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SAŽETAK 

Cilj transplantacije je osigurati što duže, po i trajno preživljavanje 

transplantata. Posljednja tri je velik napredak na 

transplantacije bubrega. Isprva je uzrok gubitka transplantata bila akutna kriza 

odbacivanja, no kasnije ona ustupa mjesto odbacivanju, ili, sve korištenom 

izrazu disfunkcija transplantata. Danas na pragu milenija u središtu interesa su 

koji na preživljavanje transplantata, a se mogu podijeliti u nekoliko 

skupina: neimunološki imunološki i koji induciraju 

imunološku toleranciju (prijetransplantacijske transfuzije i imunosupresivna terapija). 

Istraživanja koja opisujemo u ovoj tezi dijelom su retrospektivna, a dijelom 

prospektivna. Retrospektivna istraživanja uglavnom analizu neimunoloških 

(tzv. na materjalu Centra za dijalizu i transplantaciju KBC 

Rijeka, a 226 bolesnika ( od 8 do 72 godine), kojima je transplantiran bubreg u 

razdoblju od 1985. do 1999.g. U prospektivnim istraživanjima su transplantirani 

bolesnic~ koji toleriraju bubreg preko dvije godine; bolesnici koji se redovno 

hemodijaliziraju kroz više godina i zdravi muškarci i zdrave negravidne žene koji 

predstavljaju kontrolnu skupinu. Imunološka laboratorijska istraživanja vršena su u 

laboratorijima Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci. 

Cilj istraživanja neimunoloških bio je ispitati utjecaj parametara 

l!a preživljavanje bubrežnih transplantata: dob primatelja i davatelja organa, spol 

Primatelja i davatelja organa, vrijeme provedeno na dijalizi, prije transplantacije (tzv. "lista 

i vrijeme trajanja hladne ishemije bubrega prije transplantacije. 



Cilj retrospektivnih istraživanja imunoloških bio je ispitati utjecaj 

podudarnosti u HLA sustavu (HLA-A, B i DR lokus), kao i utjecaj prisutnosti tzv '))anel 

reaktivnih protutijela" (PRA) u serumu primatelja na preživljavanje presatka. 

Retrospektivna istraživanja su u analizi preživljavanja, te su korištene 

životne tablice (Life table), s razdiobom frekvencija prema vremenima preživljavanja 

kategoriziranim u broj vremenskih intervala, te Kaplan-Meierova metoda. 

preživljavanja uzoraka je neparametrijskim testovima: 

Gehanovim generaliziranim Wilcoxon testom, odnosno Coxovim F-testom . 

Cilj prospektivnih imunoloških istraživanja bio je ispitati promjene u mehanizmu 

limfocitima (stanicama) posredovane ( cell-mediated cytotoxicity - CMC ili 

lymphocyte mediated cytotoxicity autora), posebno na molekularnoj razini. 

Pored fenotipa limfocita, ekspresije molekule perforina u 

ovim stanicama, te sadržaja perforina po stanici (AFI vrijednost) u pojedinim 

subpopulacijama perforin pozitivnih limfocita periferne krvi (P+LPK) transplantiranih 

bolesnika, ispitali smo i NK limfocita periferne krvi transplantiranih bolesnika 

In vitro smo željeli istražiti i utjecaj pojedinih citokina za koje znademo da se 

lokalno tijekom reakcije odbacivanja transplantata, stoga smo ispitali fenotipske 

karakteristike i AFI vrijednost pojedinih subpopulacija perforin pozitivnih limfocita periferne 

krvi transplantiranih bolesnika, nakon stimulacije in vitro s IL-2 kroz 24 sata, te IL-2, IL-15 i 

ConA kroz 72 sata. 

Naša analiza je pokazala bolje preživljavanje transplantata u 

starosnoj grupi primatelja od 16 do 50 godina. je trend lošijeg preživljavanja 

ukoliko su primatelj i davatelj stariji od 50 godina. Spol primatelja i davatelja, kao i trajanje 

dijalize prije transplantacije ne igraju ulogu u preživljavanju transplantata. lako neki ukazuju 

na lošije preživljavanje transplantata ukoliko je hladna ishemija bubrega trajala dulje od 24 



sata, mi to nismo a nisu niti svjetske studije. Poznata je važnost antigena HLA 

klase I i II u preživljavanju transplantata, no naša analiza nije to pokazala, što bi se moglo 

objasniti premalim brojem bolesnika u s velikim analizama. 

Podaci iz Eurotransplanta sugeriraju da je podudarnost u filA sustavu tijekom prve 

godine, dok se kasnije taj efekt gubi. Isto tako nismo lošije preživljavanje transplantata 

u senzibiliziranih bolesnika ( s visokim postotkom protutijela reaktivnih na stanica panela-

PRA), vjerojatno zbog premalog broja senzibiliziranih bolesnika u našem uzorku. 

Ispitivanjem IL-2 na ispoljavanje perfo1ina u limfocitima periferne krvi 

transplantiranih bolesnika vidjeli smo da se postotak perforin pozitivnih limfocita ne mijenja, 

bez obzira na trajanje stimulacije (6 i 24 sata). Interesantno je da se postotak perforin 

pozitivnih limfocita prije i nakon stimulacije IL-2 bitno ne razlikuje u zdravih osoba i 

transplantiranih bolesnika, ali je AFI vrijednost niža u transplantiranih prije 

stimulacije, što govori u prilog smanjenom potencijalu njihovih stanica. 

nakon 6-satne stimulacije u transplantiranih se broj 

molekula po stanici (AFI vrijednost). stimulacije istom koncentracijom IL-2 na 

perforin pozitivnim subpopulacijama limfocita periferne ~i, vidjeli smo da se njihov 

postotak ne mijenja, niti u zdravih, niti u transplantiranih, ali u transplantiranih dolazi do 

porasta AFI vrijednosti za perforin: nakon 6-satne stimulacije u CD56+P+ 

limfocitima i nakon 24-satne stimulacije u CD8+P+ limfocitima. I ovdje je AFI vrijednost za 

perforin višestruko niža u transplantiranih bolesnika. Izgleda da imunosupresivna terapija koja 

djeluje inhibitorno na sekreciju IL-2, djeluje ponajprije na perforinskih molekula po 

stanici. Naime, dodavanjem egzogenog IL-2 u koncentraciji od l00UI/ml dolazi do porasta 

AFI vrijednosti za P u P+CD56+ limfocitima nakon 6-satne stimulacije (koji su i prva linija 

obrane organizma) i P+CD8+ limfocitima nakon 24-satne stimulacije, što govori o postojanju 



potencijala ovih stanica, koji je inhibiran imunosupresivnom terapijom, a može se 

inducirati. 

S obzirom da je IL-15 po svojoj biološkoj funkciji IL-2, a u nedostatka 

IL-2 preuzima njegovu funkciju, razmotrili smo djelovanje trodnevne stimulacije limfocita 

periferne krvi transplantiranih bolesnika s IL-15, IL-2 i Concavalinom-A. Interleukin-15 

je postotak perforin pozitivnih limfocita periferne krvi, i na nivou 

subpopulacija, naime došlo je do porasta postotka CD8+P+ i CD56+P+ limfocita. 

Jnteresantno je što je postotak perforin pozitivnih limfocita i njihovih subpopulacija prije 

stimulacije gotovo jednak u transplantiranih i dijaliziranih bolesnika, ali limfociti 

transplantiranih bolesnika mogu odgovoriti na stimulaciju IL-15, a dijaliziranih ne. I dok 

stimulacija IL-2 djeluje ponajprije na perforinskih molekula po stanici u 

transplantiranih, IL-15 udio perforin pozitivnih limfocita i njihovih subpopulacija. 

Kada je u pitanju direktan IL-2 na humanih NK stanica periferne 

krvi vidljiv je snažan efekt, što i naši rezultati: IL-2 u limfocitima 

periferne krvi jasno povisuje tijekom dvosatnog testa uz 

gubitak perforina tijekom izlaganja K562 liniji. Koncentracija IL-2 od l00UI/ml 

ostvarila je u limfocitima periferne krvi, a isto tako je bila dostatna za 

induciranje ispoljenosti perforina. To govori u prilog pretpostavci da su limfociti 

periferne krvi potencijal regulacije ekspresije perforina u limfocitima. 

Poznato je da imunosupresivna terapija koju dobivaju transplantirani bolesnici smanjuje ili 

gotovo ukida imuni odgovor, koji je kako u reakcije 

odbacivanja transplantata, tako i u obranu organizma od virusnih infekcija. Jedan od glavnih 

mehanizama je redukcija proizvodnje limfokina, ostalima i IL-2. Naši rezultati ukazuju 

1 na dodatni mehanizam: supresiju ekspresije mehanizma. Da li je on 



rezultat direktnog imunosupresije i/ili supresije citokina (IL-2) što indirektno smanjuje 

aktivaciju gena za perforin, teško je 

Rezultati ovih istraživanja ukazuju na potrebu za daljnjom analizom imunoloških i 

neimunoloških koji na ishod transplantacije. No, ovi rezultati pokazuju 

daje transplantacijski centar na razini transplantacijske medicine u svijetu. 

bubrega, limfociti, NK stanice, Limfocitima 

posredovana Perforin, Citokini, Neimunološki 



SUMMARY 

The aim of transplantation is to ensure the longest possible, preferably permanent, 

graft survival. In the last three decades significant progress has been made in the field of 

clinical kidney transplantation. While the most common cause of graft loss in the past used to 

be acute rejection, it has been superseded by chronic rejection, today most frequently referred 

to as chronic renal dysfunction. Nowadays, on the threshold ofthe third millennium, the focus 

of interest has shifted to the factors that affect graft survival. These are generally divided into 

three groups: non-immunological factors, immunological factors, and tolerance induction 

factors, including immunosuppressive therapy prior to transplantation transfusion. 

The investigations described in this thesis are partly retrospective, and partly 

prospective. The former consist mainly in the analysis of non-immunological factors (the so-

called clinical factors) carried out on the material from the Department of Nephrology, 

Dialysis and Transplantation of the Clinical Hospital Center in Rijeka, obtained from 226 

patients (age range 8 - 72 years) who had undergone kidney transplantation surgery in the 

period 1985-1999. The prospective investigations involved transplant recipients tolerating the 

transplanted kidney for over two years and patients on regular hemodialysis for several years, 

with healthy men and non-pregnant women as controls. Immunological laboratory analyses 

were carried out in the laboratories of the Department of Physiology and Immunology of the 

Medical Faculty, University of Rijeka. 

The purpose of investigating non-immunological factors was to assess the impact of 

the following parameters on survival of kidney grafts: the respective age of the recipient and 

the donor, their gender, the length of period of dialysis prior to transplantation (the 'waiting 

list '), and the duration of cold kidney ischemia before transplantation. 



The aim of retrospective investigation of immunological factors was to assess the 

unpact of compatibility in the HLA system (HLA-A, B and DR locus), as well as the impact 

ofthe presence of panel reactive antibodies (PRA) in the recipient's serum on graft survival. 

Retrospective investigations were used in the analysis of survival; life tables were 

used, with division of frequencies according to the length of survival distributed into several 

time intervals, and Kaplan-Meier's method. Comparison of survival between samples was 

using non-parametrical tests: Gehan's generalized Wilcoxon test, and Cox's F-test. 

The aim of prospective immunological investigations was to assess the changes in the 

mechanism of cell-mediated cytotoxicity - CMC, referred to as lymphocyte mediated 

cytotoxicity by American authors, particularly on the molecular level. 1n addition to assessing 

the phenotype of cytotoxic lymphocytes, the expression of cytolytic perforin molecule in 

these cells, and the average perforin content per cell (AFI value - average fluorescence 

intensity value) in certain subpopulations of perforin positive lymphocytes in the peripheral 

blood (P+LPK) of kidney transplant recipients, we assessed as well the NK cytotoxicity of 

peripheral blood lymphocytes in these patients. 

We also wanted to investigate in vitro the impact of particular cytokines known to 

secrete locally during rejection response to transplanted grafts; to this aim we explored the 

phenotype characteristics and AFI value of a particular subpopulation of perforin positive 

peripheral blood lymphocytes of transplanted patients for 24 hours following the in vitro 

stimulation, as well as IL-2, IL-15 and ConA during 72 hours. 

Our analysis showed a significantly better four-year survival of grafts in the 

recipients' 16-50 age group. A trend of poor smvival was observed in cases when the age of 

both the donor and the recipient was over 50, however. 1n contrast, the gender of the recipient 

or the donor and the duration of dialysis before transplantation have no impact on graft 

survival. The poorer graft survival in cases of cold ischemia times longer than 24 hours 



observed in some studies was not observed in our study, however, which is in line with major 

world studies. Similarly, the recognized significance of HLA class I and II antigens for graft 

survival was not confirmed in our study either, which could be explained by the small number 

of patients in comparison to big multicenter studies. Eurotransplant data suggest that the 

compatibility in the HLA system is significant in the first year, its effect decreasing over time 

afterwards. We have not observed poorer graft smvival in immunized patients either (those 

with a high percentage of PRA), probably again due to the small number ofthese patients in 

our sample. 

Investigation of the effect of IL-2 on perforin express1on m peripheral blood 

lymphocytes of transplantation patients revealed that the percentage of perforin positive 

Jymphocytes remains unchanged, regardless of the duration of stimulation ( 6 and 24 hours ). 

Interestingly enough, the percentage of perforin positive lymphocytes prior to and following 

IL-2 stimulation showed no significant difference between the healthy subjects and transplant 

recipients. The AFI value, on the other hand, was significantly lower in the latter, which 

points to a decreased cytolytic potential of their cells. However, the number of molecules per 

cell (AFI value) in the transplants significantly increases already after 6 hours of stimulation. 

By monitoring the effect of stimulation by the same IL-2 concentration on perforin positive 

peripheral blood lymphocyte subpopulation, we obse1ved that their percentage remains 

unchanged, in both the healthy and transplant recipients. On the other hand, the AFI value for 

perforin significantly increased in the latter group: in CD56+P+ lymphocytes after 6 hours' 

stimulation, and in CD8+P+ lymphocytes after 24 hours' stimulation, the AFI value for 

perforin being multifold lower in the transplant recipients. lt appears that immunosuppressive 

therapy which inhibits the IL-2 secretion primarily affects the density of perforin molecules 

per cell. Namely, addition of exogenous IL-2 into the concentration of l00UI/ml results in an 

increase of AFI value for P in P+CD56+ lymphocytes (the first line of body defense) after 6 



hours' stimulation, and in P+CD8+ lymphocytes after 24 hours' stimulation; this points to the 

existence of cytolytic potential of these cells, which is inhibited by immunosuppressive 

therapy, but can be induced. 

Since IL-15 resembles IL-2 by its biological function, and takes over its function 

when IL-2 is lacking, we explored the effect of 3 days' stimulation of peripheral blood 

lymphocytes ofkidney transplant recipients with IL-15, IL-2 and Concavalin-A. Interleukin-

15 significantly increased the percentage of peripheral blood perforin positive lymphocytes, 

namely CD8+P+ and CD56+ lymphocytes, acting at the level of subpopulations as well. It is 

interesting to note that while the percentage of perforin positive lymphocytes and their 

subpopulations before stimulation is practically the same in transplant and hemodialysis 

patients, the lymphocytes of the former can respond to IL-15 stimulation, while those of the 

latter cannot. Furthermore, while IL-2 stimulation affects primarily the density of perforin 

molecules per cell in transplant recipients, IL-15 increases the percentage ofperforin positive 

lymphocytes and their subpopulations. 

As regards the direct effect of IL-2 on cytotoxicity of human peripheral blood NK 

cells, a strong cytolytic effect has been observed, as shown by our results: IL-2 in peripheral 

blood lymphocytes clearly increased cytotoxicity during two-hour cytotoxic test with 

significant perforin loss during exposure ofK562 to cell borderline. Concentration of IL-2 of 

l00UI/ml produced a cytotoxic effect in peripheral blood lymphocytes, and was sufficient for 

significant induction of perforin expression. These facts speak in favor of the hypothesis that 

peripheral blood lymphocytes have maintained the potential for perforin expression regulation 

m cytotoxic lymphocytes. It has been noted that immunosuppressive therapy given to 

transplant patients reduces or almost completely abolishes non-specific cell immune response, 

which is involved in both graft rejection response and in body defense :from virus infections. 

One of the main mechanisms involved is the reduction of lymphokine production, among 



others ofIL-2 as well. Our results point to yet another possible mechanism: the suppression of 

cytolytic mechanism expression. Whether it is a result of a direct e:ffect of 

immunosuppression and/or cytokine (IL-2) suppression, thus indirectly reducing perforin 

gene activation, still remains to be established, however. 

The results ofthis investigation point to the need for further analysis of immunological 

and non-immunological factors a:ffecting the outcome of transplantation. At the same time, 

however, they clearly demonstrate that the Transplantation Center in Rijeka is at the level of 

world achievements in transplantation. 

Key words: Kidney transplantation, Cytotoxic lymphocytes, NK cells, Lymphocyte-

mediated cytotoxicity, Perforin, Cytokines, Nonimmunologicalfactors. 



1 UVOD I OBRAZLOŽENJE TEME 

Transplantacija tkiva i organa, pa tako i bubrega je, kao metoda 

bespovratno izgubljene funkcije organa, od davnine interes i 

se u zapisima iz starog i srednjeg vijeka spominju pokušaji tkiva i organa, 

no povijest transplantacije bubrega u 20 razvojem kirurških tehnika na 

krvožilju, metoda i spoznajom da je imunološka reakcija odgovorna za 

odbacivanje organa i tkiva. 

Tako se paralelno s razvojem transplantacijske kirurgije i interes za 

imunološka istraživanja. Jedan od pionira transplantacijske imunologije bio je sir Peter 

Medawar sa suradnicima (203), koji su prvi pokazali da je transplantacijska reakcija 

imunološkog karaktera, a kasnije su dokazali centralnu ulogu limfocita T u odbacivanju 

tkiva. studije koje su uslijedile, pokazale su da je taj proces mnogo 

kompleksniji nego se u mislilo, te da elemente i i humoralne 

imunosti. Spoznaja o složenosti imunog odgovora na tkivo druge jedinke iste 

vrste (alotransplantat) proširena je eksperimentalnim istraživanjima koja su istakla i 

reakcija kasne preosjetljivosti (190) nego (346) u 

patogenezi destrukcije alotransp~antata. Veliki doprinos ovim istraživanjima bio je razvoj 

tehnologije hibridoma (148), što je rezultiralo produkcijom monoklonskih 

protutijela koja su mogla detektirati biljege na površini stanica, pa smo 

tako mogli definirati i fenotip leukocitnih populacija koje vrše funkcije. 

Monoklonska protutijela usmjerena na molekule na stanicama transplantata, kao i na 
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dodiru, bez prethodne stimulacije. abnormalne ekspanzije LGL u krvi pacijenata s 

transplantatom koji su bili pod imunosupresijom, potaknulo je brojne autore 

na istraživanje fenotipskih karakteristika i funkcija tih stanica (71). 

suvremenim metodama genetskog inžinJennga, upoznati su 

molekularni temelji stanicama posredovane Nove metode su 

proizvodnju životinja s genetskim deficitom i životinja u kojih je pojedini gen snažno 

eksprimiran (133). eksperimenti napravljeni na ovim životinjama ukazali su na 

postojanje dva puta s brzim koji se mjeri u minutama ili satima. 

Posredovani su perforinom i/ili sustavom Fas Ligand-Fas. Nedavno je otkriven i 

mehanizam, posredovan molekulama TNF-a, koje su vezane za površinu 

limfocita i djeluju tek nakon dugotrajne inkubacije s ciljnim stanicama (dulje od 18 sati) 

(31). 

Kao što je naprijed reakcije (CMC) su 

posredovane limfocitima: CTL i NK stanicama. Ove stanice u svojoj citoplazmi 

sadrže sekrecijska granula bogato opskrbljena perforinom, serinskim esterazama (tzv. 

granzimi) i drugim molekulama. proces prepoznavanjem i 

kontaktom efektorske i ciljne stanice. Aktivacijski signali, ulazak Ca ++ u CTL i 

NK stanice uzrok su brze reorjentacije sekretomog aparata i egzocitoze granula na mjesto 

vezanja efektorske i ciljne stanice. 

glikoprotein perforin je u citoplazmatskim granulama stanica sa 

kao što su NK stanice, CTL (CD8+ i gama/delta T limfociti) i LAK 

stanice (147). Prvobitno su perforin pozitivne stanice opisane uz virusna, autoimuna i 
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tumorska oboljenja gdje postoji imunološko prepoznavanje i potencijalno 

djelovanje. Prisutnost perforin pozitivnih stanica dokazana je i u patološki promjenjenom 

tkiw u akutnoj transplantacijskoj reakciji na bubrežne i alotransplantate (50, 

138). Važnost ovog mehanizma posebno tijekom akutne krize 

odbacivanja, dokazali smo i u našim istraživanjima (19). 

U regulaciji ekspresije perforina sudjeluju citokini, topivi glikopeptidi molekularne 

težine oko 30 kD koji posreduju na ciljnim stanicama. Njihovo se 

djelovanje mora sagledati u kontekstu tkivnog okoliša, u normalnim i patofiziološkim 

uvjetima (386). Prema Thl/Th2 modelu pokazalo se da Thl citokini kao IL-2 i 

IFN-gamma imaju glavnu ulogu u reakciji akutnog odbacivanja posredovanog stanicama, 

tako što aktiviraju CD4+ limfocite Ti makrofage, ali i CD8+CTL (388). Th2 citokini IL-4 i 

IL-10 mogli bi inhibirati proces odbacivanja, ili inducirati toleranciju (388). Citokini 

sudjeluju i u regulaciji ekspresije perforina. 

Danas, na pragu milenija, u središtu interesa su koji na 

preživljavanje transplantata. Poznato je da na preživljavanje, osim imunoloških, djeluju i 

neimunološki ili tzv. Neimunološki koji na ishod 

transplantacije mogu se podijeliti u tri grupe, ovisno da li su vezani za primatelja organa, 

davatelja ili sam transplantirani organ. Analiza davatelja dob, spol i uzrok smrti 

(u transplantata) ili stanje živog davatelja. Što se samog 

transplantata prati se trajanje ishemije bubrega, pohranjivanja, kirurške tehnike i 

utjecaj transplantacijskog centra. Kod primatelja se gleda dob, spol, osnovna bolest koja je 

dovela do zatajenja bubrega, stanje u trenutku transplantacije 
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kondicija), vrijeme provedeno na dijalizi, dijaliziranja, te eventualne 

prethodne transplantacije. 

Posljednja dva razvoJu transplantacijske imunologije, 

molekularne biologije i imunosupresivne terapije, kao i rafiniranim kirurškim tehnikama, 

stotine transplantacijskih timova diljem svijeta postiže vrlo dobre rezultate, pri tom 

jednogodišnje preživljavanje bolesnika od 90%, te preživljavanje transplantata od 80 

do 90% (34 7). 

Na žalost studija, do danas, se bavila ili samo imunološkim, ili 

samo parametrima. sve je više dokaza koji govore u prilog njihovom 

pa je naš cilj bio ispitati utjecaj imunoloških i neimunoloških 

na preživljavanje transplantata. 

Cilj istraživanja neimunoloških bio je ispitati utjecaj 

parametara na preživljavanje bubrežnih transplantata: dob primatelja i davatelja 

organa, spol primatelja i davatelja organa, vrijem_e provedeno na dijalizi prije 

transplantacije (tzv. "lista i vrijeme trajanja hladne ishemije bubrega pnJe 

transplantacije. 

Cilj retrospektivnih istraživanja imunoloških bio je ispitati utjecaj 

podudarnosti u HLA sustavu (HLA-A, B i DR lokus), kao i utjecaj prisutnosti tzv ''panel 

reaktivnih protutijela" (PRA) u serumu primatelja na preživljavanje presatka. 

Cilj prospektivnih imunoloških istraživanja bio je ispitati promjene u mehanizmu 

limfocitima (stanicama) posredovane (cell-mediated cytotoxicity - CMC ili 

lymphocyte mediated cytotoxicity autora), posebno na molekularnoj razini. 
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Pored fenotipa limfocita, ekspresije molekule perforina 

u ovim stanicama, te sadržaja perforina po stanici (AFI vrijednost) u pojedinim 

subpopulacijama perforin pozitivnih limfocita periferne krvi (P+LPK) transplantiranih 

bolesnika), ispitali smo i NK limfocita periferne krvi transplantiranih 

bolesnika 

Jn vitro smo željeli istražiti i utjecaj pojedinih citokina za koje znademo da se 

lokalno tijekom reakcije odbacivanja transplantata, stoga smo ispitali fenotipske 

karakteristike i AFI vrijednost pojedinih subpopulacija perforin pozitivnih limfocita 

periferne krvi transplantiranih bolesnika, nakon stimulacije in vitro s IL-2 kroz 24 sata, te 

IL-2, IL-15 i ConA kroz 72 sata. 

Cilj transplantacije kao terapijske metode je osigurati što duže preživljavanje 

presatka. Svakako se potreba za parametara koji na ishod 

transplantacije, pri se mora uzeti u obzir biološke, sociološke i administrativne 

To zahtjeva suradnju iz medicine, tehnike i 

molekularne biologije. Pitanje "kako osigurati dugogodišnje preživljavanje presatka?" u 

središtu je aktivnosti znanstvenika i njihovim naporima i 

svjedoci smo velikog napretka ostvarenog u zadnjem 
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2 DIO 

2.1 TRANSPLANTACIJA BUBREGA KROZ POVIJEST 

Prvi pokušaji tkiva i organa se spommJu u zap1srma starog i 

srednjeg vijeka, no povijest transplantacije bubrega u 20. razvojem 

kirurških tehnika na krvožilju. 

Prvu uspješnu eksperimentalnu transplantaciju bubrega na psima izveo je E.Ullman 

1902.g u (213). godine kasnije Jaboulay je pokušao presaditi bubreg svinje 

bolesniku, što je rezultiralo neuspjehom (104). 

Prvu transplantaciju bubrega krvno srodne osobe je Michon sa 

suradnicima, u Francuskoj 1952.g., kada je bubreg transplantirao sinu 

(208). Imunosupresivna terapija nije primjenjena i bubreg je 22. dana. Dvije 

godine kasnije u Bostonu, Merrill i suradnici izvode prvu uspješnu transplantaciju 

genetski istovjetnih blizanaca. 1959.g. bubreg blizancu, 

prethodno primatelja. Potaknuti njihovim uspjehom to isto i bolnice 

Necker u Parizu (104). Nakon toga slijede brojni pokušaji na eksperimentalne 

transplantacije tkiva i organa, s ishodom U 1971.g. u Rijeci je uspješno 

prvi bubreg (76). Od tada pa do danas najozbiljnija komplikacija vezana uz 

transplantaciju organa je kriza odbacivanja, kao odgovor imunološkog sustava na strano 

tkivo. 
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U ranom razdoblju razvoja transplantacije, imunosupresivna terapija nije ordinirana 

sve dok nije postojao dokaz da prijeti proces odbacivanja. kada je 

postalo jasno da se odbacivanje javlja uvijek, samo u razdobljima nakon 

transplantacije, imunosupresija je postala rutinski postupak kojim se nastoji produžiti 

preživljavanje presatka (144). 

Stjecanje novih znanja o imunosupresiji, dovodi 1953.g. do korikosteroida 

u transplantaciju. Kombinacijom kortikosteroida i azatioprima (Imuran) stvoren je 

standardni imunosupresivni protokol koji je rezultirao boljim preživljavanjem transplantata 

(122). Starzl 1966.g. prvi primjenjuje antilimfocitni globulin, a ranih osamdesetih godina, 

nakon pozitivnih iskustava što su ih stekli Calne i suradnici, s velikim entuzijazmom uvodi 

se Ciklosporin A imunosupresiva kao što su FK-506 (351), mišje 

monoklonsko protutijelo OKT3, te humanizirana monoklonska protutijela koja mogu 

djelovati na stanicu ili receptor doprinosi 

transplantacije. 

Zbog nastojanja da se poboljšaju rezultati transplantacije paralelno s razvoJem 

transplantacijske kirurgije se interes za imunološka istraživanja. Jedan od pionira u 

tom bio je Medawar sa suradnicima. On je od 1942-1945.g. objavio radove o 

ponašanju alogenih kožnih transplantata u miševa fenomen sekundarne reakcije 

(82, 203). Nešto kasnije Medawar centralnu ulogu limfocita Tu odbacivanju 

tkiva, je stvoren novi pristup problemu imunološke reaktivnosti (190). Istraživanja 

koja su uslijedile pokazale su da je taj proces mnogo složeniji, te da elemente i 

i humoralne imunosti. U patogenezi destrukcije alotransplantata je 
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reakcije kasne preosjetljivosti (58, 190) nego (164, 368). Velik 

doprinos ovim istraživanjima bio je razvoj tehnologije hibridoma ( 148), što je rezultiralo 

produkcijom monoklonskih protutijela koja su mogla detektirati biljege 

na površini stanica, te tako definirati fenotip leukocitnih populacija, Monoklonska 

protutijela usmjerena na molekule na stanicama transplantata su 

kompleksnih zbivanja u tkivu tijekom odbacivanja (56, 107,262). 

I dok su nove spoznaje u imunologije razvoj transplantacije, 

uspjesi na polju transplantacije dali su novi poticaj imunolozima, 

u središte interesa koncept imunološke tolerancije i ulogu koju ima 

glavni sustav tkivne srodnosti (filA) u kontroli imunološke reaktivnosti. Stvorena je 

veza transplantacije i imunologije je golem napredak u 

medicini. 
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2.2 KOn NA PREŽIVLJAVANJE TRANSPLANTATA 

Cilj transplantacije, kao terapijske metode je osigurati što duže, a po i 

trajno, preživljavanje transplantata. Ukoliko do odbacivanja u prvoj godini, to ne 

predstavlja nikakvu dobrobit za bolesnika u poredbi sa dijalizom, a niti u financijskom 

smislu (cost-benefit). Tijekom prve transplantacije i krize odbacivanja dolazi do 

senzibilizacije primatelja, što otežava, a ponekad i ponovno nalaženje 

podudamog presatka. 

Van Roodje 1982.g. postavio hijerarhijsku ljestvicu imunoloških faktora koji 

na ishod transplantacije (410). Prema njemu najvažniji je da lije primatelj jak ili 

slab reaktivac (responder), a su prijetransplantacijske transfuzije krvi. Tek na 

mjestu je HLA determinanti (podjednako A, B i DR lokus), a na 

mjestu non-MHC determinanti. Pri tom su naglašene 

interreakcije svih osim imunoloških o sudbini 

transplantata i brojni neimunološki utjecaji. To se zaboravlja u imunološkim 

krugovima, ali je dobro poznato 

Posljednja tri je velik napredak na 

transplantacije bubrega. I dok je ranih šezdesetih godina jednogodišnje preživljavanje 

bubrega, ako se radilo o donom bilo 50%, a 30% za transplantat, 

devedesetih 85-90% bubrega je funkcioniralo u prvoj godini (8). 

Isprva je razlog gubitka transplantata bila akutna kriza odbacivanja ili smrt uslijed 

infekcija koje su bile posljedica imunosupresivne terapije. Kasnije je akutno odbacivanje 
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postalo sve razlog gubitka transplantata, ustupivši mjesto odbacivanju ili 

sve korištenom izrazu disfunkcije transplantata (196). da je akutna 

kriza odbacivanja danas sve razlog gubitka transplantata (293) u središtu interesa je 

odbacivanje, pa su se istraživanja i okrenula tom problemu. Dvije su 

glavne hipoteze patogeneze odbacivanja. Prvu neimunološki 

odgovorni za kasni gubitak bubrežne funkcije (33, 371). Pretpostavlja se da smanjena 

bubrežna masa transplantiranih bubrega u odnosu na primateljeve potrebe, vodi 

hiperfiltraciji transplantiranih nefrona, što rezultira progresivnim bubrega i 

daljim razvojem hiperfiltracije preostalih nefrona (3 71 ). krug progresivnog 

gubitka nefrona uslijed hemodinamski izazvane glomeruloskleroze, se 

nastalim tijekom prezervacije i reperfuzije organa, ciklosporinske 

i akutnih kriza odbacivanja (316). kako se histološki nalaz 

hiperfiltracije rijetko u biopsijama transplantiranih kod kojih se razvija 

odbacivanje, moglo bi se pretpostaviti da izazvano hiperfiltracijom nije 

za kasni gubitak bubrežne funkcije (195). No, Chertow i sur. su pokazali da 

nefrona u transplantatu u skladu sa primateljevim potrebama, 

na preživljavanje transplantata ( 45, 46). 

Druga pretpostavka je da odbacivanje uzrokuju imunološki (antigeni) 

Pretpostavlja se da je u transplantiranih odbacivanju 

prethodila akutna kriza odbacivanja (195, 371). Na mišjem eksperimentalnom modelu se 

vidjelo da je razvoj histoloških za odbacivanje 

proporcionalan broju akutnih kriza odbacivanja ( 121 ). 
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Akutna kriza predstavlja rizika da dolazi do ireverzibilnog 

nefrona, koje u pravilu dovodi do aktivnosti (u literaturi poznato kao 

hiperfiltracija) preostalih nefrona (196). 

istraživanja koja su uslijedila dovela su do dva glavna koji vode 

disfunkciji transplantata: neimunološki (33, 348) i imunološki (195, 

121). Na žalost, studija koja je uslijedila, pratila je ili samo imunološke ili pak 

neimunološke Posljednjih 5 godina sve je više dokaza o njihovom 

utjecaju na preživljavanje transplantata (54, 120, 145, 196, 316). 

Svakako se parametara koji na ishod transplantacije, pri 

se mora uzeti u obzir biološke, sociološke i administrativne Danas 

se smatra da na ishod transplantacije 

- imunološki 

- (neimunološki 

- koji induciraju imunološku toleranciju (prijetransplantacijske transfuzije i 

imunosupresivna terapija) 
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2.2.1 IMUNOLOŠKI 

2.2.1.1 HLA sustava 

Mnoge studije su pokazale važnost HLA sustava u transplantaciji. Prve spoznaje o 

leukocitnim antigenima dobili smo istraživanjem poslijetransfuzijskih reakcija (leukopenija 

i febrilne posttransfuzijske reakcije). HLA antigeni su otkriveni 

aglutinacijskim tehnikama, korištenjem antileukocitnih seruma od imuniziranih davatelja. 

Za to su zaslužni Dausset i Nenna (60), koji su 1952.g. otkrili prvi leukoaglutinin. 

Nakon toga slijedi sustavno istraživanje protutijela izazvanih transfuzijama krvi, pri 

se primjenjivala leukoaglutinacijska tehnika (254). Prvi leukocitni antigen u ljudi nazvan je 

Mac (sada HLA-2) prema inicijalima ljudi u kojih je identificiran, a otkrio ga je Dausset 

1958.g. (61). 

korak iste godine kada su Payne i Rolfs u SAD (255) i 

van Rood u Evropi (372) otkrili antileukocitna protutijela u serumima multipara. 

metode, van Rood 1963.g. uspijeva dokazati i drugi antigen koji naziva 

lokus 4 ili "FOUR", s dvije alele 4a i 4b (sada Bw4 i Bw6). Godinu dana kasnije R.Payne 

sa suradnicima postojanje dva lokusa, te prvootkriveni Mac nazivaju LA ( od L-

leukocit, A-prvi lokus), a za drugi zadržavaju naziv "FOUR" (373). Kasnije lokus LA 

postaje A, a FOUR postaje lokus B. Svaki od ova dva lokusa sadrži više alela koji dobivaju 

brojeve prema redoslijedu otkrivanja. Ta su postavljanje 

koncepta HLA sustava. Dausset i sur.(62), te Capellini i sur. ( 42) kroz obiteljske studije 
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dokazuju da su oba !okusa smještena vrlo blizu na istom kromosomu, a Kissmeyer-Nielsen 

i sur. daju genetski dokaz o postojanju tih !okusa, opisavši prvi crossing-over (8). 

Pored genetskih istraživanja treba Terasakija i Me Clellanda 

1964.g. o djelovanju antiseruma, poznatom kao test 

(349). Iste godine su Bach i Hirschhom utvrdili da se prepoznavanje HLA antigena može 

i uz receptora na limfocitima T ( 17), tzv testom miješane limfocitne kulture 

(MLC), kojim se može dokazati lokus D, koji je usko vezan uz HLA. Test se zasniva 

na miješanju u tkivnoj kulturi limfocita (MLC) dvaju pripadnika iste vrste, pri nastaje 

transformacija i proliferacija limfocita, koja se može mjeriti dodavanjem 

radioaktivnog timidina. 

Još je jedan pridonio brzom otkrivanju izuzetno složenog HLA 

serologije i genetike. To je intenzivna suradnja koja 1964.godine 

Prvim workshopom i Konferencijom o histokompatibilnosti, a traje do današnjih dana 

(317). Kao rezultat mnogobrojnih novih u Torinu se 1967 .godine 

osniva Komitet za nomenklaturu. Tri godine kasnije u Los Angelesu Komitet da 

novootkrivene koje su do tada imale uglavnom lokalne oznake, dobiju oznaku 

"w" od workshop i broj prema redoslijedu. 

Model HLA sustava s dva !okusa nije se mogao dugo održati. 1970.godine 

Sandberg i suradnici su otkrili serum SA-AJ koji je dodatne pozitivne reakcije (288). 

Tri godine kasnije Mayr i sur. (201 ), te Solheim i sur. (318) postojanje 

lokusa, u novoj nomenklaturi nazvanog lokus C. 
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2.2.1.2 Uloga antigena tkivne srodnosti u transplantaciji 

Iako su se prve spoznaje o HLA sustavu javile zbog transfuzioloških potreba, danas 

taj sustav ima primjenu u transplantacijskoj medicini. Van Rood i sur. su 

1966.g. otkrili da kožni transplantat HLA i ABO srodnika preživljavaju 

duže nego transplantati koji su u samo jednom sustavu sa primateljem 

(374). Najvažniji kriterij za transplantaciju postaje što bolja podudarnost u ABO i HLA 

sustavu. Do kraja sedamdesetih godina se vodilo samo o podudarnosti u HLA-A i B 

antigenima, a danas se zna da ima podudarnost u DR !okusu, zatim B 

!okusu, manje A, a C lokus je gotovo nevažan. 

Postoje vrlo jasni dokazi da antigeni klase I i klase II na preživljavanje 

transplantata i služe kao stimulans u reakciji odbacivanja. da se antigeni klase I 

nalaze na svim stanicama sa jezgrom, isto tako se nalaze i u transplantatu, 

na imunološki odgovor. Antigeni klase II mogu biti prisutni u transplantiranom 

tkivu ili organu ili se mogu prenositi limfocitima B i nionocitima u krvožilnom sistemu 

transplantata. Svakako, mehanizam odbacivanja, a isto tako i toleriranja presatka je mnogo 

složeniji i nikako se ne može objasniti samo polimorfizmom antigena klase I i II. 
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2.2.1.3 Antigeni klase I 

Antigeni klase I kodirani su !okusima Ill„A-A, HLA-B i HLA-C i imaju neka 

svojstva„ Nalaze se na svim stanicama sa jezgrom kao i na trombocitima, a 

najobilnije su zastupljeni na endotelnim stanicama i stanicama koštane srži„ Njihova 

rasprostranjenost u organizmu obilježava njihovu funkciju u definiranju vlastitog i 

prepoznavanju ili izmjenjenog vlastitog (63) .. Dausset ih je nazvao identifikacijskom 

kartom organizma (63) .. 

su od dva polipeptidna lanca: teškog alfa lanca (44000 daltona) i lakog 

lanca (beta- mikroglobulin od 12000 daltona) (225) .. Teški se lanac nalazi na 

povšini, sastavljen je iz tri domene: alfa 1, 2 i 3 od kojih je svaka od 90 

aminokiselina„ Jedan se kraj proteže kroz membranu u citoplazmu, kodiran je 

HLA sustavom„ Strominger i suradnici su odredili sekvencije aminokiselina (249, 332). 

Laki lanac je kodiran genima smještenim na 15. kromosomu i nekovalentno je vezan za alfa 

lanac (alfa 3 domenu) na površini (144). Na taj laki lanac zajedno sa alfa 1 i 

2 domenama teškog lanca tvori "košaricu" tj mjesto gdje dolazi do spajanja aloantigena i 

MHC molekule i prezentacije antigena CD8+ limfocitima T. 

Nešto kasnije su identificirana još tri gena klase I: HLA-E, HLA-F i HLA-G, no 

njihovo u transplantacijskoj imunologiji nije još sasvim razjašnjeno (144). 

Antigeni koje ovi geni nazivaju se i HLA antigeni klase I. 

Zbog sve nedostatka organa za transplantaciju, postavilo se pitanje da li 

nepodudarnost u nekim HLA mora voditi gubitku transplantata. Tako je 
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postavljena hipoteza dozvoljenih nepodudarnosti ( u anglosaksonskoj literaturi poznato kao 

permissible mismatching) (198). U potrazi za HLA koje primatelj može 

tolerirati, pretpostavilo se da bolesnik stvarati HLA protutijela na one 

HLA antigene haplotipa koje bolesnik nije naslijedio - NIMA ( od engl. non-

inherited maternal antigen) ( 48). U velikoj studiji Eurotransplanta koja 11-

godišnje razdoblje, je efekt za antigene (NIMA) u HLA-A 

lokusu u trogodišnjem preživljavanju. To bi se moglo objasniti intrauterinom izlaganju 

imunog sustava fetusa antigenima, a može se usporediti s 

povoljnim prijetransplantacijskim transfuzija krvi (308). Nije se pokazao povoljan 

efekat za antigene u !okusima HLA-B i DR (308). 

je ranih osamdesetih da podudarnost u DR !okusu ima utjecaj na 

preživljavanje transplantiranog bubrega nego li podudarnost u HLA-A i B !okusu (354). I 

kasnije studije su pokazale da podudarnost u HLA-A i B lokusu znatno manje na 

preživljavanje transplantata, nego li podudarnost u DR !okusu (238, 352). No neki ipak 

sugeriraju da bolesnici podudarni sa davateljem u ovim !okusima imaju bolje 

preživljavanje, nego li oni nepodudarni (86, 306, 307). 
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2.2.1.4 Antigeni klase II 

Antigeni klase II su kodirani DR, DQ, DP, DO i DN !okusima, tj. dijelovima HLA-

D regije (146). Nalaze se na stanicama koje su odgovorne za antigena i 

indukciju imunog odgovora, a to su monociti, makrofagi, Langerhansove stanice 

epidermisa, stanice organa, limfociti B i epitelne stanice timusa 

(300). Ostale stanice, napr. limfociti T i stanice endotela krvnih žila mogu eksprimirati 

molekule klase II nakon aktivacije citokinima ili izvjesnim infekcijskim agensima (144). 

Molekule klase II su od teškog alfa lanca (34000 daltona) i lakog beta lanca (28000 

daltona) koji se protežu kroz membranu u citoplazmu (144). Svaki se lanac sastoji 

od dvije domene (Alfa 1 i 2, te beta 1 i 2) koje su smještene izvan stanice i protežu se kroz 

membranu u citoplazmu. Oba lanca imaju tri regije: ekstracelularnu hidrofilnu, 

transmembransku hidrofobnu i intracelularnu hidrofilnu. Beta lanac je polimorfan tj. nosi 

aloantigenska mjesta (144, 146). 

Antigeni klase II mogu funkcionirati kao receptori za antigene, posredovati u 

kooperaciji pojedinih populacija imunih stanica i kontrolirati produkciju protutijela 

(144). Oni služe kao restriktivni elementi u interreakciji stanica i CD4+ 

limfocita T, koji reagiraju imunim odgovorom. Antigeni klase II se dokazuju 

serološkim, imunokemijskim i metodama, koje spada i MLR, te metodama 

molekularne biologije. 

Uloga HLA-DR lokusa u transplantacijije neosporna. Prvi suje dokumentirali Ting 

i Morris (354), a potvrdile su i brojne kasnije studije (238, 334). Smatra se da podudarnost 
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u DR lokusu ima utjecaj na preživljavanje presatka (354) vjerojatno zbog njegove 

i ekspresije DR molekula na endotelu bubrega (72). 

DNA metodologije, javlja se definiranja tzv. "split" 

u DR lokusu (pod "split" se smatraju antigeni od 11 do 18 u 

DR lokusu tj. splitovi od DR 2, 3, 5 i 6). Vidjelo se da je pri ponovnim transplantacijama 

podudarnost na nivou splitova DR lokusa (243). je da je prisutnost nekih 

antigena HLA DR lokusa udružena s preživljavanjem presatka. Tako neki ukazuju na bolje 

preživljavanje presatka u DRI, DR2 i DR3 pozitivnih bolesnika, a drugi naprotiv na slabije 

preživljavanje (415). Istraživanja u Eurotransplantu su pokazala bolje preživljavanje DR6 

pozitivnog bubrega ( 112), ali sklonost odbacivanju u DR6 pozitivnih primatelja ( 69). 

utjecaja DR lokusa u kombinaciji sa ostalim, pokazalo 

se da podudarnost u DR i B lokusu bitno poboljšava preživljavanje presatka (306, 307). 

U Eurotransplantu je stalno prisutan pozitivan efekt podudarnosti u HLA sustavu 

kako na jednogodišnje, tako i na S-godišnje preživljavanje presatka (238). Na grupi od 

10000 transplantiranih bubrega vidjelo se da ukoliko su primatelj i davatelj 

potpuno podudarni u HLA sustavu (zero mismatches - O MM), preživljavanje je 

bolje nego u onih sa dvije nepodudarnosti (2MM), a isto tako i funkcija transplantata (238), 

a potpuno neovisno o primjeni ciklosporinske terapije. analize iz centara 

diljem svijeta pokazale su iste rezultate (223, 75, 374). 

Novija o važnosti HLA sustava u transplantaciji bubrega koncentriraju se 

na nacionalnu (246) i internacionalnu razinu (86, 245, 246, 314). Javlja se potreba za 

testovima koji pravilno vrednovati podatke prikupljene iz 
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nekoliko centara. postoji i problem poznat kao "efekt centra", što je vodilo 

kritiziranju podataka, studije s izrazito velikim brojem bolesnika 

u analizu, mnogo su manje podložne utjecaju iz 

pojedinih centara (194). 

Preživljavanje presatka je to bolje što je bolja podudarnost u HLA sustavu (posebice 

DR lokusu, zatim B i na kraju A lokusu). Uz isti stupanj podudarnosti u HLA, duže je 

preživljavanje bubrega biološki srodnog davatelja, jer se uz poznate gene u bloku 

i nepoznati geni koji se vjerojatno mogu i u primatelja i u davatelja. 

Usprkos znatnom napretku na imunosupresivne terapije, poluživot 

transplantiranog bubrega ( od umrlog davatelja) rijetko prelazi 10 godina (8). U 

HLA transplantacije vijek preživljavanja se znatno produžava (na 34 

godine), a ako je davatelj roditelj, koji je HLA prosjek je 11 godina. Danas 

je stav da postoji korelacija podudarnosti u antigenima 

HLA sustava DR i B) i preživljavanja transplantata (306, 307). toj 

korelaciji, dolazi do odbacivanja HLA bubrega, ali i dugogodišnjeg 

funkcioniranja potpuno nepodudamih presadaka. To govori u prilog postojanju i drugih 

faktora koji na ishod transplantacije. 

Pored glavnih ili snažnih (major) antigena HLA sustava, postoje i slabi (minor) 

antigeni. nJrma treba spomenuti krvnogrupni sustav Lewis: izgleda da 

nepodudarnost u Lewis antigenima primatelja i davatelja ima loš utjecaj na 

preživljavanje presatka (8). 
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2.2.1.5 protutijela na HLA antigene 

protutijela u krvi primatelja na filA antigene prisutne u 

davatelja svakako predstavlja problem. Protutijela mogu biti uperena protiv limfocita T, 

limfocita Bi protiv antigena endotelno-monocitnog sustava (8). 

Ukoliko su protutijela usmjerena protiv limfocita T, ona su uglavnom za 

HLA antigene klase I i predstavljaju loš faktor, što su pokazale brojne studije 

(8). Prisutnost ovih protutijela, usmjerenih protiv limfocita T se ispituje rutinski u serumu 

potencijalnih primatelja u regularnim intervalima, na panelu stanica poznate 

(odatle naziv panel reaktivna protutijela-PRA). Ako se nalaze u serumu primatelja i 

reagiraju sa antigenima davatelja, predstavljaju apsolutnu kontraindikaciju za 

transplantaciju bubrega. Stoga ovi imunizirani bolesnici posebnu 

skupinu primatelja kojoj je potrebno posvetiti posebnu pažnju. Visoko imunizirani 

bolesnici (PRA više od 85%) imaju tri puta rizik od gubitka transplantata u prvom 

mjesecu nakon transplantacije u poredenju s neimuniziranim bolesnicima (316). Chertow i 

sur. su potvrdili negativan utjecaj visokog postotka PRA u primatelja na preživljavanje 

transplantata ( 45). Pretpostavlja se da bolesnici s visokim postotkom PRA posjeduju 

limfocite B ( aktivirani B limfociti s funkcijom antigen stanica-

APS), drugim postoji indirektni put prepoznavanja antigena (117). Bryan 

i sur. su vidjeli da se preživljavanje transplantata nije razlikovalo u grupi visoko 

senzibiliziranih bolesnika (PRA>80%) u poredbi sa bolesnicima s niskim postotkom PRA, 

bez obzira da li se radilo o prvoj ili drugoj transplantaciji (36). Ali, pokazalo se da je u ovih 
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visoko senzibiliziranih bolesnika izuzetno važna podudarnost u DR lokusu, jer je 

preživljavanje transplantata bilo lošije u onih sa jednom ili dvije nepodudarnost~ 

negoli u podudamih (36). 

Protutijela protiv limfocita B se traže u trenutku križne probe sa 

limfocitima davatelja organa. Prema reaktivnosti ova se protutijela dijele u tri tipa: 

usmjerena protiv antigena HLA-A, Bi C; protiv antigena HLA klase II koja je prisutna na 

limfocitima B i protiv struktura nevezanih za HLA sustav tj. protiv endotelno-

monocitnih stanica. Deset posto odbacivanja koja se javljaju 4-6 tjedana nakon 

transplantacije moglo bi se pripisati nepodudarnosti primatelja i davatelja u antigenima 

ovog sustava (8). je i protutijela (36%: 4%) 

i sekrecija IL-6 putem nestimuliranih limfocita B prije transplantacije u bolesnika 

koji drugi ili presadak (387). interesantno je da funkcija limfocita Ti 

limfocita CD4 prije transplantacije drugog ili presatka nije 

Opelz nije u maloj grupi retransplantiranih pronašao akutnog odbacivanja, 

niti slabije jednogodišnje preživljavanje presatka (387). 

imunološke treba spomenuti i pripadnost grupi, 

da se vidjelo da HLA antigena varira u pripadnika grupacija i 

rasa, Dvije velike studije (194, 196) su pokazale lošije preživljavanje ukoliko bubreg 

od davatelja crne rase. 

Nezaobilazan imunološki kriterij predstavlja podudarnost u ABO krvnogrupnom 

sustavu, jer u protivnom dolazi do hiperakutnog odbacivanja (8). 
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2.3 TRANSPLANTACIJSKA IMUNOLOGIJA 

Dio imunologije koji se bavi tkiva 1 organa naziva se 

transplantacijskom imunologijom, a imunološka reakcija koja u organizmu nastane na 

genetski tkivo je transplantacijska reakcija. Do nje ne dolazi samo ukoliko 

se radi o autotransplantaciji ili transplantaciji blizancima, jer se radi o 

genetski istovjetnim jedinkama. Smatra se da akutna kriza odbacivanja, kao i 

funkcija transplantata ( delayed graft function u anglosaksonskoj literaturi) loše na 

dugogodišnje preživljavanje transplantata (196). 

S obzirom na nepodudarnost u genetskom sustavu primatelja i davatelja 

može se razlikovati vrste transplantata: 

1. Autologni transplantat, kada se tkivo ili organ transplantira na drugo mjesto istoj 

osobi (npr. kožni transplantat u opeklinama, koštana srž u bolesnika u 

remisiji) 

2. transplantat, tkivo u genetski istovjetnim jedinkama 

blizanci, sojevi životinja) 

3. Alotransplantat, tkivo jedinkama iste vrste 

4. Ksenotransplantat, tkivo jedinki vrsta. 
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Transplantacijska reakcija ima sve odlike imunološke reakcije: 

svojstvo što se u sposobnosti da na antigen koji u organizam 

po drugi put reagira brže no prvi put, pa tako razlikujemo primarnu i sekundarnu 

reakciju, 

- generaliziranost, što da, bez obzira na koje mjesto u organizmu antigen 

reakcija se odvijati nesmetano, 

za antigen, 

- ovisnost o sustavu. 

Imuni sustav zdravog jasno prepoznaje potencijalno štetne i antigene 

koji bivaju neutralizirani ili odstranjeni iz organizma. Prilikom transplantacije alogenih 

tkiva dolazi do reakcije imunološki kompetentnih stanica primatelja na njima nepoznate 

antigene strukture transplantata. je tri poznato da je imunološki odgovor 

primatelja i humoralnog tipa, ali dominantnu ulogu ima imunost (8, 

144). 
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2.3.1 KLASIFIKACIJA MEHANIZMA ODBACIVANJA TRANSPLANTATA 

Iako se poduzimaju sve mjere ne bi li se što više produžilo vrijeme preživljavanja 

transplantata (izbor najkompatibilnijeg primatelja, negativna križna proba 1 

imunosupresija), ipak svaki alotransplantat u pravilu bude 

Razlikujemo tipa odbacivanja (8): 

1. Hiperakutno odbacivanje zbiva se u osoba koje su bile presenzibilizirane na antigene 

davatelja ( osobe koje su primale transfuzije krvi, višerotke ili su bili transplantirani, 

te su stvorili protutijela). Hiperakutno odbacivanje može se javiti u toku 

inplantiranja, napr. ako postoji inkompatibilnost krvnih grupa. tkiva 

aktivacijom komplementa kompleksom antigen-protutijelo, a nastavlja se 

djelovanjem tvari koje upalne stanice i aktivacijom koagulacijskog 

procesa. Ubrzano akutno odbacivanje se javlja nekoliko dana nakon transplantacije. 

Transplantat je infiltriran limfocitima i neutrofilima, a pokusi s životinjama su pokazali 

da je ovaj tip reakcije posredovan limfocitima T i njihovim produktima, ali ne i 

protutijelima ( 144 ). 

2. Akutno odbacivanje nastaje do desetog dana po transplantaciji, ali ne mora se 

odmah, može i nekoliko tjedana ukoliko pacijent prima imunosupresivnu 

terapiju. U ovom tipu odbacivanja posreduju limfociti T uz citokina (8). U 

slici javlja se povišena tjelesna temperatura, oliguria i oslabljena funkcija 

bubrega. je nalaz biopsije transplantata koji pokazuje 

mononukleamu infiltraciju u perivaskularnim prostorima, te edem i atrofiju tubulamog 
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epitela, no ipak se smatra da je tubulitis, s invazijom tubularnog epitela limfoidnim 

stanicama, glavni kriterij (281). Dominiraju limfociti T (CD4+ i poglavito 

CD8+), zatim monociti, makrofagi, limfociti B, plazma stanice i NK stanice (275, 280, 

281). Glomeruli nisu promjenama. Navedene promjene su reverzibilne i 

se nakon udarne terapije kortikosteroidima (8). 

3. Akutno kasno odbacivanje javlja se nakon desetog dana po transplantaciji. 

Uzrokovano je protutijelima i stanicama, Na stijenke arteriola i kapilara 

talože se protutijela i komplement, što nakupljanje trombocita, 

krvnih žila i odumiranje transplantata. Histološki se mogu vidjeti vaskularne okluzije, 

odlaganje fibrina, intersticijske hemoragije i tubularna nekroza. U kasnijoj fazi akutnog 

odbacivanja dolazi do odlaganja imunoglobulina i aktivacije komplementa, kao u 

odbacivanju (8), a uglavnom ne reagira na imunosupresivnu terapiju. 

4. ili kasno odbacivanje može se javiti mjesecima i godinama nakon uspješne 

transplantacije. Dominantne lezije su vaskularno-endotelne. Endotelne stanice krvnih 

žila izražavaju HLA antigene klase I, a u lokalne reakcije mogu se eksprimirati i 

antigeni klase II (70, 298). Proces je spor, a sastoji se u taloženju imunoglobulina, 

komplementa (C3 komponente) i kompleksa antigen-protutijelo na bazalnu membranu 

krvnih žila transplantata. Odlaganje imunoglobulina moglo bi navesti NK stanice da 

liziraju epitalne stanice preko mehanizma ADCC (143). Osim toga, dolazi do aktivacije 

koagulacijskih faktora i agregacije trombocita (8). Na kraju trombocitni faktori 

izazivaju migraciju i proliferaciju stanica intime krvnih žila. Od 

simptoma dominiraju hipertenzija i proteinurija. Histološki dominiraju sužene arterije 
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(uslijed odlaganja .fibrina i trombocita) i proliferacija intime. Proces je ireverzibilan i ne 

reagira na imunosupresivnu terapiju (8. ). 

Osim gore navedenih postoji još jedan tip reverzibilnog odbacivanja tzv. 

transplantacijska kriza (100). Sam naziv je predložio Hamburger 1959. godine. Javlja se 

iznenada, u bilo kom trenutku nakon transplantacije, funkcija transplantata je znatno 

narušena, ali se oporavlja vrlo brzo nakon imunosupresivne terapije (tzv. udara). Mogu se 

razlikovati rane krize s slikom, koje vrlo dobro reagiraju na 

terapiju i kasne krize sa slabo izraženom simptomatologijom, a nerijetko se otkrivaju tek n~ 

rutinskim kontrolama, te isto tako sporije reagiraju na terapiju. Ponekad se latentne krize 

mogu otkriti samo u centrima gdje se rutinski radi renalna biopsija (100). 

I dok je nekada akutna kriza bila razlog gubitka transplantata, danas, 

sve kvalitetnijoj imunosupresiji, boljim kirurškim tehnikama 1 sve 

sofisticiranijim laboratorijskim metodama, sve se sa akutnim odbacivanjem 

(293), a u žiži interesa se našao problem odbac_ivanja. 
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3 2 IMUNOLOŠKE PROMJENE U TRANSPLANTACIJSKOJ REAKCIJI 2 . . 

Im.unosni odgovor na transplantate je T-ovisni odgovor i i 

i humoralne mehanizme odbacivanja. Limtociti T koji prepoznaju antigen svojim 

receptorom (TCR), imaju bogat repertoar odgovora: apoptozu, anergiju, 

"zanemarivanje" (ignorance, autora), aktivaciju i punu 

aktivaciju s ekspanzijom klona i efektorskom funkcijom. Puna aktivacija limfocita T 

zahtjeva tri vanjska signala na receptore na limfocitu T: 

1. antigena od strane stanica koje antigen (APS) 

2. kostimulacijske signale od APS, 

3. citokine koji rast, a ih aktivirani limfociti T 

Poznavanje zbivanja na i molekularnoj razini tijekom odbacivanja 

alotransplantata, nisu samo od temeljnog znanstvenog interesa, imaju 

2.3.2.1 interakcije u transplantacijskoj reakciji 

Mehanizmi koji sudjeluju u odbacivanju tkiva i organa su predmetom 

intenzivnih istraživanja, od vremena Medawarovih pokusa koji su pokazali imunološku 

prirodu reakcije odbacivanja. Poznato je da limfociti T imaju središnju ulogu u odbacivanju 

alotransplantata. 
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Proces njihove aktivacije kontaktom i prepoznavanjem efektorske i ciljne stanice. 

Preko T receptora (TCR), limfociti T prepoznaju antigene davatelja (peptide), 

koji su udruženi s antigenima glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC) 

na transplantatu. I do 10% limfocita T primatelja može reagirati na ove antigene na tkivima 

davatelja (123, 381). limfociti T (T helperi u anglosaksonskoj 

literaturi, uvriježena Tu) mogu biti aktivirani neposredno ili posredno. 

stanice iz transplantata (antigen stanice -APS), tzv. "leukociti putnici", koje 

bogato eksprimiraju MHC molekule davatelja klase II i peptide umetnute u 

njihovu brazdu, neposredno aktiviraju limfocite T (381). Posrednu aktivaciju 

stanica vrše APS koje su smještene u limfuom a i 

antigene koje otpušta transplantat. 

Aktivacija limfocita T zahtijeva interakciju kompleksa TCR/CD3 molekule s 

antigenom koji je udružen sa filA molekulom na stanicama (389). 

Interakciju karakterizira visoka ali je niskog afiniteta, a je 

molekule CD4 ili CD8 na površini limfocita T, a koje ulaze u interakciju s 

MHC molekulama na APS (389). za potpunu aktivaciju limfocita T i njihov 

snažni odgovor potrebni su dodatni kostimulacijski signali koje dobivaju preko drugih 

molekula (291, 389). Jedna od njih je CD2 molekula, izražena na limfocitima T i NK 

stanicama. Njenim kontaktom sa CD58 molekulom (LFA-3) na APS dolazi do potpune 

aktivacije limfocita T. Mnoga istraživanja, in vitro i in vivo su pokazala da se blokiranjem 

CD2 molekule monoklonskim protutijelima njena kostimulacijska funkcija što 

može suprimirati mnoge vidove imunosti (44, 116). U aktivaciji limfocita T 
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posebnu ulogu ima kostimulacijski put preko molekule CD28, koja se veže sa B7 

receptorima na APS (180, 181,182). B7 receptor se pojavljuje u nekoliko oblika (B7-1, B7-

2 i B7-3) koji se vežu na molekule CD28 i CTLA-4 na limfocitima T. Vezanje preko TCR i 

CD28 molekule ekspresiju molekule CTLA-4, koja je za molekule B7 

alternativni receptor višeg afiniteta nego CD28 molekula (77, 78, 395). Vezanje CD28 i 

CTLA-4 s ovim ligandima dovodi do snažne produkcije IL-2 (44, 180, 296) i proliferacije 

limfocita T (14, 182), što se u prelasku iz faze mirovanja (Go) u aktiviranu fazu 

(Gl). K.lonsku ekspanziju citokini rasta (IL-2, IL-4, IL-7) koji okupiraju svoje 

receptore i aktiviraju tirozin kinaze i puteve prijenosa signala. li se vezanje CD28 i 

CTLA-4 s B7 ligandima, snažno se inhibirati imunitet, u prvom redu zbog 

izostanka poticaja koji daje visoka produkcija IL-2 (171, 172, 178, 183, 367). Ovi 

mehanizmi prikazani su na slici 1. 

Interakcije receptora na površini stanice ne samo razvoj efektorskog luka 

reakcije, i razvoj populacija Th stanica, Thl i Th2 koje podlogu 

i humoralnog odgovora. 

Od interesa je ukratko razmotriti i zbivanja nakon interakcije 

receptor-ligand. kompleksa CD3 molekule dolazi do prijenosa 

signala koji prati reakcije vezanja na membrani. Pod utjecajem aktivacije CD2, 

CD28, TCR/CD4 ili TCR/CD8 receptora (116, 127) dolazi do promjene konformacije zeta 

lanca CD3 kompleksa i aktivacije nekoliko efektorskih puteva. Protein G i fosfolipaza C 

fosfatidil inozitol difosfat (PIP2) u membrani na dvije komponente: 

inozitol trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). IP3 endogeni kalcij iz 
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endoplazmatskog retikuluma, a on dovodi do ulaska kalcija u stanicu, što 

i propusnost kanala za kalcij u membrani stanice, pa raste 

razina kalcija. DAG s jedne strane aktivira protein kinazu C (PKC) 

fosforilaciju serina i treonina na proteinima važnim za efektorsku funkciju stanice. S 

druge strane se sam do arahidonske kiseline, koja ciklooksigenaznim ili 

lipooksigenaznim putem stvara prostaglandine ili leukotrijene (337) važne za modulaciju 

(336). 

Transplantacija tkiva i organa je izvrstan model za puteva prezentacije 

antigena (99). Aloantigeni mogu biti prezentirani primateljevim limfocitima T na dva 

prethodno opisana direktni i indirektni.. Nije još potpuno jasno da li u ova dva puta 

djeluju kostimulacijske molekule. Ustanovljeno je da stanice, 

monociti, i limfociti B koji izražavaju dovoljnu molekula klase II i 

kostimulacijskih molekula, mogu direktno aktivirati preostale CD4+ limfocite, pa se 

nazivaju profesionalne stanice (professional antigen presenting cells u 

anglosaksonskoj literaturi). Postavlja se pitanje fiziološkog ispoljavanja molekula 

klase II na neprofesionalnim stanicama (99). je mišljenje da epitelne 

stanice (bubrega ili glatke stanice i fibroblasti koji eksprimiraju 

antigene klase II ne izazivaju proliferaciju CD4+ limfocita na aloantigene (57), za razliku 

od endotelnih stanica koje to (263). Humane endotelne stanice ne ispoljavaju B7 

molekulu, je kostimulacijski signal osiguran preko CD58 molekule. Interesantno je da i 

epitelne stanice i fibroblasti eksprimiraju CD58 molekulu, ali ne mogu aktivirati 

CD4+ stanice. Postavljena je hipoteza da direktna stimulacija vodi akutnom odbacivanju, 
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no ono prestaje jednom kada davateljeve stanice napuste transplantat ( 117). 

Mislilo se da je odbacivanje posljedica antigena iz transplantata, koji 

bivaju i primateljevim APS što vodi sporijem gubitku funkcije 

transplantata. Pretpostavilo se da samo stanice koje su porijeklom iz koštane srži mogu 

direktno stimulirati alogene limfocite T. da je na parenhimnim stanicama srca, 

bubrega, i jetre koje vjerojatno ne napuštaju transplantat, visoka ekspresija 

molekula klase II, postavlja se pitanje kako se onda ti antigeni prezentiraju imunom sustavu 

primatelja (99). Haan i sur. su predložili mehanizam kojim primateljeve T stanice mogu 

direktno prepoznati parenhimne stanice (99). Oni sugeriraju da limfociti T mogu prepoznati 

antigen direktno, prezentiran na neprofesionalnim APS, uz citokina (IL-12 i IL-1) 

koje monociti. Ova studija svakako predstavlja novi izazov da se istraži mogu li 

monociti osigurati citokina za direktno prepoznavanje parenhimnih stanica 

transplantata. 

2.3.2.2 Sudjelovanje imunokompetentnih stanica 

limfociti su efektorske stanice u reakcijama 

posredovane stanicama (CMC) i dijele se u dvije grupe: limfociti T (CTL) i 

stanice ili NK stanice ( od engl. natura! killer) ( 67). Ove stanice sudjeluju u 

obrambenom mehanizmu u borbi protiv stranih patogena i njihovom uništavanju, 

kao i uništavanju stanica koje posjeduju osobine ( stanice s ekspresijom 
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tuJllorskih antigena, autoantigena i stanice alotransplantata). limfociti u svojoj 

citoplazmi sadrže sekrecijska granula bogato opskrbljena perforinom, serinskim esterazama 

(tzv. granzimi) i drugim molekulama. Razvojem molekularne biologije 

otkrivaju se i populacije kojima se ranije nije pripisivao pa se 

tako gamma/delta CD4+ stanica pripisuje sadržaju perforina u njima (149, 

392). U reakciji pomiješanih limfocita je da su reakcije brze 

posredovane perforinom i FasL, kao dva osnovna puta, ali ne i jedina (162, 398). 

proces prepoznavanjem i kontaktom efektorske i ciljne stanice. 

Aktivacijski signali, ulazak kalcija u CTL i NK stanice, uzrok su brze 

reorjentacije sekretomog aparata i egzocitoze granula na mjestu vezanja efektorske i ciljne 

stanice. 

Uloga limfocita u transplantacijskoj reakciji je zanimljiva jer 

postoje dokazi za i protiv njihova sudjelovanja u destrukciji transplantata (393). Novija 

istraživanja su pokazala prisutnost donor i limfocita T u humanom 

renalnom alograftu i u eksperimentalnim presacima tijekom odbacivanja (280, 391), iako 

neki smatraju da sama prisutnost limfocita T nije dovoljna za uništenje 

transplantata (37). 

da su ove stanice prilikom odbacivanja trebalo bi razmotriti 

njihovu prisutnost kod transplantata. Unatrag desetak godina pretpostavilo se da na 

transplantiranom organu nije izražen ciljni antigen za ove stanice, ili da je njihova 

aktivnost blokirana i u samom transplantatu putem protutijela ili posredstvom 

supresorskih stanica, te da možda stanice prisutne u transplantatu pokazuju 

33 



svoju samo in vitro, a ne i u samom procesu odbacivanja (393), što danas 

smatramo vrlo upitnim. 

Promatran je i apslolutni broj i postotak aktiviranih limfocita T u 

perifernoj krvi zdravih osoba, dijaliziranih i transplantiranih pacijenata, te se nisu 

razlike ( 414 ). Suprotno tome, supresorski limfociti T su bili sniženi u 

dijaliziranih i transplantiranih pacijenata u odnosu prema kontrolnoj grupi, dok su 

limfociti bili povišeni (414). To je ukazivalo na da bi normalne 

vrijednosti limfocita Tu perifernoj krvi transplantiranih pacijenata mogle biti 

dobar indikator dugog preživljavanja bubrežnog alotransplantata, dok je bio 

nejasan velik pad broja supresorskih limfocita T ( 414 ). 

metodu citometrije, je da se populacija 

limfocita T može podijeliti u dvije podgrupe: supresorske/induktorske limfocite (CD45R+) 

i tzv. prave stanice (CD45R-). Postotak supresorskih/induktorskih stanica je 

bio snižen za vrijeme odbacivanja (104). Isto tako se limfociti T 

mogu podijeliti na supresorske/efektorske stanice (CDllb+) i prave stanice 

(CDllb-). Supresorske/efektorske stanice su bile snižene u 

transplantatu (359). Izgleda da se i supresorske/efektorske i supresorske/induktorske stanice 

ponovno pojavljivale vrlo brzo nakon uspješne terapije. Ovi podaci bi mogli ukazivati na 

važnu ulogu tih stanica u stvaranju i održavanju poslijetransplantacijske tolerancije. 

njihova uloga u prvih nekoliko dana nakon transplantacije, kada su 

stanice najaktivnije, nije još jasna, a isto tako supresorske stanice ne blokiraju djelovanje 

aktiviranih stanica. Novija istraživanja pratila su ekspresiju CD45 izoforme u CD4+ i 
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cos+ limfocitima periferne krvi (LPK), zajedno sa aktivacijskim markerima HLA/DR i 

IL-2R (CD25) tijekom odbacivanja bubrežnog presatka (21). Pri tom su 

porast postotka CD45RO+ T stanica sa (memory cells) u obje limfocitne 

subpopulacije, što je bilo relativnim sniženjem CD45RA+ limfocita T u 

sa bolesnicima bez znakova odbacivanja i sa zdravim osobama. Najviši porast je 

zabilježen u CD8+CD45RO+ limfocitima, kako tijekom odbacivanja, tako i za vrijeme 

stimulacije limfocita T zdravih osoba Concavalinom-A (Con-A). istražiti 

asocijaciju CD45 T-limfocitnih podvrsti s CD25+ i HLA/DR+ limfocitima, su velik 

porast postotka CD4+CD25+ i CDS+HLA/DR + limfocita za vrijeme odbacivanja u 

sa bolesnicima bez znakova odbacivanja i sa zdravim osobama, a nije bilo 

promjene CD8+CD25+ limfocita. Druge studije su potvrdile korelaciju 

ekspresije HLA/DR i IL-2R i odbacivanja (21). Tijekom odbacivanja je 

porast CD4+CD45R0+ i CD4+CD25+ subpopulacije, ali isto tako i nakon stimulacije 

limfocita T zdravih osoba s Con-A. 

Autori sugeriraju da promjena CD45RA+ limfocita T u CD45RO+ stanice u obje 

subpopulacije CD4+ i CDS+LPK, udruženo sa porastom CD4+CD25+ i CDS+HLA/DR+ 

stanica, može biti koristan parametar u bolesnika sa akutnom krizom odbacivanja. 

U prospektivnoj studiji Opelz i sur. su da se u bolesnika s defektnom 

funkcijom CD4+T limfocita prije transplantacije (manje od 10% aktivnosti) nije javljala 

akutna kriza odbacivanja, dok je do krize dolazilo u grupi u kojoj je aktivnost CD4+ stanica 

bila normalna (386), a su bolje jednogodišnje preživljavanje presatka (386). 

Autori pretpostavljaju da u tih bolesnika nema Thl odgovora i da je intenzivna 
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irounosupresivna terapija nepotrebna. To se podudara sa spoznajama Lehmana i sur. , koji 

su u eksperimentima na miševima pokazali da terapija sa protu-CD4 monoklonskim 

protutijelom izaziva preživljavanje bubrežnih, i kožnih, MHC I i II nepodudarnih 

presadaka, bez obzira na prisutnost aloreaktivnih lymfocita T (169). Analizom limfocita 

periferne krvi metodom citometrije, porast CD4+ limfocita T 3-4 

dana prije dijagnosticiranja akutne krize. Došlo je i do porasta razine 

aktivacijskih markera CD25 i CD71 u poredbi sa transplantatima je funkcija bila 

(335). 

Pokazalo se da prijetransplantacijski broj limfocitnih podvrsta CD4+, CD8+ i B 

stanica nema prediktivnu vrijednost za razvoj akutne krize. U bolesnika koji se redovito 

hemodijaliziraju, kao i u transplantiranih s dugogodišnjim toleriranjem presatka je 

njihova funkcionalna abnormalnost. Štoviše, aktivacija ovih stanica se može djelotvorno 

blokirati visokim dozama imunosupresiva u poslijetransplantacijskom razdoblju (386). 

Interesantan je nalaz snižene ekspresije CD28 antigena na površini 

limfocita T u bolesnika koji toleriraju presadak preko 1 O godina, dok u transplantata koji 

funkcioniraju preko 15 godina gotovo da i nije prisutan (236). Ekspresija antigena CD2 i 

CDl la bila je ista bez obzira na preživljavanje. 

S obzirom na citokina, CD4+ stanice se mogu podijeliti u dvije 

podvrste: Thl koje produciraju IL-2, IFN gamma i limfotoksin, te Th2 koje IL4, IL-5. 

IL-6 i IL-10 (218). Provedena istraživanja sugerirala su da aktivacija Thl limfocita rezultira 

odbacivanjem, dok Th2 preživljavanje presatka (89, 231). Thl 
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citokina nema prediktivnu vrijednost za preživljavanje presatka, vjerojatno zbog njihove 

efikasne inhibicije imunosupresivnim lijekovima (386). 

2.3.2.3 Gama/delta limfociti T 

Mehanizam aktivacije ostalih populacija limfocita još uvijek je 

nedovoljno istražen. Tu spada i subpopulacija gama/delta limfocita, fenotipa CD3+CD4-

CD8-, koji posjeduju svojstvo i NK aktivnosti in vitro, ali se vrlo malo zna o 

njihovoj funkciji in vivo. Zadnjih se godina istražuju mehanizmi kojima oni prepoznaju 

antigene (224). Pokusi na klonovima dokazuju da oni dvojako prepoznaju 

antigen. Klonovi limfocita T iz sinovijalne bolesnika s reumatoidnim artritisom 

(Vgamma9Ndelta2) istovjetni su klonova iz periferne krvi zdrave osobe i lakše 

prepoznaju antigen (59), nego i vezan za molekule HLA sustava 

(382). Možda razlog za to leži u strukturi gamma/delta heterodimera, dulji delta 

heterogeni i gamma homogeni lanac na protutijela. Neka 

istraživanja ukazuju na da gamma/delta stanice stvaraju osnovni citokinski 

milje za preusmjeravanje u Thl, odnosno Th2 obrazac imunološkog odgovora (74). 

Biopsija bubrežnog transplatanta tijekom akutne krize odbacivanja nije pokazala 

nikakav porast postotka gama/delta limfocita T, a u perifernoj krvi nakon transplantacije je 

njihov pad (277), što dododi u pitanje njihovu glavnu ulogu u imunološkom 

odgovoru na bubreg. 
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2.3.2.4 NK stanice - veliki granulirani limfociti 

NK stanice su dio sustava imunosti. da uspješno liziraju tumorske 

stanice, koje ne ispoljavaju HLA antigene (K562 liniju) i virusima inficirane 

stanice na je membrani potisnuto ispoljavanje molekula HLA razreda I, 

smatralo se da djeluju neovisno o HLA sustavu (157). 

NK stanice su funkcionalno definirana grupa stanica sposobnih da liziraju 

strukture. One ubijaju ciljne stanice bez posredovanja protutijela, tj. u izravnom dodiru, pa 

su stoga i nazvane stanicama prirodnim ubojicama. Morfološki se mogu definirati kao LGL 

koji na svojoj površini nose receptor za Fc fragment IgG (tzv. Fc IgGRIII-CD16 molekula), 

a vrlo su heterogeni po svojim fenotipskim i funkcijskim (250, 363). 

Proizvedeno je monoklonsko protutijelo protu-CD16 koje reagira sa svim humanim NK 

stanicama, ali ne i limfocitima B, Tili monocitima (258), pa se njime može obuzdati liza 

NK stanicama. 

NK aktivnost u ljudi CD2, CD16, CD26, CD27, CD28 i CD44 molekule, a 

nedavno je otkrivena i nova obitelj membranskih CD161 (157). Geni koji 

kodiraju CD161 receptor se nalaze na 12 kromosomu u tzv. NKC regiji (od engl. natura! 

killer cell complex). U laboratorijskim uvjetima CDi61 prepoznaje oligosaharidne ligande 

na ciljnoj stanici i uvjetuje aktivnost, ali njegovim blokiranjem se 

ne može liza ciljne stanice, a može sudjelovati i u inhibiciji lize (157). 

Kloniranjem ovih stanica i klonova došlo se do velikog broja 

rezultata koji su izmijenili koncept o NK stanicama, ukazavši 
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na njihove do tada nepoznate osobine. NK stanice od stanica 

u jetri embrija 6 i 8 tjedna ili postnatalno od nezrelih 

timocita. liziraju neke alogenske stanice. NK klonovi mogu biti 

dobiveni iz krvi iste osobe, što dokazuje postojanje probira receptora. 

Funkcijski receptori su klonski i posreduju prepoznavanje alela 

razreda I. Za razliku od limfocita T, vezanja NK stanice za molekulu klase I jest 

negativnog signala, što dovodi do zaštite ciljne stanice. 

Ranije se mislilo da nemaju receptor za antigen, no danas je poznato da se 

na površini NK stanica nalaze dvije grupe receptora: receptori koji aktivaciju NK 

stanica (NKTRs od engl. NK cells triggering receptors) i receptori koji provode negativni 

signal u NK stanicu, njenu aktivnost (157). 

Receptori koji provode negativni signal u NK stanicu, tzv. KIR receptori (od engl. 

killer cell inhibitory receptors) predstavljeni su kao receptori za HLA molekule 

klase I na humanim stanicama (215, 216). Geni za ove receptore nalaze se na 19 

kromosomu i pripadaju porodici imunoglobulina. KIR-2D ili p58 je u 

prepoznavanje HLA-C, a KIR-3D ili p70 u prepoznavanje HLA-B haplotipa. Dokazan je i 

KIR protein pl40 za HLA-A haplotip (157). Membranski glikoprotein CD94, po svojoj 

istovjetan je p58 molekuli i odgovoran je za prepoznavanje HLA-A, B i C haplotipa 

(90, 215, 256), a udružen sa još nepoznatom molekulom može biti aktivacijski receptor za 

HLA-G (256). 

Sudjelovanje velikih granuliranih limfocita (LGL) u odbacivanju bubrežnog 

transplantata je sporno. se da se u životinja nakupljaju u transplantatu odmah nakon 
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implantiranja (116), a je NK aktivnost za vrijeme odbacivanja (320). U 

ljudi nema direktnog dokaza o njihovom sudjelovanju u mehanizmu odbacivanja. 

abnormalne ekspanzije LGL u krvi pacijenata s 

transplantatom koji su bili pod imunosupresijom, potaknulo je brojne autore na istraživanje 

fenotipskih karakteristika i funkcija tih stanica (165, 167). se da je njihov broj 

smanjen i aktivnost oslabljena, bez obzira da li su pod konvencionalnom 

imunosupresivnom terapijom (azatioprin i prednizon) ili dobivaju ciklosporin (84, 166, 

184, 214, 274, 400). U to je i sa sniženjem ADCC (71,184). 

Mehanizam kojim ovi lijekovi djeluju inhibitorno na aktivnost NK stanica nije bio potpuno 

jasan. Pretpostavljalo se da bi mogli djelovati na nivou koštane srži prekursore 

NK stanica, ili možda prednizon na migraciju LGL iz krvi u ostala limfua tkiva 

(274). Isto je tako bilo da postoji korelacija smanjenog broja LGL 

(osobito CD16+) u cirkulaciji i snižene NK aktivnosti tih pacijenata (166,400). 

Smanjena aktivnost NK stanica je i u testu naspram K562 

ciljnih stanica. i NK i LAK stanice bolesnika koji toleriraju bubrežni transplantat 

su bile sposobne uništiti tumorske ciljne stanice (bez obzira na tip tumorskih stanica), isto 

kao i kontrolna grupa (5). 
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2.3.2.5 Subpopulacije NK stanica 

Daljim istraživanjem NK stanica došlo se do subpopulacije CD56+ stanica ( 400). 

je CD56 glikoprotein, homologan sa NCAM molekulom (neural cell adhesion 

molecula), koja se nalazi na stanicama i tkivima kao što su LGL (1), 

neuroektodermalno tkivo (185), tkivo prostate i neki tumori (40). U zdravih ljudi 

LGL sa CD56 površinskim markerom mogu se dalje razlikovati po tome da li eksprimiraju 

NK marker CD16 ili pan T marker CD3 (156,260). 

U transplantata je da je postotak CD56+ stanica 

povišen (79, 165). To je bilo zagonetno jer se u smatralo da su CD56+ stanice 

zadužene za NK aktivnost, a neki su autori pokazali da je ona u pacijenata sa 

transplantatom oslabljena (84, 166). Kasnije je dokazano da su za NK aktivnost odgovorne 

CD16+ stanice, te da je njihov smanjen broj uzrok niskoj NK aktivnosti (166). Štoviše, 

NK podvrsta CD56-/CD16+ bila je najviše snižena. Izgleda da je za 

porast CD56+ stanica zaslužna ekspanzija CD56+/CD3+ podvrste (79, 165, 166, 400). 

se da su CD56+/CD3+ stanice rezistentne na imunosupresivnu terapiju i ekspandiraju 

u krvi pacijenata sa transplantatom, ne bi li kompenzirali smanjen broj 

limfocita T (168). Te stanice morfološki odgovaraju NK stanicama, ali im 

nedostaje svojstvo a imaju sposobnost stvaranja E-rozeta i fenotipske 

karakteristike limfocita T (165). Smatra se da bi se moglo raditi o prekursorima NK stanica 

(2), a da se antigen CD56 eksprimira kasnije u razvojnom putu NK stanica. I dok su 

CD3+CD4+CD56+ stanice jedva prisutne u zdravih osoba (1 %), u krvi bolesnika sa 
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transplantatom njihov je broj pa mogu predstavljati 1 do 20% 

rnononukleara periferne krvi (168). 

2.3.2.6 Uloga citokina u razvoju i aktivaciji NK stanica 

pojedinih citokina na razvoj NK stanica je in vitro, u 

istraživanjima na kulturama stromalnih stanica, koje predstavljaju hematopoetske 

prekursore. IL-2 u kombinaciji s IL-7 i SCF-om dovodi do diferencijacije NK stanica (38). 

citokin koji razvoj progenitorskih stanica koštane srži u zrele NK stanice 

je IL-15. on jedini diferencijaciju CD34+CD7- stanica koštane srži u NK 

stanice (37). Interesantno je da dodavanjem IL-15 u kulturu nezrelih postnatalnih timocita, 

dolazi do razvoja NK stanica sa inhibitomim receptorom, podvrstom KIR 

molekula CD94. U kulturama dokazano je da SCF i IL-7 

IL-15 posredovanu ekspanziju NK stanica (37). 

NK stanice u mirovanju ispoljavaju IL-15R alfa, IL-2R beta, i IL-2R gama, koji su 

neophodni za stvaranje odgovora na minimalne koncentracije IL-15 (39). IL-15 facilitira 

preživljavanje NK stanica in vivo (39). Naime, dodavanje IL-15 humanim leukocitima 

njihovo osmodnevno preživljavanje, bez dodatka seruma. Ovaj je 

posljedica utjecaja IL-15 na apoptoze preko inhibicije ispoljavanja blc-2 

proteina (39). Pored snažnog na NK stanice (6), IL-15 ima 
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s IL-12 na NK stanice, do produkcije IFN-gama, TNF-alfa i 

GM-CSF (39, 12). 

Istraživanja su pokazala da miševi koji nemaju IL-2R beta podjedinicu pokazuju 

nedostatak NK stanica (35), važnost dva citokina IL-2 i IL-15 u 

regulaciji razvoja NK stanica, da samo oni koriste ovu podjedinicu svojih receptora. 

dokazano je da IL-15 ima važniju ulogu od IL-2 u njihovom razvoju jer miševi 

kojima nedostaje alfa podjedinica IL-2R imaju normalan broj NK stanica (35). Vjerojatno u 

nedostatka IL-15, IL-2 preuzima njegovu ulogu u razvoju NK stanica. Nedostatak 

NK stanica je i u miševa kojima nedostaju geni za signalni peptid IL-15, ili u 

onih koji nemaju Jak3 kinazu, neophodnu za ostvarivanje IL-15. Ukoliko nedostaje 

gama c podjedinica, bilo na mišjim ili humanim stanicama, je nedostatak NK 

stanica. NK stanice su prisutne u miševa kojima nedostaje gen za IL-2, IL-4 i IL-7. 

43 



Z,4 MEHANIZMI STANICAMA POSREDOVANE 

Molekularni temelji stanicama posredovane upoznati su 

suvremenim metodama genetskog inžinjeringa koje su proizvodnju životinja s 

genetskim deficitom i životinja u kojih je pojedini gen snažno eksprimiran (133, 162, 233). 

eksperimenti napravljeni na ovim životinjama ukazali su na postojanje dva puta s 

brzim koji se mjeri u minutama ili satima. Posredovani su perforinom 

i/ili sustavom Fas Ligand•Fas (134). Nedavno je otkriven i mehanizam, posredovan 

molekulama TNF-a, koje su vezane za površinu limfocita i djeluju tek nakon 

dugotrajne inkubacije s ciljnim stanicama ( dulje od 18 sati) (31 ). Sudjelovanje TNF-alfa u 

lizi stanica bilo je uvijek prikriveno brzim posredovanim 

perforinom/granzimima i sustavom Fas/FasL. Molekule TNF su ispoljene na limfocitima T, 

NK i LAK stanicama, pa mogu ubiti ciljne stanice izravno, bez posredovanja MHC 

molekula (162). U pokusima in vivo, dokazana je uloga TNF-alfa kao medijatora u 

ozljedama tkiva i blažim oblicima reakcija transplantata protiv ( engl. graft versus 

bost desease-GVHD) (31). 
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l.4.1 ULOGA SUSTAVA FAS LIGAND FAS U MEHANIZMIMA 

Fas ligand (FasL) je molekula porodice TNF proteina i predstavlja glavni 

nesekretorni mehanizam brze posredovane stanicama (162, 252, 362, 401). 

Vezanjem na Fas receptor, on izaziva smrt ciljne stanice tzv. apoptozu. Fas 

receptor na intracitoplazmatskom dijelu polipeptidnog lanca sadrži smrtonosnu domenu, 

koja je neophodna za prijenos signala smrti. 

FasL je do sada na površini limfocita T (CD4+ i CD8+), NK stanicama i 

LAK stanicama, te stanicama trofoblasta, prednje komore i testisa (191). Stanice sa 

CD45RO+ (memory cells) izražavaju visok nivo za Fas, u poredbi sa 

CD45RA+ (naive cells). Ciklosporin A aktivaciju stanice ovisnu o kalciju i 

ispoljavanje FasL, što vodi da je ispoljavanje molekule FasL ovisno o kalciju. 

Apoptoza ispoljenog FasL predstavlja neovisnu o kalciju (252, 362). 

Tako ciklosporin A, kiselina i glukokortikoidi nemaju utjecaja na liziranje ciljnih 

stanica s ranije ispoljenim molekulama FasL na površini efektorske stanice. 

Fas receptor (APO-1 ili CD95) je transmembranska molekula (48kD) i pripada 

glavnoj porodici receptora za tumorske nekroze i receptora za rasta 

tkiva (engl. TNF/NGF receptor superfamily). On je konstitucijski ispoljen na 

tjelesnih stanica. Njegova prisutnost na T limfocitima je stimulacijom 

protutijelima protu-CD3 ili protu-TCR receptora. 
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Uloga sustava FasL-Fas najbolje je upoznata u eksperimentima na 

miševima u kojih ove molekule nisu funkcionalne. Interesantno je da obje deficijencije 

imaju gotovo rezultat tj. dovode do poliklonske proliferacije 

sustava što se u hipertrofiji perifernih limfu.ih autoimunim manifestacijama 

koje na sindrom SLE i ranoj smrti (9, 284). 

Prva eksperimentalna i istraživanja o ulozi sustava FasL-Fas u odbacivanju 

transplantata objavljena su tek u zadnje vrijeme (299, 301). U pokusima na 

FasL deficijentnim miševima pokazano je da ove životinje duže nose 

i kožne transplantate. Nedostatak Fas receptora na transplantatu 

nije utjecao na vrijeme preživljavanja, što bi moglo ukazivati da Fas receptor nije jedini 

receptor za kojeg se veže FasL. Dakle, u ne.fiziološkom stanju imunološkog deficita, 

odsutnost Fas puta otežava, ali ne odbacivanje i 

transplantata. 

bitna je razlika u funkcijama ovih sustava kada je organizam "netaknut" i 

svi sustavi ovog puta pokazali su Sharma i sur. (301). Oni nisu 

pronašli RNK (mRNA) za FasL u primatelja bubrega bez znakova 

akutne reakcije odbacivanja. U akutnoj krizi odbacivanja ona je bila kao i Fas, a 

postojala je i direktna korelacija histoloških kriterija akutne krize odbacivanja i 

ekspresije mRNA za FasL i Fas. Na temelju ovih nalaza, autori smatraju da 

bi terapija u i/ili akutne krize odbacivanja 

alotransplantata bila terapija usmjerena na blokiranje molekula koje ostvaruju 
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Istraživanja su pokazala da se tijekom odbacivanja bubrega javlja apoptoza 

tubularnih epitelnih stanica (125, 200), te da su pri tom in situ 

intratubulame stanice (280), za koje se pretpostavlja da djeluju preko 

perforinskog ili Fas puta (301). Fas antigen je prisutan na epitelijalnim stanicama 

proksimalnih i distalnih tubula, a stimulacija s IFN gamma rezultira osmerostrukim 

ekspresije Fas-a na površini, ali su izgleda stanice rezistentne na apoptozu 

posredovanu Fas-om, što sugerira glavnu ulogu perforinskog i granzimskog puta u 

destrukciji (27). su pozitivni regulatorni proteini (Fas-associating protein with a 

death domain ili F ADD, mediator of receptor-induced toxicity-1 ili MORT- I i receptor 

interacting protein-RIP), koji se sa svojom "smrtonosnom domenom" vežu na Fas domenu i 

mogu izazvati apoptozu ako su visoko eksprimirani u stanicama. Prema tome ne može se 

postojanje negativnih regulacijskih proteina koji, ako su snažno ispoljeni na 

epitelnim stanicama bubrežnih tubula, možda štite stanice od apoptoze posredovane Fas-om 

(31). 

U bioptatima transplantiranih bubrega otkrivene su tzv. ''tunel" metodom "tunel" 

pozitivne stanice za vrijeme krize odbacivanja (127). Po nekim autorima 

apoptoza tubularnih epitelnih stanica se za vrijeme akutne krize (125, 139), a po 

drugima tijekom odbacivanja (155). Usporedo sa eksperimentalnim studijama, 

FasL mRNA je otkrivena u akutnom, ali ne i odbacivanju humanog bubrežnog 

transplantata (301). No prisutnost stanica nije limitirana samo na bubrežni 

transplantat, apoptoza je za vrijeme odbacivanja jetre (150). U 

modelu transplantacije, FasL je detektiran za vrijeme akutne krize (331) i u 
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organima (159), dok je Fas konstituivno eksprimiran na miocitima 

transplantata i alografta (129, 159). bi se moglo da je apoptoza (definirana 

kao "tunelska" reakcija), prisutna u alograftima za vrijeme odbacivanja, a isto tako i u 

akutnoj tubulamoj nekrozi (267). 

Daljnja eksperimentalna istraživanja u miševa su pokazala izuzetno nisku ekspresiju 

Fas-a u bubrezima, za razliku od jetre i srca gdje je konstitutivno prisutan u 

(338, 380, 81). Vidjelo se da brojni organi odraslih miševa, i bubreg 

koeksprimiraju Fas i FasL, za razliku od srca, jetre i (81, 338). Wang i sur. (379) 

su na mišjem modelu odbacivanja bubrega prisutnost mRNA za FasL, dok u 

normalnom bubregu nije bila prisutna, za razliku od Fas-a koji je konstitutivno eksprimiran, 

kako na presatku, tako i u normalnom bubregu. Swenson i sur. su pokazali da je prisutnost 

FasL na bubrežnom alotransplantatu rezultirala boljom funkcijom, kao i duljim 

preživljavanjem presatka (338). visok nivo ekspresije FasL na presatku je vrlo 

dobro korelirao sa presatka (127). Porter i sur. su da je 

visoka ekspresija FasL u bioptatu bubrega prije transplantacije, korelirala sa stabilnim 

stanjem transplantata nakon transplantacije, postojanje imunološke tolerancije 

(267). 

Belgrau i sur. su pokazali da testikulamo tkivo miša, koji eksprimira FasL, 

ispod bubrežne kapsule preživljava bez imunosupresije, a ukoliko sustav Fas-

FasL ne funkcionira dolazi do odbacivanja. Nadalje, eksperimentalni model u miša je 

pokazao da lokalna ekspresija FasL u transplantiranoj rožnici vodi apoptozi infiltriranih 

mononukleara i presatka, dok FasL-negativna rožnica sadrži 
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brojne upalne stanice, bez pridružene apoptoze (333). Ovi rezultati sugerrraJu da bi 

ekspresija FasL na transplantatu mogla štititi od odbacivanja. korelacija 

grafta i ekspresije FasL je prilikom transplantacije rožnice u ljudi (333). 

Stuart i sur. su izvjestili da ljudska rožnica konstitutivno eksprimira FasL, što ubija Fas 

pozitivne limfocite in vitro (333). Pretpostavilo se da limfociti T prepoznaju 

presadak, bivaju aktivirani i eksprimiraju Fas, te u kontaktu sa stanicama presatka gdje je 

eksprimiran FasL dolazi do apoptoze T limfocita što možda osigurava 

imunosupresiju presatka (338, 22). 

U ispitivanjima presadaka rožnice i testikulamog tkiva vidjelo se da 

visoka razina ekspresije FasL na transplantatu inducira toleranciju, 

deleciji stanica koje infiltriraju presadak, putem Fas/FasL posredovane 

(158). Ali, visoka ekspresija FasL, per se, ne garantira presatka, 

što se vidjelo u transplantaciji (161). 

Svježe izolirani neutrofili, nasuprot limfocitima i monocitima, izražavaju visok nivo 

Fas molekule, što možda vodi pretpostavci da FasL regrutira neutrofile i aktivira njihov 

potencijal, uz IL-8 iz epitelnih stanica, lokalnom 

upalom i presatka. (394). 

Svakako da ovi rezultati ukazuju na vrlo kompleksnu ulogu sustava Fas/FasL u 

toleranciji i odbacivanju presatka. Vjerojatno istraživanja pokazati koji su organi 

od odbacivanja konstitutivnoj ekspresiji FasL. 
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2.4.2 ULOGA PERFORINA U MEHANIZMIMA 

Perforin (sinonimi: citolizin, C9-srodan protein) je citoplazmatski granularni 

glikoprotein molekulske mase od 70 KD, komplementaran C9 komponenti 

komplementa ( 176). Perforin pozitivne stanice (P+) primamo su opisane uz vrrusna, 

autoimuna i tumorska oboljenja, gdje postoji imunološko prepoznavanje (227, 282). Stanice 

koje sadrže perforin nisu u slezeni, jetri, žlijezdama slinovnicama i koži 

(227,282). Perforinje predmet intenzivnog istraživanja tek zadnjih 10 godina, kao jedan od 

primarnih u posredovanju limfocitima T ( CTL) i 

prirodnim stanicama ubicama (NK). 

2.4.2.1 perforina 

Perforin je iz citoplazmatskih granula mišjih NK i CTL klonova, te je sa 

SDS-PAGE (eng. sodiumdodecyl sulfat polvacrylamide ·gel electrophoresis) dokazano da 

se radi o glikoproteinu molekulske mase od 65-70 KD. Klonirana je cDNA mišjeg, 

humanog i štakorskog perforina i na taj njegova primama struktura (176, 

302). Perforin sve tri vrste je od 534 aminokiseline, sa gotovo 

molekulskom masom ( otprilike 60 KD). Homologija mišjeg i humanog perforina iznosi 

68%, humanog i štakorskog 69%, te mišjeg i štakorskog 85% (176, 302). 

Humani perforin primamo je nazvan "C9-srodan protein", na bazi funkcionalne i 

strukturalne perforina i te komponente komplementa (364, 403). 
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primame strukture perforina i C9 komponente komplementa pokazalo je da 

njih postoji visoka regionalna pokazuje regija od 189-218 

aminokiselina (AK), koja ima hidrofobna svojstva i stvara konformaciju alfa uzvojnice 

(187). Središnji dio perforinske molekule koji sadrži otprilike 300 AK, pokazuje 20% 

bomologije s C6, 7, 8a i 9 komponentom komplementa, što je znatno više od one sa N 

terminalnom regijom (403). aminokiselina N-terminalnog kraja i sto 

aminokiselina C-terminalnog kraja jedinstveno je za perforin, odnosno komponente 

komplementa. Slijed prvih 34 aminokiselina N-terminalne regije ili samo 19 prvih 

aminokiselina stvara beta karotensku strukturu, odgovornu za interreakciju sa fosfolipidnim 

dvoslojem i polimerizaciju perforinskih monomera u polimer u sredini nastaje pora. 

Promjer pore raste od 5 do 20 nm zbog progresivnog vezanja novih monomera koji mogu 

spontano inzerirati u membranu, što važnost ove regije u stvaranju pora i lizi 

stanice (234 ). 

Na osnovi tih strukturalnih stvaranje pora perforinom na ciljnoj stanici je 

proces stvaranju pora komplementom (403). C9 komponenta komplementa 

cirkulira slobodno u plazmi i ne može sama lizirati membrane ili multilamelame 

vezikule. Za svoju punu aktivnost se mora udružiti sa C5b-C8 komponentom i vezati za 

proteinski receptor ciljne stanice. Za razliku od C9 komponente, perforin se veže za 

fosforilkolin, u prisutnosti kalcijevih iona uz pH iznad 6 (365). da je fosforilkolin 

široko rasprostranjen na svim tipovima stanica, perforin predstavlja potencijalnu opasnost 

za svaku stanicu, pa se pohranjuje u citoplazmatskim zrncima koja se prazne samo na 

impuls procesom ovisnim o kalciju (187). 
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U mnogobrojnim studijama, in vitro, se vidjelo da perforin i/ili citoplazmatske 

granule izolirane iz CTL i NK stanica mogu lizirati ciljne stanice. Pri tome nastaju 

lezije u vidu pora na membranama ciljnih stanica (68, 105, 265). 

perforin sam ne može izazvati sve morfološke 1 biokemijske 

posljedice izazvane ovim tipom je za to potrebno 1 sudjelovanje 

serinskih proteaza. 

2.4.2.2 Zastupljenost perforina u stanicama i linijama 

Niz se vrhunskom tehnologijom (Northem-bloting tehnikom, in 

situ hibridizacijom i imunohistologijom) uz korištenje monoklonskili protutijela protiv 

mišjeg rekombinatnog i humanog perforina, definitivno su pokazali da se perforin 

eksprimira in vivo i in vitro, u fiziološkim i patofiziološkim uvjetima. Brojni su dokazi za 

to, kako na mišjim eksperimentalnim modelima, tako i na humanom materijalu. 

Ekspresija perforina zabilježena je u NK stanicama (228), CD8+ T stanicama, 

granuliranim stanicama metrijalne žlijezde, kožnim gama/delta stanicama (147), te u 

alfa/beta i gama/delta T stanicama crijevnog epitela (98). 

U patološkim uvjetima, perforinska ekspresija je dokazana u limfocitima tijekom 

mišjeg virusnog horiomeningitisa, virusnog miokarditisa (207, 297), u reakciji 

protiv transplantata (93), u autoimunom dijabetesu ( 405) i u lupus eritematodesu (226). U 
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svim navedenim ekspresija perforina je u dobroj korelaciji sa 

i tkiva. 

Prisutnost perforin pozitivnih stanica dokazana je i u patološki promjenjenom tkivu 

u akutnoj transplantacijskoj reakciji na i bubrežne alotransplantate {138), u 

reumatoidnom artritisu {93), u miokarditisu ( 406), te u pacijenata sa infektivnom 

mononukleozom ili sa Epstain-Barr-ovim virusom ( 406). 

Veoma zahvalnim za istraživanje perforina pokazali su se limfociti periferne krvi 

(LPK). Oni konstitutivno eksprimiraju nivo mRNA za perforin u NK i gama/delta 

T stanicama (228). Perforin se eksprimira u 20-30% CD8+ T stanica. Subpopulacija CD8+ 

T stanica koja eksprimira perforin je i CDllb+, što sugerira da ona, in vivo, predstavlja 

efektorske limfocite T. Perforin konstitutivno nije prisutan u 40-60% 

CD8+CDllb- T stanica, ali se ekspresija može izazvati sa anti-CD3 monoklonskim 

protutijelom i IL-2. Dakle, ova subpopulacija možda predstavlja prekursore CTL {397). 

Interesantno je da i u 5-20% CD4+ T stanica, koje konstitutivno ne eksprimiraju perforin, 

stimulacijom možemo inducirati sintezu perforina {397). U svim 

ispitivanjima ekspresija perforina je u dobroj korelaciji sa potencijalom i u 

stimuliranih i u nestimuliranih limfocita periferne krvi. Eksperimentalna istraživanja su 

pokazala da i u normalnih i u perforin deficitnih miševa CD4+ Thl limfociti mogu 

sintetizirati citokine, za razliku od CD8+ gdje perforin ne samo da smanjuje proizvodnju 

citokina, i njihovu proliferacijsku sposobnost, možda zbog smanjene sinteze IL-2 

(295). 
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2.4.2.3 Uloga perforina u citolizi 

Perforinski mehanizam citolize vezanjem perforin pozitivne stanice za 

membranu ciljne stanice. Iza toga dolazi do direktnog vezanja perforinskih molekula za 

membranu ciljne stanice, uz prisustvo ca2+, neovisno o temperaturi (365). Taj proces 

inzercije perforina za membranu ciljne stanice odvija se jednako na +4°C, kao i na +37°C 

(404). Suprotno tome, konformacijske promjene molekula perforina, kao i njihova 

polimerizacija, odvijaju se samo na +37° C. Tako, na kraju, oko 20 molekula perforina 

formira tubularni kompleks, kojemu je promjer 16 um i ima izgled prstenastog kanala (55, 

264, 402). Taj transmembranski kanal ulaz citoplazmatskih molekula u ciljnu 

stanicu, te ulaz vode i iona, kao i sadržaja citoplazmatskih granula NK stanica. Posljedica 

toga je osmotska liza, dezintegracija jezgre i fragmentacija DNA ciljne stanice. Za 

izazvanu egzocitozom sadržaja granula nije potrebna suradnja ciljne stanice, 

i potpuno pasivni ciljevi poput eritrocita bivaju uništeni. Ukoliko je stanice 

opsežno do brze smrti stanice nekrozom. je da postoji perforin-ovisan i 

perforin- neovisan mehanizam lize ciljne stanice. 

Kroz pore na membrani u ciljnu stanicu ulaze i serinske proteaze (posebno granzim 

B), koje su sastavni dio granula i se zajedno sa perforinom Iako lizira 

ciljnih stanica, perforin ne izaziva mjerljivu fragmentacije DNA (267). Upravo su 

serinske esteraze i druge proteaze zaslužne za kondenzaciju kromatina i bubrenje jezgrine 

membrane, te DNA fragmentaciju i apoptozu (267). Nadalje, membrane 

perforinom i intracelularni val kalcija neposredno uzrokuje reakciju oporavka. To 
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se u endocitozi membrane zajedno s porama. Endocitozom se 

i mala iz okoliša (pinocitoza), koja sadrži esteraze ili 

esteraze povezane s perforinom proteoglikanskim kompleksom (266). Prema tome, složeni 

sustav granzima i perforina predstavlja sustav kojemu se stanica ne može 

oduprijeti. Naime, ako ne nastupi oporavak stanica umrijeti (nekroza), a ako do 

oporavka aktivirat se mehanizam apoptoze (267). 

Istraživanja na životinjama kojima je uklonjen gen za perforin (perforin deficitne 

životinje), pokazala su da one ne mogu kontrolirati infekcije s virusima i 

intracelularnim parazitima koje normalna životinja eliminira s ne mogu odbaciti 

transplantate tumora, oslabljene su im reakcije preosjetljivosti 

tipa, te in vivo i in vitro (267). 

2.4.2.4 Perforin u transplantacijskoj reakciji 

Zadnjih nekoliko godina sve je više podataka i dokaza o sudjelovanju perforina u 

citolizi posredovanoj stanicama. Selvaggi i sur. (299) su pokazali da perforin deficitni 

miševi mogu odbaciti i transplantate, gotovo jednako brzo kao i 

normalni miševi. To ukazuje da u odbacivanju alotransplantata važnu ulogu igraju i drugi 

mehanizmi, koji u uvjetima deficita mogu zamijeniti perforinom posredovanu 

Iako sam mehanizam još uvijek nije do kraja razrjašnjen, ipak perforinje, in 

vivo, marker za aktivirane limfocite (95). To je veoma važno u 
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transplantacijske imunologije, gdje bi se on mogao koristiti u dijagnostici i prevenciji 

reakcije odbacivanja, jer se izgleda perforin pozitivni limfociti pojavljuju u biopsijama 

transplantata prije nego što se histološki može (94). Smatra se da glavnu 

ulogu u akutnom odbacivanju igra imunost, što dokazuje difuma infiltracija 

organa CTL (341, 342), nasuprot minimalnom broju CD56 stanica (237). 

Jmunohistološkom analizom uz korištenje protuperforinskih protutijela, vidjelo se da je 

bubreg infiltriran mnoštvom perforin pozitivnih stanica (138), a je i 

prisutnost perforin pozitivnih intratubularnih stanica za vrijeme odbacivanja (280, 391), što 

sugerira ulogu perforina i granzima, in vivo, u destrukciji tubularnih epitelnih 

stanica putem CTL. Suprotno tome, broj perforin pozitivnih stanica u uzorcima tkiva 

dobivenim biopsijom 1 sat nakon transplantacije bio je zanemariv (138, 199). Isto tako, 

histološka analiza transplantata pokazala je da bi se perforin mogao koristiti kao 

pokazatelj rane krize odbacivanja (50, 94, 169), dok bi njegova odsutnost u kasnoj 

krizi dobar mak u preživljavanju transplantata (50). Perforin se 

može u alveolarnim limfocitima za vrijeme odbacivanja transplantata 

(331, 169, 51). je da ekspresija perforina u citoplazmi LPK korelira sa akutnom 

krizom odbacivanja (265, 268}. Analiza bioptata transplantiranog bubrega za vrijeme 

akutne krize, pokazala je povišenu ekspresiju mRNA za perforin (331). Sharma i 

sur. (301) su pokazali da mRNA za perforin nije u korelaciji s akutnim i 

odbacivanjem. 

Istovremeno ispitivanje ekspresije perforina, granzima B i FasL moglo bi biti dobar 

pokazatelj akutnog odbacivanja (331}. U odbacivanju je 
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povišena ekspresija perforina, FasL i IL-15, ali ne i IL-10, IL-7 i granzima B (331). U 

bioptatima bubrega, je funkcija 3 i 6 mjeseci nakon transplantacije 

nije povišena ekspresija perforina i granzima B (331 ). Ispitivanja su pokazala da 

postoji korelacija snage odbacivanja i opsega infiltracije transplantata 

perforin pozitivnim stanicama (138). Tako je broj perforin pozitivnih stanica u 

ireverzibilnoj reakciji odbacivanja znakovito nego u reverzibilnoj. Imunohistokemijska 

analiza je pokazala razlike ireverzibilne i reverzibilne reakcije odbacivanja 

(199). U ireverzibilnoj reakciji citoplazma perforin pozitivnih stanica je difuzno obojena, 

dok je u reverzibilnoj ispunjena granulama. To bi moglo ukazivati na aktiviranost 

perforin pozitivnih stanica pri ireverzibilnom odbacivanju (199). 

U reverzibilnoj reakciji perforin pozitivne stanice su u kontaktu sa endotelnim 

stanicama intersticijskih kapilara, koje uništavaju, što rezultira ishemijskim 

tkiva (199). Suprotno tome, u ireverzibilnom odbacivanju intersticij je difuzno prožet 

perforin pozitivnim mononuklearima. Prisutan je i tzv. tubulitis, odnosno perforin pozitivne 

stanice, smještene uz vanjsku površinu tubula, direktno uništavaju tubularni epitel. Tako 

uzrokuju nepovratno tubula (280). Iz tih razloga, tubulitis smatraju lošom 

prognozom pri preživljavanju transplantata (199), te jednim od glavnih 

kriterija odbacivanja bubrežnog transplantata (281). 

Važno je napomenuti imunosupresivnih lijekova. U eksperimentima, ciklosporin 

snižava ekspresiju m.RNA na perforin. Imunosupresija u ljudi isto tako uvjetuje redukciju 

ekspresije perforina (199). 
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Nedavna ispitivanja pokazuju da je ekspresija perforinske mRNA veoma visoka u 

toleriranih organa tj. snažno inducirana, što ukazuje na održavanje u tim 

transplantatima. To otvara nova pitanja i traži nove odgovore o važnosti perforina u 

transplantacijskoj imunologiji, sa ciljem da se što raniji i sigurniji indikatori 

akutnog odbacivanja, te tako uspostavi kontrola nad transplantacijskom reakcijom. 

Granzimi su grupa serinskih proteaza, a nalaze se u citoplazmatskim granulama i 

vrlo su homologni. Njihova glavna funkcija je degradacija i fragmentacija DNA ciljne 

stanice. Klonovi CD8+CTL sintetiziraju granzim A i B (GA, GB) te perforin nakon 

stimulacije s alogenim stanicama. proteini su pohranjeni u sekretornim granulama. 

GA se može detektirati 2-10 dana nakon alogene stimulacije. GB je primarno eksprimiran u 

aktiviranim stanicama. Pripada obitelji kimotripsina i glavna je komponenta 

mašinerije stanica (30 I). Njegov ulazak u stanicu perforin 

stvaranjem transmembranskih kanala i složenim zbivanjima koja izgleda 

aktivaciju proteaza (CPP32) (98), uzrokuju fragmentaciju DNA i 

smrt stanice. Istraživanja su pokazala korelaciju ekspresije mRNA za GB u bubregu 

i akutnog, ali ne i odbacivanja. Intenzitet odbacivanja bio je ukoliko je bila 

prisutna RNA za GB (49, 301). Biopsija bubrega tijekom akutne krize 

odbacivanja pokazala je da GB, uz perforin, sudjeluje u destrukciji tubularnih epitelnih 

stanica (391). Istraživanja su pokazala da i prilikom akutnog odbacivanja drugih organa 

kao što su srce i jetra je povšena ekspresija mRNA u presatku ( 114, 391 ). 
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4 3 ULOGA CITOKINA U REAKCIJI ODBACIVANJA I REGULACIJI 2 . . 

EKSPRESIJE PERFORINA 

Naziv citokini prvi je upotrijebio Cohen, a odnosi se na topive glikopeptide, 

molekularne težine oko 30 kD, koji posreduju na ciljnim stanicama. 

Njihovo se djelovanje mora sagledati u kontekstu tkivnog okoliša, u normalnim i 

patofiziološkim uvjetima (188, 229). Konstitutivno se ne ili se u vrlo niskim 

koncentracijama, ali se njihovo može inducirati. Produkcija citokina je prolazna i 

malog djelokruga, te oni djeluju na autokrini i parakrini No pikomolame 

koncentracije izazivaju se na visokoafinitetni receptor što 

rezultira kaskadom biokemijskih u stanici. Ona vode u ispoljavanje gena 

što može uzrokovati smrt ili proliferaciju ili utjecati na ponašanje kao 

pokretljivost, površinski fenotip, stvaranje matriksa, sekreciju ili (188). 

Vidjelo se da Th2 tip sekrecije citokina (IL-4, IL-6 i IL-10) ima važnu ulogu u humoralnom 

imunom odgovoru, dok Thl sekrecija (IL-2, TNF alfa i IFN-gamma) je upletena u imunost 

posredovanu stanicama (387). Prema Thl/ Th2 modelu pokazalo se da Thl 

citokini kao IL-2 i IFN-gamma imaju glavnu ulogu u reakciji akutnog odbacivanja 

posredovanog stanicama, tako što aktiviraju CD4+ limfocite Ti makrofage (74, 387), ali i 

CD8+C1L (387). Mislilo se da bi Th2 citokini IL-4 i IL-10 mogli inhibirati proces 

odbacivanja, ili inducirati toleranciju (392), no neke studije su ukazale na njihovo 

sudjelovanje u procesu odbacivanja (331, 422). Izgleda da imunosupresivni protokoli 

CsA, kortikosteroide i anti-CD4 monoklonsko protutijelo inhibiraju 
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proizvodnju Thl citokina, ali slabo djeluju na Th.2 citokine (92, 219, 273). Pretpostavlja se 

da bi Th.2 citokini mogli sudjelovati u odbacivanju (160, 261). Citokini 

sudjeluju i u regulaciji ekspresije perforina. 

2.4.3.1 Interleukin-2 

Mnogi autori su mišljenja da je interleukin-2 (IL-2) primarni citokin odgovoran za 

regulaciju ekspresije perforina. U humanim NK i gama/delta T stanicama IL-2 nema 

utjecaja na ekspresije perforina, jer je perforin u tim stanicama eksprimiran 

konstitutivno (228, 311). Suprotno tome, CD3+LPK stimulirani IL-2 kroz sata 

pokazuju porast mRNA za perforin u odnosu na nestimuliranu kontrolu, a 

nakon šest sati postiže se (7-8x). Populacija CD8+ alfa/beta 

T stanicama pokazuje 10 puta ispoljavanje mRNA za perforin nego CD4+T limfocitna 

subpopulacija. Isto je zapaženo s NK stanicama u perifernoj krvi CD3-CD16+CD56+ 

fenotipa, koje konstitutivno eksprimiraju visok nivo mRNA za perforin, ali se njen sadržaj 

ne može dodatno stimulacijom IL-2 in vitro (304). Suprotno tome Clement i sur. 

su dokazali porast ispoljavanja mRNA za perforin i granzim A i B (0,4-1 puta) u NK 

stanicama šest sati nakon stimulacije s 200i.j./ml IL-2 (49). IL-2 može 

NK stanica prema NK osjetljivoj i rezistentnoj liniji drugim 

mehanizmima: vezanjem, prepoznavanjem i egzocitoze 

putem aktivacije CD16+ molekule. Deplecija CD16+ LPK protutijelom protu-CD16 i 
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komplementom ukida direktnu IL-2 stimuliranih CD3+ i CD3- stanica protiv 

K562 linije. Prema tome IL-2 stimulira ovisne o 

protutijelima. 

Istraživanja su pokazala da je IL-2 snažno eksprimiran u transplantatu tijekom 

akutne krize odbacivanja. Postoji korelacija ekspresije mRNA za IL-2 u 

graftu i akutne krize odbacivanja (340). je godinama poznato da tijekom odbacivanja 

dolazi do produkcije IL-2 putem stimuliranih CD4+ limfocita i razvijanje receptora za IL-2 

(Ilr2R+) na površini aktiviranih CD4+ i CD8+ limfocita T, nekih limfocita B i makrofaga 

(356). IL-2 nije potreban za održavanje procesa odbacivanja, samo na njegovu 

(341). IL-2 sazrijevanje i proliferaciju limfocita T, a 

aktivnost NK stanica i drugih stanica. Nishodna regulacija proizvodnje IL-2 u 

limfocitima T bi, in vivo, mogla biti dovoljna za održavanje tolerancije na presadak (38), 

što se vidjelo u eksperimentima s miševima, bez obzira na prisutnost velikog broja 

CTL u presatku (58). Injekcijom IL-2 se postiglo promptno odbacivanje 

presatka (79). 

Interleukin-2 receptor (IL-2R) spada u porodicu faktora rasta, a raznovrsni su po 

svom obliku i strukturi. Jedan tip je od dva lanca: alfa lanac molekularne 

težine 75kD i beta lanac molekularne težine 55 kD. On pokazuje vrlo slab afinitet prema 

IL-2. Nasuprot tome, drugi tip je heterotrimer, od alfa i beta lanca nekovalentno 

vezanih i gama lanca (356). Gen koji kodira alfa lanac nalazi se na desetom 

kromosomu, a može se ispoljiti samo nakon aktivacije T stanica. Gen za beta podjedinicu 

se nalazi na 22 kromosomu, konstituivno je ispoljen na CD8+ CTL i NK stanicama, a nije 
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u CD4+ stanicama (26), a može se ispoljiti u svim T stanicama ako se prethodno aktiviraju. 

Kombinacija beta i gama podjedinice je potrebna za signala u stanicu, dok su 

sve tri podjedinice potrebne za postojanje visokoafinittetnog receptora. Pretpostavlja se da 

su ovi, još nedovoljno poznati receptori, važni u reakcijama odbacivanja, jer selektivna 

terapija monoklonskim protutijelima protiv stanica sa IL-2R može zaustaviti odbacivanje i 

na preživljavanje transplantata (356). 

da je punih dvadeset godina IL-2 smatran kraljem citokinske obitelji, 

je bilo da IL-2 deficitni sojevi miševa, ne samo da imaju održane 

imunološke funkcije, mogu odbaciti transplantat, isto kao i normalni miševi (328). Isto 

tako, blokada IL-2 u samom transplantatu nije odbacivanje (174, 408). 

Pretpostavilo se da bi se to moglo objasniti time što IL-2 dijeli svoje receptore sa ostalim 

citokinima. Aktivacija limfocita T, preko kaskade reakcija, dovodi do induciranja 

ekspresije IL-2 i IL-2R alfa podjedinice, te brzom pridruživanju beta i gamma podjedinice, 

koje na površini formiraju kompleks receptora visokog afiniteta ( 407). To vodi 

regrutaciji i autoaktivaciji (fosforilaciji) Janus tirozin kinaza -Jakl i Jak3 (128, 173). 

Aktivirani Jak 1 i 3 predstavljaju vezno mjesto za signala (signal transducer) 

i aktivatore transkripcije: Stati, Stat3, Stat5a i Stat5b (173). Ovako aktivirani Stats se 

iz beta lanca i formira homo i/ili heterodimere što regulira transkripciju (358). 

Jaks (Jakl, Jak2, Jak3 i Tyk2) su relativno velike tirozin kinaze (120-130kDa). Dok su 

Jakl, Jak2 i Tyk2 eksprimirani u stanica, Jak3 se javlja samo u limfocitima i NK 

stanicama (173). U nedostatka Jak3, i u ljudi i u miševa, razvija se ozbiljan sindrom 

imunodeficijencije, koji se u reduciranom broju limfocita T i nefunkcionalnim B 
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stanicama (173). Pokazalo se da Jak/Stat put mogu koristiti citokini (173, 358). 

Naime, svaki citokin ima svoj «osobni» receptor, ali vrlo on istovremeno 

dijeli jedan ili više receptora s drugim citokinima ( 407). Preko gama 

podjedinice IL-2R, citokini IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 i IL-15 mogu aktivirati isto Jakl i Jak3 

tirozin kinaze, kao i Stat5a i Stat5b transkripcijske faktore (66), dok IL-4 aktivira Stat6 

(66). Vidjelo se da bar tri kraljevske obitelji citokina: IL-7, IL-9 i IL-15 imaju vrlo 

djelovanje na limfocite T, kao i IL-2, pa zato više ne što IL-2/IL-4 

deficijentni miševi mogu razviti akutnu krizu odbacivanja transplantata posredstvom IL-7, 

IL-9 i/ili IL-15 (174). 

2.4.3.2 lnterleukin-6 

Interleukin-6 (IL-6) se u Th2 imunom odgovoru, sudjeluje u kasnoj 

diferencijaciji limfocita B i formiranju plazma stanica, a novija istraživanja su ukazala na 

njegovu ulogu u procesu odbacivanja (386). IL-6 u krizi odbacivanja, 

vidjelo se da dolazi do porasta koncentracije u urinu i u bioptatu tkiva, te da se na 

normalu nakon uspješne imunosupresivne terapije, ali nivo IL-6 nije pokazao 

nikakvu korelaciju sa krizom odbacivanja. njegovo javljanje u infekcijama, 

akutnoj tubularnoj nekrozi i nekim imunosupresivnim protokolima smanjuje njegovu 

važnost kao indikatora krize odbacivanja (378). Štoviše, jedna studija sugerira 

63 



ulogu IL-6 u supresiji imunog odgovora na presadak, time što djeluje 

na proizvodnju IFN-gamma putem aloreaktivnih limfocita T (358). 

IL-6 nije u stanju izazvati ekspresiju perforina u CD8+ T stanicama samostalno, ali 

je zajedno sa IL-2 (312), pri dolazi do mRNA za 

perforin, a ne i do generalizirane T aktivacije IL-2. Blokadom p75 podjedinice IL-

2 receptora na limfocitima T prestaje taj Poslije indukcije sa IL-2 ili kombinirane 

indukcije sa IL-2 i IL- 6, TGF-beta djeluje inhibicijski na izazivanje sinteze mRNA za 

perforin (312). Iako na NK stanicama periferne krvi postoji p75 IL-2 receptor, 

kostimulacija IL-2/IL-6 ne mijenja razinu perforinske mRNA, nego samo 

aktivnost. To dokazuje aktivnost CD3- limfocita protiv 

K562 linije u kratkotrajnom testu nakon stimulacije IL-

2, IL-6 ili kostimulacije IL-2/IL-6 (310). 

2.4.3.3 Interleukin-4 

Interleukin-4 (IL-4) ima funkciju ispoljavanja MHC molekula klase II i 

CD23 biljega na limfocitima B, te njegovog vlastitog receptora na limfocitima. Izaziva 

sekreciju IgGl i IgE, te predstavlja faktor rasta za limfocite i mastocite (140). Glavni je 

regulator razvoja CD4+ stanica Th2 fenotipa, što sugerira humoralne imunosti na 

smanjenja celulame imunosti i Istraživanja u miševa su pokazala da 

direktna stimulacija T limfocitne linije R8i IL-4 (kojoj za rast nije potreban IL-
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2), dovodi do porasta mRNA za perforin i samog perforina u istoj kao i 

stimulacija IL-2, IL-3 i IL-6. Pri tom ne dolazi do proliferacije stanica, što govori u prilog 

njegovog na diferencijaciju CTL (186). Prisutnost IL-4 nije opažena u 

transplantatu tijekom akutne krize odbacivanja (202). Štoviše, je u 

transplantatu miša tijekom indukcije tolerancije (305, 343). ekspresija mRNA za 

IL-4 nije inhibirana u stanicama (292). da je ekspresija gena za IL-4 

udružena sa dugogodišnjim preživljavanjem presatka u eksperimentalnim 

istraživanjima, je da on igra ulogu u toleriranju organa (231, 331, 303). 

ekspresiju gena za IL-4 u limfocitima T periferne krvi, vidjelo se 

da za vrijeme akutne krize odbacivanja bubrežnog transplantata dolazi do 

porasta ekspresije IL-4 (344). Isto tako je povišena ekspresija mRNA za IL-4 

tijekom akutne krize odbacivanja transplantata (169). da neke studije 

govore u prilog sudjelovanja IL-4 u održavanju poslijetransplantacijske tolerancije, a druge 

o njegovom uplivu u akutnom odbacivanju, svakako su potrebna dalja istraživanja ( 422). 

2.4.3.4 Interleukin-10 

Interleukin-10 (IL-10) proizvode Th2 limfociti periferne krvi i aktivirani monociti 

(127). IL-10, poput IL-4 inhibira aktivaciju NK stanica posredovanu IL-2 (127) i inhibira 

stanice (APS), ekspresiju MHC molekula klase II (65). 

proizvodnju IL-12 i smanjuje ispoljavanje receptora za IL-12 na stimuliranim 
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Iimfocitima (396), se smanjuje i egzocitoza perforina iz granula CTL. On dakle 

inhibira sekreciju Thl citokina, ekspresiju MHC klase II na monocitima, te ekspresiju B7 

kostimulatomog liganda na površini makrofaga (65). Pretpostavlja se da je to možda put 

kojim inhibira odbacivanje. Interesantno je da vrlo niska koncentracija IL-10 prije 

transplantacije (manje od 100 pg/ml) na preživljavanje i bolju funkciju 

presatka (386, 392), dok visoka koncentracija (> 1000 pg/ml), uz normalnu funkciju CD4+ 

limfocita vodi odbacivanju i gubitku transplantata (386). 

pretpostavka da je IL-1 O možda in vivo imunosupresivni citokin, 

dovedena je u pitanje nalazom mRNA u bioptatima bubrega tijekom akutne krize 

odbacivanja (289, 331, 340), a viša ekspresija mRNA za IL-10 je i u 

transplantatu pankreasa (u štakora) (136). Interleukin-10 djeluje kao faktor 

rasta i diferencijacije limfocita B, te stimulira ADCC i tako možda humoralni 

imuni odgovor na transplantat (65, 232). se vidjelo da tijekom akceleriranog 

vaskulamog tipa odbacivanja bubrežnog transplantata, limfociti koji infiltriraju transplantat 

IL-10 (331). Štoviše, smatra se da je prisutnost IL-10, zajedno sa 

granzimom B, i pokazatelj akutne, ali ne i krize odbacivanja 

(136, 331, 422). 
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2.4.3.5 Interleukin-12 

Interleukin-12 (IL-12) monociti, makrofagi, limfociti B i druge antigen 

stanice kao odgovor na infektivne agense ( 116). na razvoj 

lirofocita CD4+ ih u Thl fenotip i njihovu funkciju (119, 295). 

Umjereno stvaranje GM-CSF, TNF-alfa, i IL-8 u T i NK stanicama (26, 96). 

Sudjeluje u stvaranju tzv. LAK stanica iz Ti NK limfocita, pa tako NK klonovi kultivirani 

s IL-12 ubijaju osjetljive, neosjetljive i protutijelima ciljne stanice, 

bolje ispoljavaju adhezijske molekule (CD2, ICAM i LFA-1) i aktivacijske markere 

(CD69) (26, 96). Isto tako dolazi do dvostrukog m.RNA za perforin i 

granzim B nakon nekoliko sati stimulacije s IL-12 (287). Radi se o relativno neovisnom 

putu stimulacije preko IL-12 receptora. Ovi receptori su izraženi na aktiviranim limfocitima 

T, a konstitucijski na humanim NK stanicama (396). 

2.4.3.6 Interleukin-15 

Interleukin-15 (IL-15) je po biološkoj aktivnosti IL-2 i smatra se da u 

nedostatka IL-2 preuzima njegovu funkciju (18, 38, 340). Proizvode ga aktivirani 

makrofagi, stanice, keratinociti, bubrežne epitelne stanice i endotelne stanice, ali ne 

i limfociti T (18, 422), što je važno posebno naglasiti jer IL-2 produciraju jedino aktivirani 

limfociti T. IL-15 se veže za kompleks receptora koji beta i gama lanac IL-2 

receptora, ali i alfa lanac IL-15 receptora, koji ne spada u porodicu citokinskih 
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receptora (16,422). Distribucija alfa IL-15Rje vrlo široka, ispoljenje na Ti B limfocitima, 

makfofazima, linijama (85), a dokazan je u jetri, slezeni, srcu, 

muskulaturi i aktiviranom endotelu (23). 

IL-15, kao i IL-2, stimulira proliferaciju aktiviranih limfocita Ti NK stanica, 

aktivaciju CTL i ekspresiju IFN-gamma (271, 422). Veoma snažno na 

razvoj efektorskih stanica i na nastanak LAK stanica ( od lymphokine 

activated killers). Ako IL-15 dodamo u kulturu T stanica, se ispoljenost: IL-

2Ralfa (CD25), IL-2R beta (CD122), Fas (CD95), a dolazi do nishodne regulacije CD27 

(124). Interesantno je naglasiti da protutijelo protiv beta podjedinice IL-2R u potpunosti 

blokira sve nabrojene IL-15 koje ostvaruje na T i B limfocitima i NK stanicama. 

Danas se smatra da je za poticanje perforinskog ispoljavanja dominantna stimulacija 

Ti NK stanica citokinima IL-2 i IL-15 (340). je, da bez obzira na blokadu IL-2/IL-

2R sa anti-CD25 monoklonskim protutijelom, ipak dolazi do odbacivanja 

transplantata ( 16, 385, 417). IL-15 je zajedno sa interleukinom 7 (IL-7) tijekom 

odbacivanja humanih bubrežnih transplantata. Štoviše, je njihova snažna ekspresija 

za vrijeme akutne krize odbacivanja, a neovisno o IL-2 i IL-4 (331, 412, 416, 422). 

da je ekspresija IL-7 i IL-15 rezistentna na ciklosporin, ovi bi citokini mogli igrati ulogu u 

podržavanju reakcije odbacivanja u bolesnika koji su pod konvencionalnom 

imunosupresijom (422). 

vidjelo se da IL-15 inhibira apoptozu izazvanu anti-Fas, anti-CD3 ili anti-

lgM monoklonskim protutijelima ili deksametazonom u aktiviranim limfocitima T i B, in 

Vitro (38). U mišjem eksperimentalnom modelu IL-15-IgG2b suprimira apoptozu 
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induciranu anti-Fas-om, in vivo (38). Pretpostavilo se da bi IL-15 mogao biti 

inhibitor apoptoze, in vivo i in vitro, što bi se moglo koristiti u terapijske svrhe. 

Svakako da su potrebna daljnja istraživanja koja nam rasvijetliti ulogu IL-15 u 

reakcijama odbacivanja. 

2.4.3. 7 Interleukin-7 

IL-7 je dobiven nadtaloga kulture promijenjenih stromalnih stanica 

koštane srži (52). Osim poticanja diobe normalnih limfocita B u ranim fazama razvoja, 

može poticati umnažanje timocita u odsustvu mitogena kao što je fitohemaglutinin (PHA) i 

mitogenski na timocite i zrele limfocite T (52). Njegova uloga u 

ranom razvoju Ti B limfocita, te djelovanje na zrele limfocite T, svrstava ga važne 

citokine u regulaciji imunološke reakcije, a da snažno inducira 

posredovanu limfocitima T i LAK stanicama, sugerira njegov upliv u odbacivanju presatka. 

je zajedno s IL-15 tijekom akutne krize odbacivanja bubrežnog transplantata (331, 

422). 

Od ostalih stimulusa, OKT3 monoklonsko protutijelo (mAt) brzo izaziva ekspresiju 

perforina u limfocitima T periferne krvi, uz prisustvo monocita (311). To ukazuje na 

da je CD3 signalna molekula neovisna o IL-2, jer monoklonska protutijela 

protiv IL-2 ili IL-2R ne inhibiraju indukciju perforina sa OKT3 mAt. 
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Stimulirani CD4+ limfociti T (Tul tipa) i IFN-gama, limfokin koji 

sudjeluje u imunom odgovoru. On djeluje kao faktor aktivacije makrofaga (MAF) i na taj 

ubrzava fagocitozu, i ostale njihove funkcije, te aktivnost NK 

stanica. Isto tako se ispoljenost antigena MHC klase II na antigen 

stanicama (356). Dokazano je da i IFN-gama i IL-1 mogu reducirati proteinsku sintezu i 

uvjetovati destrukciju zdravog bubrežnog parenhima (209). Isto tako regulira i ekspresiju 

adhezijskih molekula na površini endotelijalnih i tubulamih epitelijalnih stanica u presatku 

(386) 

Proinflamatomi monokini igraju važnu ulogu u akutnom odbacivanju. IL-1 

i TNF-alfa stimuliraju humane tubulame stanice na proizvodnju IL-8 i faktora aktivacije 

neutrofila proizvedenog u epidermalnim stanicama, koji imaju snažnu neutrofilnu i 

limfocitnu aktivnost (387). To rezultira putovanjem inflamatomih stanica u 

transplantirani organ (387). 

iako je prisutnost citokina u organima, njihova uloga 

do danas još nije potpuno razriješena (189). Istraživanja ekspresije gena za citokine u 

transplantata su pokazala visoku razinu IL-4, IL-10, 

rasta (TGF) beta, IFN-gama, te nemjerljivo nisku razinu IL-2. Tijekom akutne 

krize odbacivanja visoko su eksprimirani IL-2, IFN-gamma, TGF-beta, dok IL-4 i IL-10 

nisu detektirani. Izgleda da je akutno odbacivanje udruženo sa ekspresijom Tul citokina 

lL-2 i IFN-gamma, dok u transplantata predominira ekspresija Tu2 citokina 
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IL-4 i JL-10 (303). Grupa autora je pratila ekspresiju gena za IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13 u 

funfocitima periferne krvi (LPK) u ranom poslijetransplantacijskom razdoblju. su da 

0 bolesnika sa stabilnom funkcijom presatka pada ekspresija IL-4 i IL-5, a raste 

JL-10. No IL-4 se kroz 2 tjedna na vrijednosti prije transplantacije. Za vrijeme akutne 

krize ekspresija IL-4 i IL-5 je porasla, dok je IL-10 smanjena. 

Primjenom imunosupresivne terapije razina IL-4 i IL-5 se smanjila na vrijednost~ a 

JL-10 ponovno porasla (344). Izgleda da imunosupresivna terapija koja CsA, 

kortikosteroide, anti-CD4 monoklonska protutijela inhibira Thl citokine, ali Th2 citokinska 

produkcija ostaje (92, 219, 273). 

Ovi rezultati ukazuju na citokine kao izuzetno važne sudionike patofizioloških 

zbivanja u transplantacijskoj reakciji, ali isto tako na složenu i još uvijek nedovoljno 

poznatu, isprepletenost njihovih funkcija. 
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NEIMUNOLOŠKI KRITERIJI) 2.5 

Brojna istraživanja, a posebno u nov1Je vnJeme, pokušavaju utvrditi utjecaj 

faktora na uspješno preživljavanje presatka. Jedna od njih je i velika CTS studija 

(Collaborative Transplant Study) koja je još 1982.g. u Heidelbergu i traje sve do 

današnjih dana, a u nju je preko 300 transplantacijskih centara. Najjednostavniji 

vrednovanja utjecaja ovih faktora na ishod transplantacije je analiza 

preživljavanja presatka u grupama primatelja. koji na ishod 

transplantacije mogu se podijeliti u tri grupe, ovisno da li su vezani za primatelja organa, 

davatelja ili sam transplantirani organ. Analiza davatelja dob, spol i uzrok smrti 

(u transplantata) ili stanje živog davatelja. Što se samog 

transplantata prati se trajanje ishemije bubrega, pohranjivanja, kirurške tehnike i 

utjecaj transplantacijskog centra. Kod primatelja se gleda dob, spol, osnovna bolest koja je 

dovela do zatajenja bubrega, stanje u trenutku transplantacije 

kondicija), vrijeme provedeno na dijalizi, dijaliziranja, te eventualne 

prethodne transplantacije. 
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z.5.1 DOB DAVATELJA 

neimunoloških je ramJe da na preživljavanje 

dob davatelja organa (238). Naime, smatra se da u starijih davatelja postoje 

multiorganske promjene, vezane upravo uz višu životnu dob, te da nefroskleroza, 

ateroskleroza i slabija glomerulama filtracija vodi lošijem preživljavanju transplantata (3 , 

103, 152, 192). CTS studija je pokazala da najbolje preživljavanje ima bubreg davatelja u 

dobi od 16 do 40 godina (8). Nekoliko studija lošije preživljavanje kad su davatelji 

stariji od 50 godina (8, 45, 46, 196, 307, 315). Ukoliko su davatelji stariji preživljavanje 

kroz 5 godina je 20% lošije (8). Studija NIT-a (Nord Italian Transplant) koja je 

obuhvatila 1169 transplantiranih bolesnika to (307). Naime bubreg 

davatelja od 50 godina ima više 4-godišnje preživljavanje, nego li u 

starijih davatelja (85,3%:73,5%). je i postotak transplantata s funkcijom-

EGF (excellent graft function) viši u grupi davatelja (72,7%:40,8%). 

Druga studija NIT koja je obuhvatila 31 O 1 bolesnika ponovno je to potvrdila. (306). 

Chertow i sur. su u dvije velike studije potvrdili da je viša životna dob davatelja udružena 

sa lošijim preživljavanjem transplantata ( 45, 46), a do istih rezultata su došli i Matas i sur. 

(196). Rezultati iz Eurotransplanta ukazuju na lošije preživljavanje ukoliko je davatelj 

od 16 i stariji od 55 godina (315). Nasuprot tome Sharma i sur. su pokazali da danas, 

u situaciji nestašice organa za transplantaciju; uz dobar odabir i podudarnost, dob davatelja 

ne na uspjeh transplantacije (153). 

73 



z.5.2 DOB PRIMATELJA 

Posljednjih 15-tak godina, znatno se broj starije životne dobi 

(152, 192). Zadnjih godina sve se više pažnje promjenama, imunološke i 

neimunološke prirode, koje starenje izaziva u organizmu. Pretpostavlja se da dolazi do 

promjene sastava seruma i krvnih elemenata, a i do više ekspresije HLA-DR 

antigena na limfocitima (276), promjene u produkciji IL-6 (330), kao i povišene 

koncentracije TGF-beta u stimuliranim limfocitima (285). Niz studija je pokazao da je u 

starijih primatelja viši mortalitet i se razvija akutna kriza odbacivanja, negoli u 

( 152, 307). Kaplan i sur. su da starija životna dob primatelja predstavlja 

rizik za razvoj zatajenja transplantata, neovisno od ostalih kao što su 

dob davatelja, trajanje hladne ishemije i javljanje akutne krize (152). I velika studija 

Eurotrausplanta koja je obuhvatila 11495 transplantiranih bolesnika pokazala je da je 

preživljavanje bolje u primatelja ispod 55 godina (313). Studija NIT-a je pokazala da 

primatelj iznad 50 godina života ima lošije preživljavanje transplantata nego 

primatelj životne dobi (78,1 %:84,4) (307), a i funkcija grafta (EGF) je lošija u 

usporedbi sa dobnom skupinom (58,3%:70,9%- podaci iz NIT-a) (307). I nove 

studije (192, 204) su potvrdile da su stariji primatelji izloženi riziku za razvoj 

zatajenja transplantata, što se pokazalo neovisnim o dobi davatelja, trajanju 

hladne ishemije i akutnoj krizi odbacivanja. 
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Ovi podaci sugenraJu da na preživljavanje dob primatelja i 

davatelja organa (306). Ukoliko su životne dobi ( od 16 do 50 godina) preživljavanje 

je bolje, pa bi trebalo nastojati da su primatelj i davatelj približno iste dobi. 

2.5.3 SPOL PRIMATELJA I DAVATELJA 

Osim dobi primatelja i davatelja, postavilo se pitanje utjecaja spola. Spol primatelja 

nema bitan utjecaj na ishod transplantacije (223). Što se spola davatelja neki autori 

smatraju da bubreg muškog davatelja preživljava bolje nego bubreg ženskog, a najlošije 

preživljavaju bubrezi ženskih davatelja u muških primatelja (75). No, analize u NIT-u 

pokazale su da spol primatelja i davatelja ne igraju ulogu u uspjehu transplantacije (306). 

2.5.4 TRAJANJE DIJALIZE 

Trajanje dijalize pnJe transplantacije nema utjecaj na 

preživljavanje bolesnika i transplantata, osim u od 15 godina u kojih dugotrajne 

dijalize mogu biti štetne (377). Studije NIT-a su pokazale da nema razlike u preživljavanju 

transplantata, bez obzira da li je dijaliza trajala manje ili više od 3 godine (306, 307) 
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2.5.5 HLADNA ISHEMIJA BUBREGA 

Vidjelo se da je i stanje samog transplantata važno za njegovo preživljavanje. 

Smatra se da hladna ishemija dovodi do povišene ekspresije MHC antigena i adhezijskih 

molekula, te do lokalnog citokina u bubregu (futerferona gamma, 

rasta beta-1, IL-2, IL-10), bubrežnog 

tkiva i kasnijem gubitku transplantata (87). Tako se primjetilo da trajanje hladne ishemije 

bubrega, prije transplantacije, dulje od 36 sati, pogoršava sam ishod (8). NIT studija (307) 

sugerira da bubrezi transplantirani nakon 24 sata hladne ishemije imaju lošije 

preživljavanje nego ukoliko su transplantirani unutar 24 sata (69,2%:83,6%), 

rezultat nije Njihova kasnija studija na broju transplantiranih ne 

pokazuje razliku u preživljavanju u odnosu na trajanje hladne ishemije bubrega (306). Lee i 

sur. su primjetili da hladna ishemija koja je trajala preko 24\ loše na funkciju 

transplantata u ranom poslijetransplantacijskom razdoblju, ali gledano nema 

utjecaja na preživljavanje (163). Jedno istraživanje ria laboratorijskim miševima je 

pokazalo da produljena hladna ishemija ima negativan efekt ukoliko bubreg od 

starije životinje (366). Iako studija nije dokazala utjecaj trajanja hladne ishemije na 

preživljavanje transplantata, Smits i sur. su da je, ukoliko je ona trajala više od 24 

sata, rizik gubitka bubrežnog transplantata viši (316). Prednost kratkotrajne 

hladne ishemije je transplantata (313). 

Neke studije su pokušale dokazati da kratkotrajna hladna ishemija može smanjiti ili 

poništiti potrebu za HLA tipiziranjem (326). CTS je pokazala da 
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nepodudarnost u HLA sustavu negativno i ako je hladna ishemija trajala 

od 7 sati (245, 246). 

5 6 STANJE PRIMATELJA 2 . . 

Svakako treba naglasiti važnost stanja primatelja pnJe 

transplantacije pri se ne smije zanemariti ni primama bubrežna bolest koja je dovela 

do KRI (7). Tako je u sa oboljenjima, kao što su diabetes i hipertenzija, vijek 

preživljavanja transplantata u usporedbi sa genetskim bolestima kao što su 

bubrezi ili Alportov sindrom (247). loše stanje primatelja na lošije 

preživljavanje transplantiranog organa, npr. u u kojih je stanje organizma 

narušeno, lošije je i preživljavanje samog transplantata (8). 

2.5.7 ODNOS BUBREGA/ TJELESNE MASE PRIMATELJA 

je da bi transplantiranog bubrega, tzv. masa nefrona, 

trebala odgovoriti na potrebe primatelja u skladu sa njegovom tjelesnom 

masom, što povoljno na preživljavanje transplantata (230). Jedna studija je pokazala 

da je uspjeh transplantacije lošiji u pretilih primatelja (s indeksom tjelesne težine >25), 

neovisno o ostalim (205). da neke studije (193) nisu 

utjecaj indeksa tjelesnih masa primatelja i davatelja, svakako su potrebna dalja 

istraživanja na broju bolesnika, prije nego se stvore jasne preporuke. 
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2,5.8 UTJECAJ TRANSPLANT ACIJSKOG CENTRA 

Od ne malog je i utjecaj transplantacijskog centra, poznato kao «efekt 

centra», o su podatke dali još 1979.g. Opelz i Terassaki (241), što su kasnije potvrdili 

i drugi autori (47, 86, 194, 307). se smatra da se transplantacijski centri 

razlikuju prema broju transplantacija godišnje što svakako na iskustvo 

transplantacijskog tima (kirurga, nefrologa, imunologa, anesteziologa, transfuziologa), na 

primjenu imunosupresivne terapije, te na strategiju odabira najpogodnijeg primatelja (8). 

Jedna velika studija u Kaliforniji (86) koja je obuhvatila 68 centara, je pokazala veliki 

utjecaj samog centra na preživljavanje transplantata (poluživot transplantata je varirao od 3 

do 26 godina, ovisno o centru, a uspješnost preživljavanja od 60 do 90%). 

Chertow i sur. ( 45) su u velikoj studiji (31 515 

transplantacije) da je ishod transplantacije lošiji ukoliko su davatelji starije životne 

dob~ ženskog spola ili crne rase, uz tjelesnu površinu u primatelja kao viši faktor 

rizika. U drugoj analizi (8582 transplantacije sa živog donora) ponovno su 

potvrdili da starija životna dob davatelja i tjelesna površina u primatelja imaju 

negativan na preživljavanje transplantata. Pored toga 

vezane za primatelja kao što su dob, crna rasa i PRA (46). Terasaki i sur (348), su 

ukazali na 5 koji negativno na preživljavanje transplantata: transplantacija 

bubrega koji od davatelja starosne dobi 4-6 godina, kombinacija ženski 

davatelj/muški primatelj, javljanje akutnih kriza odbacivanja i transplantacija 
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(naspram utvrditi koji su imunološki, tj. neimunološki rizika za 

kasni gubitak funkcije transplantata, Matas i sur. (196) su akutnu krizu odbacivanja 

kao jedini rizika tijekom transplantacije bubrega sa živog donora. U 

transplantacije je dob davatelja preko 50 godina, te crna rasa 

primatelja. Massy i sur. su u svom istraživanju pratili utjecaj imunoloških i neimunoloških 

za razvoj odbacivanja (193), te nisu utjecaj dobi i 

rase davatelja, te indeksa tjelesnih masa primatelja i davatelja. rizika je 

akutna kriza odbacivanja, povišena razina triglicerida u serumu i proteinuria (193). 

Ranije se smatralo da ponovna transplantacija predstavlja rizik za 

preživljavanje i funkciju transplantata. studije NIT-a, Eurotransplanta i CTS nisu 

to pokazale. 

Svakako bi trebalo prepoznati važnost neimunoloških na 

preživljavanje transplantata (80, 245, 257), je njihov štetan utjecaj stalan (316), za 

razliku od imunoloških negativan lagano opada s vremenom Tako su Smits i 

sur. (316) primjetili da je visoka životna dob primatelja konstantno udružena s 

rizikom gubitka transplantata, bez obzira na vrijeme proteklo od transplantacije -efekat 

ovisan o vremenu (time-dependent effect u anglosaksonskoj literaturi). Matas i sur. 

sugeriraju da u transplantacije i imunološki i neimunološki 

na ishod transplantacije (196). ako se radi o transplantaciji bubrega živog 

donora, ulogu imaju samo imunološki Tako su Kerr i sur. (141) 

izvjestili da dob davatelja ne na rezultat transplantacije. Naime u živog 

davatelja bubreg nije izložen izazvanim hladnom ishemijom kao u 
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transplantacije. Može se pretpostaviti da je smanjen broj funkcionalnih nefrona 

u starijoj dobi, ukoliko nisu bili izloženi dostatan za uspješnu transplantaciju. 

2.6 IMUNOSUPRESIVNA TERAPIJA U TRANSPLANTACIIl 

Prije ciklosporina (Cs), imunosupresivna terapija u reakciji odbacivanja bila 

je na azatioprim i visoke doze sterioda ili antilimfocitni globulin (ALG). 

Pokušalo se i drugim sredstvima unaprijediti preživljavanje transplantata kao npr. 

cijelog tijela, krvi primatelja ili transplantata, zatim 

ciklofosfamidom, bredininom, splenektomijom, timektomijom, ali to nije dalo željene 

rezultate (217). Takva, uglavnom terapija, nije mogla obuzdati sve imunološke 

reakcije odbacivanja i gubitak presatka, a morbiditet i mortalitet transplantiranih bolesnika 

bili su relativno visoki. 

Svaki imunosupresivni agens rma tri imunosupresivni koji je jedini 

poželjan, te neimuni i imuni (imunološki deficit) što otvara 

put za infekcije i malignoma. Osnovni koncept imunosupresije sadrži tri 

faze: 

- indukciju, koja podrazumijeva «žestoku» imunosupresiju kojom se nastoji odgoditi 

odbacivanje i razvoj adaptacijskih mehanizama primatelja i 

organa; 

- reverziju odbacivanja, koja podrazumijeva kratkotrajnu primjenu imunosupresije da 

se rani imuni odgovor; 
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_ imunosupresiju, kojom se želi parcijalna inhibicija imunog 

sustava, a pri tome nesmetan.o djelovanje vlastitih obrambenih mehanizama u 

primatelja. 

2.6.1 CIKLOSPORIN 

Ciklosporin A (CsA) su izolirali u mikrobiološkom laboratoriju Sandoz 

Pharme iz Basela, kao metabolit, a Borel je 1972.g. otkrio njegov 

imunosupresivni potencijal (28). Calne ga uvodi u praksu 1978. godine (41), Od 

tada je izolirano 25 prirodnih Cs i upoznat je njihov kemijski sastav. su od 11 

aminokiselina, a se razlikuju samo po položaju jedne aminokiseline (29). 

Isto tako, sintetizirano je 750 vrsta njihovih sintetskih analoga, ali se samo neki od njih 

mogu koristiti u praksi (29). Danas se koristi Sandimmun i Neoral, noviji galenski 

oblik dobiven tehnologijom mikroemulgiranja. Od prirodnih Cs jako djelovanje in vivo 

imaju CsA, CsC, CsD, CsG i CsM. 

Cs pokazuje spektar farmakoloških aktivnosti: suprimira imunološki odgovor 

posredovan protutijelima ili stanicama, inhibira upalni proces, djeluje 

antifungicidno i antibakterijski. Izgleda da su limfociti T glavni cilj djelovanja Cs u 

regulaciji imunoloških zbivanja prilikom transplantacije. Cs prepoznaje 

molekulu na limfocitima T nazvanu ciklofilin (294). Ciklofilin je protein izomeraza koji 

regulira aktivaciju limfocita T. je 4 tipa ciklofilina: A, B, Ci D (93) i sa izuzetkom 

ciklofilina C, su u svim tkivima i prisutni su u limfocitima T. Samo je C, bar u 
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miševa, izgleda odsutan ujetri i limfocitima T, a prisutan u bubregu (294). Ciklo:filin A, B 

i c (154, 294) stvaraju kompleks s kalcineurinom u prisutnosti CsA. Smatra se da je 

kalcineurin, koji je prisutan u limfocitima T u malim ciljna molekula 

na koju se veže kompleks CsNciklofilin (ili FK506/makrofilin) i inhibira njegovu 

aktivnost. Tako npr. terapija CsA rezultira smanjenjem broja aktiviranih limfocita T što se 

posebno odnosi na aktivirane limfocite koji eksprimiraju CD4 i CD25 

površinski antigen (154), dok ne djeluje na supresorske T stanice koji eksprimiraju CD8 i 

CD25 antigen. No, vidjelo se da ciklosporinska terapija ne infiltraciju 

transplantata limfocitima T, smanjuje javljanja CD8+ 

limfocita, koji eksprimiraju perforin i granzim B (3 31 ). Vrlo snažno inhibira i proizvodnju 

IL-2 (25, 154), a sniženje i broj limfoblastoidnih stanica koje eksprimiraju IL-2R (154). 

l!>1o tako inhibira ekspresiju FasL i IFN-gamma (331). 

Pokusi su pokazali da osjetljivost na CsA u zdravih osoba ovisi o HLA-DR fenotipu 

na limfocitnoj populaciji, a kasnija istraživanja, in vivo, su ukazala na 
' 

utjecaj antigena klase II na individualnu osjetljivost prema CsA ( 415). CsA i kortikosteroidi 

snižavaju ekspresiju antigena klase II na bubrežnom transplantatu, što bi vodilo 

da je smanjena ekspresija MHC molekula odgovorna za preživljavanje i stabilnu funkciju 

transplantata u imunosuprimiranih pacijenata (4). 

U svakom studije pacijenata sa bubrežnim alotransplantatom koji 

su pod terapijom CsA, pokazale su znakovit porast u preživljavanju transplantata u 

usporedbi sa konvencionalnom imunosupresijom (123). Sve više se prednost daje 
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monoterapiji Cs (177, 212), a vidjelo se da administriranje CsA u jednoj dozi vodi boljoj 

hetnodinamici unutar samog bubrega sa poboljšanjem klirensa kreatinina ( 177). 

CsA ekspresiju rasta-beta (TGF-beta), koji 

izaziva apoptozu epitelnih stanica ( 111) i uzrokuje intenzivnu vazokonstrikciju bubrežne 

orikrocirkulacije, tako uvjet za razvoj intersticijske fibroze. Ovaj 

Cs roože dovesti do bubrežne ishemije i odbacivanja, ako 

potraje duže vrijeme (59, 111). Stoga treba stalno pratiti koncentraciju CsA u serumu i 

odrediti dozu koja je dovoljno niska da nuspojave, a koja povoljno 

na preživljavanje transplantata što je dosta teško (135, 137). 

2.6.2 ANTILIMFOCITNI GLOBULIN 

Prvi antilimfocitni serum (ALS) priredio je Metchnikoff koncem prošlog 

(207), a nakon godina eksprerimentalnog rada prvi ga je na primjenio Starzl 

(321). da je cilj proizvodnje ALS izdvajanje gotovo IgG otuda i novi naziv 

antilimfocitni globulin (ALG) (357). 

ALG djeluje na limfocite u cirkulaciji uglavnom opsonizacijom, a u 

koncentracijama ima i Dio limfocita je inhibiran jer ALG prekriva 

receptore za prepoznavanje antigena (210). Djeluje uglavnom na smanjenje broja limfocita 

T što se reflektira u slabljenju imuniteta (248), dok na proizvodnju protutijela 

una znatno manji (248). 
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u tijeku ALG opisane su trombopenije, trombocitoze, leukopenije i 

anemije, kao posljedica destrukcija tih stanica protutijelima iz ALG (210, 361). Zbog toga 

se vrše svakodnevne kontrole leukocita i trombocita u tih pacijenata. je i razvoj 

alergijskih reakcija kao što su urtikarija, hipotenzija, šok i serumska bolest, što 

se kortikosterioidima (322). u ljudi nije 

Djelovanje ALG se u i kasnijem javljanju krize, kao i slabijem 

intenzitetu odbacivanja (322, 360), ali se zbog svojih popratnih djelovanja i relativne 

danas sve manje koristi. 

2.6.3 KORTIKOSTERIOIDI 

Kortikosteroidi su korišteni imunosupresivni lijekovi jer osrm u 

transplantiranih bolesnika, služe i u stanja pozadinu imunološki proces. U 

transplantaciju bubrega kortikosteroidi su uvedeni zbog smirivanja krize odbacivanja (91), 

a nakon toga njihova široka primjena u okviru poslijetransplantacijske 

imunosupresivne terapije (19). Oni na smanjenje celulamog i humoralnog odgovora. 

Vežu se za citoplazmatske receptore limfocita (21), a svojim utjecajem na RNA mijenjaju 

sintezu proteina. Smanjuju limfocita. Djeluju na limfocite T u stanju 

mirovanja, tj. kad nisu u imuni odgovor, dok se osjetljivost aktivnih limfocita 

prema kortikosteroidima znakovito (327). Kortikosteroidi isto tako imaju i vrlo 

snažan protuupalni djeluju na aferentni i eferentni luk imunološke reakcije (248). 
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Glukokortikoidi inhibiraju proliferaciju limfocita T induciranu antigenima 1 

rnitogenima i zaustavljaju proizvodnju IL-2, a izgleda i IL-1 (25). je da inhibiraju 

nuklearni kapa/beta (NF kapa/beta), zapravo transkripcijski važan u 

regulaciji indukcije gena za kodiranje IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8 i interferona gamma (59, 

111 ). Pri tome je važna blokada ekspresije gena za IL- l(poznati endogeni pirogen) i IL-6 

kao kostimulatora ekspresije IL-2. Upravo zbog inhibicijskih na proizvodnju 

citokina, primjena kratkotrajne kortikosteroidne terapije u visokim tzv. "pulsnim dozama" 

predstavlja svrsishodnu terapiju odbacivanja (13, 288). 

Na limfocite B kortikosteroidi ne osim u vrijeme transformacije u 

plazma stanice koje proizvode protutijela ( 408). Moglo bi se pretpostaviti da je proizvodnja 

protutijela manja i zbog smanjene sinteze proteina (321). 

2.6.4 MONOKLONSKA PROTUTIJELA 

Razvojem tehnike hibridoma dobiven je Orthoclone OKT3. Primjenom njegovih 

produkata u praksu era monoklonskih protutijela (88, 53). OKT3 

monoklonsko protutijelo djeluje protiv CD3 molekularnog kompleksa, receptora prisutnog 

na limfocitima T (TCR/CD3), potrebnog za prepoznavanje aloantigena i prijenos signala u 

stanicu. Na taj dolazi do blokade izvršne funkcije limfocita T u reakcijama 

odbacivanja, te oni ne mogu prepoznati antigene prisutne na transplantatu (88). 

su posljedica citokina iz raspadnutih limfocita pa se 

govori o "sindromu citokina" (59). tome, OKT3 se koristi u profilaksi i 
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terapiji akutnog odbacivanja kao i u rezistentcije na kortikosteroidnu terapiju 

(88, 111, 384). 

Napredak biotehnologije je proizvodnju novih monoklonskih protutijela 

(59, 169, 221). Neka su uperena protiv epitopa i/ili adhezijskih molekula 

(ICAM-1, ICAM-2). Druga djeluju protiv receptora na limfocitima T (TCR-CD3, CD4), 

protiv receptora za IL-2 na aktivnim limfocitima T, limfocitima Bi monocitima (221). 

Zadnjih nekoliko godina se genetskim inžinjeringom nastoje proizvesti tzv. 

humanizirana monoklonska protutijela, kako bi se izbjegle nuspojave (59). Javljaju se novi 

imunosupresivi generacije". Neki su još u eksperimentalnoj fazi (sirolimus), drugi se 

zbog svojih nedostataka napuštaju (CsG), a su uvedeni u praksu 

(tacrolimus FK506, rapamicin) (111). 

Tacrolimus ili FK.506 je makrolidni antibiotik. Mehanizam djelovanja je 

ciklosporinskom samo što deset puta inhibira sintezu citokina. Primjenjuje se u 

transplantaciji jetre, a u terapiji tvrdokornih odbacivanja. U 

transplantacije bubrega još su u tijeku prospektivna istraživanja (59). 

Mikofenolat-Mofetil je izoliran iz nekih vrsta Penicilliuma, a da djeluje na 

metabolizam purina, u nekim je protokolima istisnuo azatioprim. Ima selektivni 

antiproliferativni na limfocite T i B, ne pri tom na proizvodnju citokina. 

Danas se primjenjuje u kombinaciji s CsA u prevenciji i terapiji tvrdokornih odbacivanja, te 

u progresivne arteriolopatije, osnovne patološke 

odbacivanja (59). 
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2,6.5 INDUKCIJA TOLERANCIJE NA ALOANTIGEN 

Opelz je sa suradnicima, još 1973.g., preživljavanje presatka u 

bolesnika koji su prije transplantacije bubrega s umrle osobe primali transfuzije 

krvi (239, 240). Kasnije retrospektivne studije nisu potvrdile zaštitno djelovanje transfuzija 

krvi na transplantat, pa se ta strategija sve primjenjuje, nakon Cs. 

tome, Opelz je sa sur. u prospektivnoj randomiziranoj studiji, ponovno uspio 

dokazati povoljan transfuzija krvi u prijetransplantacijskom razdoblju (244). Opelz 

je pokazao da je velik broj transfuzija krvi prije transplantacije udružen sa 

povišenom razinom TNF-alfa i IFN-gamma u serumu, što ukazuje na aktivaciju T-

limfocitnog/monocitnog sistema putem transfuzija (386). Isto tako se vidjelo da primjena 

infuzije koštane srži u kombinaciji s kratkotrajnom 

imunosupresijom (poliklonskim protutijelima) pogoduje "preživljavanju" transplantata, bez 

standardne imunosupresije (59). Smatra se da su za to odgovorni mali limfociti tzv. veto 

stanice iz koštane srži, koji izazivaju toleranciju na antigen. 

Mehanizam imunomodulacije i tolerancije u ova dva modaliteta nije još potpuno 

razjašnjen. Pretpostavlja se da oni stimuliraju stvaranje protu-HLA protutijela, aktivaciju 

supresorskih i/ili veto stanica, klonsku deleciju, regulaciju molekula na 

membrani, regulaciju citokina, stvaranje miješanog kimerizma ili kombinaciju svih tih 

(32). 
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z.6.6 PROTOKOLI IMUNOSUPRESIVNE TERAPIJE 

Postoji više kombiniranja imunosupresivnih lijekova. U Evropskoj 

studiji korišten je samo Cs u visokom dozama (217), te je da je 

preživljavanje transplantata, ali je oslabljena bubrežna funkcija. U cilju 

poboljšanja rezultata terapije, Cs su dodani steroidi u niskim dozama, no svejedno nije 

napredak u odnosu na monoterapiju Cs. bolesnici sa steroidima u 

terapiji razvili su infekcije, kataraktu, kardiovaskularne komplikacije i arterijsku 

hipertenziju mnogo nego oni koji su dobivali Cs (15). Samo je jedna studija pokazala 

da se, možda, steroida smanjuje stupanj (217). Cilj 

monoterapije ciklosporinom je i ostale komplikacija koje prate 

kortikosteroidnu terapiju, te štetne nuspojave dugotrajne terapije ostaim imunosupresivima. 

Salaman je u svom istraživanju ukazao da je pri monoterapiji Cs bilo više epizoda akutnog 

odbacivanja nego li pri terapiji Cs i azatioprimom (217). novija istraživanja su 

pokazala da u bolesnika s niskim imunološkim rizikom (PRA<25%, bez krize odbacivanja 

prije ciklosporiiia ), stabilnom funkcijom transplantata (nivo kreatinina u serumu 

prije ciklosporina <125mikromola/L), glomerulopatijom kao primamom bolesti 

koja je dovela do KRI i dobi davatelja<40 godina, monoterapija ciklosporinom osigurava 

dugotrajno preživljavanje transplantata (177). Možda bi se bolesnicima, sa 

stabilnom funkcijom transplantata, mogao ukinuti prednizon i azatioprim, da se izbjegnu 

komplikacije vezane za ove lijekove, a bez štetnog na preživljavanje presatka( 177). 
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Neko vrijeme je bila popularna tz. trostruka terapija: Cs, azatioprim i steroidi. 

se da pacijenti pod tom terapijom ne ulaze u krizu odbacivanja, iako s obzirom 

na vijek preživljavanja transplantata nema prednosti pred monoterapijom niskim 

dozama Cs (217, 177). U posljednje vrijeme nastoji se primjena steroida zbog niza 

štetnih nuspojava i samo na krizu odbacivanja. 

ALG u trostuku terapiju provela je grupa iz Minneapolisa i rezultati su 

bili (217). Štoviše, oni u zastoja rada bubrega nisu uvodili Cs sve dok se 

stanje nije normaliziralo, što je skratilo trajanje akutne tubulame nekroze. Neke su 

grupe koristile tz. sekvencijalnu terapiju, gdje je primjenjen ALG zajedno sa prednizonom i 

azatioprimom Ukoliko je bubrežna funkcija bila ALG je zamjenjen sa Cs 

(217). 

U Francuskoj se pokušalo umjesto ALG koristiti OKT3 monoklonsko protutijelo, 

su infekcije i pojava smrtnosti, iako je bilo manje kriza 

odbacivanja (217). 

Protokol konverzivne terapije uvele su grupe iz Oxforda, Australije i Holandije. Oni 

su Cs, koji se koristi mjesecima nakon transplantacije, zamjenili azatioprimom i 

prednizonom Rezulati su bili dobri jer je obustavom Cs naglo poboljšana bubrežna 

funkcija, a i preživljavanje transplantata je bilo Ipak, u prvom mjesecu 

nakon konverzije postojalo je 30% šanse da do akutnog odbacivanja (217). 

Sigurno je da do danas, s obzirom na provedena istraživanja i dostupne podatke, ne 

možemo sa tvrditi, koji je tip terapije najbolji za pacijenta. Protokoli koji 

nove imunosupresive, kao što su FK506, mikofenolat-mofetil, rapamicin i 
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buroanizirana monoklonska protutijela nisu potpuna zapreka imunom odgovoru primatelja 

na presadak (59). 

U svakom možemo biti sigurni da uspješna imunosupresivna terapija u 

transplantaciji i dalje Cs. terapije Cs, bilo samostalno ili u 

korobinaciji s drugim lijekovima je ta što steroidi nisu potrebni (59, 217). Svakako 

treba analizirati i pratiti prednosti i nedostatke ovih lijekova i njihovih kombinacija da bi se 

što uspješnije utjecalo na preživljavanje transplantata uz minimum štetnih posljedica po 

transplantat i primatelja u cjelini. Uz to treba spomenuti moduliranja 

imunoreaktivnosti i/ili izazivanja antigen tolerancije kao rješenje. 
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2.7 TOLERANCIJA NA PRESADAK 

Jedan od ciljeva transplantacije je svakako izazivanje tolerancije, 

što bi rezultiralo dugogodišnjim preživljavanjem presatka. Pod pojmom tolerancija, 

podrazumijeva se nereaktivnost imunog sustava prema vlastitim ili stranim antigenima. 

Tolerancija na presadak se može putem nekoliko mehanizama, 

djelovanje supresorskih stanica, indukciju anergije ("zanemarivanje", tj. termin ignorance 

autora) ili deleciju davateljevih limfocita reaktivnih na antigene 

transplantata (10, 132). Poznato je da su neka tkiva, kao rožnica i testikularno tkivo 

povlaštena u imunološkom pogledu, tj. su. Prethodno izlaganje primateljevih 

limfocita T bubrežnim epitelnim stanicama koje eksprimiraju MHC klase II u mišjem 

eksperimentalnom modelu, dovodi do anergije (30). Smatra se da migracija 

stanica, repopulacija i kimerizam povoljno na preživljavanje presatka, jetre i 

srca, a nešto bubrega (323, 324, 325) i vode donor toleranciji. 

je da postoji pozitivna korelacija perifernog mikrokimerizma (migratorni 

leukociti davatelja u perifernoj krvi transplantiranog bolesnika) i presatka, tj. 

postojanja tolerancije, uz odsutnost odgovora u testu MLR (329). Da bi se 

tolerancija u transplantaciji bubrega, gdje je migratorna sposobnost leukocita vrlo mala, 

jedna od terapijskih je perioperativna infuzija limforetikulamih stanica koštane 

srži donora (20, 32, 211, 350). Migratorne stanice mogle bi biti stanice, ranije 

poznate kao "passenger" leukociti ili leukociti putnici (325). Za imunološkog 

odgovora mogao bi se koristiti test miješane limfocitne kulture (MLR) i test 
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posredovane stanicama (CML), ne samo neposredno pnJe 

transplantacije, i u poslijetransplantacijskom razdoblju. Neki pretpostavljaju da bi se 

njihovim mogla reducirati ili i ukinuti terapija steroidima ili CsA, te tako 

morbiditet izazvan imunosupresivima (323, 329). 

Nedavno definirana interakcija receptora CD28/CTLA4 na limfocitima Ti 

liganda B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86) na APS, predstavljena je kao drugi 

signal neophodan za aktivaciju limfocita T (220). Blokadom te interreakcije protu-

B7 protutijela ili CTLA4-lg fuzijskog proteina, bi se aktivacija limfocita T i 

izazvala tolerancija tj . anergtJa. Taj se mehanizam pokazao djelotvornim u 

eksperimentalnim modelima transplantacije srca, bubrega, tkiva i mioblasta (97, 

160, 172, 394). se vidjelo da blokada samo liganda CD86 sa anti-CD86 

protutijelom neposredno prije transplantacije vodi višegodišnjem preživljavanju 

transplantata (130). 

U drugim tolerancija nije posredovana anerg1Jom, nego promJenom 

ravnoteže limfocita Thl i Th2. Tako neki imunosupresivni protokoli 

CTLA4-Ig, rapamycin, transfuzije krvi i protu-CD4 protutijela, 

te ciklosporin inhibiraju djelovanje Thl klona i njihovih citokina, tako Th2 

klon, koji proizvodi IL-4 i IL-10, u dugogodišnjem preživljavanju i razvoju 

tolerancije na presadak (130, 170, 386). 
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Iz svega navedenog, vidljivo je da je problem preživljavanja presatka vrlo složen i 

da se ne može na samo jedan ili dva Timovi diljem svijeta 

svakodnevno nove spoznaje iz imunologije, molekularne biologije, eksperimentalne i 

transplantacije. Poznavanje zbivanja na celulamoj i molekularnoj razini tijekom 

odbacivanja alotransplantata nisu samo od temeljnog znanstvenog interesa imaju i 

Suvremene spoznaje iz ovog mogu nam u 

odabiru strategije i pristupa za potiskivanje imunološke reakcije odbacivanja transplantata i 

tako otvoriti put za još uspješnije razdoblje transplantacije. Ukoliko se uzme u 

obzir da je od prve uspješne transplantacije (1954.g.) do danas golem napredak, 

ostaje nam nada da i ovaj problem biti riješen novog milenija. 
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3 ISPITANICI I METODE 

l.1 ISPITANICI 

U prospektivnim istraživanjima su bolesnici Odjela za nefrologiju, 

dijalizu i transplantaciju KBC Rijeka, koji toleriraju bubreg preko dvije godine. 

Prilikom ispitivanja imunoloških uzimali smo uzorak venske krvi iz kubitalne 

vene. Drugu grupu bolesnici koji se redovno hemodijaliziraju kroz više godina. 

Kontrolnu skupinu predstavljaju zdravi muškarci i zdrave negravidne žene. 

Retrospektivna analiza 226 bolesnika ( od 8 do 72 godine), kojima je 

transplantiran bubreg u razdoblju od 1985. do 1999.g. 

3.2 METODE 

3.2.1 ISPITIVANJE NEIMUNOLOŠKIH 

U analizi preživljavanja korištene su životne tablice (Life table), s razdiobom 

frekvencija prema vremenima preživljavanja kategoriziranim u broj vremenskih 

intervala, te Kaplan-Meierova metoda (55, 306). preživljavanja 

uzoraka je neparametrijskim testovima: Gehanovim generaliziranim Wilcoxon 

testom, odnosno Coxovim F-testom (55, 306). 
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3,2.2 ISPITIVANJE IMUNOLOŠKJB 

3,2.2.1 Kemikalije 

Ethylenediaminetetraacetat-Na2-salt (EDTA), Merck 2931 

Fetal calf serum (FCS), Gibco 011-0629OM 

Lymphoprep 

Gentamycin sulfat, Serva 22345 

L-Glutamin, Merck 289 

Hepes, Serva 25245 

Kalcij-klorid, CaC12, Kemika 

Kalij-dihidrogenfosfat, KH2PO4, Kemika 

Kalijev-klorid, KCI, Kemika 

Magnezijev-klorid-6-hidrat, MgC12 x 6H2O, Kemika 

Merkaptoethanol, Merc 805740 

Natrij azid, NaN3, Difco 0601-13 

Natrijev-dihidrogenfosfat-2-hidrat, NaH2PO4 x H2O, Kemika 

Natrij-hidroksid, NaOH, Kemika 

Natrij-klorid, NaCl, Kemika 

Paraformaldehid, Kemika 

Pencillin, Grunenthal, Stolberg, 113944 

Propidium iodide, Serva 33671 
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Saponin, Sigma, S-1252 

Streptomycin sulfat, Merck 1 O 117 

Tripansko modrilo (Tripan blue), Serva 37252 

Turk, Serva 

3.2.2.2 Mediji i puferi 

1. Kompletan RPMI 1640, medij za kulturu stanica 

Medij RPMI 1640 11, L-glutamin 2 mM, 2-Merkaptoetanol 5xl0 hepes (ph 7,2) 10 

mM, Penicillin lx 10 U/1, Streptomycin sulfat 0,1 g/1 Gentamycin sulfat 0,05 g/1, Fetalni 

serum (FCS) 5-10%. 

2. PBS (puf erirana fiziološka otopina) 

Natrij klorid (NaCl 140 mM, Kalij klorid (KCl) 2,7 mM, Natrij hidrogenfosfat-2-

hidrat (Na2HPO4x2H2O) 6,5 mM, Kalij dihidrogenfosfat (KH2PO4) 1,5 mM, Kalcij klorid 

(CaC12) 0,7 mM, Magnezij klorid-6-hidrat (MgCl2x6H2O) 0,7 mM. 

3. Medij za citometar (FACS medij) 

PBS lL, EDTA 10 mM, Herpes (ph 7,2) 20 mM, Fetalni serum 2%, Natrij 

azid(NaN3) 0,1%. 

4. Saponinski pufer (za permeabilizaciju membrana) 

PBS, 0.1 % saponin, 2% fetalnog seruma, lmM EDTA. 
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5. 4% paraformaldehid (pb 7,4), za fiksaciju membrana 

Paraformaldehid 40 g/1, Natrij hidrogenfosfat-2-hidrat (Na2HPO4 x 2H2O) 16,83 

g/1, Natrij hidroksid (NaOH) 3,85 g/1, Glukoza 5,4 g/1. 

6. Citokini 

Jnterleukin-2 (IL-2), Sigma; Interleukin-15 (IL-15), R&D Comp. 

7. Concavalin A 

Poliklonski mitogenik 

8. Protutijela - Tablica 1 
V -V 

PROTUTIJELO SPECIFICNOST 
Serum Balb/c miša Laboratorij Zavoda za Kontrola za 

1: 1000 fiziologiju i imunologiju, 
Med.fakultet, Rijeka površinske biljege 

IgG2b Laboratorij Zavoda za Supematant, 
fiziologiju i imunologiju, kontrola za perforin 
Med.fakultet, Rijeka 

Monoklonsko mišje Donacija Perforin 
protuhumano prof dr.E.Podacka, 
protuperforinsko protutijelo, Laboratorij za 
lgG2b mikrobiologiju i 

imunologiju, u 
Miamiju, Florida 

Monoklonsko mišje Beckton-Dickinson, USA Limfociti T 
protuhumano protu-CD8 
protutijelo konjugirano 
fikoeritrinom 

Monoklonsko mišje Beckton-Dickinson, USA NK stanice 
protuhumano protu-CD56 
protutijelo konjugirano 
fikoeritrinom 
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3,2.2.3 Laboratorijsko 

Pasteurova pipeta, Karteli 

kušalice za citometar (12x70mm, Falcon) 

petrijeve zdjelice (100x20mm, Tissue culture grade quality, Grainer) 

nastavci za pipete ( 0-1000 mikro litara, Karteli) 

za kulturu tkiva sa 6 rupica (Tissue culture grade quality, Grainer) 

3.3 LABORATORIJSKE METODE 

3.3.1 DOBIVANJE SUSPENZIJE LIMFOCIT A PERIFERNE KRVI (LPK) 

Uzorak krvi (10 kubika) uziman je od transplantiranih i dijaliziranih bolesnika 

smještenih na Odjelu za nefrologiju, dijalizu i transplantaciju KBC Rijeka, iz kubitalne 

vene, u staklene epruvete sa 0,5 ml heparina, da bi se zgrušavanje. 

Odmah po uzimanju uzorak je dopremljen na Zavod za fiziologiju i imunologiju. 

Svi dalji postupci vršeni su u sterilnim uvjetima, u komori sa laminarnim protokom zraka. 

Uzorak periferne krvi naslojen je na gradijentu i centrifugiran kroz 20 

minuta na 800 x g. Prsten mononukleamih stanica naslojenih na Lymphoprepu, pažljivo je 

pokupljeni ispran dva puta u RPMI 1640, a zatim resuspendiran u RPMI mediju za kulturu 

stanica. Broj stanica je Turkove otopine, a vijabilnost stanica 

tripanskog modrila i uvijek je bila 98% - 100%. 
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BILJEGA CITOMETRIJOM 3.3.2 

Tijekom postupaka pripreme stanica za citometriju uzorak od 1 x 106 LPK 

stavljen je u epruvete s okruglim dnom (Falcon). 

S obzirom da smo željeli odrediti fenotip perforin pozitivnih stanica, morali smo 

istovremeno obilježiti perforin kao biljeg i površinske CD8 i CD56 biljege 

na istim stanicama. Da bismo obilježili perforin morali smo membranu prethodno 

fiksirati i permeabilizirati, a zatim ponovno zatvoriti radi obilježavanja površinskih CD8 i 

CD56 biljega. 

3.3.3 FIKSACIJA I PERMEABILIZACIJA MEMBRANE 

membranu smo fiksirali 4% otopinom Paraformaldehida (podešenoj 

koncentraciji stanica od 1 x 106/100 ul, dodano je 100 mi 4% otopine Paraformaldehida 

radi stabilizacije membrane i inkubirano 10 minuta na sobnoj temperaturi). Potom 

smo stanice isprali dva puta u mediju za citometar i resuspendirali u 100 

mikrolitara O, 1 % saponinskog pufera, te inku birali 20 minuta na sobnoj temperaturi. . Treba 

napomenuti da se za svaki uzorak permeabiliziranih stanica, za kontrolu permeabilizacije, 

uzima uzorak netretiranih stanica (Paraformaldehidom i saponinskim puferom). 
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OBILJEŽAVANJE 3,3.4 PERFORINA 

JMUNOFLUORESCENCIJE 

METODOM INDIREKTNE 

Nakon inkubacije od 20 minuta na sobnoj temperaturi, mišja protuhumana 

protuperforinska protutijela smo dodali direktno u suspenziju LPK u saponinskom puferu i 

inkubirali 30 minuta na +4°C. Nakon toga uzorke smo dva puta isprali u saponinskom 

puferu, da bismo otklonili nevezana primama protutijela. Potom smo dodali sekundarno 

protutijelo GAM-FITC ( od engleskog Goat-anti-mouse ), obilježeno fluorescentnom bojom 

fluorescein-izo-tio-cijanatom (FITC), 1 mikrogram po uzorku, u 100 

mik:rolitara saponinskog pufera, ponovno inkubirali 30 minuta na +4°C, te isprali dva puta u 

saponinskom puferu. Na talog smo stavili 0,5 ml medija za citometar, kojem je 

i.adatak zatvoriti saponinom permeabiliziranu membranu, te inkubirali 5 minuta. 

3.3.5 OBILJEŽAVANJE POVRŠINSKIH BILJEGA METODOM DffiEKTNE 

IMUNOFLUORESCENCIJE 

Iz istih uzoraka LPK, centrifugiranjem smo odstranili supematant, a na talog dodali 

primamo protu-CD8 ili protu-CD56 protutijelo, direktno konjugirano sa fikoeritrinom (PE), 

1 mikrogram po uzorku u 100 mikrograma medija za citometar. Uzorak 

smo inkubirali 30 minuta na +4°C, te isprali dva puta u mediju za citometar. Na 

dobiveni talog smo dodali 0,5 mililitara medija za citometar. Tako pripremljeni 

uzorci bili su spremni za uzimanje u citometar. 
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3.3.6 TESTOVI STIMULACIJE 

Mononuklearne stanice periferne krvi zdravih osoba, te transplantiranih i 

dijaliziranih bolesnika, u koncentraciji od 1 x I 06 stanica/ml RPMI medija za kulturu 

stanica, kultivirali smo tijekom 6 ili 24 sata u sterilnim uvjetima, na 37°C i u atmosferi s 

5% CO2: 

• same, tj. samo stanice resuspendirane u mediju, 

• uz dodatak JL-2 u koncentraciji l00i.j./ml. 

Iste LPK transplantiranih i dijaliziranih bolesnika kultivirali smo tijekom 72 sata u 

sterilnim uvjetima, na 37 Ci u atmosferi s 5% CO2 s IL-2, IL-15 i Concavalinom A 

Iz suspenzije stanica pokupili smo LPK kao neadherentnu populaciju, koju 

smo koristili za biljega citometrijom. 

3.3.7 PRIPREMA LIMFOCITA PERIFERNE , KRVI ZA NK TEST 

Limfocite periferne krvi transplantiranih i dijaliziranih bolesnika kultivirali smo 

tijekom 24 sata samo u mediju za kulturu stanica ili u prisustvu IL-2 (l00i.j./ml). 

aktivnost tako pripremljenih LPK smo dvosatnim PKH-26 (red) 

testom uz citometrom. Kao ciljne stanice koristili smo 

NK osjetljivu K562 liniju eritroleukemije u omjerima izvršnih i ciljnih 

stanica ( 6: 1, 12,5: 1, 25: I, 50: I). 

101 



3.3.8 PERFORINA U TESTU 

Limfocitima periferne lavi intracelularno je koncentracija perforina 

neposredno prije ulaska u test i 2 sata nakon izlaganja K562 liniji 

u omjeru 50: 1. 

3.3.9 TEST uz 

CITOMETROM 

Funkcionalni NK test izveli smo sa PKH-26 civeno 

obojenim K562 ciljnim stanicama, upute (Sigma, BioSciences, St.Luis, 

Mo; PKH-26 Red Fluorescent Cell Kit). Ciljne stanice K562 obojili smo PKH-26 

lipofilnom bojom koja se veže na membranu i fluorescira Tako 

obojene K562 stanice smo inkubirali s limfocitima periferne lavi transplantiranihi 

dijaliziranih bolesnika (nestimuliranim ili stimuliranim s IL-2 ) u omjeru od 6: 1 

do 50: 1, tijekom 2 sata, na 37°C i 5%CO2. 
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U polipropilenske epruvete smo stavljali stanice i medij redoslijedom: 

Epruvete Medij (RPMI Limfociti periferne K562 (2,5xl O ) 
10%FCS) krvi (5x106/ml) 

1 100 mikro litara 100 mikro litara 

2 100 mikro litara I 100 mikro litara 

3 I 100 mikro litara 100 mikro litara 

4 50 mikrolitara 50 mikrolitara 100 mikro litara 

5 75 mikrolitara 25 mikrolitara 100 mikrolitara 

6 88 mikrolitara 12 mikrolitara 100 mikro litara 

Po isteku vremena inkubacije, ovako pripremljene stanice smo isprali u mediju za 

citometar, te na dobiveni talog dodali 300 mikrolitara medija za citometar 

i 200 mikrolitara Propidium jodida (u koncentraciji od 10 mikrograma/ml). Postotak 

ubijenih K562 stanica mjerili smo citometrom. -

U testu promatrali smo NK stanica periferne krvi 

na ciljne stanice (K562). 

Normalne vrijednosti NK za odrasle osobe: 

Omjer stanica 

50:1 

25:1 

12,5: 1 

Normalne vrijednosti% mrtvih stanica 

10-40% 

5-30% 

3-20% 
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3.3,10 CITOMETRIJA 

citometrijom smo analizirali promJene u broju perforin pozitivnih 

stanica, te dvostruko pozitivnih stanica na perforin i na CD8 i CD56 površinski biljeg. 

Koristili smo Lysis program (Becton-Dickinson) citometra uz standardne 

parametre za FCS (parametar stanice), SSC (parametar složenosti stanice), FLl 

(intenzitet zelene fluorescencije), FL2 (intenzitet fluorescencije) i FL3 

(intenzitet crvene fluorescencije ). 

U testu ciljne stanice su obojane lipofilnom bojom 

(PKH-26), te se detektiraju u FL2 fluorescenciji, dok efektorske stanice nisu obojane. 

Propidij jodid ulazi u mrtve stanice i boji ih crveno, te su one vidljive u FL3 fluorescenciji. 

da su ciljne stanice obojane i da su neke od njih mrtve, postotak 

mrtvih stanica kao vrijednost dvostruko obojanih stanica (FL2 i FL3 pozitivne). . 

3.3.11 OBRADA I PRIKAZIVANJE REZULTATA 

obrada je izvršena standardnog kompjuterskog programa za t-

test (student t-test za nezavisne uzorke). Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost uz 

standardnu devijaciju i Korišteni su 

kompjuterski programi za prikazivanje rezultata: Sygma plot 40, Power Point i Microsoft 

Word. Druge metode, za analizu utjecaja neimunoloških opisane su 

pod 3.2.1. 
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4 REZULTATI 

1 REZULTATI 4. RETROSPEKTIVNE ANALIZE NEIMUNOLOŠKIH 

Analizirana je populacija od 226 bolesnika kojima je u KBC Rijeka transplantiran 

bubreg u razdoblju od 1985. do 1999. godine. Iz analize su bolesnici koji su 

tijekom ovih 10-tak godina (zbog raspada bivše Jugoslavije) prestali dolaziti na kontrole, te 

je izgubljen uvid u njihovo stanje. Kao uvjet za uzeta je podudarnost 

u ABO krvnogrupnom sustavu, uz što je bolju podudarnost u HLA sustavu 

(najprije DR, zatim B i na kraju A). U svih je bolesnika primjenjen isti imunosupresivni 

protokol na transplantacije (preoperativno azatioprim u dozi 3mg/kg, 

intraoperativno 0,5-lg metilprednizolona, postoperativno azatioprim u dozi 3mg/kg, 

kortikosteroidi 0,3mg/kg, antilimfocitni globulin 2mg/kg kroz 1-3 tjedna i CsA 2-3mg/kg 

kad je uspostavljena bubrežna funkcija tj. kreatinin manji 9d 300mikromola/l, s postepenim 

na 5-6mg/kg ovisno o koncentraciji CsA u krvi). U kasnijem tijeku se 

imunosupresivni protokol mijenjao, prema komplikacijama. 

da se koji na ishod transplantacije mogu podijeliti u tri 

grupe, ovisno da li su vezani za primatelja organa, davatelja ili sam transplantirani organ, 

mi smo na taj i izvršili ovu analizu. 
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4,1,1 OPIS UWRKA PRIMATELJA BUBREGA 

4.1.t.l Raspodjela transplantiranih bolesnika u uzorku prema spolu 

Od 226 primatelja bubrežnog transplantata 70 žene (31,0%), a 156 muškarci 

(69%) (slika 2). 

Slika 2. Zastupljenost transplantiranih bolesnika u uzorku prema spolu 

4.1.1.2 Raspodjela transplantiranih bolesnika u uzorku prema starosnoj dobi 

Starosna dob bolesnika se kretala od 8 do 72 godine, s prosjekom od 39 godina i 

standardnom devijacijom od 13 godina (slika 3). Dobna struktura bolesnika se ne razlikuje 

prema spolu; naime za žene srednja starosna dob iznosi 38,9 +/- 14,5 ; a 

i.a muškarce 39,1 +/- 12,6 godina. 
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Slika 3. Raspodjela bolesnika u uzorku s obzirom na starosnu dob 
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4,1,1.3 Raspodjela transplantiranih bolesnika u uzorku prema broju transplantacija 

U analizi je 212 primamih transplantacija (93,8%), 13 sekundarnih 

(5,8%) i samo jedan bolesnik kojemu je put transplantiran bubreg (0,4%) (slika 4). 

I .transplantat 
94% 

3. transplantat 
0% 

2.transplantat 
6% 

Slika 4. Zastupljenost bolesnika u uzorku s obzirom na broj transplantacija 

bubrega kojima su podvrgnuti 
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,.1.1.4 Raspodjela transplantiranih bolesnika u uzorku prema trajanju dijalize 

prije transplantacije 

S obzirom na trajanje dijalize prije transplantacije bolesnike smo podijelili u tri 

grupe: 133 bolesnika (58,8%) koji su se dijalizirali manje od 3 godine prije transplantacije, 

75 (33,2%) koji su na dijalizi proveli 3-10 godina i grupa od 18 bolesnika (8,0%) koji 

su preko 10 godina na transplantat (slika 5). Raspodjela frekvencija (broja 

dijaliziranih bolesnika) je dobro eksponencijalnoj raspodjeli (slika 6). 
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Slika 5. Raspodjela bolesnika s obzirom na trajanje dijalize: do 3 godine, od 3 do 1 O i preko 

10 godina 
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Slika 6. Raspodjela bolesnika s obzirom na trajanje dijalize prije transplantacije 

4.1.1.5 Raspodjela transplantiranih bolesnika u uzorku prema osnovnoj bolesti 

Prema osnovnoj bolesti koja je dovela do tenninalne renalne 

insuficijencije (KTRI) bolesnici su podijeljeni u 6 kategorija. Glomerulonefritis je 

uzrok koji je doveo do tenninalne renalne insuficijencije (KTRI) -129 bolesnika 

(57,1%), odmah iza njega je pijelonefritis-48 bolesnika (21,2%). U 15 bolesnika (6,6%) do 

zatajenja bubrega je dovela nefroskleroza, u 13 (5,8%) su razlog bili bubrezi, a 
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u 10 ( 4,4%) juvenilni tip dijabetesa. U preostalih 11 ( 4,9%) radilo se o sistemnim 

bolestima, koje pored ostalog i bubrege (tablica 2). 

Tablica 2: Zastupljenost osnovnih bolesti koje su dovele do KTRI u uzorku 

bolesnika 

osnovna bolest broj bolesnika % 

1 Glomerulonefritis 129 57,1 

2 Pijelonefritis 48 21,2 

3 N efroskleroza 15 6,6 

4 bubrezi 13 5,8 

5 Juvenilni diabetes 10 4,4 

6 Ostale bolesti 11 4,9 

Ukupno 226 100 

111 



4.1.2 OPIS UWRKA DA V ATELJA BUBREGA 

4.1.2.1 RASPODJELA DA V ATELJA BUBREGA U UWRKU PREMA SPOLU 

Uzorak davatelja bubrega smo analizirali prema spolu: 81 bubreg je 

potjecao od davatelja ženskog spola (35,8%), a 144 (64,2%) od muškog davatelja (slika 7). 

muškarci 
64% 

Slika 7. Spolna struktura uzorka davatelja bubrega 

112 



4.1.2.2 RASPODJELA DA V ATELJA BUBREGA U UWRKU PREMA 

STAROSNOJ DOBI 

Starosna dob davatelja se kretala od 4 do 69 godina, sa srednjom vrijednosti od 43,4 

godine i standardnom devijacijom 16,0 godina.(slika 8). 
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Slika 8. Raspodjela u grupi davatelja bubrega s obzirom na starosnu dob 
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4.1.2.3 RASPODJELA DA V ATELJA BUBREGA U UWRKU PREMA 

PORIJEKLU BUBREGA 

Prema porijeklu bubrega davatelji su podijeljeni u dvije grupe: i 

tj. bubreg umrle osobe. U 164 radilo se o transplantaciji bubrega s 

umrle osobe (72,9%), a u 61 (27,1%) je davatelj bio u srodstvu s primateljem (slika 

9). 

O 

Slika 9. Raspodjela u grupi davatelja prema porijeklu bubrega ili 
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4.1,3 TRANSPLANTAT 

4J.3.l Raspodjela u uzorku transplantiranih bubrega prema trajanju hladne 

ishemije 

Svakako na uspjeh transplantacije i sam organ koji se transplantira. 

je da trajanje hladne ishemije može oštetiti bubreg. Stoga smo uzorak raspodijelili prema 

trajanju hladne ishemije u tri grupe: u 45,6% je hladna ishemija trajala manje od 12 sati, u 

41,6% od 12 do 24 sata i u 12,8% je trajala dulje od 24 sata. 1-Iladna ishemija bubrega prije 

transplantacije je iznosila od O do 45 sati, sa srednjom vrijednosti koja je iznosila 12,4 sata i 

standardnom devijacijom od 16 sati (slika 10). 

100 

"' 80 =-CD -"' > 60 "' ,, .... e 40 .0 

20 

o 
<12 h 12 -24 h >24h 

Slika 1 O. Raspodjela u grupi davatelja bubrega prema trajanju hladne ishemije bubrega prije 

transplantacije 
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Tablica 3: Sumarna tablica za opis uzorka primatelja i davatelja. 
Karakteristike primatelja i davatelja organa broj % 

Ukupno primatelja 226 100 

spol primatelja Ženski 70 31 
Muški 156 69 

starosna dob primatelja 0-15 (medijan=12) 6 2,7 
16-50 (medijan=36) 172 76,1 
>50 (medijan=57) 48 21,2 

starosna dob davatelja 0-15 (medijan=8) 7 3,5 
16-50 (medijan=36) 129 57,1 
>50 (medijan=58) 89 39,4 

prethodne transplantacije bubrega Ne 212 93,8 
Da 14 6,2 

Protutijela reaktivna na panel Odsutni 196 86,7 
limfocita (PRA, % ) 

Prisutni 30 13,3 
(medijan PRA=28,5%) 

Pretransplantacijske transfuzije Ne 57 25,2 
Da 169 74,8 

Nepodudarnosti u HLA sustavu 
HLA-A nepodudarnosti o 49 21,7 

1 148 65,5 
2 29 12,8 

HLA- B nepodudarnosti o 35 15,5 
1 167 73,9 
2 24 10,6 

HLA-DR nepodudarnosti o 107 47,3 
1 106 46,9 
2 1 0,4 

HLA-A,B nepodudarnosti 0-1 61 27,0 
2 131 58,0 
3-4 34 15,0 

HLA-A,B,DR nepodudarnosti 0-1 36 15,9 
2-4 188 83,2 
5-6 2 0,9 

Karakteristike transplantata 

trajanje hladne ishemije / h 0-12 (medijan=!) 112 49,6 
>12 (medijan=20) 114 50,4 
0-24 (medijan=l 1) 205 90,7 
>24 (medijan=28) 21 9,3 

porijeklo bubrega 164 72,9 
61 27,1 
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Svih 226 bolesnika predstavljaju homogenu grupu jednog centra i to s obzirom na 

preoperativnu pripremu, primjenjenu kiruršku tehniku, postoperativno i 

imunosupresivni protokol. Neminovne modifikacije koje su nastajale tijekom godina kao 

posljedica novih spoznaja u transplantacijskoj medicini distribuirane su ravnomjerno. 

Metodološko diferenciranje od transplantata 

izvršeno je prema kriteriju po kojem je transplantat onaj 

koji život bez dijalize, neovisno o stupnju dostignute renalne funkcije. 

Afunkcionalni transplantat je i onaj koji postignutoj diurezi nema 

klirense. 
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1 4 ANALIZA PREŽIVLJAVANJA TRANSPLANTATA 4 . . 

U analizi preživljavanja za opis podataka koriste se životne tablice (Life table). To 

su tablice razdiobe frekvencija prema vremenima preživljavanja kategoriziranim u 

broj vremenskih intervala. 

U životnim tablicama navode se parametri: 

• broj pacijenata koji ulazi u interval predstavlja ukupni broj (pacijenata) koji 

su "ušli" u zadani vremenski interval preživljavanja bez odbacivanja transplantata. 

• broj se kao broj koji ulaze u interval bez 

odbacivanja - polovica broja koji su cenzurirani u tom intervalu. 

• postotak odbacivanja se kao postotak broja odbacivanja u tom intervalu u 

odnosu na broj u istom intervalu. 

• postotak preživljavanja 

• kumulativni postotak preživljavanja u intervalu prredstavlja kumulativni 

postotak preživljavanja do tog intervala. se množenjem vjerojatnosti 

preživljavanja preko svih prethodnih intervala. Temeljem ovih vrijednosti, bilo kao 

prorporcija/vjerojatnost ili postotak, se kumulativna funkcija preživljavanja, te 

prikazuje graf ovisnosti preživljavanja o proteklom vremenu. 

• medijan u pojedinom intervalu predstavlja vrijeme preživljavanja za koje Je 

kumulativna funkcija preživljavanja jednaka 0,5 (ili 50%). 

118 



• vjerojatnosti odbacivanja, po jedinici vremena (godišnja) se prema 

formuli: F = (S -q )/h , gdje je S-kumulativna proporcija preživljavanja na kraju danog 

intervala, q- proporcija odbacivanja u danom intervalu, te h-širina danog intervala. 

(proporcija= postotak /100). 

• stopa hazarda (hazard rate) definirana je kao vjerojatnost da pacijent, koji je 

preživio do intervala, odbaciti transplantat tijekom tog intervala. 

U opisu podataka se koriste: 

• tablice s vrijednostima medijana i sredine za preživljavanje unutar pojedinih 

kategorija za varijablu (npr. starosna dob pacijenata, kategorizirana u 3 

kategorije: 0-15 god, 16-50 god. i >50 god.). Navode se i medijan i sredina 

kako bi se eventualni utjecaj ekstremnih vrijednosti na mjeru centralne 

tendencije. 

• grafovi za preživljavanje transplantata u ovisnosti o proteklom poslije-

trasnplantacijskom vremenu (temeljem podataka iz životne tablice, ili prema 

Kaplan-Meier metodi). 
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4,1.5 USPOREDIV ANJE PREŽIVLJAVANJA U POJEDINIM GRUPAMA 

preživljavanja u pojedinim grupama je neparametrijeskim 

testovima (Gehanovim generaliziranim Wilcoxon testom, osnosno Coxovim F-testom). 

4.1.5.1 Analiza preživljavanja transplantata u cijelom uzorku 

se životnim tablicama, analiziran je cjelokupni uzorak, tj. preživljavanje 

transplantata u svih 226 transplantiranih bolesnika i prikazan u tablici 4. Vidljivo je da 

postotak preživljavanja opada s vremenom proteklim od transplantacije. Petogodišnje 

preživljavanje je 60%, što se podudara s podacima iz literature (8). Na slici 11 je 

trend snižavanja kumulativnog postotka preživljavanja s obzirom na vrijeme 

proteklo od transplantacije. Korištenjem Kaplan-Meierove metode koja uzima u obzir svaki 

pojedini podatak, ne grupiravši ih u intervale, dobiva se ista krivulja (slika 12). 
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Tablica 4: Životna tablica za c 'eloku ni uzorak trans lantiranih bolesnika. 

intervala 
/god. 

o 

1,875 

3,75 

5,625 

7,5 

9,375 

11,25 

13,125 

15 

Broj 
pacijenata 
koji ulazi 
interval 

226 

160 

108 

73 

49 

27 

12 

9 

2 

100 
i 
C 

i 
80 C 

! .,, 
? .,, 

60 > .,, 
=-> ;;:i 
2! 
Q. 40 
J!I s 
Ili 

8. 
20 i: 

> 
i:s 
.!! 

:, 

br9j . . 
u · · 

medijan 

6,2 

4,8 

4,1 

3,4 

2,5 

2,3 

2,7 

1,2 

~p 
VJ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

vrijeme poslije transplantacije/ god. 

stopa 
· hazarda 

±SD 

0,03 ± 
0,01 
0,12 ± 
0,02 
0,17 ± 
0,03 
0,16 ± 
0,04 
0,27 ± 
0,06 
0,33 ± 
0,09 
0,15 ± 
0,09 
0,68 ± 
0,20 

Slika 11. Preživljavanje transplantata s obzirom na proteklo vrijeme nakon transplantacije 
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Slika 12. Proporcija preživljavanja transplantata s obzirom na vnJeme preživljavanja 

transplantata. Podaci su temeljem Kaplan-Meierove metode (uzima u obzir svaki 

pojedini podatak, a ne grupira ih u pojedine intervale). 
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4,1.5.2 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na broj transplantacija 

Da bismo mogli analizirati preživljavanje s obzirom na broj transplantacija, bolesnici su 

podijeljeni u dvije grupe ovisno da li se radi o prvoj ili drugoj transplantaciji (postoji i 

jedan trasnplantacije, ali ovdje nije uzet u analizu). Podaci su 

metodom višestrukih uzoraka u analizi preživljavanja. Rezultat 

pokazuje da nema razlike u preživljavanju dvije kategorije 

bolesnika (p=0,36 - tablica 5). 

Tablica S: Preživljavanje transplantata s obzirom na broj transplantacija 

Broj .. · ukupni 
transplantacija broj 

bolesnika 
. '212 

' 13 
: 22s 

preživljavanje transplantanata 
od. 

medijan srednja p 
vrijednost·± 
SD -

3 0,36 
3 (n.s.) 

Na slici 13 izgleda da je preživljavanje bolje u grupi s prvim transplantatom, što se 

i prema opisu srednjih vrijednosti vremena preživljavanja trasnplantanata u dvije 

grupe bolesnika, no zbog velike varijabilnosti u grupi (velika SD) ta razlika nije 

medijani su jednaki). 
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Slika 13. Preživljavanje transplantata u · ovisnosti o vremenu za dvije grupe bolesnika, 

podijeljene s obzirom na broj transplantacija (vidi legendu) 

Podaci su analizirani i Coxovim F-testom, dva uzorka (bolesnici s 

jednom i bolesnici s dvije transplantacije). Iskazuje se da njima nema 

razlike (p=0,12) za cjelokupni vremenski interval preživljavanja (0-15 godina), 

kao ni za preživljavanje (p=0,16 - tablica 6). 
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Tablica 6: Životna tablica za preživljavanje transplantata u prvoj i u drugoj transplantaciji 

% preživljavanja (P) 

1 transpl 

! s.o 68 so 
5 6.67 68 O · 6 ;i;! J~s-_3_3 ___ 1_3 ___ 0 ___ " 

. 7 10.0 58 O : s. ·,, .. r·-1-1.-6,---8-2 ___ 0 ___ .. 

9 : 13.33 22 O 
. 10 . , 15.0 O O 

4.1.5.3 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na porijeklo transplantiranog 

bubrega 

Bolesnici su podijeljeni u dvije grupe s obzirom na porijeklo transplantiranog bubrega: 

ili (Tablica 7). Nismo razliku u 

preživljavanju transplantata s obzirom na njegovo porijeklo, kako za cijelo promatrano 

razdoblje (p=0,20), tako niti za razdoblje (p=0,26) što je vidljivo u životnoj 

tablici 8 i na slici 14. 
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Tablica 7: Preživljavanje transplantata s obzirom na porijeklo bubrega: bolesnici su 

podijeljeni u dvije skupine s obzirom na porijeklo transplantiranog bubrega - i 

ukupni 
.broj 
bolesnika 

. 164 
. 61 

Uku no 225 

· .· ;, preživljavanje transplantata / 
od. 
edija srednja · ·, 

SD 

Tablica 8: Životna tablica za preživljavanje transplantata (izraženo u %) unutar ovih dviju 

kategorija bolesnika 

% preživljavanja (P) 
" 
. i intervala 

I ·· od. i bubre 

93 96 
.67 83 68 
.33 92 81 
.o 64 81 
.67 59 91 
.33 72 75 
o.o 53 78 
1.67 75 67 
3.33 o 100 
s.o o o 
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Slika 14. Kwnulativni postotak: preživljavanja kroz proteklo poslijetransplantacijsko 

vr1Jeme, za dvije kategorije bolesnika, prema porijeklu transplantiranog bubrega (vidi 

legendu) 

4.1.5.4 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na dob primatelja 

da nam podaci iz literature sugeriraju utjecaj dobi primatelja na preživljavanje 

transplantata, podijelili smo bolesnike u tri grupe: od O do 15 godina, od 16 do 50 i preko 

50 godina. Podaci su metodom višestrukih uzoraka u 

analizi preživljavanja (Survival analysis; comparing multiple samples). Rezultat usporedbe 
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iskazuje da nema razlike u preživljavaju pojedinih dobnih 

skupina primatelja (x2=3,97; p=0,13), iako je trend vremena 

preživljavanja u starijoj dobnoj skupini (Tablica 9). U analizi izvršenoj u Nord Italian 

Transplantu je napravljena usporedba s obzirom na preživljavanje 

transplantata, pa smo to i mi, no ponovno razlika nije Grupa 

bolesnika starosne dobi od O do 15 godina je vrlo mala (samo 6 bolesnika), pa smo je stoga 

iz analize. Usporedbom preostale dvije grupe (bolesnici starosne dobi od 16 do 50 

i preko 50 godina) iskazuje se (p=0,03), tj. 

preživljavanje je lošije ukoliko je primatelj stariji od 50 godina (Tablica 10). Na 

slici 15 je da najlošije preživljavaju transplantati u primatelja starije dobi. 

Tablica 9: Preživljavanje bubrega s obzirom na dob primatelja transplantata 

· ,ukupni 
primatelja . 1 ··,.broj 

., : . pacijenata 

, 6 
172 
48 
226 
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preživljavanje transplantata 
god. 

medijan ·sred . 

5,5 
3 
2,5. 

V p 



Tablica 10: preživljavanje bubrega s obzirom na dob 
primatelja 

dol> , primatelja ukupni 

. reživljavanje transplantata 
-~~;.,...,..µ.a~ 4 gl!_d.) I &_o.!!,, 

edijan -'. · 1 P 
/ go~. broj 

.!, 100 
i > 
Ili ..... > 
I!! 
Q. 
JI: 

i 
&. ·c 
> 
i 
j 

80 

60 

40 

20 

. , pacijenata 
100 0,03 
30 
130 

• 0-15 god. 
• 16-50 god. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 11 12 13 14 15 16 17 18 19 • >50 god. 

vrijeme preživljavanja/ god. 

Slika 15. Kumulativni postotak preživljavanja transplantata s obzirom na vrijeme 

preživljavanja transplantata. Podaci su prikazani za pojedine grupe razvrstane prema 

starosnoj dobi primatelja (vidi legendu). 
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4.1,5,5 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na dob davatelja 

Osim starosne dobi primatelja, poznato je da i dob davatelja na preživljavanje 

transplantata. Tako smo i davatelje podijelili u tri grupe prema starosnoj dobi: od O do 15 

godina, od 16 do 50 i preko 50 godina, a podatke obradili na isti kao i kod primatelja. 

Rezultat usporedbe iskazuje da nema razlike u preživljavaju bez obzira 

na dob davatelja organa (x2=1,7; p=0,42 - tablica 11). razlika se ne 

iskazuje niti kad grupu davatelja od O do 15 godina (samo 8 a niti 

ako uzmemo u obzir samo preživljavanje (p=0,13 - tablica 12). Na slici 16 

kumulativni postotak preživljavanja transplantata u ovisnosti o starosnoj dobi 

davatelja, može se primjetiti da je najlošije preživljavanje za grupu davatelja od O do 15 

godina, no zbog malog broja (samo 8), ne iskazuje se razlika. 

Tablica 11: Preživljavanje transplantata s obzirom na starosnu dob davatelja organa 

·ukupni 
broj 
pacijenata 

130 

od. 



Tablica 12: preživljavanje transplantata s obzirom na starosnu dob 

davatelja organa 

120 

• i' • 100 > • =-> 
• 80 l 
.a.: 

1 60 

A. 
c 40 i 
i 20 i 

preživljavanje transplantata 
_,.......,,..(do 4 go_!!:)_ I od 

ukupni medijan . p 
/ g broj acwan a ·· 

pacijenata 
65 0,13 

>50 60 ( n.s.) 
125 

• 0-15 god. 
• 16-50 god. 

1 2 3 4. 5 6 7 8 9 1 O 11 12 13 ·14 15 16 17 18 19 • >50 god. 

preživljavanje iransplantata /god. 

Slika 16. Kumulativni postotak preživljavanja transplantata s obzirom na vnJeme 

preživljavanja transplantata, u ovisnosti o starosnoj dobi donora 
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4,1.5.6 Analiza preživljavanja s obzirom na starosnu dob primatelja i davatelja 

željeli smo analizirati preživljavanje uporedo starosnu dob 1 primatelja 1 

davatelja organa, tako što smo ih grupirali u 4 kategorije: 

1. dob primatelja<50 god i dob davatelja <50 god. 

2. dob primatelja>50 god i dob davatelja <50 god. 

3. dob primatelja<50 god i dob davatelja >50 god. 

4. dob primatelja>50 god i dob davatelja >50 god. 

kategorija 1, 2, 3 i 4 pokazuje da nema razlike u 

preživljavanju (x2=5,46, p=0,13). je trend snižavanja postotka 

preživljavanja u grupi 4, gdje su i primatelj i davatelj stariji od 50 godina (Tablica 13). 

Tablica 13: Analiza preživljavanja uz istodobno starosne dobi primatelja 1 

davatelja organa 

% preživljavanja (P) 
. ~.~ ~SO , Prim>SO b sredina Prim<50 Prim>SO 

r. interval interval- dav<50 dav<50 'Dav>S,O , t Dav>SO 
in /god. . /god,, 1 2 ' 

3 .. ,, . s 4 
t. .• 

f 
1 o 92 93 89 
2 I 1,815 ,,8U5 90 72 50 
3 3,75 46875 69 86 61 
4 ! 5,625 ,6,5625 · 75 75 50 
5 7,5 . 843 55 55 ., 50 
6 J 9,375 · lO 3125 56 20 50 , -

7 1125 12,rs1s 83 50 50 
,. ' 

8 13,125 14 625 20 50 50 
9 15 50 50 
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Na slici 17 još se bolje lošije preživljavanje ukoliko su primatelj i davatelj stariji od 

50 godina. 
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preživaljvanje transplantata /god. 

Slika 17. Kumulativni postotak preživljavanja za proteklo vrtJeme preživljavanja 

transplanata, s obzirom na kombinaciju starosne dobi primatelja i davatelja organa: I -dob 

primatelja<50 god. i dob davatelja <50 god., 2-dob primatelja>50 god. i dob davatelja <50 

god., 3-dob primatelja<50 god. i dob davatelja >50 god., 4-dob primatelja>50 god. i dob 

davatelja >50 god. 
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4,1.5.7 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na spol primatelja i davatelja 

Neke svjetske studije (75, 223, 306) pratile su i utjecaj spola primatelja i davatelja na 

preživljavanje transplantata, pa smo i mi analizirali preživljavanje uporedo spol 

primatelja i spol davatelja, ih grupiravši u 4 kategorije: 

1. primatelj i davatelj muškog spola-M/M 

2. primatelj muškog spola i davatelj ženskog spola-M/Ž 

3. primatelj ženskog spola i davatelj muškog spola-Ž/M 

4. primatelj i davatelj ženskog spola-Ž/Ž 

Tablica 14: Životna tablica za uzorak kombinacije spola muški primatelj/muški davatelj 

. sre · oj bi:oj , broj % · Stopa 
t. interval. •inte ·· · · • V· • • · hazarda 

I god. I ±SD 

I o 004 ' ± 
0,02 

2 1,875 0,10 ± 
0,03 

3 3,75 0,18 ± 
0,05 

5,625 0,16 ± 
:_, 0,05 

5 7,5 8;4375 23 0,30 ± 
0,09 

6 9,375 6 0,4 ± 0,1 
7 ll,25 1 2 0,2 ± 0,1 
8 13,125 ·1 3 0,6 ± 0;3 
9 15 1 
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Tablica 15: Životna tablica za uzorak kombinacije spola muški primatelj/ženski davatelj . 

r. sr~~a broj broj % gµ~t · . Stopa 
Jnt interval in · · · · · preživlja pjer hazarda 

/~d ±W 

I o 0,02 ± 
. ~0,01 

2 1,875 39 0,18 ± 
0,05 

3 3,75 21 . 0,09 ± 
0,05 

4 5,625 16 0,18 ± 
0,09 

5 7,5 ' 8 ··o,3 ± 0,2 
6 9,375 4 0,3 ± 0,2 
7 11,25 2 0,2 ± 0,2 
8 13,125 2 0,3 ± 0,3 
9 15 1 

Tablica 16: Životna tablica za uzorak kombinacije spola ženski primatelj/muški davatelj . 

r. Sredilia' · broj br~j broj ¼ · % tgus' · Stopa 
Int. interval. in · acij izlož~ odba · · i' preživlja 'vjer hazarda 

I god. . . . . . ± SD 

I O 

2 1,875 

3,75 

5,625 

7,5 
9,375 

7 11,25 
8 13,125 
9 15 

15 
9 C 

3 
2 
1 

135 

0,05 ± 
0,03 
0,09 ± 
0,05 
0,12 ± 
0,06 
0,11 ± 
0,06 
0,3 ± 0,1 
0,4 ± 0,2 
0,2 ± 0,2 
0,4 ± 0,4 



Tablica 17: Životna tablica za uzorak kombinacije spola ženski primatelj/ženski davatelj . 

r. .sredina broj 'broj ibroj % % gus Stopa 
int. interval ·intewal pacij izlože odbaci odbaci preživlja vje ' hazarda 

I god. I god. enata · · ·"" anja o ·· ± SD 
. t1 _I 

I o 0,01 ± 
0,01 

2 1,875 21 0,16 ± 
0,07 

3 3,75 14 4 71 0,19 ± 
0,09 

4 5,625 60 0,3 ± 0,1 .. 
5 7,5 92 0,05 ± 

0,07 
6 9,375 o 89 0,07 ± 

0,09 
7 11,25 12;l875;3 1 67 0,2 ± 0,2 . 
8 13,125 '14,062~ 2 o 75 0,2 ± 0,2 ' , 

9 15 2 25 
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Tablica 18: Sumarna tablica za preživljavanje s obzirom na kombinaciju spolova 

primatelj/davatelj. kategorija M/M, M/Ž, Ž/M i Ž/Ž pokazuje da nema 

razlike u preživljavanju (x2=73, p=0,86). 

br. 
Int. 

% preživljavanja (P) 

.sr ·m 
interv M/M M/Ž 

1,875 82 71 '-e;,»..::,~,:,11! 75 
~3~,~75 __ ,-.$~J . • """--_7_1 ____ 85 _______ 7~1;..,_ __ 
j 5,625 75 71 60 
-,......1_,_,5 ______ .....,"""'' • , ,,.,.,.,. 56 50 .2L __ 
J 9,375 . 50 . 50 89 

11,25 67 75 67 , 
113,125 25 50 75 

15 ·so so 2s 

ove 4 kategorije, se da nema razlike u 

pre1ivljavanju (x2=73, p=0,86% - tablica 18), što je vidljivo i iz slike 18. 
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Slika 18. Proporcija preživljavanja transplantata s obzirom na vrijeme preživljavanja 

transplantata za kombinaciju spolova primatelj/davatelj: primatelj i davatelj muškog spola-

M/M, primatelj muškog spola i davatelj ženskog spola-M/Ž, primatelj ženskog spola i 

davatelj muškog spola-Ž/M, primatelj i davatelj ženskog spola-Ž/Ž. Podaci su 

temeljem Kaplan-Meierove metode. 
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4,1.5.8 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na trajanje dijalize prije 

transplantacije 

Prema trajanju dijalize prije transplantacije bolesnici su grupirani u tri skupine (tablica 

19): 

1. trajanje dijalize manje od 3 godine 

2. trajanje dijalize od 3 do 1 O godina 

3. trajanje dijalize više od 1 O godina 

preživljavanja u ovim kategorijama nije 

razlika (x2=0,96; p=0,62 - tablica 20), što bi vodilo da trajanje dijalize prije 

transplantacije ne na preživljavanje transplantata, a vidljivo je na slici 19. 

Tablica 19: Preživljavanje transplantata s obzirom na trajanje dijalize 

trajanje 
dijalize 

,ukupni 
broj 

, ,. bolesnika 
< 3 god 134 
3-to god. ., , 79 
>10 god. · ·r 13 
Ukupno · · 226 

139 

preživljavanje transplantata / 
od. 

SD 

3,6 
4,0 
3,8 



Tablica 20: Životna tablica preživljavanja transplantata s obzirom na trajanje dijalize u 

navedene tri skupine bolesnika 

% preživljavanja (P) 

dijaliza 
,, < 3 god. 

78 
90 
63 
71 
70 
67 

dijaiiza . ,, Dijaliza 
, 3-10 god. > 10 god. 

140 

' 76 
89 

' 88 
86 
60 
so 
100 
o 
o 
o 



- <3god. 
o 1.--..._..__._.....__.___.___.___.___...__.___._.___.......__.__;_ ....__.......__.___. - 3-10 god. 

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 - > 10 god. 

vrijeme preiivljavanja/ god. 

Slika 19. Kumulativni postotak preživljavanja kroz proteklo poslijetransplantacijsko 

vrijeme, za tri kategorije bolesnika prema trajanju dijalize prije transplantacije (vidi 

legendu) 
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4,1.5.9 Analiza preživljavanja transplantata s obzirom na trajanje hladne ishemije 

smo spomenuli da na uspjeh preživljavanja i kvalitet samog organa koji se 

transplantira. Stoga smo analizirali preživljavanje transplantata s obzirom na trajanje hladne 

ishemije bubrega prije transplantacije (tablica 21): 

1. trajanje hladne ishemije do 12 sati 

2. trajanje hladne ishemije od 12 do 24 sata 

3. trajanje hladne ishemije dulje od 24 sata. 

preživljavanja u ove tri grupe nije razlika 

(x2=0,73; p=0,67 - tablica 22), što je vidljivo i u tablici preživljavanja i na slici 20. 

Tablica 21: Preživljavanje transplantata s obzirom na trajanje hladne ishemije 

Trajanje ukupni 
bJadne broj 
ishemi · e bolesnika 

<12h 
12-24 h 
>24Ji 
Ulm no 

103 
102 
21 
226 

od. 
broj · ; medijan 
odbacivanja , 

. to 
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Tablica 22: Životna tablica preživljavanja transplantata s obzirom na trajanje hladne 

ishemije 

' . 

o 
j 1.67 

3 , 3.33 
4 ":1 ,,._ 5-.0--
5 - .· ,! 6.67 
6 l,__8-.3-3 --
1 -~ 10.0 
8 ·1---1-1.---67_--:, 
.9 ', 13.33 

, 10 ·, , 15.0 

% preživljavanja (P) 
trajanje h(.adne ishemi}e :, 

12-24 h 

92 
80 
94 
66 

. 73 
'J1 -\,.,-'~--~-.. 83 
,: , 43 

' jf• -------~"= 
. 80 
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o 
o 

p 

0,67 
(n.s.) 



• c 
=-> 
iii • .. a. 

• .. o ; 
o a. 
c 
.? 
1i 
i ::, 

120 

100 

80 

60 

40 

20 
• <12 h 

12-24 h 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 11 12 13 14 15 16 17 18 19 • >24 h 

vrijeme prefivljavanja / god. 

Slika 20. Kumulativni postotak preživljavanja kroz proteklo poslijetransplantacijsko 

vrijeme, za tri kategorije bolesnika prema trajanju hladne ishemije (vidi legendu) 
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4.2 REZULTATI RETROSPEKTIVNE IMUNUNOLOŠKE ANALIZE 

4.2.l RASPODJELA TRANSPLANTIRANIH BOLESNIKA U UZORKU PREMA 

PODUDARNOSTIU HLASUSTAVU 

da je jedan od glavnih parametara za odabir primatelja bubrega podudarnost 

u HLA sustavu s davateljem, analizirali smo i broj nepodudamosti (u anglosaksonskoj 

literaturi mismatches tj . MM) u HLA-A, B i DR lokusu primatelja i 

davatelja organa. je stav da se za transplantaciju biraju primatelji sa što 

manjim brojem nepodudarnosti (i to u DR, zatim Bi na kraju A lokusu). 

ukupan broj nepodudarnosti u sva tri lokusa Nidjeli smo da je svega 7 (3,1 %) 

bolesnika bilo potpuno podudamo s davateljem ( u literaturi poznato kao puna podudarnost 

«full house»), 28 (12,4%) je imalo jednu nepodudarnost, 89 (39,4%) dvije, a 87 (38,5%) tri 

nepodudarnosti. Svega dva bolesnika (0,9%) imala su pet nepodudamosti, a njih 13 (5,7%) 

(slika 21, tablica 23). 
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Tablica 23: Raspodjela broja bolesnika u uzorku prema ukupnom broju nepodudarnosti u 

HLA-A,B i DR lokusu. 

100 

90 

80 

70 
ftl 60 JI: c 
"' GI 50 o .c 
o' .. 40 
.c 

30 

20 

10 

o 

broj nepodudarnosti 
o 
1 
2 
3 
4 
5 
Ukupno 

o 1 

broj bolesnika 
7 
28 
89 
87 
13 
2 
226 

2 3 

% 

3,1 
12,4 
39,4 
38,5 
5,7 
0,9 
100 

4 

broj ne podudarnosti u HLA-A,B i DR lokusu 

5 

Slika 21. Raspodjela broja bolesnika prema ukupnom broju nepodudarnosti u HLA-A,B i 

DRlokusu 
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Smatra se da je za uspješno preživljavanje transplantiranog bubrega najvažnija 

podudarnost u DR lokusu, o se u našem Centru vodi I 07 bolesnika 

(47,3%) je podudamo u DR lokusu sa davateljem, 106 (46,9%) ima jednu nepodudarnost, a 

samo jedan bolesnik (0,4%) dvije nepodudamosti. Drugi po važnosti je B lokus. Od 226 

bolesnika, 35 (15,5%) je bilo podudamo sa davateljem, 167(73,9%) je imalo jednu, a 24 

(10,6%) dvije nepodudamosti. I na kraju u A lokusu bolesnika (65,5%) je imala 

jednu nepodudarnost, njih 29 (12,8%) dvije nepodudamosti, dok ih je 49 (21,7%) bilo 

podudamo (slika 22). 

180 

160 
140 

120 
c 100 tn 
.! 
0 
.Q 80 o' .. 
.Q 60 

40 
20 
o 

HLA-A lokus HLA-B lokus HLA-DR lokus 

Slika 22. Raspodjela bolesnika prema broju nepodudamosti (MM) u pojedinim HLA-

lokusima 
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4.2.2 RASPODJELA TRANSPLANTIRANIH BOLESNIKA U UZORKU PREMA 

PRISUTNOSTI PROTUTIJELA 

Uzorak primatelja bubrega je analiziran s obzirom na prisutnost 

protutijela u serumu prije transplantacije. U dijaliziranih bolesnika se ( svaka 3 

mjeseca) vrši «screening» za protutijela u serumu. Pod «screeningom» se 

podrazumijeva testiranje seruma ispitanika s panelom limfocita poznate HLA 

metodom testa, u prisutnosti komplementa, standardnim 

postupkom prema Terasakiju. Bolesnik je senzibiliziran u smislu prisutnosti 

protutijela ako u testu daje pozitivnu reakciju s nekim od limfocita s panela. U 

anglosaksonskoj literaturi je izražavanja npr. prisutno je 50% panel-

reaktivnih protutijela ili PRA, pa se ta uvriježila i kod nas. Od ukupno 

226 bolesnika, 196 (86,7%) ih nije bilo senzibilizirane tj, nije imalo prisutna PRA u 

posljednjem uzorku seruma neposredno prije transplantacije. U 30 bolesnika (ll9%) su 

(PRA od 6 do 84%), s nešto malo udjelom bolesnika s 

vrijednosti od 10%, a samo jedan od njih imao je više od 85% PRA (slika 23). 
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%PRA u serumu bolesnika prije transplantacije 

Slika 23. Raspodjela broja bolesnika prema postotku panel reaktivnih protutijela (PRA) u 

posljednjem uzorku seruma, prije transplantacije. 
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4.2,3 ANALIZA PREŽIVLJAVANJA TRANSPLANTATA S OBZIROM NA 

PODUDARNOST U HLA SUSTAVU 

Pored neimunoloških poznato je da na preživljavanje imaju utjecaj i 

imunološki Stoga smo željeli ispitati kako podudarnost u HLA sustavu (HLA-A, 

Bi DR lokusu) djeluje na preživljavanje transplantata u našem istraživanju. Bolesnike smo 

podijelili u grupe s obzirom na broj nepodudarnosti (u anglosaksonskoj literaturi 

mismatches ili MM, pa tu koristiti u daljnjem tekstu): O MM-

podudarni, 1 MM- 1 nepodudarnost, 2 MM- 2 nepodudarnosti, 3-4 MM- 3 do 4 

nepodudamosti i 5-6 MM- 5 do 6 nepodudamosti (tablica 24). 
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Tablica 24: Preživljavanje s obzirom na broj nepodudarnosti u HLA lokusu. Bolesnici su 

podijeljeni u skupine s obzirom na broj nepodudarnosti u HLA lokusima. 

preživljavanje transplantata I 
· od. 

Broj ukupni 
nepo u·broj SD 
lokus· bolesnika 
HL.A-
o 49 . 3,8 
1 . 148 3,8 
2 29 3,6 
HL.A 
o 35 4,5 
1 167 -~ 3,7 
2 24 ' 3,1 
HLA 
0-1 61 · 3,9 
2 131 3,8 
3-4 64 3,2 
HL.A 
0-1 35 "'. 4,3 
2-4 189 3,7 
5-6 2 

razlike u preživljavanju s obzirom na broj nepodudarnosti u HLA sustavu nisu 

što se može objasniti premalim brojem ispitanika u pojedinim 

skupinama u tablici preživljavanja 24 i na slici 24). 
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Tablica 25: Tablica preživljavanja za pojedine grupe bolesnika prema broju 

nepodudamosti u pojedinim HLA lokusima. Preživljavanja su unutar zadanih 

skupina. 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

g 

[1:f 
J5„0 , : Q O • ,.. -. ·" 

P 0,46 (o.s.) 0,42 (o.s.) O, 75 (o.s.) 0,27 (o.s.) 
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Slika 24. Kumulativni postotak preživljavanja kroz proteklo poslijetransplantacijsko 

vrijeme, za dvije kategorije bolesnika prema ukupnom broju nepodudarnosti u HLA 

!okusima A, B i DR. U obradi podataka bolesnici su kategorizirani u 3 skupine prema 

ukupnom broju nepodudarnosti (0-1, 2-4 i 5-6), no u kategoriji je premali broj 

za preživljavanja. 
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4.2.4 ANALIZA PREŽIVLJAVANJA TRANSPLANTATA S OBZIROM NA 

PROTUTIJELA U SERUMU 

Drugi važan imunološki svakako predstavljaju protutijela u 

serumu primatelja prije transplantacije (panel reactive antibody ili PRA u anglosaksonskoj 

literaturi). uzorak primatelja, mi smo ih grupirali u 3 skupine s obzirom na 

postotak PRA: 0%, 6-84% i >85%, no zbog premalog broja ispitanika u posljednoj grupi 

(PRA>85%) smo analizu samo na dvije grupe (tablica 26): 

1. PRA prisutna u serumu prije transplantacije 

2. PRA negativna u serumu prije transplantacije 

Iz životne tablice 27 i slike 25 vidi se da nema razlike u 

preživljavanju ove dvije grupe (p=0,41). 

Tablica 26: Preživljavanje s obzirom na prisutnost panel reactive antibodies (PRA) u 

serumu: bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: 1. bez prisutnosti PRA i 2. PRA >O 

panel 
reactive 
antibodies 

.ukupni 
broj 
bolesnika 

175 
51 
226 

preživljavanje transplantata / 
, od. 

tiroj ' · · · Medijan s,rednja 
odbacivanja " vrijetlriost SD 
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Tablica 27: Životna tablica za preživljavanje transplantata u ove dvije grupe bolesnika 

% preživljavanja (P) 

int. '' , intervala PRA=O PRA>O 

/ god. 

o 94 93 

1.67 78 82 

3.33 90 88 

. 4 ' , '. ·i 5.0 69 65 

5 , 6.67 67 66 ,, 
; 

6 .. , J 8.33 73 75 

10.0 56 78 

11.67 78 67 

13.33 28 o 
15.0 o o 
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Slika 25. Kumulativni postotak preživljavanja kroz proteklo poslijetransplantacijsko 

vrijeme, za dvije kategorije bolesnika prema prisutnosti pdnel reactive antibodies (PRA) u 

serumu (vidi legendu) 
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4.3 REZULTATI PROSPEKTIVNE IMUNOLOŠKE ANALIZE 

4.3.1 IL-2 NA ISPOLJA V ANJE PERFORINA U LIMFOCITIMA 

PERIFERNE KRVI TRANSPLANTIRANIH BOLESNIKA 

Poznato je da je IL-2 jedan od citokina odgovornih za regulaciju 

ekspresije perforina u perifernoj krvi. Istraživanja su pokazala da je IL-2 snažno 

eksprimiran u transplantatu tijekom akutne krize odbacivanja (340). Stoga smo željeli 

ispitati stimulacije limfocita periferne krvi s IL-2 (100 i.j./ml) kroz 6h i kroz 24h u 

transplantiranih bolesnika koji toleriraju bubreg dulje od tri godine. smo 

da 100 i.j./ml ne udio perforin pozitivnih limfocita (P+), niti nakon 6\ a niti 

nakon 24h, iako, u transplantiranih bolesnika broj molekula 

perforina po pojedinoj stanici, tzv. AFI (od engl. Average Fluorescence Intensity) nakon 6h 

(p<0,05, slika 26). Stimulacija limfocita periferne krvi (LPK) sa 100 i.j./ml IL-2 u zdravih 

odraslih osoba ne udio P+ stanica, a niti broj molekula perforina po 

pojedinoj stanici (slika 26). Interesantno je da se ne razlikuje postotak P+ stanica prije 

stimulacije IL-2 u zdravih i transplantiranih osoba. Nema razlika niti 6h i 24h 

nakon stimulacije s IL-2. broj molekula P po stanici (AFI vrijednost) 

mnogostruko je niži u bolesnika s transplantiranim bubregom, koji su podvrgnuti 

višegodišnjoj imunosupresivnoj terapiji (AFI-15 u usporedbi s AFI-41 u zdravih osoba, 

p<0,05). Stimulacija s IL-2 u dozi od 100 i.j./ml samo je lagano povisila AFI za P u zdravih 

osoba, ali je povisila u transplantiranih, kako je i iste 
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više vrijednosti u transplantiranih (AFI-24) su niže od AFI vrijednosti u zdravih nakon 6-

satne stimulacije (AFI-45) i približavaju se istoj vrijednosti nakon 24h. 

Pratili smo i stimulacije istom koncentracijom IL-2 na P+ subpopulacijama 

LPK. Vidjeli smo da se u transplantiranih bolesnika ne udio dvostruko pozitivnih 

P+CD8+, ali se broj molekula petforina po pojedinoj stanici nakon 24-

satne stimulacije (p<0,05, slika 27). U zdravih osoba ne se udio dvostruko 

pozitivnih P+CD8+ limfocita, niti se broj molekula petforina po 

pojedinoj stanici nakon 6-satne i 24-satne stimulacije sa 100 i.j./ml IL-2 (slika 27). Postotak 

P+CD8+ stanica je prije stimulacije gotovo isti u zdravih' i transplantiranih i ne mijenja se 

niti nakon stimulacije. I ovdje su AFI vrijednosti u transplantiranih prije i nakon 

stimulacije IL-2 dvostruko niže nego u zdravih. Šest sati nakon stimulacije, AFI vrijednost 

za P u CD8+P+ stanicama transplantiranih je niža nego u zdravih osoba (p<0,01). 

Tijekom 24-satne kultivacije s 100 i.j./ml IL-2 došlo je do porasta u 

transplantiranih (p<0,04), dok u zdravih taj porast nije bio 

stimulacija limfocita periferne krvi sa IL-2 ne udio dvostruko 

pozitivnih P+CD56+ limfocita niti u zdravih, niti u transplantiranih osoba, a postotak 

P+CD56+ je podjednak u obje grupe. U transplantiranih bolesnika AFI vrijednost je 

višestruko niža nego u zdravih, kako prije, tako i 24 sata nakon stimulacije (p<0,05, slika 

28). No, dok se u zdravih gotovo ne mijenja tijekom 6 i 24-satne stimulacije, u 

transplantiranih se nakon 6-satne stimulacije (p<0,05, slika 28). 

Interesantno je primjetiti da u obje subpopulacije dolazi do porasta AFI vrijednosti za 
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perforin, s time da u P+CD56+ limfocitima koji su prva linija obrane organizma taj porast 

nastupa ranije, 6h nakon stimulacije, a u CD8+P+ stanicama 24h nakon stimulacije. 

4.3.2 IL-15 NA ISPOLJAVANJE PERFORINA U LIMFOCITIMA 

PERIFERNE KRVI TRANSPLANTIRANIH I DIJALIZIRANIH 

BOLESNIKA 

Punih dvadeset godina IL-2 je smatran «kraljem» citokinske obitelji. 

da IL-2 deficitni sojevi miševa imaju održane funkcije imunološkog sustava i mogu 

odbaciti transplantat isto kao i normalni miševi (328); te da blokada IL-2 u samom 

transplantatu ne odbacivanje (174, 408), potaklo je na istraživanje uloge ostalih 

citokina u transplantacijskoj imunologiji. Interleukin-15 je po svojoj biološkoj aktivnosti 

IL-2, a smatra se da u nedostatka IL-2 preuzima njegovu funkciju. 

Interleukin-15 je tijekom odbacivanja humanih bubrežnih transplantata, neovisno o 

IL-2 (331, 422). Stoga smo željeli ispitati trodnevne stimulacije limfocita periferne 

krvi s IL-15 (2ng/ml) u bolesnika koji toleriraju transplantirani bubreg dulje od tri godine. 

smo da IL-15 višestruko udio perforin pozitivnih limfocita periferne krvi 

(p<0,05), za razliku od trodnevne stimulacije s IL-2 i Concavalinom A (ConA), koji ne 

na postotak perforin pozitivnih limfocita, vjerojatno zbog malog broja uzoraka i 

stoga velikog raspona vrijednosti (slika 29). broj molekula perforina po pojedinoj 

stanici, (AFI) se ne mijenja u trodnevnoj kulturi, bez obzira da li su limfociti stimulirani IL-

2, IL-15 ili ConA (slika 29). U bolesnika koji se redovito hemodijaliziraju, trodnevna 
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stimulacija limfocita periferne krvi s IL-2, IL-15 ili ConA ne udio perforin 

pozitivnih stanica, niti broj molekula perforina po pojedinoj stanici (slika 29). 

interesantno je usporediti stimulacije limfocita periferne krvi dijaliziranih 

i transplantiranih bolesnika citokinima (IL-2 i IL-15) i ConA kroz tri dana (slika 29). Nema 

razlike u postotku P+ stanica dijaliziranih i transplantiranih bolesnika prije 

stimulacije, ali se razlike pojavljuju nakon stimulacije. Interleukin-15 se pojavljuju kao 

snažan stimulus za porast ekspresije P u limfocitima transplantiranih (postotak P+limfocita 

raste s 22% na 75%; p<0,05), dok u dijaliziranih nema nikakvog utjecaja i postotak P+ 

limfocita je niži nego u transplantiranih (p<0,05). Nema porasta nakon 

stimulacije s IL-2 (38%) i ConA (42%). 

subpopulacije dvostruko pozitivnih limfocita periferne krvi nakon 

stimulacije citokinima u transplantiranih bolesnika, vidjeli smo da IL-15 

udio P+CD8+ limfocita periferne krvi (p<0,01), u odnosu na trodnevnu 

stimulaciju IL-2 i ConA (slika 30). broj molekula perforina po pojedinoj stanici, 

se ne mijenja bez obzira na vrst stimulacije (slika 30). U dijaliziranih bolesnika je postotak 

P+CD8+ limfocita gotovo jednak kao i u transplantiranih, a trodnevna stimulacije 

citokinima (IL-2 i IL-15) i ConA ne na njega. Ako usporedimo odgovor CD8+P+ 

limfocita na stimulaciju citokinima u obje grupe, vidimo da je on znatno i viši u 

transplantiranih bolesnika (p<0.01), dok u dijaliziranih nema odgovora. 

Vrijednost AFI se u dijaliziranih ne mijenja tijekom trodnevne stimulacije IL-15 i IL-2 i 

je niža nego li u transplantiranih (p<0,05). 
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Postotak nestimuliranih P+CD56+ limfocita podjednak je u transplantiranih i 

dijaliziranih bolesnika. Trodnevna stimulacija IL-2 i ConA ne na postotak CD56+P+ 

stanica u obje grupe (slika 31). IL-15 udio P+CD56+ 

Jimfocita periferne krvi u transplantiranih bolesnika (p<0,05), a taj je porast viši 

nego u dijaliziranih (slika 31, p<0,05). Trodnevna kultivacija ne mijenja AFI vrijednost za 

perforin u obje grupe, iako je ona niža u dijaliziranih, kako prije stimulacije, tako i nakon 

llJe. 

4.3.3 LIMFOCIT A PERIFERNE KRVI u 
TRANSPLANTIRANIH I DIJALIZIRANIH BOLESNIKA 

je perforin glavni medijator u reakcijama limfocitima 

posredovane smo željeli ispitati aktivnost NK stanica 

periferne krvi prema NK osjetljivoj liniji K562 u transplantiranih bolesnika. U 

dvosatnom testu ispitivali smo sposobnost nestimuliranih 

limfocita periferne krvi, te nakon 24-satne stimulacije sa IL-2 (100 i.j./ml) protiv ciljnih 

stanica K562 u omjerima efektorskih i ciljnih stanica (6:1, 12,5:1, 25:1, 50:1) 

(slika 32). Dvadeset satna stimulacija s IL-2 sposobnost 

limfocita periferne krvi (p<0,01). Usporedno s aktivnosti ispitivali 

smo i ispoljenost perforina u limfocitima neposredno prije ulaska u test i nakon što su 2 

sata bili u kontaktu s K562 stanicama u omjeru 50: 1. Rezultati su pokazali da nestimulirani 

limfociti periferne krvi ne gube perforin tijekom dvosatnog testa ali se 
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broj molekula perforina po pojedinoj stanici (p<0,0 1, slika 

33). Za razliku od njih, limfociti stimulirani kroz 24h IL-2 (100 i.j./ml) gube perforin 

tijekom dvosatnog testa (p<0.05), dok se broj molekula perforina 

po pojedinoj stanici ne mijenja (slika 34). 

Ispitali smo i sposobnost nestimuliranih limfocita periferne krvi 

dijaliziranih bolesnika, te nakon 24-satne stimulacije s IL-2 ( 100 i.j .!!111) i IL-15 ( 5ng/ml) 

protiv ciljnih K562 stanica u istim omjerima efektorskih i ciljnih stanica (6:1, 12,5:1, 25:1, 

50: 1 ). Vidjeli smo da je sposobnost nestimuliranih limfocita periferne krvi 

dijaliziranih bolesnika izrazito niska i da IL-2 na nju ne kao što to u 

transplantiranih bolesnika (slika 35). dvadeset satna stimulacija s IL-15 

(5ng/ml) sposobnost limfocita periferne krvi (p<0,01). 
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Slika 26. Ue'inak stimulacije interleukinom-2 (100 i.j./ml) in vitro limfoc11ta 
periferne krvi zdravih osoba i bolesnika s transplantiranim bubregom 

na ispoljavanje perforina (P): 
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Slika 27. stimulacije interleukinom-2 (1 00i.j./ml) in vitro limfocita 
periferne krvi zdravih osoba i bolesnika s transplantiranim bubregom 

na ispoljavanje perforin+ /CD8+ stanica (P+/CD8+): 
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Slika 28. stimulacije interleukinom-2 (1 00i.j./ml) in vitro limfocita periferne krvi 
zdravih osoba i bolesnika s transplantiranim bubregom 

na ispoljavanje perforin+ /CD56+ stanica (P+/CD56+): 

A) Postotak P+/CD56+ stanica B) AFI# za perforin u P+/CD56+ stanicama 
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Slika 29. stimulacije in vitro limfocita periferne 
krvi dijaliziranih bolesnika i bolesnika s 

transplantiranim bubregom na ispoljavanje perforin+ 
{P+) stanica: 
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Slika 30. stimulacije in vitro limfocita periferne krvi 
dijaliziranih bolesnika i bolesnika s transplantiranim 
bubregom na ispoljavanje perforin+/CD8+ (P+/CD8+) 

stanica: 
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Slika 31. stimulacije in vitra limfocita periferne krvi 
dijaliziranih bolesnika i bolesnika s transplantiranim 

bubregom na ispoljavanje perforin+/CD56+ (P+/CD56+) 
stanica: 

A) Postotak P+/CD56+ stanica 
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Slika 32. IL-2 snažno limfocita 
periferne krvi {LPK) u osoba s transplantiranim 

bubregom 
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Slika 33. Sadržaj medijatora perforina { P ) u 
limfocitima periferne krvi {LPK) osoba sa 

transplantiranim bubregom tijekom 2h testa 
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Slika 34. Sadržaj medijatora perforina (P) u 
interleukin-2 stimuliranim limfocitima periferne krvi 

(LPK)osoba s transplantiranim bubregom tijekom 2h 
testa 
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Slika 35. interleukina-2 (IL-2) i interleukina-15 (IL-
- 15) ·na aktivnost limfocita periferne krvi (LPK) u 

dijaliziranih bolesnika protiv NK osjetljive K-562 
linije 
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5 RASPRAVA 

5.1 RASPRAVA O UTJECAJU NEIMUNOLOŠKIH NA 

PREŽIVLJAVANJE TRANSPLANTATA 

Na novog milenija transplantacija se s velikim problemom, 

a to je nedostatak organa za transplantaciju. U zadnjih par intenzivno se radi na 

proširenju programa transplantacije s nesrodnih davatelja (transplantacija organa s umrlih 

osoba), a istovremeno se istražuju nove kao napr. transplantacija životinjskih 

organa, što bi moglo predstavljati i trajno rješenje. Pored transplantacije rožnice, koja je 

imunološki privilegirano tkivo, transplantacija bubrega je svakako najzastupljeniji vid 

transplantacije organa. 

da je cilj transplantacije osigurati što duže, a po i trajno 

preživljavanje presatka, odbacivanje transplantata u prvoj godini ne predstavlja nikakvu 

dobrobit za bolesnika u usporedbi s dijalizom, a niti u financijskom smislu ( cost-benefit). 

Naime tijekom prve transplantacije dolazi do senzibilizacije primatelja, što otežava ili 

pronalaženje novog podudarnog presatka. Stoga se svakako 

parametara koji na ishod transplantacije. Još 1982.g. Van Rood je 

postavio hijerarhijsku ljestvicu imunoloških faktora koji na ishod transplantacije 

(375). Prvi na listi tih bio bi da li je primatelj jak ili slab reaktor (responder), a 

su prijetransplantacijske transfuzije krvi. Tek na mjestu je 
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HLA determinanti (podjednako A, B i DR lokusa), a na non-

MHC determinanti, uz naravno interreakcije svih 

Danas se smatra da na preživljavanje presatka tri vrste 

imunološki, neimunološki ili tzv. i koji induciraju imunološku 

toleranciju. Mnogobrojne studije diljem svijeta u zadnje vrijeme pokušavaju utvrditi utjecaj 

ovih na uspješno preživljavanje presatka. Jedna od njih je i velika CTS studija 

(Collaborative Transplant Study) koja je još 1982.g. u Heidelbergu i traje sve do 

današnjih dana, a u nju je preko 300 transplantacijskih centara (8). 

Naijednostavniji vrednovanja utjecaja ovih faktora na ishod transplantacije Je 

analiza preživljavanja presatka u grupama primatelja. '-

koji na ishod transplantacije mogu se podijeliti u tri grupe, ovisno 

da li su vezani za primatelja, davatelja ili sam transplantirani organ. 

Tako je da na preživljavanje dob primatelja i davatelja organa (3, 45, 

46, 103, 152, 192, 307, 313, 315). Analize CTS-a su pokazale da najbolje preživljavanje 

ima bubreg davatelja u dobi od 16 do 40 godina. Ukoliko su davatelji stariji preživljavanje 

kroz 5 godina je 20% lošije (247). Rezultati iz Eurotransplanta ukazuju na lošije 

preživljavanje ukoliko su davatelji od 16 i stariji od 55 godina (315). Studija NIT-a 

(Nord Italian Transplant) koja je obuhvatila 1169 transplantiranih bolesnika to 

Naime bubreg davatelja od 50 godina ima više 4-godišnje 

preživljavanje, nego li u starijih davatelja (85,3%:73,5%) (307). je i postotak za 

EGF (excellent graft function ) viši u grupi davatelja (72,7%:40,8%) 

(307). Druga studija NIT koja je obuhvatila 31 O 1 bolesnika ponovno je to potvrdila 
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(306). Chertow i sur. su u dvije velike studije potvrdili da je viša životna dob davatelja 

udružena s lošijim preživljavanjem transplantata ( 45, 46), a do istih rezultata su došli i 

Matas i sur. (196). Mi nismo razliku u preživljavanju s obzirom na dob davatelja, što 

bi se moglo objasniti i premalim brojem bolesnika u našem uzorku, ali niti neke 

studije nisu potvrdile da viša životna dob davatelja lošije na preživljavanje (153, 

193). 

se vidjelo da primatelj iznad 50 godina života ima lošije 

preživljavanje transplantata negoli ukoliko je životne dobi (podaci iz NIT-a: 

78,1%:84,4%) (307, 315). tome u starijih b6lesnikaje i lošija funkcija grafta (EGF) 

u usporedbi sa dobnom skupinom (58,3%:70,9%) (307). I nove studije (192, 204) 

su pokazale da su stariji primatelji izloženi riziku za razvoj zatajenja 

transplantata, što se pokazalo neovisnim o dobi davatelja, trajanju hladne ishemije i akutnoj 

krizi odbacivanja. Mi smo zapazili bolje 4-godišnje 

preživljavanje transplantata u starosnoj grupi primatelja od 16-50 godina u odnosu na 

primatelje preko 50 godina. Pokušali smo usporediti preživljavanje transplantata 

usporedo starosnu dob i primatelja i davatelja, grupiravši ih u 4 kategorije: primatelj i 

davatelj od 50 godina; primatelj stariji od 50 godina, davatelj od 50 godina; 

primatelj od 50 godina, davatelj stariji od 50 godina i primatelj i davatelj stariji od 

50 godina. lako nismo dobili razliku u preživljavanju, ipak je 

trend lošijeg preživljavanja ukoliko su i primatelj i davatelj stariji od 50 godina. 

bismo mogli da ukoliko su i primatelj i davatelj od 50 godina, 
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ishod transplantacije, gledan kroz 4-godišnje preživljavanje i funkciju transplantata, biti 

svakako znatno bolji, nego ukoliko pripadaju starijim dobnim skupinama. 

sve je više bolesnika starijih od 65 godina života (370). 

da starija životna dob primatelja ne predstavlja povoljan za preživljavanje 

transplantata, transplantacije treba pažljivo razmotriti, u obzir ne 

samo medicinsku, i te socijalnu problematiku. U NIT-u su ovaj problem 

pokušali rješiti protokola tzv. dvostrukog bubrega (double kidney), tj . oba 

bubrega davatelja starijeg od 60 godina ( oštecena dijabetesom, hipertenzijom i sl) se 

transplantiraju primatelju približno iste dobi, koji je prethodno informiran o stanju bubrega 

(197, 278), što je pokazalo dobre rezultate, a isto izvještavaju Mackenzie i suradnici (197). 

Osim dobi primatelja i davatelja, postavilo se pitanje utjecaja spola. Još je ranih 

sedamdesetih godina da spol primatelja nema bitan utjecaj na ishod transplantacije 

(223). Što se spola davatelja vidjelo se da bubreg muškog davatelja preživljava bolje 

nego bubreg ženskog, a najlošije preživljavaju bubrezi ženskih davatelja u muških 

primatelja (75), što su potvrdile i kasnije studije (348, 45). Analize u NIT-u pokazale su da 

spol primatelja i davatelja ne igraju ulogu u uspjehu transplantacije, što se slaže i s našim 

rezultatima. 

Terasaki i sur (348), su ukazali na 5 koji negativno na 

preživljavanje transplantata: transplantacija bubrega koji od davatelja 

starosne dobi 4-6 godina, kombinacija ženski davatelj/muški primatelj, javljanje akutnih 

kriza odbacivanja i transplantacija (naspram Chertow i sur. (45) su u 

velikoj studiji (31515 transplantacije) da je ishod 
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transplantacije lošiji ukoliko su davatelji starije životne dobi, ženskog spola ili crne rase, uz 

tjelesnu površinu u primatelja kao viši faktor rizika. U drugoj analizi (8582 

transplantacije sa živog donora) ponovno sµ potvrdili da starija životna dob 

davatelja i tjelesna površina u primatelja imaju negativan efekat ( vezano uz 

hiperfiltraciju) na preživljavanje transplantata. Pored toga navode i 

rizika vezane za primatelja kao što su dob, crna rasa i prisutnost 

protutijela (PRA) ( 46). utvrditi koji su rizika za kasni gubitak funkcije 

transplantata, Matas i sur. (196) su akutnu krizu odbacivanja kao jedini 

rizika tijekom transplantacije bubrega sa živog donora. U 

transplantacije je dob davatelja preko 50 godina, te crna rasa primatelja. Massy i 

sur. su u svom istraživanju pratili utjecaj imunoloških i neimunoloških za razvoj 

odbacivanja (193), te nisu utjecaj dobi i rase davatelja, kao niti 

indeksa tjelesnih masa primatelja i davatelja. rizika je akutna kriza 

odbacivanja, povišena razina triglicerida u serumu i proteinuria (193). 

Trajanje dijalize prije transplantacije nema utjecaj na 

preživljavanje bolesnika i transplantata, osim u od 15 godina u kojih dugotrajne 

dijalize mogu biti štetne (377). Studije NIT-a su pokazale da nema razlike u preživljavanju 

transplantata, bez obzira da li je dijaliza trajala manje ili više od 3 godine (307). U našem 

istraživanju vrijeme provedeno na dijalizi prije transplantacije nije utjecalo na ishod 

transplantacije, što se podudara sa rezultatima CTS i NIT-a. 

Vidjelo se da je i stanje transplantata važno za njegovo preživljavanje. Iako 

studija nije dokazala utjecaj trajanja hladne ishemije na preživljavanje transplantata, 
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Amroso i sur. su primjetili da trajanje hladne ishemije bubrega, prije transplantacije, dulje 

od 36 sati pogoršava preživljavanje (8). Smits i sur. su da je, ukoliko je hladna 

ishemija trajala više od 24 sata, rizik gubitka bubrežnog transplantata viši (316). 

Smatra se da akutna ishemija dovodi do lokalnog citokina u bubregu 

(Interferona gamma, rasta beta-1, IL-2, IL-10), 

bubrežnog tkiva, te kasnije gubitka transplantata (87). Prednost kratkotrajne 

hladne ishemije je transplantata (313). 

NIT studija sugerira da bubrezi transplantirani nakon 24 sata hladne ishemije imaju 

lošije preživljavanje nego ukoliko su transplantirani unutar 24 sata (69,2%:83,6%), 

rezultat nije Njihova kasnija studija na broju 

transplantiranih ne pokazuje razliku u preživljavanju u odnosu na trajanje hladne ishemije 

bubrega, što odgovara našim rezultatima. Neke studije su pokušale pokazati da kratkotrajna 

hladna ishemija može smanjiti ili poništiti potrebu za HLA tipiziranjem (326). 

CTS je pokazala da nepodudarnost u HLA sustavu negativno i ako je 

hladna ishemija trajala od 7 sati (245, 246). 

Na žalost studija ne prati istovremeno i imunološke i neimunološke 

posljednjih nekoliko godina sve je više dokaza o 

ovih (196,316,235, 54, 145, 120). 

Danas se važnost prepoznavanja neimunoloških u 

preživljavanju transplantata (247, 80, 257), je njihov štetan utjecaj stalan (316), za 

razliku od imunoloških negativan efekat lagano opada s vremenom. Tako su Smits i 

sur. primjetili da je visoka životna dob primatelja konstantno udružena sa 
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rizikom gubitka transplantata, bez obzira na vrijeme proteklo od transplantacije -ef ekat 

ovisan o vremenu (time-dependent effect u anglosaksonskoj literaturi) (316). Matas i sur. 

sugeriraju da u transplantacije i imunološki i neimunološki 

na ishod transplantacije (196). ako se radi o transplantaciji bubrega živog 

donora, ulogu imaju samo imunološki Tako su Kerr i sur. (141) 

iztjestili da dob davatelja ne na rezulrat transplantacije. Naime u živog 

davatelja bubreg nije izložen kao u transplantacije. Može 

se pretpostaviti da je smanjen broj funkcionalnih nefrona u starijoj dobi, ukoliko nisu 

prethodno bili izloženi dostatan za uspješnu transplantaciju. 
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5.2 RASPRA V A O UTJECAJU IMUNOLOŠKIH NA 

PREŽIVLJAVANJE TRANSPLANTATA 

Glavni je cilj tr~splantacije tkiva i organa osigurati dugogodišnje 

preživljavanje transplantata. Iako je došlo do napretka na polju transplantacije 

bubrega, gubitak transplantata, bilo kao posljedica akutnog ili odbacivanja, i 

dalje predstavlja velik problem. Nastoji se metoda koja što je ranije 

ukazati na reakciju odbacivanja koja se u transplantiranom organu odvija, kako bi se 

pravovremenom i uspješnom imunosupresivnom terapijom odbacivanje 

transplantata. Današnja dijagnostika se uglavnom zasniva na disfunkcije 

transplantata i histopatološkom ispitivanju. slika uz azotemiju i 

infiltraciju transplantata je nedovoljna, i se dijagnoza akutne krize postavlja 

retrospektivno, prema odgovoru na imunosupresivni protokol u krizi odbacivanja. 

Danas kada je akutna kriza odbacivanja sve uzrok gubitka transplantiranog 

organa, u središtu interesa se našio odbacivanje, tj. imunološki ( antigeni) 

koji ga uzrokuju. Pretpostavlja se da je u transplantiranih 

odbacivanju prethodila akutna kriza odbacivanja (195, 371). Na mišjem eksperimentalnom 

modelu se vidjelo da je razvoj histoloških za 

odbacivanje proporcionalan broju akutnih kriza odbacivanja (121). 

Akutna kriza predstavlja rizika da dolazi do ireverzibilnog 

nefrona, koja u pravilu dovodi do aktivnost preostalih nefrona (196). 

Tijekom transplantacije dolazi do imunog konflikta antigenih struktura 
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transplantata i imunokompetentnih stanica primatelja. Jedan od glavnih je 

svakako HLA podudarnost ( od Human leucocyte antigens-HLA ili u anglosaksonskoj 

literaturi Major Histocompatibility Complex-MHC) primatelja i organa. 

Još 1966.g. Van Rood i sur. otkrivaju da kožni transplantat HLA i ABO 

srodnika dulje preživljava, nego ako su podudarni samo u jednom 

sustavu (375). Do kraja sedamdesetih godina se vodilo samo o podudarnosti u HLA-

A i B lokusu, dok se danas pridaje DR, zatim B i nešto manje A lokusu. 

Postoje vrlo jasni dokazi o važnosti HLA antigena klase I i II u preživljavanju transplantata. 

Antigeni klase I su kodirani !okusima HLA-A, B i C, a s obzirom na njihovu 

rasprostranjenost u organizmu, Dausset ih je nazvao identifikacijskom kartom organizma 

(63). Oni imaju funkciju definiranja vlastitog i prepoznavanje stranog ili izmjenjenog 

vlastitog (63). Opelz i sur. su pokazali da podudarnost u HLA-A i B lokusu s davateljem 

nije imala utjecaj na 5-godišnje preživljavanje transplantata (238), što se slaže s našim 

rezultatima. Druge studije su sugerirate da bolesnici podudarni sa davateljem u ovim 

lokusima imaju bolje preživljavanje, nego li oni nepodudarni (86). Istraživanja provedena u 

NIT-u (Nord ltalian Transplant) da podudarnost u HLA-A i B lokusu zajedno sa 

u DRB 1 vodi boljem preživljavanju i funkciji transplantata (307). 

Antigeni klase II su kodirani DR, DQ, DP, DO i DN !okusima, a nalaze se na 

stanicama koje su odgovorne za prezentiranje antigena i indukciju imunog odgovora. lnoga 

HLA-DR lokusa u transplantaciji bubrega je neosporna. Prvi su je dokumentirali Ting i 

Morris (354), a potvrdile su brojne kasnije studije (238, 334). Vidjelo se da podudarnost u 

DR lokusu ima utjecaj na preživljavanje presatka (352) vjerojatno zbog njegove 
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i ekspresije DR molekula na endotelu bubrega (72). 

Nedavno je da je pri ponovnim transplantacijama podudarnost na nivou 

DR splitova (243). utjecaja DR lokusa u kombinaciji sa ostalim, 

pokazalo se da podudarnost u DR i B lokus bitno poboljšava preživljavanje presatka (197). 

U analizama Eurotransplanta se stalno isticao pozitivan efekt podudarnosti u filA 

sustavu kako na jednogodišnje, tako i na 5-godišnje preživljavanje presatka (353). Na grupi 

od 13000 transplantiranih bubrega vidjelo se da ukoliko su primatelj i davatelj 

potpuno podudarni u HLA sustavu (nula nepodudarnosti - O MM), preživljavanje je 

bolje nego u onih sa 2 MM, a isto tako i funkcija transplantata (353), a potpuno 

neovisno o primjeni ciklosporinske terapije. analize iz centara diljem 

svijeta pokazale su iste rezultate (126, 334). ponovnom analizom 

faktora u Eurotransplantu vidjelo se da je podudarnost u HLA sustavu tijekom 

prve dvije godine poslije transplantacije, dok se kasnije taj efekt gubi (315). Analiza 

podataka u našem centru nije pokazala preživljavanje transplantata s 

obzirom na podudarnost u HLA sustavu zbog premalog broja ispitanika u uzorku. 

Novija o važnosti HLA sustava u transplantaciji bubrega koncentriraju se 

na nacionalnu (283) i internacionalnu razinu (242, 314). Javlja se potreba za 

testovima koji pravilno vrednovati prikupljene podatke iz 

nekoliko centara. postoji i problem poznat kao "efekt centra", što je vodilo 

kritiziranju podataka, studije s izrazito velikim brojem bolesnika 

u analizu, mnogo su manje podložne utjecaju iz 

pojedinih centara (47). 
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Uz mnogobrojne rane radove koji govore o lošem preživljavanju transplantata u 

senzibiliziranih bolesnika, postoje i oni koji govore da bolesnici s prisutnim 

protutijelima (PRA) preživljavaju jednako dobro ( 406). Visoko imunizirani bolesnici (PRA 

viša od 85%) imaju tri puta rizik od gubitka transplantata u prvom mjesecu nakon 

transplantacije u sa neimuniziranim bolesnicima (316). Taj negativni utjecaj 

perzistira u poslijetransplantacijskom razdoblju i može biti jedan od glavnih 

razloga kasnog gubitka transplantata (316). Chertow i sur. su potvrdili negativan utjecaj 

visokog postotka PRA u primatelja na preživljavanje transplantata ( 45, 46). Pretpostavlja se 

da bolesnici s visokim postotkom PRA posjeduju limfocite B (aktivirani B 

limfociti s funkcijom stanica-APS), drugim postojanje indirektnog puta 

prepoznavanja antigena (117). Analiza naših bolesnika nije pokazala da je preživljavanje u 

senzibiliziranih bolesnika lošije, što bi se moglo objasniti premalim brojem senzibiliziranih 

bolesnika u uzorku (svega 1 sa PRA>85%, te 13% sa PRA od 6-85%). Bryan i sur. su 

vidjeli da se preživljavanje transplantata ne razlikuje u visoko senzibiliziranih 

bolesnika (PRA>80%), u sa onima u kojih je postotak protutijela 

nizak (36). 
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Poznato je da je aktivacija i infiltracija transplantata 

aktiviranim CD4+ i CD8+ limfocitima, makrofagima i NK stanicama u 

reakciji akutnog odbacivanja. je, kako u eksperimentalnoj, tako i u 

transplantaciji, da ekspresija gena> prethodi znacima odbacivanja 

transplantiranog organa. Tako markera za aktivirane limfocite, kao što 

su perforin i granzim B, u transplantatu, može biti dobar pokazatelj akutne 

krize jer se RNA javlja prije nego se histološki može (50, 94, 

331, 169). je da povišena ekspresija perforina u citoplazmi limfocita 

periferne krvi korelira sa akutnom krizom odbacivanja (265, 268). u bioptatima 

dobivenim iz transplantata je funkcija bila 3 i 6 mjeseci nakon 

transplantacije su infiltrati mononukleara, ali bez povišene ekspresije perforina i 

granzima (331). 

U transplantatima je prisutnost citokina, ali njihova uloga do 

danas nije potpuno razjašnjena (56). Citokini su topivi glikoproteinski proizvodi koji 

neenzimskom reguliraju funkcije stanica. Oni se ne mogu ispravno definirati 

prema svojim na pojedinu stanicu, da svoje aktivnosti ostvaruju 

kao sastavni dijelovi «citokinske mreže». Citokini pokazuju brojne efektorske funkcije u 

održavanju normalne homeostaze, ali i u razvoju imunog odgovora na transplantat. Vidjelo 

se da Th2 tip sekrecije citokina (IL-4, IL-6, IL-10) sudjeluje u humoralnom odgovoru, dok 

je Thl tip sekrecije upleten u imunost posredovanu stanicama (383). je da Thl 

citokini, kao IL-2 i IFN-gamma igraju ulogu u reakciji akutnog odbacivanja posredovanog 

stanicama, CD4+ limfocite T i makrofage, ali i CD8+ limfocite (74, 383). 
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Nasuprot tome, u bolesnika koji više godina toleriraju transplantat je visoka 

ekspresija IL-4, IL-10, IFN-gamma,TGF-beta i nemjerljivo niska razina IL-2 (303). 

Istraživanja su pokazala da je IL-2 snažno eksprimiran u transplantatu tijekom 

akutne krize odbacivanja. Postoji korelacija ekspresije mRNA za IL-2 u 

grafhi i akutne krize odbacivanja (340). je godinama poznato da tijekom odbacivanja 

dolazi do produkcije IL-2 putem stimuliranih CD4+ limfocita i razvijanje receptora za IL-2 

(IL-2R+) na površini aktiviranih CD4+ i CD8+ limfocita T, nekih limfocita Bi makrofaga 

(356), a IL-2 je potreban samo na akutne krize odbacivanja (341). IL-2 

sazrijevanje i proliferaciju limfocita T, a aktivnost NK stanica i 

drugih stanica. Nishodna regulacija proizvodnje IL-2 u limfocitima T bi, in 

vivo, mogla biti dovoljna za održavanje tolerancije na presadak (38), što se vidjelo u 

eksperimentima s miševima, bez obzira na prisutnost velikog broja CTL u 

presatku (58). Injekcijom IL-2 se postiglo promptno odbacivanje presatka (79). 

imunosupresivne terapije na dinamiku ekspresije gena u transplantatu još 

uvijek je nedovoljno poznat. Možda bi se snižena ekspresija gena za IL-7, IL-10 i IL-15, 

perforin i granzim B mogla smatrati pokazateljem uspješne imunosupresije u krizi 

odbacivanja (331 ). Izgleda da imunosupresivna terapija koja CsA, 

kortikosteroide, anti-CD4 monoklonska protutijela inhibira Thl citokine, dok Th2 

citokinska produkcija ostaje (92,219, 273). 

Mnogi autori smatraju da je interleukin-2 primarni citokin odgovoran za regulaciju 

ekspresije perforina. U humanim NK i gama/delta T stanicama IL-2 nema utjecaja na 

ekspresije perforina, jer je perforin u tim stanicama eksprimiran konstitutivno 
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(228, 311), dok stimulacija CD3+LPK interleukinom-2 kroz sata pokazuje 

porast mRNA za perforin u odnosu na nestimuliranu kontrolu, a nakon šest 

sati postiže se (7-8x). Populacija CD8+ alfa/beta T stanicama 

pokazuje 1 O puta ispoljavanje mRNA za perforin nego CD4+ T limfocitna 

subpopulacija. Isto je zapaženo s NK stanicama u perifernoj krvi CD3-CD16+CD56+ 

fenotipa, koje konstitutivno eksprimiraju visok nivo mRNA za perforin, ali se njen sadržaj 

ne može dodatno stimulacijom IL-2 in vitro (304). Suprotno tome Clement i sur. 

su dokazali porast ispoljavanja mRNA za perforin i granzim A i B (0,4-1 puta) u NK 

stanicama šest sati nakon stimulacije s 200 i.j./ml IL-2 ( 49). Interleukin-2 može 

NK stanica prema NK osjetljivoj i rezistentnoj liniji drugim 

mehanizmima: vezanjem, prepoznavanjem i egzocitoze 

putem aktivacije CD16+ molekule. Deplecija CD16+ LPK protutijelom protu-CD16 i 

komplementom ukida direktnu IL-2 stimuliranih CD3+ i CD3- stanica protiv 

K562 linije ( 49). Prema tome IL-2 stimulira 

ovisne o protutijelima. 

Da bi se što bolje pristupilo problemu toleriranja transplantata, svakako je 

interesantno pratiti nivo citokina u perifernoj krvi bolesnika koji transplantirani bubreg 

toleriraju više godina. Mi smo stimulirali limfocite periferne krvi zdravih osoba i bolesnika 

s transplantiranim bubregom s IL-2 (lOOi.j./ml) i nismo udjela P+ 

limfocita u obje grupe, ali je došlo do porasta broja molekula perforina po 

pojedinoj stanici u grupi transplantiranih bolesnika. I dok se postotak P+ limf ocita bitno ne 

razlikuje u zdravih i transplantiranih bolesnika prije i nakon stimulacije s IL-2, AFI 
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ijednost je niža u transplantiranih bolesnika prije stimulacije, što govori u prilog 

~enom potencijalu njihovih stanica. 

Stimulacijom subpopulacija limfocita periferne krvi transplantiranih bolesnika 

ne postotak P+CD8+ limfocita, ali 

broj molekula perforina po pojedinoj stanici nakon 24-satne 

· ulacije, dok u zdravih osoba ne niti na postotak P+CD8+ limfocita, niti na AFI. I 

lJC je AFI za perforin 6h nakon stimulacije niži u transplantiranih bolesnika 

go u zdravih osoba. u transplantiranih bolesnika stimulacija IL-2 u koncentraciji 

100 i.j./ml ne postotak P+CD56+ limfocita, ali broj 

lekula perforina po pojedinoj stanici nakon 6-satne stimulacije, što se podudara s 

tatima Clementa i sur ( 49). U zdravih osoba ne mijenja se niti postotak P+CD56+ 

·ca koji je podjednak onom u transplantiranih, a niti AFI, koji je viši nego u 

transplantiranih, kako prije, tako i 24h nakon stimulacije. Dok je postotak P+ limfocita kao i 

· ovih subpopulacija podjednak u zdravih i transplantiranih prije i nakon stimulacije s 

IL-2, AFI vrijednost za P je višestruko niža u transplantiranih. Izgleda da imunosupresivna 

pija koja djeluje inhibitomo na sekreciju IL-2, djeluje ponajprije na 

perforinskih molekula po stanici. Naime, dodavanjem egzogenog IL-2 u koncentraciji od 

100 i.j./ml dolazi do porasta AFI vrijednosti za P u P+CD56+ limfocitima nakon 6-satne 

ulacije (koji su i prva linija obrane organizma) i P+CD8+ limfocitima nakon 24-satne 

stimulacije, što govori o postojanju potencijala ovih stanica, koji je inhibiran 
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Kada je u pitanju direktan IL-2 na humanih NK stanica 

periferne krvi vidljiv je snažan efekt, što i naši rezultati: IL-2 u 

limfocitima perifem~ krvi jasno povisuje tijekom dvosatnog 

testa uz gubitak perforina tijekom izlaganja K562 liniji. Koncentracija 

IL-2 od 100 i.j./ml ostvarila je u limfocitima periferne krvi, a isto tako 

je bila dostatna za induciranje ispoljenosti perforina. To govori u prilog 

pretpostavci da su limfociti periferne krvi potencijal regulacije ekspresije perforina 

u limfocitima. Naime, je godinama poznato da imunosupresivna terapija 

koju dobivaju transplantirani bolesnici smanjuje ili gotovo ukida 

imuni odgovor, koji je kako u reakcije odbacivanja transplantata, tako i u obranu 

organizma od virusnih infekcija. Jedan od glavnih mehanizama je redukcija proizvodnje 

limfokina, ostalima i IL-2 (5). Naši rezultati ukazuju i na dodatni 

mehanizam: supresiju ekspresije mehanizma. Da li je on rezultat direktnog 

imunosupresije i/ili supresije citokina (IL-2) što indirektno smanjuje aktivaciju gena 

za perforin, teško je na temelju ovih rezultata. U svakom dodavanjem 

egzogenog IL-2 u koncentraciji od 100 i.j./ml se i ekspresija perforina i 

NK aktivnost u transplantiranih bolesnika. 

U dijaliziranih bolesnika NK aktivnost je vrlo niska, a IL-2 nema na 

NK stanica (420). IL-15 u dozi od 5ng/ml ostvaruje snažan 

u limfocitima periferne krvi dijaliziranih bolesnika. Naime, poznato je 

da renalna insuficijencija i hemodijaliza snižavaju postotak NK stanica u 
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perifernoj krvi, što može biti pokazatelj sklonosti razvoja infekcija i malignih 

oboljenja ( 420). 

Svakako je bilo da IL-2 deficitni sojevi miševa, ne samo da 

imaju održane imunološke funkcije, mogu i odbaciti transplantat, isto kao i normalni 

miševi (328), te da blokada IL-2 u samom transplantatu ne odbacivanje (174, 

408). Vjerojatno je razlog tome što IL-2 dijeli svoje receptore sa ostalim citokinima. 

Naime, svaki citokin ima svoj receptor «osobni», ali vrlo on istovremeno 

dijeli jedan ili više receptora s drugim citokinima (407). Tako IL-4, IL-7, IL-9, 

IL-13 i IL-15 dijele gama podjedinicu IL-2R (66). Vidjelo se da bar tri «kraljevske» 

obitelji citokina: IL-7, IL-9 i IL-15 imaju vrlo djelovanje na limfocite T, kao i IL-2, 

pa zato više ne što IL-2/IL-4 deficijentni miševi mogu razviti akutnu krizu 

odbacivanja transplantata posredstvom IL-7, IL-9 i/ili IL-15 (174). 

lnterleukin-15 (IL-15) je po biološkoj aktivnosti IL-2, a u nedostatka 

IL-2 preuzima njegovu funkciju (18, 38, 340). Proizvode ga aktivirani makrofagi, 

stanice, keratinociti, bubrežne epitelne stanice i endotelne stanice, ali ne i limfociti T (18, 

422), za razliku od IL-2 kojeg produciraju jedino aktivirani limfociti T. IL-15 se veže za 

beta i gama lanac IL-2 receptora, ali i alfa lanac IL-15 receptora, koji ne spada u 

porodicu citokinskih receptora (17, 422). Interleukin-15, kao i IL-2, stimulira 

proliferaciju aktiviranih limf ocita T i NK stanica, aktivaciju CTL i ekspresiju 

IFN-gamma (271 , 422). Veoma snažno na razvoj efektorskih stanica i 

na nastanak LAK stanica (od lymphokine activated killers). Ako IL-15 dodamo u kulturu T 

stanica, se ispoljenost: IL-2R alfa (CD25), IL-2R beta (CD122), Fas-a (CD95), a 
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dolazi do nishodne regulacije CD27 (124). Interesantno je naglasiti da protutijelo protiv 

beta podjedinice IL-2R u potpunosti blokira sve nabrojene IL-15 koje ostvaruje na T 

i B limfocitima i NK stanicama. 

Smatra se da je za poticanje perforinskog ispoljavanja dominantna stimulacija T i 

NK stanica citokinima IL-2 i IL-15 (340). je, da bez obzira na blokadu IL-2/IL-2R 

sa protu-CD25 monoklonskom protutijelom, ipak dolazi do odbacivanja 

transplantata (16, 385, 417), što sugerira da i drugi citokini sudjeluju u odbacivanju. 

Interleukin-15 je zajedno sa interleukinom 7 (IL-7) tijekom odbacivanja humanih 

bubrežnih transplantata. Štoviše, je njihova snažna ekspresija za vrijeme akutne 

krize odbacivanja, a neovisno o IL-2 i IL-4 (331, 412, 416, 422). Povišena ekspresija gena 

za IL-15 (uz povišenu ekspresiju gena za perforin, granzim B, Fas Ligand i IL-7) je 

u biopsijama transplantata koji su po Banff histološkom kriteriju klasificirani kao 

odbacivanje, bez znakova disfunkcije transplantata (339). Svakako bi 

trebalo razmotriti tretiranja upravo ovih oblika, ne bi li se tako 

pojava odbacivanja i osiguralo dugogodišnje preživljavanje (331 ). 

da je ekspresija IL-7 i IL-15 rezistentna na ciklosporin, ovi bi citokini mogli igrati 

ulogu u podržavanju reakcije odbacivanja u bolesnika koji su pod konvencionalnom 

imunosupresijom ( 422). 

Svakako je od interesa razmotriti kako djeluje trodnevna stimulacija limfocita 

periferne krvi transplantiranih bolesnika IL-15 (2ng/ml), IL-2 (lOOU i.j./ml) i 

Concavalinom-A. Vidjeli smo da IL-15 udio perforin pozitivnih 

limfocita periferne krvi, u odnosu na IL-2 i Concavalin-A, ali ne na broj 
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molekula perforina po stanici, dok se u dijaliziranih bolesnika ne mijenja niti udio perforin 

pozitivnih limfocita periferne krvi, niti broj molekula perf orina po stanici. 

Interesantno je da je postotak P+limfocita podjednak u obje grupe prije stimulacije, 

ali nakon trodnevne stimulacije IL-15 u dijaliziranih ostaje nepromjenjen, dok u 

transplantiranih raste gotovo IL-15 na subpopulacije limfocita 

u transplantiranih bolesnika, smo da se udio P+CD8+ i P+CD56+ 

limfocita, a ne mijenja AFI za te stanice, za razliku od trodnevne stimulacije IL-2 i 

Concavalinom-A koja ne na ove subpopulacije. U dijaliziranih bolesnika trodnevna 

stimulacija IL-2, IL-15 i Concavalinom-A nema utjecaj na ove subpopulacije. 

IL-15 u dozi od 5ng/ml ostvaruje snažan u NK stanicama periferne krvi 

dijaliziranih bolesnika. 

Dobro je poznato da je hemodijaliza udružena s promjenama na razini 

aktivacije komplementa, granulocitnih markera, funkcije makrofaga, aktivacije limfocita T, 

proinflamatomih citokina ( 409). U bolesnika koji se redovno hemodijaliziraju, 

sniženje humoralni i odgovor, što za posljedicu ima infekcije, te pojavu 

malignih oboljenja (411). Smanjena humoralna imunost može biti posljedica smanjenog 

broja Th2 limfocita, ili pak predominacije Thl limfocita ( 411 ). 

Neki smatraju da su imunološke komplikacije povezane s proizvodnjom 

proinflamatomih citokina putem monocita, vjerojatno zbog kontakta krvi s 

membranom dijalizatora tijekom hemodijalize (409, 411). Ranije studije su pokazale 

neravnotežu proinflamatomih i regulatornih monokina. Pretpostavlja se da uremija 

i dijaliza inhibiraju limfocite T koji ne mogu proizvoditi Th2 citokine. Vidjelo se da je 
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proizvodnja IL-2, upletenog u imuni odgovor, te IL-4 i IL-1 O, upletenih u 

humoralnu imunost, snižena u dijaliziranih bolesnika. Za razliku od njih, sekrecija 

IL-12 putem makrofaga je (418). Interleukin-12 aktivira NK stanice, pa one 

proizvode INF-gamma koji ponovno inducira aktivnost makrofaga ( 418). je da je 

mehanizam kojim hemodijaliza kao terapija narušava imunološki sustav bolesnika vrlo 

složen. 

vidjelo se da IL-15 inhibira apoptozu izazvana anti-Fas, anti-CD3 ili anti-

lgM monoklonskim protutijelima ili deksametazonom u aktiviranim limfocitima T i B, in 

vitro (38). U mišjem eksperimentalnom modelu IL-15-IgG2b suprimira apoptozu 

induciranu anti-Fas-om, in vivo (38). Pretpostavilo se da bi IL-15 mogao biti 

inhibitor apoptoze, in vivo i in vitro, što bi se moglo koristiti u terapijske svrhe. Sve je više 

studija koje ukazuju na ulogu IL-15 u odbacivanju transplantiranih organa, a 

njegov nalaz u bioptatima prije nego li se može ispad funkcije transplantata 

(331, 339), sugerira njegovog korištenja kao markera u 

preživljavanju transplantata. Svakako bi trebalo razmotriti korištenja njegovih 

antagonista u terapiji ne samo krize odbacivanja, i njenog 

Ovi rezultati ukazuju na citokine kao izuzetno važne sudionike patofizioloških 

zbivanja u transplantacijskoj reakciji, ali isto tako na složenu i još uvijek nedovoljno 

poznatu isprepletenost njihovih funkcija. Rezultati nadalje ukazuju 

i na mehanizam kao put kojim ovi citokini ostvaruju u odbacivanju 

alotransplantata. 
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Svakako da postoje znatna prisutna u našoj analizi. Matas i sur. su još 

prije jednog prikazali prednosti i nedostatke velikih studija, kao i 

onih samo na jedan centar (194 ). Vrlo mali broj naših bolesnika u usporedbi sa 

svjetskim studijama svakako nije dovoljan za dobivanje 

rezultata. Isto tako, retrospektivna analiza je pristup nekim važnim 

informacijama (kao npr. imunosupresivna terapija u poslijetransplantacijskom 

razdoblju) Treba naglasiti da je prednost analize u jednom centru istovremenog 

imunoloških i neimunoloških Stoga bi naše analize svakako 

morale biti prospektivne i sveobuhvatne, uz obavezan timski rad, što 

transplantacijskog kirurga, internistu, imunologa i transfuziologa. 
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6 PREGLED 

U našem istraživanju obuhvatili smo imunološke i neimunološke koji 

na preživljavanje transplantiranog organa. 

Retrospektivna analiza neimunoloških pokazala je bolje 

preživljavanje transplantata u starosnoj grupi primatelja od 16 do 50 godina. je 

trend lošijeg preživljavanja transplantata ukoliko su i primatelj i davatelj stariji od 50 

godina. Spol primatelja i davatelja, trajanje hladne ishemije prije transplantacije, kao niti 

vrijeme provedeno na dijalizi nisu imali utjecaja na preživljavanje. 

Retrospektivna analiza imunoloških pokazala Je da u sustavu 

suvremenog nadzora nad transplantatima, podudarnost u HLA sustavu i prisutnost panel 

reaktivnih protutijela (PRA) nisu utjecali na duljinu preživljavanja transplantata. 

Može se raditi o premalom broju u uzorku, a rezultate pokazale su i brojna novija 

istraži van ja. 

Cilj prospektivnih imunoloških istraživanja bio je ispitati promjene u mehanizmima 

limfocitima posredovane posebno na molekularnoj razini. Postotak 

perforin pozitivnih limf ocita i njihovih subpopulacija je podjednak u zdravih i 

transplantiranih, kako prije, tako i nakon stimulacije IL-2 (100 i.j./ml). broj 

molekula perforina po pojedinoj stanici (AFI vrijednosti) je niži u transplantiranih 

bolesnika kako prije, tako i nakon stimulacije s IL-2 u usporedbi sa zdravim osobama. 

Stimulacija IL-2 u transplantiranih bolesnika dovodi do porasta AFI vrijednost za perforin 
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u CD56+P+ limfocitima nakon 6-satne stimulacije i u CD8+P+ limfocitima nakon 24-satne 

stimulacije. 

Kada je u pitanju direktan IL-2 na humanih NK stanica 

periferne krvi vidljiv je snažan IL-2 u limfocitima periferne krvi jasno 

povisuje tijekom dvosatnog testa uz gubitak perforina 

tijekom izlaganja K562 liniji. Koncentracija IL-2 od 100 i.j./ml ostvarila je 

u limfocitima periferne krvi, a isto tako je bila dostatna za 

induciranje ispoljenosti perforina. 

Trodnevna kultivacija limfocita periferne krvi s IL-15 dovodi do porasta udjela 

perforin pozitivnih limfocita u transplantiranih bolesnika, i na CD8+P+ i na 

CD56+P+ limfocite. Postotak perforin pozitivnih limfocita transplantiranih i dijaliziranih 

bolesnika prije stimulacije gotovo je jednak, no IL-15 postotak perf orin 

pozitivnih limfocita u transplantiranih, dok u dijaliziranih ostaje nepromjenjen. 

Vrlo mali broj naših bolesnika u usporedbi sa svjetskim studijama 

svakako nije dovoljan za dobivanje rezultata. da je prednost 

analize u jednom centru istovremenog imunoloških i neimunoloških 

svakako bi naše analize morale biti prospektivne i sveobuhvatne. No, 

ovi rezultati pokazuju da je transplantacijski centar na razini transplantacijske 

medicine u svijetu. 
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