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1.UVOD
1.1. KRONICNA BUBREZNA BOLEST

Bubreg je parni respiratorno pomicni organ smjesten retroperitonealno u trbusnoj Supljini,
veli¢ine 9 do12 cm. Glavna strukturna i funkcionalna jedinica bubrega jest nefron (1). Svaki
bubreg u prosjeku ima oko milijun nefrona, $to je odredeno brojem pri rodenju te steCenim

promjenama (2).

Bubrezne su funkcije mnogobrojne. Ekskretornom funkcijom bubreg odrZzava homeostazu,
osmolalnost 1 pH neutralnost tjelesnih tekucina izlu€ivanjem vode, elektrolita i razgradnih
proizvoda metabolizma proteina. Endokrine funkcije bubrega omogucéuju sintezu
eritropoetina, renina, bubreznih prostaglandina te pretvorbu vitamina D u aktivan oblik
kalcitriol (1, 3). Eritropoetin poti¢e eritrocitopoezu u koStanoj srzi, renin potie sintezu
angiotenzina i aldosterona vaznih za regulaciju arterijskog tlaka, a kalcitriol sudjeluje u
odrzavanju mineralno-koStane ravnoteze. Metabolicke funkcije bubrega jesu glukoneogeneza,
razgradnja aminokiselina, razgradnja 1 izlu¢ivanje lijekova, hormona, endogenih 1 egzogenih

toksina (1).

Bubrezna bolest nastaje zbog narusene morfologije i/ili funkcije bubrega, a kroni¢nom se
smatra ako traje dulje od tri mjeseca. Dijagnoza se postavlja laboratorijskim pretragama krvi i
urina, radioloskim, radioizotopnim i ultrazvu¢nim slikovnim metodama te biopsijom bubrega.
Bubrezna funkcija procjenjuje se odredivanjem glomerularne filtracije (GFR), odnosno

koli¢inom filtrata (urina) u jedinici vremena u oba bubrega (ml/min) (4).

Glomerularnu filtraciju najbolje je procijeniti klirensom kreatinina za Sto je potrebno odrediti
vrijednost kreatinina u krvi 1 24-satnom urinu. Sakupljanje urina tijekom 24 sata je
neprakti¢no, stoga K-DOQI(engl. National Kidney Foundation Disease Outcomes Quality
Initiative) preporuca procjenu GFR-a prediktivnim jednadzbama koje se temelje na vrijednosti
kreatinina u krvi 1 osnovnim demografskim obiljezjima (dob, spol i rasa). CKD EPI (engl.
Chronic  Kidney  Disease  Epidemiology  Collaboration) prediktivna jednadzba
(141 % (kreatinin u  serumu) 1:209% 0,993 bzq  muskarce, odnosno X0, 742%7q
Zene)preporucena je za rutinsko odredivanje GFR-a prema vaze¢im nefroloskim smjernicama
KDIGO-a (engl. Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic

Kidney Disease) (4, 5). Biokemijsko-hematoloski medicinski laboratoriji diljem svijeta, pa



tako i u Hrvatskoj, uz svaki nalaz kreatinina u serumu procjenjuju bubreznu funkciju

prediktivnom jednadzbom GFR CKD-EPI.

Odredivanje stadija kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB) temelji se na GFR-u i albuminuriji.

.

Kroni¢na bubrezna bolest podijeljena je u pet stadija (4):

e Stadij 1: Normalna GFR (>90 ml min/1,73 m?) uz poznatu strukturnu ili nasljednu
bolest bubrega

e Stadij 2: GFR 60 — 89 ml/min /1,73 m?

e Stadij 3a: GFR 45 — 59 ml/min/1,73 m?

e Stadij 3b: GFR 30 — 44 ml/min/1,73 m?

e Stadij 4: GFR 15 —29 ml/min/1,73 m?

e Stadij 5: GFR < 15 ml/min/1,73 m?

Albuminurija je podijeljena u tri kategorije s obzirom na vrijednosti u 24-satnom urinu ili

omjer albumina i kreatinina u urinu (URIN ACR):

e Al - <30 mg/24-satni urin ili URIN ACR < 3 mg/mmol (<30 mg/g)
e A2 -30-300 mg/24-satni urin ili URIN ACR 3-30 mg/mmol (30 — 300 mg/g)
e A3->300 mg/24-satni urin ili URIN ACR >30 mg/mmol (>300 mg/g).

Cimbenici rizika za razvoj KBB-a dijele se u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine oni na koje nije
moguce djelovati, tzv. nepromjenjivi, a drugu skupinu ¢imbenici rizika na koje je moguce
djelovati, tzv. promjenjivi. Cimbenici rizika uprvoj skupini su: starija Zivotna dob, spol i
pozitivna obiteljska anamneza a udrugoj skupini: Seferna bolest, arterijska hipertenzija,
sr¢ano-zilne bolesti, hiperlipidemija (HLP), anemija, pretilost i pusenje (6). Vode¢i su uzroci

KBB-a Secerna bolest i arterijska hipertenzija (7).

U KBB-u dolazi do smanjenja broja nefrona — osnovne funkcijske jedinice bubrega, no
kompenzacijski mehanizmi mogu dulje vremena odrzavati ekskrecijske, endokrine i
metaboli¢ke funkcije bubrega. Objasnjenje za taj fenomen — odrZavanje funkcije bubrega uz
smanjen broj nefrona — daje tzv. teorija o intaktnom nefronu prema kojoj preostali jo§ uvijek
zdravi nefroni funkcionalno 1 anatomski hipertrofiraju i preuzimaju funkciju propalih nefrona;

gubitak 75 % funkcionalnih nefrona dovodi do sniZzenja GFR-a na 50 % od normalnih



vrijednosti. Patofizioloske promjene zbog smanjenja bubrezne funkcije napreduju na dosta
predvidljiv nacin, ali uglavnom bez klini¢kih simptoma u ranijim stadijima KBB-a (8).
Serumska koncentracija kalcitriola — aktivnog oblika vitamina D neophodnog za ravnotezu
kalcija, fosfora te pregradnju kosti smanjuje se kada je GFR < 40 ml/min. Posljedi¢no tome,
do neravnoteze fosfata, kalcija, paratiroidnog hormona (PTH) i urata dolazi kod GF < 30
ml/min. Rezultat ovih poremec¢aja dovodi do poremecaja morfologije kosti te kalcifikacija
krvnih Zila (6, 9). Smanjena sinteza eritropoetina u peritubularnim epitelnim stanicama
nefrona glavni je uzrok anemije u KBB-u, uz smanjenu raspolozivost Zeljeza za eritropoezu te
brze propadanje eritrocita zbog krhkosti kapilara (5). Metaboli¢ka acidoza zbog nedostatne
reapsorpcije bikarbonata razvija se kod GFR < 20 ml/min, uzrokuje gubitak miSi¢a zbog
katabolizma proteina te gubitak koStane mase zbog koStanog puferiranja kiselina. Krvne
vrijednosti krajnjih produkata metabolizma proteina (ureja, kreatinin) poc¢inju nelinearno rasti
padom GFR-a, a izrazito su povisene kod pada GF < 15 ml/min i1 povezane su s klinickim
sindromom KBB-a (uremijom). Kod GFR < 10 ml/min dolazi do znatnog zadrZavanja vode u
organizmu, dilucijske hiponatrijemije, hiperkalijemije 1 tada je potrebno nadomjestati

bubreznu funkciju dijalizom ili bubreznim transplantatom (10).

Kroni¢na bubrezna bolest uznapredovalih stadija negativno se odrazava na mnogobrojne
organske sustave: hematopoetski, kardiovaskularni, cerebrovaskularni i gastrointestinalni.
Kardiovaskularne bolesti vode¢i su uzrok morbiditeta i mortaliteta u osoba s KBB-om: 35 —
40 % bolesnika ima kardiovaskularne komplikacije (11-13). NEOERICA (engl. The New
Opportunities for Early Renal Intervention by Computerised Assessment) istrazivanje
provedeno u Velikoj Britaniji pokazalo je prevalenciju ishemijske bolesti srca od 25 % u
populaciji bolesnika s KBB3.— 5. stadija, Sto je viSe nego dvostruko u odnosu na populaciju
bez KBB-a. Istrazivanje hrvatskih autora upucuje na povecanu ucestalost kongestivnog
sr¢anog zatajenja, cerebrovaskularne, ali i1 periferne vaskularne bolesti uz KBB (14).
Povecana ucestalost kognitivnih poremecaja i demencije u bolesnika s KBB-om, kao i
ishemijskih cerebralnih lezija uzrokovana je oSte¢enjem neurona uremijskim toksinima (15).
Veca ucestalost erozivnih bolesti gastrointestinalnog trakta pra¢enih krvarenjima posljedica je

visoke razine gastrina, hormona koji se izlucuje bubrezima (16).

Kroni¢na bubrezna bolest velik je javnozdravstveni problem zbog svoje ucestalosti, ali 1
porasta novooboljelih svake godine. Od 2002. do 2016. godine u SAD-u broj bolesnika s

KBB-om porastao je za 52 %, dominantno zbog poveéanja populacije, produljenja Zivotne



dobi, ali i boljeg probira na KBB (17). Globalna prevalencija KBB-a iznosi 10 — 15 %.
Podatci nisu neocekivani jer se prevalencija Secerne bolesti i arterijske hipertenzije, $to su dva
vodeca uzroka KBB-a, viSestruko povecala zadnjih desetlje¢a (18). Bolesnici u 5. stadiju
KBB-a financijski znatno opterecuju zdravstveni sustav, a izlozeni su visokom riziku smrtnog
ishoda. Rjesenje za probir na KBB ranijih stadija mogu biti analiticki kompjutorski modeli
koji mogu prepoznati bolesnike s rizikom za KBB i njihovo pracenje kako bi se usporilo

napredovanje do KBB-a 5. stadija (19).

1.2.NADOMIJESTANJE BUBREZNE FUNKCIJE

U bolesnika s KBB-om 5. stadija, kada je GFR <10 ml/min/1,73 m? uz klini¢ke znakove
preopterecenja teku¢inom i metabolickih poremecaja povezanih s uremijom potrebno je
zapoceti s nadomjestanjem bubrezne funkcije nekom od metoda dijalize ili transplantacijom

bubrega (20).



Tablica 1. Apsolutne indikacije za nadomjesStanje bubrezne funkcije (adaptirano prema

Bleyer)(21)

APSOLUTNE INDIKACIJE ZA DIJALIZNO LIJECENJE

Anurija koli¢ina urina < 50 ml/12sati

Oligurija koli¢ina urina < 200ml/12sati

Volumno opterecenje refratkorno na diuretsko lije¢enje

pluéni edem, perikardijalni, pleuralni i periferni edemi

Neregulirana arterijska hipertenzija refraktorna na antihipertenzivno lijeCenje

Elektrolitski poremecaji refraktorni na konzervativno lijeenje

hiperkalijemija, hipo/hiperkalcemija, hiperfosfatemija, hipo/hipernatrijemija

Metabolicka acidoza refraktorna na konzervativno lijecenje (pH < 7,1)

Uremijska encefalopatija, neuropatija

Uremijska hemoragijska dijateza

Nadomjesno bubrezno lijecenje omoguéuje odrzavanje bolesnika na Zivotu uz njegovu
prihvatljivu kvalitetu. Kako je tek manji dio bolesnika podoban za transplantacijsko lijecenje,
vedini preostaje izbor izmedu hemodijalize (HD) i peritonealne dijalize (PD).Odabir metode
ovisi o klinikom 1 psiholoSkom profilu bolesnika, pridruzenim bolestima 1 socio-
ekonomskim Zivotnim uvjetima. Dijalizne metode, za razliku od transplantacije bubrega,

nadomjestaju samo egzokrinu, a ne i endokrinu i metabolicku funkciju bubrega (22).

Dijaliza je proces u kojem dolazi do izmjene otopljenih tvari dviju tekuéina kroz

polupropusnu membranu. Dva su nacina prijenosa otopljenih tvari u dijalizi: difuzija 1



ultrafiltracija. Difuzija je proces prolaska molekula niz koncentracijski gradijent, odnosno iz
podruc¢ja vise k podru¢ju nize koncentracije. Ultrafiltracija je proces prolaska vode kroz
polupropusnu membranu koji se odvija pod povec¢anim hidrostatskim ili osmotskim tlakom

(23).
1.2.1. HEMODIJALIZA

Izraz hemodijaliza izveden je od rije¢i ,,hemo* (grcki haima), $to oznacava krv i dijaliza
(gr¢ki dialysis), Sto oznaCava odvajanje i otapanje. Hemodijaliza je postupak izvantjelesnog
odstranjivanja tvari koje se nakupljaju u organizmu zbog KBB-a 5. stadija s ciljem odrzavanja
sastava 1 volumena tjelesnih tekucina (24, 25). Hemodijalizom se primjenom polupropusnih
membrana uklanjaju iz krvi niskomolekulske tvari koje se kod uredne bubreZne funkcije

odstranjuju urinom, dok krvne stanice i visokomolekulske tvari ostaju u krvnom optoku.

Za provodenje HDpotrebni su krvozilni pristup, uredaj za HD, krvne linije, dijalizator i

dijalizna tekucina — dijalizat (24).

Krvozilni pristupi mogu biti arteriovenska nativna fistula (AVF), arteriovenski graft,

netunelirani ili tunelirani centralni venski kateter.

AVF se stvara kirurSkim termino-lateralnim anastomoziranjem radijalne ili brahijalne arterije
s pratecom venom. Ako je prate¢a vena neadekvatna, ugraduje se protetski umetak 1 stvara se
arteriovenski graft. AVF moze se koristiti tek dva do tri mjeseca nakon stvaranja, stoga je u
bolesnika s KBB-om potrebno planirati stvaranje AVF-a nekoliko mjeseci prije zapocinjanja
lije€enja HD-om. Komplikacije AVF-a i graftova su stenoza, tromboza, aneurizma,

pseudoaneurizma 1 infekcija.

Dijalizni centralni venski kateter upotrebljava se ako AVF jo$ nije stvorena ili stvaranje nije
moguce. Optimalno mjesto za postavljanje dijaliznog centralnog venskog katetera jest desna
unutarnja jugularna vena. Netunelirane dijalizne centralne venske katetere ne bi trebalo
koristiti dulje od Sest do osam tjedana. Kateteri postavljeni kroz potkoZni tunel — tzv.
Htunelirani kateteri imaju dulji vijek trajanja (i do pet godina). Nedostatci su dijaliznog
centralnog venskog katetera razmjerno uski promjer katetera koji ne dopusta dovoljno velik
protok krvi za postizanje optimalnog HD-a, rizik od infekcije na mjestu izlaziSta katetera i

tromboze.



Za adekvatni HD krvozilni pristup mora osigurati protok krvi od 200 do 400 ml/min. Za
spreCavanje zgrusavanja krvi u izvantjelesnom krvnom optoku tijekom HD-a koristi se

heparin, citrat ili se provodi intermitentno ispiranje krvnih linija fizioloSkom otopinom (26).

Uredaj za HD sastoji se od krvne pumpe, dijalizne pumpe, sustava za pripremu dijalizata,
sustava senzora kojima se osigurava siguran tijek postupka. Na uredaj za HD postavlja se
dijalizator, koji je ,,srce dijalize. Dijalizator ima Cetiri otvora od kojih dva komuniciraju s
krvnim linijama (krvni dio), a dva s prostorom za dijaliznu otopinu (dovod i odvod dijalizne
tekuc¢ine). Dijalizna otopina izotoni¢na je otopina NaCl, NaHCOs;, KCI, CaCl,, MgCl i
glukoze, po sastavu sli€na krvnoj plazmi bez proteina. Unutar dijalizatora nalaze se cjevcice
¢iju stijenku €ini polupropusna membrana gradena od supstituirane celuloze ili sintetskog
materijala (polisulfon, polikarbonat, poliakrilonitril, polimetilmetakrilat). Veli¢ina, grada 1
debljina polupropusne membrane utjeCu na sposobnost propustanja uremijskih toksina 1 vode

(27, 28).

Arterijskom linijom bolesnikova krv dolazi do dijalizatora, zatim se razdjeljuje u cjevcice oko
kojih tece dijalizat. Dijalizat 1 krv bolesnika proti¢u u suprotnim smjerovima kroz dijalizator
kako bi se povecao koncentracijski gradijent unutar cijelog dijalizatora i kako bi proc¢is¢avanje
krvi bilo §to u¢inkovitije. Nakon postupka procis¢avanja krvi difuzijom i ultrafiltracijom, krv

se venskom linijom vraca bolesniku (27).

Uobicajeno se HD provodi tri puta tjedno u trajanju od Cetiri sata (26). Komplikacije HD-
postupka ima 10 do 20 % bolesnika. NajéeS¢e su epizode hipotenzije, miSi¢ni gréevi,
mucnina, povra¢anje i glavobolja. Adekvatnost postupka HD-a procjenjuje se mjerenjem
razine ureje prije i poslije svakog postupka. Smanjenje razine ureje > 65 % nakon postupka u
odnosu na razinu ureje prije postupka (formula [konc. ureje prije dijalize — konc. ureje poslije
dijalize] / konc. ureje prije dijalize X 100% je > 65%) upucuje na to da je postupak adekvatan.
Preciznije se adekvatnost odreduje Kt/V omjerom (dostupno na HD uredaju) gdje K
predstavlja klirens ureje u dijalizatoru u ml/min, t trajanje dijalize u minutama, a V volumen
distribucije ureje, tj. ukupnu tjelesnu vodu u ml. Prihvatljiv Kt/V je > 1,0, optimalan je Kt/V >

1,2, dok je Kt/V < 0,8 povezan s ve¢im morbiditetom i mortalitetom HD bolesnika (29).

Nedostatna adekvatnost i doza HD-a dovodi do volumnog opterecenja bolesnika, neregulirane

arterijske hipertenzije, hiperkalijemije i s njom povezanih srcanih aritmija. Adekvatnost HD-a



povecava se produljenjem dijaliznog postupka, povecavanjem protoka krvi i dijalizata te

povecanjem povrsine i/ili propusnosti dijalizne membrane u dijalizatoru (27).

Pobolijevanje u bolesnika lijeenih HD-om moze biti posljedica tehnike lijecenja i krvozilnog
pristupa, ali je najces$¢e vezano za uremijski sindrom, njegove komplikacije i pridruzene
bolesti. Prezivljenje bolesnika koji nadomjeStaju bubreznu funkciju HD-om osim o
adekvatnosti HD-a ovisi o osnovnoj bubreznoj bolesti, pridruzenim bolestima, ispravku
anemije (ciljni hemoglobin 110 g/L). Ukupna godiSnja smrtnost HD-bolesnika iznosi 20 %,
vode¢i su uzroci krvozilne bolesti (50 %) 1 infekcije (15 — 20 %) (26).

1.2.2. PERITONEALNA DIJALIZA

Peritonealna dijaliza metoda je dijalize koja se odvija unutar tijela, u trbusnoj Supljini, a tanka,
prozirna, serozna membrana koja oblaze peritonealnu Supljinu ,,postaje dijalizna membrana.
Dvije otopine koje sudjeluju u prijenosu tvari i vode kroz peritonealnu membranu jesu krv u

peritonealnim kapilarama 1 dijalizna otopina u peritonealnoj Supljini.

Kao sto je za HD potreban krvozilni pristup, tako je za PD potreban pristup trbusnoj Supljini,
a to je silikonski ili poliuretanski kateter koji se kroz trbusnu stijenku laparaskopski implantira
u peritonealni prostor. Vecéina katetera ima poliuretansku obujmicu koja omogucuje
uraStavanje veziva iz koze 1 potkozja, ¢ime nastaje barijera nepropusna za vodu i bakterije
prevenirajuci tako ulazak mikroorganizama uz kateter u trbusnu Supljinu. Dijalizna je otopina
sterilna otopina prema elektrolitnom sastavu sli¢na plazmi (sadrzi elektrolite natrij, kalcij,
magnezij, klorid, pufer koji sluzi za korekciju metabolicke acidoze laktat ili bikarbonat), a kao

osmotski spoj primjenjuje se glukoza, polimer skroba — ikodekstrin ili aminokiseline (30).

Bolesnici koji se odluc¢e za PD kao oblik nadomjestanja bubrezne funkcije, terapiju provode
sami kod kuce, stoga ih je potrebno educirati o postupanju s peritonejskim kateterom, o
izmjenama dijalizne otopine, o0 moguc¢im komplikacijama postupka. Dijalizat se kroz kateter u
asepticnim uvjetima uto¢i u trbuSnu Supljinu, gdje se ostavlja odredeno vrijeme, najcesSce
cetiri do Sest sati i nakon toga istoCi se gravitacijskom tehnikom iz trbusne Supljine. Tehnikom
dviju vre¢ica bolesnik prazni dijaliznu tekucinu s odstranjenim uremijskim toksinima i

viSkom vode iz trbuha u ,,otpadnu* vrecicu, a potom utace novu dijaliznu tekucinu.

Lije¢enje PD-om dijelimo na dvije osnovne metode, i to: kontinuiranu ambulatornu

peritonejsku  dijalizu  CAPD (engl. continuous ambulatory peritoneal dialysis) 1



automatiziranu peritonejsku dijalizu APD (engl. automated peritoneal dialysis). Kod CAPD-a
educirani bolesnici samostalno izmjenjuju otopine za dijalizu (1500 — 2000 ml) pomocu
sustava vrecica, najcesce Cetiri puta dnevno, ¢ime se osigurava 24-satna dijaliza, a kod APD-a
uredaj za dijalizu (engl. cycler) ciklicki puni i prazni trbusnu Supljinu, naj¢es¢e nocu, prema

unaprijed zadanom programu (8000 — 12000 ml, trajanja Sest do devet sati) (31).

Ovisno o gradi tijela i tezini bolesnika, ukupna povrsina peritonejske membrane moze iznositi
1,7 do 2 m?, ali njezina efektivna povrsina ovisi o anatomskim ¢imbenicima i peritonejskom
protoku krvi. Visceralni i parijetalni peritoneum sastoje se od jednog sloja mezotelnih stanica
koji lezi na submezotelnom vezivnom tkivu u kojem se nalaze kapilare 1 limfne zile. U
endotelu peritonejskih kapilara tri su vrste pora: ultramale pore, tzv. akvaporini, male i velike
pore kojima se odvija prolaz vode, uremickih toksina i proteina (32, 33). Brzina protoka krvi u
kapilarama peritonejske membrane znatno je sporija od onih koji se postizu tijekom HD-a, 70
ml/min naspram 300 — 400 ml/min te je posljedi€no odstranjivanje (klirens) ureje i drugih
uremickih toksina male molekularne mase u jedinici vremena puno manje u PD-u nego u HD-
u. Medutim, PD se u bolesnika provodi kontinuirano, svakog dana, a ne intermitentno cetiri
sata tri puta tjedno, kao Sto je slu¢aj s HD-om, stoga je djelotvornost ovih dviju metoda

podjednaka.

Individualne razlike u gradi 1 funkciji peritonejske membrane odreduju brzinu prijelaza
otopljenih tvari iz krvi u dijalizat. Za ispitivanje funkcije peritonejske membrane najcesce se
koristi peritonejski ekvilibracijski test (PET). Ovaj test provodi se dva tjedna nakon
postavljanja PD-katetera, kako bi se procijenile transportne osobine individualnog
peritoneuma, potrebna doza dijalize i utvrdila optimalna metoda PD-a. Odgovarajuca
dinamika odstranjivanja otopljenih tvari niske molekularne tezine procjenjuje se odredivanjem
klirensa ureje i1 kreatinina, a kod ostatne bubrezne funkcije (24-satna diureza > 100 ml)
odreduje se 1 ostatni bubrezni klirens. Preporuceno je da ukupni Kt/Vureje iznosi najmanje 1,7

(pozeljno 2,0) (30, 34).

Lijecenje PD-om najcesce oteZzavaju mehanicke komplikacije vezane za kateter ili povisen
intraabdominalni tlak te infekcijske komplikacije; infekcije izlazista PD-katetera i peritonitisi.
Prosjecno se javlja jedna epizoda peritonitisa na dvije do tri godine lije¢enja bolesnika PD-
om. Najces¢i put infekcije jest intraluminalno kroz kateter, kontaminacijom prilikom utoka
dijalizne tekucine u trbuSnu Supljinu gram-pozitivnim bakterijama s koZe. Znatno su rjedi

peritonitisi uzrokovani gram-negativnim uzro¢nicima transmuralnim prijelazom crijevnih
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bakterija. Adekvatnom intraperitonealnom antimikrobnom terapijom peritonitisi se uspjesno
lijece.

Najces¢i razlozi gubitka ove metode nadomjestanja bubrezne funkcije i prijelaza na lije¢enje
HD-om opetovani su peritonitisi, mehanicke komplikacije s PD-kateterom, nedostatna doza

dijalize, gubitak dijalizne funkcije peritonejske membrane zbog razvoja fibroze i skleroze.

Za razliku od HD-a, bolesnici koji se lije¢e PD-om nisu ovisni o uredaju i terminima postupka
u zdravstvenim ustanovama, a boljoj kvaliteti Zivota pridonose manje restriktivna dijeta 1 unos
teku¢ine, bolja kontrola krvnog tlaka 1 bubreZne anemije. LijeCenje biokompatibilnim
dijaliznim teku¢inama smanjuje oSteCenje peritonejske membrane 1 omogucuje dulje

odrzavanje ostatne bubrezne funkcije (35).

1.2.3. TRANSPLANTACIJA BUBREGA

Rezultat velikih napora znanstvenika 1 kliniara, ali 1 velikog povjerenja koje svojim
lije¢nicima iskazuju bolesnici sa zavrSnim stadijem KBB-a jest suvremena transplantacijska
medicina koja predstavlja jednu od najslozenijih grana medicine. Isprepletanje bazi¢nih
znanosti, filigranske skrbi za bolesnika 1 profinjenih kirurskih tehnika dodatno je

komplicirano ¢injenicom da se radi o eticki i moralno vrlo zahtjevnom podrucju.

Transplantacija bubrega najbolja je metoda nadomjesStanja bubrezne funkcije. Ovaj nacin
lije¢enja bolesnicima omogucava kvalitetu Zivota najblizu onoj koju su imali s funkcionalnim
bubregom (36). lako bolesnici s funkcionalnim transplantiranim bubregom imaju dulji zivotni
vijek od onih lijeCenih HD-om ili PD-om, on je joS uvijek kra¢i nego u op¢oj populaciji iste

dobi (37).

Transplantacija bubrega moze se uciniti preventivno u 5. stadiju KBB-a prije zapocinjanja
nadomjestanja bubreZzne funkcije, no najcesce se provodi u bolesnika koji se lije¢e HD-om ili

PD-om.
1.2.3.1. Priprema za transplantacijsko lijeCenje

Detaljna predtransplantacijska obrada svakog potencijalnog primatelja bubrega ima za cilj
prepoznavanje patoloSkih stanja koja bi ga mogla Zivotno ugroziti tijekom i1 nakon
transplantacije bubrega. Predtransplantacijska obrada ukljucuje niz laboratorijskih,

imunoloskih te specijalistickih pregleda i pretraga: elektrokardiogram (EKG), radiogram
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prsnog kosa, abdomena i male zdjelice, ultrazvuéni pregled srca, trbuha, dojki, krvnih zila
vrata, zdjelice 1 donjih ekstremiteta, gastroskopiju, ginekoloski, uroloski, otorinolaringoloski,
stomatoloski, oftalmoloski, neuroloski i psihijatrijski pregled. Dio bolesnika, ovisno o
pridruzenim bolestima i nalazima osnovne predtransplantacijske obrade, trebat ¢e dodatne
pretrage: test optereCenja, 24-satni EKG, koronarografiju, CT toraksa, abdomena i male
zdjelice, angiografiju, kolonoskopiju, cistoskopiju. Aktivna i latentna infekcija moraju biti
otkrivene prije transplantacije kako bi se smanjio rizik od pogorSanja ili aktiviranja postojece
latentne infekcije kod primatelja nakon uvodenja imunosupresivne terapije. Ovaj probir
ukljucuje testove za citomegalovirus(CMV), Epstein-Barr virus (EBV),Herpes simplex
virus(HSV),Varicella-zoster virus(VZV),Hepatitis B 1 C virus(HBV, HCV)humani
imunodeficijencijski virus(HIV), Toxoplasmu gondii i Mycobacterium tuberculosis. Pozitivni
nalaz moze zahtijevati posttransplantacijsku antivirusnu terapiju (npr. za CMV ili HBV) ili
moze predstavljati kontraindikaciju za transplantaciju sve dok se infekcija ne stavi pod
kontrolu. Potencijalnim primateljima bubrega treba uciniti probir na maligne bolesti prema
preporukama koje vrijede za op¢u populaciju, a potrebno je potvrditi i da je transplantacija

moguca i s kirurskog stajalista (36).

Iako su apsolutne kontraindikacije za transplantaciju bubrega rijetke (proSirena maligna
bolest, aktivna sustavna infekcija, teske neispravljive sré¢ano-zilne bolesti, pluéne bolesti i/ili
bilo koja bolest s ocekivanim trajanjem zivota kra¢im od dvije godine), od svih bolesnika koji

bubreznu funkciju nadomjestaju dijalizom za transplantaciju je podobno svega 25 — 30 %.

Relativne kontraindikacije za transplantacijsko lijeCenje izraziti su adipozitet, aktivna pepticka
ulkusna bolest, kroni¢ni aktivni virusni hepatitisi, psihoza. Infekcije poput kroni¢nog
hepatitisa C, B ili infekcije HIV-om u ranijim dekadama smatrane su apsolutnim
kontraindikacijama za transplantacijsko lijecenje, a posljednjih petnaestak godina svjedo¢imo
dobrim transplantacijskim ishodima ovih bolesnika (38, 39). Rutinska nefrektomija nativnog
bubrega ne preporucuje se osim u sluc¢aju ponavljajucih infekcija nativnih bubrega, bolesnika
s autosomnom policisticnom bole$¢u bubrega kada zbog veliine nativnog bubrega nema
dovoljno mjesta za transplantat ili kod endemske nefropatije (nefropatija aristolohi¢ne

kiseline) zbog povecanog rizika maligne bolesti mokra¢nog sustava (40).

Bubreg se moze presaditi sa zivog srodnog ili nesrodnog darivatelja ili umrlog darivatelja

(kadavera). KoriStenje organa umrlih darivatelja omogudéilo je transplantacijsko lijecenje
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velikog broja bolesnika, ali potraznja je jos uvijek daleko veca od ponude organa pa nemali
broj bolesnika ¢eka na transplantacijsko lijeCenje. Republika Hrvatska je od 2007. godine
Clanica Eurotransplanta, neprofitne organizacije osam zemalja, ukupne populacije od 135
milijuna stanovnika, s ve¢om moguénos¢u pronalaska najpogodnijeg organa za presadivanje.
Potencijalni primatelji bubrega upisuju se u bazu podataka u Informacijski sustav
Eurotransplanta ENIS (engl. Eurotransplant network information system). Postupak dodjele
bubrega obavlja se raCunalnim programom FEurotransplanta, usporedujuci karakteristike
darivatelja 1 primatelja te uzimajuci u obzir druge zadane kriterije kao $to su stupanj hitnosti,
podudarnost u krvnoj grupi, imunoloSka podudarnost, duljina lijecenja dijalizom, udaljenost
izmedu davateljske bolnice 1 transplantacijskog centra. Tim lije¢nika iz svih osam zemalja
Clanica Eurotransplanta redovito pregledava ove kriterije kako bi dodjela organa bila §to

pravednija i utemeljena na najnovijim medicinskim saznanjima (40).

U Hrvatskoj 90 % doniranih bubrega potjece od umrlih darivatelja. Oko tre¢ine ovih bubrega
su grani¢ni s obzirom na fizioloSka ili postupkom uzrokovana oStecenja, ali se ipak koriste jer
je potraznja tako velika. Marginalnim darivateljima ili darivateljima po proSirenim kriterijima
smatraju se osobe starije od 59 godina te osobe dobi izmedu 50 1 59 godina uz dva dodatna
kriterija: smrt uzrokovana cerebrovaskularnom bolesti, maksimalan predtransplantacijski
kreatinin u serumu ve¢i od 137 umol/L, arterijska hipertenzija u anamnezi (41). Ako se
transplantira bubreg darivatelja po proSirenim kriterijima, potrebno je uciniti
predtransplantacijsku biopsiju kako bi se procijenila kvaliteta organa. Primjenom
Remuzzijeve bodovne ljestvice procjenjuje se i stupnjuje udio skleroze glomerula, atrofije
tubula, fibroze intersticija, suzenje arteriola, a potom odluCuje o podobnosti organa za
presadivanje. Remuzzijevbod 0 do 3 ¢ini donirani bubreg prihvatljivim za transplantaciju, bod
4 do 6 zahtijeva transplantaciju oba bubrega jednog darivatelja jednom primatelju, a kod boda

7 ili viSe transplantacija je neprihvatljiva (42, 43).

1.2.3.2. Imunoloski testovi u transplantacijskom lijeenju

Imunoloski sustav primatelja odgovoran je za visokospecificnu imunolosku reakciju na strane
antigene darivatelja bubrega, Sto je nepoZeljno u transplantacijskom lije¢enju. Jacina
imunoloskog odgovora ovisi o tkivnoj podudarnosti primatelja i darivatelja, ali 1 o
primijenjenom imunosupresivnom lije¢enju primatelja. Glavni sustav tkivne podudarnosti

MHC (od engl. major histocompatibility complex), koji se u ¢ovjeka naziva sustavom HLA
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(od engl. human leukocyte antigens), odgovoran je za kontrolu i regulaciju imunoloSkog
odgovora. Vise od 200 gena sustava HLA (1 % ljudskog genoma) ¢ija je funkcija prerada i
predocavanje antigena nalazi se u genskim regijama na kra¢em kraku Sestog kromosoma.
Regija I. sadrzi gene koji kodiraju molekule HLA -A, -B i -C, poznate i kao molekule HLA
skupine I., koji se nalaze na povrSini svih stanica s jezgrom. Regija II. sadrzi gene koji
kodiraju molekule HLA -DR, -DQ i -DP, poznate i kao molekule HLA skupine II. koje se
nalaze na povrSini antigen-prezentiraju¢ih stanica kao S§to su makrofagi, limfociti B i
dentriti¢ne stanice. Molekule HLA skupine I. predocuju unutarstani¢ne antigene CD8" (engl.
clusters of differentiation) citotoksicnim limfocitima T, dok molekule HLA skupine II.
predocuju izvanstani¢ne antigene CD4" pomagackim limfocitima T, koji onda poticu
proizvodnju odgovaraju¢ih protutijela usmjerenih na navedene izvanstanicne antigene.
Odredivanje gena i antigena polimorfnog sustava HLA (HLA-A, -B, -C, -DP, -DQ, -DR) iz
periferne krvi ili limfnih ¢vorova naziva se ,tipizacijom tkiva®“. U pripremi za
transplantacijsko lijeCenje provodi se tipizacija tkiva primatelja i darivatelja. SeroloSkim
testom mikrolimfocitotoksi¢nosti ovisnim o komplementu — CDC (engl. complement
dependent citotoxicity) odreduju se antigeni HLA, a za odredivanje gena HLA Kkoristi se
metoda molekularne biologije temeljena na lancanoj reakciji polimerazom PCR (od engl.
polymerase chain reaction). Za pokretanje imunoloSke reakcije odgovorni su antigeni
darivatelja koji su nepoznati primatelju, stoga se u analizi HLA podudarnosti antigeni
HLAdarivatelja i primatelja analiziraju na razini nepodudarnosti — MM (od engl. Mismatch)
za lokuse HLA-A, HLA-B i HLA-DR. Nepodudarnim se smatra onaj antigen koji je prisutan
u darivatelja, a nije prisutan u primatelja te zbog toga moze izazvati reakciju odbacivanja
organa u primatelja. Broj nepodudarnosti na svakom od lokusa moze iznositi od 0 do 2 (za sva

tri lokusa ukupan broj mogucih nepodudarnosti je 6) (44).

Osim odredivanja antigena i podudarnosti darivatelja i primatelja, potrebno je provjeriti
prisutnost protutijela naHLA u serumu primatelja. Naime, do nastanka protutijela na HLA
moze do¢i pri transfuziji krvi ako je primatelj u Zivotu ve¢ primio transplantirani organ te kod
zena u trudno¢i. U klini¢koj se praksi prisutnost protutijela na HLA odreduje upotrebom tzv.
panelalimfocita koji se stvara tako da se izabere toliko prethodno HLAtipiziranih
dobrovoljnih davatelja krvi koliko ih treba da njihovi aleli ¢ine reprezentativni populacijski
uzorak. Ovaj test naziva se ,panel reaktivnih protutijela, PRA (engl. panel reactive

antibodies), a rezultat se izrazava kao postotak. Potencijalni primatelji bubrega kojima
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postotak PRA iznosi 0 — 5 % smatraju se neimuniziranima, oni s postotkom PRA 5 — 85 %
imuniziranima, a oni s postotkom PRA veéim od 85 % smatraju se visokoimuniziranim.
Imunizirani bolesnici ¢ine skupinu primatelja koja je pod veéim rizikom od odbacivanja
transplantiranog organa i zahtijevaju intenzivnu predtransplantacijsku i posttransplantacijsku

imunolosku skrb.

Posljedn;ji predtransplantacijski test jest CDC test krizne reakcije — CM (engl. cross match) u
kojem se limfociti darivatelja dovode u kontakt sa serumom primatelja. Ako su protutijela na
antigene HLA darivatelja DSA) (engl. donor specific antibodies) prisutna u serumu
primatelja, ona e se vezati za antigen na povrsini limfocita darivatelja, Sto nakon dodavanja
komplementa uzrokuje razaranje membrane limfocita i njihovu smrt. Rezultat testa prikazuje
se bodovnom ljestvicom od 1 do 8; 1 je negativna reakcija, 100 % zivih limfocita, 8 je
pozitivna reakcija, 100 % mrtvih limfocita. Negativan CM test uvjet je za transplantaciju
bubrega, a pozitivan CM test apsolutna je imunoloska kontraindikacija za transplantacijsko

lijecenje (44).

1.2.3.3. Kirurski principi transplantacijskog lijeCenja

Prvi je korak kirurskog transplantacijskog lijecenja eksplantacija bubrega iz tijela darivatelja.
U Zivog darivatelja ona se moze uciniti klasi¢nim, otvorenim kirurS§kim zahvatom, ali je
poZeljnije odabrati manje invazivne kirurSke tehnike kao Sto su laparoskopska, laparoskopska
rukom asistirana (engl. hand-assisted) ili robotska nefrektomija (45). Eksplantacija bubrega
kod umrlog darivatelja obavlja se otvorenim kirurS§kim zahvatom, najceS¢e u sklopu
viSeorganske eksplantacije. Bez obzira na odabir kirurSke metode, vazno je osigurati pristup
bubregu i mokra¢ovodu, pazljivo preparirati bubrezne krvne Zzile, ocuvati perihilarno i
periureteralno masno tkivo zbog arterijske cirkulacije mokra¢ovoda. Tijekom i nakon
eksplantacije bubreg se hladi ledom 1 ispire hladnom kristaloidnom otopinom za prezervaciju
kako bi se umanjio negativan uc¢inak ishemije nakon prekida cirkulacije; optimalno je ohladiti
bubreg na 4 °C. Ishemija dovodi do vakuolizacije i nekroze epitelnih stanica tubula nefrona,
akutne tubularne nekroze i odgodene funkcije organa nakon transplantacije. Druga je
posljedica ishemije pojafan izraZajgena odgovornih za aktivaciju limfocita T, kemotaksiju i
stani¢nu apoptozu, $to moZe dovesti do imunoloske reakcije odbacivanja transplantiranog

bubrega (46). ,,Topla ishemija“ traje od prekida cirkulacije u Zzivog, odnosno od
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kardiocirkulatornog aresta u umrlog darivatelja do uspostave perfuzije, a ,.hladna ishemija“
traje od uspostave perfuzije do transplantacije organa primatelju. Hladenje bubrega ledom i
hladnim perfuzijskim otopinama smanjuje metabolicku aktivnost stanica i njihovu potrebu za

energijom, umanjujuci ishemijske promjene (47).

Kristaloidne otopine za prezervaciju dijele se na one koje imaju sastav sli¢an unutarstani¢noj
tekuc¢ini (UW University of Wisconsin, EC Euro — Collins,) 1 na one koje imaju sastav slican
izvanstanicnoj teku¢ini (HTK histidin-triptofan-ketoglutarat, Celsior). UW-otopina danas se

smatra zlatnim standardom za ¢uvanje 1 perfuziju organa (48).

Donirani bubreg kirurSki se implantira heterotopno u desnu ili lijevu ilijjatnu jamu,
ekstraperitonealno. Primatelj lezi na ledima, uz polozaj hiperekstenzije. Nakon pranja
operativnog polja u mokraéni se mjehur postavi urinarni kateter. Rez na kozi (Gibsonova
incizija) duljine 20-ak centimetara pocinje dva centimetra iznad izbo¢ine na ilijanoj kosti
(spina ilijaka anterior superior) 1 nastavlja se do lateralne granice ravnog trbusnog misica.
Potom se prerezu vanjski kosi, unutarnji kosi te popre¢ni misi¢ trbusSnog zida, pazec¢i da se ne
ozlijedi peritonealna membrana 1 ne otvori peritonealna Supljina. Peritoneum s
intraperitonealnim organima pomakne se medijalno. Slijedi identifikacija, podvezivanje,
presijecanje 1 odstranjenje epigastricnih arterija koje su ogranci vanjskih i unutarnjih ilija¢nih
arterija zdjelice. Potom se prepariraju vanjske i unutarnje ilijane vene i arterije, mobilizira se
vanjska ilijjacna vena, a ilijacne arterije mobiliziraju se minimalno da se ne ozlijedi
adventicija arterijske stijenke. Prema duljini bubrezne arterije i vene, kao i planiranog
polozaja bubrega u ilijacnoj jami, odabiru se mjesta anastomoza krvnih zila transplantata i
ilijacne vaskulature primatelja. Vazno je odabrati ono mjesto koje osigurava da krvne Zile ne
budu pod tenzijom, ali i da ne budu preduge kako ne bi doslo do presavinuca, §to moze
ugroziti cirkulaciju transplantiranog bubrega. Prvo se stvara venska anastomoza. Na vanjsku
ilijaénu venu postavljaju se stezaljke proksimalno i distalno od mjesta anastomoze te se ucini
venotomija. Venska anastomoza izvodi se termino-lateralno, koriste¢i produzne Savove.
Arterijska anastomoza moZe se uciniti termino-terminalno na unutarnju ilijanu arteriju ili
termino-lateralno na vanjsku ilijaénu arteriju ako se transplantira bubreg od preminulog
darivatelja. Bubrezna arterija transplantata od umrlog darivatelja ima dio aorte oko utoka
bubrezne arterije (carrel patch), sto omogucuje lakSe izvodenje anastomoze sa Savovima koji
nisu odmah na ishodisStu arterije, a to umanjuje rizik od postoperativne stenoze. Na unutarnju

ili vanjsku ilijjacnu arteriju postavljaju se stezaljke proksimalno i distalno od predvidenog
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mjesta anastomoze. Arteriotomija se ucini kranijalnije u odnosu na venotomiju (za vensku
anastomozu) kako bi se osigurala bolja vidljivost pri zatvaranju anastomoze. Savovi na
anastomozi, pojedinacni ili produzeni trebaju zahvatiti sve slojeve arterijske stijenke (49).
Pazljivo stvaranje krvozilnih anastomoza najvazniji je korak u postizanju optimalne
prokrvljenosti i funkcije transplantiranog organa. Ipak, kako temperatura bubrega raste nakon
uklanjanja iz leda s 4 °C brzinom od 0,5 °C/minuti, trebalo bi teziti da vrijeme potrebno za
anastomoziranje bude krace od 30 minuta kako bi se ublaZila neminovna ishemijsko-

reperfuzijska ozljeda (47).

Sljede¢i vazan korak kirurSkog transplantacijskog zahvata jest anastomoza mokrac¢ovoda i
mokraénog mjehura (ureterocistoneostomija) koja moze biti transvezikalna 1
ekstravezikalna.Transvezikalna anastomoza (tip Leadbetter-Politano) stvara se na straznjoj
stijenci mokraénog mjehura, a mjesto incizije jest iznad uSc¢a nativnog mokracovoda. Nakon
incizije ucini se tunel kroz stijenku mokra¢nog mjehura kroz koji se provuc¢e mokracovod.
Ekstravezikalna anastomoza (tip Lich-Gregoir) stvara se na lateralnoj strani verteksa
mokra¢nog mjehura. PozZeljno je anastomozu uciniti antirefluksnom tehnikom stvaranja
submukoznog tunela u stijenci mokra¢nog mjehura (tehnika Pasini-Bradi¢). Mokracovod se
elasti¢na, tanka teflonska proteza s dva savijena kraja ,,JJ* proteza; gornji kraj proteze doseze
pijelon transplantiranog bubrega, a donji mokra¢ni mjehur primatelja. ,,JJ* proteza smanjuje
ucestalost kirurskih komplikacija, posebice zastoja u otjecanju urina, ali i curenja urina
tijekom cijeljenja Savova na anastomozi, ali povecava vjerojatnost infekcije. Zbog toga je

preporuka uklanjanje proteze Cetiri tjedna nakon transplantacije (50).

1.2.3.4.Imunosupresijski lijekovi u transplantacijskom lijecenju

Ljudski imunoloski sustav razlikuje vlastite stanice od stranih, stoga se kod presadivanja
organa aktiviraju munoloske stanice, ¢ije djelovanje moze dovesti do neZeljenog odbacivanja

presadenog organa.

Patofiziologija odbacivanja transplantiranog organa temelji se na aktivaciji stanica i1
molekularnih medijatora primatelja nakon prepoznavanja organa geneti¢ki razli¢itog
darivatelja. Stanice koje se aktiviraju nakon transplantacijskog postupka jesu limfociti T 1

antigen-prezentirajuc¢estanice— APC (engl. antigen presenting cells), a to su makrofagi,
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limfociti B i1 dendriticne stanice. Nakon transplantacije darivateljeve antigene mogu
predocavati darivateljski ili primateljevi APC-i. APC antigene darivatelja predocavaju
limfocitima T, a predoCavanje se odvija u slezeni i limfnim ¢vorovima. Ako antigene
predocavaju darivateljevi APC-i, nastaje akutno odbacivanje, a predocavanje antigena od

strane primateljevih APC-a odgovorno je za kroni¢no odbacivanje presadenog organa (51).

Citotoksi¢ni CD8" limfociti T prepoznaju darivateljeve antigene HLA skupine 1., koji su
izrazeni na svim stanicama s jezgrom, dok pomagacki CD4" limfociti T prepoznaju
darivateljeve antigene HLA skupine II. koji su fagocitirani, preradeni i izloZeni na povrSini
limfocita B i makrofaga. Limfociti T prepoznaju predocCeni antigen receptorom T-stanica
TTCR (engl. T-cell receptor,) uz interakcije kostimulacijskih molekula (CD28 na limfocitu T
s CD80/86 na APC). Slijedi unutarstani¢na signalizacija koja dovodi do aktivacije
transkripcijskih ¢imbenika i izraZaja gena za citokine koji poti¢u limfocite T na aktivaciju,
proliferaciju i diferencijaciju. Porast unutarstani¢nog citoplazmatskog kalcija (Ca**) aktivira
kalcineurin koji dovodi do defosforilacije nuklearnog faktora aktiviranih limfocita T(NFAT).
NFAT se premjesta iz citoplazme u jezgru i potiCe transkripciju gena za interleukin 2 (IL-2)
koji se veze za receptore na povrsini stanice. Vezanjem na receptor aktivira se mTOR (engl.
mammalian target of rapamycin) — serin-treoninsku protein kinazu koja regulira sve faze
stanicnog ciklusa limfocita T. Osim najvaznijeg IL-2 u poticanju imunoreakcije na
darivateljeve antigene sudjeluju citokini IL-4, IL-5 i IL-6, interferon gama (IFN-y), ¢imbenik
nekroze tumora tumor alfa, TNF-a (engl. tumor necrosis factor a), koji aktiviraju limfocite B,
njihovu diferencijaciju u plazma-stanice, proizvodnju protutijela i odlaganja imunokompleksa
(kompleks antigen-protutijelo) u endotel vaskulature transplantiranog bubrega. Ova kaskada
dovodi do aktivacije komplementa 1 koagulacijskog sustava, koji uzrokuju dodatna endotelna

ostecenja te vaskularnu trombozu (52, 53).

Zbog njihove vazne uloge u imunoloskom odgovoru, primarni cilj imunosupresijskog
lijeCenja u transplantacijskoj medicini jest supresija aktivacije 1 proliferacije limfocita. Vise je

skupina imunosupresivnih lijekova, razli¢itog mehanizma djelovanja.

Inhibitori kalcineurina

Kalcineurin je o kalciju Ca®* ovisna proteinska fosfataza, koja nakon aktivacije limfocita T i
porasta Ca** u citosolu aktivira NFAT koji posreduje u sintezi IL-2. Predstavnici ove skupine

kemijski su razli¢ite molekule ciklosporin 1 takrolimus, koji se vezuju za proteine iz obitelji
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imunofilina; ciklosporin se veze za ciklofilin, a takrolimus za FK-560 i tvore komplekse koji

inhibiraju kalcineurin.

Ciklosporin takoder poti¢e izrazaj gena za TGF-B (engl. transforming growth factor p),
snaznog inhibitora IL-2 potaknute proliferacije i sazrijevanja citotoksi¢énih CD8* limfocita T
(54). Takrolimus je znatno snazniji od ciklosporina u supresiji imunoloskog odgovora pa
posljednja dva desetlje¢a gotovo u potpunosti potiskuje ciklosporin iz imunosupresijskih
protokola. Metaboliziraju se enzimom citokromom P450 3A u jetri i ulaze u interakciju s
mnogobrojnim drugim lijekovima, dovodec¢i do razli¢ite bioraspoloZivosti lijeka u organizmu.
Oba lijeka imaju malu terapijsku Sirinu zbog Cega je potrebno redovito pracenje koncentracije
lijeka u krvi i1 prilagodba doze ovisno o izmjerenoj vrijednosti. Inhibitori kalcineurina
predstavljaju srZ imunosupresijskih protokola, ali imaju nefrotoksi¢ni ucinak koji je
djelomi¢no uvjetovan dozom. Patogeneza nefrotoksi¢nosti 1 arterijske hipertenzije
vazokonstrikcija je aferentnih arteriola s posljedicnom hipoperfuzijom glomerula 1
pogorSanjem funkcije transplantata. Ostale su nuspojave ovih lijekova hepatotoksi¢nost,

hiperglikemija i hiperuricemija (55).
mTOR inhibitori

mTOR C¢lan je obitelji fosfatidil-inozitol-3-kinaza koji regulira rast i proliferaciju stanica, ali i
apoptozu. Inhibicija ovog unutarstanicnog puta dovodi do inhibicije citokinima uzrokovane
proliferacije limfocita T i supresije imunoloSkog odgovora. Inhibitori mTOR-a jesu sirolimus
1 njegov derivat everolimus. Ovi lijekovi vezu se na imunofilin FK 506-12, ¢ime nastaje
aktivni kompleks koji blokira mTOR. Ne utjeCu na aktivaciju limfocita T, ali onemogucéuju
njihovu proliferaciju potaknutu IL-2. Oba lijeka uspjesno blokiraju i proliferaciju limfocita B 1
stvaranje protutijela, a izazivaju i apoptozu dendriti¢nih stanica koje prezentiraju nevlastite
antigene. Metabolizam lijekova odvija se preko enzima citokrom P450 3A 1 P-glikoproteina.
Kao i inhibitori kalcineurina, pripadaju skupini lijekova male terapijske Sirine, doziraju se
individualno uz pracenje koncentracije lijeka u krvi. Naj€e$¢e su nuspojave ovih lijekova
ulceracije usne Supljine, upala sluznica, usporeno cijeljenje rana, hiperglikemija,
dislipidemija, a mogu wuzrokovati pneumonitis 1 teSku mijelosupresiju, osobito
trombocitopeniju. Cesto izazivaju proteinuriju i periferne edeme koji mogu biti unilateralni

(56).
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Mikofenolat mofetil (MMF)

MMF je predlijek koji se u organizmu brzo hidrolizira u aktivni oblik mikofenoli¢nu kiselinu
MPA (engl. mycophenolic acid). Selektivno, nekompetitivno i1 reverzibilno inhibira enzim
inozin monofosfat dehidrogenazu koji sudjeluje u sintezi gvanina neophodnog za sintezu
deoksiribonukleinske kiseline, DNA (engl. deoxyribonucleic acid). Kako limfociti T i B ne
posjeduju enzime za alternativnu sintezu purina, oni ostaju u S-fazi stani¢nog ciklusa, uz
nemogucnost proliferacije. Osim toga, MPA potice apoptozu aktiviranih limfocita T, inhibira
proizvodnju protutijela u aktiviranim limfocitima B 1 inhibira predofavanje antigena na
dendritiénim stanicama. Metabolizam MPA odvija se glukuronidacijom, pomocu jetrene
uridin difosfat-glukuronil transferaze. Nuspojave MPA ovisne su o dozi 1 ukljucuju
poremecaje probavnog sustava u ¢ak 30 % bolesnika: inapetencija, mucnina, povracanje,
proljevi 1 abdominalni bolovi. Ove nuspojave cesto su prolazne i ve¢inom ne zahtijevaju
prekid lijecenja. Rijetko uzrokuju hipertenziju 1 mijelosupresiju, osobito neutropeniju.

Povecavaju rizik nastanka oportunisti¢kih infekcija, osobito virusnih (57).

Glukokortikoidi

Dugi niz godina poznato je imunomodulacijsko djelovanje glukokortikoida, hormona koji se
iz kolesterola sintetiziraju u zoni fascikulati kore nadbubrezne zlijezde. Zbog ovog djelovanja
sintetizirani su glukokortikoidi koji se koriste kao lijekovi, a najcesce se primjenjuju
prednizon i prednizolon (kratkog do srednje dugog djelovanja) te deksametazon i betametazon
(dugog djelovanja). Ovi lijekovi smanjuju volumen i aktivnost limfnog sustava uzrokujuci
limfocitopeniju. Inhibiraju sintezu IL-2, IL-6 1 IFN-y, potrebnih za proliferaciju i odgovor
limfocita T na strane antigene. U velikim dozama smanjuju proizvodnju protutijela, a u
manjim dozama oslabljuju stvaranje imunokompleksa (vezanje antigena 1 protutijela) 1 njihov
prolazak kroz bazalnu membranu. Suprimiraju aktivaciju komplementa te poti¢u migraciju
limfocita T iz intravaskularnog prostora u limfna tkiva. Metaboliziraju se u jetri. Nuspojave su
mnogobrojne, metabolicke (poremecaj menstrualnog ciklusa, Cushingov sindrom,
hiperglikemija, povecan apetit, porast tjelesne tezine), gastrointestinalne (pepti¢ke ulceracije),
neurogene (glavobolja, vrtoglavica), dermatoloske (petehije, strije, akne, hirzutizam,

alopecija, usporeno cijeljenje rana) (55).
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Belatacept

Belatacept jefuzijski protein antigena 4 citotoksi¢nih limfocita T, CTLA-4 (engl. cytotoxic T
lymphocyte-associated antigen 4) antigena i fragmenata domene Fc humanog imunoglobulina
IgG1. Veze se na receptor CD80/CD86 na APC ¢ime onemogucava aktivaciju limfocita T.
Primjena belatacepta ima prednost u usporedbi s inhibitorima kalcineurina zbog povoljnijeg
metabolickog profila, manje incidencije de novo DSA, poboljSane funkcije transplantata i
dugoro¢nog prezivljenja bolesnika/transplantata. Nedostatak je neSto veca ucestalost i
intenzitet akutnih odbacivanja u prvoj godini nakon transplantacije 1 veca ucestalost

limfoproliferativnih bolesti, osobito u EBV seronegativnih primatelja (55, 57).

Antilimfocitna protutijela

Pripravci antilimfocitnih protutijela mogu biti poliklonska i monoklonska protutijela.
Poliklonska se dobivaju imunizacijom konja ili kuni¢a ljudskim limfocitima T. Od
poliklonskih protutijela uglavnom se koriste kuni¢ja poliklonska protutijela protiv humanih
limfocita T (ALG) i kuni¢ja poliklonska protutijela protiv humanih timocita (ATG).
Imunosupresijski uc¢inak posljedica je deplecije limfocita T u krvi i limfnim tkivima i
supresije  stani¢nog imunoloskog odgovora, dok humoralna imunost (posredovana
protutijelima) ostaje sacuvana. Poluvijek Zivota poliklonskih kuni¢jih protutijela iznosi tri
dana, a toksi¢ni u€inci ukljucuju sindrom oslobadanja citokina (poviSena tjelesna temperatura,
hipotenzija, glavobolja, dispneja), trombocitopeniju, limfopeniju te veliki rizik za reaktivaciju

CMV-a.

Monoklonska protutijela mogu biti deplecijska ili nedeplecijska. Deplecijsko monoklonsko

protutijelo jest alemtuzumab, a nedeplecijska baziliksimab 1 daklizumab.

Alemtuzumab je humanizirano monoklonskoprotutijelo koje se veze na receptor CD52 na
limfocitima T 1 B, ali i na makrofagima i monocitima. NeZeljena je nuspojava lijeCenja
alemtuzumabom znatna leukopenija. Postoje izvjeS¢a o akutnim odbacivanjima posredovanim
protutijelima od primjene alemtuzumaba, pojavi autoprotutijela ili autoimunih bolesti kod
ponovljenih primjena, poput imunotrombocitopenije, hemoliticke anemije i1 poremecaja

funkcije Stitne Zlijezde.

Basiliksimab (kimericno monoklonsko protutijelo klase imunoglobulina G1-IgGl) i

daklizumab (humanizirano monoklonsko protutijelo klase IgG1) protutijela su na receptor za
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IL-2 na limfocitu T. Receptor za IL-2 sastoji se od alfa, beta i gama lanca. Basiliksimab i
daklizumab vezuju se visokim afinitetom za alfa-lanac (CD25) receptora, ¢ime onemogucuju
vezanje IL.-2 za svoj receptor, $to dovodi do smanjenja proliferacije limfocita T. Za razliku od
poliklonskih protutijela i alemtuzumaba, ovi lijekovi ne uzrokuju depleciju limfocita T nego
moduliraju njihov odgovor na podrazaj antigenom. Poluvrijeme uklanjanja basiliksimaba
iznosi sedam dana, a supresija receptora za IL-2 traje tri do Cetiri tjedna, dok daklizumab ima
poluvrijeme uklanjanja dvadeset dana, a supresija receptora za IL-2 traje deset tjedana. Ovi
lijekovi imaju malu ucestalost Stetnih u¢inaka, uz moguénost nastanka reakcije preosjetljivosti
(CeS¢e uz basiliksimab), ali se ne moze iskljuciti veci rizik za limfoproliferativne poremecaje

(593).

Imunosupresijsko lijeCenje sprecava odbacivanje transplantiranog organa i1 zasluzno je za
uspjeSnost transplantacije. Indukcijsko imunosupresijsko lijeCenje  primjenjuje  se
pred/perioperativno, a imunosupresijska terapija odrZzavanja primjenjuje se postoperativno u
dugom periodu, dokle god traje funkcija presadenog organa. Cilj je indukcijske terapije
smanjenje ranog odbacivanja transplantiranog bubrega. Primjenjuju se poliklonska ili
monoklonska protutijela kojima se izrazito suprimira imunoloski odgovor primatelja protiv
transplantata. Iako je primjena indukcijske imunosupresijske terapije standardna u
transplantacijskom lijeCenju, njezina je najveca dobrobit kod bolesnika s visokim
imunoloskim rizikom kao Sto su primatelji organa darivatelja po proSirenim kriterijima (41),
darivatelja s nekucajuéim srcem, senzibiliziranih bolesnika (osobito onih s PRA > 50 %) ili

kod ponavljanih transplantacija (36).

Imunosupresijska terapija odrzavanja ukljucuje viSe lijekova. Princip istovremene primjene
viSe skupina lijekova bazira se na njihovu aditivnom ucinku razli¢itim mehanizmima
djelovanja. U imunosupresijskim protokolima, koji nisu jedinstveni za sve transplantacijske
centre u svijetu pa ni u Hrvatskoj, okosnica su inhibitori kalcineurina ciklosporin 1 takrolimus.
NajceS¢e se primjenjuju u kombinaciji s jednim ili dva lijjeka iz drugih skupina
imunosupresijskih lijekova. To su MMF 1 kortikosteroidi. U odabranih skupina bolesnika s
malignim bolestima ili nuspojavama inhibitora kalcineurina primjenjuju se inhibitori mTOR
(sirolimus ili everolimus). Kombinacija razli¢itth imunosupresijskih lijekova omogucuje
individualizaciju imunosupresijske terapije ovisno o obiljezjima primatelja 1 darivatelja, ali i
nuspojavama lijekova. Redovitim pra¢enjem koncentracije imunosupresijskih lijekova

(inhibitori kalcineurina, inhibitori mTOR) prilagodava se njihova doza. Rizik odbacivanja
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transplantata ovisi o ukupnoj razini izlozenosti primatelja organa imunosupresijskim
lijekovima. Pocetne visoke doze imunosupresijskih lijekova mogu se postupno snizavati
ovisno o ukupnom transplantacijskom imunoloskom riziku, nastanku nuspojava i

komplikacijama u kasnijem posttransplantacijskom periodu (54, 55).

1.2.3.5. Komplikacije transplantacijskog lijecenja

NeZeljeni dogadaji u transplantacijskom lijeCenju komplikacije su povezane s kirurSkim

zahvatom, odbacivanje transplantata i infekcije.

KirurSke komplikacije

KirurSke komplikacije nakon transplantacije mogu biti vaskularne (1 — 15 %) i uroloske (3 — 9
%). Vaskularne su komplikacije krvarenje, hematom, tromboza renalne vene i arterije, stenoza
renalne arterije, limfokela, arterijsko-venska fistula i pseudoaneurizma. Dijagnosticiraju se
ultrazvuénim pregledom (UZV) uz primjenu Doppler tehnike za analizu toka krvi kroz krvne
zile, kompjutoriziranom tomografijom (CT), magnetskom rezonancom (MR) s angiografijom

ili bez nje (58).

Krvarenja, hematomi i tromboze nastaju u ranom posttransplantacijskom periodu. Tijekom
samog zahvata moze dodi do jaceg i/ili produzenog krvarenja, a krvarenje se moze javiti i
poslije, prvih nekoliko dana nakon zahvata. Znatna krvarenja koja zahtijevaju kirursku
reviziju najceSc¢e nastaju na vaskularnim anastomozama. Tromboza renalne arterije javlja se u
1 % bolesnika, a nastaje zbog oSteCenja intime bubrezne arterije ili njezina presavinuca i
rotacije. Tromboza bubrezne vene najceSCe nastaje zbog pritiska izvana, krvarenjem ili
hematomom, ali moze nastati zbog tromboze ilijacnih krvnih Zila, s progresijom tromba u
venu transplantiranog bubrega. Klinicki se vidljiva prestankom mokrenja i jakom boli u
transplantiranom bubregu. Tromboze zahtijevaju hitan kirurSki zahvat koji najceS¢e zavrSava
odstranjenjem transplantata (graftektomija). Stenoza bubrezne arterije javlja se u 10 %
transplantiranih, najceS¢e od tri mjeseca do dvije godine nakon transplantacije. Klini¢ka je
manifestacija terapijski rezistentna arterijska hipertenzija uz pogorSanje funkcije
transplantiranog bubrega. Terapija izbora perkutana je transluminalna angioplastika (PTA);
prosirenje arterije balonom na napuhivanje uz umetanje mrezaste metalne potpornice (,,stent*)

ili bez nje. Limfokela je nakupina limfe oko presadenog bubrega koja potjece iz bolesnikovih
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zdjeli¢nih limfnih zila, manjim dijelom i od limfnih Zila transplantata. Ucestalost je 1 — 20 %,
pojavljuje se Sest tjedana nakon transplantacije. Manje limfokele (veli¢ine do nekoliko
centimetara) ne uzrokuju tegobe 1 zahtijevaju UZV praéenje, a velike (deset centimetara i
viSe) komprimiraju transplantirani organ, krvne zile i mokracovod, mogu uzrokovati
prosirenje kanalnog sustava iznad mjesta opstrukcije, ali i trombozu bubrezne arterije i/ili
vene. Metode lijeCenja limfokele aspiracija su pod kontrolom UZV-a, perkutana drenaza ili
kirurSka marsupijelizacija. Arterijsko-venske fistule (AVF) nastaju kod istodobnog ostecenja
bubrezne arterije 1 pripadajue vene kod biopsije transplantiranog bubrega, a kod
pseudoaneurizme oStecenje se nalazi samo na bubreznoj arteriji. AVF zahtijevaju intervenciju
kad uzrokuju znatno krvarenje, a pseudoaneurizme ako su vece od dva centimetra; moze se

uciniti embolizacija, endovaskularni ili otvoreni kirurski zahvat.

Uroloske su komplikacije opstrukcija kanalnog sustava transplantiranog bubrega i1 curenje
urina. Opstrukcija (2 — 10 % bolesnika) moZze nastati u bilo kojem dijelu kanalnog sustava
transplantiranog bubrega. Nastaje zbog pritiska izvana (hematomom, limfokelom) ili zbog
nastanka kamenca ili krvnog ugruska unutar kanalnog sustava. Uzrok opstrukcije moze biti 1
ishemija 1 posljedicna striktura mokra¢ovoda ili presavinuce (predugog) mokra¢ovoda. Kako
je transplantirani bubreg denerviran, bolesnik nece imati tipi¢ne bubrezne kolike, ali moze
imati hematuriju 1/ili oskudniju diurezu. U ranom posttransplantacijskom periodu moze doci
do curenja urina (5 % bolesnika) iz anastomoze mokra¢ovoda i mokra¢nog mjehura zbog
usporenog cijeljenja ili zbog ishemije i nekroze mokracovoda. Urin se moze nakupljati u
postoperativnom podrucju i formirati urinom ili moZze istjecati van, kroz postoperativnu ranu.
Biokemijska analiza perkutane punkcije nakupljene tekuéine oko transplantiranog bubrega
nuzna je za razlikovanje urinoma od limfokele. Klinicki se urinom manifestira oteklinom 1i
bolom. Terapijske opcije kod opstrukcije kanalnog sustava transplantiranog bubrega 1 kod
urinoma postavljanje su ,JJ* proteze i/ili perkutana nefrostomija, a u sluaju neuspjeha

navedenih opcija nuzan je otvoreni kirurski zahvat (59).

Odbacivanje transplantiranog bubrega

Odbacivanje transplantiranog organa moZze biti hiperakutno (unutar 24 sata od
transplantacije), akutno (unutar nekoliko dana do nekoliko tjedananakon transplantacije) ili
kroni¢no (viSe mjeseci ili godina nakon transplantacije). Hiperakutno odbacivanje uzrokovano

je ve¢ postojecim protutijelima primatelja na antigene darivatelja, a odvija se aktivacijom
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sustava komplementa koje uzrokuje trombozu malih krvnih zila i posljedi¢ni infarkt
transplantata. Postalo je rijetko (1 %) zahvaljuju¢i unapredenju imunoloSkog
predtransplantacijskog probira. Bolesnik ne mokri ili mokri vrlo oskudno, a CD-UZV-om ne
moze se dokazati protok krvi kroz transplantat. Jedino je djelotvorno lijecenje kirurSko
uklanjanje transplantata (graftektomija) (52, 53).

Akutno odbacivanje moze biti posredovano limfocitima T (,,stani¢no®), protutijelima
(,,humoralno®), ali i kombinirano. Citotoksi¢ni CD8limfociti T i pomagacki CD4" limfociti
Tproizvodnjom citokina aktiviraju stani¢nu imunost ili pak poticu proizvodnju protutijela i
aktiviraju humoralnu imunost. lako mu je ucestalost znatno smanjena uvodenjem indukcijske
imunosupresijske terapije, oko 20 % primatelja bubrega ima jednu ili viSe epizoda
odbacivanja. Akutno odbacivanje Cesto ima asimptomatski tijek, a porast razine serumskog
kreatinina nespecifican je pokazatelj. Kod sumnje na akutno odbacivanje treba iskljuciti
vaskularne ili uroloske komplikacije kao §to su tromboza krvnih Zila transplantata (javlja se u
1% primatelja, uglavnom uzrokuje ireverzibilni gubitak transplantata), razvoj urinoma,
hematoma, apscesa, limfokele (60, 61). Ultrazvucnim pregledom vidljivo je uvecanje
transplantiranog bubrega zbog edema. Akutno odbacivanje i patogenetska osnova njegova
nastanka (stanicno ili humoralno) potvrduju se patohistoloSkom analizom bioptata

transplantata, a klasificira se prema Banff klasifikaciji (62).

Stani¢ni tip reakcije odbacivanja (posredovan limfocitima T) karakterizira intersticijski
infiltrat mononuklearnim stanicama, tubulitis 1 arteritis. Odbacivanje posredovano
protutijelima (koje proizvode limfociti B) karakterizira intimalni ili transmuralni arteritis i
trombotska mikroangiopatija.Dokaz svjeze interakcije protutijela s vaskularnim endotelom
pozitivno je bojenje na komponentu komplementa C4d u stijenci peritubularnih kapilara.
Dijagnozu humoralnogodbacivanja potvrduje laboratorijski imunoloski test pozitivnih DSA u
serumu primatelja. Razlikovanje stani¢nog odbacivanja 1 odbacivanja posredovanog
protutijelima vazno je zbog terapijskog pristupa. Akutno stani¢no odbacivanje lijeci se
velikim dozama kortikosteroida (tzv. bolusi) ili antitimocitnim globulinom. Lijecenje akutnog
odbacivanja posredovanog protutijelima zahtijeva dodatno lijeCenje terapijskom izmjenom
plazme i intravenskim imunoglobulinom. Akutno odbacivanje kompromitira daljnju funkciju
transplantata jer teSko oSteceni dijelovi transplantata cijele fibrozom. Nuzno je intenzivirati

imunosupresijsku terapiju da se sprijeCe nove epizode akutnog odbacivanja s posljedi¢nim
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povecanim rizikom za infekcije, metabolicke komplikacije i nastanak zlo¢udnih bolesti u
primatelja (52).

Kroni¢no odbacivanje transplantiranog organa dogada se tiho, sporo, tijekom godina nakon
transplantacije. Laboratorijski i klinicki ocituje se postupnim porastom kreatinina u serumu
primatelja, pojavom proteinurije, loSije reguliranom arterijskom hipertenzijom. Kroni¢no
odbacivanje transplantata posredovano de novo sintetiziranim DSA-om histoloski je
obiljezeno fibrozom intime arterija te multilameliranjem bazalnih membrana peritubularnih
kapilara (vidljivo elektronskim mikroskopom). Patognomoni¢ne patohistoloske promjene u
kroni¢nom stanicnom odbacivanju transplantata promjene su na arterijama; intimalna
infiltracija mononukleara, proliferacija VSMC (engl. vascular smooth muscle cells) u mediji i
njihova infiltracija u intimu uz suzZenje i okluziju arterijskog lumena (kroni¢na arteriopatija
transplantata). Ove promjene dovode do ishemije 1 fibroze transplantata. Kroni¢no
odbacivanje podmuklo napreduje unato¢ imunosupresijskoj terapiji; specificne terapijske

strategije nema, osim intenziviranja imunosupresijskog lijecenja ako je moguce (62).

Infekcije

Primarni je cilj transplantacijske medicine odrzati razinu imunosupresijske terapije kojom se
sprecava odbacivanje organa uz smanjivanje rizika infektivnih komplikacija na najmanju
mogucu mjeru. Infekcije su najucestalije u prvoj godini nakon transplantacijskog lijecenja
kada je i neto imunosupresija visoka. Razlikujemo infekcije podrijetlom od darivatelja, od
samog primatelja, bolnicke infekcije te infekcije koje se razvijaju uslijed izlaganja u zajednici.
Uzroc€nici infekcija povezanih s darivateljem jesu bakterije 1 gljivice (Staphylococcus aureus,
Streptocccus pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella, Candida) koje uzrokuju
bakterijemiju u vrijeme eksplantacije organa jer se ovi uzro¢nici mogu pricvrstiti na
vaskularne 1 ureteralne anastomoze te uzrokovati nekrozu i dehiscijenciju anastomoza,
mikoti¢ne aneurizme i curenje urina. Virusni ,,miraz* darivatelja mogu biti CMV, EBV, BK
polioma virusi, ali 1 Mycobacterium tuberculosis.Infekcije mogu nastati reaktivacijom
latentnih infektivnih ZariSta u primatelja uzrokovanih mnogobrojnim mikroorganizmima:

Mycobacterium tuberculosis, CMV, HSV, VZV, HBV, HCV (63).

Etioloski su najcesce bakterijske infekcije, 1 to infekcije mokraénog sustava sa sekundarnom

-----

Escherichia  coli, Enterococcus, Klebsiella pneumonije, Acinetobacter baumanii
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iEnterobacter, a naj¢es¢i su uzrocnici infekcija rane Staphylococcus epidermidis i aureus te

Pseudomonas aeruginosa (64).

Kolonizacija bolni¢kim (nozokomijalnim) mikroorganizmima tijekom hospitalizacije i razvoj
infekcije mikroorganizmima rezistentnim na antimikrobno lijecenje ucestalije su u bolesnika s
pocetno losijom funkcijom transplantata, kirurskim komplikacijama i duljom urinarnom
kateterizacijom. Infekcije iz opée zajednice vezane su za konzumiranje kontaminirane vode i
hrane, kontakte s bolesnim ¢lanovima obitelji ili radne sredine. U prvom mjesecu nakon
transplantacije  vecina infekcija uzrokovana je nozokomijalnim bakterijama te
bakterijamaprenesenim od darivatelja. Od drugog do Sestog mjeseca nakon transplantacije
javljaju se virusne (re)infekcije — CMV, HSV, HBV, HCV, oportunisti¢ke infekcije koje
uzrokuju Pneumocystis carini, Toxoplasma gondii, Aspergillus, Nocardia te relapsne
bakterijske infekcije. Od Sestog mjeseca do godine dana nakon transplantacije bakterijske
infekcije (perzistirajuce i/ili relapsirajuce) ucestalije su u primatelja s loSijom funkcijom
transplantata i onih koji su lijeCeni zbog epizoda odbacivanja. Prepoznavanje infekcije u
bolesnika s transplantiranim bubregom teze je nego kod bolesnika s urednim imunoloskim
odgovorom jer su klini¢ki 1 laboratorijski znakovi infekcije blazi zbog imunosupresijske
terapije. Vazno je uzeti uzorke krvi, urina, obriske postoperativne rane za mikrobioloSku
analizu, zbog identifikacije patogena, ali 1 zbog optimalnog antimikrobnog lijeCenja. Prvi je
terapijski korak redukcija imunosupresije 1 ukljuenje Siroke antimikrobne terapije,
antibakterijske i antivirusne, koja se deeskalira po dospije¢u mikrobioloskih nalaza. Iako je
ucestalost infekcija vidno smanjena posljednjih desetljec¢a, one i dalje ostaju znatan uzrok
pobolijevanja i smrtnosti u bolesnika nakon transplantacije bubrega. Virusne infekcije mogu

potaknuti akutno odbacivanje, a povezuju se 1 s nastankom zlocudnih tumora (63).

Ocekivano prezivljenje bolesnika 1 transplantiranog bubrega u prvoj godini nakon
transplantacije je 90 — 100 %. Rizik od smrti bolesnika s transplantiranim bubregom upola je
manji od rizika bolesnika koji se lije¢e dijalizom. Iako bolesnici s funkcionalnim
transplantatom imaju duZi Zivotni vijek od onih koji nadomjestaju bubreznu funkciju HD-om

ili PD-om, on je jo$ uvijek krac¢i nego u op¢oj populaciji iste dobi (65).
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1.3. ODGODENA FUNKCIJA TRANSPLANTIRANOG BUBREGA

Odgodena funkcija transplantata — DGF (engl. delayed graft function) oblik je akutnog
zatajivanja transplantiranog bubrega karakteriziran poslijetransplantacijskom oligurijom i
nedostatnom depuracijom dus$i¢nih supstanci. Definira se nuzno$¢u dijalize dulje od sedam
dana nakon transplantacije (66, 67). Incidencija iznosi do 10 % kada se transplantira bubreg
zivog darivatelja, a znatno je veéa (19 — 40 %) kada se transplantira bubreg darivatelja nakon

mozdane smrti (68 — 70).

Odgodena funkcija transplantata — DGF nezeljeni je dogadaj u transplantacijskom lijecenju.
Povecava rizik za akutno odbacivanje, razvoj fibroze i loSiju kratkorocnu i dugoro¢nu
funkciju transplantiranog bubrega (71 — 73). Mnogobrojni Cimbenici utjeCu na njezinu
pojavnost, a povezani su s karakteristikama darivatelja, primatelja, antigenskom podudarnosti
1 trajanjem hladne ishemije. Velik fokus istraZivanja u transplantacijskoj medicini ¢imbenici
su darivatelja koji negativno utjecu na rani (i kasni) transplantacijski ishod. To su veca dob,
muski spol, ve¢i indeks tjelesne mase — BMI (engl.body mass index), cerebrovaskularni
incident kao uzrok mozdane smrti, anamneza arterijske hipertenzije, SeCerne bolesti, poviSena
predeksplantacijska razina serumskog kreatinina, hemodinamska nestabilnost i primjena

inotropa u predeksplantacijskom periodu (74).

Dobro su istrazivani 1 ¢imbenici primatelja koji negativno utjecu na transplantacijski ishod:
veca dob, arterijska hipertenzija, kardiovaskularne bolesti, duljina lijecCenja dijalizom (66, 75).
Ozljeda 1 posljedi¢na disfunkcija endotelnih stanica s razvojem vaskularnih kalcifikata u
miljeu kroni¢ne upale u uremiji Cesto je zastupljena u primatelja bubrega i pridonosi

ishemijskom i imunoloskom oStecenju transplantata (76).

Hladna ishemija vrijeme je koje organ provodi ohladen, izmedu prestanka krvne opskrbe u
tijelu darivatelja (eksplantacija) 1 uspostave krvne opskrbe nakon formiranja vaskularnih
anastomoza u kirurSkom postupku transplantacije (77). Za vrijeme hladne ishemije provodi se
hipotermija, kojoj je cilj odrzati vitalnost bubrega. lako sniZavanje temperature usporava
metabolizam stanica, hladno¢a ne moZe zaustaviti ni sprijeciti stani¢na oStec¢enja zbog prekida
krvne opskrbe. Mnogim istrazivanjima pokuSala se dokazati povezanost trajanja hladne
ishemije i DGF-a, ali bez jedinstvenog zakljucka. Dio istraZivanja definira dulju hladnu
ishemiju kao jasan rizicni ¢imbenik za DGF (78), ali druga istrazivanja nisu potvrdila ovu

povezanost (70, 79, 80). Opcenito je prihva¢eno da krac¢a hladna ishemija ima povoljan uc¢inak
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na poslijetransplantacijski tijek, a iako jo$ nije jasna vremenska granica kada taj ucinak

nestaje, izgledno je da bi trebalo teziti hladnoj ishemiji krac¢oj od 24 sata (81).

Patofizioloska podloga DGF-a najéeS¢e je akutna tubularna nekroza, rjede progresivna
reakcija odbacivanja superponirana na akutnu tubularnu nekrozu, opstrukcija mokra¢nog

sustava, a vrlo rijetko tromboza renalne arterije/vene (82).

Akutna tubularna nekroza posljedica je ishemijsko-reperfuzijske ozljede u transplantacijskom
postupku. Zbog privremenog prekida krvne opskrbe bubrega nastaje kraca (Zivi darivatelji) ili
dulja (darivatelji nakon moZzdane smrti) hipoksija (83). Kao odgovor na hipoksiju u
mitohondrijima tubularnih stanica eksplantiranog bubrega povecava se produkcija reaktivnih
spojeva kisika,ROS (engl. reactive oxygene species). Budu¢i da je kisik potreban u
proizvodnji adenozin-trifosfata (ATP), koli¢ine tog vaznog energetskog spoja u ishemiji se
nadoknaduju procesom anaerobne glikolize uz nastajanje mlije¢ne kiseline. Nakupljanje
mlije¢ne kiseline u stanici dovodi do acidoze, nestabilnosti lizosoma 1 aktivacije njihovih
enzima. Kada se i ako potroSe zalihe supstrata za anaerobnu glikolizu, dolazi do manjka ATP-
a, posljedica je inaktivnost Ca i Na/K ATP-azne pumpe, §to dovodi do unutarstani¢nog
nakupljanja natrija, vode i kalcija. Preopterecenje stanica kalcijem i stani¢ni edem dovode do
oStecenja stani¢nih struktura te neprogramirane stanicne smrti — nekroze. Konacna i bioloski
teza faza ozljede javlja se tijekom reperfuzije nakon transplantacijskog postupka. Naglo

nastala oksigenacija mijenja stani¢ni milje, a naglom promjenom stani¢nog pH povecava se

proizvodnja ROS-a (84).

Oksidativna modifikacija duSikova oksida (NO), vaznog modulatora vaskularnog tonusa
endotelnog podrijetla, dovodi ne samo do njegove smanjene bioraspolozivosti ve¢ i do
stvaranja toksi¢nih produkata koji dodatno oStecuju stanicu (85). Ishemijsko-reperfuzijska
ozljeda uzrokuje 1 aktivaciju imunoloskog sustava aktivacijom receptora slicnih Tollu, TLR
(engl. Toll-like receptor), dendriticnih stanica te sustava komplementa. TLR su proteinski
receptori koji posreduju u prepoznavanju molekularnih obrazaca povezanih s oSte¢enjem
stanice, DAMP (engl. damage-associated molecules patterns) te aktiviraju adapterske
proteine poput ¢imbenika diferencijacije mijeloidnih stanica (MyD88) i molekule TRIF (engl.
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f), koji pokrecu prijenos signala u jezgru
1 aktiviraju molekule iz skupine aktivatora transkripcije stani¢nih gena poput NF-kB (engl.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancerof activated B cells), IRF (engl. interferon

regulatory factors) 3 1 7 i/ili MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase). Na taj nacin
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TLR reguliraju izrazaj gena koji kodiraju sintezu interferona klase I, II i III, proupalnih,
imunoregulacijskih te protuupalnih citokina koji omogucuju zapocinjanje nespecifi¢ne
imunoloske reakcije. Aktivirane dendritine stanice predoCuju antigene transplantata
limfocitima T primatelja, a potom interakcija izmedu limfocita T i B moze potaknuti razlicite
aloimune odgovore. Aktivirani komplement izaziva povecanu sintezu upalnih citokina IL-1,

IL-2, IL-6, TNF-a i IFN-Bkoji mogu uzrokovati programiranu smrt stanice, apoptozu (67, 84).

Tubularne epitelne stanice najosjetljivije su na ishemijsku ozljedu, a reperfuzijska ozljeda
dovodi do edema endotelnih stanica kapilara glomerula i kongestije peritubularnih kapilara.
Patohistoloskim nalazom bioptata transplantata s DGF-a prevladava tubularno oStecenje,
kongestija peritubularnih kapilara, gubitak Cetkaste povrSine na apikalnoj membrani epitela
proksimalnih tubula, velike citoplazmatske vakuole u epitelnim stanicama proksimalnih i
distalnih tubula (znak stani¢ne autofagije), prisutnost cilindara u distalnim tubulima (znak
opsezne epitelne nekroze). Intersticij je edematozan, uz pokoju mononuklearnu upalnu
stanicu. Arhitektura glomerula nije poremecena, prisutan je edem endotelnih stanica, a rjede

se vide trombi u gomerularnim kapilarama (86).

Nakon kirurSke anastomoze arterije 1 vene transplantata s ilijacnom arterijom i1 venom
primatelja ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, uz arterijsku hipotenziju i hipovolemiju zbog
vazodilatacije nakon primjene anestetika i1 otpuStanja citokina primjenom indukcijske
imunosupresije, uzrokuju hipoperfuziju aferentnih arteriola nefrona. Hipoperfuzija dovodi do
osStecenja endotelnih stanica kapilara glomerula, smanjenja ukupne filtracijske povrSine te
smanjenja GFR-a i nedostatnog volumena urina. Ako se reperfuzija ne uspostavi ili se
uspostavi zakasnjelo, slijedi 1 hipoperfuzija kapilara tubula i oStecenje epitelnih tubularnih
stanica, njihova nekroza te odlaganje u tubule Sto znatno usporava ili potpuno zaustavlja
protok urina (87, 88). Klini¢ki nastaje oligurija, laboratorijski perzistira azotemija zbog
nedostatne depuracije razgradnih produkata proteina ureje 1 kreatinina. U optimalnom slu¢aju
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda u transplantaciji bubrega reverzibilna je promjena koja
uzrokuje oliguriju u ranom poslijeoperacijskom razdoblju, a u neoptimalnom sluc¢aju moze

potrajati dulje 1 zahtijeva suportivno lijeenje dijalizom.

Predvidanje i prevencija DGF-a moZe poboljsati ishode transplantacije i upravo je zato vazno
istrazivati rizi€ne ¢imbenike i okolnosti koje povecavaju njezinu ucestalost. U cilju ranog
prepoznavanja ishemijsko-reperfuzijske ozljede i1 posljedicno DGF-a istrazuju se potencijalni

dijagnosticki biomarkeri u primatelja, ali i darivatelja. Prospektivna studija koja je ukljucila
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mnogobrojne transplantacijske centre u SAD-u pokazala je da su viSe razine biomarkera
tubularnog oste¢enja NGAL-a (engl. neutrophil gelatinase-associated lipocalin) i 1L-18 u
urinu primatelja prvog dana nakon transplantacije povezane s vecom ucestalosti DGF-a.
PoviSene razine monocitnog kemoatraktantnog proteina 1-MCP-1 (engl. monocyte
chemoattractant protein), snaznog kemoatraktanta za monocite 1 makrofage, u urinu

primatelja, ali i darivatelja nakon mozdane smrti povezane su s DGF-om (67).

Prevencija DGF-a ukljucuje optimalno zbrinjavanje potencijalnog darivatelja nakon mozdane
smrti. Primjena umjerene hipotermije darivatelja znatno je umanjila stopu DGF-a (s 39 % na
28 %) (67). Treba teziti kra¢em vremenu hladne ishemije uz optimalnu perfuziju bubrega
nakon eksplantacije. Istrazivanja pokazuju da primjena hipotermijske strojne perfuzije

smanjuje ucestalost 1 intenzitet DGF-a (84).

Provode se mnogobrojna istrazivanja na stani¢nim i Zivotinjskim modelima o terapijskim
opcijama ublazavanja ishemijsko-reperfuzijske ozljede, ali do danas ne postoji sluzbeno
odobrena i registrirana terapija. Tijekom faze ishemije energetski se metabolizam prebacuje s
oksidacije masnih kiselina na glikolizu, omogucuju¢i stanicama i tkivima da ostanu odrzivi.
Ovo preusmjeravanje energetskog metabolizma kontrolira 1 poboljSava inducibilni faktor
hipoksije,HIF (engl. hypoxia-inducible factor), ¢iju stabilnost reguliraju o kisiku ovisni
enzimi prolil-hidroksilaze,PHD (engl. prolyl hydroxylase domain enzymes). LijeCenje
farmakoloSkim dozama inhibitora PHD dovodi do povecane dostupnosti HIF-a u stanicama i
bolje tolerancije bubrega na ishemiju (85). Ohrabruju podatci o primjeni protutijela na
komponentu komplementa C5 te inhibitora IL-6 kako bi se ogranicila stani¢na apoptoza (67).
Odgodena funkcija transplantata — DGF komplikacija je koja se Cesto javlja u pocetnom
razdoblju nakon transplantacije. Osim akutnih komplikacija zbog nefunkcionalnosti
transplantata prac¢enih produljenom hospitalizacijom, rizikom nozokomijalnih infekcija, DGF
je povezan 1 s kronicnom disfunkcijom transplantata. Transplantacijska medicina suocena je
sa starenjem stanovniStva optereéenog sve vec¢im brojem bolesti i potencijalnih darivatelja 1
primatelja organa. Vjerojatno je to razlog Sto poboljSanja u cjelokupnoj skrbi darivatelja 1

primatelja nisu smanjila ucestalost DGF-a u mjeri u kojoj bi to bilo o¢ekivano (73, 89, 90).

1.4. KOSTANI MORFOGENETSKI PROTEINI
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Kostani morfogenetski proteini — BMP (engl. bone morphogenetic protein) multifunkcionalni
su ¢imbenici rasta koji pripadaju (nad)obitelji signalnih molekula TGF-p.

Kod ljudi obitelj TGF-f sastoji se od 33 gena liganda (TGF-B, aktivini, BMP, hrskavi¢ni
morfogenetski proteini — CDMP, engl. cartilage derived morphognetic proteins), dva
¢imbenika rasta i diferencijacije (GDF, engl. growth and differentiation factor), sedam
receptora tipa I, (ALK1-7; engl. activin receptor-like kinase), pet receptora tipa II (ActRIIA,
ActRIIB, BMPRII, TGFBRII i AMHRII), kao 1 niz koreceptora, regulatora i unutarstani¢nih
transkripcijskih ¢imbenika SMAD (naziv Smad kombinacija je Drosophila gena engl. mothers
againstdecapentaplegic — Mad 1 engl. small protein Caenorhabditis elegans — Sma). Posebna
znacCajka obitelji jest promiskuitet njegovih ¢lanova; ligandi se mogu vezati na vise razli¢itih
receptora, a receptori mogu vezati vise liganada. Evolucijski ocuvana obitel] TGF- regulira
mnoge fizioloSke procese u embriogenezi 1 homeostazi odraslih tkiva, ali sudjeluje 1 u
patofizioloSkim procesima poremecaja funkcije mnogih organa i nastanku bolesti (91).
Djelovanje BMP-ova, proteina odgovornih za poticanje rasta kosti, prvi je put zamijec¢eno
1965. godine (92), no ostali su nepoznati sve do prociS¢avanja 1 sekvencioniranja govedeg
BMP-3 (osteogenin) te kloniranja ljudskih BMP-2 i 4 u kasnim 1980-ima (93). Marshall Urist
davne 1965. godine pokazao je da ekstrakt kosti moze potaknuti nastanak kosti u miSi¢nom
tkivu Stakora te je postavio hipotezu da u koStanom matriksu postoji bioaktivni ¢imbenik
odgovoran za osteogenezu (92). Istrazivanja devedesetih godina proslog stolje¢a koja su
uslijedila nakon prociS¢avanja i kloniranja BMP-ova pokazala su da BMP-ovi u neko$tanim
tkivima poti¢u diferencijaciju osteogenih progenitorskih stanica u osteoblaste koji stvaraju
kost bez prisustva osteoklasta (94).

Identificirano je vise od dvadeset BMP-ova i podijeljeno u sljedece Cetiri skupine: BMP-2/4,
BMP-5/6/7/8a/8b, BMP-9/10 1 BMP-12/13/14 na temelju njihove funkcije 1 analize
aminokiselinskog slijeda. BMP-2 i BMP-4 podudarni su u 92 % aminokiselinskog slijeda,
imaju najjacu osteoinduktivnu aktivnost. BMP-5, BMP-6 i BMP-7 imaju podudarnost
aminokiselinskog slijeda oko 89 %. BMP-3 je klasificiran u zasebnu skupinu. Iako ne
pokazuje jasnu osteoinduktivnu aktivnost, dijeli strukturnu slicnost s BMP-7 u 42 %
aminokiselinskog slijeda. Za BMP-1 ispostavilo se da nije srodan ostalim BMP-ovima te ne
pripada TGF-P nadobitelji ve¢ skupini prokolagen-C-proteinaza te svojom aktivnosti regulira
pretvorbu prokolagena u zreli kolagen. Geni koji kodiraju BMP-ove Siroko su rasprostranjeni
u ljudskom genomu, $to je doprinijelo razvoju tkivno-specifi¢nih u¢inaka pojedinih ¢lanova

obitelji. Geni za BMP-2 i BMP-7 smjesteni su na 20. kromosomu, za BMP-3 na 4.
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kromosomu, BMP-4 na 14. kromosomu, BMP-5 1 BMP-6 na 6. kromosomu, a BMP-8 na 1.
kromosomu (95).

Iako prvotno otkriveni kao proteini koji poti¢u stvaranje kosti u kostanom i nekostanom tkivu
(¢emu zahvaljuju svoje ime), mnoga istrazivanja koja su uslijedila pokazala su da BMP-ovi
imaju ulogu u diferencijaciji, proliferaciji, ali i apoptozi razli¢itih fenotipova mezenhimskih
stanica. Tijekom embriogeneze BMP-ovi doprinose razvoju tkiva i organa koji nastaju
mezenhimsko-epitelnim  medudjelovanjem; utjecu na osteogenezu, kardiogenezu,
nefrogenezu, neurogenezu te eritrocitopoezu. Nakon rodenja odrzavaju koStanu masu; BMP-
2/4/6/7/9/12/13 poticu diferencijaciju mezenhimskih progenitorskih stanica u hondroblaste i
osteoblaste, a BMP-3 potice proliferaciju ovih stanica. Jasno je dokumentiran u¢inak BMP-
ova na diferencijaciju i proliferaciju adipocita, fibroblasta, mioblasta i Ziv¢anih stanica. Ovim
djelovanjima BMP-ovi su uklju¢eni u odrzavanje homeostaze zdravih tkiva u odraslom
periodu, ali 1 u regeneraciju oStecenih tkiva (96). Istrazivanja provedena posljednjih desetak
godina pokazuju da je disregulacija aktivnosti BMP-ova povezana s razvojem fibroze

bubrega, jetre i srca, aterosklerozom i tumorigenezom (97, 98).

1.4.1 SINTEZA I AKTIVNOST BMP-2 I BMP-7

BMP-ovi se sintetiziraju unutar stanice u endoplazmatskom retikulu kao veliki prekursori,
neaktivni  pre-polipeptidi  (453aminokiseline), koji sadrze signalne peptide na
aminoterminalnom dijelu, pro-peptidno podrucje u sredini i zrele polipeptide na karboksi-
terminalnom dijelu. Nakon §to pro-proteinska kinaza pocijepa protein prekursor BMP-a na
karboksi-terminalnom dijelu, oslobada se zreli polipeptid BMP; zreli BMP-2 sadrzi 115
aminokiselina, a zreli BMP-7 sadrzi 139 aminokiselina. Nakon otpustanja iz stanice BMP-ovi
stvaraju homodimere od dviju identi¢nih podjedinica s disulfidnom vezom kroz cisteinski
¢vor, ali mogu stvarati i heterodimere dva razli¢ita BMP-a; BMP-2/BMP-6, BMP-2/BMP-7 i
BMP-4/BMP-7. Homo ili heterodimerizacijom BMP-ovi postaju bioloski aktivne signalne
molekule; izgledno je da heterodimeri imaju znatno vecu aktivnost od homodimera. U in vitro
istrazivanjima heterodimeri BMP-2/BMP-7 snaZniji su od njihovih homodimera u testovima
osteogene diferencijacije. Jednom otpusSteni u kostani matriks ili krv, BMP-2 i BMP-7 mogu

se inaktivirati serumskim proteazama (99 — 101).
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Aktivacija signalnog puta BMP zapocinje vezanjem BMP-ova za heteromerne komplekse
stani¢nih receptora tipa I i II. Ovi su receptori transmembranski polipeptidi s unutarstanicnom
(citoplazmatskom) komponentom koja ima serin-treoninsku kinaznu aktivnost.

BMP-2 i BMP-7 mogu se vezati za heteromerne komplekse tri receptora tipa [; ALK2, ALK3
(BMPRIa), ALKG®6 i tri receptora tipa II; BMP receptor tipa II (BMPRII), aktivin receptor tipa
ITa (ActRIla) i aktivin receptor tipa IIb (ActRIIb). BMP-2 se vec¢im afinitetom veze na
receptore tipa I, osobito ALK3, odnosno na prethodno stvorene komplekse BMPRII-ALK3 ili
ALK6, a BMP-7 visim se afinitetom veZe za receptore tipa II. Nakon vezanja BMP-a,
konstitutivno aktivna kinaza receptora tipa Il fosforilira i zatim aktivira receptor tipa 1. (100,
101).

Aktivirani receptori tipa I prenose signal citoplazmom fosforilacijom specifi¢nih receptorom
reguliranih molekulaSMAD. Na temelju funkcionalnih znacajki molekule SMAD mogu se
podijeliti u tri skupine: regulacijske molekule R-SMAD 1, 2, 3, 5, 8 1 9, zajednicka molekula
Co-SMAD 4 te inhibicijske molekule I-SMAD 6 i 7 (R-Smad). BMP-2 i BMP-7 vezu se na
heteromere receptor tipa II i receptor tipa I — ALK?2, 3 ili 6 ¢ija fosforilacija aktivira molekule
R-SMAD 1/5/8 koje se u citoplazmi vezu s molekulom Co-SMAD 4. Kompleksi R-SMAD
1/5/8 sa Co-SMAD 4 potom se premjesStaju u jezgru, gdje aktiviraju ili potiskuju izrazaj gena
u kombinaciji s drugim transkripcijskim ¢imbenicima i transkripcijskim koaktivatorima ili
korepresorima. U osteoblastima ovakva signalizacija SMAD aktivira izrazaj osteogenih gena
transkripcijskog ¢imbenika 2 povezanog s RUNX2(engl. runt-related transcription factor 2) i
osterixom vaznih regulatora osteogeneze. Inhibicijske molekule I-SMAD 6 i 7 izlaskom iz
stani¢ne jezgre u citoplazmu sprecavaju fosforilaciju molekula R-SMAD 1 i 5. BMP-2 i
BMP-7 aktiviraju molekule R-SMAD 1,5 i1 8, a BMP-7 moze aktivirati i molekulu I-SMAD 6.
Aktivacija molekula R-SMAD 2 i 3 povezana je s drugim ligandima (nad)obitelji TGF-
(TGF-B, aktivin, GDF) nakon aktivacije receptorima tipa I ALK4, ALKS5 i ALK7 (100 — 103).
Osim kanonskom signalizacijom SMAD, BMP-ovi znatno rjede svoja djelovanja mogu
ostvariti SMAD-neovisnim putovima.SMAD-neovisna signalizacija posredovana je
mnogobrojnim stani¢nim kinazama; izvanstani¢nim signalom regulirane kinazeERK (engl.
extracellular signal-regulated kinase), mitogen aktivirane kinaze p38, MAPK p38
(engl.mitogen-activated protein kinases), C-jun N-terminalne kinaze, JNK (engl. c-Jun-N
terminal Kinase), fosfatidil inozitol 3 kinaze, PI3K (engl. phosphatidyl inositol 3 Kinase),
protein kinaza C i D-PK C, D (engl.protein kinase), TGF- B aktiviraju¢e kinaze 1, TAKI
(engl. TGF-p activated kinase). Dok je glavni mehanizam koji vodi do kanonske SMAD-
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ovisne signalizacije BMP dobro istraZen i poznat, vrlo malo se zna o redoslijedu molekularnih
dogadaja koji rezultiraju nekanonskom signalizacijom BMP. Ipak, poznato je da SMAD
neovisnim signalnim putovima BMP-ovi djeluju na migraciju, diferencijaciju, proliferaciju,
ali 1 apoptozu stanica. Dokumentirana su djelovanja BMP-ova SMAD-ovisnim i SMAD-
neovisnim signalnim putovima, ovisno o dozi; niske doze BMP-7 dovode do povecane
proliferacije stanica reguliranth SMAD-neovisnim signalnim putom MAPK p38, a visoke
doze BMP-7 suzbijaju proliferaciju stanica, a kontrolira ih signalni put SMAD (101, 104).
Postoji nekoliko regulacijskih povratnih mehanizama koji pomaZzu u kontroli aktivnosti BMP-
ova, a mogu biti unutarstani¢ni 1 izvanstani¢ni. Antagonisti BMP-ova inhibiraju signalizaciju
BMP izravnim vezanjem za BMP 1i/ili blokiranjem kriti¢nih epitopa na receptorima.
Djelovanje antagonista ovisi o njihovu izrazaju, bioloSkoj raspolozivosti 1 afinitetu. Noggin,
sklerostin, gremlin 1 follistatin izravno se vezu za BMP-2 i BMP-7 u izvanstaniénom
matriksu, ali mogu se vezati i za BMP-receptore. Kordin inhibira vezanje BMP-7 na receptor,
a proteini izvanstani¢nog matriksa fibronektin, fibrinogen i tenascin C mogu se vezati na
BMP-2 (100,105,106). Dullard fosfataza i ubikvitin ligaza mogu inhibirati unutarstani¢nu
signalizaciju BMP-ova. Inhibicijske molekule SMAD I-SMAD 6 i 7 izravno reguliraju
signalizaciju SMAD izazvanu BMP-2 (100, 101).

1.4.2. BMP-2 I BMP-7 U EMBRIONALNOM RAZVOJU

U zivotinjskim modelima BMP-2 i BMP-7 izrazeni su u endometriju i placenti te su
neophodni za embrionalnu implantaciju i embrionalnu organogenezu (107, 108). Nedvojbeno
je dokazano da su BMP-ovi ukljuceni u slozene razvojne procese tijekom embriogeneze;
utjecu na diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu stanica iz svih triju zametnih listica. Delecija
BMP-2 smrtonosna je za embrij, a delecija BMP-7 dovodi do smrti odmah nakon rodenja.
Embriji s nedostatkom BMP-2 umiru izmedu sedmog i desetog dana trudnoce zbog
manjkavog stvaranja amniona/koriona i stvaranja srca u egzocelomickoj Supljini umjesto u
amnionskoj Supljini (109).

BMP-2 je klju¢an u gotovo svakom stupnju neuralnog razvoja, osobito kod zatvaranja
neuralne cijevi. Sudjeluje u remodeliranju bjelooCnice 1 stvaranju retinalnog sustava.
Medutim, prekomjerni izrazaj BMP-2 moze dovesti do rane kratkovidnosti, stoga njegova
aktivnost mora biti strogo regulirana tijekom embriogeneze. BMP-2 pomaZe u programiranoj

stani¢noj smrti za pokretanje apoptoze u distalnim udovima, omogucujuéi stvaranje prstiju.
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BMP-2 intenzivno sudjeluje u kardiogenezi (110), a potiCe i angiogenetski ucinak u
endotelnim stanicama (111). BMP-2 sudjeluje u razvoju pluénog parenhima; potice stvaranje
alveolarnih stanica i regulira remodeliranje plu¢a. Na kraju, BMP-2 je potreban za pravilnu
osteogenezu, hondrogenezu i adipogenezu tijekom razvoja (100).

BMP-7 ima vaznu ulogu u embriogenezi bubrega; neophodan je za razvoj glomerula, tubula,
ali 1 uretera, utjeCe na kona¢nog broj nefrona i veli¢inu organa. Nedostatak BMP-7 uzrokuje
prerani prekid nefrogeneze zbog povecane apoptoze mezenhimskih stanica iz kojih se
razvijaju glomeruli 1 tubuli (112, 113). Homozigotni miSevi s null mutacijom za BMP-7 umiru

u slici uremije nakon okota (114).

1.4.3. BMP-2, BMP-7 I HOMEOSTAZA TKIVA I ORGANA

BMP-ovi su izrazeni u mnogim stanicama 1 tkivima odraslog organizma. Poticu
diferencijaciju mezenhimskih stanica u fenotipski razliite stanice, ovisno o trenutnim
potrebama tkiva u kojima su izrazeni. Sudjeluju u proliferaciji endotelnih stanica i VSMC-a,
kardiomiocita, enterocita, epitelnih tubularnih stanica.

Istrazivanja su pokazala da disregulacija signalizacije BMP uzrokuje patofizioloske promjene
u mnogobrojnim tkivima i organima, a dovodi i do tumorigeneze raznih organa (dojka, pluca,
jetra, bubreg) (97, 100, 101). Najbolje je dokumentirana aktivhost BMP-2 i BMP-7 u
koStanom sustavu.

Kostano tkivo kompozit je organske matrice (koja je vecinski sastavljena od kolagena) i
anorganske mineralne strukture izgradene od kalcijeva fosfata-hidroksiapatita: Cas(PO4);OH.
U koStanom tkivu prisutne su i mezenhimske i1 hematopoetske mati¢ne stanice koje imaju
sposobnost pretvorbe u koStane stanice osteoklaste i osteoblaste koji resorbiraju staru ili
oste¢enu kost 1 izgraduju novu; kostano je tkivo metabolicki aktivno i stalno se pregraduje.
Hematopoetske mati¢ne stanice diferenciraju se u osteoklaste potaknute ¢imbenicima kao Sto
su aktivatori receptora liganda nuklearnog c¢imbenika kapa-B RANKL (engl. receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand)- 1 ¢imbenik stimulacije kolonija makrofaga — M-
CSF (engl. macrophage colony-stimulating factor).

Osteoklasti resorbiraju koStani matriks (koji uz kolagen sadrzi i proteine osteokalcin,
osteonektin) oslobadaju¢i BMP-2 i kalcij. Mezenhimske mati¢ne stanice mogu se diferencirati

u osteoblaste, hondrocite 1 adipocite. Ova diferencijacija rezultat je aktivnosti viSe BMP-ova:
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BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-9, BMP-12 i BMP-13, ali je izrazenost i aktivnost
BMP-2 najintenzivnija. Osteoblasti stvaraju novu kost na dva nacina: razlikujemo
intramembransku i enhondralnu osifikaciju. Tijekom intramembranske osifikacije osteoblasti
stvaraju 1 izluCuju kolagen tipa I i kalcijev hidroksiapatit koji se veze na proteine
izvanstanicnog matriksa, $to dovodi do mineralizacije. Enhondralnu osifikaciju zapocinju
hondrociti koji hipertrofiraju, izgraduju hrskavicu u koju prodiru krvne zile i osteoblasti.
BMP-ovima posredovana diferencijacija mezenhimskih mati¢nih stanica u adipocite takoder
je vazna za rast i remodeliranje kostiju, ali previSe masnih stanica unutar kosti smanjuje
¢vrsto¢u kosti 1 povecava rizik od prijeloma. Faze pregradnje kosti u procesu cijeljenja
prijeloma kod odraslog covjeka uvelike nalikuju slijedu embrionalnog razvoja kosti.
Novostvoreni hrskavicni prijelomni kalus postupno vaskularizira, a potom okoSta u
prosje¢nom vremenu od dvadesetak tjedana od prijeloma (100).

Adekvatna ravnoteza resorpcije kosti osteoklastima, poticanja unutarmembranske i
endohondralne osifikacije, aktivacija adipogenih signalnih putova nuzna je za odrZavanje
homeostaze kosStanog sustava. Abnormalni gubitak kosti 1 hrskavice javlja se kod osteoporoze
1 osteoartritisa. Istrazivanja upucuju na to da je jedan od mehanizama nastanka ovih

patofizioloskih stanja nepravilna funkcija receptora ALK3 (BMPRIa) na osteoblastima (100).

BMP-2 djeluje na progenitorske endotelne stanice i poti¢e angiogenezu u ishemijom
ozlijedenim tkivima, ali i u tumorskim tkivima (111, 115).

Izrazenost BMP-2 u hepatocitima zdrave jetre smanjuje proliferaciju hepatocita. Suprotno,
kod parcijalne hepatektomije s posljedicno manjom izrazenosti BMP-2 dolazi do povecane

proliferacije hepatocita i povecanja volumena organa (116).

BMP-7 izrazen je u bubrezima duz ¢itavog nefrona; na epitelnim stanicama distalnog tubula i
sabirnih cijevi, ali 1 adventiciji renalnih arterija. Dokumentirana je aktivnost BMP-7 u
podocitima glomerularnih kapilara, mezangijskim stanicama 1 fibroblastima. Kod zdravog
bubrega ne registrira se aktivnhost BMP-7, iako je njegova izraZenost visoka, a kod ozljede
bubrega razina je aktivnosti BMP-7 visoka, Sto se moZe pripisati regulacijskom mehanizmu
koji se temelji na poviSenoj razini receptora BMP tijekom ozljede (117). Osteceni bubreg
nakon ishemije i1 reperfuzije ima kapacitet potpuno vratiti svoju strukturu i1 funkciju. Vrlo brzo
nakon reperfuzije izrazaj BMP-7 znatno se smanjuje, posebno u vanjskom dijelu srzi i

glomerulima, $to bi mogla biti posljedica povecanog izrazaja TGF -Bl. S druge strane,



37

povecava se razina BMP-7 u epitelnim stanicama proksimalnih tubula. BMP-7 potice
migraciju, diferencijaciju 1 proliferaciju tubularnih epitelnih stanica. Eksperimentalni
zivotinjski modeli pokazuju da BMP-7 sprjecava ishemijsko-reperfuzijsko ostecenje; primjena
BMP-7 smanjuje podrucja nekroze i infarkta bubrega, smanjen je i opseg apoptoze; ovaj
terapeutski potencijal BMP-7 rezultat je aktivacije mehanizama regeneracije sli¢nih onima
koji su prisutni u embrionalnom razvoju bubrega (118). U zivotinjskom modelu hladne
ishemije transplantiranog bubrega zabiljezeno je bolje ocuvanje tubularnog epitela dodatkom
BMP-7 (119). Ostecenje tubularnih epitelnih stanica (ujedno i1 najbrojnijih) najodgovornije je
za progresiju KBB-a. Tubularne epitelne stanice glavni su bubrezni izvor kemokina, citokina i
faktora rasta koji pridonose zamjeni epitelnog tkiva za mezenhimalno. To dovodi do
nakupljanja 1 aktivacije fibroblasta u intersticiju i razvoja fibroze bubreznog parenhima, $to je
karakteristika KBB-a. BMP-7 inhibira sekreciju proupalnih kemokina od strane tubularnih
epitelnih stanica, spre€ava epitelno-mezenhimsku tranziciju 1 vraca integritet tubularnim
epitelnim stanicama (120). Endogena primjena BMP-7 ublazila je progresiju fibroze bubrega

u dva genetska modela KBB-misa, Alportovu sindromu i lupusnom nefritisu (114).

BMP-7 antagonizira fibrozu i u drugim organima: srcu, plu¢ima i jetri (121 — 123). BMP-7
ima antagonisticki uc¢inak na signalizaciju inzulina, povecava unos glukoze u tkivima
osjetljivim na inzulin poput masnog tkiva i miSic¢a i utjeCe pozitivno na homeostazu glukoze

(124).

1.4.4. BMP-2, BMP-7 1 VASKULARNI KALCIFIKATI

Nastanak vaskularnih kalcifikacija sloZeni je patoloski proces koji se odvija u intimi 1 mediji
arterijske stijenke; ovaj patoloski proces u stijenci krvne zile vrlo je sliCan fizioloSkom
procesu izgradnje kosti. Oba procesa ukljucuju aktivaciju BMP-ova. U nastanku vaskularnih
kalcifikata BMP-aktivnost odvija se razliitim tipovima stanica: endotelnim, VSMC,
fibroblastima, pericitima (stanicama koje izgraduju intimu, mediju i adventiciju arterija) i

cirkuliraju¢im progenitorskim mezenhimskim stanicama iz krvnog optoka (125).

Vaskularni kalcifikati u intimi arterija

Endotel koji oblaze ¢itav krvoZilni sustav heterogena je epitelna struktura visoke bioloske 1

metabolicke aktivnosti. U endotelu se sintetiziraju cimbenici rasta 1 agregacijsko-
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koagulacijskog puta, receptori za lipoproteine i inzulin. Odrzavaju se aktivnosti enzima
lipoproteinske lipaze i1 angiotenzin-konvertaze, metaboliziraju noradrenalin i serotonin te
stvaraju produkti arahidonske kiseline. Endotelne vaskularne stanice prepoznaju i
prilagodavaju se na razli¢ite humoralne, mehanicke i hemodinamske promjene. Svojim
endokrinim, autokrinim i parakrinim djelovanjima endotel utjece na VSMC u mediji arterijske
stijenke, ali 1 na trombocite i leukocite u krvnom optoku. Endotelna disfunkcija (ED) nastaje
zbog ,,0zljede” endotela i1 posljedicnih proupalnih, protrombotskih i1 vazokonstrikcijskih
aktivnosti u (najcesc¢e neuspjesnim) pokusajima popravka oStecenja izazvanih ,,0zljedom*.

Patofizioloski ¢imbenici koji dovode do nastanka ED-a slobodni su radikali kisika i/ili
oksidativni stres, hiperglikemija, hiperhomocisteinemija, HLP; ovi ¢imbenici patognomoni¢ni
su za nereguliranu arterijsku hipertenziju, sréane bolesti, KBB, Sefernu bolest, autoimune
bolesti, metabolicku bolest u pretilosti (126). Patofizioloske su posljedice ED-a visestruke, ne
samo privremene nego 1 trajne. Nedostatna sinteza i sekrecija vazodilatatora dusSikova oksida
— NO 1 prostaciklina, a povecana sinteza vazokonstriktora endotelina 1 i tromboksana
oslabljuje vazodilataciju, poti¢e vazokonstrikciju 1 agregaciju trombocita. ED karakterizira
povecanendotelni izrazaj proupalnih (NF-xB, TNF-a, IL-1B, IL-6), kemotaktickih (MCP-1),
adhezijskih molekula (vaskularna adhezijska molekula 1 — VCAM-1, engl. vascular cell
adhesion molecule-1,unutarstanicna adhezijska molekula 1 — ICAM-1 engl. intercellular
adhesion molecule-1) i BMP-2, zbog Cega dolazi do nakupljanja monocita, limfocita,
cirkuliraju¢ih progenitorskih mezenhimskiih stanica, lipoproteina kroz povecano propustan
endotel u subendotelni prostor. Oksidirani lipoproteini poti¢u stvaranje adhezijskih molekula i
upalnih citokina, a mogu postati i antigeni, zapocinju¢i time imunoloski odgovor posredovan
limfocitima T. Monociti transformirani u makrofage pokuSavaju ograniciti upalu fagocitozom
oksidiranih lipoproteina. Makrofagi prekrcani fagocitiranim lipoproteinima transformiraju se
u pjenusave stanice ¢ime nastaje tipicna rana aterosklerotska lezija — masna pruga. Ako
upalno zbivanje ustraje, makrofagi u pokusaju ogranicenja upale trajno otpustaju proupalne
citokine koji poti€u migraciju i proliferaciju VSMC-a iz medije i fibroblasta iz adventicije.
Rezultat je nastanak aterosklerotskog plaka koji sadrzava lipide (unutarstani¢ni i izvanstani¢ni
kolesterol 1 fosfolipide), upalne stanice (makrofage, limfocite T), VSMC, vezivno tkivo
(kolagen, glikozaminoglikani, elasticna vlakna) i trombocite. BMP-2 potice transformaciju
VSMC-a i cirkuliraju¢ih progenitorskih mezenhimskih stanica u osteo/hondroblastni fenotip

pa proces slican stvaranju kosti uzrokuje kalcifikaciju unutar plaka (127).
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Vaskularni kalcifikati u mediji arterija

U fizioloskim uvjetima VSMC pomocu kontraktilnog proteina aktina o, endogenih i
cirkuliraju¢ih inhibitora kalcifikacije, kao §to su matriksni protein GLA, anorganski
pirofosfat, fetuin A, sklerostin, osteoprotegerin (OPG) i BMP-7 odrzavaju normalnu
kontraktilnost krvne zile i optimalni protok krvi (128). Fizioloska razina kalcija u krvi vazna
je za regulaciju kontrakcije i funkcije VSMC-a. ED poti¢e mijenjanje fenotipa VSMC-a iz
kontraktilnog u sintetski; infiltracija aterosklerotskog plaka makrofagima najvazniji je
dogadaj u nastanku vaskularnih kalcifikata u mediji. Makrofagi otpuStaju proupalne citokine
TNF-a 1 IL-1PB koji mogu potaknuti endotelno-mezenhimski prijelaz posredovan BMP-2 i
BMP-4 (115). VSMC se diferenciraju u osteoblasticne VSMC, povecava se sinteza i
izlu¢ivanje promotora kalcifikacije BMP-2, osteokalcina 1 osteopontina. Osteoblasti¢ne
VSMC otpustaju kalcificirajuée izvanstanicne vezikule u intimu i/ili mediju krvne zile.
Vezikule su vazan generator kalcifikacije jer osiguravaju kalcijev hidroksiapatit i njegovo
talozenje u izvanstani¢nom prostoru (129).

Dobro je dokumentirana uloga BMP-2 kao promotora nastanka vaskularnih kalcifikata.
Ostecene endotelne stanice 1 osteoblasticni VSMC-i znatan su izvor BMP-2 (130 — 132).
Razina BMP-2 povecana je u stijenci aorte, ali 1 u serumu u zivotinjskom modelu KBB-a
(133). Istrazivanje u bolesnika sa Secernom bolesti 1 koronarnom bolesti pokazalo je
povezanost vece varijabilnosti razine glukoze u krvi 1 vaskularnih kalcifikata, a ekstenzijom
na zivotinjski model i ve¢u izrazenost BMP-2 u kalcifikatima (134). Kroni¢na bubrezna
bolest, Secerna bolest 1 periferna arterijska aterosklerotska bolest povezane su s vecom
izrazenoS¢u BMP-2 u mediji krvnih Zila, za razliku od periferne arterijske aterosklerotske
bolesti bez KBB-a i Secerne bolesti (135). U aterosklerotski promijenjenim trikuspidalnim
sr¢anim zaliscima s kalcifikatima zabiljezena je povecana izrazenost kalcij osjetljivih
receptora 1 BMP-2, za razliku od zalistaka bez kalcifikata (136). Suprotno BMP-2, BMP-7
odrZava kontraktilni fenotip VSMC-a; putem molekula antiSMADG inhibira diferencijaciju
VSMC-a u osteogenetske stanice (137). U Zivotinjskom modelu KBB-a egzogena primjena
BMP-7 smanjila je razvoj vaskularnih kalcifikata, ali nije dovela do regresije ve¢ nastalih
kalcifikata (138). BMP-7 ima ucinak na vrlo vaZan pocetni patofizioloski mehanizam u
nastanku vaskularnih kalcifikata, a to je diferencijacija kemotaksijom pristiglih monocita u
»ozlijedenu® stijenku krvne zile. Monociti pristigli u vaskularnu stijenku diferenciraju se u
dvije vrste makrofaga. Makrofagi M1 ili klasi¢no aktivirani makrofagi promicu i osnazuju

upalni odgovor izlu¢ujuéi MCP-1, TNF-a i IL-6. Makrofagi M1 mogu aktivirati BMP-2 i
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BMP-4 ¢ime zapocCinje osteogenetska kaskada. Nasuprot tome, makrofagi M2ili alternativno
aktivirani makrofagi djeluju protuupalno i izlucuju antagonist receptora IL-1, IL-10 i arginaze.
M2 makrofagi ograni¢avaju upalu, sudjeluju u popravku tkiva i zacjeljivanju rana. BMP-7
inhibira diferencijaciju u proupalne makrofage M1 1 poti¢e diferencijaciju u protuupalne
makrofage M2. Protektivno djelovanje BMP-7 karakteristi¢no je za ranu fazu ateroskleroze,
no nakon iscrpljivanja ovog patofizioloSkog mehanizma aterogeneze posredovanog
makrofagima, BMP-7 ne usporava znatno napredovanje ateroskleroze i nastanak vaskularnih
kalcifikata (101, 139). Istrazivanja na Zivotinjskim modelima pokazala su smanjene
cirkulacijske razine BMP-7 kako je ateroskleroza napredovala, dok je egzogeno primijenjen
BMP-7 znatno oslabio progresiju bolesti. Ovi podatci upucuju da BMP-7 ima protektivnu i
palijativnu ulogu u aterosklerotskoj kalcificirajuc¢oj vaskularnoj bolesti (101). U vaskularnim
kalcifikatima medije renalnih arterija bolesnika s KBB-om nadena je znatna izraZenost
osteoinduktivnog BMP-2, ali i osteoinhibitornog BMP-7, §to upucuje na jo§ nerasvijetljene
mehanizma djelovanja ovih BMP-ova (140).

Vaskularni kalcifikati intime arterija (ateroskleroza) posljedica su enhondralne osifikacije te
se Cesto u aterosklerotskim lezijama nalaze hondrociti 1 hrskavica. Aterosklerotski plakovi
suzuju lumen arterija i dovode do smanjene prokrvljenosti i oksigenacije organa; u slucaju
rupture plaka moze nastati akutna okluzija arterije koja uzrokuje ishemiju, a potom i nekrozu

irigacijskih tkiva i organa (srca, bubrega, mozga).

Kalcifikacija medije arterije (arterioskleroza, Monckebergova kalcifikacija) rezultat je
unutarmembranske osifikacije. Uzrokuje povecanu krutost arterijske stijenke 1 posljedi¢no
poviSen arterijski tlak Sto rezultira daljnjom vaskularnom ozljedom. Patognomonicni su za
bolesnike s KBB-om, osobito one koji nadomjestaju bubreznu funkciju dijalizom 1 pozitivno
koreliraju s duljinom dijaliznog lijeCenja. PoviSene plazmatske razine fosfora i kalcija, PTH,
fibroblastnog faktora rasta 23, osteopontina, osteokalcina i BMP-2 karakteristi¢ne su za KBB

1 povezane su s nastankom i opseznosc¢u vaskularnih kalcifikata (141).
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2. CILJ RADA 1 HIPOTEZA

Cilj je ovog istrazivanja procijeniti izrazenost BMP-2 i BMP-7 u arterijskoj stijenci primatelja

bubrega i njezinu povezanost s nezeljenim ranim posttransplantacijskim ishodom DGF-a.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je ozljeda i posljedi¢na disfunkcija endotelnih stanica
s razvojem vaskularnih kalcifikata u miljeu kroni¢ne upale u uremiji Cesto zastupljena u
primatelja bubrega. IzraZzenost BMP-2 u endotelu i VSMC arterija povezana je s
osteinduktivnim djelovanjem i nastankom vaskularnih kalcifikacija, a BMP-7 inhibira
nastanak vaskularnih kalcifikacija. Vaskularna patologija primatelja bubrega jedan je od
mnogobrojnih ¢imbenika koji mogu pridonijeti nastanku DGF-a. Unato¢ suprotnim
aktivnostima u aterosklerotskoj kalcificiraju¢oj vaskularnoj patologiji, oba BMP-a sprjecavaju
ishemijsko-reperfuzijsko oste¢enje koje je neizbjezno u transplantacijskom lijecenju, a o ¢ijem

intenzitetu i trajanju ovisi rana funkcija transplantata.

Pretrazivanjem literature dosad objavljenih rezultata izraZzenosti BMP-ova u vaskularnim
stanicama, in vitro, in vivo istrazivanjima na Zivotinjama i1 humanim istrazivanjima nismo
pronasli rezultate istovremenog izrazaja BMP-2 i BMP-7 u vaskulaturi primatelja bubrega i

ranog transplantacijskog ishoda.

Uvazavaju¢i rezultate dosadasnjih istrazivanja, misljenja smo da je analiza krvnih zila
primatelja zanimljiva moguénost za procjenu posttransplantacijskog ishoda. Rezultati ovog
istrazivanja pokazat ¢e moze li izraZzenost BMP-2 i BMP-7 u arterijskoj stijenci primatelja
biti prediktor DGF-a te moze li ith se u buduénosti primjenjivati kao dijagnosticke 1

prognosticke ¢imbenike.

Primarni cilj:
- Dalije i kako DGF povezan s izraZenoS¢u BMP-2 i BMP-7 (imunohistokemijsko
bojenje) u endotelu 1 VSMC epigastri¢ne arterije primatelja?
Sekundarni ciljevi:
- Da Ii su i kako radioloski potvrdeni makrokalcifikati krvnih zila zdjelice te
mikrokalcifikati potvrdeni Von Kossa bojenjem povezani s izrazeno§¢u BMP-2 i

BMP-7 u endotelu i VMSC epigastri¢ne arterije primatelja?
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- Dali su i kako osnovna bubrezna bolest, duljina lijecenja dijalizom, pusenje, BMI
HLP, kardiovaskularni i cerebrovaskularni dogadaji u anamnezi primatelja bubrega

povezani s izrazeno$¢u BMP-2 i BMP-7 u endotelu 1 VSMC epigastri¢ne arterije?

S obzirom na dosadasnja saznanja, ocekujemo da ¢e DGF biti ucestaliji u primatelja s ve¢om
izrazenos¢u BMP-2 i manjom izrazeno§¢u BMP-7 u endotelu i VSMC-u arterijske stijenke.
Primatelji bubrega s radioloski potvrdenim makrokalcifikatima krvnih zila zdjelice imat ce

vecu izrazenost BMP-2 u endotelu i VSMC epigastri¢ne arterije te manju izrazenost BMP-7.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. ISPITANICI

U nerandomizirano prospektivno istrazivanje s kontrolnom skupinom ukljuceni su (sljedbeni)
ispitanici (stariji od 18 godina) koji su lijeCeni transplantacijom bubrega u Klinickom
bolni¢kom centru Zagreb od sije¢nja 2012. do ozujka 2013. godine. Istrazivanje je odobrilo
Eticko povjerenstvo ustanove 1 provedeno je prema Helsinskoj deklaraciji Svjetske
zdravstvene organizacije o etickim principima u medicinskim istraZzivanjima te Istanbulskoj
deklaraciji Svjetske zdravstvene organizacije o kupoprodaji organa i transplantacijskom
turizmu iz 2008. godine. Informirani potpisani pristanak ispitanika bio je uvjet za ukljucenje u

istrazivanje.

Iz istrazivanja su iskljuceni ispitanici koji su nakon transplantacijskog postupka dulje od 24
sata lijeCeni u Jedinici intenzivnog lijeCenja te ispitanici u kojih je DGF uzrokovan akutnim
odbacivanjem bubrega, infekcijom, uroloskim komplikacijama (krvarenje, opstrukcija
kanalnog sustava bubrega, uretera) te akutnim vaskularnim dogadajima: embolijom renalne

arterije 1/ili trombozom renalne vene transplantata. Uzorkovanu populaciju ¢ini 79 ispitanika.

Protokol neposredne predtransplantacijske obrade (usuglasen s Hrvatskim drustvom za
nefrologiju, dijalizu 1 transplantaciju i Ministarstvom zdravstva Republike Hrvatske)
ukljuCuje uzimanje detaljne anamneze, fizikalni pregled uz laboratorijsku 1 radiolosku
dijagnostiku neophodnu za operativni zahvat uz konzilijarno (internist nefrolog, urolog,
anesteziolog) razmatranje dobivenih nalaza 1 donoSenje odluke o sposobnosti ispitanika za

transplantacijsko lijecenje.

Prikupljeni su podatci o dobi, spolu, dijagnozi osnovne bubrezne bolesti, duljini lijeCenja
dijalizom, puSenju, BMI-ju, arterijskoj hipertenziji, Secernoj bolesti, HLP-u, ranijim
kardiovaskularnim i cerebrovaskularnim bolestima. Anteroposteriorna radioloska snimka
donjeg abdomena i zdjelice ucinjena je na dijagnostickom klasicnom analognom uredaju za
konvencionalnu radiologiju jacine rendgenske cijevi 120 kilovata —kW (Siemens Healthcare,
Erlangen, Njemacka) na dvoslojnom rendgenskom filmu dimenzija 35 x 43 cm, razvijena je u
tamnoj komori uz koristenje razvijaca i fiksira prema uputama proizvodaca. Transplantacijski
urolog procijenio je prisutnost vaskularnih kalcifikata; kategorizirani su kao prisutni ili

odsutni.


https://bahasa.wiki/bs/Erlangen,_Germany
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Kontrolnu skupinu sainjava 16 ispitanika bez anamneze Seerne bolesti koji su
nefrektomirani u Klinickom bolnickom centru (KBC) Zagreb od ozujka 2012. godine do
ozujka 2013. godine zbog lokaliziranog karcinoma bubrega (T1, NO, M0) uredne bubrezne

funkcije (procijenjena razinom kreatinina u serumu i formulom GFR CKD-EPI).

Podatci o darivateljima bubrega prikupljeni su uvidom u medicinsku dokumentaciju
Eurotransplanta (elektronicki, uz zasticen Sifrirani pristup): dob, spol, uzrok smrti, puSenje,
BMI, Secerna bolest, arterijska hipertenzija, kardiovaskularni i cerebrovaskularni dogadaji u
anamnezi, sr¢ana reanimacija tijekom intenzivne skrbi, predeksplantacijska razina serumskog
kreatinina. Darivatelji po proSirenim kriterijima (,,marginalni® darivatelji) definirani su
sljede¢im karakteristikama: darivatelj stariji od 60 godina ili darivateljska dob izmedu 50 1 60
godina uz dva dodatna kriterija: smrt uzrokovana cerebrovaskularnom bolest, kreatinin u

serumu kod prijama ve¢i od 137 umol/L, arterijska hipertenzija (41).
Za svaki transplantacijski postupak zabiljezeno je vrijeme hladne ishemije.

Svi ispitanici primili su indukcijsku imunosupresijsku terapiju monoklonskim protutijelom
koje blokira receptor za IL-2 na aktiviranim limfocitima T - baziliksimab.
Imunosupresijskaterapija odrzavanja sastojala se od tri lijeka: kortikosteroidi —
metilprednizolon, MMF 1 inhibitor kalcineurina; takrolimus (77 ispitanika) ili ciklosporin (2

ispitanika).

3.2. POSTUPCI

3.2.1. IMUNOGENETICKI TESTOVI
Imunogeneticki testovi napravljeni su u predtransplantacijskoj pripremi prema Programu
Eurotransplanta (Republika Hrvatska punopravna je clanica od 2007. godine) u Zavodu za

tipizaciju tkiva KBC-a Zagreb koji ima akreditaciju Europske federacije za imunogenetiku (od

2007. godine).

Tipizacija leukocitnih antigena lokusa HLA-A, HLA-B i HLA-DR ispitanika i darivatelja
ucinjena je metodom PCR. Podudaranje za antigene HLA ispitanika i darivatelja bubrega

izrazeno je kao broj nepodudarnosti (MM) 0 — 6.

U serumu ispitanika odredena je vrsta i broj HLA protutijela testom PRA.
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Test krizne reakcije (CM) za otkrivanje protutijela HLA ispitanika na antigene HLA
darivatelja (DSA) proveden je metodom CDC. Uvjet za transplantacijsko lijecenje bio je

negativan rezultat ovog testa.

Izrada imunogenetickih testova provedena je na navedenim uredajima uz koristenje navedenih

reagensa.

Uredaji:

MagNA Pure Compact

Nano DropTM Lite

Gene Amp PCR System 9700

Elektri¢na jedinica za elektroforezu Cleaver MP-500

Kadica za horizontalnu elektroforezu Cleaver

Macrovue 2011 Transilluminator

NuGenius gel kamera

Svjetlosni mikroskop OLYMPUS IX 51.

Reagensi:

MagNA Pure CompactNucleicAcidIsolation Kit I, Roche

Olerup SSP LowresolutionTypingKits (HLA-A, B, C, DR, DQB)
LIFECODES HLA — SSO TypingKits (HLA-A, B, C, DR, DQB)
LIFECODES LifeScreen Deluxe Kit

LIFECODES LSA Class I Kit

LIFECODES LSA Class II Kit

Zamrznuti panel HLA tipiziranih limfocita.

3.2.2. PRIKUPLJANJE UZORAKA EPIGASTRICNE ARTERIJE

Kirurski postupci transplantacije bubrega ucinjeni su na Klinici za urologiju KBC-a Zagreb.
Svaki kirurski postupak zapocinjao je incizijom koze po Gibsonu za pristup ilijakalnoj regiji 1
ilijjacnim krvnim Zzilama. Jedan od kirurSkih postupaka tijekom transplantacije jest
prepariranje unutarnje 1 vanjske ilijacne arterije uz obvezno podvezivanje donje epigastricne
arterijje koja je ogranak vanjske iliatne arterije. Nakon podvezivanja u svrhu naSeg
istrazivanja ucinjena je resekcija epigastri¢ne arterije u duljini od 1 cm, a uzorak je u sterilnoj

posudi s formalinom upucen u Kliniku za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb.
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3.2.3. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJENJE ZA BMP-2 I BMP-7

Provedeno je na Klinici za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb. Preuzeti uzorci epigastri¢ne
arterije (za kontrolnu skupinu renalne arterije) obojeni su hematoksilinom i eozinom. Fiksirani
su u 10 % puferiranom formalinu i uklopljeni u parafinski blok. Parafinski rezovi debljine 4
mikrometra deparafinirani su u ksilolu i rehidrirani u silaznom nizu alkohola. Aktivnost
endogene peroksidaze blokirana je s 0,3 % vodikovim peroksidom tijekom 10 minuta. PT
link spremnici (Dako, Glostrup, Danska) koriSteni su za uklanjanje parafina i vracanje epitopa
izazvano toplinom (EnVision FLEX + K 8000, 3 in 1, otopina pH 9,0; Dako). Sva stakalca su
inkubirana 20 minuta na 97°C 1 ostavljena u puferu za pranje (EnVision FLEX Wash Buffer
pH 7,6.; Dako). Bojanje je provedeno koriStenjem automatiziranog imunobojila (Autostainer
Link 48;Dako). Uzorci su inkubirani tijekom 10 minuta u endogenom bloku (EnVision FLEX
+ K8000; Dako), a potom s primarnim monoklonskim protutijelom Pro-BMP-2 (MAB 3551
R&D systems, Minneapolis, Minnesota) na sobnoj temperaturi tijekom 60 minuta, razrijedeni
1:1000, a isti je postupak ponovljen s Pro-BMP-7 (MAB 3541 R&D systems, Minneapolis,
Minnesota) monoklonskim protutijelom.Bojenje je vizualizirano nakon inkubacije s
kromogen 3,3’-diaminobenzidina (Chromogen- K 8000, Dako) tijekom 10 minuta na sobnoj
temperaturi. Stakalca su potom kontrastno obojena hematoksilinom 10 minuta. Pozitivna

imunoreaktivnosti vidljiva je smede obojenom citoplazmom u endotelnim i VSMC.

3.2.4. VON KOSSA BOJENIJE ZA MIKROKALCIFIKATE

Provedeno je na Klinici za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb. Preuzeti uzorci epigastri¢ne
arterije fiksirani su u formalinu i ugradeni u parafin. Kratko nakon fiksacije tkivo je izloZeno
60 minuta suncevu svjetlu u 5 %-tnoj otopini AgNO3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Nakon ispiranja u destiliranoj vodi tkivo je izloZzeno 2 minute 5 %-tnom Na-tiosulfatu. Nakon
ispiranja u destiliranoj vodi tkivo je bojeno u otopini nuclear fast red 5 minuta. Ponovno je
ispirano u destiliranoj vodi te dehidrirano u 96 %-tnom alkoholu, apsolutnom alkoholu uz
bistrenje u ksilolu 2 puta. Za potvrdu pozitivnog ili negativnog von Kossa bojenja bez obzira

na resecirani dio arterije, u¢injeni su rezovi sa oba kraja arterijskog uzorka.
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3.2.5. MIKROSKOPIRANIJE

Provedeno je na Klinici za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb. Preparati obojeni
imunohistokemijskom metodom, kao i obojeni Von Kossom analizirani su na fluorescentom
mikroskopu (Leica DMLB Microsystems, Wetzlar, Njemacka) te su u¢injene mikrofotografije
digitalnom kamerom (Olympus SC 100, Tokyo, Japan).

Sve preparate mikroskopirala su dva mikroskopicara (slijepo).

IzraZzenost BMP-2 i BMP-7 procijenjena je semikvantitativnom metodom. Analizirano je 500
stanica svakog uzorka u osam polja pri povecanju 400 puta. Stanice smede obojene
citoplazme smatrane su pozitivnim, a preparati su bodovani prema raspodjeli pozitivnih
stanica; 3 boda vise od 75 % pozitivnih stanica; 2 boda 50 — 74 % pozitivnih stanica; 1 bod

10 — 49 % pozitivnih stanica; 0 manje od 10 % pozitivnih stanica.

Tablica 2. Semikvantifikacija intenziteta izraZenosti BMP-ova u citoplazmi stanica

% pozitivnih stanica bodovi Stupanj izrazenosti
< 10% 0 Nema izraZzenosti
10-49% 1(+) Stupanj 1
50-74% 2(++) Stupanj 2
>75% 3(+++) Stupanj 3

Analiziran je jedan prerez kroz uzorak epigastricne arterije obojen Von Kossa metodom pri
povecanju 400 puta. Kalcifikati su obojeni crno. Rezultat je izrazen kao pozitivan (prisutni

kalcifikati) ili negativan (nisu prisutni kalcifikati).

3.2.6. PROCIJENA FUNKCIJE TRANSPLANTIRANOG BUBREGA

Funkcija transplantiranog bubrega procijenjena je svakodnevnim klinickim pregledom
ispitanika i laboratorijskim testovima ucinjenim u Klinickom zavodu za laboratorijsku

dijagnostiku KBC-a Zagreb, Referentni centar Ministarstva zdravstva za klinicku biokemiju i
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molekularnu dijagnostiku (Akreditacija prema normi HRN EN ISO 15189:2012 od 2014.
godine).Laboratorijski testovi za procjenu funkcije transplantiranog bubrega odredivanje su
vrijednosti ureje (mmol/L), kreatinina (umol/L), kalija (mmol/L) iz krvnog seruma, klirensa
kreatinina (ml/min) iz 24-satnog urina (ml). Testovi su provodeni svakodnevno prvih osam

dana nakon transplantacijskog postupka.

Ureja je odredena automatiziranom fotometrijskom metodom s ureazom i glutamat-
dehidrogenazom (GLDH). Djelovanjem ureaze ureja se hidrolizira, a nastali amonijak reagira
uz kataliticko djelovanje GLDH s 2-oksoglutaratom i reduciranim oblikom koenzima
nikotinamid-adenin-dinukleotida (NADH). Smanjenje apsorbancije do kojeg dolazi

proporcionalno je koncentraciji dusika iz ureje u uzorku 1 mjeri se na 340 nm.

Mjerenje kreatinina provedeno je kontinuiranom fotometrijskom metodom s alkalnim
pikratom. Princip metode temelji se na reakciji kreatinina u luznatoj otopini s pikrinskom
kiselinom stvaraju¢i kompleks Zuto-crvene boje. Intenzitet nastalog obojenja proporcionalan

je koncentraciji kreatinina u uzorku i mjeri se na 520 nm.

Kalij je odreden metodom indirektne potenciometrije kojom se mjeri koncentracija slobodnih
iona u uzorcima koji su prethodno razrijedeni odgovaraju¢im diluentom. Odredivanje se
temelji na usporedivanju potencijala nepoznate otopine s potencijalom standardne otopine
poznate aktivnosti, a razlika potencijala izmedu dviju elektroda posljedica je razli¢ite brzine

difuzije iona ovisno o njihovoj koncentraciji.

Sve laboratorijske analize provedene su na automatiziranom biokemijskom analizatoru Cobas
¢501 (Roche Diagnostics, Basel, Svicarska) uz koristene originalnih komercijalnihreagensa

tvrtke Roche Diagnostics, Basel, Svicarska i prema uputama proizvodaca.

Odgodena funkcija transplantata — DGF odredena je kao potreba za nadomjeStanjem bubrezne
funkcije dijalizom dulje od sedam dana nakon transplantacije. Klinicku odluku o provodenju
dijalize donosio je Konziljj transplantacijskih nefrologa. Neposredna funkcija presatka IGF
(engl. imediate graft function) odredena je bez potrebe za dijalizom sedam dana po

transplantaciji.

Individualna testna lista i organizacija istraZivanja prikazani su tabli¢no.
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INDIVIDUALNA TESTNA LISTA

ISPITANICI

DARIVATELJI

dob (godine)

spol (m/7)

spol (m/z) dob {godine)
arterijska hipertenzija BMI
kardievaskularne bolesti u anamnezi pusenje
cerebrovaskularne bolesti u anamnezi DM

DM darivatelj uzrok smrti

IILP trauma

BMI CVI
pusenje sréani arest

osnovna bubrezna bolest

hipotenzivne atake

imunoloske bolesti bubrega

predeksplantacijski kreatinin

DM i vaskularne bolesti bubrega

marginalni darivatelj

policisti¢na bolest bubrega

razvojni poremecaji bubrega i kanalnog sustava

tubulointersticijski nelritisi

TRANSPLANTACIJSKI PARAMETRI

cendemska nelropatija

MM (broj 0-6)

nepoznato

hladna ishemija (sati)

dijaliza - hemodijaliza/peritonejska dijaliza

duljina lije¢enja dijalizom (godine)

RTG makrokalcifikati krvnih Zila zdjelice da/ne

urca
von Kossa bojanje mikrokalcifikati da/ne kreatinin
BMP-2 cndotel (0,1,2,3) kalij

BMP-2 VSMC (0,1,2,3)

24 satni volumen urina

BMP-7 endotel (0,1,2,3)

klirens kreatlinina

BMP-7 VSMC (0,1,2,3)

POSTTRANSPLANTACIJSKI PARAMETRI

Legenda: DM = §ecerna bolest, HLP = hiperlipoproteinemija, BMI = indeks tjelesne mase ( engl. body mass index), RTG = radioloski, BMP
= kostani morfogenetski proteini (engl. bone morphogenic proteins) , VSMA = vaskularne glatke miSi¢ne stanice (eng. vascular smooth

muscle cells), CVI= cerebrovaskularni inzult, MM = nepodudarnost antigena HLA darivatelja i primatelja (engl. Mismatch)



Tablica 4. Organizacija istrazivanja
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Klini¢ki bolni¢ki centar Zagreb

postupci

Klini¢ki odjel Klinike za unutarnje bolesti Zavod za
nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplant-
aciju — Referentni centar

Ministarstva zdravlja za nadomje$tanje bubrene funkcije,
plazmaferezu i aferezu

Predtransplantacijska priprema

Anamneza, fizikalni pregled, laboratorijska i
RTG predoperativna dijagnostika

Odluka o transplantacijskom lijedenju;

konzilij internist-nefrolog, urolog, anesteziolog

Zavod za tipizaciju tkiva — Referentni centar Minis-
tarstva zdravstva za tipizaciju tkiva

Tipizacija leukocitnih antigena lokusa HLA A,
HLA Bi HLA DR ispitanika — primatelja i
darivatelja bubrega, MM, PRA, CM testovi

Klinika za urologiju

Kirurski postupci transplantacije bubrega uz
rutinsko podvezivanje donje epigastri¢ne
arterije tijekom postupka
Postransplantacijsko lije¢enje urolog
internist nefrolog

Klinika za patologiju i citologiju

Obrada vaskularnih preparata
Bojenje von Kossa, imunohistokemijska bojanja za
BMP-2, BMP-7, mikroskopiranje, bodovanje

Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku — Referent-
ni centar Ministarstva zdravstva za klini¢ku biokemiju i
molekularnu dijagnostiku

Laboratorijski testovi za procjenu funkcije transplantira-
nog bubrega; odredivanje

vrijednosti uree, kreatinina, kalija iz krvnog seruma te
klirensa kreatinina iz 24-satnog urina

Legenda: RTG = radioloski, HLA = leukocitni antigeni ¢ovjeka (engl. human leukocyte antigens),MM = imunoloska nepodudarnost HLA-
A,HLA-B,HLA-DR lokusa primatelja i darivatelja (engl. miss match), PRA = panel reaktivnih protutijela(engl. panel reactive antibodies,
CM = test krizne reakcije limfocita darivatelja i seruma primatelja (engl. crossmatch), BMP = kos$tani morfogenetski proteini (engl. bone

morphogenic proteins)

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi podatci upisani su u program Microsoft Excel, Microsoft, USA, procis¢eni i pohranjeni u

bazu. Statisticka analiza provedena je pomocu Stata/SE 11.2 Windows (Stata Corp LP, USA).
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Normalnost raspodjele kontinuiranih varijabli testirana je D’Agostino-Pearsonovim testom.
Mjere centralne tendencije aritmeticka su sredina i standardna devijacija za normalno
raspodijeljene (dob) te medijan i interkvartilni raspon za varijable ¢ija raspodjela odstupa od
normalne (BMI, duljina lijeenja dijalizom, MM). Normalno raspodijeljene varijable
usporedene su Studentovim t-testom, a za varijable Cija raspodjela odstupa od normalne
koristen je Mann-Whitneyjev U-test. Kategorijske varijable prikazane su kao apsolutni brojevi
1 proporcije (spol, pusenje, HLP, Secerna bolest, arterijska hipertenzija, kardiovaskularne 1
cerebrovaskularne bolesti, osnovna bubrezna bolest, radioloSki potvrdeni makrokalcifikati,
mikrokalcifikati potvrdeni Von Kossa bojenjem, ,,marginalni*“ darivatelj, DGF, IGF).

Za usporedbu kategorijskih varijabli 1 izraZenosti BMP-2 i BMP-7 u endotelu i VSMC-u
koristio se 2 test. Vrijednost p manja od 0,05 smatrala se statisticki znatnom.

Za kontinuirane varijable ¢ija raspodjela prati normalnu (dob, BMI, vrijeme hladne ishemije)
koristen je Studentov t-test za neuparene uzorke, a za one ¢ija raspodjela odstupa od normalne
raspodjele (MM 1 duljina lije¢enja dijalizom) koriSten je Mann-Whitney U-test.

U slucaju kategorijske zavisne varijable (izrazenost BMP-2 i BMP-7 u endotelu i VSMC)
koristena je logisticka regresija, a u sluCaju kontinuiranih varijabli koriStena je linearna
regresija.

Korelacije su testirane Pearsonovim i Spearmannovim testom, ovisno o normalnosti
raspodjele. Korelacije izmedu nominalnih varijabli ispitane su Cramérovim V testom
korelacija. Korelacije izmedu kontinuiranih varijabli u kojima je jedna opservirana, a jedna
neopservirana testirane su poliserijskim korelacijama.

Korelacije vise nezavisnih varijabli (spol, dob, pusenje, SeCerna bolest, arterijska hipertenzija,
HLP, kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti, osnovna bubrezna bolest, radioloski
potvrdeni makrokalcifikati, mikrokalcifikati potvrdeni Von Kossa bojenjem, vrijeme hladne
ishemije, MM, DGF, IGF) s jednom zavisnom kategorijskom varijablom (izraZenost BMP-2 i
BMP-7 u endotelnim 1 VSMC) ispitana je multivarijantnom logistickom regresijom. Varijable
za koje se prilagodila regresijska analiza, tj. ¢imbenici zablude (engl. confounder) izabrane su
racionalnom klinickom prosudbom. Veli¢ina ucinka u logistickoj regresiji (engl. effect size)
izrazena je omjerom mogucénosti — OR (engl. odds ratio) praten 95 %-tnim intervalom
pouzdanosti (95 % CI). Kao mjera prikladnosti podudaranja (engl. goodness-of-fit) koristio se
Hosmer-Lemeshowljevtest, a kao mjera prediktivnosti koeficijent regresije R2 koji je mjera

udjela objasnjene varijance u modelu.
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Ispitali smo je li izrazenost BMP-2 i BMP-7 u endotelnim i VSMC epigastri¢ne arterije
ispitanika neovisni prediktor rane funkcije transplantata. Izrazenost BMP-2/BM-7
dihotomizirana je kao pozitivna (stupnjevi izrazenosti 1, 2 i 3) ili negativna (bez izrazenosti) i
testirana u neprilagodenim i prilagodenim logistickim regresijskim modelima, uz prilagodbu
za dob, spol, BMI, pusSenje i anamnezu arterijske hipertenzije i Se¢erne bolesti (za ispitanike i

darivatelje), duljinu lije¢enja dijalizom, vrijeme hladne ishemije, MM (OR, uz 95 % CI).
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4. REZULTATI
4.1. OPCA OBILJEZJA ISPITANIKA I DARIVATELA

Prosjecna dob 79 ispitanika je 51 +/- 14 godina (raspon 20 — 76 godina), 60 % muskaraca, 72
% pusaca. ProsjeCno vrijeme lije¢enja dijalizom iznosi dvije godine (raspon 0,083 do 7
godina). Glomerulonefritis (40 %) i autosomno dominantna policisti¢na bolest bubrega (13 %)
najée$éi su uzroci zavrinog stadija KBB-a. Cetiri ispitanika (5 %) imaju Secernu bolest tipa 2,
86 % arterijsku hipertenziju, 41 % HLP, 12 % kardiovaskularnu/cerebrovaskularnu bolest.
Vaskularne kalcifikacije predtransplantacijskom obradom zabiljezene su u 57 % ispitanika.
Prosje¢ni BMI je 25,3 +/- 4,0 kg/m? (raspon 15,8 — 35,3 kg/m?); 39 (49 %) ispitanika ima
normalnu tjelesnu tezinu, 30 (38 %) je preuhranjenih, 10 (13 %) pretilih (temeljeno na

klasifikaciji uhranjenosti Svjetske zdravstvene organizacije).

Prosjecna dob darivatelja je 51 +/- 10 godina (raspon 23 — 76) godina, 38 % muskaraca, 4 %
sa SeCernom bolesti, 49 % s arterijskom hipertenzijom, 36 % puSaca. 40 % je darivatelja po

proSirenim kriterijima.

Imunoloska podudarnost ispitanika i darivatelja raspona je 1 do 5, medijan 3. Dva ispitanika

su senzibilizirana s PRA 6 % 1 12 %.

Hladna ishemija iznosi 13,4 sata +/- 5,1, s rasponom od 2,5 do 23,8 sati.

Nije bilo razlike u spolu ili dobi izmedu ispitanika i kontrola; od 16 kontrolnih ispitanika 62

% je muskaraca, prosjecna dob 56 godina, 58 % hipertonicara.

4.2. IZRAZENOST BMP-2 i BMP-7 U ENDOTELNIM STANICAMA I VSMC ARTERIJA
ISPITANIKA I KONTROLA

Analizirano je 500 stanica svakog uzorka u osam polja pri povecanju od 400
puta.Semikvantitativnom procjenom izrazenost BMP-ova u citoplazmama endotelnih i VSMC

arterija stupnjevana je: nema izrazenosti, izraZzenost prvog, drugog ili treceg stupnja.
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Slika 1. Izrazenost BMP-a u endotelnim stanicama arterija.

Reprezentativne fotografije izrazenosti BMP-ova u endotelnim stanicama.

Slike 1a, 1c, le uvecanje x 20, slike 1b, 1d, 1f uvecanje x 63.

Prisutnost BMP-a vidljivo je smedim obojenjem citoplazme stanice. Stupnjevanje izrazenosti
BMP-a u stanicama prema % stanica smede obojene citoplazme; stupanj 1 (1a, 1b) 10 —49 %
stanica; stupanj 2 (1c, 1d) 50 — 74 % stanica; stupanj 3 (le, 1f) viSe od 75 % stanica smede

obojene citoplazme.
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Slika 2. [zrazenost BMP-a u VSMC arterija.

Reprezentativne fotografije izrazenosti BMP-ova u endotelnim stanicama.

Slike2a, 2c, 2e uvecanje x 20, slike 2b, 2d, 2f uvecanje x 63.

Prisutnost BMP-a vidljivo je smedim obojenjem citoplazme stanice. Stupnjevanje izrazenosti
BMP-a u stanicama prema % stanica smede obojene citoplazme; stupanj 1 (2a, 2b) 10 —49 %
stanica; stupanj 2 (2c, 2d) 50 — 74 % stanica; stupanj 3 (2e, 2f) viSe od 75 % stanica smede

obojene citoplazme.

BMP-2 slabije je izraZzen u endotelnim 1 VSMC arterija ispitanika nego u kontrolnoj skupini,

ali nije dosegnuta statisti¢ka vaznost (endotel x> p=0,1415; VSMC ? p=0,2293).
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Slika 3.Graficki prikaz izrazenosti BMP-2 u endotelnim stanicama arterija ispitanika i

kontrolne skupine.
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Slika 4.Graficki prikaz izrazenosti BMP-2 u VSMC arterija ispitanika i kontrolne skupine.
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BMP-7 podjednako je izrazen u endotelnim i VSMC arterija ispitanika i kontrolne skupine
(endotel ¥* p=0,4510; VSMC > p=0,0722).

Izrazenost BMP-7 u endotelu
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz izraZzenosti BMP-7 u endotelnim stanicama arterija ispitanika i

kontrolne skupine.
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Slika 6.Graficki prikaz izrazenosti BMP-7 u VSMC arterija ispitanika i kontrolne skupine.
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IzraZenost BMP-2 i BMP-7 u endotelnim i VSMC arterija ispitanika povezana je s duljinom
lijecenja dijalizom. Dulje lijecenje dijalizom povezano je s manjom izrazenos¢u BMP-2 i u
endotelnim (poliserijsko p=-0.1559, p=0.0419) i u VSMC-u (poliserijsko p=-0.1954,
p=0.0843) i veCom izrazenos¢u BMP-7 i u endotelnim (poliserijsko p=0.2154, p=0.0062) i u
VSMC arterija (poliserijsko p=0.3226, p=0.0047).

Izrazenost BMP-2 i BMP-7 nije povezana sa spolom, dobi, osnovhom bubreznom bolesti,
tipom dijalize (HD, PD), pusenjem, HLP-om, BMI-jem, arterijskom hipertenzijom,
kardiovaskularnim ili cerebrovaskularnim bolestima u anamnezi. S obzirom na mali broj

bolesnika sa Se¢ernom bolesti (4), statisticka analiza nije se mogla uciniti.

4.3. VASKULARNI KALCIFIKATI I IZRAZENOST BMP-2 i BMP-7

4.3.1. RADIOLOSKI VERIFICIRANI VASKULARNI KALCIFIKATI I IZRAZENOST
BMP-2 i BMP-7

U 45 (57 %) ispitanika radioloski su potvrdeni makrokalcifikati u vaskulaturi zdjeli¢ne regije.

Slika 7. Radioloska snimka donjeg abdomena i male zdjelice bez vaskularnih kalcifikata.
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Slika 8. Radioloska snimka donjeg abdomena i male zdjelice sa vaskularnim kalcifikatima.

Kalcifikati su oznaceni plavom strelicom.

Izrazenost BMP-2 u endotelu i VSMC-u epigastri¢ne arterije podjednaka je u ispitanika s
radioloski potvrdenim vaskularnim kalcifikatima i bez njih, a izrazenost BMP-7 u endotelu
statisti¢ki je znatno veca u ispitanika s radioloski potvrdenim vaskularnim kalcifikatima (y*
p=0.0051). Od 34 ispitanika bez kalcifikata izraZenost BMP-7 stupnja 3 verificirana je u samo
jednog ispitanika, a od 45 ispitanika s kalcifikatima izrazenost BMP-7 stupnja 3 verificirana je

u 12 ispitanika (3 % prema 27 %).
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Slika 9. Graficki prikaz izrazenosti BMP-7 u endotelnim stanicama arterija u ispitanika s

radioloski potvrdenim kalcifikatima krvnih Zila zdjelice i bez njih.

Najjaci stupanj izrazenosti (stupanj 3) BMP-7 u endotelnim stanicama arterija povezan je s 18

puta ve¢im izgledom za radioloski potvrdene vaskularne kalcifikate u odnosu na ispitanike u

kojih BMP-7 uopce nije izrazen, uz kontrolu za ostale potencijalne ¢imbenike utjecaja, i to

duljinu lije¢enja dijalizom, HLP, pove¢an BMI, pusenje te anamnezu kardiovaskularnih i

cerebrovaskularnih bolesti.

Izrazenost BMP-7 u VSMC arterija veca je u ispitanika s radioloski potvrdenim makro-

kalcifikatima arterija zdjelice nego u onih bez njih, ali nije dosegla statistiCku vaznost (*

p=0.0605).



61
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Slika 10. Graficki prikaz izraZzenosti BMP-7 u VSMC arterija u ispitanika s radioloski

potvrdenim kalcifikatima krvnih zila zdjelice 1 bez njih.

Radioloski potvrdeni kalcifikati krvnih Zzila zdjelice statisticki su znatno povezani s dobi,
pusenjem, HLP-om i duljinom lijecenja dijalizom. Rizik za razvoj kalcifikacija raste 6 % za
svaku godinu Zzivota, dok je kod pusSaca rizik za razvoj kalcifikata Cetiri puta veci nego u
nepusaca (95 % interval pouzdanosti 1,1-18, p < 0,001) kontrolirano za spol, BMI, arterijsku
hipertenziju 1 duljinu lijecenja dijalizom. Radioloski potvrdene kalcifikate krvnih Zzila zdjelice
ima 85 % ispitanika s HLP-om naspram 38 % ispitanika bez HLP-a; rizik za kalcifikate 2,3
puta je veci u bolesnika s HLP-om (95 % interval pouzdanosti 1,5-3,4, p < 0,001). Dulje
lijecenje dijalizom povezano je sa statisticki znatno ve¢om ucestalosti makrokalcifikata (T test
s Welchovom korekcijom p=0.0170); ispitanici s makrokalcifikatima prosjecno su lijeceni

dijalizom 3,2 godine, a oni bez njih 1,9 godina.

4.3.2. VON KOSSA BOJENJEM POTVRDENI VASKULARNI KALCIFIKATI I
IZRAZENOST BMP-2 i BMP-7

Von Kossa bojenjem potvrdeni su mikrokalcifikati u VSMC epigastri¢ne arterije ispitanika te
renalne arterije kontrola (Slika 11). IzraZenost mikrokalcifikata i u ispitanika 1 u kontrolnoj

skupini  vrlo je mala, ne razlikuje se statisticki znatno u ovim dvjema skupinama.
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Mikrokalcifikati potvrdeni Von Kossa bojenjem nisu povezani s izrazenos¢u BMP-2 i BMP-7
u endotelnim i VSMC arterija.

Mikrokalcifikati su potvrdeni u 16,5 % ispitanika, a njihova prisutnost nije povezana sa
spolom, dobi, pusenjem, BMI-jem, HLP-om, arterijskom hipertenzijom, kardiovaskularnim ili
cerebrovaskularnim bolestima u anamnezi. Od 45 ispitanika s radioloski potvrdenim makro-
kalcifikatima zdjeli¢nih arterija u samo devet bolesnika (20 %) potvrdeni su i mikrokalcifikati
Von Kossa bojenjem. Obratno, kod ispitanika s pozitivnim bojenjem za mikrokalcifikate ¢ak
60 % (9 od 15) ima i radioloki potvrdene makrokalcifikate. Cetiri bolesnika s anamnezom
Secerne bolesti ima radioloSki potvrdene makrokalcifikate, ali nijjedan nema mikrokalcifikate

dokazane Von Kossa bojenjem.

Slika 11.Vaskularni mikrokalcifikati VonKossa bojenje.
Reprezentativna fotografija kalcifikata u stijenci epigastricne arterije, uvecanje x 10.

Prisutnost kalcifikata vidljiva je kao crno obojenje stanice.

4.4 ODGODENA FUNKCIJA TRANSPLANTATA 1 IZRAZENOST BMP-2 i BMP-7

Ispitanici su prema funkciji transplantiranog bubrega podijeljeni u dvije skupine: IGF 1 DGF;

19 % ispitanika (15 od 79) ima DGF. Nije bilo znatnih razlika u opéim karakteristikama
ispitanika s IGF-om i DGF-om (Tablice 51 6).
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Tablica 5. Karakteristike ispitanika s IGF-om i DGF-om.

Rezultati su prikazani kao broj ispitanika (%), aritmeti¢ka sredina +- standardna devijacija ili medijan (interkvartilni raspon)

Prumptn:\Nfuﬁ:I)(cija IGF Odgodenill:ulnSI;cija DGF atistiks
mudki spol 37 (58) 11 (73) %2=1,23, p=0,268
dob 50,7 +- 13,4 51,3 +-15,2 t=-0,148, p=0,883
dialyirta.lijeecnf 2 (1-4) 2(2-4) z=-1,28, p=0,201
dijalizom (godine)
BMI 253 +-4.0 25,2 +- 4.2 t=0,081, p=0,936
CRP mg/L 1,25 (0,4-4) 2,5 (1-3) z=-1,52, p=0,128
HD/PD 47 (75) /16 (25) 13 (87)/2(13) %2=0,993 , p,.,..~ 0,498
pusenje 19 (30) 4(27) %2=0.054 , p....=1.00
HLP 27 (42) 6 (40) %2=0,024 p=0,877
DM 3(5) 1(7) X2=0,099 , p,.,..~0,577
arlerijska hipertenzija 55 (86) 13 (87) %2=0,005, p...=1.00
kardiovaskularnc bolesti 6(9) 0 %2=1,250, p,,.=0.589
aritmija 5(8) 0 %2=1,250,p,,,.~0.577
valvularna bolest 1(2) 0 %2=0,237 , p, . =1,00
R1G kalcilikati 36 (56) 9 (60) %2=0,070, p;..,.=0,792
osnovna bubrezna bolest
imunoloske 23 (36) 9 (60) %2=2,920 , p=0,088
DM i vaskularne bolesti 10 (16) 0 X2=2.680 , p...=0,194
policistoza 8(13) 2 (13) %2=0,008 , p.,..~1.00
razvojni poremecéaji 5(8) 2(13) x2=0,459 , p,,,..~0.612
TIN 12 (19) L7 %2=1,291, p,. =0,443
endemska 2(3) 0 ¥2=0,481 , p;,~1.00
nepoznato 4.(6) 1(7) %2=0,004 ,p. . =100

mase ( engl. body mass index), CRP = C reaktivni protein, HD = hemodijaliza, PD = peritonealna dijaliza

Legenda: TIN = tubulo intersticijski nefritis, DM = Secerna bolest, RTG = radioloski, HLP = hiperlipoproteinemija, BMI = indeks tjelesne
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Tablica 6. Karakteristike darivatelja ispitanika s IGF-om i DGF-om.

Rezultati su prikazani kao broj ispitanika (%), aritmeti¢ka sredina +- standardna devijacija ili medijan (interkvartilni raspon)

Promptna funkcija IGF Odgodena funkcija DGF G g5
(N 64) (N 15) statistika
muski spol 24 (38) 6 (40) %2=0,032, p=0,857
dob 50,8 +- 10,4 54,5+ 7,8 =-0,129, p=0,202
BMI 26,5 +- 2,9 26,5 +- 2,7 t=-0,078, p=0,938
pusenje* 21 (37) 4(31) %2=0,170 , p,.=0,759
DM 1(2) 2 (13) %2=4,610, p. . =0,091
arterijska hipertenzija 29 (45) 10 (67) %2=2,220, p=0,137
Darivatelj
uzrok smrti **
trauma 14 (22) 3 (20) %2=0,035 , p,.=1.00
CV1 48 (76) 12 (80) %2=0,099 , p....=1,00
sréani arest 11(17) 1(7) %2=1,084 ,p_ . =0,443
hipotenzivne atake 12 (19) 2 (13) %2=0,269 , p,..=1,00
marginalni donor *** 22 (34) 9 (60) %2=3,347 , p=0,067
MM (broj) 3(2-4) 3(2-4) z=-0,053, p=0,958
hladna ishemija (sati) 12,9 +- 5,2 14,5 +- 5,9 t=-1,050, p=0,297

* Za 9 donora pusacki status bio je nepoznat.

*#% Uzroci smrti darivatelja su cerebrovaskularni inzult i trauma, a u jednog darivatelja tumor mozga. Jedan donor nema uzrok smrti
(obiteljska transplantacija — majka).

wx (41)
Legenda: DM = Secerna bolest, BMI = indeks tjelesne mase (engl. body mass index), CVI = cerebrovaskularni inzult, MM = imunoloska
nepodudarnost HLA-A,HLA-B,HLA-DR lokusa primatelja i darivatelja (engl. miss match).

U ispitanika s DGF-om izrazenost BMP-2 u endotelnim stanicama epigastri€ne arterije
statisticki je znatno manja nego u ispitanika s IGF-om. U 