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1. UVOD



1.1. Bubreg

Bubreg je parni organ koji izlu¢uje mokracu. U odrasle osobe tezi oko 120-200 grama,
duzine je oko 11 cm, Sirine oko 5 cm, a debljine oko 3 cm. Smjesten je retroperitonealno, gornja
tre¢ina lezi na dijafragmi, na granici gornje i srednje tre¢ine ukoso kriza 12. rebro, dok je hilus
bubrega u osobe u leze¢em polozaju u visini 2. lumbalnog kraljeska. Uzduzna osovina bubrega
polozena je koso tako da su gornji polovi blize od donjih. Desni bubreg lezi malo nize od lijevog
(1). Bubrezni parenhim je ovijen vezivnom ¢ahurom koja se lako ljusti. Oko vezivne ¢ahure
nalazi se masna kapsula koja bubreg odrzava u normalom polozaju. Preko masne kapsule nalazi
se bubrezna fascija koja se sastoji od subperitonealnog tkiva, a koja ovija bubreg i nadbubreznu
zlijezdu koja je smjeStena uz gornji pol bubrega. I1znad fascije na prednjoj strani oba bubrega
nalazi se peritoneum (1). Bubreg ¢ine medula (lat. medulla renis) 1 kora (lat. cortex renis).
Medularnu supstancu izgraduju bubrezne piramide ¢ija je baza okrenuta prema gore, a vrh
prema hilusu. Kortikalna tvar se dijeli na dvije zone od kojih se pars radiata nastavlja na bazu
piramide 1 sadrzava ravne kanali¢e koji dolaze iz piramida, a preostali gornji dio kore je pars
convoluta i sadrzava glomerule (Malpighijeva tjeleSca) 1 zavijene kanali¢e (1). Glomerul ili
Malpighijevo tjelesce nastaje iz metanefrogenog tkiva, a sastoji se od mreze kapilara koja se
utiskuje u tubularni sustav tako da nastaje omot dvostrukog zida koji se zove Bowmanova
Cahura. Visceralni list ¢ahure ¢ine podociti koji prekrivaju kapilarno klupko, a vanjski

parijetalni list ¢ine ploCaste stanice.
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1.2. Kalcij

Kalcij je gradevni element u ljudskom tijelu (po definiciji, to su elementi koji sudjeluju u
sustavu organizma u koli€ini od viSe od 50 mg po kg tjelesne mase) te time ne spada u elemente
u tragovima. S udjelom u prosje¢nom ljudskom organizmu od oko 1 do 1,1 kg, kalcij je po
koli¢ini jedan od najzastupljenijih minerala u ovjeku. Oko 99% kalcija koji se u tijelu nalaze
sadrzan je u kostima i zubima. Kalcij je najvazniji parametar u dijagnostici izmjene tvari u
kostima. Povecana koncentracija kalcija u krvi naziva se hiperkalcijemija, dok se suprotno
stanje naziva hipokalcijemija. Hiperkalcijemija je poremecaj elektrolita kojeg karakterizira
povisenje koncentracija kalcija u krvi. Normalne vrijednosti koncentracije kalcija u plazmi za
odrasle su izmedu 2.14 i1 2.53 mmol/L. Nalaz poviSene koncentracije kalcija moZze biti
asimptomatski laboratorijski nalaz, a moze biti i udruzen s raznim bolestima. Do poviSenja
kalcija u krvi moze do¢i zbog pojacanog otpustanja kalcija iz kosti, pojacane apsorpcije iz

probavnog sustava ili zbog smanjenog izlu¢ivanja bubrezima.
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1.3. Funkcija bubrega u homeostazi kalcija

Bubrezne promjene manifestiraju se recidivnom (ponavljaju¢om) pojavom nefrolitijaze
(stvaranje bubreznih kamenaca), nefrokalcinoze (odlaganje kalcija u bubrege i stvaranje
kalcifikata) 1 oStecenjem bubrezne funkcije. Ucestala je i hiperkalciurija, to jest pojacano
izluc¢ivanje kalcija putem mokrace.

Glavna je zadaca bubrega odstranjivanje otpadnih produkata metabolizma. Ukoliko
bubrezi ne vrse svoju ulogu zbog nastanka bolesti, razvija se kroni¢na bubrezna bolest i
bubrezno zatajenje. Znaci kroni¢nog bubreznog zatajenja ukljucuju osjecaj slabosti, otezanu
dnevnu aktivnost, osje¢aj umora, gubitak apetita, osje¢aj mucnine 1 druge znakove. Mnogi se
bolesnici javljaju lije¢niku tek kada nastupe znakovi kroni¢ne bubrezne bolesti. Kroni¢ni
bubrezni bolesnici nisu najcesce svjesni uloge koju bubreg ima u ouvanju zdravlja kostiju.

Kod bubreznog oste¢enja brojni otpadni produkti metabolizma ostaju u cirkulaciji. U
isto vrijeme, bubrezi po¢inju smanjeno luciti neke hormone te nastaju metabolicki poremecaji
medu kojima je znafajna bubrezna anemija. Jednako tako, bubrezi smanjeno obavljaju
pretvorbu vitamina D u njegov aktivni oblik, te dolazi do podrazaja i povecanog lucenja
paratireoidnog hormona (PTH) u paratireoidnim Zlijezdama i nastaje metaboli¢ki poremecaj
kalcija i fosfata. Aktivni oblik vitamina D potreban je za regulaciju kalcija koji uzimamo s
hranom, a potreban je za izgradnju kostiju. Takav poremecaj odgovoran je za nastanak
metaboli¢ke bolesti kostiju ili tzv. renalne osteodistrofije. On ve¢ u ranijim stupnjevima
bubrezne bolesti dovodi do poremecaja pregradnje kostiju. Najvazniji ¢imbenici u nastanku
koStane bolesti su poremecaj metabolizma kalcija (hipokalcijemija), fosfata (hiperfosfatemija)
1 smanjena sinteza kalcitriola. Do poremecaja dolazi kada je bubrezna funkcija smanjena za oko
50%. Sva tri ¢imbenika djeluju izravno ili posredno na paratireoidne Zlijezde, izazivajuci ne
samo povecano lucenje PTH, nego i uvecanje stanica paratireoidne Zlijezde, Cime se 1 same
zlijezde povecavaju. Posljedica povecanog luc¢enja PTH je koStana bolest, ali 1 oSteCenje ostalih
tkiva 1 organa: koZe, perifernih Zivaca, srca itd. Zbog toga je pobol i smrtnost bolesnika s
izrazenom koStanom bolesti vrlo velik (12).

U svih bolesnika s izrazenom kroni¢nom bubreznom boles¢u neophodno je odrediti
razinu PTH, kalcija i fosfata. Optimalna razina PTH ne bi smjela biti dva puta ve¢a od normalne
(ne veca od 12,1 pmol/L), a u bolesnika na lijecenju dijalizom dozvoljene razine PTH se krec¢u
od 16,5 do 33 pmol/L. Razinu kalcija u serumu treba odrzavati u rasponu od 2,14 do 2,53

mmol/L, a u bolesnika na lije¢enju dijalizom pozeljan je raspon od 2,1 do 2,37 mmol/L. Razina



fosfata u bolesnika s kroni¢nom bubreznom bolesc¢u treba biti u rasponu od 0,87 do 1,49
mmol/L, a u bolesnika na lijecenju dijalizom u rasponu od 1,13 do 1,78 mmol/L. Umnozak
razine kalcija i fosfata treba biti manji od 4,4 mmol2/L.2. U uznapredovanom stupnju bubreznog
zatajenja neophodna je i1 ¢eSc¢a kontrola razine kalcija 1 fosfata (2).

bolesnika s karcinomom bubrega, a predstavlja lo§ prognosticki znak (13). Nastanak
nemetastatske hiperkalcijemije objasnjava se prisutnoscu tvari koje imitiraju u¢inak PTH, osim
u pacijenata s karcinomom bubrega koji imaju snizenu reapsorpciju kalcija u bubrezima,
smanjenu apsorpciju u crijevima i snizenu sintezu vitamina D. TGF-f je takoder medijator
kojeg luce neki solidni tumori, pa tako i karcinom bubreznih stanica, a koji pridonosi
hiperkalcijemiji stimulacijom osteoklasti¢ne resorpcije kosti. Mucnina, anoreksija i umor su
neki od simptoma koji mogu biti vezani uz hiperkalcijemiju. Metastatska hiperkalcijemija

vezana je uz koStane metastaze i ne smatra se pravim paraneoplasticnim sindromom (14).



1.4. Glikosfingolipidi

Glikosfingolipidi (GSL) sastavni su dijelovi stanicne membrane svih stanica u sisavaca,
ali se nalaze i u unutarstani¢nim organelama. (Slika 2.) Gradeni su od oligosaharidnog lanca
vezanog za lipidnu strukturu nazvanu ceramid, za razliku od fosfolipida koji nastaju iz
diacilglicerola. Diacilglicerol sadrzi glicerol i alkoholnu skupinu dok ceramid sadrzi amino
alkohol sfingozin (2). Glikosfingolipidi se nalaze u izobilju u neuralnim tkivima, ali su takoder
nadeni kao dijelovi plazma membrana svih tkiva i stanica kraljeznjaka, gdje su organizirani u
stani¢ne 1 tkivno - specificne obrasce (3,4). Odmah nakon otkri¢a GSL i opisa njihove kemijske
strukture, poc¢ela su istrazivanja kojima bi se objasnila njihova funkcija. Kemijska grada, u kojoj
se u svakoj molekuli GSL razlikuje hidrofobni ceramidni dio i hidrofilni oligosaharidni lanac,
upucivala je na mogucu lokalizaciju tih spojeva unutar stanicnih membrana, pri ¢emu bi
ceremidni dio molekule bio uklopljen u membranu, a oligosaharidni bi se pruzao u izvanstanicni
prostor (2). Brojni GSL identificirani su kao antigeni krvnih grupa, kao CD (eng. cluster of

differentiation) molekule, kao specifi¢ni stani¢ni povrSinski biljezi (5).
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1.5. CD34

CD34 obitelj povrsinskih stani¢nih transmembranskih proteina obuhvac¢a CD34 stani¢ni
antigen hematopoetskih prekursorskih stanica, podokaliksin (poznat i kao podocalyxin-like
protein 1, PODXLI) i endoglikan (poznat i kao podocalyxin-like protein 2, PODXL2) (6).
CD34 siroko je koristen kao biljeg u izolaciji 1 identifikaciji hematopoetskih maticnih stanica i
prekursorskih stanica u procesu pripreme za transplantaciju koStane srzi. U novije vrijeme
koristi se 1 kao biljeg u identifikaciji drugih tkivno-specifi¢nih mati¢nih stanica, poput misiénih
satelitskih stanica i prete¢a epidermalnih stanica. Clanovi CD34 obitelji iskazuju znacajna
preklapanja u izrazaju, ali svaki od ovih proteina pokazuje i specifiCan izrazaj u odredenim
tkivima. Podokaliksin je prvotno opisan kao biljeg glomerularnih epitelnih stanica bubrega
(podocita) i neophodan je za razvoj bubrega (7). Sva tri ¢lana obitelji CD34 imaju vanstani¢nu
domenu bogatu serinom, treoninom i prolinom koja je izrazito glikozilirana i sijalinizirana.
Molekularna masa ovih proteina, koja iznosi 90-170 kDa, svrstava CD34 obitelj u podtip
sijalomucina (6). Svaki protein sadrzi jednu transmembransku uzvojnicu i citoplazmatski rep s
mjestima za fosforilaciju. Organizacija genoma CD34, PODXL1 i PODXL2 jasno ukazuje na
evolucijsku povezanost ova tri gena (8). Svaki protein kodiran je s osam egzona, a u pojedinih

¢lanova obitelji individualni egzoni kodiraju ekvivalentne proteinske motive stalne duljine (8).
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1.5.1. Funkcija CD34

Funkcije CD34 obitelji proteina jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjene iako im se
pripisuje Citav niz razli¢itih uloga. Smatra se da CD34 potice stani¢nu proliferaciju i blokira
diferencijaciju prastanica, a podokaliksin i CD34 poti¢u migraciju hematopoetskih stanica.
Podokaliksin igra ulogu u stanicnoj morfogenezi. Zanimljivo je istaknuti da ¢lanovi CD34
obitelji ujedno poticu i blokiraju stani¢nu adheziju. Najbolje izrazena funkcija CD34 obitel;ji
proteina jest promocija limfocitne adhezije na specijalizirani vaskularni endotel i1 limfaticka
tkiva (9). Druge studije ukazuju da CD34 proteini u vecini slucajeva djeluju blokirajuci
adheziju. CD34 je vrlo dobro poznat po svom izrazaju na stanicama hematopoetskog sustava i
pretpostavlja se da je, u fizioloSkim uvjetima, potreban za njihovu migraciju. Utvrdeno je da
ima sli¢nu ulogu u poticanju i olakSavanju prometa mastocita i eozinofila u periferna tkiva (10).
Podokaliksin je neophodan za razvoj i odrzavanje strukture bubreznih podocita (7,9). Ove
stanice gradene su od stani¢nog tijela s brojnim nastavcima te malih, integralnih nozica koje se
Sire 1z vecih nastavaka. Brojne funkcije koje potencijalno pripadaju ¢lanovima CD34 obitelji
dolaze do izraZaja u razli¢itim tkivima, ovisno o jacini izrazaja pojedinih molekula, a donekle

su i oprecne (11).
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1.6. CD77

Globotriaozilceramid (Gb3Cer) se sintentizira tako da se glukozilceramid veze na
galaktozu djelovanjem B1,4-galaktoziltransferaze pri ¢emu nastaje laktozilceramid na koji
al,4-galaktoziltransferaza dodaje galaktozu i nastaje globotriaozilceramid. (Slika 3.)

Gb3Cer/CD77 sudjeluje u patogenezi infekcije Shigella dysenteriae tip 1, koja uzrokuje
gastrointestinalne bolesti kao receptor na povrsini stanice Shiga-like toksin (Stx). Stx toksin
veze se na glikosfingolipid globotriaozilceramida i oSte¢uje ljudske endotelne stanice (15).
Shiga toksini poznatiji su kao verotoksini (VT). Dijelimo ih u dvije obitelji: Stx1 (VT-1) i
Stx2(VT-2)

Stx1 se vezu brze na Gb3Cer nego Stx2. No, zato su veze koje Stx2 stvara sa Gb3Cer
jace. Vjeruje se da su oba, ugljikohidratni dio i ceramidni dio lipida, sidro receptora i da su
vazni za vezanje toksina (4). Heterogenost ceramida primarno ovisi o sastavu masnih kiselina.
Stupanj nezasi¢enosti 1 hidroksilacije kod sfingozina moZe varirati. Kaveole bubreznih
endotelnih 1 epitelnih plazma membrana posebice obiluju u sadrzaju neutralnog

glikosfingolipida CD77 (15).

@ Cer GlcCer

R1,4GalT

® Glc
:Gal Y@ Cer Lc2Cer

al,4GalT

od, wCer Gb3Cer

fatty acid (C16:0)

LW{:H

CH OH OH
CHs0H H
OH
it C

OH sphmgosme (d18:1)

GbSCer
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1.7. Protocna citometrija

Protoc¢na citometrija je u danasnjem obliku poznata 30-ak godina, iako su se sli¢ni oblici
mjerenja protocnim sustavom s pomocu rasapa svjetla pojavili puno prije. Proto¢ni citometar
se sastoji od 3 medusobno povezana sustava: proto¢nog, optickog i elektronskog. Protocni
sustav omogucuje da stanica iz stani¢ne suspenzije pojedinacno laminarnim protokom kroz
sustav uske kapilare dolazi do snopa laserskog svjetla koje s leCama, filtrima i detektorima ¢ine
opticki sustav. Stanice se obasjavaju laserskim svjetlom, a stupanj rasprSenja svjetlosti iste
valne duljine pokazatelj je fizickih osobina stanica — veliine (svjetlost koja se rasprsila pod
malim kutom 0,5 - 10°) i zrnatost (svjetlost rasprSena pod pravim kutom). Dodatno
obiljezavanje stanica slobodnim ili najéeS¢e za monoklonska protutijela vezanim
fluorescentnim bojama (flurokromima) rabi se za dodatno obiljezavanje specifi¢nih stani¢nih
struktura. Fluorokromi obasjani laserskom svjetlo§¢u emitiraju svjetlost vece valne duljine od
ulazne svjetlosti, a hvataju je specifi¢ni detektori proto€nog citometra. Sve svjetlosne signale
elektronski sustav pretvara u digitalne signale koji se prenose u elektronicko racunalo i sluze
za analizu.

Tehnike proto¢ne citometrije postaju sve vaznije u suvremenoj klini¢koj medicini
ponajvise zahvaljujuéi ¢injenici da ona omogucuje objektivnu, osjetljivu, brzu i to¢nu analizu
relativno velikog broja stani¢nih svojstava. Iako je svoju primjenu nasla i u drugim granama
medicine, kao §to su patologija, biokemija, mikrobiologija i1 interna medicina, naj¢esce se

koristi u hematologiji i imunologiji.
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2. CILJ RADA
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Cilj ovog rada bio je procjena utjecaja hiperkalcijemije u Stakorima odredivanjem
izrazaja CD77 na CD34+ endotelnim stanicama u bubrezima. Izrazaj CD77 na CD34+
stanicama u stani¢noj suspenziji bubrega kod hiperkalcijemicnih i kontrolnih Stakora odrediti

¢e se protocnom citometrijom.
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3. MATERIJALI I METODE
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Zivotinje

Svi S$takori su uzgojeni pod kontroliranim uvjetima (temp. 22+1°C; raspored
svjetlosti: 14h svjetla i 10h tame) na Sveuéili§tu u Splitu, Nastamba za Zivotinje. Zivotinje su
uzimale hranu 4RF21 GLP Mucedola (Settimo Milanese, Italija), koja sadrzava vitamin D3
1.260 Ul/kg, kalcij 9.163 g/kg i fosfor 7.589 g/kg. Odrzavanje Zivotinja bilo je u skladu s
,»Vodi¢em za njegu i koriStenje laboratorijskih zivotinja“ (1985, NIH, Bethesda) te je Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu odobrilo eksperimentalni postupak.

Kako bi se postigla hiperkalcijemija, Sprague-Dawley muski Stakori, stari 6 tjedana,
dobivali su 14 dana prirodnu vodu obogacenu kalcijevim kloridom (1.5%-tna koncentracija
elementarnog kalcija). Nijedna zivotinja nije uginula tijekom studije. Dvije Zivotinje su
iskljucene iz istrazivanja jer nisu razvile hiperkalcijemiju. Dobivena hiperkalcijemi¢na skupina
sadrzavala je osam Stakora. Na kraju eksperimenta, prije Zrtvovanja, hiperkalcijemic¢ni Stakori
su tezili 199.5+8.6 g (srednja vrijednost + standardno odstupanje).

8 tjedana stari Sprague-Dawley muski Stakori (n=9), tezine 202.0+6.6 g, dobivali su
prirodnu vodu 1 sluzili su kao kontrolna skupina. Sve Zivotinje su zZrtvovane produzenom

anestezijom (dietileterom).

Biokemijska analiza

Uzorci krvi za analizu kalcija su uzeti iz jugularne vene u staklene Vacutainer epruvete
s litij-heparinom kao antikoagulansom, prije Zrtvovanja Stakora. Koncentracija ionskog kalcija
u plazmi mjerena je ion selektivnom elektrodom na Blood Gas Analyzer Rapid Lab Model 348
(Bayer Diagnostics,Toronto, Kanada). Ukupna koncentracija kalcija u plazmi mjerena je na
Autoanalizatoru Au 2700 (Olympus  Corporation, Mishima  Olympus Co.
Ltd., Shizuoka, Japan).
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Statisticka analiza

Rezultati su iskazani kao srednja vrijednost =+ standardno odstupanje.
Razlike u svim parametrima izmedu hiperkalcijemi¢ne i1 kontrolne skupine odredene su
koristec¢i se Mann-Whitney U testom. Statisticka znacajnost koja je zadana je P < 0,05. Podatci
su analizirani statistickim softverom MedCalc za Windows, verzija 11.5.1.0 (MedCalc

Software, Mariakerke, Belgija).

Obrada tkiva

Nakon zrtvovanja hiperkalcijemi¢nih i kontrolnih Stakora, bubrezi su izvadeni iz svih
zivotinja. Odstranjena tkiva bubrega su isjeckana Skarama i inkubirana u otopini 0.1 M otopine
fosfatnog pufera (PBS od eng. phosphate buffer solution) s 0.1%-tnom kolagenazom tipa A
(iz Clostridium histolyticum, SIGMA, St. Louis, MO, SAD), 30 min na 37°C uz lagano
mijesanje. Stanicne suspenzije su propustene kroz 40 mikrometarsku najlonsku mrezu (Cell
Strainer; BD Biosciences, San Jose, CA, SAD) i suspendirane na 1.0x10° stanica/mL u 0.1 M

PBS-u.

Protocna citometrija

Stanice (10°) su inkubirane 30 min na ledu u tami s protu-CD77 protutijelom
konjugiranim s fluresceinom (FITC) (Pharmingen,San Diego, CA, SAD) i protu-CD34
protutijelom konjugiranim s fikoeritrin-cijaninom (PCS5) (Beckman Coulter, Brea, CA, SAD).
Nakon dva ispiranja u 0.1M PBS-u, stanice su resuspendirane u 1 mL 0.1 PBS-a. Fluorescencija
je mjerena na proto¢nom citometru Episcs XL (Beckman Coulter, Brea, CA, SAD). Izotipska
kontrola 1 neobojene stanice uzorka su koriStene kao negativna kontrola. Ukupno je analizirano

1x10° stanica.
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4. REZULTATI
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Koncentracija ionskog kalcija je bila 1.37+0.01 mM u hiperkalcemi¢nim Stakorima
naprema 1.19+0.03 mM u kontrolnih Stakora (P<0.001). Koncentracija ukupnog kalcija u
hiperkalcijemic¢nih $takora iznosila je 2.91+0.05 mM naspram 2.78+0.06 mM u kontrolnih
Stakora (P=0.125). Postotak ionskog kalcija bio je 48+0.30 % u hiperkalcijemi¢nim naspram
4440.96 % u kontrolnim Stakorima (P=0.013).

Tablica 1. Razli¢ite stanicne subpopulacije u suspenzijama stanica bubrega kontrolnih i
hiperkalcijemi¢nih Stakora

Tkivo Stani¢na Kontrola (%) Hiperkalcijemija (%)
subpopulacija
Bubreg CD34+ CD77- 0.88+0.13 0.39+0.17*
CD34+ CD77+ 1.16+0.29 1.22+0.29
CD34- CD77+ 1.90+0.44 1.56£0.66
Ukupno CD34+ 2.04+0.51 1.61+0.44
Ukupno CD77+ 3.07+£0.39 2.78+0.66

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost = standardno odstupanje

*P=0.043

U bubregu hiperkalcijemi¢nih Stakora postotak CD34+CD77- stanica je sniZen u odnosu
na kontrolnu skupinu (P=0.043, Tablica 1).

Ne postoji znacajna razlika u postotku CD77+CD34+ stanica bubrega Stakora u
ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. Ukupni udio CD34+ stanica bio je nesto

sniZzen u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez statisticke znac¢ajnosti

(Tablica 1.).
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5. RASPRAVA
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U ovom istrazivanju odreden je izrazaj biljega CD77 na CD34+ endotelnim stanicama
u suspenzijama stanica tkiva bubrega. Hiperkalcijemija je rezultirala smanjenjem udjela
endotelnih CD34+CD77- stanica u bubregu.

Poznato je da je PTH u obrnutoj korelaciji s koncentracijom kalcija u serumu i1 da
hiperkalcijemija moZe utjecati i na razine serumskih fosfata, ali PTH 1 razine fosfata nisu
odredivani u ovom istrazivanju. Pacijenti s blagim primarnim hiperparatoidizmom i normalne
bubrezne funkcije pokazuju znakove subklinicke upale i endotelne disfunkcije. In vitro PTH u
razinama unutar normalnog raspona regulira endotelni stani¢ni izrazaj proinflamatornih i
ateroskleroti¢nih posrednika interleukina-6 i receptora naprednih krajnjih produkata glikacije
(glikozilacije). PTH stimulira (potic¢e) otpustanje fosfata i1 kalcija iz kostiju. Izravni ucinci
fosfata na oksidativnu fosforilaciju i stani¢ni energetski metabolizam, mogli bi takoder
pridonijeti oksidacijskom stresu 1 oSte¢enju endotelnih stanica.

U ovom istrazivanju, hiperkalcijemi¢ni model S$takora razvijen je prema Puero
Vincente-u 1 suradnicima. U njihovom eksperimentu, hiperkalcijemija se pojavila dva dana
nakon povec¢anja sadrzaja kalcija u pi¢u. Ukupne i razine ionskog kalcija u plazmi, ostale su
visoke tijekom 14 dana tretmana, iako niZe nego nakon samo 2 dana. Blago smanjenje kalcija
od drugog do cetrnaestog dana moze biti posljedica promjene razine hormona za regulaciju
kalcija, ukljucujuc¢i PTH. Kako se izlu¢ivanje PTH javlja kao odgovor na smanjenje serumskog
kalcija, moze se pretpostaviti nizi PTH kod hiperkalcijemic¢ne skupine u ovom istrazivanju. Nizi
PTH znaci otpusStanje manje fosfata iz kostiju, ali i manje bubreZzno izluc¢ivanje fosfata. Stoga,
nasa pretpostavka je da je promatrani fenotip endotelnih stanica bubrega u ovom istraZivanju
uglavnom izravno pod utjecajem hiperkalcijemije, ali u¢inak povisenja fosfata nije moguce
iskljuciti.

Rasprava je dodatno ogranicena zbog nedostatka podataka o obujmu potroSnje dane
otopine i o pH krvi. U ovom istraZivanju, postojala je tendencija prema nizoj tjelesnoj tezini
kod hiperkalcijemi¢nih Stakora naspram njihovih kontrola, kao 1 u istraZzivanju Puero Vincente-
a 1 suradnika. MoZemo pretpostaviti da nije postojala znacajna razlika u volumenu dane otopine
kao Sto su Puero Vicente i1 suradnici otkrili kod svog hiperkalcijemi¢nog Stakorskog modela
(referenca).

Siroki raspon Ca’" signala moze biti ué¢inkovito koordiniran kroz organiziranje

specificnih Ca**

kanala, crpki, pufera, izmjenjivaca 1 proteinskih skela u zajednicke
mikrodomene. Membranske splavi osiguravaju takvu mikrodomenu u kojoj se mogu u¢inkovito
izvrSavati visoko specificni signalizacijski dogadaji. Apikalna lokalizacija membranske kalcij

ovisne ATPaze je vrlo osjetljiva na nedostatak kolesterola (15). S druge strane, povecano
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nakupljanje endotelnog glikosfingolipida CD77 uzrokuje disfunkciju K(Ca) kanal (16).
CD34+CD77- stanice bubrega u ovom istrazivanju pokazale su visoku osjetljivost na povisen
kalcij. Ovi rezultati su zna¢ajni s obzirom na nedavne razultate koji pokazuju da se zbog priljeva
Ca?" cijepa kadherin na endotelu krvnih Zila $to doprinosi raspadu adherentnih veza za vrijeme
aktivacije i apoptoze endotelnih stanica (17). Zanimljivo je nagadati da CD34+CD77- stanice,
zbog njihovog siromasnijeg sadrzaja lipidnih splavi, podlijezu u vecoj mjeri raspadu

adherentnih veza tijekom aktivacije endotelnih stanica i apoptoze uzrokovanih priljevom Ca*".
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6. ZAKLJUCCI
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Hiperkalcijemija je znacajno smanjila udio CD34+CD77- stanica u suspenziji ukupnih

bubreznih stanica u odnosu na netretiranu, kontrolnu skupinu.

Ne postoji znacajna razlika u postotku CD77+CD34+ stanica bubrega Stakora u ispitivanoj

skupini u odnosu na kontrolnu skupinu.

Ukupni udio CD34+ stanica bio je nesto snizen u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu

skupinu, ali bez statisticke znacajnosti.
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7. SAZETAK
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CILJ: Odrediti izrazaj CD77 molekule na CD34+ stanicama bubrega Stakora koji su
dobivali 14 dana prirodnu vodu obogacenu kalcijevim kloridom (15%-tna koncentracija
elementarnog kalcija ) u usporedbi s izrazajem CD77 na CD34+ stanicama bubrega Stakora koji

su dobivali prirodnu vodu.

METODE: Svi §takori su uzgojeni pod kontroliranim uvjetima, s tim da su bili podijeljeni
u dvije skupine: ispitivana skupina koja je bila tretirana vodom obogacenom kalcijem i
kontrolna skupina koja je dobivala prirodnu vodu. Nakon 14 dana odredena je koncentracija
ionskog kalcija u plazmi, mjerena je ion selektivnom elektrodom na Blood Analyzern Rapid
Lab Model 348. Nakon zrtvovanja hiperkalcijemi¢nih i kontrolnih §takora, bubrezi su izvadeni
iz svih zivotinja. Izolirane stanice bubrega inkubirane su sa dva protutijela za dvostruko bojanje
stanica: protutijelo na CD34 konjugirano s PC5 1 CD77 konjugirano s FITC-om, te analizirane

protocnom citometrijom.

REZULTATI: Postotak ionskog kalcija bio je 48+0.30 % u hiperkalcijemi¢nim naspram
4440.96 % u kontrolnim Stakorima (P=0.013). U bubregu hiperkalcijemi¢nih Stakora postotak
CD34+CD77- stanica je nizi u odnosu na kontrolnu skupinu(P=0.043).

ZAKLJUCAK ISTRAZIVANJA: U ovom istrazivanju odreden je izrazaj biljega CD77
na CD34 pozitivnim endotelnim stanicama u suspenzijama stanica tkiva bubrega.
CD34+CD77- stanice bubrega u ovom istraZivanju pokazali su visoku osjetljivost na povisen
unos kalcija. Hiperkalcijemija je rezultirala smanjenjem udjela endotelnih CD34+CD77-

stanica u bubregu.
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8. SUMMARY

30



OBJECTIVE: To determine the expression of CD77 molecule on CD34+kidney cells of
rats that received 14 days natural water enriched with calcium chloride (15% concentration of
elemental calcium) in comparison to the expression of CD77 on CD34+ kidney cells of rats that

received natural water.

METHODS: All rats were grown under controlled conditions, divided into two groups: a
test group, which was treated with water enriched with calcium and a control group, receiving
the natural water. After 14 days, the concentration of ionic calcium in the plasma was measured
by ion selective electrode on Blood Analyzern Rapid Lab Model 348. After sacrificing,
hypercalcemic and control rat kidneys were removed from all animals. Isolated kidney cells
were incubated with the two antibodies for double staining: anti-CD34 conjugated with PC5

and anti-CD77 conjugated with FITC, and analyzed by flow cytometry.

RESULTS: The percentage of ionic calcium was 48% + 0:30 in hypercalcemic rats
comparing with 44 £+ 0.96% in the control rats (P = 0.013). In the kidney of hypercalcemic rats
percentage of CD34+CD77- cells was lower than in the control group (P=0.043).

CONCLUSION: The present study determined the expression of the marker CD77 on
CD34 positive endothelial cells in cell suspensions of kidney tissue. CD34+CD77- kidney cells
in this study showed high sensitivity to increased calcium intake. Hypercalcemia resulted in a

decrease of endothelial CD34+CD77-cells in the kidney.
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