bez terapije (n=8); 2) BMP1-3 Abi.v.2,5 ug/kg, 2x tjedno (n=8); 3) thBMP-7
1.v.300 pg/kg, 2x tjedno (n=8); 4) BMP1-3 Ab i.v. 2,5 pg/kg+ thBMP-7 1.v.300 pg/kg, 2x tjedno
(n=8). Ovaj dio pokusa trajao je dodatna 4 tjedna nakon prestanka aplikacije CCly, tj. ukupno 18
tjedana od pocetka pokusa (14 tjedana primjene CCl, + 4 tjedna bez CCly).

Broj Zivotinja u svakoj skupini (n=8) odreden je na temelju brojnih do sada objavljenih studija koje su
koristile ovaj model eksperimentalno izazvane jetrene fibroze, a izraunat je primjenom Lehrove

formule (230).

4.5. Izolacija jetrenoga tkiva

Nakon otvaranja trbusne Supljine prikazana je cijela jetra. S obzirom na mogucu nejednolikost u
tkivnoj distribuciji fibroze za histolosku analizu je koriSten dio jetrenoga tkiva iz lijevog i dio iz
srednjeg jetrenog reznja, kako je to predloZeno u ranijim studijama (231). Tkivo je fiksirano u 10%
formalinu. Za izolaciju RNA dio jetrenog tkiva je stavljen u TRIzol, dok je drugi dio brzo smrznut u

tekuc¢em dusiku za odredivanje koncentracije hidroksiprolina.

4.6. Izolacija RNA, sinteza cDNA i kvantitativni PCR (qQRT-PCR)

RNA je izolirana iz tkiva jetre po Zrtvovanju nakon 14 tjedana pokusa (Pokus A, prevencijski) i
nakon 18 tjedana (Pokus B, terapijski) koriste¢i TRIzol (Invitrogen). Komplementarna DNA (cDNA)
sintetizirana je i umnoZzena od 1pg ukupne RNA pomocu Super Script III First Strand Synthesis kita
(Invitrogen) prema uputama proizvodaca. Reakcije su napravljene u GeneAmp 4800 Thermal Cycler
(PerkinElmer Life Sciences). Ekspresija gena od interesa mjerena je pomocu LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green kita (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) u LightCycler instrumentu
(Roche Diagnostics), prema uputama proizvodaca. Pocetnice su dizajnirane od mRNA sekvence za

Stakorske gene iz baze podataka dostupne na PubMed-u (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12159

(232), a program za dizajn pocetnica je on-line dostupan na sljedecoj stranici:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK [LOC=NcbiHomeAd# (233).
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Popis pocetnica za sintezu cDNA:

Bmp-1 (5'CCCTGAGTATCCCAATGGCTA, 3'GACACGACCATACTGATACACCO);
Bmp-2 (5'CTCAGCGAATTTGAGTTGAGGC, 3'GTGCAAGGTAGTTGATCTTCGG);
Bmp-4 (SGACTTCGAGGCGACACTTCTA, 3'AATGTACTCCCTAGAAATGGCCG);
Bmp-6 (S'CAACGCCCTGTCCCAATGAC, 3'GTGAGGAACTTGGCGTTCTCA);

Bmp-7 (S ACGGACAGGGCTTCTCTAC, 3'AAGGTGGGAGCTATGGTGGTA);

Tgfp 1 (S'TCCAAAGATTTAACATCTCCAACC, 3'GGTGATCCTTTTTTTTGTCACCCT);
Chordin (5 ' TCCAGAGCATCGCAGTTACAG, 3'CCGAGTTCAAATGCGAAGAGA);
CollAl (5' TGTGTGCGATGACGTGCAAT, 3'ACATCCTCAGCTCCCTGGQG);
Fibromodulin (5ACATGGCAACCAGATTACCAG, 3'GAGTGCCGGAATATAGAGGGTG);
a-SMA: (5' CGATAGAACACGGCATCATC, 3' CATCAGGCAGTTCGTAGCTC;
GAPDH (5'ATGATTCTACCCACGGCAAG, 3'CTGGAAGATGGTGATGGGTT).

Analizirana  je  ekspresija  Cetiriju  ,housekeeping® gena 1  programom = geNorm

http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm (234) identificiran je najprikladniji referentni gen. Gen za

GAPDH (gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza) je izabran kao normalizator (235). Komparativna CT
(od engl. Cycle treshold) metoda (AACT) koristena je za relativno prikazivanje genskog izricaja (236)

prema formuli FC=2""T

. Rezultati su prikazani kao relativna promjena ekspresije gena u odnosu na
kontrolni uzorak (broj puta promjene ekspresije; engl. Fold-change (FC)). Kratica CT oznacava ciklus
u kojem se po prvi put signal ciljnih gena izdigne iznad praga detekcije. Prva delta u formuli
oznacava razliku vrijednosti za house-keeping gene i gene od interesa, a druga delta oznacava razliku

izmedu srednjih vrijednosti kontrolne skupine 1 istrazivane skupine.

4.7.  Histologija
4.7.1. Klasi¢na patohistolo§ka analiza

Koristenjem mikrotoma izrezani su 2-4 um debeli rezovi jetrenog tkiva uklopljenog u parafinski blok
koriste¢i se mikrotomom. Rezovi su obojeni hemalaun-eozinom i toluidinom za prikaz osnovne
grade jetrenog tkiva, upale, nekroze, stani¢ne apoptoze i mitoze. Za utvrdivanje zastupljenosti i
distribucije jetrene fibroze koriSteno je Masson Trichrome bojenje (237), te posebno bojenje za
kolagen Sirius red (121). Sirius red bojenje napravljeno je na deparafiniziranim i hidratiziranim
rezovima jetre koji su najprije kratko obojeni (8min) u heamatoxylinu kako bi se obojile jezgre .

Nakon ispiranja teku¢om vodom (10 min) preparati su inkubirani sat vremena sa Sirius red F3B bojom
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u koju je dodana 1,2% vodena otopina pikri¢ne kiseline. Preparati su isprani u octenoj kiselini dva
puta, dehidrirani u tri izmjene 100% alkohola. Kolagen se pod svjetlosnim mikroskopom prikazuje
crveno na svijetlozutoj pozadini. U patohistoloskoj analizi procjenjivan je stadij jetrene fibroze
primjenom bodovnog sustava po Nanji (238). Ovaj bodovni sustav odabran je zato jer uvazava
patogenetski slijed zbivanja kod primjene CCl, gdje jetrena lezija pocinje u zoni 3 jetrenog reznjica i
najprije izaziva pericentralnu fibrozu. Prema Nanji fibroza se dijeli u 4 stadija: 1-zadebljanje kolagena
oko centralnih vena i nekoliko tankih vezivnih septa; 2- tanka septa s nepotpunim premostavanjem
izmedu portalnih prostora; 3-tanka septa s obilnim premostavanjima; 4-debela septa s potpunim

premostavanjima portalnih regija i pojavom nodula.

Svi histoloski bodovni sustavi za procjenu jetrene fibroze su semikvantitativni, te njihovi stadiji u
osnovi predstavljaju kategorijske, a ne kontinuirane varijable (97). Takoder unutar istog stadija
moguca je znacajna razlika u koli¢ini fibroznog tkiva u jetri. Zbog toga su u analizi zastupljenosti
(koli¢ine) fibroze u jetri koriStene jo§ morfometrijska analiza i odredivanje koncentracije

hidroksiprolina u tkivu jetre, kako je u€injeno i u ranijim studijama (121, 239-241).
4.7.2. Morfometrijska analiza zastupljenosti fibroze u jetri

Histoloski rezovi obojeni Sirus red metodom koriSteni su za mjerenje koli¢ine fibroze u jetri. Svaki
preparat pregledan je mikroskopom (Olympus Provis mikroskop (Campbell, CA) i slikan (povecanje
4x, objektiv 4x/0.13 UPI anFI) na 4 razli¢ita mjesta ¢ime je obuhvacena cijela povrSina preparata
dostupna za analizu, s tim da analizom nisu obuhvaceni oni dijelovi preparata koji su sadrzavali
presjek kroz ve¢u krvnu zilu jer bi kolagen u stijenci takve zile znacajno utjecao na konacni rezultat.
Na dobivenim slikama racunalno je provedena morfometrijska analiza koriStenjem softwerskog
paketa Sform (Vams, Zagreb). Zastupljenost fibroze u pojedinom preparatu izrazena je kao postotak
crveno obojene povrsine (Sirius red boja) u odnosu na preostalu Zuto obojenu pozadinu preparata
(121, 239).

4.7.3. Imunohistokemija

Za imunohistokemijsku analizu kori$tena su primarna protutijela na BMP-1-3, BMP-6 i BMP-7
navedena u odjeljku 4.2. Analiza je provedena na deparafiniziranim rezovima jetrenog tkiva koristec¢i
imunoperoksidazni detekcijski sistem u komercijalno dostupnom kitu (Zymed, San Francisco, CA),
prema uputstvima proizvodaca. Rezovi parafinskih kocki debljine 5 pm fiksirani na predmetna
stakalca deparafinizirani su u ksilenu (Kemika, Hrvatska), rehidrirani u padaju¢im koncentracijama
etanola (95%;70%;50% )(Kemika, Hrvatska), te isprani u fosfatnom puferu (PBS, engl. Phosphate
Buffer Saline). Preparati su potom fiksirani u metanolu (Kemika, Hrvatska). Kako bi se blokirala

aktivnost endogenih peroksidaza u metanol za fiksiranje dodan je 3% vodikov peroksid (Kemika,
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Hrvatska) tijekom 15 min na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku fiksacije stakalca su ponovno isprana u
PBS-u. Demaskiranje antigena provedeno je kuhanjem preparata u citratnom puferu pH 6.2 (Dako
Corporation, SAD) kroz 15 minuta u mikrovalnoj peénici na 700 W. Potom su preparati ohladeni na
sobnu temperaturu te isprani u PBS-u. Nespecifi¢no vezivanje je blokirano s DAKO® Protein Block
Serum-Free (DAKO Corporation, SAD) u vlaznoj komori kroz 10 min pri sobnoj temperaturi. Zatim
je na preparate nakapano primarno Preparati su s primarnim protutijelom inkubirani 90 minuta u
vlaznoj komori pri sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacije s primarnim protutijelom stakalca su
isprana tri puta u PBS-u. Potom su preparati inkubirani sa sekundarnim protutijelom kroz 25 minuta te
s Substrate Chromogen System (DAB) (DAKO Corporation, SAD) u cilju vizualizacije pozitivne
reakcije. Boja razvijena u hladnoj vodovodnoj vodi. U ovome eseju proteini se boje smedom bojom.
Svaki rez je analiziran u cjelokupnom podrucju te su rezultati izrazeni kao: 0 (negativna reakcija), 1
(slaba obojenost: do 1/3 svih tkivnih struktura na preparatu (stanica i veziva)), 2 (srednja obojenost:
1/3-2/3 svih tkivnih struktura na preparatu), 3 (intenzivna obojenost >2/3 svih struktura na preparatu)
(243). Uzorci su pregledani i slikani pomo¢u Olympus Provis mikroskopa (Campbell, CA) poveéanje
10x (objektiv 10x/0.30, UPIanFI Phl).

4.8. Odredivanje hidroksiprolina u tkivu jetre

Koncentracija hidroksiprolina u jetrenom tkivu odredivana je modificiranom metodom po Bergman-u
i Loxley-u (240, 241). Ukratko, uzorak tkiva jetre hidroliziran je u5SmL 6N HCI kroz 18h na 110°C.
Filtrirana otopina je neutralizirana pomoc¢u 10N NaOH i 3N HCI nakon ¢ega joj je dodan
isopropanol u acetatno-citratno puferiranom Chloraminu T i Ehrlichov reagens. U dobivenoj otopini
spektrofotometrijski je odredena absorbancija na 560 nm, a rezultat je izrazavan u pg hidroksiprolina

u mL otopine po gramu tkiva jetre.
4.9.  Statisticka analiza

Za analizu preZzivljenja Zivotinja po skupinama planirano je koristenje Kaplan-Meierovih krivulja, a
za znacajnost mogucih razlika Log rank test. Razlike u kvantitativnim obiljezjima medu skupinama
koje se izrazavaju na kontinuirajoj skali (morfometrijski dobivene vrijednosti u zastupljenosti fibroze,
koncentracija hidroksiprolina u jetri, vrijednosti genske ekspresije, vrijednosti biokemijskih nalaza u
krvi) analizirane su ANOVA testom, a ukoliko su dobivene znacajne razlike tada se za testiranje
znacajnosti razlike izmedu pojedinih skupina koristio Fisher Least Significant Difference (LSD) post-
hoc test. Za testiranje numerickih kontinuiranih vrijednosti izmedu dviju skupina koristen je t-test. Za
testiranje razlika izmedu obiljezja Cije se vrijednosti izraZzavaju na ordinalnoj skali (histoloski stadiji
fibroze 1 semikvantitativna analiza imunohistokemijskog nalaza) koriSteni su neparametrijski testovi
(Kruskal-Wallis za analizu izmedu vise skupina, te u post-hoc analizi Mann-Whitney test s

podesavanjem razina znacajnosti za razlike izmedu dviju skupina). Za analizu razlike izmedu dviju
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skupina za vrijednosti na ordinalnoj skali koriSten je Fisher exact test. Znacajnima su smatrane razlike

za p<0,05. Statisticke analize provedene su programima MedCalc verzija 11.1. i SPSS verzija 7.5.

4.10. Prikaz redosljeda istrazivanja

Prema unaprijed definiranom protokolu pristupilo se izazivanju jetrene fibroze/ciroze kod Stakora

intraperitonealnom primjenom 10% otopine CCl, 2x tjedno u trajanju 14 tjedana. U prevencijskom

dijelu pokusa (Pokus A) jedna grupa Zivotinja dobivala je intraperitonealne injekcije maslinovog ulja i

sluzila je kao negativna kontrola, dok je jo$ jedna skupina dobivala CCly i.p. bez primjene drugih

molekula i ta je sluzila kao pozitivna kontrola u kojoj je analiziran prirodni tijek bolesti. U ostalim

grupama koje su definirane u odjeljku 4.4. uz primjenu CCl, Zivotinje su dobivale thBMP-7, BMP 1-3

Abudozi 2,5 pg/kg, BMP 1-3 Ab u dozi 15 pg/kg, kombinaciju thBMP-71 BMP 1-3 Ab (2,5 ng/kg)

i kombinaciju thBMP-71 BMP 1-3 Ab (15 pg/kg).

U terapijskom dijelu pokusa (Pokus B) 32 zivotinje dobivale su prvih 14 tjedana samo CCly, te se

oc¢ekivalo da u tom razdoblju razviju uznapredovalu fibrozu/cirozu. Nakon toga prestalo se s

primjenom CCly i provedena je randomizacija prema kojoj jedna skupina Zivotinja dalje nije dobivala

terapiju i sluzila je kao kontrolna skupina za analizu prirodnog tijeka bolesti, dok su ostale 3 dobivale

BMP-7, ili protutijelo na BMP 1-3(2,5pg/kg) ili njihovu kombinaciju. Ovaj dio pokusa trajao je jos 4

tjedna nakon prestanka primjene CCly.

Utjecaj primjenjenih razli¢itih protokola na Zivotinje pratio se na slijedece nacine:

1) Analizom prezivljenja zivotinja

2) Odredivanjem biokemijskih parametara jetrene lezije: AST, ALT, bilirubin i albumini prije
prve aplikacije CCly, te nakon 4., 8.1 14. tjedna u prevencijskoj, a u terapijskoj skupini jos i
nakon 18. tjedna pokusa

3) Odredivanjem zastupljenosti fibroze u jetri: patohistoloskom analizom (klasi¢nom i
morfometrijskom) i odredivanjem koncentracije hidroksiprolina u jetri

4) Odredivanjem promjena u genskoj i proteinskoj tkivnoj ekspresiji koStanih morfogenetskih

proteina i komponenata izvanstanicnog matriksa .
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5. REZULTATI

5.1. Analiza razvoja jetrene fibroze u Stakora primjenom CCl, i uloge kostanih morfogenetskih

proteina u procesima fibrogeneze i regeneracije jetre

Najprije je provedena analiza djelovanja CCl, na razvoj jetrene lezije, kao i u¢inci koji se postizu
nakon prestanka davanja CCly (,,prirodni tijek bolesti“). U ovom dijelu analizom su obuhvacene 3
skupine zivotinja: (1) negativna kontrola prevencijskog pokusa A (,,Zdrave Zivotinje* koje su dobivale
samo maslinovo ulje i.p. kroz 14 tjedana), (2) pozitivna kontrola prevencijskog pokusa A (,,Kontrola
A“- zivotinje koje su 14 tjedana dobivale 10% CCl, i.p.) i (3) negativna kontrola terapijskog pokusa B
(,,Kontrola B“-zivotinje koje su prvih 14 tjedana dobivale 10% CCl,i.p., a potom 4 tjedna nisu
dobivale CClyniti bilo koji drugi terapijski modalitet). Ucinci primjene i prestanka davanja
CCl,analizirani su promatranjem prezivljenja zivotinja, njihovog ucinka na biokemijske parametre
jetrene lezije (AST, ALT, albumin i bilirubin u krvi), te djelovanja na dinamiku razvoja fibroze jetre
(8to je analizirano (a) patohistoloski koriste¢i Nanjijev bodovni sustav, (b) morfometrijskim
odredivanjem relativne zastupljenosti kolagena u preparatu i (c) odredivanjem koncentracije
hidroksiprolina u tkivu jetre). U cilju utvrdivanja uloge koStanih morfogenetskih proteina tijekom
procesa oSteenja i oporavka jetre analizirana je ekspresija njihovih gena, zatim gena inhibitornih
molekula za koStane morfogenetske proteine (Chordin) kao i gena faktora rasta (TGF1), aktivacijskih
biljega hepati¢nih stelatnih stanica (aSMA), i molekula izvanstani¢nog matriksa (kolagen tip 1 i

fibromodulin).

5.1.1. Prezivljenje Zivotinja

Sve zdrave Zivotinje, kao i sve zivotinje koje su Cinile pozitivnu kontrolu pokusa A (ciroza) i

negativnu kontrolu pokusa B (faza oporavka od ciroze) prezivjele su cijelo vrijeme trajanja pokusa.

5.1.2. Analiza biokemijskih pokazatelja jetrene lezije

Prije pocetka pokusa nije bilo znacajne razlike u vrijednostima AST, ALT i bilirubina izmedu zdravih
zivotinja, te zivotinja koje su Cinile kontrolnu skupinu pokusa A i B, dok je vrijednost albumina bila
niza kod grupe kontrolnih zivotinja za pokus B u odnosu na zdrave (p=0,001) i kontrolne zivotinje
pokusa A (p<0,001). Nakon 14 tjedana pokusa (kraj pokusa A i tocka neposredno prije pocetka
pokusa B) zdrave zivotinje oCekivano su imale zna¢ajno nize vrijednosti AST, ALT i bilirubina u

odnosu na kontrolnu skupinu pokusa A i B (p<0,001) (Tabl 5. i Slika 8).
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Tablica 5. Vrijednosti biokemijskih pokazatelja jetrene lezije prije pocetka pokusa (tjedan 0), nakon

14 1 18 tjedana pokusa.

AST (IU/L) ALT (IU/L)

Tjedana 0 14 18 0 14 18
Zdravi 83,375 85,25 53,875 54,625

Kontrola A 86,00 233,00 54,50 201,75

Kontrola B 83,375 | 244,75 237,13 50,63 196,63 196,13

Albumin (g/dL) Bilirubin (umoL/dL)

Tjedana 0 14 18 0 14 18
Zdravi 5,2875 53 0,35 0,3375

Kontrola A 5,35 3,63 0,325 2,310

Kontrola B 4,7125 3,5 3,76 0,300 2,130 2,230

Takoder su zabiljezene nize vrijednosti bilirubina u kontrolnoj skupini pokusa B u odnosu na

kontrolnu skupinu pokusa A, §to je bilo statisticki znacajno (p=0,037).
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Slika 8. Vrijednosti biokemijskih pokazatelja jetrene lezije (iz uzorka krvi) zdravih zZivotinja,

kontrolne skupine pokusa A (ciroza) i kontrolne skupine pokusa B (oporavak od ciroze) prema

tjednima trajanja pokusa. *p<0,001; #p<0,05.
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Vrijednosti albumina nakon 14 tjedana bile su znacajno nize u zZivotinja izloZenih djelovanju CCly
(Kontrola A i B) u odnosu na zdrave Zivotinje (p<0,001). Nije nadena znacajna razlika u
vrijednostiuma AST, ALT, albumina i bilirubina kod kontrolnih Zivotinja pokusa B nakon 18 tjedana u
odnosu na stanje na kraju 14. tjedna pokusa, tj. nije uocena korekcija biokemijskih parametara jetrene

lezije u fazi oporavka nakon 4 tjedna od prestanka davanja CCl, (p>0,05 za sve komparacije, t-test).

5.1.3. Analiza razvoja jetrene fibroze

Zastupljenosti fibroze u jetri analizirana je (1) patohistoloski primjenom bodovnog sustava po Nanji,
(2) morfometrijskom analizom relativnog udjela kolagena na promatranom preparatu, te (3)
odredivanjem koncentracije hidroksiprolina u tkivu jetre. Patohistoloski i morfometrijski posebno su

analizirani lijevi(LR) i srednji rezanj (SR) jetre. Rezultati patohistoloske analize prikazani su u Tabl. 6.

Tablica 6. Patohistoloski stadij fibroze po Nanji (0-4) kod zdravih Zivotinja, Zivotinja iz skupine koje

su Cinile pozitivnu kontrolu pokusa A i negativnu kontrolu pokusa B.

Stadij fibroze po Nanji (0-4)
Broj Zdravi Zdravi Kontrola A | Kontrola A | Kontrola B | Kontrola B
Zivotinje | LR SR LR SR LR SR
1 0 0 4 4 4 4
2 0 0 3 3 4 4
3 0 0 4 4 4 4
4 0 0 4 4 4 4
5 0 0 4 4 4 4
6 0 0 4 4 4 4
7 0 0 4 4 4 4
8 0 0 3 4 4 4
Medijan 0 0 4 4 4 4

Iz Tablice 6. vidi se da je nakon 14 tjedana primjene 10% otopine CCl, doslo je do razvoja ciroze
(stadij 4 po Nanji; Slika 9B) kod 7/8 Zivotinja u srednjem reznju kontrolne skupine (pozitivna kontrola
A), dok je kod jedne Zivotinje zabiljezen je stadij 3 fibroze. Istovremeno, u lijevom reznju stadij 4
razvio se kod 6/8 Zivotinja, a stadij 3 kod 2/8 Zivotinja. Sve Zivotinje iz skupine koja je predstavljala
negativnu kontrolu (dobivale samo maslinovo ulje i.p.) imale su uredan patohistoloski izgled jetre, t;j.
stadij O fibroze (Slika 9A) dok je kod svih Zivotinja koje su predstavljale kontrolu pokusa B naden
stadij 4 fibroze u oba reznja. Razlika u stadiju fibroze bila je znacajna izmedu 3 ispitivane skupine
(Kruskal-Wallis p<0,0001). U post-hoc analizi znac¢ajna razlika nadena je izmedu zdravih Zivotinja i

kontrolne skupine pokusa A (Multiple comparisons of mean ranks: p=0,006 za LR i p=0,003 za SR), te
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zdravih i kontrolne skupine pokusa B ( p=0,0007 za LR i p=0,001 SR). Nije bilo znacajne razlike u
stadiju fibroze izmedu kontrolne skupine pokusa A i pokusa B (p>0,05)

AT I

& ‘1‘
\ Ak o

% i

i ¥ ‘:I

+‘.

wia ] .y
o g {
A B {

Slika 9. Patohistoloski nalaz srednjeg reznja jetre: (A) zdrave zivotinje, (B) pozitivna kontrola pokusa

A, (C) negativna kontrola pokusa B. Bojenje Sirius red, poveéanje 4x.

Morfometrijskom analizom uocena je znacajna razlika u zastupljenosti kolagena izmedu 3 ispitivane
skupine (ANOVA p<0,001). U post-hoc analizi znacajno veca zastupljenost kolagena nadena je kod
zivotinja tretiranih sa CCl, (Kontrola A: 6,29+1,06 % LR 1 7,34+£2,06% SR) u odnosu na zdrave
zivotinje (0,58+0,12% LR 1 0,71£0,39% SR) (p<0,001; Fisher LSD test)(Slika 10), dok nije bilo
razlike izmedu Zivotinja iz skupine Kontrola B za oba reznja (6,393+1,31% LR 1 6,971+0,96% SR) u

odnosu na kontrolnu skupinu iz pokusa A (Fisher LSD test; p>0,05) .

ZdravilLR ZdraviSR KonA LR KonA SR KonB LR KonB SR

10 p<0,001

p<0,001

% kolagena po preparatu
w = wu o~ e}
| | | | | | |

| pim

Slika 10. Morfometrijska analiza relativnog udjela kolagena obojenog metodom Sirius-red (%
povrsine preparata koji je obojen u odnosu na povrsinu cijelog preparata) u lijevom (LR) i srednjem
reznju (SR) jetre kod zdravih Zivotinja, Zivotinja s cirozom (KonA) i Zivotinja u fazi oporavka nakon

prestanka davanja CCl, (KonB).
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Nije bilo znacajne razlike u patohistoloskom stadiju fibroze (Fisher's exact test) niti relativnom udjelu
kolagena (t-test) dobivenom morfometrijskom analizom izmedu lijevog i srednjeg reznja jetre kod
zdravih zivotinja, kod Zivotinja s cirozom (Kon A) i zivotinja u fazi oporavka (Kon B) (p>0,05 za sve

usporedbe).

Nadena je znacajna razlika u koncentraciji hidroksiprolina u tkivu jetre izmedu 3 usporedivane
skupine zivotinja (ANOVA p=0,018). U post-hoc analizi znacajno veca koncentracija hidroksiprolina
nadena je u tkivu jetre kod CCly, tretiranih Zivotinja u odnosu na negativnu kontrolu (srednja
vrijednost+SD redom 25,172,411 11,8443,53 pg/mL/g tkiva; p=0,008, Fisher LSD test) (Slika 11).
Nije bilo znacéajne razlike u koncentraciji hidroksiprolina izmedu negativne kontrole pokusa B
(22,936+15,234 pg/ml/g tkiva) i zivotinja s cirozom (kontrolne skupine pokusa A) (p=0,63; Fisher
LSD test).

45 -

40 ~ *

35 +

30 +

25 A

20 A

15 -

10 -

Konc. hidroksiprolina {ug/mL/g tkiva)

Zdravi Kontrola A Kontrola B

Slika 11. Koncentracija hidroksiprolina (ug/mL/g tkiva jetre) kod zdravih Zivotinja, kontrolne skupine
pokusa A i pokusa B. *p=0,008; Fisher LSD post-hoc test; ANOVA.

5.1.4. Analiza genske ekspresije

Rezultati analize promjena genske ekspresije koStanih morfogenetskih proteina i molekula

izvanstani¢nog matriksa izmedu zdravih Zivotinja, Zivotinja s cirozom (Kontrola A) i Zivotinja u fazi
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oporavka od ciroze nakon 4 tjedna prestanka djelovanja CCl, (Kontrola B) navedeni suu Tablici 7. te

graficki prikazani na slikama 121 13.

Tablica 7. Rezultati relativne ekspresije gena (QRT-PCR) molekula izvanstani¢nog matriksa, faktora
rasta i koStanih morfogenetskih proteina kod Stakora s cirozom (Kontrola A) u odnosu na zdrave
zivotinje. Rezultati su izraZzeni na komparativnoj razini kao broj puta uvecanja u odnosu na ekspresiju
istog gena kod zdravih zivotinja. SD=standardna devijacija; Usporedbe medu grupama radene su t-

testom, znaCajnom se smatrala vrijednost p<0,05.

Collal Tgfp1 aSma Fmod Chordin
Zdravi 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
+SD 0,735 1,153 0,533 0,826 0,72
Kontrola A 42,888 31,071 9,008 1,377 1,085
+SD 0,467 0,264 1,091 2,147 1,05
p-vrijednost 7,27E-10 3,11E-06 2,14E-05 0,584 0,798

Bmp-1 Bmp-2 Bmp-4 Bmp-6 Bmp-7
Zdravi 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
+SD 0,602 1,077 0,516 0,598 0,816
Kontrola A 1,324 0,726 0,513 1,286 11,197
+SD 1,481 1,27 0,891 1,398 0,779
p-vrijednost 0,491 0,446 0,022 0,516 4,93E-07

Iz Tablice 7. i Slike 12. vidi se da je kod Zivotinja s cirozom do$lo do znacajnog porasta ekspresije
gena za Collal, TGFf1, aSMA i BMP-7 u odnosu na zdrave zivotinje. Istovremeno znac¢ajno je
smanjena ekspresija gena za BMP-4, dok nije bilo znacajne razlike u ekspresiji gena za Fibromodulin,

BMP-1, BMP-2, BMP-6i Chordin.
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Zdravi vs ciroza (Kontrola A)
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S p<0,001
* p<0,05

Relativna genska ekspresija

Slika 12. Graficki prikaz promjena ekspresije gena molekula izvanstani€énog matriksa, faktora rasta i
kostanih morfogenetskih proteina kod Stakora s cirozom (nakon 14 tjedana davanja CCl,=Kontrola A)
u odnosu na zdrave Zivotinje (koje nisu dobivale CCly). Razlike su testirane t-testom; *p<0,05; $

p<0,001.

Suprotni rezultati genske ekspresije dobiveni su usporedbom zivotinja koje su Zrtvovane u trenutku
kad se razvila ciroza (Kontrola A) i onih u fazi oporavka od toksi¢nog djelovanja CCl, (Kontrola B)
gdje se promatrala potencijalna regeneracija jetre (Tabl. 8. i Slika 13). Kod zivotinja kod kojih je
prestalo Stetno djelovanje toksina doslo je do znac¢ajnog smanjenja ekspresije gena za Collal, aSMA,
BMP-1i BMP-7. Takoder je doslo do smanjenja ekspresije gena za TGFf1 §to nije bilo statisticki
znac¢ajno. S druge strane doslo je do znacajnog povecanja ekspresije gena za Fibromodulin, BMP-2 i

BMP-4, te Chordin. Povecana ekspresija gena za BMP-6 nije dosegla statisti¢u znacajnost.
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Tablica 8. Rezultati relativne ekspresije gena (QRT-PCR) molekula izvanstani¢nog matriksa, faktora
rasta i koStanih morfogenetskih proteina kod Stakora u fazi oporavka nakon prestanka Stetnog
djelovanja CCl, (Kontrola B) u odnosu na Zivotinje s cirozom koje su bile izloZzenje djelovanju CCl,
kroz 14 tjedana (Kontrola A). Rezultati su izrazeni na komparativnoj razini kao broj puta uveéanja u
odnosu na ekspresiju istog gena kod Zivotinje iz kontrolne skupine A. SD=standardna devijacija;

Usporedbe medu grupama radene su t-testom, zna¢ajnom se smatrala vrijednost p<0,05.

Collal Tgfp1 aSma Fmod Chordin
Kontrola A 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000
+SD 0,467 0,264 1,091 2,147 1,05
Kontrola B 0,003 0,831 0,005 5,696 6,431
+SD 1,018 0,401 1,678 0,637 0,667
p-vrijednost 1,71E-09 0,142631 1,67E-07 0,01274 5,58E-05
Bmp-1 Bmp-2 Bmp-4 Bmp-6 Bmp-7
Kontrola A 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
+SD 1,481 1,27 0,891 1,398 0,779
Kontrola B 0,031 2,740 2,632 1,782 0,139
+SD 2,111 1,026 0,709 1,878 0,764
p-vrijednost 0,000113 0,025123 0,004018 0,332201 3,58E-06
8 1 Ciroza (Kontrola A) vs Kontrola B
7 1 S
i} *
T 6
&
2 51
3
£ 4] . o#
g m Ciroza (A)
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Slika 13. Graficki prikaz promjena ekspresije gena molekula izvanstaniénog matriksa, faktora rasta i
kostanih morfogenetskih proteina kod Stakora u fazi oporavka nakon prestanka davanja CCly
(Kontrola B) u odnosu na zivotinje s cirozom (Zrtvovane nakon 14 tjedana aplikacije CCl,=Kontrola

A). Razlike su testirane t-testom; *p<0,05; # p<0,01; $ p<0,001.
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Imunohistokemijskom analizom nije se dobila statisticki znacajna razlika u tkivnoj ekspresiji proteina
BMP 1-3, BMP-6 i BMP-7 izmedu zdravih, zivotinja s cirozom (Kontrola A) i zivotinja u fazi
oporavka nakon prestanka apliakcije CCl, (Kontrola B) (Kruskal-Wallis test za BMP1-3 p=0,127; za
BMP-6 p=0,379; za BMP-7 p=0,078) (Slika 14).

Slika 14. Imunohistokemija na BMP 1-3 i BMP-7 za zdrave Zivotinje, Zivotinje s cirozom (Kontrola
A) i zivotinje u fazi oporavka od djelovanja CCl,; (Kontrola B). Protein od interesa obojen smedom

bojom.
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5.2. Analiza uéinkovitosti primjene BMP-7 i/ili BMP 1-3 protutijela na razvoj jetrene fibroze

U ovom dijelu pokusa kojega smo nazvali Pokus A ili prevencijski pokus 6 skupina po 8 Zivotinja
dobivalo je 10% CCly i.p. 2x tjedno kroz 14 tjedana. Jedna grupa dobivala je samo CCly 1 sluzila je
kao pozitivna kontrola (Kontrola A). Ostale skupine dobivale su prema opisanom protokolu uz CCly
jo$ i BMP-7 (skupina BMP7), BMP1-3 Ab 2,5ug/kg (skupina BMP1-34b 2,5), BMP 1-3 Ab 15 pg/kg
(skupina BMPI1-34b 15), te kombinaciju BMP-7 i BMP 1-3 Ab 2,5ug/kg (Skupina Komb 2,5) i
kombinaciju BMP-7 i BMP 1-3 Ab 15ug/kg (Skupina Komb 15).

5.2.1 Prezivljenje Zivotinja
Sve zivotinje u svim skupinama prezivjele su cijelo vrijeme trajanja pokusa.
5.2.2. Utjecaj terapijskih protokola na biokemijske parametre jetrene lezije

Nije bilo razlike u vrijednostima AST, ALT, bilirubina i albumina u serumu izmedu skupina na
pocetku pokusa (p>0,05 za sve usporedbe; ANOVA). Na kraju pokusa (nakon 14 tjedana) doslo je do
porasta AST, ALT i bilirubina, te smanjenja vrijednosti albumina u serumu u svim intervencijskim
skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 9 i Slika 15). Nakon 14 tjedana pokusa jedina
znacajna razlika izmedu skupina zabiljeZena je za vrijednosti bilirubina. U post-hoc analizi pokazalo
se da su vrijednosti bilirubina u skupinama koje su dobivale BMP-7, BMP1-3Ab u dozi 15ug/kg , te
obje skupine koje su dobivale kombiniranu terapiju bile signifikantno niZze u odnosu na kontrolnu

skupinu.

Tablica 9. Vrijednosti biokemijskih pokazatelja (srednja vrijednost) jetrene lezije na pocetku (0
tjiedana) i na kraju (nakon 14 tjedana) prevencijskog dijela pokusa za sve ukljucene skupine. ANOVA-
razlika izmedu svih skupina (znacajan p<0,05); *znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na kontrolnu

skupinu u post-hoc analizi.

Bilirubin
AST (IU/L) ALT (IU/L) (umol/dL) Albumin (g/dL)
Tjedni 0 14 0 14 0 14 0 14
Kontrola 86,00 | 233,00 | 54,50 201,75 0,33 2,31 5,35 3,63
BMP-7 78,75 | 184,38 | 50,13 184,13 0,38 2,12% 5,33 4,15

BMP-1-3 Ab 15ug/ke 91,50 | 190,63 | 55,88 | 175,75 | 0,36| 2,15%| 541| 4,15

BMP-1-3 Ab 2.5ugke | 87.38 | 20425 | 51,63 | 176,13 034 232 523 3,85

BMP-1-3 Ab 2.5pg + 89,00 | 176,63 52 172,63 0,40 2,17* 5,20 3,99
BMP-7
BMP-1-3 Ab 15pg + 87,63 | 190,13 | 53,88 170,38 0,40 2,05% 5,09 4,05
BMP-7

p-vrijednost (ANOVA) | 0,273 | 0,156 | 0,653 0,509 0,92 | <0,001 0,471 0,1
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Slika 15. Graficki prikaz dinamike biokemijskih parametara jetrene lezije po tjednima i prema

skupinama prevencijskog dijela pokusa.

5.2.3. Utjecaj terapijskih protokola na razvoj jetrene fibroze

Patohistoloski stadiji fibroze za kontrolnu i intervencijske skupine prevencijskog dijela pokusa
prikazani su u Tabl.10. Posebno su navedene vrijednosti za lijevi i za srednji rezanj. Uocava se trend
nesto viseg stadija fibroze u srednjem u odnosu na lijevi rezanj za sve skupine, no razlike nisu bile
statisticki znacajne (p>0,05 za svaku skupinu; Fisher exact test). U odnosu na kontrolnu skupinu stadij
fibroze za LR bio je statisticki znacajno nizi u skupini koja je dobivala BMP-7 i kombinaciju BMP-7
sa BMP1-3 Ab u dozi od 15 pg/kg, a za DR znacajna razlika uocena je izmedu kontrolne skupine i

skupine koja je dobivala kombinaciju BMP-7 sa BMP1-3 Ab u dozi od 15 pg/kg.
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Tablica 10. Patohistoloski stadij fibroze izrazen kao medijan (raspon) za svaku skupinu i posebno za
lijevi (LR) 1 srednji rezanj (SR) jetre. St. fibr.=stadij fibroze po Nanji (0-4); K-W=Kruskal-Wallis test-

razlike izmedu skupina (znacajan p<0,05); * p<0,05 u post-hoc analizi u odnosu na kontrolnu skupinu.

Kontrola BMP1-3Ab | BMP1-3Ab | Komb | Komb P
(CCly) BMP-7 15 2,5 2,5 15 (K-W test)

Stadij
fibroze SR 4 3,5 4 4 4 3% 0.0002
medijan (3-4) (2-4) (2-4) (4-4) (4-4) (2-3) ’
(raspon)
Stadij
fibroze LR 4 3* 3,5 4 4 3% 0.0001
medijan (3-4) (2-4) (2-4) (4-4) (3-4) (2-3) ’
(raspon)

Karakteristi¢ni patohistoloski nalazi prikazani su na Slici 16. UocCava se znacajna razlika u arhitekturi

jetrenog tkiva , te kolicini i debljini fibroznih septuma posebno u skupini lije¢enoj s BMP-7 u odnosu

na kontrolnu skupinu.

Slika 16. Patohistoloski stadij fibroze, srednji rezanj (Sirius-red, 4x). A- Kontrolna skupina (samo
CCly)- stadij fibroze 4/4; B-Zivotinja iz skupine koja je je dobivala CCl,+ BMP-7- stadij fibroze 3/4;
C-Zivotinja iz skupine koja je dobivala CCl,+BMP 1-3 Ab u dozi 15ug/kg, stadij fibroze 3-4/4.

Analiziraju¢i uznapredovalost fibroze morfometrijskom procjenom relativnog udjela kolagena na
histoloskom preparatu dobivene su znacajne razlike izmedu skupina i to usporedujuci posebno
vrijednosti iz lijevog i posebno iz srednjeg reznja jetre (ANOVA p<0,001). U obje analize nadena je
znacajno niza koli¢ina kolagena u skupinama koje su dobivale BMP-7, protutijelo na BMP1-3 u dozi
15 pg/kg i kombinaciju BMP-7 i BMP1-3 Ab (15 pg/kg ) u odnosu na kontrolnu skupinu. (Fisher LSD

test; p<0,05) (Tablica 11; Slika 17 i 18).
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Tablica 11. Morfometrijska analiza (% kolagena po preparatu£SD) po skupinama prevencijskog

pokusa A. ANOV A=razlika izmedu skupina (znacajan p<0,05); *post-hoc p<0,05 (Fisher LSD test) u

odnosu na kontrolnu skupinu; t-test=razlika izmedu reznjeva u istoj skupini (znacajan p<0,05)

Kontrola BMP BMP p
% kolagena | (CCl) | BMP-7 | 1-3Ab15 | 1-3Ab 2,5 | Komb 2,5 | Komb 15 | (ANOVA)
g
LR srednja 6,299 2,359% 3.267* 6,763 5,902 4,468* <0,0001
vrijednost
+SD 1,057 0,591 0,932 0,679 0,858 1,267
SR srednja 7,344 3,504% 4,739% 7,392 6,248 4,610% <0,0001
vrijednost
+SD 2,065 1,909 0,623 0,862 0,665 0,470
p (t-test) 0,230 0,136 0,0024 0,129 0,383 0,774
Morfometrija lijevi rezanj
8 —
2 7 7
(1] *
5 o
[+F]
5 5 - *
g 4 - *
T
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Kontrola A BMP7 BMP1-3Ab BMP1-3Ab Kombh2,5 Komb 15
15 2,5

Slika 17. Morfometrijska analiza zastupljenosti fibroze (% kolagena po preparatu) po skupinama za

lijevi rezanj pokusa A. *p<0,001 u odnosu na kontrolu (ANOVA i Fisher LSD post-hoc test)
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Slika 18. Morfometrijska analiza zastupljenosti fibroze (% kolagena po preparatu) po skupinama za

srednji rezanj pokusa A. *p<0,001 u odnosu na kontrolu (ANOV A i Fisher LSD post-hoc test)

Nije bilo znacajne razlike u koncentraciji hidroksiprolina u tkivu jetre izmedu skupina ukljuc¢enih u

prevencijski pokus (p=0,555; ANOVA) (Tablica 12)

Tablica 12. Koncentracija hidroksiprolina (HyPro) u tkivu jetre (srednja vrijednost £SD pg/mL/g

tkiva) za sve skupine u prevencijskom dijelu pokusa.

Konc.

BMP 1-3Ab | BMP 1-3Ab Komb p
HyPro Kontrola BMP-7 15 25 Komb 2,5 15 (ANOVA)
Pokus A
Srednja 25,171 24,639 23,618 22,260 23,328 28,411 0,555
Vrijednost
SD 2,413 4,414 6,467 4,947 4,950 12,694

5.2.4. Utjecaj terapijskih protokola na gensku i proteinsku ekspresiju kostanih morfogenetskih

protina, njihovih inhibitora, faktora rasta i molekula izvanstani¢nog matriksa

Rezultati analize genske ekspresije molekula od interesa za svaku od skupina ukljucenih u

prevencijski pokus A prikazani su u Tablici 13 i na Slikama 19 i 20.
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Tablica 13. Rezultati qRT-PCR analize: relativna ekspresija gena u skupinama uklju¢enim u
prevencijski dio pokusa. Vrijednosti su izrazene kao broj puta promjene ekspresije £SD u odnosu na
kontrolnu skupiinu. Razlike u ekspresiji svakog od gena izmedu skupina testirane su ANOVA testom

uz znacajnost za p<0,05.

Relativna ekspresija gena+SD

Pokus A Collal Tgfpl | aSma Fmod | Chordin
Kontrola 1 1 1 1 1
0,467 0,264 1,091 | 2,147 1,05
BMP1-3 Ab 15pg 0,596 0,696 1,047 | 0,592 0,732
0,392 0,365 0,689 | 2,095 0,845
BMP-7 0,475 0,574 0,478 | 3,053 1,473
1,176 0,330 0,507 | 1,817 1,287
BMPI1-3Ab 2.5 pug 0,661 0,724 1,809 | 0,651 0,815
0,392 0,462 1,908 | 1,981 0,974
BMP1-3Ab 2.5 ug + BMP-7 0,761 0,599 2,718 | 1,169 0,682
0,482 0,273 0,696 | 1,047 1,616
BMPI1-3Ab 15 ug + BMP-7 0,485 0,509 0,621 | 10,021 8,671
0,452 0,718 0,798 | 0,469 0,973
ANOVA 0,011 0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001

Relativna ekspresija gena+SD

Bmp-1 Bmp-2 | Bmp-4 | Bmp-6 | Bmp-7

Kontrola 1 1 1 1 1
1,481 1,27 0,891 | 1,398 0,799
BMP1-3 Ab 15 ug 0,882 0,334 1,058 | 0,366 1,866
1,651 0,756 0,387 | 0,857 0,584
BMP-7 0,950 0,798 1,576 | 0,703 1,331
2,399 1,063 0,461 | 0,801 1,155
BMP1-3Ab 2.5 ug 0,390 1,073 2,187 | 0,391 1,591
1,270 1,280 0,966 | 0,692 0,837
BMP1-3Ab 2.5 pug + BMP-7 0,485 0,789 1,545 | 0,358 1,403
1,285 1,081 1,185 | 1,033 0,921
BMP1-3Ab 15 pg + BMP-7 1,521 0,421 3,525 | 0,389 1,554
0,391 0,594 0,356 | 0,698 0,545
ANOVA 0,134 0,01 | <0,001 0,011 0,387

Dobivena je znacajna razlika izmedu skupina u genskoj ekspresiji molekula Collall, TGFpI, aSMA,
Fibromodulina, Chordina, BMP-2, BMP-4 i BMP-6, bez znacajne razlike medu skupinama u
ekspresiji gena za BMPI-3 i BMP-7. Do znacajnog smanjenja ekspresije gena Collal doslo je u
skupinama koje su dobivale BMP-7 (p=0,001; post hoc test LSD), BMP1-3 Ab 15 ug/kg (p=0,022) i
kombiniranu terapiju BMP-7 i BMP1-3 Abl5ug/kg (p=0,002). Kod svih intervencijskih skupina doslo
je do znacajnog smanjenja ekspresije gena za TGF51 s tim da je ono bilo najznacajnije za kombiniranu

terapiju BMP-7 i BMP1-3 Ab 15 ug/kg (p<0,001). Smanjenje ekspresije gena za aSMA grani¢nog
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znacaja (p=0,05) uoceno je u grupi koja je dobivala BMP-7, a znacajan porast zabiljezen je u grupi
koja je dobivala kombiniranu terapiju BMP-7 i BMP1-3 Ab 2,5 ug/kg (p=0,009). U odnosu na
kontrolnu skupinu doslo je do znacajnog povecanja ekspresije gena za fibromodulin jedino u skupini
lije¢enoj kombinacijom BMP-7 i BMP1-3 Ab u dozi 15ug/kg (p<0,001) dok za druge intervencijske
skupine nije bilo znacajne razlike. Nije bilo znacajne razlike izmedu skupina u ekspresiji gena za
BMPI-3 1 gena za BMP-7. Znacajno smanjenje ekspresije gena za BMP-2 zabiljezeno je u skupini koja
je dobivala BMP1-3Ab 15ug/kg (p=0,004) i skupini koja je dobivalakombinaciju BMP-7 + BMP1-3
Ab 15ug/kg u odnosu na kontrolnu skupinu(p=0,021). Znacajan porast ekspresije gena za BMP-4
uocen je u skupini koja je dobivala BMP1-3 Ab u dozi 2,5 ug/kg (p=0,006) i kombiniranu terapiju s
BMPI1-3 Ab u dozi 15pg/kg (p<0,001). U odnosu na kontrolnu skupinu, doslo je do znacCajnog
smanjenja ekspresije gena za BMP-6 u svim intervencijskim skupinama (p<0,05) osim onoj koja je
dobivala BMP-7 (p=0,288). Ekspresija gena za Chordin znacajno se povecala u skupinu koja je
dobivala kombiniranu terapiju s BMP1-3 Ab u dozi 15 ug/kg (p<0,001), dok za ostale skupine nije

bilo znacajne rezlike prema kontroli.
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Slika 19. Graficki prikaz relativne ekspresije gena za Collal, TGFpI, a-SMA 1 fibromodulin u
intervencijskim u odnosu na kontrolnu skupinu prevencijskog dijela pokusa. Rezultati su izrazeni kao
broj puta promjene ekspresije u odnosu na ekspresiju istog gena u kontrolnoj skupini (*p<0,05 u

usporedbi s kontrolom; Fisher LSD test).
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Slika 20. Graficki prikaz relativne ekspresije gena Bmp-1, Bmp-7, Bmp-2, Bmp-4, Bmp-6 i Chordin u
intervencijskim u odnosu na kontrolnu skupinu prevencijskog dijela pokusa. Rezultati su izrazeni kao
broj puta promjene ekspresije u odnosu na ekspresiju istog gena u kontrolnoj skupini. (*p<0,05 u

usporedbi s kontrolom; Fisher LSD test).
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Imunohistokemijskom analizom nadena je znacajna razlika u intenzitetu obojenosti preparata na
BMP1-3 protein medu skupinama zivotinja ukljucenih u prevencijski pokus (p=0,0052; Kruskal-
Wallis test) (Tablica 14).

Tablica 14. Rezultati imunohistokemijske analize (medijan i raspon) po skupinama. Intenzitet bojanja
procjenjen semikvantitativno na skali od 0-3. Razlike medu skupinama testirane su Kruskal-

Wallisovim (KW) testom.

Imunohistokemija BMP1-3 BMP1-3 Komb Komb p
protein Kontrola BMP-7 | Ab 15pg Ab25pg | 25ng 15pg (KW)
BMP 1-3 0,5 (0-1) 0 (0-1) 1(0-1) 0 (0-1) 1 (0-1) 1 (0-1) 0,0052
BMP-7 0,5 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 0 0 0,02
BMP-6 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 0 0 0,111

U post-hoc analizi nije bilo razlike izmedu bilo koje od intervencijskih u odnosu na kontrolnu skupinu.
Medutim, postojala je znaCajna razlika izmedu dvije skupine koje su dobivale BMP1-3 Ab u niskoj
(2,5ug/kg) 1 visokoj (15ug/kg) dozi; izmedu skupine koja je dobivala BMP-7 i obje skupine koje su
dobivale kombiniranu terapiju; izmedu obje skupine koje su dobivale kombiniranu terapiju prema

skupinama koje su dobivale samo BMP1-3 ab u dozi 2,5ug/kg (p<0,05 za sve usporedbe).
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Slika 21. Imunohistokemija (BMP1-3 protutijelo). A-Zivotinja tretirana s kominacijom BMP-7 i
BMP1-3 Ab u dozi 15 pug/kg. B-Zivotinja tretirana s BMP1-3 Ab 2,5 pg/kg.

lako je nadena znacajna razlika izmedu skupina u intenzitetu obojenosti preparata na BMP-7 protein
(p=0,02; Kruskal-Wallis test), u post-hoc analizi ne dobivaju se znacajne razlike medu skupinama. Tek
usporedbom kontrolne sa svim ostalim skupinama zajedno dobiva se znacajna razlika (p=0,004 Fisher
exact). Nije bilo razlike izmedu skupina u odnosu na intenzitet obojenosti preparata BMP-6

protutijelom (p=0,111 Kruskal-Wallis).
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5.3. Analiza u€inkovitosti primjene BMP-7 i/ili BMP 1-3 protutijela u procesu regresije jetrene

fibroze nakon prestanka djelovanja CCl,

U ovaj dio pokusa kojega smo nazvali Pokus B ili terapijski pokus bile su ukljucene 32 Zivotinje koje
su prethodno 14 tjedana dobivale 10% CCl4i.p. 2x tjedno, a nakon toga slijedeca 4 tjedna nisu dobivale
CCly. Nakon prvih 14 tjedana Zivotinje su randomizirane u 4 skupine po 8 zivotinja pri ¢emu jedna
skupina dalje nije dobivala nikakvu terapiju, te je sluzila kao negativna kontrola ovog dijela pokusa
(Kontrola B), druga skupina dobivala je BMP-7 (skupina BMP?7), treca je dobivala BMP1-3 Ab
2,5ug/kg (skupina BMPI-3A4b 2,5), a Cetvrta skupina kombinaciju BMP-7 i BMP 1-3 Ab 2,5nug/kg
(skupina Komb 2,5).

5.3.1 Prezivljenje Zivotinja

Sve zivotinje u svim skupinama prezivjele su cijelo vrijeme trajanja pokusa.

5.3.2. Utjecaj terapijskih protokola na biokemijske parametre jetrene lezije

Nije bilo znacajne razlike izmedu skupina Zivotinja u vrijednostima biokemijskih pokazatelja jetrene
lezije (AST, ALT, bilirubin i albumin) na pocetku pokusa (prije pocetka primjene nekog od
intervencijskih modaliteta) i na kraju terapijskog dijela pokusa (Tabl.15 ).

Pokus B AST(IU/L ALT (IU/L) Bil (umoL/dL) | Albumin (g/dL)

Tjedana 14 18 14 18 14 18 14 18
Kontrola 24475 | 237,13 | 196,63 | 196,13 | 2,13 | 2,23 390| 3,76
BMP1-3Ab25ug | 22575 | 23525 | 18825 | 228,00 | 2,05| 2,19 398 3,90
BMP-7 217,13 | 220,75 | 189,88 | 19325| 2,01 2,15 3,61 3,76
Komb 2,5 pg 229,88 | 2255 | 199,88 | 216,38 1,99 | 2,08 3,93 3,86
p (ANOVA) 0243 | 0,621 0,65| 0241 0,50 | 0,86 0,73 0,86

Tablica 15. Vrijednosti biokemijskih pokazatelja (srednja vrijednost) jetrene lezije nakon 14 tjedana
aplikacije CCl4i prije zapo¢imanja nekog od intervencijskih modaliteta 1 vrijednosti na kraju pokusa
(nakon 18 tjedana ukupnog trajanja pokusa: 14 tjedana aplikacija CCl, + 4 tjedna intervencija) za sve
ukljuéene skupine. Razlike u vrijednostima pojedinog biokemijskog pokazatelja izmedu skupina

analizirane su ANOVA testom (znacajnom se smatrala razlika za p<0,05).
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5.3.3. Utjecaj terapijskih protokola na zastupljenost fibroze u jetri

Patohistoloski stadiji fibroze za kontrolnu i intervencijske skupine terapijskog dijela pokusa prikazani
su u Tablici 16. Posebno su navedene vrijednosti za lijevi (LR) i za srednji rezanj (SR). Nije bilo
razlike u prosje¢nim vrijednostima stadija fibroze izrazenog kao medijan izmedu skupina ukljuc¢enih u
pokus B i to za lijevi i1 za srednji rezanj jetre (Kruskal-Wallis p>0,05 za sve komparacije). Takoder
nije bilo razlike u prosje¢nom stadiju fibroze izmedu lijevog i srednjeg reznja jetre unutar iste skupine

zivotinja (p>0,05 za svaku skupinu; Fisher exact test).

Tablica 16. Patohistoloski stadij fibroze po Nanji (0-4) izraZen kao medijan (raspon) za svaku skupinu

i posebno za lijevi (LR) i srednji rezanj (SR) jetre. p-vrijednost: Kruskal-Wallis test.

Pokus B (PHD) Kontrola BMP-7 BMP1-3Ab 2,5 | Komb 2,5 p-vrijednost
Stadij fibroze SR

medijan (raspon) 4 4 (3-4) 4 (3-4) 4 (3-4) 0,785
Stadij fibroze LR

medijan (raspon) 4 4 (3-4) 4 (3-4) 4 (3-4) 0,497

Karakteristi¢ni patohistoloski nalazi jetrene fibroze za zivotinje ukljucene u terapijski dio pokusa
prikazane su na Slici 22. Kod veéine Zivotinja u svim skupinama histoloski je utvrden 4/4 po Nanji
(ciroza), iako su se unutar tako definiranog stadija 4 mogle uociti razlike u smislu razli¢ite debljine
vezivnih septuma, te broja jetrenih reznjic¢a koji su bili potpuno zaokruzeni vezivnom. Stoga je u
slijede¢em koraku napravljena morfometrijska analiza relativne zastupljenosti kolagena u svakoj

skupini.
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Slika 22. Patohistoloske slike jetrene fibroze reprezentativnih zivotinja iz terapijskog dijela pokusa. A-
kontrolna skupina B; B-zivotinja iz skupine koja je dobivala BMP-7; C- zZivotinja iz skupine koja je
dobivala BMP1-3 Ab 2,5 pg/kg; D- kombinirana th. BMP1-3 Ab 2.5 pg/kg+BMP7.

Analiziraju¢i uznapredovalost fibroze morfometrijskom procjenom relativnog udjela kolagena na
histoloSkom preparatu dobivene su znacajne razlike izmedu skupina i to usporedujuéi posebno

vrijednosti iz lijevog (p=0,001; ANOVA) i posebno iz srednjeg reznja jetre (p<<0,001)(Tablica 17).

Tablica 17. Morfometrijska analiza po skupinama pokusa B i razlike u zastupljenosti kolagena izmedu

reznjeva. * p<0,05 u odnosu na kontrolu (Fisher LSD test)

p
% kolagena Kontrola BMP-7 BMP1-3Ab 2,5pg | Komb 2,5ng | (ANOVA)
LR srednja 6,393 3,564% 4,930% 4,229% 0,001
vrijednost

+SD 1311 1361 1,441 0,931

SR srednja 6,971 3,800% 6,288 5,479* <0,001
vrijednost

+SD 0,963 1,104 1,562 0,980

p (t-test) 0,333 0,709 0,092 0,020
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U post-hoc analizi (Fisher LSD test) za lijjevi rezanj nadena je znafajno niZa koli¢ina kolagena u
skupinama koje su dobivale BMP-7 (p<0,001), protutijelo na BMP1-3 u dozi 2,5 ug/kg (p=0,03) i
kombinaciju BMP-7 i BMP1-3 Ab u dozi 2,5ug/kg (p=0,002) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika
23). Znacajno niza koli¢ina kolagena u srednjem reznju nadena je u skupinama koje su dobivale BMP-
7 (p<0,001) i kombiniranu terapiju BMP-7 + BMP1-3Ab u dozi 2,5pg/kg  (p=0,017) (Slika 24).
Usporedbom koli¢ine kolagena izmedu LR i SR znacajna razlika (kolagen SR>LR) nadena je jedino u

skupini koja je dobivala kombiniranu th. BMP1-3 Ab+BMP-7 (p=0,02). (Tablica 17)

Morfometrija lijevi rezanj

| ‘ S * #

Kontrola BMP-7 BMP1-32,5ug Komb2,5ug

% kolagena po preparatu

[ B TR A SN VS B N ¥y o ) B A o s B Vo
1

Slika 23. Morfometrijska analiza po skupinama za lijevi rezanj pokusa B. *p<0,05; #p<0,005;
$p<0,001 (ANOVA i Fisher LSD post-hoc test).

Morfometrija srednji rezanj

% kolagena po preparatu
QO = MW B Y~ 00 W
1

Kontrola BMP-7 BMP1-32,5ug Komb2,5ug

Slika 24. Morfometrijska analiza po skupinama za srednji rezanj pokusa B. *p<0,05; $p<0,001
(ANOVA i Fisher LSD post-hoc test).
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Nije bilo znacajne razlike u koncentraciji hidroksiprolina u tkivu jetre izmedu skupina ukljucenih u

terapijski dio pokusa (p=0,166; ANOVA) (Tablica 18)

Tablica 18. Koncentracija hidroksiprolina (Konc. HyPro) u tkivu jetre (srednja vrijednost=SD
pg/mL/g tkiva) za sve skupine u terapijskom dijelu pokusa. Razlike medu skupinama analizirane su

ANOVA testom.

Konc.

HyPro Kontrola BMP-7 BMP 1-3Ab 2,5 Komb 2,5 p (ANOVA)
Pokus B

Srednja 22,936 28,028 24,454 17,835 0,166
vrijednost

+SD 15,234 5,955 3,090 6,118
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5.2.4. Utjecaj terapijskih protokola na gensku i proteinsku ekspresiju kostanih morfogenetskih

protina, njihovih inhibitora, faktora rasta i molekula izvanstani¢nog matriksa

Rezultati analize genske ekspresije molekula od interesa za svaku od skupina ukljucenih u terapijski

dio pokusa prikazani su u Tablici 19 i na Slikama 25 i 26.

Tablica 19. Rezultati qRT-PCR analize: relativna ekspresija gena u skupinama ukljuc¢enim u terapijski
dio pokusa. Vrijednosti su izrazene kao broj puta promjene ekspresije=SD u odnosu na kontrolnu
skupinu. Razlike u ekspresiji svakog od gena izmedu skupina testirane su ANOVA testom uz

znacajnost za p<0,05.

Relativna ekspresija gena+SD
Pokus B Collal Tefp1 oSma Fmod | Chordin
Kontrola 1 1 1 1 1
1,018 0,401 1,678 | 0,637 0,667
BMP1-3 Ab 2,5 nug 1,390 0,684 1,608 | 1,762 1,331
0,796 0,442 0,921 | 0,988 1,028
BMP-7 0,457 0,618 0,338 | 0,822 0,798
0,520 0,346 0,551 | 0,360 0,329
BMP1-3Ab 2,5 pg + BMP-7 0,464 0,528 1,636 | 1,296 0,988
0,733 0,314 1,269 | 0,657 0,724
ANOVA <0,001 <0,001 0,002 | 0,022 0,27
Relativna ekspresija gena+SD
Bmp-1 Bmp-2 Bmp-4 | Bmp-6 | Bmp-7
Kontrola 1 1 1 1 1
2,111 1,026 0,709 | 1,878 0,764
BMP1-3 Ab 2,5 nug 1,195 1,060 0,949 | 1,521 1,689
2,128 1,036 1,270 | 1,245 0,350
BMP-7 0,187 0,872 0,709 | 1,462 0,780
1,252 0,615 0,683 | 1,483 0,383
BMP1-3Ab 2,5 pg + BMP-7 0,713 0,664 0,691 | 1,365 0,861
1,642 1,244 1,051 | 1,927 0,652
ANOVA 0,027 0,552 0,579 | 0,882 0,002

Uocava se znaCajno smanjena ekspresija gena za Collal u skupinama koje su dobivale BMP-7
(p=0,008) odnosno kombinaciju BMP-7 i BMP1-3 Ab (2,5ug/kg) (p=0,009) u odnosu na kontrolnu

skupinu. Ekspresija gena za TGFf1 bila je znacajno snizena u sve 3 intervencijske skupine u odnosu
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na kontrolu (za BMP-7 p=0,001; za BMP1-3 Ab p=0,007 i za kombiniranu th. BMP-7+BMP1-3 Ab
p<0,001). Znacajno snizenje ekspresije gena za aSMA zabiljezeno je jedino u skupini koja je dobivala
BMP-7 (p=0,013). Zabiljezena je znacajno visa ekspresija gena za fibromodulin u skupini koja je
dobivala BMP1-3 Ab odnosu na kontrolu (p=0,026) dok kod druge dvije intervencijske skupine nije
bilo razlike prema kontrolnoj. Uocena je znacajno snizena ekspresija gena za BMP-1 u odnosu na
kontrolu u skupini koja je dobivala BMP-7 (p=0,013). U skupini koja je dobivala BMP1-3 Ab
zabiljeZena je znacajno povecana ekspresija gena za BMP-7 (p=0,012). Za druge gene navedene u
tablici (Chordin, BMP-2, BMP-4 i BMP-6) nije bilo razlike u ekspresiji za bilo koji intervencijski

modalitet u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 25. Graficki prikaz relativne ekspresije gena za Collal, Tgfpl, a-Sma i fibromodulina u
intervencijskim u odnosu na kontrolnu skupinu terapijskog dijela pokusa. Rezultati su izrazeni kao
broj puta promjene ekspresije u odnosu na ekspresiju istog gena u kontrolnoj skupini (*p<0,05 u

usporedbi s kontrolom; Fisher LSD test).
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Slika 26. Graficki prikaz relativne ekspresije gena Bmp-1, Bmp-7, Bmp-2, Bmp-4, Bmp-6 i Chordin u
intervencijskim u odnosu na kontrolnu skupinu terapijskog dijela pokusa. Rezultati su izrazeni kao
broj puta promjene ekspresije u odnosu na ekspresiju istog gena u kontrolnoj skupini. (*p<0,05 u

usporedbi s kontrolom; Fisher LSD test).
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Imunohistokemijskom analizom nije nadena znaCajna razlika u intenzitetu obojenosti preparata na
BMP1-3 (p=0,195; Kruskal-Wallis), BMP-6 (p=0,649) ni BMP-7 (p=0,905) protein medu skupinama

zivotinja uklju¢enih u terapijski dio pokusa (Tablica 20).

Tablica 20. Rezultati imunohistokemijske analize (medijan i raspon) po skupinama. Intenzitet bojanja
procjenjen semikvantitativno na skali od 0-3. Razlike medu skupinama testirane su Kruskal-

Wallisovim (K-W) testom.

Imunohistokemija BMP1-3 Ab

Protein Kontrola | BMP-7 2,5n Komb 2,5ng | p (K-W)
BMP 1-3 1 (0-1) 1(0-1) 0(0-1) 1 (0-1) 0,195
BMP-7 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0,649
BMP-6 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0,905
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6. RASPRAVA

Ovo istrazivanje imalo je 3 specificna cilja. Prvi cilj bio je istraziti ulogu koStanih
morfogenetskih proteina ukljuc¢ivo i BMP-1 u procesu razvoja i potencijalne regresije jetrene fibroze
na Stakorskom modelu toksi¢ne lezije jetre. U svrhu izazivanja toksic¢ne lezije i fibroze jetre u ovom
istrazivanju koristen je CCl, putem intraperitonealne aplikacije. Druga dva cilja bila su istraziti moze li
se primjenom specificnih morfogena (u ovom slu¢aju BMP-7), protutijela na BMP 1-3 ili njihovom
kombinacijom utjecati na usporavanje razvoja jetrene fibroze (potencijalno prevencijsko djelovanje) i
na regresiju ve¢ razvijene fibroze/ciroze jetre nakon prestanka djelovanja toksina (potencijalno
terapijsko djelovanje). Kostani morfogenetski protein 7 izabran je na temelju dosadasnjih spoznaja
prema kojima on ima regeneratorno djelovanje na hepatocite, smanjuje razvoj fibroze u jetri i epitelno-
mezenhimalnu transdiferencijaciju hepatocita (26, 193). Inhibicija djelovanja BMP 1-3 putem
specificnih protutijela izabrana je na temelju novijih spoznaja prema kojima BMP 1-3 izoforma
predstavlja cirkulirajuéi oblik molekule BMP-1, te je imunohistokemijski dokazana njegova ekspresija
u humanoj embrionalnoj jetri (221, 228). Kako BMP-1 molekula sudjeluje u procesu obrade
prokolagena 1 nastanka zrelih molekula kolagena pretpostavili smo da bi ona mogla imati znacajnu
ulogu u razvoju jetrene fibroze, te da bi inhibicijom njenog cirkuliraju¢g oblika (koji je ujedno i
znacajno zastupljen u jetri) mogli utjecati na razvoj i regresiju jetrene fibroze. Preliminarni podaci
potvrduju ovu ulogu BMP-1 molekule na eksperimentalnom modelu bubreznog zatajenja gdje se
primjenom BMP-1 proteina pogorSava, a primjenom protutijela na BMP-1 smanjuje fibroza u
bubregu, Sto korespondira s relevantnim biokemijskim pokazateljima bubrezne funkcije i

prezivljenjem Zzivotinja (221).

Da bi se odgovorilo na postavljene ciljeve istrazivanja klju¢no je bilo uspostaviti dobar
eksperimentalni model jetrene fibroze. Dobar model podrazumijeva visoki postotak prezivljenja
zivotinja kod kojih se pri tom ocekuje razvoj ciroze ili uznapredovale premostavajuce fibroze jetre.
Pregledom literature moze se naci veliki broj radova u kojima je u tu svrhu primjenjen CCl; u
razli¢itim dozama, trajanju i nacinu aplikacije (229, 230). Peroralna primjena zahtijeva gastri¢nu
intubaciju Stakora radi osiguranja unosa kontrolirane, tocno odredene koli¢ine toksina, a postupak se
izvodi u anesteziji, radi Cega je moguca aspiracija, te posljedi¢éne komplikacije. Kod subkutane
primjene zabiljeZena je lokalna i sustavna upalna reakcija, te upalna infiltracija intersticija pluca $to
moze interferirati s prezivljenjem zivotinja i nejednolikim djelovanjem na jetru (244). Zbog toga je
izabrana intraperitonealna primjena Sto je testirano u brojnim do sada objavljenim radovima.
Intraperitonealnom primjenom CCly u dozi 1mL/kg i koncentraciji 10, 30 1 50 % 1x tjedno, ili 50% 2x
tjedno kroz 10 tjedana uoceno je najbolje prezivljenje (80%) Zivotinja tretiranih s 10% otopinom, dok

je prezivljenje u ostalim skupinama bilo redom kako su navedene 0%, 60% 1 20% (229). Analizirajuci
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detaljno podatke u navedenoj studiji uocava se da nakon 10 tjedana primjene 10% otopine 1x tjedno
dolazi do razvoja septalne fibroze, dok je kod primjene 50% otopine razvijena mikronodularna ciroza.
U cilju postizanja §to boljeg prezivljena i razvoja uznapredovale fibroze, po moguénosti rane ciroze, u
nasem istrazivanju primjenili smo CCl; u dozi 1 mL/kg kao 10% otopinu s tim da smo povecali broj
aplikacija na 2x tjedno i.p. i produzili vrijeme aplikacije na 14 tjedana. Ovim protokolom postignuto
je prezivljenje svih eksperimentalnih zivotinja, pri ¢emu je nakon 14 tjedana primjene CCl, kod svih 8
zivotinja koje su predstavljale pozitivnu kontrolu prevencijskog dijela pokusa nadena uznapredovala
septalna fibroza ili ciroza (kompletna ili inkompletna). Pri tom smo posebno analizirali stadij fibroze
u srednjem (SR), a posebno u lijevom reznju (LR) jer se kod modela toksi¢ne lezije jetre moze
ocekivati nejednolika distribucija fibroze u jetri, Sto je inace poznato i za neke difuzne bolesti jetre kod
ljudi. Naime, prema rezultatima Yorozu K. i sur. (231) kod Stakora koji su dobivali CCl, najizrazenije
fibrozne promjene vide se u srednjem i desnom reznju, dok su u lijevom reznju, lobus caudatusu i

papilarnom nastavku manje izrazene pri ¢emu zadnja 3 kompenzatorno hipertrofiraju.

U nasem istrazivanju analizom SR jetre kontrolne skupine Zivotinja prevencijskog dijela
pokusa (Kontrola A) u 7/8 zivotinja nadena je ciroza (stadij 4/4 po Nanji), a u jedne Zivotinje
uznapredovala septalna fibroza (stadij 3/4 po Nanji), dok je u LR stadij 4/4 naden u 6/8 Zivotinja, a
stadij ¥ u 2 Zivotinje. U kontrolnoj skupini terapijskog dijela pokusa (Pokus B) koja je prvih 14
tjedana dobivala CCly po navedenom protokolu, a nakon toga se prestalo s njegovom primjenom i
zivotinje slijedeca 4 tjedna do Zrtvovanja nisu dobivale nikakvu terapiju (tj. promatrao se prirodni tijek
bolesti i ocekivana regresija fibroze) kod svih 8 Zivotinja u oba reznja naden je stadij fibroze 4/4.
Usporedbom dobivenih rezultata patohistoloSkog stadija fibroze nije nadena znacajna razlika u stadiju
fibroze izmedu lijevog i srednjeg reznja jetre unutar svake od tri skupine Zivotinja koje su obuhvacene
ovom analizom (tj. zdrave Zivotinje, zivotinje s cirozom (kontrola A) i zivotinje u fazi oporavka od
toksi¢nog djelovanja (Kontrola B)). Nije moguce decidirano tvrditi zaSto u naSem istrazivanju nije, a
u Yorozuovom jest uocena znacajna razlika u stadiju fibroze izmedu LR i SR jetre. Ipak, kao jedna od
razlika izmedu ova dva istrazivanja uoCava se Cinjenica da su u Yorozuovom istrazivanju (231)
koriSteni Wistar Stakori, te je kod svih primjenjena kombinacija fenobarbitona i CCly koji je davan
peroralnim putem, a cijeli pokus je trajao 11 tjedana, od ¢ega je CCly primjenjivan zadnjih 9 tjedana.
Iako se i kod humanih studija mogu naci podaci o razli¢itoj distribuciji fibroze u jetri, §to je jedan od
problema koji se namece u razmatranju nalaza biopsije jetre (koja predstavlja uzorak od samo 1:50
000 ukupnog volumena jetre) kod nekih bolesti, primjerice kroni¢nog hepatitisa C pokazalo se da u
pravilu razlika u stadiju fibroze izmedu lijevog i desnog reznja ne iznosi viSe od 1 Ishakov stadij
(Ishakova klasifikacija fibrozu kategorizira u stadije 0 (bez fibroze) do 6 (kompletna ciroza)) (98, 101-
103). Moze se pretpostaviti da tkivni uzorak i distribucija fibroze ovise o vrsti u kojoj se dogada
ostecenje jetre, te etiopatogenetskom mehanizmu razvoja bolesti (tj. modalitetima izazivanja oSte¢enja

jetre 1 fibroze u eksperimentalnih zivotinja).
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S obzirom da stadiji fibroze predstavljaju kategorijske vrijednosti, primjenom histoloskih bodovnih
sustava nije moguc¢e posve ispravno kvantificirati koli¢inu vezivnog tkiva u jetri. Pri tom su to manje
precizni bodovni sustavi koji imaju manji broj kategorija (primjerice stadije fibroze razvrstavaju na
skali od 0-4 naspram onih koji ih razvrstavaju u stadije 0-6) (97). Tako se primjerice pokazalo da
stadij fibroze 4 ne znaci da postoji dvostruko vise vezivnog tkiva u jetri u odnosu na stadij 2, niti stadij
3 znaci dvostruko manje fibroze u odnosu na stadij 6 (100). Da se radi o bitnim razlikama pokazalo se
u studijama u kojima je dokazano da unutar istog stadija (primjerice ciroze- koja ovisno o bodovnom
sustavu moze biti oznacena kao stadij 4 ili 6; u svakom slucaju predstavlja krajnji stadij koji pojedini
bodovni sustav poznaje) postoje znacajne razlike u koli¢ini vezivnog tkiva $to znacajno korelira s
klinickim tijekom bolesti (121, 239). Primjerice, ukoliko jedna osoba ima ,,pocetnu‘ cirozu s tankim
fibroznim septima i manjom koli¢inom veziva tada ona ima manju vjerojatnost razvoja
dekompenzacije ciroze i ima nize vrijednosti portalnog tlaka u odnosu na drugu osobu koja takoder
ima cirozu, ali s debljim septima i ve¢om koli¢inom veziva (23, 112, 239). Zbog toga smo prilikom
analize ucinka CCl, na razvoj fibroze i svih ostalih ciljeva ovog istrazivanja zastupljenost, tj. koli¢inu
stvorenog vezivnog tkiva u jetri kvantificirali morfometrijski odredujuéi relativni udio kolagena na
svakom histoloSkom preparatu. Metodom Sirius-red oboji se samo kolagen na preparatu, te se
izracunava obojena povrs$ina u odnosu na cijelu povrSinu preparata (121). Takvom analizom potvrdeni
su rezultati patohistoloske analize te je uocena znacajno vecéa kolicina veziva kod obje grupe koje su
dobivale CCl; (Kontrola A i B) u odnosu na negativnu kontrolu, a nije nadena znacajna razlika u
koli¢ini fibroze izmedu LR i SR za sve tri ispitivane skupine Zivotinja. Morfometrijska procjena
koli¢ine fibroze posebno je koriStena kasnije u finijoj analizi zastupljenosti fibroze izmedu pojedinih

intervencijskih skupina prevencijskog i terapijskog dijela pokusa.

Kao tre¢a metoda za procjenu koli¢ine umnozenog veziva koriSteno je odredivanje koncentracije
hidroksiprolina u tkivu jetre, jer je hidroksiprolin aminokiselina koja je visokozastupljena u strukturi
kolagena, te je njegova tkivna koncentracija u korelaciji s koncentracijom kolagena (240-242).
Hidroksiprolin je odreden iz ukupnog sadrzaja homogeniziranog tkiva dijela lijevog i srednjeg reznja
jetre, a ne za svaki rezanj posebno. Kako se u prethodnim patohistoloskim i morfometrijskim
analizama pokazalo da nije bilo znacajne razlike u zastupljenosti vezivnog tkiva izmedu LR i SR
smatramo da su dobiveni rezultati zajednicke analize homogenizata tkiva obaju reZnjeva
reprezentativni za cijelu jetru. Dobivena je znaCajna razlika u koncentraciji hidroksiprolina izmedu
zdravih Zivotinja (negativna kontrola) i Zivotinja izloZenih djelovanju CCly (Kontrola A i B), s tim da

nije bilo razlike izmedu zadnjih dviju skupina.

Sumarnom analizom rezultata ove tri metode za odredivanje uznapredovalosti fibroze u jetri moze se
zakljuciti da nakon 14 tjedana primjene CCly; kod svih Zivotinja dolazi do razvoja ciroze ili
uznapredovale septalne fibroze, pri ¢emu su sve zivotinje preZzivjele cijelo vrijeme trajanja pokusa.

Nakon 4 tjedna od prestanka primjene CCl, ne dolazi do znacajne spontane regresije fibroze.
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Kod svih zivotinja u skupinama koje su dobivae CCl; (Kontrola A i B) nakon 14 tjedana doslo je do
znacajnog porasta biokemijskih pokazatelja jetrene lezije (AST, ALT, Bilirubin u serumu) u odnosu
na negativnu kontrolu (tj zivotinje koje su dobivale samo maslinovo ulje i.p.). U post-hoc analizi
pokazalo se i da je srednja vrijednost Bilirubina nakon 14 tjedana primjene CCl, bila znacajno manja
kod kontrolnih Zivotinja za Pokus B u odnosu na pozitivnu kontrolu pokusa A, za §to se ne uocavaju
jasni razlozi s obzirom da je CCl; u obje skupine primjenjivan po istom protokolu, te nije bilo
znacajne razlike u vrijednostima drugih biokemijskih pokazatelja izmedu ove dvije skupine.
Ocekivano, kod CCly tretiranih zivotinja doslo je do znacajnog sniZenja vrijednosti albumina u serumu

$to odrazava smanjenu sintetsku funkciju jetre kao posljedicu ciroze.

U ovako postavljenom eksperimentalnom modelu analizirana je uloga koStanih morfogenetskih
proteina i srodnih molekula u procesima razvoja jetrene fibroze, te potencijalne regresije fibroze nakon
prestanka djelovanja toksicnog agensa. Za tu namjenu koriStena je metoda kvantitativne lancane
reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR) kojom se kvantificira genska ekspresija
mjerenjem tkivne koncentracije mRNA doti¢nog gena (236). Najprije smo analizirali razlike u genskoj
ekspresiji izmedu zdravih Zivotinja (negativna kontrola) i Zivotinja koje su kroz 14 tjedana dobivale
CCly i razvile uznapredovalu septalnu fibroz/cirozu (Kontrola A). Zatim smo analizirali razlike u
genskoj ekspresiji izmedu Zivotinja u fazi oporavka nakon prestanka primjene CCl, (kontrola B) u
odnosu na kontrolnu skupinu Pokusa A (Kontrola A). U zivotinja s fibrozom/cirozom na kraju Pokusa
A uocena je znacajno povecana ekspresija gena za kolagen (CollA1), §to odrazava povecano stvaranje
kolagena tip 1 kao dominantno zastupljene molekule u vezivnom tkivu u procesu fibrogeneze u jetri
(17, 22-24). lako nesto povecana ekspresija gena za Fibromodulin nije bila znacajno razli¢ita u odnosu
na kontrolnu skupinu. Fibromodulin spada u skupinu proteoglikana i predstavlja jednu od molekula
ECM-a znacajnih za normalno odvijanje procesa fibrilogeneze kolagena (245). Dokazano je medutim i
da Fibromodulin veze TGFB1 u medustani¢nom prostoru, onemogucavaju¢i mu interakciju s njegovim
stani¢nim receptorima, te na taj nacin zapravo djeluje inhibitorno na razvoj fibroze (246). U skupini
zivotinja s fibrozom/cirozom nadena je znacajno povecana ekspresija gena 7gfp! Ciji je produkt jedan
od klju¢nih medijatora fibrogeneze, $to je ocekivan rezultat sukladan dosadasnjim spoznajama o ulozi
TGFB1 u procesu fibrogeneze u jetri (17, 22, 23). Upravo je TGFB1 najzastupljenija izoforma ovog
proteina u zdravoj i fibrotinoj Stakorskoj jetri (63). Znacajno je povecana ekspresija aSma kao

biljega aktivacije HSC koje su glavi izvor stvaranja vezivnog tkiva u jetri (27).

Suprotni rezultati zabiljeZzeni su kod Zzivotinja u fazi oporavka nakon prestanka primjene CCl,
(Kontrola B), tj. u ovoj skupini doslo je do znacajnog smanjenja ekspresije CollAl i aSma gena u
odnosu na kontrolnu skupinu Pokusa A S$to ukazuje na zaustavljanje razvoja patoloskog procesa
fibrogeneze u jetri. lako je u ovoj skupini zabiljezeno i smanjenje ekspresije 7gff! gena razlika u
odnosu na Kontrolu A nije bila znacajna. U fazi oporavka uocena je znacajno povecana ekspresija

gena za Fibromodulin i Chordin. Sukladno ranijim navodima moguce je da Fibromodulin u fazi
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oporavka vezuje TGFP1 koji se nalazi u medustanicnom prostoru onemogucavaju¢i njegove
profibrogene ucinke. Prema nekim studijama TGFB1 dovodi do poveéanog stvaranja Fibromodulina
koji bi onda mogao opisanim mehanizmom djelovati negativnom povratnom spregom u finoj
regulaciji aktivnosti TGFB1 (247). Medutim, u nasem istrazivanju jacine genske ekspresije ovih dviju
molekula su obrnutog usmjerenja, tj. u fazi razvoja fibroze vidi se znaCajan porast Tgffl uz
nesignifikantan porast Fmod ekspresije, dok se u fazi oporavka nakon prestanka toksi¢nog djelovanja
CCl, biljezi znacajan porast Fmod i nesignifikantno smanjenje 7gff1 ekspresije. Isto tako obrnut smjer
jacine genske ekspresije uocava se u odnosu Fmod i CollAl gena. Razloge ovakvim odnosima genske
ekspresije nije moguce sagledati iz rezultata ovog istrazivanja, s obzirom da nedostaju rezultati
proteinske ekspresije ovih molekula u tkivu, dok bi za razumijevanje njihove uloge i medusobnih
interakcija u procesu jetrene fibrogeneze trebalo provesti dodatne in vivo, a vjerojatno i in vitro
eksprerimente s primjenom ovih molekula i/ili njihovih inhibitora. Porast ekspresije Chordina u fazi
oporavka moguce je u uzro¢noj svezi s porastom ekspresije Bmp2 i Bmp4, te mozda predstavlja

regulatorni mehanizam kojim se ograni¢ava njhova pretjerana ekspresija i funkcionalni ucinci (223).

Kako uloga kostanih morfogenetskih proteina u razvoju jetrene fibroze i regeneraciji jetre jos
uvijek nije do kraja razjaSnjena, u ovom smo istrazivanju pratili promjene genske ekspresije nekoliko
¢lanova BMP obitelji. Tijekom razvoja fibroze u jetri znacajno je povecana ekspresija Bmp7 gena, dok
je znacajno smanjena ekspresija samo Bmp4 gena u odnosu na zdrave zivotinje. Nije bilo znacajne
razlike u ekspresiji Bmpl, Bmp2, Bmp6 gena kao niti gena za Chordin koji predstavlja inhibitornu
molekulu za BMP-2 i BMP-4. Uloga BMP-7 u jetri proucavana je u nekoliko studija na misjem
modelu i kod ljudi. Prema rezultatima ovih studija u miSeva se BMP-7 ne stvara u jetri, ali postoje
njegovi receptori na hepatocitima (26). BMP-7 se dominantno stvara u bubregu i kostima. Na misjem
modelu pokazano je kako se sustavnom primjenom rhBMP-7 ubrzava regeneracija jetre nakon
parcijalne hepatektomije, a usporava u slucaju primjene specificnih protutijela na BMP-7 (193).
Takoder se pokazalo da sustavna primjena thBMP-7 proteina znacajno smanjuje razvoj jetrene fibroze
uzrokovane toksi¢nim djelovanjem CCl,; u miSeva, a da se taj ucinak barem dijelom objasnjava
inhibicijom TGFp1 posredovane EMT hepatocita (26). Nasuprot kod bolesnika s kronicnom bolesti
jetre nadene su znacCajno povisene vrijednosti cirkuliraju¢eg BMP-7 u plazmi u odnosu na zdrave
osobe, s tim da su najviSe vrijednosti zabiljezene u bolesnika s cirozom u Child C stadiju (206).
Imunohistokemijskom analizom biopsijskog uzorka humane jetre nadena je povecana ekspresija BMP-
7 proteina u bolesnoj jetri, pri ¢emu su hepatociti bili glavni izvor BMP-7. U in vitro dijelu pokusu
transfekcijom humanih HSC adenovirusom koji kodira sintezu BMP-7 doslo do povecane proliferacije
HSC, te ekspresije mRNA 1 proteina kolagena tip 1 i fibronektina §to bi ukazivalo na profibrogeni
uc¢inak BMP-7. Postoje dakle proturjecni rezultati o djelovanju BMP-7 u jetri, za sada bez jasnog
objasnjenja za navedene razlike. U naSoj studiji zabiljeZen je znacajan porast ekspresije mRNA za

BMP-7 kod s$takora koji su razvili cirozu u odnosu na zdrave Stakore. Imunohistokemijskom analizom
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BMP-7 nije detektiran u zdravoj jetri, dok je u ciroticnoj jetri nadena blaga ekspresija, no razlika nije
bila statisticki znacajna. Medutim, u fazi oporavka nakon 4 tjedna od prestanka davanja CCly
(Kontrola B) uoCava se znacajan pad ekspresije gena za BMP-7. Dakle, za vrijeme toksi¢nog
djelovanja i razvoja fibroze dolazi do povecane ekspresije Bmp7 gena, a nakon prestanka toksi¢nog
djelovanja njegova se ekspresija smanjuje. Povecana genska ekspresija na kraju toksi¢nog djelovanja u
funkcionalnom smislu moze se protumaciti kao mehanizam koji posreduje razvoju jetrene fibroze, no i
kao kompenzatorno povecanje ekspresije u cilju oponiranja Stetnim ucincima toksina na jetru. Kao $to
se pokazalo u daljnjoj analizi prevencijskog i terapijskog dijela pokusa sustavnom primjenom rhBMP-
7 u znacajnoj mjeri smanjena je koli¢ina vezivnog tkiva u jetri i ekspresija gena za kolagen tipa 1,
TGFB1 i aSMA kao aktivacijskog biljega HSC. 1z toga se moze zakljuciti da povecana ekspresija
Bmp7 u cirozi predstavlja kompenzatorni odgovor na oStecenje jetre i da djelovanjem BMP-7 dolazi
do smanjene aktivacije HSC, smanjene produkcije TGFB1 kao jednog od glavnih medijatora

fibrogeneze u jetri, te smanjene sinteze kolagena tipa 1.

U naSem istrazivanju uocava se znacajno snizenje ekspresije Bmp4 gena u Zivotinja izlozenih
djelovanju CCl, (Kontrola A) u odnosu na negativnu kontrolu, dok sniZenje ekspresije Bmp2 nije bilo
znac¢ajno. Suprotno tome, u fazi oporavka jetre nakon prestanka primjene CCl, uocili smo znacajan
porast ekspresije Bmp2 i Bmp4 gena u odnosu na kontrolnu skupinu Pokusa A. Iz ranijih studija
poznato je da BMP-4 regulira proliferaciju i diferencijaciju jetrenog pupoljka u embrionalnom razvoju,
kao 1 da se ekspresija BMP-4 pojacava u Stakorskoj jetri nakon podvezivanja zajedni¢kog zu€ovoda, te
da BMP-4 dovodi do aktivacije HSC u tom modelu jetrene lezije (179, 193, 202, 203). Ekspresija
molekule BMP-2 izrazena je u odrasloj zdravoj jetri i negativno utjece na proliferaciju hepatocita. Na
Stakorskom modelu uoc€eno je smanjenje njegove ekspresije nakon parcijalne hepatektomije $to
ukazuje da je takva supresija bitna radi osiguranja normalne proliferacije hepatocita. Takoder je
dokazano da BMP-2 inhibira proliferaciju Huh7 stanica hepatoma (65). Nasi rezultati sugeriraju da
tijekom toksi¢nog djelovanja i fibrogeneze dolazi do smanjenja, a u fazi oporavka jetre do porasta
ekspresije Bmp2 i Bmp4, iz Cega se vidi da je dinamika njihove ekspresije suprotnog predznaka u
odnosu na dinamiku ekspresije Bmp7. Izgleda da se ekspresija Bmp7 pojacava u tijeku razvoja jetrene
lezije i fibrogeneze u cilju aktivnog suprostavljanja negativnim ucincima toksi¢nog djelovanja CCly,
dok se Bmp2 i Bmp4 aktiviraju nakon prestanka djelovanja etiopatogenetskog ¢imbenika i mozda u toj
fazi poticu regeneraciju jetre barem u Stakorskom modelu jetrene lezije uzrokovane djelovanjem CCly.
Ocito postoje za sada donekle proturjecni rezultati o ulozi BMP-2 i BMP-4 u jetri, te bi u cilju
definiranja njihove uloge bilo potrebno napraviti istrazivanja s primjenom rekombinantnih BMP-2 i
BMP-4 proteina te na njih specifi¢nih protutijela na razli¢itim modelima jetrene lezije in vivo i in
Vitro.

U ovom radu po prvi put analizirana je uloga BMP-1 u procesu fibrogeneze u jetri. Kod

zivotinja koje su razvile cirozu kao posljedicu toksi¢nog djelovanja CCl, uocena je poveéana
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ekspresija Bmp1 gena, no razlika nije bila znac¢ajna u odnosu na zdrave zivotinje. Medutim, u fazi
oporavka (Kontrola B) doslo je do znaCajnog snizenja njegove ekspresije. Kao i za prethodno
analizirane gene tako je i za BmpI uocena suprotna dinamika genske ekspresije ovisno o promatranoj
fazi evolucije jetrene lezije. lako bi se u fazi aktivnog toksi¢nog djelovanja i razvoja fibroze mogao
oc¢ekivati znacajan porast ekspresije Bmp1 to nije uoceno. Medutim, u fazi oporavka u kojoj se ocekuje
smanjenje/zaustavljanje procesa fibrogeneze, doslo je do znacajnog smanjenja ekspresije Bmpl gena
pokazujuci paralelnu dinamiku kretanja s ekspresijom CollA1 i aSma gena. Ova zadnja opservacija
sukladna je bioloskoj ulozi BMP-1 molekule kao metaloproteinaze koja ima zna¢ajnu ulogu u
procesiranju nezrelog kolagena (213, 222). Prestankom djelovanja profibrogenog Stetnog agensa
smanjuje se aktivacija HSC i sinteza prokolagena, $to vjerojatno negativnom povratnom spregom
putem za sada nedovoljno poznatih mehanizama utjece na smanjenje ekspresije gena za BMP-1.
Imunohistokemijskom analizom nije nadena znacajna razlika u tkivnoj ekspresiji BMP1-3 izoforme
proteina izmedu zdravih zivotinja, zZivotinja s cirozom i onih u fazi oporavka. Ovaj
imunohistokemijski rezultat treba interpretirati s oprezom, budu¢i da BMP 1-3 predstavlja samo jednu
od poznatih 6 izoformi koje nastaju procesiranjem originalnog genskog transkripta mRNA za BMP-1,
Sto je tkivno specifi¢an proces koji dovodi do stvaranja razlicitih izoformi BMP-1 proteina u razli¢itim
organima (220). U naSem istrazivanju analizirana je ekspresija BMP1-3 izoforme proteina u jetri
temeljem pozitivnog imunohistokemijskog nalaza dobivenog na humanoj embrionalnoj jetri (221), kao
i najnovijih spoznaja o tome da se BMP 1-3 nalazi u cirkulaciji radi cega se moZze pretpostaviti da
upravo ova izoforma ima znacajnu ulogu u homeostazi razlicitih tkiva i organa. Medutim, to nuzno ne
znaci da je upravo ova izoforma znacajno zastupljena u Stakorskoj jetri, te u razli¢itim fazama
zivotnog vijeka kao i u razli¢itim fazama odvijanja patoloskog zbivanja u jetri.

U procesu razvoja jetrene lezije i fazi oporavka uocena je povecana ekspresija Bmp6 gena, no
ona nije bila statisticki znacajna u odnosu na kontrolne skupine. 1z toga bi se dalo zakljuciti kako
BMP-6 nema znacajnu ulogu u navedenom patofizioloskom procesu. Medutim, prema ranijim
studijama ekspresija BMP-6 zabiljeZena je u Stakorskoj jetri gdje ga produciraju HSC i Kupferove
stanice, a u kulturi HSC uocena je njegova povecana ekspresija na poticaj TGF- B1, te je zaklju¢eno da
bi BMP-6 mogao imati ulogu u regeneraciji jetre. (204). Uloga BMP-6 posebno je istrazena u
hemokromatozi, gdje se njegovom primjenom kod BMP-6 knock-out miSeva uocila povecana
ekspresija hepcidina u jetri ¢ime se smanjuje resorpcija Zeljeza iz probavnog sustava (205). Kako je
zeljezo jedan of faktora oksidativnog stresa i kako je poznato da u mnogim kroni¢nim bolestima jetre
postoji poveéana akumulacija Zeljeza u jetri moze se pretpostaviti da bi primjena BMP-6 proteina
mogla smanjiti tkivno o$te¢enje smanjujuéi apsorpciju Zeljeza i njegov dotok u jetru.
Imunohistokemijskom analizom jac¢ine ekspresijskog signala BMP-6 proteina u tkivu jetre takoder nije
nadena znac¢ajna razlika izmedu zdravih Zivotinja, Zivotinja s cirozom (Kontrola A) i zivotinja u fazi

oporavka (Kontrola B).
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Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je analizirati u¢inke sustavne primjene BMP-7 proteina i
protutijela na BMP1-3 na preZivljenje Zivotinja, biokemijske parametre jetrene lezije i razvoj fibroze u
jetri. Temeljem naprijed citiranih studija postoje proturje¢ni podaci o fiziologiji BMP-7 i njegovoj
ulozi u kontekstu procesa fibrogeneze u jetri. Nije dovoljno proucena niti fizioloSka uloga BMP-1 u
jetri kao ni njegovo ponasanje tijekom razvoja jetrene lezije i fibrogeneze. U prevencijskom dijelu
pokusa (Pokus A) nije bilo razlike u prezivljenju izmedu kontrolne i intervencijskih skupina jer su sve
zivotinje u svim skupinama prezivjele do kraja pokusa. Nije uo¢en znacajan ucinak terapijskih
modaliteta na serumske vrijednosti aminotransferaza i albumina, dok je bilirubin bio znacajno nizi u
skupinama koje su dobivale BMP-7, BMP1-3Ab u dozi 15ug/kg i kombiniranu terapiju BMP-7 +
BMP1-3Ab (obje koncentracije protutijela) u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,001). Doze BMP1-
3Ab koje su koriStene u ovom istrazivanju definirane su na temelju rezultata njihove primjene u
Stakorskom modelu bubreznog zatajivanja gdje su bile u¢inkovite u korekciji pokazatelja bubrezne
funkcije, poboljSanju prezivljenja zivotinja, te redukciji fibroze u bubrezima. Sumarnom analizom
podataka o zastupljenosti fibroze u jetri moze se zakljuciti da i BMP-7 i BMP1-3Ab u visoj dozi
(15pg/kg), te njihova kombinacija pokazuju antifibrozno djelovanje. Pri tom u patohistoloskom smislu
razvoj ciroze (fibroza napreduje do stadija septalne-premostavajuce fibroze). Isto vrijedi za BMP-7 u
lijevom reznju, dok u SR BMP-7 kod dijela Zivotinja zaustavlja fibrogenezu u stadiju septalne fibroze
(2-3/4) dok se kod drugih razvija pocetna ciroza. Osim patohistoloski definiranog stadija fibroze
znacajne prognosticke implikacije ima i koli¢ina vezivnog tkiva u jetri (239) koja moZze znacajno
varirati unutar istog histoloskog stadija, pa je ona posebno kvantificirana primjenom morfometrijske
analize relativne zastupljenosti kolagena u preparatu. Rezultati morfometrijske analize pokazali su
konzistentno za oba jetrena reznja znacajan antifibrozni u¢inak BMP-7, BMP1-3Ab u viSoj dozi, te
njihove kombinacije u odnosu na kontrolnu skupinu. Najjaci antifibrozni u¢inak procijenjen ovom
metodom pokazuje BMP-7, te je on znacajno ucinkovitiji u prevenciji razvoja fibroze od kombinirane
terapije ukoliko se morfometrijski analizira lijevi rezanj (p<0,001), dok u srednjem reznju nije bilo
razlike izmedu ovih dvaju modaliteta (p=0,095). Nije nadena statisticki znacajna razlika u
ucinkovitosti antifibroznog djelovanja izmedu BMP-7 i vise doze BMP1-3Ab za oba reznja (p=0,056
za LR 1p=0,063 za SR). Izostao je u¢inak male doze monoterapije BMP1-3Ab i kombinirane terapije
BMP-7 + BMP1-3Ab u maloj dozi pri ¢emu se kod prve ¢ak biljezi blago povecanje koli¢ine kolagena
u odnosu na kontrolnu skupinu, no razlika nije bila statisticki znac¢ajna.

Rezultati odredivanja koncentracije hidroksiprolina medu skupinama odudaraju od
patohistoloskih i rezultata morfometrijske analize. Razlog tome je vjerojatno metodoloske prirode.
Naime, kako se hidroksiprolin odreduje iz homogenizata tkiva jetre obaju reZznjeva, te kako je
nemoguce prilikom uzorkovanja biti siguran da se u preparatu ne nalazi neka veca krvna zila, postoji
mogucnost da koli¢ina kolagena iz stijenke takve zile u bitnoj mjeri utjeCe na rezultat izmedu

pojedinih Zivotinja. Zbog toga je moguce da odredivanje hidroksiprolina nije dovoljno osjetljiva
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metoda za uocavanje finih razlika u kolicini vezivnog tkiva u jetri, o ¢emu postoje i literaturni navodi
(241, 242) no ipak moze posluziti za grublju orjentaciju, jer se primjerice pokazalo da postoji znacajna
razlika izmedu zdravih Zivotinja i kontrolnih Zivotinja s cirozom. Morfometrijskom analizom
izbjegavaju se problemi koji limitiraju vrijednost metode odredivanja hidroksiprolina jer je moguce na
preparatu prepoznati presjeke kroz vece krvne zile, te analizom obuhvatiti samo parenhimske
promjene ¢ime se dobivaju precizni podaci o koli¢ini tkivne fibroze.

Analiza genske ekspresije provedena je usporedbom pojedinih intervencijskih sa kontrolnom
skupinom prevencijskog dijela pokusa. Znacajna razlika u jacini genske ekspresije izmedu skupina
uocena je za gene CollAl, Tgfpl, aSma, Fmod, Chordin, Bmp2, Bmp4 i Bmp6 (za sve p<0,01), dok
nije bilo razlike za Bmp1 i Bmp7 gen. Sukladno rezultima morfometrijske analize primjena BMP-7
proteina dovela je do znacajnog smanjenja ekspresije CollAl, Tgff1 i aSma gena, te se moze
zakljuciti da se antifibrozni u¢inak BMP-7 ostvaruje njegovim inhibitornim djelovanjem na HSC,
ekspresiju TGFp1 i sintezu kolagena, pri cemu smanjenje sinteze kolagena moguce nastaje posredno
kao posljedica smanjenja aktivacije HSC.

Primjenom BMP1-3Ab u vi$oj dozi znacajno se smanjuje ekspresija Col/lA1 i Tgfj1, dok
izostaje ucinak na ekspresiju aSma gena. Istovremeno mala doza BMP1-3Ab znacajno smanjuje samo
ekspresiju Tgffl gena, dok nema znacajnog ucinka na jacinu ekspresije CollA1 i aSma gena pri Cemu
se kod posljednjeg uocava trend porasta u odnosu na kontrolnu skupinu. Imunohistokemijskom
analizom tkivne ekspresije BMP1-3 proteina nadena je znacajna razlika izmedu skupina (p=0,005) s
tim da je u svim skupinama tim putem odredena koli¢ina proteina u tkivu bila mala, tj. u rasponu od 0-
1 bod na skali od 0-3. U niti jednoj od intervencijskih skupina nije uo¢eno znacajno smanjenje tkivne
ekspresije BMP1-3 proteina u odnosu na kontrolnu skupinu. Kako je medijan ekspresije u kontrolnoj
skupini bio 0,5, to je u post-hoc analizi uo¢ena znacajna razlika izmedu pojedinih intervencijskih
skupina medusobno, jer je kod nekih doslo do smanjenja jaCine signala u odnosu na kontrolu
(primjerice u skupini tretiranoj s BMP-7 gdje je medijan ekspresije BMP1-3 bio 0), a kod drugih do
pojacanja (obje skupine koje su dobivale kombiniraju terapiju s razli¢itim dozama BMP1-3Ab).
Neocekivano, kod primjene nize doze BMP1-3Ab (2,5ug/kg) nadena je slabija jacina signala za
BMP1-3 protein u jetri (medijan 0) u odnosu na visu dozu (medijan 1). Kod primjene nize doze
BMP1-3Ab jacina signala u tkivu (medijan 0) bila je znac¢ajno manja u odnosu na monoterapiju viSom
dozom protutijela (medijan 1), te kombiniranu terapiju s obje doze protutijela (medijan 1 za obje
doze). Analizom ekspresije Bmpl gena nije nadena razlika izmedu svih skupina koje se ukljucene u
prevencijski dio pokusa, iako se uo¢ava nesto niza vrijednost genske ekspresije u skupini koja je
dobivala BMP1-3Ab u niskoj dozi. Temeljem ovih rezultata, kao i rezultata morfometrijske analize
moglo bi se zaklju¢iti da se u¢inci BMP1-3Ab u prevenciji razvoja jetrene fibroze razlikuju ovisno o
primjenjenoj dozi. Doza BMP1-3Ab 2,5 pug/kg nema antifibrozni ucinak, tj. cak dovodi do blazeg
povecanja koli¢ine kolagena u odnosu na kontrolnu skupinu. Pri tom ova doza protutijela znacajnije

smanjuje tkivnu ekspresiju BMP1-3 proteina u odnosu na dozu od 15 ug/kg, dok ekspresija Bmpl

86



gena, iako niza, nije znacajno razli¢ita u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod primjene ove doze
protutijela znacajno se smanjuje ekspresija Tgff1 gena, dok se ekspresija Coll4l i o.Sma gena
znac¢ajno ne mijenjaju iako se uocava trend porasta ekspresije aSma gena. Suprotno tome primjena
BMP1-3Ab u dozi 15 pg/kg ima znacajno antifibrozno djelovanje usporedivo s onim koje pokazuje
BMP-7. Pri tom se kod primjene ove doze BMP1-3Ab znac¢ajno smanjuje ekspresija CollAl i Tgf51
gena, dok nema znacajne razlike u ekspresiji aSma i Bmpl gena u odnosu na kontrolnu skupinu.
Moze se zakljuciti da antifibrozni uinci protutijela na BMP1-3 nastaju kao posljedica inhibicije
djelovanja BMP1-3 proteina u procesu sazrijevanja kolagena, te su vjerojatno posredovani i
promjenama na genskoj razini jer dovode do smanjenja ekspresije gena za kolagen tipa 1 1 TGFp1,
dok nemaju ucinka na aktivaciju HSC. Iz ovih rezultata ne moze se jasno pretpostaviti mehanizam koji
bi povezao inhibiciju BMP1-3 proteina i u€inke primjene protutijela na genskoj razini, no €ini se da
oni nisu u svezi s koli¢inom proteinske ekspresije (ili jaCinom inhibicije) BMP1-3 u jetri, ve¢ se to
djelovanje moguée odvija posredovanjem drugih molekula i mehanizama. Za razjasnjenje ovih
nepoznanica trebalo bi primijeniti jos osjetljivije metode za proucavanje proteinske ekspresije na
tkivnoj i stani¢noj razini, primjerice Western-blot ili proteomske metode zasnovane na masenoj
spektrometriji, te istraziti zastupljenost pojedinih izoformi BMP-1 proteina u odrasloj Stakorskoj jetri i
dinamiku njihove genske i proteinske ekspresije u procesu fibrogeneze nativno i u prisutnosti
inhibirajucih protutijela.

Najveca i ujedno statisticki jedino znacajna ekspresija gena za Fibromodulin zabiljezena je u
skupini koja je dobivala kombiniranu terapiju BMP-7 + BMP1-3Ab u dozi 15 pg/kg koja je ujedno i
skupina u kojoj je zabiljeZen najbolji antifibrozni u¢inak ukoliko se fibroza kvantificira kategorijski
kao histoloski stadij, te znacajan ucinak ukoliko se fibroza kvantificira morfometrijski. Nije jasno
zaSto u drugim skupinama koje su pokazale znacajan antifibrozni uc¢inak (BMP-7, BMP1-3Ab u vi$oj
dozi) takoder nije doslo do znaCajnog porasta ekspresije Fmod gena iako je kod primjene BMP-7
proteina ekspresija Fmod gena bila visa (3x) u odnosu na kontrolnu skupinu, ali nije dostigla
statisticku znacajnost (p=0,067).

Nije bilo znacajne razlike u ekspresiji Bmp7 gena medu skupinama, dok je
imunohistokemijski postojala razlika u jacini tkivnog signala za BMP-7 protein na nacin da je on bio
znacajno jaci u kontrolnoj skupini u odnosu na sve ostale. Ipak, ovdje treba uociti da su apsolutne
vrijednosti ja¢ine tkivnog signala bile vrlo male, tj. u kontrolnoj skupini medijan je bio 0,5 (na skali
0-3) a u svim ostalim skupinama 0. Prema ranijim studijama u mis$joj i Stakorskoj jetri nema endogene
ckspresije BMP-7 ili je ona vrlo mala, no radi se o podacima dobivenim na zdravoj jetri, dok ekpresija
Bmp7 gena nije ispitivana u jetri s razvijenom fibrozom (26, 193). Prema citiranim studijama na
animalnom modelu BMP-7 ima antifibrozno i regeneratorno djelovanje na jetru, dok rezultati dobiveni
u jedinoj studiji na humanim uzorcima govore u prilog njegovom profibrogenom djelovanju (206).
Nasi rezultati ukazuju da u tijeku toksi¢ne lezije jetre i fibrogeneze dolazi do znacajnog porasta genske

ckspresije BMP-7, dok je tkivna ekspresija analizirana imunohistokemijski nesto vec¢a u odnosu na
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kontrolu, ali ne doseze statisticku znacajnost (p=0,078). Primjenom razlicitih terapijskih modaliteta ne
dolazi do daljnjeg porasta ekspresije Bmp7 gena, dok se proteinska ekspresija smanjuje. lako postoji
jos nepoznanica vezanih uz fiziologiju BMP-7 u jetri iz navedenih rezultata moglo bi se zakljuciti da
je genska i proteinska ekspresija BMP-7 u zdravoj jetri vrlo mala, u tijeku jetrene lezije i fibrogeneze
dolazi do znacajnog porasta ekspresije Bmp7 gena i blazeg, nesignifikantnog porasta BMP-7 proteina
vjerojatno kao reparatorni odgovor na jetrenu leziju jer je prema vecini citiranih studija, ukljucivo i
nasoj pokazano antifibrozno djelovanje BMP-7. Porast genske ekspresije BMP-7 tijekom toksi¢ne
lezije jetre i fibrogeneze endogeno je uvjetovan patofizioloskim procesom i na njega se ne moze
dodatno djelovati primjenom rhBMP-7 proteina, BMP1-3Ab ili njihove kombinacije.

U odnosu na kontrolnu skupinu u svim intervencijskim skupinama osim one koja je dobivala
BMP-7 doslo je do znacajnog smanjenja ekspresije Bmp6 gena. S obzirom da sve ostale skupine
ukljucuju terapiju jednom od doza BMP1-3Ab moglo bi se zakljuciti da je jedan od ucinaka koji se
ostvaruje djelovanjem BMP1-3Ab posredovan smanjenjem ekspresije Bmp6 gena. Kako navedene
terapijske skupine imaju razli¢ite ucinke na fibrogenezu, a sam BMP-6 vjerojatno nema izravnog
utjecaja na taj proces, ostvarene promjene u genskoj ekspresiji BMP-6 vjerojatno nisu relevantne za
razvoj jetrene fibroze. Imunohistokemijskom analizom nije nadena znacajna razlika u jacini signala
BMP-6 proteina u jetri izmedu navedenih skupina (medijan jacine signala=0 za sve skupine).

Ekspresija Bmp2 gena bila je znacajno niza u odnosu na kontrolu u skupinama koje su
dobivale BMP1-3Ab u dozi 15pg/kg i kombiniranu terapiju BMP-7 + BMP1-3Ab u navedenoj dozi,
dok razlika nije bila znacajna izmedu ostalih intervencijskih i kontrolne skupine. Iz ovih rezultata
dalo bi se zakljuciti da jedan od puteva kojim BMP1-3Ab u vi$oj dozi ( kao i njegova kombinacija s
BMP-7) ostvaruje svoje antifibrozno djelovanje ukljucuje i ucinak na ekspresiju Bmp2 gena, no ostaje
otvoreno pitanje mehanizma kojim se ta interakcija odvija. Ekspresija Bmp4 gena bila je znacajno visa
u skupini koja je dobivala malu dozu BMP1-3Ab i kombiniraju th. BMP-7 + visa doza BMP1-3Ab,
dok se u ostalim skupinama nije razlikovala od kontrole. Ekspresija gena za chordin koji je endogeni
inhibitor aktivnosti BMP-2 i BMP-4 molekula bila je znacajno jaca jedino u skupini koja je dobivala
kombiniranu terapiju s viSom dozom BMP1-3Ab. Sumarnom analizom ekspresijskih rezultata ova 3
gena vidi se da je jedino u skupini koja je dobivala kombiniranu th. s viSom dozom BMP1-3Ab doslo
do znacajne promjene genske ekspresije svih triju gena $to bi ukazivalo da se u ovoj terapijskoj
skupini dio uo¢enog antifibroznog u¢inka odvija posredovanjem Bmp2, Bmp4 i gena za Chordin.

Zadnji dio istrazivanja odnosio se na analizu potencijalne u¢inkovitosti BMP-7 i/ili BMP1-
3Ab na izazivanje regresije jetrene fibroze nakon prestanka primjene CCly. Nije bilo razlika u
prezivljenju izmedu skupina, tj. sve Zivotinje prezivjele su cijelo vrijeme trajanja pokusa. Nakon 4
tjedna od prestanka primjene CCl, nije bilo znacajne razlike u vrijednostima biokemijskih pokazatelja
jetrene lezije (AST, ALT, bilirubin, albumin) izmedu sve 4 skupine, §to znaci da primjenjeni terapijski
modaliteti nisu imali zna¢ajnog utjecaja na ove parametre u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja

koja nije dobivala nikakvu terapiju i kod koje se pratio prirodan tijek bolesti. Takoder nije bilo niti
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razlike izmedu skupina u prosje¢nom stadiju fibroze (medijan=4 za svaku od skupina) za oba reznja
jetre, niti je bilo znacajne varijabilnosti u stadiju fibroze izmedu reznjeva u istoj skupini. Tek su se
morfometrijskom analizom koli¢ine vezivnog tkiva, tj. kolagena u jetri uocile znacajne razlike medu
skupinama uklju¢enim u ovaj dio pokusa. U odnosu na kontrolnu skupinu, kod sve tri intervencijske
skupine uoceno je znacajno snizenje koli¢ine kolagena u LR jetre, s tim da je ono bilo najizrazenije u
skupini koja je dobivala BMP-7, pri cemu je statisticki znacajna razlika bila izmedu skupine koja je
dobivala BMP-7 i skupine koja je dobivala BMP1-3Ab (p=0,041). U srednjem reznju znacajna
redukcija koli¢ine vezivnog tkiva uocava se kod skupine koja je dobivala BMP-7 i kombiniranu
terapiju, ponovo s najboljim u¢inkom BMP-7, a on je bio znacajno bolji u odnosu na druge dvije
intervencijske skupine (p<0,001 prema BMP1-3Ab i p=0,008 prema kombiniranoj th.). Nije bilo
statisticki znacajne razlike u koncentraciji hidroksiprolina izmedu skupina, makar je u skupini koja je
dobivala kombiniranu terapiju uocen najveci trend pada u odnosu na kontrolu (17,84 vs 22,94ug/g).
Sumarno, ovi podaci nam govore da nakon prestanka primjene toksina i uvodenja terapije u periodu od
4 tjedna dolazi do regresije fibroze, $to se oCituje smanjenjem koli€ine vezivnog tkiva, no bolest i dalje
ostaje u predterapijskom stadiju, koji je u ovom slucaju ciroza. U analizi regresije fibroze klju¢nu
ulogu imala je morfometrijska analiza, jer se samo na taj nac¢in mogla uociti regresivna dinamika
zbivanja u jetri nakon uvodenja terapije. Klasiénom patohistoloSkom procjenom uznapredovalosti
fibroze koriStenjem stadija kao kategorijske varijable, mogao bi se ste¢i dojam da je primjenjena
terapija neucinkovita. No, kao $to je ve¢ naglaseno, dijagnoza ciroze ne opisuje i njen stadij, tj. unutar
patohistoloskog entiteta ciroze postoji veliki raspon unutar kojega se nastavljaju odvijati patofizioloski
procesi, a portalna hipertenzija koja dobro korelira s prognozom bolesti, takoder pokazuje dobru
korelaciju s koli¢inom vezivnog tkiva u jetri procjenjenom morfometrijski (239). Slijedom takvog
razmi$ljanja evidentno je da BMP-7 i kombinirana terapija BMP-7 + BMP1-3Ab u dozi 2,5 pg/kg
imaju antifibrozno djelovanje i dovode do regresije fibroze kod Zivotinja s ve¢ razvijenom cirozom, a
nakon $§to je prethodno uklonjen etioloski agens odgovoran za nastanak ciroze. Samo uklanjanje
etioloskog agensa ne dovodi do znacCajne regresije fibroze u promatranom periodu od 4 tjedna. Ovaj
podatak je znacajan za ona stanja u kojima se ve¢ razvila ciroza, a moguce je eliminirati uzro¢nika
jetrene bolesti, tipican primjer bio bi alkoholna bolest jetre. S obzirom na rezultate iz prevencijskog
dijela istrazivanja moguée je da bi se opisani antifibrozni u¢inak vidio i kod onih oblika ciroze gdje
nije eliminiran uzro¢ni agens, no odgovor na to mogla bi dati jedino na takav na¢in dizajnirana studija.
U razmatranju rezultata regresije fibroze koji su dobiveni u ovom istrazivanjuu treba uzeti u obzir
¢injenicu da je veéina Zivotinja prilikom randomizacije vjerojatno imala jetrenu leziju u stadiju
pocetne ciroze i da je period intervencije nakon prestanka primjene CCly bio relativno kratak.
Predterapijski stadij fibroze kod Zivotinja koje su ukljucene u terapijski dio pokusa procijenjen je na
temelju rezultata patohistoloske analize jetre zivotinja iz kontrolne skupine Pokusa A koje su kroz 14
tjedana pod istim uvjetima dobivale CCl, kao i sve Zivotinje koje ¢e biti randomizirane i uklju¢ene u

terapijski dio pokusa. S obzirom da je kod Zivotinja iz skupine Kontrola A nakon 14 tjedana primjene
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CCl, medijan stadija fibroze po Nanji bio 4/4, tj. ciroza (7/8 zivotinja, a 1 je bila u stadiju 3/4) onda se
smatralo da su i sve Zivotinje koje su ukljucene u Pokus B imale isti histoloski stadij, tj. medijan
stadija 4. Relativno kratak terapijski period od 4 tjedna izabran je zbog toga §to se prema ranijim
studijama na Stakorskom modelu toksic¢ne lezije jetre unutar prvih 8§ tjedana od prestanka primjene
toksi¢nog agensa odigraju prakti¢no sve bitne reparatorne promjene u jetri: dolazi do stanjenja i
djelomi¢nog kidanja vezivnih septuma, te regeneracije hepatocita sa stvaranjem makronodula umjesto
mikronodula (120). Nakon 8 tjedana ne nastupaju bitnije regresivno-reparatorne promjene, a septalna
fibroza s neovaskularizacijom vezivnih septuma ostaje trajna, ireverzibilna posljedica ranijeg
zbivanja, tj. ciroze. Kra¢im opservacijskim periodom pokusali smo zabiljeziti promjene u jetri za
vrijeme dok se one jo$ aktivno odvijaju. Drugi razlog odabira perioda od 4 tjedna za trajanje ovog
dijela pokusa bio je iz opreza da kod duZeg trajanja ne bi doslo do znacajnije smrtnosti zivotinja, §to bi
onda potencijalno onemogucilo valjanu analizu rezultata. Razlog za oprez moze se naci u €injenici da
je prethodno trajanje primjene toksina ve¢ bilo prilicno dugo, medu najduzima u komparaciji s ostalim
studijama koje su koristile ovaj model izazivanja jetrene lezije, a do sada nije ispitano djelovanje
molekula BMP-7 i BMP1-3Ab kod zivotinja s cirozom (koje je moglo biti i potencijalno toksicno).

U ovom dijelu pokusa uocena je znacajna razlika medu skupinama u ekspresiji CollA1, Tgfpl,
oaSMA, Fmod, Bmpl i Bmp7 gena dok za gene Chordin, Bmp2, Bmp4 i Bmp6 nije bilo razlike izmedu
skupina. Primjena BMP-7 dovela je do znacajnog smanjenja ekspresije CollAl, Tgfp1, aSMA i Bmpl
gena, dok nije imala u¢inka na ekspresiju ostalih navedenih gena. Zajedno s rezultatom
morfometrijske analize moze se zakljuciti da antifibrozno djelovanje BMP-7 kod ve¢ razvijene ciroze
ostvaruje inhibicijom aktivacije HSC, djelovanja TGFB1 i smanjenjem sinteze kolagena koja je
moguce posljedica prvih dvaju u¢inaka. Takoder je inhibirana ekspresija Bmp! gena §to je ucinak koji
nije zabiljeZen u prevencijskom dijelu pokusa i koji bi takoder mogao doprinositi smanjenju stvaranja
kolagena. Monoterapija s BMP1-3Ab u dozi 2,5ng/kg pokazala se u¢inkovitom u smanjenju fibroze
samo u lijevom reznju, a na genskoj razini dovela je do smanjenja ekspresije samo 7gff gena, dok je
doslo do porasta ekspresije Fmod i Bmp7 gena. Kako niti imunohistokemijski nije nadena znacajna
razlika u jacini signala tkivne ekspresije BMP1-3 proteina izmedu skupina ovog dijela pokusa, ocito se
odredeno antifibrozno djelovanje BMP1-3Ab koje je uoceno u LR jetre ne moze objasniti smanjenim
uc¢inkom samog BMP1-3 proteina, dok za utjecaj na ekspresiju ostalih navedenih gena vrijede
objasnjenja navedena naprijed u dijelu gdje je razmatran antifibrozni u¢inak BMP1-3Ab u
prevencijskom dijelu pokusa. Kombinirana terapija s BMP-7 i BMP1-3Ab postigla je znacajan
antifibrozni u¢inak, a na genskoj razini uoc¢ava se smanjena ekspresija CollA1 i Tgff1 gena, dok na
ostale analizirane gene nije imala ucinka.

Ekspresija Bmp6 gena i proteina u tkivu jetre nije se zna¢ajno razlikovala izmedu skupina
ukljucenih u terapijski dio pokusa, pa se jednako kao i za prevencijski dio moze zakljuciti da BMP-6
nema znacajnu ulogu u razvoju niti regresiji jetrene fibroze, te da primjena BMP-7 proteina i BMP1-

3Ab ne djeluju na njegovu ekspresiju.
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Zakljuéno, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu kostanih morfogenetskih
proteina i srodnih molekula u procesu razvoja jetrene fibroze i njene regresije nakon prestanka
djelovanja Stetnog agensa. U tijeku razvoja jetrene fibroze dolazi do zna¢ajnog povecanja ekspresije
Bmp?7 gena §to vjerojatno predstavlja obrambeni mehanizam jer se primjenom BMP-7 proteina u
znacajnoj mjeri smanjuje odlaganje kolagena u jetri, aktivacija hepati¢nih stelatnih stanica i ekspresija
TgfB1 kao jednog od kljucnih medijatora u ovom procesu. U fazi oporavka jetre nakon prestanka
Stetnog djelovanja dolazi do znacajnog smanjenja ekspresije Bmp7 gena. Suprotno tome, ekspresija
Bmp?2 i Bmp4 gena smanjuje se za vrijeme razvoja fibroze, a znacajno povecava u fazi oporavka jetre.
Temeljem rezultata genske ekspresije u razlicitim fazama jetrene lezije i fibrogeneze BMP-6
vjerojatno nema znacéajniju ulogu u ovom procesu. Ekspresija BmpI gena blago je povecana u
zivotinja s cirozom, dok u fazi oporavka dolazi do znacajnog smanjenja njegove ekspresije, Sto se
odvija istosmjerno s ja¢inom ekspresije gena za kolagen, TGFB1 i aSMA, $to je sukladno ulozi BMP-
1 kao metaloproteinaze bitne u procesu sazrijevanja kolagena. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju i na
potencijalne mogucnosti terapijske primjene BMP-7 i protutijela na BMP1-3 u prevenciji razvoja
fibroze, te lijeCenju ve¢ razvijene uznapredovale fibroze/ciroze jetre. Najucinkovitije djelovanje u
prevenciji razvoja fibroze pokazuju BMP-7 i BMP1-3Ab (15png/kg), te njihova kombinacija.
Antifibrozni u¢inci BMP1-3Ab ostvaruju se inhibicijom djelovanja BMP1-3 proteina u procesu
sazrijevanja kolagena, a na transkripcijskoj razini praceni su smanjenom ekspresijom gena za kolagen
tipa 1 1 TGFB1, dok nemaju u€inka na ekspresiju aktivacijskih biljega HSC. Terapijska primjena
BMP-7 i kombinacije BMP-7 + BMP1-3Ab u dozi 2,5 pg/kg (ali ne i monoterapija BMP1-3Ab 2,5
ug/kg) ima znacajno antifibrozno djelovanje dovodeci do regresije fibroze kod zivotinja s ve¢

razvijenom cirozom.
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7. ZAKLJUCCI

1. Nakon 14 tjedana primjene CCl, kod svih Zivotinja dolazi do razvoja ciroze ili uznapredovale
septalne fibroze, Sto je praceno znacajnim porastom ekspresije CollAl, Tgffl 1 aSma gena
odrazavajuci povecanu produkciju kolagena, TGFf1 i aktivaciju hepati¢nih stelatnih stanica. Nakon 4
tjedna od prestanka primjene CCly ne dolazi do znacajne spontane regresije fibroze, ali se biljezi

znacajno smanjenje ekspresije Co/lAl i aSma gena.

2. Za vrijeme toksi¢nog djelovanja i razvoja fibroze dolazi do znacajnog povecane ekspresije
Bmp7 gena, a nakon prestanka toksicnog djelovanja njegova se ekspresija smanjuje.
Imunohistokemijskom analizom BMP-7 nije detektiran u zdravoj jetri, dok je u ciroti¢noj jetri nadena
blaga ekspresija, no razlika nije bila statisticki znacajna. Povecana ekspresija Bmp7 u cirozi vjerojatno
predstavlja obrambeni mehanizam s obzirom da rezultati genske ekspresije ukazuju kako primjena
rhBMP-7 dovodi do smanjene aktivacije HSC, smanjene produkcije TGFB1 kao jednog od glavnih

medijatora fibrogeneze u jetri, te smanjene sinteze kolagena tipa 1.

3. Vremenska dinamika ekspresije Bmp2 i Bmp4 suprotnog je usmjerenja u odnosu na dinamiku
ekspresije Bmp7, tj. smanjena je u tijeku razvoja jetrene lezije i fibrogeneze, a povecava se nakon
prestanka djelovanja etiopatogenetskog ¢imbenika i mozda u toj fazi poticu regeneraciju jetre barem u

Stakorskom modelu jetrene lezije uzrokovane djelovanjem CCly.

4. Ekspresija Bmpl gena blago je povecana u zivotinja s cirozom, dok u fazi oporavka dolazi do
znacajnog smanjenja njegove ekspresije, Sto se odvija istosmjerno s jaCinom ekspresije gena za
kolagen, TGFPBl 1 aSMA, $§to je sukladno ulozi BMP-1 kao metaloproteinaze bitne u procesu

sazrijevanja kolagena.

5. Ekspresija gena i jaCina tkivnog signala za BMP-6 protein ne razlikuju se znacajno tijekom
razvoja jetrene fibroze i u fazi oporavka u odnosu na zdrave zivotinje, iz Cega se moze zakljuciti da

ova molekula nema znacajnu ulogu u procesu fibrogeneze u jetri.

6. U prevencijskom dijelu pokusa primjenom BMP-7, BMP1-3Ab u dozi 15ug/kg, te njihove
kombinacije postignuto je znacajno antifibrozno djelovanje u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja,

pri ¢emu nije bilo znacajne razlike u djelotvornosti izmedu BMP-7 i BMP1-3Ab.

7. Primjena BMP-7 proteina u prevencijskom dijelu pokusa dovela je do znacajnog smanjenja
ckspresije CollAl, Tgfpl i aSma gena, te se moze zakljuciti da se antifibrozni uéinci BMP-7 u jetri

ostvaruju njegovim inhibitornim djelovanjem na HSC, ekspresiju TGFp1 i sintezu kolagena.
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8. Ucinci BMP1-3Ab na razvoj jetrene fibroze i ekspresiju proucavanih gena razlikuju se ovisno
o primjenjenoj dozi. Samo BMPI1-3Ab u dozi 15 pg/kg ima znacajno antifibrozno djelovanje
usporedivo s onim koje pokazuje BMP-7. Antifibrozni u¢inci BMP1-3Ab ostvaruju se inhibicijom
djelovanja BMP1-3 proteina u procesu sazrijevanja kolagena, a na transkripcijskoj razini prac¢eni su
smanjenom ekspresijom gena za kolagen tipa 1 i TGFP1, dok nemaju ucinka na ekspresiju

aktivacijskih biljega HSC.

9. U terapijskom dijelu pokusa uoceno je da BMP-7 i kombinirana terapija BMP-7 + BMP1-3Ab
u dozi 2,5 ng/kg (ali ne i monoterapija BMP1-3Ab 2,5 pg/kg ) imaju znac¢ajno antifibrozno djelovanje

dovodec¢i do regresije fibroze kod Zivotinja s ve¢ razvijenom cirozom.

10. Na temelju rezultata genske ekspresije moze se zakljuciti da je antifibrozno djelovanje BMP-7
kod ve¢ razvijene fibroze posredovano inhibicijom aktivacije HSC, smanjenim stvaranjem TGFf1 i
kolagena, te inhibicijom ekspresije Bmp/ gena Cija promjena nije zabiljeZena u prevencijskom dijelu
pokusa. Kombinirana terapija s BMP-7 i BMP1-3Ab postigla je znaCajan antifibrozni u¢inak uz

uoceno smanjenje ekspresije CollA1 i Tgffil gena.
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8. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Prouciti ulogu kostanih morfogenetskih proteina (BMP) i srodnih molekula
znac¢ajnih za biologiju izvanstani¢nog matriksa ( BMP-1) u procesima razvoja i regresije jetrene

fibroze, kao i moguénost njihove terapijske primjene.

Materijali i metode: Koristen je model eksperimentalno izazvane fibroze jetre u Stakora primjenom
CCl,, U prevencijskom dijelu pokusa Zivotinje su (n=8 po skupini) tijekom 14 tjedana uz CCl,
dobivale i BMP-7, BMP1-3Ab ili njihovu kombinaciju, dok je u terapijskom pokusu ista terapija
davana 4 tjedna Zivotinjama s ve¢ razvijenom cirozom, a nakon prestanka primjene CCly.
Zastupljenost fibroze u jetri analizirana je histoloski, morfometrijski i odredivanjem koncentracije
hidroksiprolina. Za analizu genske ekspresije u jetri koristena je qRT-PCR metoda.

Imunohistokemijski je analizirana ekspresija proteina od interesa.

Rezultati: U cirozi je povecana ekspresija Bmp7 i smanjenja Bmp4 gena, dok u fazi oporavka
znacajno raste ekspresija Bmp2 i 4, a smanjuje se ekspresija Bmpl i 7 gena. U¢inkovitost u prevenciji
razvoja fibroze pokazuju BMP-7 i BMP1-3Ab (15pg/kg), te njihova kombinacija. Primjena BMP-7 i
kombinacije BMP-7 + BMP1-3Ab (2,5 pg/kg) dovodi do znacajne regresije fibroze kod Zivotinja s

cirozom.

Zakljucak: Kostani morfogenetski proteini ukljucuju¢i i BMP-1 igraju znacajnu ulogu u procesu

razvoja i regresije jetrene fibroze, pri cemu BMP-7 i BMP1-3Ab imaju antifibrozno djelovanje.

Kljuéne rijeci: Kostani morfogenetski protein-1; Kostani morfogenetskli protein-7; Ciroza jetre,

eksperimentalna; Regeneracija jetre
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8. SUMMARY

Aims: To analyze the role of bone morphogenetic proteins (BMP) and related molecules ( BMP-1)
during liver fibrosis (LF) development and regression and possibility of their therapeutic

applicability.

Materials and methods: We used exprimental model of CCl,-induced rat LF. In the prevention arm
the animals (8 per group) had recieved BMP-7, BMP1-3Ab or their combination along with CCl, for
14 weeks. In the therepeutic arm the same therapy had been administrated for 4 weeks to rats with
already established cirrhosis following the withdrawal of CCl,. Amount of LF was assessed by
hystological, morphometic analysis and hydroxyproline determination. Gene expression analysis was

performed by qRT-PCR, and protein expression by immunohystochemistry.

Results: Increased Bmp7 and decreased Bmp4 gene expression was detected in cirrhotic liver, while
the signifficant increase of Bmp 2&4 and decrease of Bmp1&7 was observed during the recovery
phase. Effective prevention of LF development was achieved by the administration of BMP-7 or
BMP1-3Ab (15ug/kg), or their combination. Administration of BMP-7 or BMP-7 + BMP1-3Ab (2,5

ug /’kg) combination also led to significant regression of LF in previously cirrhotic rats.

Conclusion: Bone morphogenetic proteins including BMP-1 have important roles during LF

development and regression while BMP-7 and BMP1-3Ab exert antifibrotic effects.

Key Words: Bone Morphogenetic Protein-1; Bone Morphogenetic Protein-7; Liver cirrhosis,

experimental; Liver Regeneration
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