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SAZETAK

Cilj: Klinicko 1 imunolosko pracenje bolesnika s presadenim bubregom u KBC-u
Rijeka te procjena imunosne reaktivnosti primatelja bubreznog presatka, koji primaju
anti-CD25 monoklonsko  protutijelo  daklizumab u  sklopu standardnog
imunosupresivnog protokola.

Bolesnici i metode: Retrospektivna analiza obuhvaca klinicke podatke o 588
bolesnika, kojima je presaden bubreg u KBC-u Rijeka u proteklom gotovo 25-
godiSnjem razdoblju. Prospektivno randomizirano istrazivanje obuhvaca primatelje
bubreznog presatka od 2006. do 2008. g. Iz ispitivanja su iskljuceni bolesnici s
pozitivnim biljezima na hepatitis B ili C. Imunosna reaktivnost bolesnika odredivana
je analizom stani¢nog ciklusa limfocita periferne krvi, metodom proto¢ne citometrije.
Kontrolne skupine ¢inili su zdravi darivatelji krvi 1 bolesnici na lije¢enju redovitom
dijalizom.

Rezultati: Kumulativno prezivljavanje bolesnika i bubreznih presadaka od 2001. do
2007. g. postalo je znacajno bolje u odnosu na primatelje u razdoblju od 1985. do
1995. g. Tijekom 25-godisnjeg razdoblja, najces¢i uzroci smrti bili su sréanozilne
bolesti, infekcije i zlo¢udni tumori. Medu zlocudnim tumorima najces$ée se javljao
karcinom koze, a potom karcinom bubrega i uretera. U bolesnika s endemskom
nefropatijom nadena je visoka ucestalost karcinoma prijelaznog epitela s loSom
prognozom. Tijekom razdoblja pracenja zabiljezen je porast prosjecne starosne dobi
bolesnika, znacajan porast udjela muskih primatelja bubreznog presatka te znacajno
smanjenje ucestalosti kroni¢nog glomerulonefritisa kao uzroka zavrSnog bubreznog
zatajenja. Bolje prezivljavanje presatka uoceno je u primatelja koji su bolovali od
policistine bolesti bubrega, dok je znacajno loSije bilo u slucaju primatelja ili
darivatelja starijih od 50 g., te u muskih primatelja nakon presadivanja bubrega od
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zenskih darivatelja. U prospektivnom dijelu ispitivanja, analizom stani¢nog ciklusa,
uoceno je da tijekom prvih Sest tjedana nakon presadivanja bubrega dolazi do
postupnog pada proliferativnog odgovora limfocita T u odnosu na kontrolne skupine.
Daklizumab je, ovisno o dozi, blokirao anti-CD3 potaknutu proliferaciju limfocita T
te je doveo do naglog pada zastupljenosti IL-2 receptora na njihovoj membrani, dok je
izrazaj IL-2 receptora na stanicama NK varirao na niskoj razini. Uocen je i pad
zastupljenosti ukupnih limfocita T, pomo¢nickih i citotoksi¢nih stanica te limfocita B.
U kasnijoj fazi, od 2.-6. tj. nakon presadivanja, zastupljenost ovih stanica se
normalizirala. NK stanice su neposredno nakon presadivanja pokazale porast
postotnog udjela, koji se u kasnijoj fazi ponovno normalizirao.

Zakljucak: Ovi rezultati predstavljaju znaCajan doprinos klinickom pracenju
bolesnika s bubreznim presatkom 1 optimizaciji imunosupresivnog lije¢enja, s ciljem
da se smanje nezeljeni ucinci prekomjerne imunosupresije i da se poboljsa

prezivljavanje bolesnika i presatka.

Kljucne rijedi: daklizumab; endemska nefropatija; imunofenotipizacija limfocita;
imunosupresija; interleukin-2 (IL-2) receptor; proto¢na citometrija; stani¢ni ciklus

limfocita; transplantacija bubrega



SUMMARY

Aim: Clinical and immunological follow-up of renal allograft recipients in UHC
Rijeka and estimation of the immune reactivity of patients receiving the anti-CD25
monoclonal antibody daclizumab, in combination with the standard
immunosuppressive protocol.

Patients and methods: Retrospectively, clinical data on 588 patients who received a
renal allograft in UHC Rijeka over an almost 25 year period, were analyzed. The
prospective randomized trial included recipients of renal allografts from 2006 until
2008. Excluded were patients with positive hepatitis B or C markers. The patients'
immune reactivity was determined by analyzing the cell cycle of peripheral blood
lymphocytes with flow-cytometry. Control groups were healthy blood donors and
patients undergoing regular dialysis treatment.

Results: Cummulative patient and graft survival of transplants performed during the
period from 2001 until 2007 became significantly better than for kidney recipients in
the period from 1985 until 1995. Over the 25 year period, most common causes of
death were cardiovascular disease, infections and malignant tumors. The most
common malignant tumor was skin cancer, followed by kidney and uretheral cancer.
In patients with endemic nephropathy, a high incidence of urothelial cancer was
observerd with a poor prognosis. During the follow-up period an increase in the
patients' age average, a significant increase in the proportion of male renal allograft
recipients and a significant decrease in the incidence of chronic glomerulonephritis as
primary renal disease were observed. Recipients with polycystic kidney disease had
better graft survival while the survival was significantly worse in case of recipients or
donors age over 50 and in male recipients of kidneys from female donors. In the

prospective part of the trial, cell cycle analysis showed a step-wise decrease of the
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proliferative response of T lymphocytes in comparison to the control groups during
the first six weeks after renal transplantation. Daclizumab inhibited, dose-
dependently, the anti-CD3 stimulated proliferation of lymphocytes T and lead to a
sudden drop in the proportion of IL-2 receptors on their membrane, while the
expression of IL-2 receptors on NK cells varied at a low level. A drop of the
proportion of all T lymphocytes, both helper and cytotoxic cells as well as of B
lymphocytes was observed. Over a period of two to six weeks after transplantation,
the proportion of these cells normalized. NK cells showed a rise of their proportion
immediately after engraftment, which normalized again in the latter phase.

Conclusion: These results represent a valuable contribution for the clinical follow-up
of renal transplant recipients and the optimization of immunosuppressive treatment, in
order to minimize side effects of overimmunosuppression and to improve patients and

graft survival.

Key words: Daclizumab; Endemic  Nephropathy; Flow  Cytometry;
Immunosuppression; Interleukin-2 (IL-2) Receptor; Lymphocyte Cell Cycle;

Lymphocyte Cell Immunophenotyping; Renal Transplantation
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Povijesni pregled razvoja metoda nadomjesnog lijecenja u bolesnika

sa zavr§nim stupnjem bubreZnog zatajenja

Nadomjesno lijeCenje dijalizom i presadivanjem bubrega u bolesnika sa
zavrSnim stupnjem bubreznog zatajenja ubraja se u najznacajnije uspjehe medicine.
Time je omoguceno lijeCenje bolesnika koji su ranije bili osudeni na umiranje,
najces¢e u uremi¢nom sindromu. Novija saznanja i tehnoloski napredak omogucili su
da dijaliza i1 presadivanje bubrega postanu ucinkovite 1 rutinske metode lijeCenja
kojima je cilj otklanjanje simptoma i znakova uremije te fizicka i psihosocijalna

rehabilitacija bolesnika.

1.1.1. Razvoj dijalize

Thomas Graham, kemicar iz Glasgowa, otkrio je 1861. g. da otopljene tvari
putuju prema podrucju nize koncentracije i definirao je dijalizu kao ,,difuziju
otopljenih tvari kroz membranu” (1). Ovaj fizikalni proces nasao je najvazniju
primjenu u lijeCenju patoloskih stanja nastalih zakazivanjem bubrega, a najznacajnije
tekovine s tog podrué¢ja su hemodijaliza i peritonejska dijaliza. Prvi slucaj izlje¢enja
akutne uremije uspio je peritonejskom dijalizom Wearu i suradnicima 1936. g., a
Kolff je 1944. g. postigao adekvatno izlu€ivanje mokracevine iz krvi u svom
dijalizatoru, danas opcenito poznatom pod nazivom "umjetni bubreg". "Umjetni
bubreg" razvio se iz uredaja koji je 30 g. ranije poceo upotrebljavati Abel u pokusima
vividifuzije. Izum silasti¢no-teflonskog shunta Quintona, Dillarda i Scribnera 1960. g.
omogucio je ponovljene dijalize preko istog pristupa krvotoku i zapoceto je lijeCenje

redovitim hemodijalizama bolesnika s kroni¢nim bubreznim zatajenjem (2-5).



Peritonejska dijaliza koristila se do 1980-ih godina manje, jer su bile Ceste
komplikacije i losiji rezultati lijecenja. Medutim, usavrSavanjem materijala i tehnika
provodenja, peritonejska dijaliza postala je dobro afirmirana metoda lijecenja. Boen i
Lasker su pocetkom 1960-ih godina uveli lije€enje automatiziranom peritonejskom
dijalizom, a Popovich i Moncrief 1976. g. lijecenje kontinuiranom ambulatornom
peritonejskom dijalizom (CAPD, prema engl. continuous ambulatory peritoneal
dialysis) (6-8). Tenckhoffov pronalazak trajnog intraperitonejskog katetera, lijeCenje
CAPD-om i zamjena staklenih boca s teku¢inom za dijalizu plastiénim vre¢icama
1978. g., dovelo je do znaCajnog smanjenja komplikacija i sve S§ire primjene
peritonejske dijalize (9-11). Krajem 1970-ih uveli su Diaz-Buxo i Suki tehniku
kontinuirane ciklicke peritonejske dijalize (CCPD, prema engl. continuous cycling
peritoneal dialysis), koja omogucéuje da uredaj (engl. cycler) vr$i izmjene otopine za
dijalizu (12,13).

U Rijeci je 1961. g. nabavljen "umjetni bubreg". Pod vodstvom prof. dr. sc.
Jerka Zeca prvi puta je u tadasnjoj drzavi primijenjena hemodijaliza u bolesnika s
akutnim bubreznim zatajenjem 16. lipnja 1962., a peritonejska dijaliza 31. prosinca
1963. g. (14,15). Prvi bolesnik s kroni¢nim bubreznim zatajenjem primljen je na
lijecenje peritonejskom dijalizom 1965. g., a na lijecenje redovitom hemodijalizom
31. prosinca 1966. g. Stvaranje baze podataka u koju su uneseni podatci od samog
pocetka rada u naSem Centru za dijalizu 1 transplantaciju, omogucuje nam danas
redovito dobivanje mnoStva podataka i obimne retrogradne analize (16). Broj
bolesnika s akutnim i kroni¢nim bubreznim zatajenjem je sve vec¢i. Danas se u nasem
Centru vr$i oko 28000 dijalitickih postupaka godiSnje u bolesnika s akutnim i

kroni¢énim bubreZnim zatajenjem. U Rijeci je blizu 200 bolesnika na lijeCenju



redovitom dijalizom, dok je ukupni broj bolesnika u RH oko 4.000, a Sirom svijeta
preko 1,8 milijuna.

Indikacija za uvodenje nadomjesnog lijeCenja postavlja se sve ranije. Prema
vaze¢im smjernicama Europskog drustva za dijalizu 1 transplantaciju (ERA-EDTA,
prema engl. European Renal Association- European Dialysis and Transplant
Association), pripremu bolesnika za dijalizu, odnosno transplantaciju bubrega i/ili
gusterace treba zapoceti kad glomerularna filtracija padne ispod 30 ml/min i kada se
ona unato¢ primijenjenom lijecenju dalje pogorSava. Nadomjesno lijecenje uvodi se
kod glomerularne filtracije ispod 15 ml/min ako uz to postoje znaci uremije,
neprimjerena kontrola stanja hidracije ili krvnog tlaka i/ili pogorSanje stanja
uhranjenosti  bolesnika. Nadomjesno lijeCenje svakako treba zapoceti kada
glomerularna filtracija padne ispod 10 ml/min/1.73 m?, a u visoko-rizi¢nih bolesnika
kao $to su dijabeticari, potrebno je lijeCenje zapoceti ranije (17).

Ne postoje apsolutne kontraindikacije za lijecenje dijalizom. Svi bolesnici,
osim onih koji su bez moguénosti bilo kakvog krvozilnog pristupa, mogu se lijeciti
hemodijalizom. Peritonejska dijaliza se preporuca kao prva metoda lijeenja u
bolesnika koji prihvac¢aju ovu metodu lijeenja i koji nemaju protivnosti, npr. opsezne
ozljede trbuha, opsezne intraabdominalne priraslice, upalne procese i pothranjenost.
Peritonejska dijaliza omogucuje duze ocuvanje ostatne bubrezne funkcije, slobodniju
prehranu 1 bolju kvalitetu Zivota. Ona ima prednost u bolesnika sa sréanozilnim
bolestima, Se¢ernom bolesti i u starijih bolesnika, u kojih su ucestalije komplikacije
na lijecenju hemodijalizom, a nezamjenjiva je u novorodencadi i male djece. Ukoliko
u bolesnika sa zavrSnim stupnjem bubreznog zatajenja nije moguce izvrsiti
presadivanje bubrega, najbolje prezivljavanje postize se zapo€injanjem nadomjesnog

lijeCenja  peritonejskom dijalizom 1 pravodobnim prijelazom na lijecenje



hemodijalizom u slu¢aju gubitka ostatne bubrezne funkcije ili nedostatne doze dijalize

(18).

1.1.2. Razvoj presadivanja bubrega

Prvo uspjesno presadivanje bubrega izveo je 1954.g. Murray izmedu genetski
istovjetnih blizanaca bez imunosupresije (19). Medawar je 1940-ih godina otkrio i
istrazivao aktivno stecene (specificne) imunosne reakcije te pokazao da je za njihovo
suzbijanje potrebno imunosupresivno lije¢enje (20,21). U pocetku se ozracivalo cijelo
tijelo, Murray je 1960. g. prvi poceo primjenjivati 6-merkaptopurin, a ubrzo se poceo
koristiti protuupalni steroid kortizon (22,23). Starzl i Marchioro su 1963. g. otkrili
ucinkovitost visokih doza prednizona u suzbijanju akutnih reakcija odbacivanja (24).
Kortikosteroidi su u kombinaciji s azatioprinom, kemijskim derivatom 6-
merkaptopurina, Cinili standardni imunosupresivni protokol tijekom 60-ih i 70-ih
godina. Pronalazak antilimfocitnog globulina i ciklosporina, koje je Starzl prvi
primijenio 1966. 1 1980. g., omogudili su daljnji razvoj klinicke transplantacije organa
(25,26). Ciklosporin je brzo postao temeljem imunosupresivnog protokola Sirom
svijeta, jer je doveo do znacajnog poboljSanja kvalitete Zivota i1 prezivljavanja
bolesnika sa zavrSnim stupnjem kroni¢nog bubreznog zatajenja (27,28).

U naSih bolesnika nove nade je pobudio pocetak presadivanja bubrega sa
zivog srodnika 30. sijecnja 1971. u Rijeci, kao i prva uspjeSna transplantacija od
umrle osobe 15. svibnja 1972. g. pod vodstvom prof. dr. sc. Vinka Franciskovica (29-
31). Prvi laboratorij za tipizaciju tkiva u Hrvatskoj utemeljen je u Rijeci u sije¢nju
1971.g. (32). Uhodano lije¢enje redovitom hemodijalizom u Rijeci bila je osnova na

koju se mogla nadovezati transplantacija bubrega. Zbog duge tople ishemije u 91%



bolesnika javljala se odlozena funkcija presadenog bubrega, uz Cestu potrebu za
dijalizom u prvim tjednima nakon transplantacije (33).

U pocetku je koriStena trojna imunosupresivna terapija s azatioprinom,
prednizonom i antilimfocitnim globulinom, a uvodenjem ciklosporina 1980-ih godina
(u Rijeci 1984.g.), biljezi se signifikantno poboljSanje prezivljavanja bolesnika i
presadaka (34,35). Analiziraju¢i ucestalost osnovnih bolesti koje su dovele do
bubreznog zatajenja u bolesnika podvrgnutih presadivanju bubrega, uoceno je
znafajno smanjenje zastupljenosti kroni¢nog glomerulonefritisa (16). Bolesnici s
dijabetickom nefropatijom pojavljuju se u drugom petogodiSnjem razdoblju
transplantacijske aktivnosti u naSem centru, uz tendenciju stalnog porasta. Prvo
presadivanje bubrega u bolesnika sa Se¢ernom bolesti izvrSeno je u Rijeci 1976. g., a
prva kombinirana presadivanja bubrega i guSterace izvela je rijecka ekipa krajem
1993. g. na Celu s prof. dr. sc. Petrom Orli¢em (36,37).

Tijekom 1990-ih godina pojavili su se noviji imunosupresivni lijekovi
takrolimus, mikofenolat mofetil, rapamicin i monoklonska protutijela protiv
interleukin-2 receptora (IL-2R, CD25). Oni su ubrzo postali sastavni dio
imunosupresivnih protokola koji su doveli do daljnjeg poboljSanja prezivljavanja
bolesnika i1 presatka. Presadivanje bubrega postala je Cvrsto etablirana metoda i
lijeCenje izbora za bolesnike s kroni¢nim zavrSnim bubreZznim zatajenjem, a u
bolesnika koji dodatno boluju od Secerne bolesti tipa 1 to je kombinirano presadivanje
bubrega i gusteraCe. Presadivanje organa omogucava bolju kvalitetu Zivota i dulji
o¢ekivani Zivotni vijek, nego $to je to moguée ostvariti dijalizom. Zivotna dob
bolesnika na lije€enju dijalizom 1 bolesnika podvrgnutih presadivanju bubrega

neprestano se povecava (16,38). Bolesnike treba temeljito pripremiti za lijeCenje



transplantacijom 1 iskljuciti postojanje protivnosti, prvenstveno uznapredovalih
sr¢anozilnih bolesti i zarista infekcije.

Od sveukupno preko 4000 bolesnika na lijeCenju redovitom dijalizom u
Republici Hrvatskoj 31. prosinca 2008. g., manje od 400 bolesnika bilo je prijavljeno
na listu ¢ekanja za presadivanje bubrega (slika 1). Unato¢ tome S$to se biljezi stalni
porast broja presadivanja, broj dobivenih organa nije dostatan da pokrije potrebe
(slike 2,3). U RH tijekom 2008. g. u¢injeno je 158 presadivanja bubrega, od toga 149
bubrega od umrle osobe, 14 kombiniranih presadivanja gusterace i bubrega, i u jednog

primatelja presadivanje bubrega umrle osobe u paru (39,40).

Slika 1: Broj bolesnika na dijalizi i listi ¢ekanja za presadivanje bubrega u RH

(39,40)

Slika 2: Presadivanje bubrega u RH (39,40)

Slika 3: Broj bolesnika na dijalizi, na listi ¢ekanja i broj presadivanja bubrega u RH

(39,40)



1.2. Presadivanje bubrega

1.2.1. Obrada i priprema primatelja bubreZnog presatka

Svi bolesnici sa zavr$nim stupnjem bubreznog zatajenja uzimaju se u obzir za
lijecenje presadivanjem bubrega, a dijabetiCari tipa 1 za kombinirano presadivanje
bubrega i gusterace. Ako ne postoje apsolutne protivnosti za presadivanje bubrega,
bolesnika treba upoznati s prednostima, ali i rizicima presadivanja organa i primjene
imunosupresivnih lijekova, te neophodnosti pridrzavanja uputa i redovitih kontrolnih
pregleda. Vise od 20% primatelja bubreznog presatka ne pridrzava se uputa dobivenih
od medicinskog osoblja i ne uzima sve lijekove u preporucenoj dozi, Sto je jedan od
vodec¢ih uzroka odbacivanja organa (41-43).

Prije prijavljivanja na listu ¢ekanja za presadivanje organa, potencijalnog
primatelja treba temeljito ispitati i pripremiti, odnosno primjereno lijeiti prateca
oboljenja koja bi mogla utjecati na njegovo prezivljavanje ili na funkciju presatka.
Potrebna je pravilna procjena klinickog stanja bolesnika s obzirom na osnovnu
bubreznu bolest 1 njezine komplikacije. Neophodno je izvrsiti cijeli niz pretraga s
ciljem otkrivanja i lijecenja prvenstveno infektivnih zariSta, sr€anozilnih ili zlo¢udnih
bolesti. Posebno riziéne skupine c¢ine bolesnici sa srcanozilnim bolestima i
dijabeticari. Sva stanja koja zahtijevaju kirurSko lijeenje (npr. koronarna bolest srca,
bolest sréanih zalistaka, suzenje vratnih arterija koje opskrbljuju mozak ili suZenje
arterija koje dovode krv u noge) treba zbrinuti prije podvrgavanja bolesnika
presadivanju bubrega. Infektivna zariSta treba izlijeciti, jer primjena imunosupresije
moze ugroziti zivot bolesnika. Postoji nekoliko apsolutnih protivnosti za presadivanje
bubrega: poviSena tjelesna temperatura, aktivna infekcija i zlo¢udna bolest s kratkim

ocekivanim trajanjem zivota (43-47).



Nakon temeljitog pregleda bolesnika, laboratorijsko-instrumentalnih
ispitivanja, iskljucenja protivnosti te dobivanja potpisanog informiranog pristanka
bolesnika za lijeCenje presadivanjem organa, pristupa se zavr$nim pretragama. One
ukljucuju tipizaciju tkiva tj. odredivanje leukocitnih antigena, i trazenje protutijela u
krvi bolesnika (engl. screening) koja ukazuju na raniji dodir bolesnika s leukocitnim
antigenima 1 koja bi mogla uzrokovati odbacivanje presatka. Bolesnik koji nema
zivog darivatelja (naj¢es¢e uza rodbina, supruznik) prijavljuje se na nacionalnu listu
¢ekanja za presadivanje bubrega od umrle osobe. Nakon toga potrebni su redoviti
kontrolni pregledi radi otkrivanja moguc¢ih novonastalih protivnosti za lijecenje
presadivanjem organa te poduzimanje primjerenog lijeenja u svrhu njihovog
otklanjanja. Za to vrijeme bolesnika treba privremeno odjaviti s liste ¢ekanja za
presadivanje.

Neposredno prije presadivanja bubrega od Zivog darivatelja ili umrle osobe,
bolesniku se uzima uzorak krvi za kriznu reakciju (engl. cross-match) s limfocitima
darivatelja. Ovom metodom moZe se utvrditi postojanje protutijela u krvi primatelja,
koja bi mogla dovesti do naglog 1 nepovratnog odbacivanja presatka. Kod poziva za
presadivanje bubrega od umrle osobe, za izvodenje krizne reakcije koriste se limfociti
izolirani iz limfnog ¢vora ili slezene. Za to vrijeme provjerava se zdravstveno stanje
bolesnika, obavljaju se hitne pretrage i priprema za kirurski zahvat. Ako je krizna
reakcija pozitivna ili se utvrde protivnosti za presadivanje organa, bolesnika se mora
odbiti 1 presadak dodijeliti drugom primatelju. Ako je krizna reakcija negativna,
primjenjuje se pocetna doza lijekova protiv odbacivanja presatka i bolesnik se
podvrgava kirurSkom zahvatu - implantaciji organa. Kod presadivanja bubrega od

zivog darivatelja imunosupresija se uvodi dva do tri dana ranije. Nakon presadivanja



bolesnik mora svakodnevno i trajno uzimati lijekove za suzbijanje odbacivanja

organa.

1.2.2. Darivatelji organa

Darivatelji organa mogu biti zive ili umrle osobe. Uvjeti za uzimanje i
presadivanje organa utvrdeni su u RH ,,Zakonom o uzimanju i presadivanju dijelova
ljudskog tijela u svrhu lijecenja“ (48). Sigurno utvrdivanje smrti umrlih darivatelja
organa, prema medicinskim Kkriterijima 1 na propisan nacin, preduvjet je za
presadivanje organa. Smrt moguceg darivatelja organa utvrduje povjerenstvo
zdravstvene ustanove, sastavljeno od najmanje tri lije¢nika, prema pravilniku o
,»poblizim medicinskim kriterijima te na¢inu i postupku utvrdivanja smrti osobe kojoj
se dijelovi tijela mogu uzimati radi presadivanja“ (49). Dijelovi tijela smiju se uzeti
radi presadivanja samo ako se darivatelj za Zivota nije tome u pisanom obliku
protivio. U naSoj ustanovi 1 Republici Hrvatskoj uobicajeno je da se obitelj upozna s
namjerom uzimanja organa za presadivanje te da se uvazi njezino moguce
protivljenje. Uzeti dijelovi tijela dodjeljuju se, vode¢i racuna o njihovoj praviénoj
dostupnosti, primateljima s nacionalne liste ¢ekanja i u skladu s transparentnim,
objektivnim i opéeprihvac¢enim medicinskim kriterijima (48).

Uzrok smrti je naj¢eS¢e moZzdani udar ili teSka ozljeda glave darivatelja
organa. Visoka starosna dob nije prepreka za presadivanje organa, ako je on
morfoloski i1 funkcionalno uredan. Medutim, u moguceg darivatelja organa mora biti
iskljucena infekcija ili zlo¢udna bolest, jer se ona presatkom moze prenijeti
primatelju. Tim anesteziologa, kirurga i prateCeg medicinskog osoblja osigurava
optimalne uvjete tijekom postupka darivanja i odrZzavanja organa, kako bi se postigla

Sto bolja kvaliteta 1 funkcija presatka. Glavnu prepreku veéem broju presadivanja



predstavlja ograni¢en broj organa. Stoga se poseze i za tzv. darivateljima prema
prosirenim kriterijima (engl. expanded criteria donors) ili marginalnim darivateljima,
Sire¢i dobne granice i koriste¢i bubrege od umrlih osoba koji su imali neke dodatne
bolesti, npr. arterijsku hipertenziju ili Se¢ernu bolest (50).

Prve transplantacije bubrega od umrlih darivatelja ucinjene su uzimanjem
organa od darivatelja nakon sréane smrti. Danas se razlikuju dvije kategorije
darivatelja bubrega nakon srcane smrti (DACD, prema engl. donation after cardiac
death) ili darivatelja s nekucaju¢im srcem (NHBD, prema engl. non-heart-beating
donor). Prva kategorija su ,nekontrolirani® DACD darivatelji, koji su nakon
neuspjelih pokusaja ozivljavanja ostali u asistoliji. Nakon proglasavanja njihove smrti
brzo se postavljaju intravenski kateteri radi hladenja organa, dok se ne obavijesti
obitelj i dobije pristanak za donaciju organa. Drugu kategoriju ¢ine ,,kontrolirani®
DACD darivatelji, koji su u dubokoj komi s nepovratnim oste¢enjem mozga u stanju
,vegetacije® i ovisni o respiratoru, ali prema strogoj definiciji nisu mozdano mrtvi.
Kada obitelj s medicinskim osobljem donese odluku da ¢e se ukinuti medicinska
potpora, prekida se umjetna ventilacija i ¢eka prekid rada srca. Nakon definiranog
razdoblja asistolije (obi¢no 10 minuta) prelazi se na postupak eksplantacije organa
(50,51).

Dijelovi tijela mogu se uzimati i od zivih darivatelja radi presadivanja, §to je
takoder utvrdeno zakonom (48). NajceSce se od zivih darivatelja presaduje bubreg, jer
se radi o parnom organu. Nakon obvezatnih medicinskih pretraga i zahvata, radi
procjene 1 smanjenja fizickih 1 psihickih rizika za zdravlje darivatelja, eticko
povjerenstvo zdravstvene ustanove donosi odluku o uzimanju organa za presadivanje.
Kako bi se sprijecilo trgovanje organima, $to je 1 zakonski zabranjeno, darivanje

bubrega omogucuje se u slucaju kada se radi o bliskim rodacima, supruznicima ili
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zivotnim partnerima, te osobama koje su s primateljem u vrlo bliskom odnosu.
Darivatelji organa moraju biti stariji od osamnaest godina i sposobni za samostalno
rasudivanje. Nakon nepristranog savjetovanja i dobivanja iscrpnih informacija o
prirodi, svrsi i tijeku zahvata, vjerojatnosti njegove uspjesnosti i uobi¢ajenim rizicima,
darivatelj] mora dati pisanu suglasnost koja mora biti izraz slobodne volje. Ovu

suglasnost moze u svako doba opozvati (48).

1.2.3. Znacaj krvnih grupa i antigena tkivne podudarnosti

1.2.3.1. Znacaj krvnih grupa

Antigeni ABO krvnih grupa su jaki antigeni koji se nalaze na svim tkivima.
Kod presadivanja bubrega nepodudarne krvne grupe obi¢no dovode do ireverzibilnog
hiperakutnog odbacivanja. Zato se kod presadivanja bubrega odabire primatelj koji je
podudaran po ABO krvnoj grupi, uz postivanje transfuzijskih nacela opceg darivatelja
1 op¢eg primatelja krvi, ali vode¢i racuna da se ne narusi prirodna ravnoteza na listi
¢ekanja za presadivanje bubrega. U bolesnika na dijalizi Cesta je senzibilizacija na
eritrocitne antigene (iregularna antieritrocitna protutijela). Nastajanje ovih protutijela
moze se smanjiti stvaranjem fenotipiziranog panela dobrovoljnih darivatelja krvi,
kako bi se bolesnicima koji Cesto zahtijevaju transfuziju davala krv koja je podudarna
u Sto vefem broju eritrocitnih krvnih grupa. Uvodenje lijeCenja eritropoetinom
znacajno je poboljsalo rezultate lijecenja.

Uc¢injena su 1 uspje$na presadivanja bubrega ABO nepodudarnih darivatelja, ali
uz prethodno odstranjenje izoaglutinina krvnih grupa plazmaferezom ili
imunoadsorpcijom, a Cesto i uz splenektomiju. Razvoj novijih imunosupresivnih

lijekova omoguéio je da se umjesto splenektomije primjenjuje kombinacija
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plazmafereze, citomegalovirusnog hiperimunosnog globulina (CMVIG), intravenskih
imunoglobulina (IVIG) 1/ili anti-CD20 protutijela (rituksimab) (55,56).

U ispitivanju Collaborative Transplant Study (CTS) koje od 1982. g. vodi prof.
dr. sc. G. Opelz, a u kojem se prati viSe od 300.000 presadivanja organa u
transplantacijskim centrima Sirom svijeta (medu njima i u Rijeci i Zagrebu), pokazalo
se da kod ABO nepodudarnih presadivanja bubrega ne dolazi uvijek do hiperakutnog
odbacivanja bubrega (engl. non-responder). Oko 20% pripadnika bijele rase s krvnom
grupom A ima podgrupu A,. Takve osobe imaju manju koli¢inu A antigena na
endotelu presatka, Sto omogucava da se bubrezi darivatelja podgrupe A, sigurno
presade primateljima krvne grupe O ili B s niskim prijeoperacijskim titrom anti-A

izoaglutinina (32,53-57).

1.2.3.2. Znacaj antigena tkivne podudarnosti

Brojne studije pokazuju da je dominantan utjecaj HLA podudarnosti (HLA=
humani leukocitni antigeni) na prezivljavanje bubreznog presatka. Bez obzira da li se
radi o presadivanju bubrega od zivog ili umrlog darivatelja, u€estalost ranih reakcija
odbacivanja raste sa svakim nepodudarnim HLA antigenom izmedu darivatelja i
primatelja (58-61). Ta spoznaja dovela je do stvaranja nacionalnih lista ¢ekanja radi
presadivanja bubrega najpodudarnijem primatelju.

U polimorfnom HLA sustavu prevladavaju¢i utjecaj na ishod presadivanja
imaju HLA-DR antigeni, zatim slijede HLA-B antigeni, a najmanje su znac¢ajni HLA-
A antigeni. ViSe od 30 godina se za odredivanje leukocitnih antigena (tipizacija tkiva)
koristila seroloska metoda - test mikrocitotoksicnosti koji su 1964. g. razvili Terasaki
1 McClelland (62). Kod te metode koriSteni antiserumi rijetko su monospecifi¢ni, te je

za HLA tipiziranje potrebno koristiti nekoliko antiseruma. U novije vrijeme se za
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HLA tipizaciju sve viSe koristi DNK metoda (DNK= deoksiribonukleinska kiselina),
jer je znatno tocnija (63). U KBC-u Rijeka danas se HLA-A, HLA-B i HLA-DR
antigeni odreduju DNK metodom.

Prije presadivanja bubrega potrebno je, pored HLA tipizacije primatelja i
darivatelja, ispitati da li u primatelja postoje limfocitotoksi¢na protutijela protiv
leukocitnih antigena. Ispitivanje se najées¢e izvodi testom limfocitotoksi¢nosti ovisne
o komplementu na panelu limfocita darivatelja krvi doti¢ne populacije stanovniStva.
Ovom pretragom (engl. screening) utvrdena protutijela nazivaju se panel-reaktivna
protutijela (PRA, prema engl. panel reactive antibodies). Test se izvodi Cetiri puta
godisnje kod svih bolesnika na listi cekanja za presadivanje bubrega. HLA protutijela
mogu se stvoriti nakon transfuzije krvnih pripravaka, ranijeg presadivanja organa ili u
zena tijekom trudnoce. Radi izbjegavanja senzibilizacije na leukocitne antigene
(pojave citotoksicnih protutijela), u bolesnika na dijalizi anemiju treba lijeciti
eritropoetinom, a u slu¢aju potrebe za transfuzijom primijeniti filtriranu
(deleukocitiranu) krv.

Kod planiranog presadivanja od zivog darivatelja, tradicionalno su u evaluaciji
parova koriSteni testovi stanicama posredovane limfolize (CML, prema engl. cell-
mediated lympholysis) 1 reakcija pomijeSanih limfocita (MLR, prema engl. mixed
lymphocyte reaction). Kod tih testova se stanice darivatelja inaktiviraju 1 zatim
pomijesaju s limfocitima primatelja. Aloreaktivnost limfocita primatelja mjeri se
stupnjem proliferacije stanica u toj reakciji. CML test mjeri reaktivnost citotoksi¢nih
limfocita T prema nepodudarnim darivateljevim HLA antigenima razreda I (direktni
put prepoznavanja antigena), a MLR test mjeri sposobnost primateljevih leukocita da
reagiraju na razlike u HLA antigenima razreda Il na leukocitima darivatelja (direktni 1

indirektni put prepoznavanja antigena). Ovi testovi su in Vitro testiranje reakcija koje
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bi se mogle dobiti nakon presadivanja bubrega, medutim njihova korisnost je
ogranicena jer oni ¢esto ne koreliraju s klinickim odbacivanjem (64,65).

Krizna proba, koju je razvio Terasaki, zavrSna je provjera postojanja anti-
donorskih protutijela u primatelja. Prisustvo citotoksi¢nih IgG anti-HLA protutijela

protiv darivatelja je kontraindikacija za presadivanje bubrega (59).

1.2.4. Sustav dodjele organa

Podatci o darivatelju organa prosljeduju se srediSnjem uredu za koordinaciju
gdje se posebnim racunalnim programom usporeduju s podatcima svih primatelja na
listi ¢ekanja za presadivanje. U RH su se prije prikljucenja , Eurotransplantu®
(15.8.2007.g.) podatci slali u ,,Referalni centar za tipizaciju tkiva“. , Eurotransplant
International Foundation* nedohodovna je medunarodna organizacija sa sjediStem u
Leidenu, u Nizozemskoj. Prvenstvena uloga ove organizacije je pospjeSivanje
presadivanja organa posredovanjem i koordinacijom medunarodne razmjene organa
na podrucju koje obuhvaca oko 124 milijuna stanovnika. U Eurotransplantu suraduju
transplantacijski centri, centri za tipizaciju tkiva i bolnice koje prijavljuju darivatelje
organa u Austriji, Belgiji, Luksemburgu, Nizozemskoj, Njemackoj, Sloveniji i
Hrvatskoj. Organi se dodjeluju najboljem moguéem primatelju isklju¢ivo prema
medicinskim kriterijima. Prilikom odabira daje se prednost primatelju koji je Zivotno
ugrozen (istroSene mogucnosti lijeCenja dijalizom) 1 senzibiliziranom bolesniku
(prisustvo protutijela na leukocitne antigene), jer je mala vjerojatnost da ¢e se naci
bubrezni presadak na koji nije stvorio protutijela (66). Bodovni sustavi za dodjelu
organa pokuSavaju uravnoteZziti pravednost dodjele organa s medicinskom koristi.
Medutim, ponekad produzavanje hladne ishemije presatka (zbog duzeg transporta)

uzrokuje slabije prezivljavanje ili ¢ak nemoguénost presadivanja organa.
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1.3. Imunobiologija presadivanja

Osnovna zadaca imunosnog sustava, koji je sastavljen od razli¢itih tipova

stanica 1 mno$tva humoralnih ¢imbenika, jest obrana od prodora stranih antigena u

organizam. Da bi ispunio ovu zastitnu ulogu, imunosni sustav posjeduje moguénost

specificnog razlikovanja ,,vlastitog“ od ,stranog®, te pokretanja mehanizama

specificne 1 nespecificne imunosne reakcije, usmjerene prema eliminacji stranog

antigena (tablica 1).

Tablica 1: Osnovne funkcije imunosnog sustava, modificirano prema (67)

Imunosni Prirodena imunost Stec¢ena imunost
sustav
. Obrana domacina drugog reda
Prva obrana domacina, £08 ’
Funkcija ) )
odgodena, antigen specifi¢na,
brza, nespecifi¢na, nenaucena
razvija se paméenje
Usmjereno na znakove opasnosti - . .
Usmjereno na specificne strane
b obrasci prepoznavanja : .
Ciljevi prep J imunogene (npr. epitopi,
(npr. bakterijske ili virusne nukleinske S
patogene bjelancevine)
kiseline, dijelovi stijenke bakterija)
Glavne Fagociti (makrofazi, polimorfonuklearne Limfociti (T i B) i antigen
stanice stanice) i stanice prirodne ubojice predocne stanice
Receptori limfocita Bi T,
Glavni Ugljikovodi¢ni receptori,
glavni sustav tkivne podudarnosti
receptori Toll-sli¢ni receptori

(MHC)
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1.3.1. Imunosna (transplantacijska) reakcija

Presadak se u pravilu uzima od genski neidenticnog darivatelja organa.
Prepoznavanje tudih antigena od strane primatelja uzrokuje transplantacijsku reakciju,
odnosno imunosnu reakciju koja je usmjerena prvenstveno prema molekulama
glavnog sustava tkivne podudarnosti MHC (prema engl. major histocompatibility
complex). Ove molekule izrazene su na povrsini stanica alogeni¢nog tkiva i proizvod
su gena, smjeStenih na kratkom kraku Sestog kromosoma, koji su dio kompleksa
glavnog sustava tkivne podudarnosti MHC, u ¢ovjeka HLA sustav. MHC molekule
(MHC antigeni) su izrazito polimorfne, a njihovi geni se izrazavaju kodominantno i
nasljeduju prema Mendelovim pravilima. Poligenizam se o€ituje u Cinjenici da je
MHC genotip odreden sa Sest razli¢itih genskih lokusa (Sest razli¢itth MHC
molekula). Postoje MHC molekule razreda I (HLA-A, HLA-B i HLA-C) i molekule
razreda II (HLA-DP, HLA-DQ i HLA-DR) koje se razlikuju po gradi, mjestu izrazaja
1 stani¢nom odjeljku iz kojeg primaju antigene peptide za predocavanje limfocitima T.
U HLA-DP, HLA-DQ i HLA-DR lokusu postoje po dva gena za alfa i beta lanac
molekule, s time da na HLA-DR lokusu gen za beta lanac moZe biti udvostrucen.
Prema tome, ukupno se moZe prepisati osam razli¢itth MHC molekula razreda II, a
ukoliko se uparuju proizvodi alfa i1 beta gena s razlicitih kromosoma, tada ukupni broj
proizvoda doseze Sesnaest. Polimorfizam se ocituje u Cinjenici da se na svakom
lokusu moze pojaviti jedan od veceg broja alela iz populacije. Kada se uzmu u obzir
samo proizvodi HLA-A, HLA-B i HLA-DR lokusa, koji se uobi¢ajeno odreduju kod
presadivanja bubrega, poznato je 88 antigena koji su kodirani s vise od 1000 razli¢itih
alela.

Citokini imaju vaznu ulogu u modifikaciji izrazaja MHC molekula. Tijekom

imunosnog odgovora sve stanice presatka mogu izrazavati MHC molekule razreda I, a
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suputnicki leukociti pored njih i MHC molekule razreda II. Medutim, primatelj moze
reagirati imunosnom reakcijom 1 protiv antigena sporednog sustava tkivne
podudarnosti, polimorfnih stani¢nih bjelancevina koje nisu u MHC sustavu kodirane.
Stoga je 1 kod presadivanja organa izmedu MHC podudarnih jedinki, koje nisu

jednojajcani blizanci, potrebno imunosupresivno lije¢enje kako ne bi dosSlo do

odbacivanja presatka (64,68-71).

Tablica 2: Razlike MHC molekula razreda I i II, modificirano prema (71)

MHC razreda

MHC razreda I1

MHC a lanac polimorfan,

MHC a1 8 lanci su

Grada 3-2 mikroglobulin
polimorfni
univerzalan
Obicno od 14 do 17, no
DuZina peptida Od 9 do11 aminokiselina moze biti i do 30
aminokiselina
Izvor antigena Unutarstani¢ni Izvanstani¢ni

Izrazaj

Sve stanice s jezgrom

Limfociti B, makrofazi,
dendriti¢ne stanice,
epitelne stanice timusa i

aktivirani limfociti T

Predoc¢avanje antigena

CDS8" limfocitima T

CD4" limfocitima T
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1.3.2. Obiljezja imunosne reakcije

Transplantacijska reakcija pokazuje sva svojstva normalne imunosne reakcije,
a to su svojstvo specificnosti, imunosne memorije, generalizirana je i antigenski
specificna. Prepoznavanje stranih antigena na presatku od strane primateljevih
limfocita ili protutijela dovodi do razaranja presatka. Imunosni odgovor odreduju
¢imbenici darivatelja, prvenstveno izrazaj HLA antigena i prisustvo antigen predo¢nih
stanica u presatku, te primatelja u kojih je od izuzetne vaznosti ranija senzibilizacija
na ABO i HLA antigene. Imunosna aloreakcija izuzetno je snazna i mobilizira veliki
broj (do 10% svih klonova) limfocita T. Razlog tome je prepoznavanje stranih MHC
molekula T limfocitnim receptorima pri ¢emu dolazi do aktivacije limfocita. Strane
MHC molekule dovoljno su slicne vlastitima, tako da T stani¢ni receptori mogu
reagirati s njima, a pri tome dovoljno razli¢ite da budu prepoznate kao promijenjene
vlastite, tj. da sli¢e vlastitim MHC molekulama pri predocavanju stranog peptida.
Stoga aloreakcija posredovana MHC molekulama moZe biti jaca od ksenoreakcije
preko ovih molekula, jer T stani¢ni receptori primateljevih limfocita s ksenogeni¢nim
MHC molekulama ne mogu reagirati ili vrlo teSko reagiraju. Ipak, u slucaju
ksenotransplantacije dolazi do vrlo brzog ili hiperakutnog odbacivanja organa, koje je

u tom slucaju posredovano prirodnim protutijelima iz seruma primatelja (72-74).

1.3.2.1. Poc€etni razvoj imunosne reakcije odbacivanja presatka

Ostecenje presatka tijekom postupka presadivanja dovodi do oslobadanja
specificnih upalnih medijatora kao Sto su citokini i kemokini. Oni mogu inducirati
aktivaciju komplementa lektinskim putem, medutim puno vaznija funkcija je
poticanje upalne reakcije 1 aktivacija endotelnih stanica krvnih Zila presatka. Ova

aktivacija uzrokuje povecanje izrazaja adhezijskih molekula na endotelnim stanicama
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(E-selektin, ICAM-1, ICAM-2), koje se vezu za integrine (LFA-1, sialyl-Lewis) na
leukocitima. Ovo dovodi do usporavanja i kotrljanja leukocita duz aktiviranih
endotelnih stanica. Sekrecija kemokina privlaci jo§ viSe leukocita i uzrokuje njihovo
¢vrsto vezivanje na povrsinu endotelnih stanica. Time je stvoren preduvijet za
dijapedezu 1 ekstravazaciju efektorskih leukocita u upalno promijenjeno tkivo.
Izlaganje nekroticnom tkivu presatka dovodi do daljnje aktivacije infiltriraju¢ih
leukocita koji povecavaju lokalnu proizvodnju upalnih medijatora, uzrokujuci dodatno
osSte¢enje presatka. Antigen predocne stanice infiltriraju 1 fagocitiraju nekroti¢no
alogeni¢no tkivo, preraduju ga i predocavaju na povrSini MHC molekula razreda II.
Potom ove stanice, koje uklju¢uju makrofage te dendriticne stanice primatelja i
darivatelja, migriraju u drenazna sekundarna limfati¢na tkiva (regionalne limfne
¢vorove), gdje aktiviraju aloreaktivne djevicanske limfocite T. Aktivirani limfociti T
umnoZzavaju se i sazrijevaju u aloreaktivne zrele limfocite T koji se vracaju u presadak

1 pokrecu proces odbacivanja. (69-71,75,76).

1.3.2.2. Prepoznavanje aloantigena

Primateljevi limfociti mogu prepoznati prazne (nativne) alogenicne MHC
molekule razreda I i II, §to se naziva izravnim prepoznavanjem. Prepoznavanje ovih
davateljevih antigena preradenih u primateljevim predo¢nim stanicama (fagocitne
stanice ili dendriti¢ne stanice) i predocenih limfocitima T s pomocu primateljevih
molekula MHC razreda II, nazivamo neizravnim prepoznavanjem. Pored toga,
limfociti mogu prepoznati i druge preradene aloantigene, koji pripadaju sporednom
sustavu tkivne podudarnosti, u okviru vlastitih ili stranth MHC molekula na vlastitim
ili stranim predo¢nim stanicama. Postoje naznake da ovi aloantigeni mogu biti

uzrokom kroni¢nog odbacivanja.
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Prvi strani antigeni koji dolaze u dodir s primateljevim limfocitima T su
endotelne stanice presatka koje, kada se aktiviraju, mogu dodatno izrazavati MHC
molekule razreda II. Stoga je endotelitis ili vaskulitis jedan od pokazatelja akutnog
odbacivanja.

Medu suputnickim leukocitima koji dolaze s presatkom, najvaznije su antigen
predo¢ne stanice, a medu njima dendriticne stanice, koje snazno izrazavaju oba
razreda MHC molekula, kao i druge molekule koje su neophodne za aktivaciju
limfocita T (kostimulacijske molekule). Budué¢i da prenesene davateljeve predocne
stanice nose i MHC molekule razreda II, one mogu davateljeve ili primateljeve
preradene peptide vezati i prenijeti iz presatka u regionalne limfne ¢vorove. Tamo
podrazuju pomoéni¢ke limfocite T (CD4"), koji nose komplementarni specifi¢ni
receptor. Stoga, dendriticne stanice mogu stimulirati obje izvr$ne podvrste limfocita T
(pomoc¢nicke 1 citotoksi¢ne stanice), koji infiltriraju presadak. Zbog velikog
migracijskog potencijala, mogu se udomljavati u limfatickim tkivima primatelja, gdje
mogu pojacavati imunosni odgovor novacenjem veceg broja specificnih limfocitnih
klonova. U¢inak davateljevih suputnickih leukocita je prolazan, jer oni nestaju iz
presatka za nekoliko dana. Njihovo odstranjenje prije presadivanja produzava

prezivljavanje presatka (69-71,74,77).

1.3.2.3. Aktivacija limfocita T (signal 1)

Transplantacijsku reakciju pokre¢e medudjelovanje specifiénog receptora
limfocita T s peptidnim antigenom predo¢enim u okviru MHC molekule na membrani
antigen predo¢nih stanica. T stanicni receptor je heterodimer kojega Cine dva
polipeptida lanca, o i B lanac, koji imaju promjenjive i konstantne domene. Druga

opisana podvrsta heterodimernog T stani¢nog receptora gradena je od y i d lanaca, no
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nije dokazano da je ova podvrsta limfocita T znacajna u reakcijama na alogeni
presadak. T stani¢ni receptori na povrSini limfocita T povezani su s CD3
kompleksom, sastavljenim od viSe polipeptidnih lanaca, koji su znacajni za stabilnost
izrazaja T stani¢nog receptora na membrani limfocita T te za prijenos signala u
unutrasnjost stanice. Signali s povrSine limfocita T prenose se brojnim mehanizmima
transmembranskog prijenosa u stani¢nu jezgru, gdje se modificira izrazaj gena koji
sudjeluju u regulaciji stani¢nih funkcija. Aktivacija putem T stanicnog receptora
potice fosforilaciju receptorskih peptida, kao Sto su ( lanci i druge adaptorske
molekule koje se povezuju s receptorom. Ova fosforilacija aktivira razliite stanicne
biokemijske puteve, ukljucujuéi kalcineurinski put, put protein kinaze C (PKC) te
puteve koji ukljucuju Ras- i Rac-mitogenom aktivirane protein (MAP) kinaze.

Vecina zrelih limfocita T nosi CD4 ili CD8 molekulu na stani¢noj membrani.
CD4 molekule obiljezavaju pomo¢nicke limfocite T 1 sudjeluju u reakcijama s MHC
molekulama razreda II, dok CD8 molekule obiljezavaju citotoksi¢ne limfocite T 1
reagiraju s MHC molekulama razreda I. Medutim, ova podjela nije stroga i postoje
preklapanja. Iznimno CD4" limfociti T mogu pokazivati citolitika svojstva, a CD8"
limfociti T proizvoditi regulacijske citokine koji su inade svojstveni CD4 " stanicama.
Smatra se da CD4" limfociti T posreduju prepoznavanje presadka, pojacavaju i
koordiniraju imunosni odgovor te osiguravaju pomo¢ efektorskim stanicama.

Nakon aktivacije, limfociti T proizvode razne citokine koji reguliraju imunosni
odgovor. Uz trajnu antigensku stimulaciju, limfociti T mogu se diferencirati u
pomoc¢nicke limfocite T tipa 1 (Thl stanice, prema engl. T helper) ili tipa 2 (Th2
stanice). Pomo¢nicki limfociti T tipa 1 izlucuju citokine kao §to su interleukin 2 (IL-
2), interferon y (INF-y ) 1 ¢cimbenik tumorske nekroze alfa (TNF-a). U zacetku ovog

tipa odgovora sudjeluje i IL-12, koji se ubraja u Th1 profil iako nije limfocitni citokin,
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nego ga proizvode antigen predoCne stanice (dendritiCne stanice i makrofagi).
Nabrojeni citokini poti¢u reakcije odgodenog odgovora preosjetljivosti i citotoksi¢nu
aktivnost, Sto spada u reakcije stani¢ne imunosti. S druge strane, pomo¢nicki limfociti
T tipa 2, luce¢i citokine IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13, poticu humoralni imunosni
odgovor, koji obuhvaca proizvodnju opsonizirajuéih i komplement vezucih protutijela
IgG te aktivaciju eozinofila, proizvodnju i lucenje protutijela razreda IgE (69-

71,75,77-79).

1.3.2.4. Kostimulacija limfocita T (signal 2)

Drugi neophodni signal za aktivaciju limfocita T je medudjelovanje
kostimulacijskih receptora limfocita T s kostimulacijskim ligandima na povrSini
antigen predoCne stanice. Ovo medudjelovanje pojacava vezivanje limfocita T za
antigen predocnu stanicu. Medu adhezijskim molekulama koje sudjeluju u aktivaciji
limfocita T, vaznu ulogu u stabilizaciji medustani¢ne veze igraju integrini, osobito
LFA-1 na limfocitima T, koji se veZze za molekule ICAM na antigen predo¢nim
stanicama. Dodatno ucvrS€enje stanicnih veza s kombinacijama adhezijskih
molekulskih parova, kao §to su ICAMI1-VLA4 ili CD2-CD48/CDS59, te drugih
akcesornih molekula, dovodi do stvaranja tzv. imunosne sinapse.

Otkriveno je viSe nacina kostimulacije limfocita T, medu kojima je najvaznije
medudjelovanje T limfocitnog CD28 s ligandima na antigen predo¢noj stanici CD80
(B7-1) ili CD86 (B7-2). Izrazaj ovih liganda pojacava aktivacija antigen predoc¢nih
stanica brojnim upalnim poticajima, ukljucujué¢i infekciju 1 citokine. Anergiju
limfocita T 1 apoptozu, koja moZe nastupiti kada postoji samo prvi signal preko
specificnog receptora limfocita T 1 CD3 kompleksa, sprjecava signal preko CD28

molekule.
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Osim ovog kostimulacijskog ili aktivacijskog signala, od velikog je znacaja
inhibicijski signal koji nastaje medudjelovanjem antigena citotoksi¢nih limfocita T 4
(CTLAA4, prema engl. cytotoxic T lymphocyte antigen 4) s ligandima CD80 (B7-1) i
CD86 (B7-2). Za razliku od CD28 kojeg izrazavaju mirujuci limfociti T 1 koji
pridonosi aktivaciji, CTLA4 je izrazen na povrSini aktiviranih stanica i njegovo
vezivanje izaziva inhibiciju. Stoga je taj signal vaZan za ograniCavanje imunosnog
odgovora kojim se ne dozvoljava istovremena aktivacija jedne stanice s dva ili vise
razli¢itih antigena.

Uloga kostimulacijske molekule CD40 na antigen predo¢noj stanici i njezinog
liganda CD154 (CD40L) na limfocitu T takoder je znacajna u imunosnom odgovoru
na presadak. CD154 (CD40L) izrazava se rano na aktiviranim limfocitima T i njegovo
vezivanje s kostimulacijskom molekulom CD40 neophodno je za aktivaciju limfocita
B, dendriticnih stanica i monocita, a znacajno pojacava izrazaj CD80/86 (B7)

molekula (69-71,75,80).

1.3.2.5. Limfociti B

Vaznost limfocita B 1 protutijela u odbacivanju presatka najocitija je kod
hiperakutnog odbacivanja, koje nastaje unutar 24 sata od presadivanja u bolesnika
koji su ranije senzibilizirani na alogene HLA molekule. Uloga limfocita B u akutnom
odbacivanju posredovanom stanicama jo$ nije dovoljno razjasnjena. Neke epizode
akutnog odbacivanja imaju i humoralnu komponentu, §to se moze dokazati bojanjem
C4d komponente komplementa u bioptatu.

Svaki klon djevicanskih limfocita B izraZzava jedinstveni antigen-specificni B
stanicni receptor. Tijekom aktivacije limfocita B, ovi receptori prepoznaju antigene

alogeni¢nog presatka, internaliziraju ih, preraduju i kona¢no predocavaju putem MHC
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molekula razreda II na svojoj povrsini. Pored toga za razvoj B limfocitnog odgovora
potrebno je medudjelovanje limfocita B i prethodno aktiviranih CD4" pomoénickih
limfocita T podvrste Th2, koji prepoznavaju kompleks antigen/MHC molekula
razreda II i lu€e citokine potrebne za sazrijevanje i proliferaciju limfocita B (69-

71,75,80-83).

1.3.2.6. Klonalna ekspanzija i dozrijevanje limfocita

Potpuna aktivacija limfocita (signal 1 1 2) manifestira se izrazajem IL-2R i
lu¢enjem IL-2, §to je neophodno za ulazak limfocita u stani¢ni diobeni ciklus. Potom
slijedi klonalna ekspanzija limfocita T koju, pored ostalih ¢imbenika rasta i
diferencijacije, prvenstveno vodi IL-2. Dozrijevanjem odgovora limfocita T
postavljene su osnove za stani¢no odbacivanje presatka. Limfociti B nakon aktivacije
1 proliferacije sazrijevaju u plazma stanice koje proizvode aloreaktivna protutijela,
koja reagiraju s povrSinskim molekulama alogeni¢nih endotelnih stanica (69-

71,75,76,80,84).

1.3.2.7. Efektorski mehanizmi

CD4" stanice nakon prepoznavanja stranih MHC molekula razreda II igraju
vaznu ulogu u regulaciji efektorskih mehanizama. Pocetni upalni odgovor koji nastaje
zbog oStecenja tkiva tijekom postupka presadivanja, pripada prirodenoj imunosti i nije
ovisan o antigenu. Taj odgovor posreduju neutrofili i stanice monocitnog reda,
ukljucujuéi makrofage i dendritiéne stanice. Antigen-specifi¢na aktivacija CD4"
stanica dovodi do stvaranja efektorskog fenotipa Thl koji se ocituje u izrazaju
specificnih molekula na stani¢noj povrSini 1 proizvodnji citokina, koji poticu

monocite. Ova suradnja izmedu CD4" stanica i monocita izaziva odgovor odgodenog
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tipa preosjetljivosti i igra znaCajnu ulogu u razaranju presatka, dok aktivacija
makrofaga uzrokuje oStecenje tkiva i fibrozu.

Akutno stani¢no odbacivanje presatka je najceS¢i oblik rane reakcije
odbacivanja nakon presadivanja bubrega. Moze zahvatiti epitelne stanice tubula ili
stanice vaskularnog endotela. Aktivacija CD4" stanica Thl profila i proizvodnja
citokina (npr. IL-2, IFN-y, TNF-B) takoder potice aktivaciju i umnazanje citotoksi¢nih
CD8" limfocita T i stanica prirodnih ubojica (NK, prema engl. natural killer).
Aktivirani citotoksi¢ni limfociti CD8" putuju u presadak i ubrzo ga unistavaju jer
prepoznaju davateljeve antigene MHC razreda I. Aktivirani citotoksi¢ni limfociti T na
povrsini izrazavaju CD178 (fas ligand, Fas-L), koji reagira s CD95 (fas) izrazenim na
ciljnoj stanici presatka, Sto dovodi do inducirane apoptoze stanice. Dodatno
citotoksi¢ne efektorske stanice otpustaju citoliticke bjelancevine kao $to je perforin,
koji se veze na povrSinu membrane ciljne stanice. Djelovanje perforina omogucuje
prolazak serin proteaza, kao §to je granzim B, u citoplazmu ciljnih stanica, koji nakon
internalizacije aktivira mehanizme apoptoze.

Akutno humoralno odbacivanje zapo€inje vezivanjem specifi¢nog antigena od
strane receptora limfocita B (membranskog imunoglobulina), nakon ¢ega dolazi do
umnaZzanja limfocita B i1 dozrijevanja u plazma stanice. Za ovaj proces neophodni su
citokini koje proizvode CD4" stanice Th2 profila i koji stimuliraju limfocite B.
Diferencijacijom i proliferacijom limfocita B nastaju plazma stanice, koje proizvode
topljive imunoglobuline, protutijela koja se mogu vezati za endotel alogeni¢nih
stanica. IzluCena protutijela mogu uzrokovati oSteéenje stanica pomocu nekoliko
razli¢itih izvrSnih mehanizama. Jedan od najvaznijih mehanizama je izravna
aktivacija komplementa, koja uslijedi nakon S§to specifi¢na protutijela protiv tkiva

darivatelja opsoniraju endotelne stanice. Tada se pokrece klasi¢ni put aktivacije
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komplementa u kojem se prve aktiviraju kataliticke podjedinice C1 kompleksa. One
poticu aktivaciju sljede¢ih komponenti komplementa u nizu, ukljucuju¢i C4b, koji je
kovalentno vezan za povrSinu staniéne membrane. Nakon inaktivacije C4b, zaostaje
C4d na povrsSini endotelne stanice, Sto se moze dokazati imunohistokemijski, a
oznacava aktivno akutno humoralno odbacivanje. Kaskadni aktivacijski slijed tijekom
humoralnog odbacivanja zavrSava stvaranjem citotoksi¢nog kompleksa koji napada
membranu (MAC, prema engl. membrane attacking complex), a koji izaziva smrt
endotelnih stanica apoptozom. Pored toga, protutijela mogu ostetiti ciljna tkiva i
posredstvom reakcije stanicne citotoksicnosti ovisne o protutijelima (ADCC, prema
engl. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity). Ovu citotoksi¢nost ovisnu o

protutijelima prvenstveno posreduju stanice NK (69-71,75,76,79,81-85).
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1.4. Imunosupresivno lijeCenje

Cilj imunosupresivnog lijeCenja je smanjenje neZeljene imunosne aktivnosti.
Medutim, primjenu imunosupresije prate i komplikacije kao $to su infekcije, tumori,
metabolicki poremecaji, arterijska hipertenzija te druge nuspojave lijecCenja.
Imunosupresivni agensi mogu djelovati na razli¢itim razinama aktivacije i
proliferacije limfocita. Oni mogu ometati prijenos signala nakon medudjelovanja T
stani¢nog receptora s antigen predocnim stanicama, kao i s provodenjem signala
putem CD3 kompleksa (signal 1). Takoder, ovi lijekovi mogu djelovati na
kostimulacijski signal koji nije antigen-specifican i koji nastaje medudjelovanjem
CD80/86 (B7) na antigen predo¢noj stanici s CD28 molekulom na limfocitu T (signal
2). Tijekom imunosne reakcije ova dva signala aktiviraju unutarstani¢ne mehanizme,
koji dovode do izrazaja IL-2 i drugih citokina te IL-2R. Stimulacija IL-2R uzrokuje
aktivaciju mTOR (prema engl. mammalian target of rapamycin), Sto daje signal 3,
koji pokrece stani¢nu proliferaciju, a koja se takoder moZze suzbiti primjenom

imunosupresije (86-88).

Slika 4: Ciljevi imunosupresivnih lijekova, prema (90)

1.4.1. Imunosupresivni lijekovi

1.4.1.1. Kortikosteroidi

Kortikosteroidi su bili prvi lijekovi koji su koriSteni za lijeCenje
transplantacijske reakcije nakon presadivanja bubrega. Kako veéina stanica u
citoplazmi ima glukokortikoidne receptore, na brojnim organskim sustavima javljaju
se nezeljeni ucinci ovih lijekova. Iz tog razloga nastoji se u danasnje vrijeme izbjeci,

smanyjiti dozu ili ranije obustaviti lijecenje kortikosteroidima.
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Ovi lijekovi djeluju na specificnu imunost blokiraju¢i ekspresiju gena za
citokine i citokinske receptore koji posreduju funkcije antigen predocnih stanica i
limfocita T, a pored toga svojim protuupalnim ucincima djeluju i na nespecificnu
imunost. Naroc¢ito snazno suprimiraju specifiénu imunost inhibicijom funkcije
dendriti¢nih stanica, koje su najvaznije antigen predo¢ne stanice. Zbog hidrofobnosti
kortikosteroidi mogu difundirati kroz stanicu, gdje se vezu za citoplazmatske
receptore povezane s bjelancevinom toplinskog Soka (engl. heat shock protein). Pri
tome dolazi do odvajanja ove bjelanevine od receptora i kompleks steroida s
receptorom putuje u jezgru, gdje se veze za sljedove DNK, koji se nazivaju elementi
glukokortikoidnog odgovora (GREs, prema engl. glucocorticoid response elements).
Ovime se vjerojatno inhibira prepisivanje gena za citokine. Kortikosteroidi takoder
inhibiraju translokaciju jezgrinog ¢imbenika prepisivanja x-B (NF x-B, prema engl.
nuclear factor k-B), koji ima vaznu ulogu u poticanju gena koji kodiraju brojne
citokine. Kortikosteroidi inhibiraju izrazaj IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, TNF-a 1 INF-y.
Posljedica toga je inhibicija svih stupnjeva aktivacije limfocita T. Vrucica koja Cesto
prati akutno odbacivanje, a posljedica je oslobadanja citokina, brzo prestaje nakon
primjene pulsnih doza kortikosteroida. Kortikosteroidi uzrokuju limfopeniju
preraspodjelom limfocita iz krvozilnog sustava natrag u limfno tkivo i izravnim
antilimfocitnim djelovanjem, budu¢i da ovi lijekovi uzrokuju progamiranu stanicnu
smrt limfocita T (apoptozu). Pored toga kortikosteroidi ometaju migraciju monocita u
upalno promijenjeno podrucje 1 njihovu dijapedezu tako da blokiraju sintezu,
oslobadanje i djelovanje brojnih kemokina, vazodilatacijskih ¢imbenika i1 ¢imbenika
koji povecavaju propusnost krvnih zila. Tijekom lije¢enja visokim dozama

kortikosteroida, ukupni broj leukocita u perifernoj krvi moze visestruko narasti.
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Snazno imunosupresivno i protuupalno djelovanje kortikosteroida uz njihovo
hormonalno djelovanje uzrokuje brojne nezeljene ucinke. Medu vaZznijima su
smanjena otpornost na infekcije, arterijska hipertenzija, hiperlipidemija, intolerancija
glukoze, usporeno cijeljenje rana, ometanje rasta, osteonekroza, osteoporoza, razvoj
mrene te kozmeticke i1 psihopatoloske promjene. Znatne individualne razlike u
zastupljenosti glukokortikoidnih receptora u tkivima te u metabolizmu kortikosteroida
uzrokuju razli¢it odgovor na primjenu ovih lijekova. Ucestalost i jacina ovih
nezeljenih djelovanja znacajno se smanjuju uz nize doze kortikosteroida.

Najcesce se koriste prednizolon i njegov 11-keto metabolit prednizon u obliku
tableta, a metilprednizolon kao intravenski pripravak. Prednizolon je najaktivniji
cirkuliraju¢i imunosupresivni kortikosteroid. Poluzivot ovih lijekova traje nekoliko
sati, ali njihov ucinak na suzbijanje proizvodnje limfokina je produzen (oko 24 sata).
Kortikosteroidi se razgraduju u jetri mikrosomalnim enzimskim sustavima. Stoga
lijekovi koji induciraju ove enzime smanjuju razinu kortikosteroida u plazmi (npr.

barbiturati), dok ju oralni kontraceptivi i ketokonazol povecavaju (86-90).

1.4.1.2. Inhibitori kalcineurina ciklosporin i takrolimus

Ciklosporin (ciklosporin A) je mali cikli¢ki polipeptid gljivicnog podrijetla,
koji se sastoji od 11 aminokiselina. Takrolimus (FK506) je makrolidna antibiotska
tvar izolirana iz Streptomyces tsukubaensis. Ciklosporin A 1 takrolimus inhibiraju
kalcineurinski put prijenosa signala u stanici, §to smanjuje aktivaciju limfocita.

Nakon vezivanja antigena za T stani¢ni receptor, fosforilacija ZAP-70 (C-
vezana bjelancevina, prema engl. zeta associated protein) uzrokuje fosforilaciju
fosfolipaze C y 1, koja hidrolizira membranski fosfolipid fosfatidilinozitol 4,5

bifosfonat (PIP,) u inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) 1 diacilglicerol (DAG). IP; dovodi do
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porasta koncentracije kalcija u stanici. Kalcij vezivanjem za kalmodulin tvori
kompleks koji aktivira nekoliko enzima, ukljucuju¢i fosfatazu kalcineurin.
Kalcineurin defosforilira odredene regulacijske bjelancevine u jezgri, npr. NFAT
(prema engl. nuclear factor of activated T cells), i olakSava njihov prolaz kroz
jezgrinu membranu. Ciklosporin vezivanjem za citoplazmatski receptor ciklofilin i
takrolimus vezivanjem za citoplazmatski receptor FKBP (prema engl. FK binding
protein), tvore kompleks koji inhibira aktivnost kalcineurina. Inhibicija kalcineurina
ometa izrazaj nekoliko znacajnih gena citokina koji pospjesuju aktivaciju limfocita T,
ukljucujuéi one za IL-2, IL-4, IFN-y i TNF-a. Takoder je ometano prepisivanje drugih
gena, kao Sto su geni za CD154 (CD40L) i protoonkogena H-ras i c-myc. Posljedica
tih ucinaka je smanjenje proizvodnje citokina i umnazanja limfocita. Ciklosporin
dodatno pojacava izrazaj TGF-B (prema engl. transforming growth factor-f), koji
takoder inhibira IL-2 i stvaranje citotoksi¢nih limfocita T. Postoji moguénost da je
TGF-B odgovoran za razvoj intersticijske fibroze, Sto je znafajna karakteristika
nefrotoksi¢nosti inhibitora kalcineurina, a takoder se povezuje s umnaZanjem
tumorskih stanica.

Od 1996. se, umjesto starijeg pripravka lijeka, zbog bolje apsorpcije ve¢inom
koristi mikroemulzija ciklosporina, koja postoji u obliku otopine ili mekih
gelatinoznih kapsula, a rjede se primjenjuje intravenski pripravak. Takrolimus takoder
postoji u obliku kapsula i intravenskog pripravka. Poluvrijeme eliminacije inhibitora
kalcineurina je oko osam sati. Oni se metaboliziraju u jetri u brojne metabolite koji
mogu biti aktivni 1 nefrotoksicni, a izlucuju se putem zuci uz neznatno bubrezno
izluCivanje.

Aktivnost kalcineurina je kod terapijskih nivoa ciklosporina i takrolimusa

smanjena na 50%, $to omogucava jakim signalima da potaknu imunosni odgovor koji
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moze zaStititi domacina. Inhibitori kalcineurina ulaze u interakcije s brojnim
lijekovima koji su u $irokoj upotrebi, a koji takoder mogu utjecati na aktivnost P450 u
jetri ili u crijevima. Pored toga inhibiraju MDR bjelancevinu (prema engl. multidrug
resistance protein), §to takoder dovodi do interakcije s drugim lijekovima. Radi
adekvatnog doziranja potrebno je odredivanje razine inhibitora kalcineurina u punoj
krvi. Odredivanje se vrsi 12 sati nakon uzimanja lijeka (najniza koncentracija, engl.
trough level), a kod ciklosporina preporuca se i odredivanje dva sata nakon uzimanja
lijeka (priblizna maksimalna koncentracija, engl. C2- monitoring). Uzorak krvi uzima
se u epruvete s antikoagulansom EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina).
Najspecifi¢nija i referentna metoda za odredivanje nemetaboliziranog ciklosporina je
metoda HPLC (prema engl. high performance liquid chromatography). Medutim,
zbog skupoce ove metode i kompliciranog izvodenja, koriste se imunosni testovi s
monoklonskim protutijelima na ciklosporin FPIA (prema engl. fluorescence
polarization immunoassay) i EMIT (prema engl. enzyme-multiplied immunoassay
technique). Ovi testovi krizno reagiraju 1 s metabolitima ciklosporina, cime
precjenjuju razinu ciklosporina za 45%, odnosno 15%. Za odredivanje razine
takrolimusa ve¢inom se koristi test s monoklonskim protutijelima MEIA (prema engl.
microparticle enzyme immunoassay).

Nefrotoksicnost je glavni nedostatak inhibitora kalcineurina. Reverzibilna
vazokonstrikcija, koja je ovisna o dozi 1 koju inhibitori kalcineurina u bubrezima
izazivaju prvenstveno na arterioli aferens, moZe se nakon presadivanja izraziti
usporavanjem odgodenog oporavka presatka (akutna tubularna nekroza) ili akutnim
reverzibilnim smanjenjem glomerularne filtracije (porast kreatinina). Kao posljedica
dugotrajne primjene inhibitora kalcineurina razvija se kroni¢na intersticijska fibroza,

koja moze biti mjestimi¢na ili prugasta te povezana s oSteCenjem arteriola.
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Intersticijska fibroza moze dovesti do kroni¢nog bubreznog zatajenja sa smanjenjem
glomerularne filtracije, koje moze biti progresivno. Inhibitori kalcineurina mogu
izazvati 1 akutnu mikrovaskularnu bolest, tromboticku mikroangiopatiju, koja moze
zahvatiti samo bubreg ili moze biti sustavna bolest. Ovaj sindrom je sli¢an
trombotic¢koj trombocitopeni¢noj purpuri (TPP).

Bubrezna vazokonstrikcija dovodi do smanjenog izlu€ivanja natrija sa
sklono$¢u razvoja arterijske hipertenzije 1 zadrzavanja tekucine. Inhibitori
kalcineurina Cesto izazivaju hiperkalijemiju, koja moZe biti povezana s blagom
hiperkloremickom acidozom. Takoder mogu izazvati hipomagnezijemiju ili
hipokalcijemiju povecanim izluc¢ivanjem ovih elektrolita te hiperuricemiju zbog
smanjenog izlu¢ivanja mokraéne kiseline mokra¢om.

Druge znacajne nuspojave ovih lijekova su promjene u testovima jetrene
funkcije, hiperlipidemija, intolerancija glukoze ili dijabetes melitus, neurotoksicnost,
kardiotoksi¢nost, poremecaji ili bolesti probavnog sustava (kolelitijaza, povracanje,
proljev), tromboembolija, hiperuricemija, giht, kozmeticke promjene (pojacana
dlakavost ili gubitak kose, hiperplazija gingiva, ginekomastija), infekcije i malignitet

(86-90).

1.4.1.3. Mikofenolat mofetil

Mikofenolat mofetil (MMF) se koristi od 1995. g. kod presadivanja organa.
Proizvod je fermentacije razli¢itih plijesni vrste Penicilliuma, a za razliku od
azatioprina MMF selektivno djeluje na limfocite. U kombinaciji s ciklosporinom i
prednizonom, MMF se pokazao efikasnijim od azatioprina u sprjeavanju akutnog
odbacivanja bubreznog presatka od umrle osobe. Aktivna tvar MMF je mikofenolna

kiselina (MFK), koja se sama koristi od 2004. g. (ERL-80, myfortic). Reverzibilnom
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inhibicijom inozin monofosfat dehidrogenaze (IMPDH), MFK u aktiviranim
limfocitima inhibira sintezu purina i stvaranje gvanozin nukleotida od inozina.
Limfociti, za razliku od drugih stanica, nemaju rezervni put za proizvodnju gvanozin
nukleotida od gvanina. MFK inhibira proliferaciju limfocita T u IL-2 ovisnom putu
(blokada G, faze stani¢nog ciklusa).

MMF se koristi u obliku kapsula, a MFK u obliku Zelu¢anootpornih tableta.
Dnevna doza od 2 g MMF odgovara 720 mg MFK. Vrlo rijetko se primjenjuje
intravenozni preparat lijeka. Nakon peroralne primjene bioraspolozivost lijeka je 90%,
a poluvrijeme eliminacije je 12 sati. NeZeljene pojave javljaju se prvenstveno u
probavnom sustavu, a mogu se javiti i leukopenija, anemija ili trombocitopenija, koje
mogu zahtijevati promjenu doziranja lijeka. Korisno je odredivanje razine lijeka u
krvi. Ciklosporin snizava razinu MFK jer smanjuje njezinu enterohepati¢nu
recirkulaciju, a lijekovi kao $to su antacidi, kolestiramin ili peroralna primjena

zeljezo-sulfata smanjuju apsorpciju lijeka u crijevima (86-91).

1.4.1.4. Azatioprin

Antimetabolit azatioprin je imidazolski derivat 6-merkaptopurina. U
imunosupresivnom lijecenju standardno se dodavao ciklosporinu i kortikosteroidima.
Danas se umjesto njega ve¢inom koristi mikofenolat mofetil, jer je ucinkovitiji u
suzbijanju akutne reakcije odbacivanja i djeluje selektivno na limfocite. Azatioprin se
ugraduje u stani¢nu DNK 1 inhibira sintezu purinskih nukleotida te ometa sintezu i
razgradnju RNK. Time inhibira replikaciju gena i posljedi¢nu aktivaciju limfocita T.
Azatioprin ima S$iroko supresivno djelovanje na mijelocitnu lozu tako da inhibira
proliferaciju promijelocita u koStanoj srzi, ¢ime se smanjuje broj cirkuliraju¢ih

monocita koji su sposobni da dozriju u makrofage. Azatioprin snazno inhibira
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primarni imunosni odgovor, ali nije ucinkovit u lije€enju krize odbacivanja.
Najznacajnija nezeljena djelovanja ukljucuju hematoloske poremecaje, prvenstveno
leukopeniju i trombocitopeniju, hepatitis 1 kolestazu, a rijetko upalu gusSterace.
Inhibicija ksantin oksidaze alopurinolom sprje¢ava razgradnju azatioprina, Sto moze

dovesti do teske leukopenije i trombocitopenije (86-90).

1.4.1.5. ,, TOR* inhibitori: sirolimus i everolimus

Sirolimus i1 everolimus inhibiraju klju¢nu regulacijsku kinazu u procesu
stanicne diobe TOR (cilj djelovanja rapamicina, prema engl. target of rapamycin).
Sirolimus (rapamicin) je makrolidni antibiotik, po strukturi sli¢an takrolimusu, koji se
koristi u klini¢koj transplantaciji od 1999. g. U pocetku je davan u kombinaciji s
ciklosporinom i kortikosteroidima. Njegov derivat everolimus (RAD, prema engl.
rapamycine-derivative) je hidrofilniji, ima kraci poluzivot i vecu bioraspoloZzivost.

Sirolimus 1 everolimus vezu se za FKBP, medutim ovaj kompleks ne inhibira
kalcineurin nego bjelancevinu TOR, S§to sprjeava ucinak faktora rasta na aktivirane
limfocite. Ovi lijekovi smanjuju proliferaciju hematopoetskih 1 nehematopoetskih
stanica ovisnu o citokinima u G; 1 S fazi diobenog ciklusa. Mogu se primjenjivati
zajedno s takrolimusom, jer postoji suviSak FKBP, zbog Cega izostaje kompetitivna
inhibicija.

Sirolimus se brzo resorbira iz probavnog sustava, a poluzivot mu je prosje¢no
62 sata. Uz pocetnu dozu lijeka koja je tri puta veca od doze odrZavanja, brzo se
postiZe stalna koncentracija lijeka u krvi. Poluzivot everolimusa je kraci, prosjecno 23
sata. TOR inhibitori se uglavnom razgraduju u jetri djelovanjem CYP3A 1 p-
glikoproteina, dok im je bubreZzno izlu€ivanje minimalno. U kombinaciji s

ciklosporinom, koncentracija sirolimusa 12 sati nakon uzimanja lijeka (engl. trough
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level) ispod 6 ng/dl (mjereno HPLC metodom) povezana je s ve¢om ucestaloS¢u
reakcije odbacivanja, dok koncentracija iznad 15 ng/dl ¢es¢e dovodi do neZzeljenih
djelovanja.

Inhibitori TOR-a i kalcineurina razgraduju se istim enzimatskim sustavima.
Kako ne bi doslo do izrazitog povecanja koncentracije sirolimusa u krvi i mogucih
nezeljenih djelovanja, preporuca se primjena sirolimusa Cetiri sata nakon jutarnje doze
ciklosporina. Znacajna su medudjelovanja sirolimusa s drugim lijekovima te je
potrebno prilagoditi njihovu dozu. Kada se sirolimus primjenjuje zajedno s
ciklosporinom, potrebne su nize doze ciklosporina. Mogu¢i je ja¢i nefrotoksi¢ni
ucinak, koji je nakon smanjenja doze reverzibilan. Toksi¢nim u¢inkom na bubrezne
tubule, TOR inhibitori mogu izazvati hipokalijemiju i hipomagnezijemiju, $to je
posljedica njihovog pojacanog izlucivanja mokracom. Drugi nezeljeni ucinci TOR
inhibitora su usporeno cijeljenje rana, pojava limfokela, ulceracija u ustima te
oligospermija. TOR inhibitori mogu usporiti oporavak od akutne tubularne nekroze i
odgoditi uspostavu funkcije bubreznog presatka. Kombinacija sirolimusa i
takrolimusa moZze zbog tubularnog ostecenja, slicnog onome kod multiplog mijeloma,
izazvati akutno bubreZno zatajenje s pojavom cilindara u mokraci. U viSe od polovine
bolesnika na lijeCenju TOR inhibitorima razvija se hiperlipidemija, osobito kada se
ovi lijjekovi daju u kombinaciji s ciklosporinom. Zbog vece ucestalosti upale pluca
preporuca se profilakticka primjena kotrimoksazola u prvoj godini po presadivanju
bubrega. TOR inhibitori takoder mogu uzrokovati reverzibilno smanjenje broja krvnih
stanica, osobito trombocita. Ucestalost malignoma 1 poslijetransplantacijske
limfoproliferativne bolesti je niska i ne odstupa od uobiCajenog, a opisuje se i
antitumorsko djelovanje sirolimusa zbog inhibicije angiogeneze i prekida rasta

malignih stanica u G 1 S fazi stani¢nog diobenog ciklusa (86-90).
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1.4.1.6. Poliklonska antilimfocitna protutijela

Antilimfocitni globulini primjenjuju se od 1970-ih godina u klinickoj
transplantaciji organa. Dobivaju se imunizacijom konja ili kuni¢a humanim
limfoidnim tkivom. Iz seruma imuniziranih Zivotinja izolira se i prociS¢ava gama
globulinska frakcija. Danas se ve¢inom koriste pripravci Thyrnoglobuline® koji se
dobiva imunizacijom kuni¢a humanim timocitima, Atgam® kod kojeg se imuniziraju
konji humanim timocitima te ATG- Fresenius® kod kojeg se koristi Jurkat stani¢na
linjja (T limfocitna leukemija) za imunizaciju kunica.

Intravenski imunoglobulini dobivaju se sakupljanjem ljudske plazme, a

njihova primjena u lije¢enju kod presadivanja organa postaje sve ces¢a (86-90).

1.4.1.6.1. Antilimfocitni globulini

Antilimfocitni globulini (ALG) sadrZe citotoksi¢na protutijela protiv velikog
broja povrSinskih antigena limfocita T, NK i B stanica, adhezijskih molekula i
kemokinskih receptora. Djelovanje je primarno posljedica deplecije limfocita T
(CD3" za vise od 50%) u krvi i limfatickim organima, medutim toé¢an mehanizam
nije poznat. Limfopenija se razvija unutar 24 sata i perzistira nekoliko godina, a CD8"
limfociti T oporavljaju se prije CD4" limfocita T. Na jac¢inu deplecije limfocita T u
perifernim tkivima viSe utje¢e maksimalna razina lijeka nego kumulativna doza. ALG
izazivaju imunomodulaciju i funkcionalnu alteraciju limfocita T, poti¢u nastanak
CD4"CD25"¢"Foxp3" (Foxp3, prema engl. forkhead box protein 3) regulacijskih
stanica T 1 mogu smanjiti stani¢nu infiltraciju kod reperfuzije organa i tijekom
epizoda akutnog odbacivanja.

Doziranje antilimfocitnih globulina i trajanje lije€enja ovise o nacinu primjene

1 kombinaciji s drugim imunosupresivima. Poluvrijeme eliminacije ALG jako varira.
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Pracenje se temelji na odredivanju broja limfocita T u perifernoj krvi. Intraoperativna
primjena ALG, prije reperfuzije, moze smanjiti ucestalost odgodenog preuzimanja
funkcije presatka, medutim nije poznato da li oslobadanje citokina moZe pojacati
reperfuzijsko osteéenje.

Uz konvencionalnu trojnu imunosupresivnu terapiju, koja obuhvaca inhibitor
kalcineurina, mikofenolat mofetil (ili mikofenolnu kiselinu) i kortikosteroid, primjena
ALG smanjuje ucestalost akutnog odbacivanja presatka i omogucava odgodeno
uvodenje inhibitora kalcineurina. ALG takoder pruzaju imunosupresivnu zastitu za
modulaciju doze drugih imunosupresiva, lijeCenje s nizom dozom ili bez
kortikosteroida te smanjenje doze inhibitora kalcineurina na minimum. ALG se
primjenjuju uz konvencionalnu imunosupresivnu terapiju, osobito u bolesnika s
najve¢im rizikom za odbacivanje ili pove¢anim rizikom za odgodeno preuzimanje
funkcije presatka. Oni smanjuju rizik od prolongirane tubularne nekroze i pojave
kirurSkih komplikacija.

Bez antivirusne profilakse javlja se veca ucestalost citomegalovirusne
infekcije 1 BK viremije (vrsta poliomavirusa), a povecana je i u€estalost karcinoma te
poslijetransplantacijske limfoproliferativne bolesti. U bolesnika s niskim rizikom za
akutno odbacivanje, lijeCenje ALG-ima nema prednosti pred konvencionalnom
trojnom imunosupresivnom terapijom koja obuhvaca inhibitor kalcineurina,
mikofenolat mofetil (ili mikofenolnu kiselinu) 1 kortikosteroid.

ALG se primjenjuju s fizioloSkom otopinom ili 5%-tnom otopinom glukoze u
sporoj infuziji u veliku venu tijekom nekoliko sati. Prije infuzije treba dati dnevnu
dozu kortikosteroida, intravenski antihistaminik i antipiretik, jer tijekom primjene
ALG, osobito nakon prve infuzije, ¢esto dolazi do pojave sindroma otpustanja

citokina. Ovaj sindrom je karakteriziran tresavicom, vru¢icom, niskim krvnim tlakom,
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ubrzanim radom srca, povracanjem i nedostatkom zraka. K tome potrebna je zaStita
od venske tromboze s heparinom te zaStita od virusnih i drugih oportunistickih
infekcija. Na mjestu infuzije mogu se javiti znakovi tromboflebitisa. Rijetko se
javljaju odgodene alergijske reakcije kao Sto je serumska bolest, a izuzetno
neposredne ozbiljne alergijske reakcije u vidu anafilaksije. Tijekom prva dva dana, ali
1 po zavrSetku lijeCenja, moze se registrirati neutropenija i trombocitopenija, koje su
nakon smanjenja doze lijeka reverzibilne. Ovisno o tezini trombocitopenije i/ili

leukopenije, preporuca se smanjenje doze ili ukidanje ALG (86-90).

1.4.1.6.2. Intravenski imunoglobulini

Intravenski imunoglobulini (IVIG) dobivaju se skupljanjem plazme od
nekoliko tisu¢a darivatelja krvi. Mogu biti specifi¢ni, npr. citomegalovirusni
hiperimuni globulin (CMVIG), ili nespecificni (IVIG). Kod klinickog presadivanja
primjenjuje rituksimab. Time se u senzibiliziranih bolesnika koji cekaju na
presadivanje bubrega od umrle osobe smanjuje visoki titar ranije stvorenih anti-HLA
protutijela. Takoder se omogucava presadivanje bubrega od zivog darivatelja kada je
krizna proba pozitivna ili kada postoji ABO inkompatibilnost. IVIG mogu suzbiti
akutno humoralno odbacivanje, a koriste se i za lijeCenje odredenih virusnih infekcija
nakon presadivanja organa.

IVIG imaju imunomodulacijsko djelovanje, inhibiraju anti-HLA protutijela te
uzrokuju dugotrajnu supresiju i odstranjenje anti-HLA reaktivnih limfocita T i1 B.
IVIG takoder inhibiraju citokinski prijenos signala i aloimunizaciju blokadom T
stani¢nog receptora. Primjenjuju se nakon plazmafereze u sporoj intravenskoj infuziji.

Tijekom davanja mogu se javiti blaze nezeljene reakcije u vidu crvenila, tresavice,
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glavobolje, mucnine, mijalgije 1 artralgije. IVIG takoder mogu uzrokovati prolazni
asepti¢ki meningitis te prolazno akutno bubrezno zatajenje zbog osmotskog oStecenja

proksimalnih tubula ugljikovodi¢nim aditivima (55,56,86-90).

1.4.1.7. Monoklonska antilimfocitna protutijela

Monoklonsko protutijelo muromonab-CD3 (OKT3, Orthoclone T3) koristi se
od 1987. g., a tijekom 90-ih godina pocela su se koristiti humanizirana anti-CD25
(raniji naziv anti-Tac, prema engl. T-activation antigen) monoklonska protutijela

limfocita B 1 humanizirano anti-CD52 monoklonsko protutijelo alemtuzumab.

1.4.1.7.1. OKT3
CD3 kompleks limfocita T. Dobiva se hibridizacijom misjih limfocita B koji
proizvode protutijela s mijelomskom stanicnom linijjom, koja omogucava stalno
lu€enje protutijela. Vezivanje OKT3 za T stani¢ni CD3 receptor dovodi do endocitoze
T stani¢nog receptora. Limfociti T bivaju opsonizirani i odstranjuju se iz cirkulacije u
retikuloendotelni sustav. OKT3 takoder blokira funkciju citotoksi¢nih limfocita T.
Osim deplecije CD3" limfocita T, dolazi i do deplecije limfocita T koji nose druge
povrsinske biljege (CD4, CD8, CD11). Ovi se limfociti kroz nekoliko dana ponovno
javljaju u cirkulaciji, medutim bez biljega CD3 pa su zbog toga neucinkoviti.
Nazivaju se jo$S moduliranim limfocitima T. Nakon prestanka djelovanja lijeka
ponovno se javljaju i limfociti T s CD3 biljegom.

OKT3 se daje intravenski, najcesce tijekom 10 dana. Unutar 24-48 sati prati se

smanjenje udjela CD3" stanica s normalne zastupljenosti od oko 60% na manje od
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5%. Tijekom prvih dana primjene lijeka mogu nastupiti ozbiljne neZeljene reakcije,
koje su posljedica oslobadanja citokina 1 aktivacije komplementa. Potrebna je
priprema bolesnika i premedikacija parenteralnim kortikosteroidom, antihistaminikom
1 antipiretikom. Vruéica i1 tresavica mogu biti posljedica primjene OKT3, ali je
potrebno iskljuciti infekciju. Nagli nekardiogeni pluéni edem moze se javiti nakon
prve ili druge doze lijeka, ¢ak i u euvolemi¢nih bolesnika. Hemodinamske
abnormalnosti zbog sindroma oslobadanja citokina smatraju se odgovornim za
prolazno pogorSanje funkcije presatka. Nakon prekida primjene OKT3 i oporavka
CD3" limfocita, moZe se ponovno javiti odbacivanje presatka koje se obi¢no suzbija
niskim pulsnim dozama prednizona. Infekcije su najéeS¢e uzrokovane
citomegalovirusom te se uglavnom primjenjuje profilaksa. Druge neZeljene pojave
obuhvacaju razne neuroloske komplikacije te hematoloske komplikacije u vidu pojave
limfoma, koagulopatije s trombozom presatka, tromboticke mikroangiopatije i
trombocitopenije. U danasnje vrijeme obavljaju se ispitivanja s humaniziranim OKT3

protutijelima, koja ne uzrokuju oslobadanje citokina (86-90,92).

1.4.1.7.2. Humanizirana anti-CD25 monoklonska protutijela

Humanizirana anti-CD25 monoklonska protutijela daklizumab i baziliksimab
vezu se za o lanac (CD25, Tac) IL-2R. Ovaj receptor se pojacano izraZzava na
aktiviranim limfocitima T. Vezivanje daklizumaba ili baziliksimaba zaustavlja
odgovor posredovan IL-2, Sto pojacava ucinak inhibitora kalcineurina koji smanjuju
proizvodnju IL-2.

Baziliksimab 1 daklizumab u kombinaciji s inhibitorima kalcineurina i
kortikosteroidima smanjuju ucestalost kriza odbacivanja presatka. Oba lijeka su

izvorno mi$ja monoklonska protutijela, koja su tako genetski modificirana da je veci
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dio molekule nadomjesten ljudskim IgG. Time je smanjena njihova imunogenost i
produZen poluzivot lijeka u perifernoj krvi, a ne javlja se reakcija na prvu dozu lijeka.
Baziliksimab predstavlja kimer koji je 75% ljudskog i 25% miSjeg, a daklizumab je
90% ljudskog i 10% misjeg podrijetla. Ovi lijekovi ne izazivaju znacajne nezeljene
pojave. Opisana je rijetka pojava anafilaksije ili reakcije na prvu dozu baziliksimaba
(86-90).

Baziliksimab i daklizumab blokiraju prijenos signala preko IL-2R, a time i
Jak/Stat (engl. Janus kinases/signal transducers and activators of transcription) put

prijenosa u stanicama, ¢ime se onemogucuje stani¢na dioba (93,94). Opisano je da

neposredno nakon primjene daklizumaba zastupljenost CD3TCD25" limfocita pada s
15-30% na manje od 3% (95,96). Znacajno ja¢i ucinak postize se kod primjene
baziliksimaba (tijekom 6-8 tjedana), jer on ima veéi afinitet za IL-2R (97).
Mehanizam djelovanja anti-CD25 blokade nije vezan samo na inhibiciju proliferacije,
nego i ometanje IL-15 i IL-7 aktivacijskog puta, buduéi da navedeni lijekovi nishodno
reguliraju zajednicki IL2/IL15 beta lanac receptora (98). Jedan od mehanizama
imunosupresivnog djelovanja je i izravna inhibicija izrazaja CD156 (CD40L)
molekule na membrani pomoénickih limfocita T (99). Kod primjene ovih lijekova ne
mijenja se znacajno zastupljenost pojedinih vrsta limfocita T, limfocita B ili stanica
prirodnih ubojica (NK) (100).

Poluzivot baziliksimaba i daklizumaba traje duze od tjedan dana. Baziliksimab
u dozi od 20 mg intravenski prije operacije i ¢etvrtog dana po operaciji zasi¢uje I[L-2R
tijekom 30-45 dana. Kod daklizumaba preporuca se primjena u pet doza od 1 mg/kg
tjelesne tezine, prva prije operativnog zahvata, a idu¢e doze u intervalima od dva

tjedna. Medutim, zadovoljavaju¢i imunosupresivni uc¢inak moze se posti¢i i s dvije
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doze daklizumaba od 1-2 mg/kg tjelesne tezine, a razina od 1 pg/ml seruma je

dovoljna za saturaciju IL-2R (86,87,101-103).

1.4.2. Imunosupresivni protokol

Razvoj imunosupresivnih lijekova i novija saznanja o njihovom koriStenju
dovode do stalnog poboljsanja ishoda lije¢enja u bolesnika s bubreznim presatkom.
Nakon prvih iskustava steCenih u suzbijanju transplantacijske reakcije ozracivanjem
cijelog tijela i primjenom lijekova, pokazalo se da je kombinacija kortikosteroida i
azatioprina uc¢inkovitija i manje Stetna. Kod akutnih reakcija odbacivanja dokazan je
povoljni uc€inak visokih doza kortikosteroida, a od 1966.g. se u transplantacijskoj
medicini koriste 1 antilimfocitni globulini. Uz ove imunosupresivne lijekove
prezivljavalo je do 65% bubreznih presadaka godinu dana.

Uvodenje ciklosporina 1983.g. dovelo je do znacajnog poboljSanja
prezivljavanja presatka, 1 ciklosporin je u kombinaciji s kortikosteroidima i
azatioprinom ubrzo postao temeljem standardnog imunosupresivnog protokola
(27,28). Tijekom 1980-ith uvedeno je indukcijsko lijecenje monoklonskim
protutijelom OKT3, koje poput ALG uzrokuje depleciju limfocita. Razvoj novijih
imunosupresivnih lijekova tijekom 1990-ih godina omogucio je daljnje poboljSanje
rezultata lijeCenja presadivanjem bubrega. Pokazalo se da mikofenolat mofetil (ili
mikofenolna kiselina) 1 takrolimus smanjuju ucestalost 1 jacinu akutnih kriza
odbacivanja u prvoj godini nakon presadivanja bubrega (86,87,104-109). Navodi se i
da mikofenolat mofetil dodatno smanjuje kasni gubitak bubreznog presatka neovisno
o ucestalosti akutnog odbacivanja (110). Humanizirana anti-CD25 monoklonska
protutijela daklizumab 1 baziliksimab u indukcijskom lijeenju, uz inhibitore

kalcineurina 1 kortikosteroide, takoder smanjuju ucestalost kriza odbacivanja. Za
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razliku od inhibitora kalcineurina, ,,TOR® inhibitori sirolimus i everolimus mogu
usporiti pogorSanje umjereno oSteéene funkcije bubreznog presatka (86,87). Novi
imunosupresivni lijekovi i protokoli takoder omoguc¢avaju ukidanje ranije apsolutnih
imunosnih barijera, tj. presadivanje organa mimo ABO i jakih HLA barijera. Temelj
protokola za desenzibilizaciju, sprjeavanje i lijeCenje reakcije odbacivanja su IVIG.
Pri tome znaCajnu ulogu ima kombinacija s plazmaferezom, splenektomijom ili
rituksimabom, ali su neophodna dodatna ispitivanja (55).

Konvencionalni imunosupresivni protokol, koji se danas koristi u veéini
bolesnika, obuhvaca inhibitor kalcineurina (ciklosporin ili takrolimus), mikofenolat
mofetil (ili mikofenolnu kiselinu) i kortikosteroid. Umjesto mikofenolat mofetila
koristi se 1 sirolimus. Ako se uz ovu trojnu imunosupresivnu terapiju primijeni i
indukcijsko lijecenje poliklonskim ili monoklonskim protutijelima, dodatno se
smanjuje ucestalost akutnih reakcija odbacivanja (86,87,111). Uz navedene lijekove
jednogodiSnje preZivljavanje bubreznih presadaka iznosi viSe od 90%, a ucestalost
akutnih reakcija odbacivanja do 15% (86,87,112-114).

Kombinacija imunosupresiva primjenjuje se iz razloga Sto pojedini lijekovi
imaju razli¢ito mjesto djelovanja u imunosnom odgovoru. K tome, neki lijekovi
pokazuju aditivni ili sinergijski ucinak, S§to omogucéuje smanjenje doze, a time i
Stetnog djelovanja. Kod presadivanja bubrega se za vrijeme operativhog zahvata
primjenjuje pulsna doza metilprednizolona intravenski, ve¢inom 500 mg. Potom se
prednizolon nastavlja u dozi od 0,3-0,4 mg/kg tjelesne tezine dnevno ili se,
prvenstveno u bolesnika s povecanim rizikom za odbacivanje, doza postupno
smanjuje. Tijekom iducih nekoliko mjeseci doza se smanjuje do doze odrzavanja od
0,1 mg/kg dnevno. U bolesnika s niskim rizikom za odbacivanje presatka mozZe se

pokusati 1 ukidanje kortikosteroida. Inhibitori kalcineurina veéinom se uvode
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postupno do postizavanja zeljene razine lijeka u krvi, kod ciklosporina 200-250 ng/ml,
kod takrolimusa 10-12 ng/ml. Perioperativha primjena inhibitora kalcineurina
povecava ucestalost i trajanje odgodenog preuzimanja funkcije ili primarne afunkcije
presatka, osobito kod visokih doza lijekova i duge hladne ishemije presatka (vise od
24 sata). Odgodeno preuzimanje funkcije manifestira se niskom satnom diurezom
(ispod 50 ml) i odrzavanjem visoke koncentracije kreatinina u serumu (iznad 300-400
pg/l). Antimetabolit mikofenolat mofetil daje se u ranom razdoblju nakon
presadivanja ve¢inom u dnevnoj dozi od 2 g, odnosno mikofenolna kiselina u dnevnoj
doziod 1,44 g.

U ranom razdoblju nakon presadivanja je za suzbijanje reakcije odbacivanja
potrebna jaca imunosupresija. Stoga se koriste ve¢e doze imunosupresivnih lijekova,
koji se primjenjuju i u lijjeCenju odrzavanja, ili se dodaju indukcijski agensi -
poliklonska ili monoklonska protutijela prije ili tijekom operativhog zahvata.
Indukcijsko imunosupresivno lije€enje potrebno je osobito u bolesnika s visokim
rizikom za odbacivanje ili za odgodeno preuzimanje funkcije presatka. Doziranje i
trajanje lijeCenja monoklonskim ili poliklonskim protutijelima ovisi o vrsti pripravka,
o kombinaciji s drugim imunosupresivnim lijeCenjem te procijenjenom imunosnom
riziku za odbacivanje organa. Za razliku od anti-CD25 monoklonskih protutijela,
primjena deplecijskih antilimfocitnih protutijela (antilimfocitni globulini ili OKT3)
omogucava odgodeno uvodenje inhibitora kalcineurina (sekvencijalna kvadripl
terapija).

U imunosupresivnom lijecenju odrzavanja ve¢inom se koristi kombinacija od
dva ili tri imunosupresivna lijeka, naj¢esc¢e inhibitor kalcineurina, mikofenolat mofetil
(ili mikofenolna kiselina) i/ili kortikosteroid. Inhibitori kalcineurina imaju Stetno

djelovanje na sréanozilni sustav i pogoduju razvoju kroni¢ne nefropatije presatka, a
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takrolimus ¢esc¢e uzrokuje i dijabetes (86,87,104,105,115, 116). Ispitivanja pokazuju
da se najbolje dugoro¢no prezivljavanje presatka kod primjene ciklosporina postize
primjenom dnevne doze od 3-6 mg/kg tjelesne tezine (118). Opisano je da daljnje
smanjenje doze ili ukidanje ciklosporina pogorSava prezivljavanje bubreznog presatka
(115,116,119,120). Kortikosteroidi takoder brojnim neZeljenim djelovanjima
povecavaju morbiditet i mortalitet bolesnika s bubreznim presatkom (86,87). Kako bi
se smanjila ucestalost i ja¢ina nezeljenih djelovanja, ispituju se protokoli s novijim
lijekovima te manjom dozom kortikosteroida ili inhibitora kalcineurina, njihovim
ranijim ukidanjem ili potpunim izostavljanjem. Medutim, uvodenje novih
imunosupresivnih lijekova i protokola otezava potreba za dugotrajnim prac¢enjem i
lijecenjem velikog broja ispitanika u kontroliranim klini¢kim studijama, budu¢i da je
primjena modernih lijekova omoguéila dugogodiSnje prezivljavanje presatka i
bolesnika.

Uz imunosupresivno lijeenje obvezatno se primjenjuju lijekovi za zaStitu
zelucane sluznice, profilaksu infekcije 1 tromboze te smanjenje komplikacija
sr¢anoZzilnih bolesti i drugih rizika. Prokoagulantno djelovanje imunosupresivnih
lijekova u ranom poslijeoperacijskom tijeku u 2-7% bolesnika dovodi do tromboze
krvnih zila presatka. Pored rane mobilizacije bolesnika i bandaze nogu, potrebno je
primijeniti niskomolekularni heparin. Antagonisti kalcija, osobito verapamil i
diltiazem, smanjuju vazokonstrikciju uzrokovanu inhibitorima kalcineurina, ¢ime
zaSti¢uju presadak od ishemi¢nog oStecenja i nefrotoksicnog djelovanja. Zbog
kompeticije s enzimskim sustavom P450, ovi lijekovi povecavaju razinu inhibitora
kalcineurina u krvi, §to omogucuje smanjenje njihove doze. Imunosupresivni lijekovi

mogu dovesti do razvoja hiperlipidemije, Secerne bolesti, arterijske hipertenzije,
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kostane bolesti, infektivnih komplikacija te nastanka malignoma i drugih stanja, koja
se moraju primjereno lijeciti (86, 121,122).

Lijecenje treba prilagoditi potrebama bolesnika tako da postoji ravnoteza
izmedu ucinkovitosti i podnosljivosti primijenjenih lijekova. U starijih primatelja
bubreznog presatka vodeci uzroci smrti su infekcije i sr€anozilne bolesti, pa je
potrebno smanjiti ja¢inu imunosupresije. Stariji primatelji 1 bolesnici s poremecajem
funkcije jetre, koja je najceS¢e posljedica toksicnog ucinka lijekova ili preboljelog
hepatitisa, razvijaju slabiji imunosni odgovor, reakcije odbacivanja su rjede i slabijeg
intenziteta, a bolesnici su skloniji infekcijama. Kod presadivanja bubrega od zivog
darivatelja, osobito uz dobru HLA podudardnost, takoder se smanjuje intenzitet
imunosupresije. Jacu imunosupresiju zahtijevaju bolesnici s povecanim imunosnim
rizikom, npr. kod slabe HLA podudarnosti, senzibilizacije na tkivne antigene, ranijeg
presadivanja organa, kombiniranog presadivanja bubrega i guSterace, odgodenog
preuzimanja funkcije presatka, mladi bolesnici ili pripadnici crne rase.

Nekoliko mjeseci ili godina nakon presadivanja dolazi do prilagodbe izmedu
primatelja 1 presatka te je potrebno smanjiti dozu imunosupresivnih lijekova,
medutim, lijekove i dalje treba uzimati svakodnevno i trajno. Zbog nesuradnje,
nepravilnog uzimanja ili svojevoljnog ukidanja imunosupresivnih lijekova, u oko
Cetvrtine bolesnika dolazi do pogorSanja ili gubitka funkcije presatka

(42,86,87,123,124).

1.4.3. Reakcija odbacivanja presatka i njezino lijeCenje
Reakcija odbacivanja moze se klasificirati kao hiperakutna, akcelerirana
akutna, akutna i kroni¢na. Hiperakutna reakcija odbacivanja nastaje ubrzo nakon

postavljanja vaskularnih anastomoza. Ona dovodi do opseZne vaskularne tromboze, a
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presadak postaje mlohav ili cijanotican i tvrd, te moze rupturirati. Posredovana je
citotoksi¢nim protutijelima IgG protiv HLA molekula razreda I, kao posljedica ranije
senzibilizacije. Akcelerirana akutna reakcija odbacivanja javlja se u prvom tjednu, a
nakon prvih 24 sata od presadivanja. Ona je najvjerojatnije posljedica odgodenog
imunosnog odgovora na raniju senzibilizaciju na HLA antigene, a osim reakcije
posredovane protutijelima, sudjeluju i stani¢ni mehanizmi. Hiperakutna i akcelerirana
akutna reakcija odbacivanja danas su, zbog rutinskog izvodenja krizne probe prije
presadivanja te postivanja ABO podudarnosti, postale rijetkost. Akutna reakcija
odbacivanja moze biti posredovana stanicama 1i/ili protutijelima. Stanicama
posredovana reakcija javlja se naj¢es¢e u prva tri mjeseca, a nakon prvog tjedna od
presadivanja, za razliku od protutijelima posredovane reakcije odbacivanja, koja se
javlja veé¢inom u prva tri tjedna nakon presadivanja, i to osobito u bolesnika
senzibiliziranih na HLA antigene. Umjesto kroni¢ne reakcije odbacivanja, danas se
viSe govori o kronicnoj nefropatiji presatka, budu¢i da pored imunosnih ukljucuje 1
neimunosne ¢imbenike koji uzrokuju oStecenje presatka (84,125,126).

Akutna reakcija odbacivanja bubreznog presatka definira se kao akutno
pogorSanje njegove funkcije uz specifi¢ne strukturne promjene. Osnovna klinicka
varijabla, porast koncentracije serumskog kreatinina, relativno je kasni i nespecifi¢ni
pokazatelj, koji ukazuje na ve¢ znacajno uznapredovalu reakciju odbacivanja i
patohistoloSko oStecenje. Na akutno odbacivanje treba posumnjati u bolesnika s
uspostavljenom funkcijom presatka, kada zastane pad koncentracije kreatinina u
serumu ili ona naglo poraste. Klini¢ki se moze utvrditi smanjenje diureze, porast
krvnog tlaka, povecanje 1 moguca bolna osjetljivost presatka te vruc¢ica. Klinickim i
laboratorijskim nalazima te slikovnim metodama prikaza presatka potrebno je

iskljuciti druge moguce uzroke poremecaja funkcije presatka. Dijagnozu akutnog
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odbacivanja treba patohistoloski potvrditi, a analiza bioptata je znacajna za odabir
intenziteta i za prognozu uspjeha lijecenja reakcije odbacivanja (125-128).

Uz danasnje imunosupresivno lije¢enje, akutna reakcija odbacivanja javlja se u
do 15% bolesnika. Ovisno o tome da li se radi o odbacivanju posredovanom
stanicama i/ili protutijelima, u lijeCenju se koriste pulsne doze kortikosteroida,
monoklonska ili poliklonska protutijela, promjena imunosupresivnog lijecenja
odrzavanja (doze ili vrste lijeka) te druge metode lijecenja. Kod prve akutne reakcije
odbacivanja stani¢nog tipa preporucene su visoke doze metilprednizolona intravenski.
Poliklonska ili monoklonska protutijela (ALG i OKT3) su ucinkovitija u suzbijanju
prve reakcije odbacivanja presatka, medutim njihova nezeljena djelovanja i visoka
cijena razlogom su da se daje prednost primjeni kortikosteroida kao prvom izboru
lijeenja (128-131). Monoklonska i poliklonska protutijela preporucuju se za lijeCenje
osobito teskih (Banff IIB ili III) ili humoralnih reakcija odbacivanja, reakcija koje se
ponavljaju ili su rezistentne na kortikosteroide, a primjenjuju se i u bolesnika s
kontraindikacijama za kortikosteroide. Reakcija odbacivanja smatra se rezistentnom
na kortikosteroide kada tre¢eg dana primjene pulsnih doza i dalje raste koncentracija
serumskog kreatinina, sve do uvodenja drugog lijeka protiv odbacivanja. Kada se
nakon provedenog lijeCenja ALG ponovi odbacivanje, preporuc¢a se modifikacija
odrzavajueg imunosupresivnog lijeCenja, npr. povecanjem doze inhibitora
kalcineurina ili zamjenom ciklosporina s takrolimusom, dodavanjem mikofenolat
mofetila ili sirolimusa. ALG zbog profila neZeljenih djelovanja imaju prednost pred
OKT3 (ucinak prve doze), a pripravei ALG dobiveni od kuni¢a ucinkovitiji su od
konjskih (86, 125-128).

Metilprednizolon se primjenjuje intravenski u pulsnoj dozi od 3-5 mg/kg (do

najvisSe 1 g uz brzo smanjivanje doze) tijekom tri do pet dana, uz modifikaciju
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imunosupresivnog lijeCenja odrZavanja. Potom se doza kortikosteroida brzo smanjuje
do doze odrzavanja. U 65-75 % bolesnika uspijeva se suzbiti prva epizode akutnog
odbacivanja, §to se ocituje povecanjem diureze 1 snizavanjem koncentracije
serumskog kreatinina. Standardno se provodi i profilaksa ulkusne bolesti, infekcije 1
tromboze. Ako nakon treeg dana lijeCenja ne dolazi do suzbijanja reakcije
odbacivanja, preporuca se primjena ALG ili OKT3. Preporucena doza konjskog ALG
je 10-15 mg/kg, kuni¢jeg ALG 2 mg/kg tjelesne tezine, a OKT3 5 mg/kg tijekom 10-
14 dana. U oko 50% bolesnika nakon lije¢enja s OKT3 ponovno dolazi do reakcije
odbacivanja, koja se u priblizno 75% slucajeva moze suzbiti pulsnim dozama
kortikosteroida. Kod titra anti-misjih protutijela (HAMA, prema engl. human anti-
mouse antibodies) ve¢eg od 1:100 ili ponovljene reakcije odbacivanja, koja se javlja
nakon tre¢eg mjeseca od presadivanja bubrega, primjena OKT3 u manje od 25%
bolesnika moze suzbiti reakciju odbacivanja (86,125-128).

Za lijeCenje kasnih reakcija odbacivanja koje se javljaju nakon treeg mjeseca
od presadivanja bubrega, preporucuju se pulsne doze kortikosteroida. U osnovi se
ve¢inom radi o kroni¢nom odbacivanju, i Cesto je potrebno prihvatiti pogorSanje
funkcije ili gubitak presatka. Nepotrebnim intenziviranjem imunosupresije moze se
izazvati dodatne komplikacije 1 pogorSati stanje bolesnika i (125-128).

Humoralno odbacivanje oznacava karakteristicni patohistoloSki nalaz uz
prisustvo C4d komponente komplementa, CD20" stanica i nalaz donor specifi¢nih
protutijela u serumu primatelja. U lijjeCenju humoralnog odbacivanja primjenjuje se
plazmafereza s ili bez IVIG, imunoadsorpcija, rituksimab ili alemtuzumab. Vec¢inom
se koriste visoke doze IVIG (2 g/kg tjelesne tezine) ili niske doze CMVIG u
kombinaciji s plazmaferezom do zadovoljavajuéeg smanjenja antidonorskih

protutijela. U bolesnika s visokim titrom antidonorskih protutijela, reakciju
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odbacivanja moze suzbiti rituksimab ili hitna splenektomija. Medutim, humoralno
odbacivanje moze se ponavljati, a mogu ga pratiti ili uslijediti epizode stani¢nog

odbacivanja (125-128).

1.4.4. Razvoj novih lijekova i metoda lijeCenja kod presadivanja bubrega

Vrlo Cesto razvoj novih imunosupresivnih lijekova prestaje ve¢ na razini
pretklinickih ispitivanja, a velika veéina onih koji udu u klinicko ispitivanje ne prolazi
njegovu tre¢u fazu. Drugi nacin klinickog razvoja ovih lijekova, prije ispitivanja kod
presadivanja organa, jest provjera njihove u¢inkovitosti u autoimunosnim bolestima,
kao $to su psorijaza ili artritis. Modifikacijom provjerenih imunosupresivnih lijekova,
dobiveni su lijekovi s boljim karakteristikama. Primjerice, everolimus (Certican, SDZ
RAD) je strukturni analog sirolimusa s boljom raspolozivos¢u kod primjene na usta,
myfortic (ERLO80A) su oblozene Zeluanootporne tablete mikofenolne kiseline sa
sporim otpusStanjem, a takrolimus MR je dugodjelujué¢i oblik takrolimusa koji se
uzima samo jednom dnevno. Pretklini¢ka ispitivanja s ISA247 (R 1524), izomernom
mjeSavinom analoga ciklosporina A, pokazala su da ova tvar moze imati jaCe
imunosupresivno djelovanje od dosadaSnjih inhibitora kalcineurina, a uz znacajno
slabiji nefrotoksicni u¢inak (132).

Medu tvari koje su u posljednje vrijeme bile u fokusu pretklinickih i klinickih
ispitivanja, a koje su kod lijeCenja presadivanjem bubrega pokazale nedovoljnu
ucinkovitost i/ ili ozbiljna toksi¢na djelovanja, ubrajamo:

- Fingolimod (FTY720), analog sfingozina (antagonist sfingozin-1-fosfatnog
receptora), koji sprjecava izlazak limfocita iz timusa u krv 1 iz sekundarnih limfatickih
organa u eferentne limfne Zzile. Medutim, zbog moguéeg razvoja bradikardije i

makularnog edema s gubitkom vida, obustavljena su daljnja ispitivanja (133).
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- FK778, analog aktivnog metabolita leflunomida (Arava), od kojeg ima kraci
poluzivot. Leflunomid se koristi u lije€enju reumatoidnog artritisa. Njegov aktivni
metabolit malononitrilamid blokira dihidro-orotat dehidrogenazu, koja je neophodna
za de novo sintezu pirimidina u limfocitima. Malononitrilamid blokira i aktivnost
tirozin kinaze. Leflunomid je u pokusima pokazao djelotvornost u sprjeavanju i
lijecenju akutne te u suzbijanju kronicne reakcije odbacivanja presatka. Uz to ima i
antivirusno djelovanje protiv CMV, herpes i polioma virusa (134,135). Kod primjene
FK778 opisan je povoljan ucinak u bolesnika s kroni¢nom nefropatijom presatka,
buduéi da sprjecava stvaranje neointime, te u BK virusnoj nefropatiji. Medutim,
FK778 moze uzrokovati ozbiljne nezeljene reakcije, a u sprjeCavanju odbacivanja
presatka nije se pokazao ucinkovitijim od konvencionalnog imunosupresivnog
lijecenja (136).

- Anti-IL-15 protutijela, koja suzbijaju djelovanje ovog citokina. IL-15 je
faktor rasta koji regulira razli¢ite funkcije brojnih imunosnih stanica, a pojac¢ano se
izrazava u presatku tijekom akutne i kroni¢ne reakcije odbacivanja. Ipak, pretklinicka
ispitivanja s anti-IL-15 protutijelima nisu polucila ocekivani uspjeh (137, 138).

- CTLA-4-Ig (citotoksi¢ni T-limfocitni antigen 4-imunoglobulin, prema engl.
cytotoxic lymphocyte antigen 4) je homolog CD28 molekule. Ovaj pripravak ometa
kostimulaciju limfocita T koja normalno uslijedi nakon jakog vezivanja CD28 za
CD80/86 (B7) molekulu. Nedostatak kostimulacije dovodi do anergije i apoptoze
limfocita T. Abatacept je CTLA-4-Ig prve generacije, a koristi se u lijeCenju
reumatoidnog artritisa. Suprotno oc¢ekivanjima, ometanje kostimulacije limfocita s
CTLA-4-Ig prve generacije, kao 1 monoklonskim protutijelima protiv CD28 i CD40

molekule, nije se pokazalo dovoljno uéinkovitim (139).
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- Anti-CD154 monoklonsko protutijelo takoder ometa kostimulaciju, i to
putem CD154/CD40. Ispitivanja tog pripravka, kao i anti-CD40 blokirajucih
protutijela, obustavljena su zbog tromboti¢kih komplikacija (139,140).

- Efalizumab (anti-CD1la, anti-LFA1l), humanizirano anti-LFA-1
monoklonsko protutijelo, koje sprjeCava medudjelovanje LFA-1 s ICAM
molekulama, ¢ime blokira T stanicnu adheziju i aktivaciju. Time ometa stvaranje
efektorskih stanica, ali ne dovodi do deplecije limfocita. Ispitivanja su obustavljena
zbog slucajeva progresivne multifokalne encefalopatije (141).

- Druga protutijela na adhezijske molekule, odulimomab (anti-LFA-1
protutijelo) 1 enlimomab (protutijelo na ICAM-1). U ispitivanjuma nisu pokazala
znacajno smanjenje ucestalosti akutnih reakcija odbacivanja, niti odgodene funkcije
presatka (139).

- BCX-4208 (R3421), inhibitor purinske nukleozid fosforilaze koja je
neophodna za proliferaciju aktiviranih limfocita T. Ovaj pripravak takoder nije

pokazao zadovoljavajuce djelovanje u lije€enju odbacivanja presatka (139).

U tijeku su klini¢ka ispitivanja s inhibitorima enzima JAK3 (citoplazmatska
tirozin kinaza) i PKC. Ovom inhibicijom ometa se prijenos signala nishodno od
receptora sa stani¢ne povrsine limfocita, Sto znac¢ajno smanjuje antigenom induciranu
aktivaciju limfocita T. Cetiri JAK i tri izoforme PKC znacajne su za prijenos signala u
limfocitima T i B.

- JAK3 inhibitor CP690,550 selektivno inhibira ovaj enzim, koji je izrazen u
imunosnim stanicama, a veze se samo za citokinske receptore koji sadrze y-lanac i
koji sudjeluju u JAK/STAT putu prijenosa signala (142-144).

- Inhibitor PKC sotrastaurin (AEB071) inhibira osobito 0 izoformu PKC, a uz
to znaCajno ometa adheziju limfocita T posredovanu LFA-1. Sotrastaurin blokira
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aktivaciju limfocita T neovisno o kalcineurinu, zbog ¢ega ne izaziva nuspojave koje
su karakteristicne za inhibitore kalcineurina. U tijeku su ispitivanja sa sotrastaurinom

u zamjenu za ili bez primjene inhibitora kalcineurina (139,145).

Novi bioloski lijekovi koji se ispituju za indukciju imunosupresije kod
presadivanja organa razlikuju se od lijekova koji su se do sada koristili:

- Belatacept (LEA29Y, BMS-224818) je CTLA-4-Ig druge generacije. On se
sastoji od izvanstanicne domene CTLA4 molekule vezane s Fc dijelom IgGl.
Belatacept se veze s puno veéim afinitetom za oba CD28 liganda, CD80 (B7-1) i
CD86 (B7-2), zbog Cega je ucinkovitiji od CTLA-4-Ig prve generacije u sprjeCavanju
potpune aktivacije limfocita (kostimulacije), Sto dovodi do njihove apoptoze. U tijeku
je treCa faza klini¢kih ispitivanja. Prvi rezultati ukazuju na to da belatacept u
kombinaciji s mikofenolat mofetilom, baziliksimabom 1 kortikosteroidima omogucava
imunosupresivno lije€enje bez inhibitora kalcineurina, ¢ime se postize bolja bubrezna
funkcija i smanjenje metabolickih poremecaja (146-148).

- Alefacept (anti-CD2) je fuzijska receptorska bjelancevina koja se sastoji od
izvanstani¢ne domene LFA-3, vezane za Fc dio humanog IgG1. LFA-3 dio se veZe za
CD2 na limfocitima T, ¢ime blokira vezivanje CD2 za ligand LFA-3 na antigen
predo¢noj stanici, Sto inhibira ovaj put koaktivacije. Alefacept je ucinkovitiji u
inhibiciji memorijskih limfocita T, a dovodi i1 do njihove deplecije. Ovaj pripravak se
koristi za lijeCenje psorijaze, a u tijeku je druga faza klini¢kog ispitivanja u bolesnika
s presadenim bubregom, u kojem se alefacept daje u kombinaciji s takrolimusom,

mikofenolat mofetilom i kortikosteroidima (139,149).
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Bioloski lijekovi, koji su ve¢ odobreni za lijeCenje hematoloskih bolesnika, a
ispituju se kod presadivanja organa, su alemtuzumab i rituksimab:

- Alemtuzumab (Campath-1H), humanizirano anti-CD52 monoklonsko
protutijelo protiv limfocita B i T, odobreno za lijeenje kroni¢ne limfocitne leukemije.
Ovaj lijek uzrokuje brzu i dugotrajnu limfopeniju koja traje mjesecima. Kod
presadivanja organa koristi se za indukciju imunosupresije i kod akutnih reakcija
odbacivanja, medutim kontrolirane studije nisu provedene. Njegova ucinkovitost se
ispituje posebno kod reakcija odbacivanja presatka rezistentnih na kortikosteroide s
dokazanom infiltracijom CD20" limfocita B, zatim kod reakcija stani¢nog
odbacivanja patohistoloSkog stupnja Banff IB ili veéeg, te kao dodatak u lijecenju
humoralnog odbacivanja. Komplikacije lijeCenja alemtuzumabom su infekcije i
poslijetransplantacijska limfoproliferativna bolest. Lijek se primjenjuje u jednoj ili u
dvije doze uz profilaksu infekcija i smanjenje ostalog imunosupresivnog lijecenja. U
ispitivanjima se nastavlja monoterapija sirolimusom ili lijeCenje niskom dozom
inhibitora kalcineurina uz brzo ukidanje kortikosteroida, ili bez njihove primjene
(139,150,151).

- Rituksimab (Rituxan), anti-CD20 monoklonsko protutijelo, odobreno za
lijeCenje odredenih oblika non-Hodgkin limfoma. Ovaj lijek dovodi do brze i
dugotrajne deplecije limfocita B u cirkulaciji i tkivima, koja traje mjesecima. Kod
lijeCenja presadivanjem organa koristi se za smanjenje visokog titra anti-HLA
protutijela, za presadivanje organa od Zivog darivatelja u slucaju pozitivne krizne
reakcije ili ABO nepodudarnosti, za suzbijanje akutne humoralne reakcije odbacivanja
te za lijeCenje poslijetransplantacijske limfoproliferativne bolesti, koju karakteriziraju
CD20" stanice. Standardno se primjenjuje u &etiri doze, koje se daju jednom tjedno, uz

premedikaciju antipiretikom i antihistaminikom (139,152).
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Druga protutijela sa znac¢ajnim imunosupresivnim svojstvima koja se trenutno

ispituju:

- Infliksimab (Remicade), kimerno monoklonsko protutijelo koje se veze za
receptore TNF-a, ¢ime sprjeCava njegovo djelovanje. Lijek je odobren za lijeCenje
Crohnove bolesti i reumatoidnog artritisa (153).

- Humanizirana anti-CD3 protutijela, npr. HuM291, 40KTs-gama-1 (ala-ala),
zadrzavaju znaCajna imunosupresivna svojstva, ali izazivaju manje nuspojava, jer ne
aktiviraju ljudske limfocite T i ne induciraju oslobadanje citokina (154).

- T10B9.1A, mi$je monoklonsko protutijelo protiv jednog epitopa o/}
heterodimera T stani¢nog receptora. Po u¢inkovitosti je slican OKT3, ali ne dovodi do
oslobadanja citokina te su nezeljene reakcije blaze. Medutim, u bolesnika dolazi do
stvaranja anti-misjih protutijela (HAMA, prema engl. human anti-mouse antibodies)

(155).

Pored pripravaka koji pretezito potiskuju T stani¢ni odgovor, razvijaju se
ucinkoviti lijekovi 1 metode za suzbijanje B stanicnog odgovora i stvaranja anti-HLA
protutijela. Dosadasnja ispitivanja plazmaferezom pokazala su varijabilni u¢inak kod
lijeCenja akutnih epizoda humoralnog odbacivanja te bolju djelotvornost kada se
plazmafereza kombinira s CMVIG. Ispitivanja su pokazala da se kombinacijom
plazmafereze, IVIG 1 rituksimaba postize zadovoljavaju¢i ucinak u suzbijanju
humoralnog odgovora (139,152,156). Ovim nacinom lijeenja moze se smanjiti
senzibilizacija 1 neutralizirati pozitivna krizna reakcija, tako da se vecini bolesnika
moze omoguciti presadivanje bubrega. Medu novim tvarima za desenzibilizaciju 1

lijecCenje humoralne reakcije odbacivanja ispituju se:
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- Humanizirani lijekovi protiv limfocita B: anti-CD20 protutijela, koja
uklju¢uju ofatumumab, belimumab, atacicept, ocrelizumab, AME-133, te
humanizirano anti-CD22 monoklonsko protutijelo epratuzumab (139).

- Eculizumab, humanizirano anti-C5a monoklonsko protutijelo. Vezivanjem za
C5a fragment komplementa moze sprijeciti ozljedu uzrokovanu komplementom, koja
nastaje u prisustvu donor-specifi¢nih protutijela (139).

- Bortezomib i carfilzomib su inhibitori proteasoma, velikih bjelancevinastih
tvari koje su znacajne za degradaciju nepotrebnih ili krivo savijenih bjelancevina.
Bortezomib je odobren za lije¢enje multiplog mijeloma. On moze suzbiti humoralnu
reakciju odbacivanja i smanjiti titar donor-specificnih protutijela, medutim jako je
neurotoksi¢an. Carfilzomib pripada drugoj generaciji inhibitora proteasoma
(139,157).

- APRIL (TNFSF13, CD256, TALL2), mi§je protutijelo protiv ljudskog TNF

(158).

Ispitivanja takoder pokazuju da lokalna koncentracija kemokina odreduje
udomljavanje leukocita u presadak, a kemokinski receptori CXCR3 povezuju se s
razvojem akutnog odbacivanja. U bolesnika s delecijom gena za kemokinski receptor
CCRS5 zabiljezeno je dugotrajnije preZivljavanje presatka (159,160).

Fotofereza je oblik izvantjelesne fotokemoterapije, koja se koristi za lijecenje
koznih T-stani¢nih limfoma i brojnih autoimunih bolesti. Periferni limfociti, dobiveni
aferezom, podvrgavaju se ucinku 8-metoksipsoralena i ultraljubi¢astom svjetlu, ¢ime
se suzbijaju klonovi aktiviranih limfocita T. Fotoferezom moZe se smanjiti ucestalost
odbacivanja u bolesnika s presatkom srca i bubrega te suzbiti reakcije odbacivanja

koje ne reagiraju na agresivno imunosupresivno lijeCenje (161).
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Imunomodulacijom oznacava se mogucnost nespecifiéne promjene imunosnog
sustava radi lakSeg prihvacanja presatka, bez oSteCenja stanica ili mehanizama
izvr$nog odgovora. Tolerancijom se oznaCava odsustvo imunosnog odgovora na
specificne antigene. Razlikujemo mehanizme centralne tolerancije u timusu i
periferne tolerancije u limfnim tkivima izvan timusa, koji nastaju tijekom razvitka i
sazrijevanja limfocita i koji sprjeCavaju imunosni odgovor na vlastite antigene.
Periferna tolerancija pokuSava se posti¢i djelovanjem na viSe razli¢itih mehanizama.
Indukcijom programirane stani¢ne smrti ili apoptoze pokusSalo se odstraniti aktivirane
limfocite T, blokadom kostimulacije limfocita T posti¢i anergija, a djelovanjem na
citokine suprimirati aktivaciju limfocita T. U novijim ispitivanjima koriste se i
imunomodulacijski peptidi, koji su dobiveni od aminokiselinskih sljedova pronadenih
u MHC molekulama. Limfociti T koji konstitucijski izrazavaju CD25, o lanac IL-2R,
zovu se regulacijske stanice (Foxp3™ stanice) i smatraju se znadajnim za potiskivanje
imunosnog odgovora (69, 70,162-165).

Pored farmakoloskih metoda imunosupresije, ispituju se i drugi protokoli za
indukeciju tolerancije. Pokazalo se da transfuzije krvi mogu imati povoljan ucinak na
prezivljavanje presatka, ali mogu uzrokovati i senzibilizaciju na HLA antigene.
Infuzija donor-specifi¢ne kosStane srzi u kombinaciji s kratkotrajnom nespecificnom
imunosupresijom  omogucava  dugotrajno  prezivljavanje  presatka  bez
imunosupresivnog lijecenja. Ispituje se i presadivanje vaskulariziranog tkiva timusa
uz bubrezni presadak. Glavni ¢imbenik koji dozvoljava indukciju imunosne
tolerancije prema organu darivatelja najvjerojatnije je uspostava i podrzavanje
mijeSanog hematopoetskog kimerizma (166-168)

Intenzivno se istrazuju metode genetskog inzenjeringa, metode inkapsulacije,

lijecenje mati¢nim stanicama 1 ksenotransplantacijom. Lijecenje
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ksenotransplantacijom polucilo je znacajan uspjeh u vidu dugotrajnog prezivljavanja
ksenogeni¢nih presadaka Langerhansovih otoci¢a (169-171).

Cilj transplantacijskih imunologa je specifi¢na tolerancija prema tkivu i/ili
organu darivatelja, a bez oSte¢enja imunosti na ostale nevlastite antigene. Ovaj cilj je
za sada postignut u odredenim eksperimentalnim uvjetima, medutim do sada nije

razvijen niti jedan pouzdani klini¢ki protokol.
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1.5. Pokazatelji reakcije odbacivanja presatka

Akutna reakcija odbacivanja javlja se uz danas$nje imunosupresivno lijeCenje u
manje od 15% bolesnika (172). NajceS¢e se razvija u ranom razdoblju nakon
presadivanja i vefinom ima asimptomatican tijek. Radi ranog otkrivanja reakcije
odbacivanja ili drugih komplikacija lijeCenja potrebno je temeljito pracenje bolesnika
uz biljezenje klini¢kih podataka znacajnih za procjenu funkcije presatka. Na temelju
klini¢ke slike, laboratorijskih i slikovnih metoda prikaza te analize bioptata presatka,
moze se utvrditi da li je u podlozi poremecéene funkcije presatka reakcija odbacivanja,

infekcija, toksi¢nost lijekova te kirurska i/ ili druga komplikacija.

1.5.1. Klini¢ko pracenje bolesnika i funkcije presatka

Za klini¢ko pracenje bolesnika od velikog znacaja su anamneza, fizikalni
nalaz, podaci o morbiditetu, ostatnoj diurezi te prijeoperacijskoj pripremi. Neophodno
je poznavanje podataka o darivatelju, postupku eksplantacije i prezervacije organa,
tijeku kirurSkog zahvata implantacije organa, ev. nastupu komplikacija i njthovom
zbrinjavanju. Izgled presatka, osobito nakon anastomoze krvnih zila 1 pustanja
cirkulacije, te brzina uspostavljanja i obim diureze, mogu ukazivati na oStec¢enje
organa. U ranom poslijeoperacijskom tijeku prate se vitalne funkcije bolesnika, kao
Sto su sréana akcija, arterijski i centralni venski krvni tlak, satna i dnevna diureza,
tjelesna teZina, balans tekucine te laboratorijski parametri. Ovi pokazatelji, uz
fizikalni nalaz, pomaZzu u odredivanju primjerene hidracije bolesnika i mogu ukazivati
na razvoj komplikacija, npr. kirurskih ili sr€anozilnih.

Kod nekompliciranog tijeka, neposredno po presadivanju bubrega javlja se
obilna diureza (poliurija), koja se u idu¢im danima postupno smanjuje. Pri tome se u

laboratorijskim nalazima prati brzo snizavanje koncentracije serumskog kreatinina.
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Bolesnici s odgodenim preuzimanjem funkcije presatka, najéesée kao posljedica
akutne tubularne nekroze, Cesto su oliguri¢ni i mogu zatrebati lijeCenje dijalizom.
Oligurijom se nakon presadivanja bubrega obi¢no oznacava satna diureza ispod 50
ml, pri ¢emu treba voditi racuna o ostatnoj diurezi vlastitih bubrega (125,126,173).

Na reakciju odbacivanja moze upucivati povecanje i/ili bolnost presatka,
vrucica, porast krvnog tlaka, porast tjelesne tezine i smanjenje diureze. Potrebno je
iskljuciti kirurSke komplikacije, npr. hematom, opstrukciju mokraénih puteva,
propustanje mokraée na ureterocistoneostomiji, nekrozu uretera ili trombozu krvnih
zila. Kod kirurSkih komplikacija mogu se javiti bolovi iznad presatka te povecano
izluCivanje sekreta preko postavljenih drenova. Propustanje mokraée moze se
dokazati intravenoznom infuzijom indigo karmina, kojim se sekret oboji plavkasto.
Reakcija odbacivanja moZze se zamijeniti s toksi¢nim djelovanjem inhibitora
kalcineurina, budu¢i da moze dovesti do porasta tjelesne tezine i pojave edema zbog
smanjenja glomerularne filtracije 1 reapsorpcije natrija u tubulima, a oba stanja mogu
se ocCitovati 1 neoliguricnim pogorSanjem funkcije presatka. Akutnu reakciju
odbacivanja mogu pratiti i simptomi slicni onima kod gripe ili infekcije gornjih disnih
puteva. Porast tjelesne temperature nespecifican je znak, koji moze biti posljedica
reakcije odbacivanja, infekcije, atelektaze 1/ ili reakcije na lijek. U ranom
poslijeoperacijskom tijeku infekcije su najéeS¢e uzrokovane bakterijama u
poslijeoperacijskoj rani, mokraénom ili diSnom sustavu, dok kasnije prevladavaju
oportunisticke infekcije. Kod pijelonefritisa moze se, kao 1 kod reakcije odbacivanja,
palpirati povecan i bolno osjetljiv presadak, a u laboratorijskim nalazima najcesée se
uoCava porast serumskog kreatinina. Na arterijsku stenozu moZze ukazivati

auskultatorni nalaz sistolickog Suma iznad presatka (125,126,173,174).
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Klinicko prac¢enje bolesnika obuhvaca rutinske laboratorijske nalaze, koji
ukljucuju kompletnu krvnu sliku, serumsku koncentraciju ureje i kreatinina, testove
jetrene funkcije, elektrolite, glukozu, lipide, urate, C-reaktivni protein, nivo
imunosupresivnih lijekova, kompletnu analizu mokrace, ukljucujuéi citoloski pregled
sedimenta i urinokulturu. U slu€aju vruéice neophodna je bakterioloSka analiza
mokrace, krvi, izluevina iz drenova, briseva grla i nosa. Potrebno je redovito
odredivanje biljega citomegalovirusne infekcije (npr. titar citomegalovirusnih
protutijela IgG 1 IgM ELISA metodom, prikazivanje citomegalovirusne DNK PCR
metodom), a u slucaju potrebe prosiruju se dijagnosticke pretrage za dokazivanje
infekcije. U utvrdivanju kirurSkih komplikacija moze pomo¢i laboratorijska analiza
izlu€enih sekreta, primjerice povecana koncentracija kreatinina ukazuje na
propustanje mokrace na mjestu drenaze.

Znacajan porast koncentracije kreatinina u serumu, npr. za vise od 25% u
odnosu na ranije postignute vrijednosti, gotovo je uvijek posljedica stanja koje
ugrozava funkciju presatka. Potrebno je iskljuciti anatomske ili kirurSke uzroke, pri
¢emu su od posebne vaznosti slikovne metode prikazivanja presatka te patohistoloska
analiza bioptata presatka. Kada porast koncentracije kreatinina prati visoka razina
inhibitora kalcineurina u krvi, empirijski se moze smanjiti doza lijeka, medutim, ako
se funkcija presatka ne oporavlja, potrebno je uciniti biopsiju. Reakcija odbacivanja
moze se javiti i kod visokih koncentracija inhibitora kalcineurina u krvi, iako
nefrotoksi¢no djelovanje moze biti prisutno i1 kod niskih koncentracija lijekova u krvi.
Funkcija bubreZznog presatka moZe se pratiti i odredivanjem cistatina C ili racunskim
klirensom kreatinina, primjerice pomoc¢u Cockcroft-Gaultove formule. Prilikom
rutinske analize urina Cesto se u ranom polijeoperacijskom tijeku uocava hematurija,

ali ako ona perzistira, zahtijeva dodatnu urolosku obradu. Pijurija moZe biti znak
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odbacivanja ili infekcije, a proteinurija moze ukazivati na povrat osnovne bubrezne
bolesti ili reakciju odbacivanja (125,126,173-176).

Snizenje parametara u hemogramu moze biti uzrokovano krvarenjem, a
citopenija infekcijom ili djelovanjem imunosupresivnih lijekova (npr. mikofenolat
mofetil, sirolimus). Razvoju anemije takoder pogoduju inhibitori konvertaze
angiotenzina i blokatori angiotenzinskih receptora, dok policitemija moze biti
izazvana stenozom arterije presatka. Poremecaj jetrene funkcije Cesta je pojava nakon
presadivanja bubrega. Obi¢no je umjeren i prolazan, a nastaje kao posljedica
toksicnog djelovanja lijekova, dok tezi oblici jetrenog oSteCenja zahtijevaju
modifikaciju imunosupresivnog lijeCenja i dodatna ispitivanja. Hiperkalijemija je
najc¢eS¢e izazvana inhibitorima kalcineurina, a hipokalijemija diureticima Henleove
petlje. Hipofosfatemija je cesta pojava u prvim mjesecima nakon presadivanja
bubrega, a u kasnijem tijeku je najvjerojatnije uzrokovana tercijarnim
hiperparatireoidizmom. Blaga hiperkalcijemija ve¢inom je posljedica ostatnog
hiperparatireoidizma. =~ Hipomagnezijemija moZe biti izazvana inhibitorima
kalcineurina, a hiperkloremijska metabolicka acidoza, koja se javlja uglavnom u
blaZzem obliku, moze imati brojne uzroke (125,126,173,174).

Kod hiperakutne i1 akcelerirane akutne reakcije odbacivanja, laboratorijski se
mogu utvrditi pokazatelji intravaskularne koagulacije. Potrebna je patohistoloska
potvrda reakcije odbacivanja, jer se diferencijalno dijagnosticki moze raditi o
trombozi krvnih zila presatka, koja obi¢no ima asimptomatski tijek i zahtijeva
kirurSku intervenciju. Kod reakcije odbacivanja posredovane protutijelima mogu se,
ponavljanjem krizne probe izmedu darivatelja i primatelja, dokazati specifi¢na

protutijela protiv darivatelja (125,126,173).

62



Trombotska mikroangiopatija moze biti lokalizirana u bubreznom presatku ili
se moze razviti generalizirani hemoliticko-uremijski sindrom (HUS). HUS se moze
ocitovati pogorSanjem funkcije presatka, uz laboratorijske pokazatelje intravaskularne
koagulacije te karakteristicni nalaz arteriolopatije i1 intravaskularnih tromba na
bioptatu presatka. Potrebno je iskljuciti odbacivanje posredovano protutijelima na
temelju patohistoloske analize bioptata presatka, te toksicno djelovanje lijekova,

prvenstveno inhibitora kalcineurina, OKT3 ili sirolimusa (125,126,173).

1.5.2. Slikovne metode prikaza presatka i njegove funkcije

Ultrazvucni pregled rutinska je metoda za pracenje presatka i rano otkrivanje
komplikacija. Konvencionalnim i Color Doppler ultrazvuénim pregledom, kao i
nuklearno-medicinskim pretragama, mogu se analizirati morfologija i1 funkcija
presatka. Ove metode su zamijenile standardnu intravensku urografiju. Pregled
kompjuteriziranom tomografijom daje odlicne anatomske podatke, medutim bolesnik
se izlaze ioniziraju¢em zracenju i najcesce, primjeni nefrotoksi¢nog jodnog kontrasta,
a izvodenje pretrage je kompliciranije 1 skuplje. Rjede se koristi pregled magnetskom
rezonancom, uz relativno netoksi¢no kontrastno sredstvo gadolinij. Ova pretraga
takoder daje odlicne anatomske podatke, a uz to moze neinvazivno prikazati velike
krvne zile i1 funkciju presatka. Ponekad je za dokazivanje komplikacija na
mokracovodu 1 ureterocistoneostomiji neophodna anterogradna pijelografija,
retrogradna urografija ili druge metode prikaza. Propustanje mokrace iz nepotpuno
zatvorenog mokraénog mjehura (urinska fistula) moze se dokazati rentgenskom ili
radionuklidnom cistografijom (174,176, 179).

Dupleks ultrazvuéni pregled kombinira dvodimenzionalnu sliku s podacima o

protoku krvi, koji se prikazuje bojom, pulsnim ili «power» Dopplerom. Dupleks
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ultrasonografijom mjeri se frekvencija i energija Dopplerovog pomaka od odjeka koji
se odbijaju od krvi (eritrocita) koja prolazi kroz zile, ¢ime se moze odrediti protok
krvi, njegova brzina i smjer. NajceS¢e se izracunava indeks otpora (RI, prema engl.
resistive indeks) dijeljenjem razlike najvece sistolicke brzine (PSV, prema engl. peak
systolic velocity) 1 brzine na kraju dijastole s najve¢om sistolickom brzinom. Kod
pulsatilnog indeksa (PI, prema engl. pulsatility index) razliku najvece sistolicke brzine
1 brzine na kraju dijastole dijeli se s prosjenom brzinom. Oba indeksa obi¢no se
povecavaju kod reakcija odbacivanja, ali i kod drugih patoloskih stanja (176-178).

Za dinamicku scintigrafiju presatka danas se vec¢inom koristi radionuklid

tehnecija *™

Tc, s kojim je obiljezen merkaptoacetiltriglicin (MAG-3). Tijekom
ispitivanja analizira se perfuzijska (angiografska) faza, te parenhimska i ekskretorna
faza, koje se prikazuju u obliku krivulje, tzv. renograma. Indeks perfuzije izraCunava
se omjerom izmedu protoka krvi kroz ilijacnu arteriju i presadak. Modifikacijom ove
metode, u naSoj se ustanovi izraCunava omjer protoka krvi izmedu distalnog dijela
aorte 1 presatka uz korekciju vremenskog pomaka, ¢ime je dobivena veca pouzdanost i
reproducibilnost. Pra¢enjem indeksa perfuzije moze se utvrditi razvoj akutne reakcije
odbacivanja (patolosko povecanje indeksa perfuzije), dok suzbijanje reakcije
odbacivanja dovodi do njegovog ponovnog smanjenja, odnosno normalizacije (180-
182).

Slikovnim metodama moze se utvrditi povec¢anje bubreznog presatka, koje se
javlja kod vecine akutnih procesa i nespecifican je pokazatelj poremeéene funkcije
presatka. ProSirenje odvodnog kanalnog sustava moze se prikazati kod opstrukcije ili

poslijeoperacijskog edema na ureterocistoneostomiji, kod punog mokra¢nog mjehura,

reakcije odbacivanja, infekcije ili moze biti znak ranije opstrukcije. Dokaz
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nakupljanja tekuc¢ine oko presatka moze ukazivati na limfokelu, urinom, hematom ili
apsces. Posljedi¢no tome moze se razviti hidronefroza i/ ili oticanje noge.

Akutna tubularna nekroza dovodi do smanjenja glomerularne filtracije,
opstrukcije tubula stani¢nim debrisom, prodora primarne mokraée kroz oSteéene
membrane proksimalnih tubula i porasta tlaka u medustanicnom prostoru. Slikovnim
metodama prikazivanja presatka moze se utvrditi zadovoljavajucu prokrvljenost, koja
je u nesrazmjeru sa smanjenim izluCivanjem mokra¢e. Dupleks ultrazvucnim
pregledom moze se dokazati poviSen indeks otpora i smanjen ili obrnut dijastolicki
protok krvi. Medutim, do porasta indeksa otpora mogu dovesti i druga patoloSka
stanja (176,178). Na dinamickoj nefroscintigrafiji moZze se kod akutne tubularne
nekroze vidjeti zadovoljavajuéa perfuzija i oCuvano nakupljanje radiofarmaka u
presatku, ali ne postoji izlu¢ivanje radiofarmaka u odvodni sustav i mokraéni mjehur.
Zbog slabog plazmatskog klirensa radiofarmaka, vidljiva je i jaka pozadinska
aktivnost. Indeks perfuzije je ve¢inom u granicama normale (180,181). Medutim, niti
ovom metodom ne moze se sa sigurnoscu razluditi akutnu tubularnu nekrozu od
reakcije odbacivanja ili toksi¢nog djelovanja lijekova.

Kod akutne reakcije odbacivanja, slikovne metode ispitivanja funkcije
presatka pokazuju izrazito oslabljenu ili odsutnu perfuziju presatka. Ultrazvucni
pregled moze pokazati povecanje presatka, nejasnu kortikomedularnu granicu,
smanjenu ehogenost bubreznog sinusa, zadebljanje urotela, izbocenje hipoehogenih
medularnih piramida, povecanu ili smanjenu ehogenost kore i prisustvo heterogenih
podrucja povecane ehogenosti, koja su najvjerojatnije fokusi krvarenja. Indeks otpora
(RI) 1 pulsatilni indeks (PI) obi¢no se povecavaju. Na dinamickoj scintigrafiji uocava
se smanjena perfuzija presatka (povisen indeks perfuzije), usporen prikaz presatka,

slabo nakupljanje izotopa u parenhimu te jaka pozadinska aktivnost zbog smanjenog
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klirensa. Medutim, ovim pretragama ne moze se sa sigurnoS¢u dokazati akutna
reakcija odbacivanja, jer brojne promjene mogu biti odraz drugih komplikacija
(176,180,181).

Kod kroni¢ne nefropatije presatka postupno slabi njegova funkcija.
Ultrazvu¢ni pregled otkriva umanjen presadak sa stanjenom, ¢esto ehogenijom korom,
te nespecificni porast RI. Dinamicka nefroscintigrafija pokazuje oslabljenu perfuziju
presatka (poviSen indeks perfuzije), pomak vrha renograma udesno i oslabljeno
izluCivanje  radiofarmaka.  Glomerularnu  filtraciju moze se  odrediti
dietilentriaminopentaoctenom kiselinom (DTPA) ili -etilendiaminotetraoctenom
kiselinom (EDTA), koje su oznacene radioizotopom, a kojima klirens odgovara
klasi¢nom klirensu inulina (176,180,181).

Diferencijacija izmedu akutne tubulske nekroze, akutne reakcije odbacivanja i
toksicnog djelovanja lijekova nije moguca na temelju klinickih pokazatelja i slikovnih

metoda prikaza presatka. Neophodno je uciniti patohistoloSku analizu bioptata.

1.5.3. Patohistoloski pokazatelji reakcije odbacivanja

Strukturne promjene na bubreznom presatku moze otkriti jedino
patohistoloSka analiza bioptata. Ona je indicirana kod nejasnog pogorSanja ili
odgodenog preuzimanja funkcije presatka, radi otkrivanja moguée reakcije
odbacivanja ili drugih patoloskih stanja. Veéinom se radi ultrazvukom vodena
biopsija bubrega pod lokalnom anestezijom. Ve¢ se analizom smrznutog preparata
pod svjetlosnim mikroskopom, koja se vrSi neposredno nakon biopsije, mogu
diferencirati histoloski pokazatelji koji govore u prilog reakcije odbacivanja. Preostali
bioptat priprema se standardnim postupkom =za analizu pod svjetlosnim,

imunofluorescentnim i elektronskim mikroskopom.
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Za opis patohistoloskih promjena na bioptatu bubreznog presatka dogovorno
se koristi medunarodna klasifikacija (Banff), koja je revidirana 2007. g. (183). Ovom
patohistoloskom klasifikacijom razlikuje se Sest kategorija: 1. normalan nalaz, 2.
promjene posredovane protutijelima: odlaganje C4d bez morfoloskih znacajki
akutnog odbacivanja, akutnu i kroni¢no aktivnu reakciju odbacivanja posredovanu
protutijelima, 3. grani¢ne promjene, 4. reakciju odbacivanja posredovanu limfocitima
T, akutnu i kroni¢no aktivnu, 5. intersticijsku fibrozu i tubularnu atrofiju (raniji naziv
kroni¢na nefropatija presatka), 6. ostalo.

Akutna reakcija odbacivanja je najceSce stanicnog tipa. Karakterizirana je
intersticijskim infiltratom mononuklearnim stanicama, ponekad i eozinofilima, te
prekidom tubularne bazalne membrane infiltriraju¢im stanicama (tubulitis).
Imunohistoloski pregled pokazuje veci broj infiltriranih mononuklearnih stanica, koje
su pozitivne na MHC molekule razreda II i IL-2R. Akutnu humoralnu reakciju
odbacivanja, ili reakciju odbacivanja posredovanu protutijelima, karakterizira
bubrenje endotela kapilara, fibrinoidna nekroza arteriola, fibrinski trombi u
glomerularnim kapilarama, te u teSkim slucajevima jasna kortikalna nekroza.
Humoralnu reakciju odbacivanja ceS¢e prati teski vaskulitis, glomerulitis s
neutrofilima u glomerularnim 1 peritubularnim kapilarama te intersticijska krvarenja
(125-127).

Ponekad se histoloski teSko moZe razlikovati akutnu reakciju odbacivanja
posredovanu protutijelima od teSke akutne reakcije odbacivanja stani¢nog tipa, a
tumacenje nalaza dodatno otezava cCinjenica da se obje reakcije mogu odvijati
istodobno. Pored toga, u oko 25% slucajeva poremecene funkcije presatka, koja je
barem djelomi¢no posljedica reakcije odbacivanja posredovane protutijelima,

histoloski nalaz ukazuje samo na reakciju odbacivanja stanicnog tipa ili akutno
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tubularno oStecenje. Humoralna reakcija odbacivanja posredovana je protutijelima
koja mogu aktivirati klasicni put aktivacije komplementa. Karakterizirana je
odlaganjem fragmenata komplementa, prevladavanjem plazma stanica u
intersticijskom mononuklearnom infiltratu i1 prisustvom anti-donorskih protutijela.
Ona moze takoder biti izazvana non-HLA protutijelima i anti-endotelnim
protutijelima. (125-127). Revizijom kriterija medunarodne klasifikacije Banff 2004. g.
dogovoreno je da su za dijagnozu reakcije odbacivanja posredovane protutijelima
potrebna tri od sljedeca Cetiri kriterija: poremecaj funkcije presatka, histoloski znaci
ostecenja tkiva, pozitivno bojanje na C4d komponentu komplementa i dokaz donor
specifi¢nih protutijela (184,185).

U 30% klini¢ki stabilnih primatelja bubreznog presatka mogu se naci
histoloski znaci odbacivanja bez jasnog pogorsanja funkcije presatka. Ove subklinicke
reakcije odbacivanja mogu otkriti ponovljene analize bioptata presatka (npr. protokol
biopsije). One su veinom blagog intenziteta i mogu se suzbiti povecanjem doze
kortikosteroida. Prema rezultatima prvih studija, lije€enje subklini¢kih reakcija
odbacivanja kortikosteroidima poboljSava dugoro¢no prezivljavanje presatka, no
nedostaje potvrda sa strane kontroliranih studija (127,186-189). Ponekad se vrlo teSko
razlikuje akutna reakcija odbacivanja od BK virusne nefropatije, virusnog
tubulointersticijskog nefritisa. Nije poznato da li je tubulitis samo odraz upalnog
odgovora na virusnu infekciju, ili je ona potakla imunosni odgovor i reakciju
odbacivanja. Ova dva stanja treba razlikovati, jer je akutna reakcija odbacivanja
uglavnom posljedica preslabe imunosupresije, dok BK virusna nefropatija povoljno
reagira na smanjenje imunosupresije. U dokazivanju BK virusne nefropatije koristi se
in situ hibridizacija za SV40 bojanje, te odredivanje BK virusa u serumu i mokraci

PCR metodom (190).
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Kroni¢nu nefropatiju presatka karakteriziraju kroni¢ne promjene u arterijama,
tubulima, intersticiju i1 glomerulima, koje su uzrokovane brojnim cimbenicima,
uklju¢ujuéi imunosne i neimunosne. PatohistoloSkom analizom bioptata mogu se
otkriti i druga stanja koja uzrokuju poremecaj funkcije presatka, na primjer akutnu
tubularnu nekrozu, toksi¢nost inhibitora kalcineurina, infekciju, novonastalu

glomerulopatiju, povrat osnovne bolesti i/ ili pojavu drugih bolesti (125-127).

1.5.4. Imunosno pracenje i nove tehnike u procjeni funkcije presatka

Patohistoloska analiza je standardna pretraga za dokazivanje reakcije
odbacivanja presatka, medutim niti ona nije bez nedostataka. Postoje individualne
razlike u interpretaciji patoloskih promjena u bioptatu, a ovisno o mjestu punkcije,
istovremeno uzeti bioptati presatka mogu pokazivati razliite promjene. Ogranicenja
sadasnjeg sustava bodovanja postoje u pogledu praga osjetljivosti i specifi¢nosti,
utvrdivanja aktivnosti procesa oSteCenja i prognostickog znacaja. Istrazuju se nove
tehnike koje pored odredivanja protutijela usmjerenih protiv stanica presatka i biljega
stanicne aktivacije, uklju€uju prikazivanje gena, te odredivanje bjelancevina i
metabolita u krvi, mokraci i bioptatu presatka.

Prethodno odredivanje primateljevog rizika za odbacivanje presatka preduvjet
je za primjenu individualno dozirane imunosupresije. Rutinski se prije presadivanja
ispituyje da li u primatelja postoje anti-HLA protutijela (PRA). Prisustvo
limfocitotoksi¢nih protutijela izotipa IgG usmjerenih protiv HLA molekula razreda I,
osobito ako uz njih postoje i protutijela na molekule razreda II, ukazuje na loSije
prezivljavanje presatka (191,192). Usprkos tome, dobra podudarnost u HLA-A, HLA-
B i HLA-DR antigenima te odsustvo anti-HLA protutijela ne garantira da nece doc¢i

do reakcije odbacivanja. To ukazuje na cinjenicu da neki drugi antigeni mogu
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posredovati ovu reakciju (193). Primjerice, MICA i MICB (prema engl. major
histocompatibility complex class I- related chain A i B) su polimorfni geni koji
kodiraju molekule koje su slicne molekulama MHC razreda 1, a izrazavaju se na
povrsini epitelnih stanica i stimuliraju proizvodnju protutijela. Ranija senzibilizacija
primatelja bubrega na MICA antigene udruZena je s pove¢anom ucestalos¢u gubitka
presatka, ukljucujuéi i bolesnike s dobrom podudarnos¢u u HLA sustavu (194,195).
Pokazalo se i da je povecan izrazaj MICB u bubreznom presatku udruzen s
indukcijom izrazaja antigena HLA razreda II, leukocitnom infiltracijom te stani¢nim
stresom, S§to moze znacajno pridonijeti aloimunosnom odgovoru (196). U tijeku su
ispitivanja utjecaja drugih non-HLA protutijela na reakciju odbacivanja presatka. Ona
mogu biti usmjerena na razli¢ite antigene sporednog sustava tkivne podudarnosti, kao
Sto su primjerice receptori na endotelu krvnih Zila i adhezijske molekule. Budu¢i da
non-HLA protutijela mogu aktivirati komplement, induciraju ¢itav niz razli¢itih
mehanizama oSteéenja presatka, Sto ukazuje na slozenost njihovog djelovanja u
akutnim i kroni¢nim reakcijama odbacivanja (197,198). Do sada je poznato da neka
protutijela ne izazivaju odbacivanje kao primjerice prijetransplantacijsko prisustvo
IgA-anti-Fab protutijela, koja zaStiCuju presadak i1 smanjuju ucestalost reakcije
odbacivanja (199).

Mogu se odredivati brojni biljezi stani¢ne aktivacije u krvi, mokraéi ili
bioptatu presatka. Ispituje se znafaj raznih bjelancevina ili citokina, primjerice
topljive CD30 molekule, cirkuliraju¢eg topljivog IL-2R te topljivih adhezijskih
molekula (200,201,202). Dosadasnja ispitivanja pokazuju da se odredivanjem razine
topljive CD30 molekule, biljega aktivacije limfocita, ve¢ u prvom tjednu nakon
presadivanja moze razlikovati bolesnike koji ¢e razviti reakciju odbacivanja od onih s

urednim klini¢kim tijekom. Ovo je osobito vazno kod bolesnika s akutnom
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tubularnom nekrozom (200). Uoceno je i da poveéanje serumskog CD30 i neopterina
tijekom prve godine nakon presadivanja ukazuje na kasniji razvoj kroni¢ne nefropatije
presatka (203).

Aktivacija stanica pojaCava izrazaj gena Ciji su proizvodi vazni za razaranje
presatka. Povecana je razina glasnicke ribonukleinske kiseline (mRNK), prvenstveno
za proapoptoti¢ne tvari kao Sto su perforin, granzim B i Fas-L, u krvi, mokra¢i ili
bioptatu presatka (204-208). Drugi znacajan gen je Foxp3, transkripcijski regulator
koji inducira nastanak fenotipa regulacijskih limfocita T. Ispitivanja su pokazala da
razina granzima B 1 Foxp3 u mokra¢i ima dijagnosti¢ki i prognosticki znacaj u
bolesnika s akutnim stanicnim odbacivanjem presatka. Bolesnici s viSom razinom
glasnicke RNK za Foxp3 (Foxp3 mRNK), imaju vece izglede za uspjesSno suzbijanje
akutne reakcije odbacivanja (209). Foxp3 CD4 limfociti T Cesto se nadu u presatku
tijekom reakcije odbacivanja, medutim smatra se da imaju i zastitnu ulogu te da mogu
inducirati toleranciju prema presatku (210). Tribbles-1 je biljeg antigen predoc¢nih i
endotelnih stanica. Izrazaj Tribbles-1 znacajno je povecan u krvi i tkivu presatka, ali
ne i u mokra¢i bolesnika s kronicnom protutijelima posredovanom reakcijom
odbacivanja (211). Genotipska razlika u aktivnosti enzima, koji su vazni za
metabolizam imunosupresivnih lijekova, moZe uzrokovati velike razlike u
farmakokinetici ovih lijekova. Na primjer, aktivnost enzima tiopurinmetiltransferaze
ponekad je toliko sniZena, da je potrebno smanjiti dozu azatioprina na svega jednu
desetinu (212). T-331C polimorfizam UGT1A9 gena odreduje farmakokinetiku
mikofenolne kiseline, a genotip za kalcineurin odreduje nefrotoksicnost ciklosporina
(213,214).

U bubreznim bioptatima dokazani su brojni geni koji ukazuju na razvoj

kroni¢nog odbacivanja prije pojave klinickih i histoloSkih pokazatelja kroni¢nog
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oSte¢enja. Promjene izrazaja gena predstavljaju objektivnu mjeru za kvantifikaciju
bioloskih procesa. Pored prikazivanja izrazaja gena, predmet ispitivanja su razli¢ite
bjelancevine 1 metaboliti, koji su razli¢ito zastupljeni kod uredne funkcije presatka,
reakcije odbacivanja, upale ili kroni¢ne nefropatije presatka. Za odredivanje izrazaja
gena (transkriptomika), bjelancevina (proteomika) i metabolita (metabolomika)
koriste se brojne nove tehnologije, pojedina¢no ili u kombinaciji, koje ukljucuju DNK
microarray analize, PCR, multidimenzionalnu gel-elektroforezu, novije metode
spektroskopije, tehnike s magnetskom rezonancom, radionuklidima, laserskom
svjetlosti 1 kulturom stanica. Ovim metodama pokuSavaju se otkriti, kvantificirati i
pratiti biomarkeri odredenih fizioloSkih ili patofizioloskih stanja. Biomarkeri su
bioloske molekule (geni, bjelancevine/ peptidi, metaboliti), ¢ije prisustvo oznacava
patoloSko stanje ili visoku sklonost, tj. rizik da ¢e se razviti odredena bolest ili
specifi¢no patolosko stanje. Oni se mogu dokazati u stanicama, tkivima i tjelesnim
teku¢inama. Navedene metode omogucavaju istovremeno odredivanje stotina tisuca
biljega, primjerice RNK transkripata, stani¢nih proizvoda, topljivih citokina 1
bjelanCevina, koji prikazuju slozeni obrazac brojnih medudjelovanja. Pouzdanost
odredivanja ovih biljega i sposobnost razlikovanja imunosne reakcije odbacivanja od
drugih uzroka upale ili oSte¢enja presatka, trebaju dokazati kontrolirane studije.
Genomika, proteomika i metabolomika otvaraju nove moguénosti ranog otkrivanja i
lijeCenja raznih bolesti, ukljucujucéi reakciju odbacivanja te druge uzroke oStecenja
funkcije presatka (215-219).

Medutim, ove metode su vrlo skupe, vremenski i1 kadrovski zahtjevne, izvode
se u visoko specijaliziranim laboratorijima 1 nisu komercijalno dostupne. Za nase
uvjete relativno jednostavna, jeftina, a vrlo precizna metoda je odredivanje

proliferativnog potencijala stanica metodom mjerenja zastupljenosti stanica u
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pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa pomocu protocne citometrije. Pored toga, proto¢nim
citometrom moze se utvrditi zastupljenost imunosnih stanica koje nose aktivacijske
biljege, kao sto su HLA-DR, IL-2R, Fas-L, citoliticke medijatore kao $to su perforin i
granzim B, te druge funkcijski znaCajne molekule. Ovim metodama ne mjere se
izravno parametri funkcije presatka, nego aktivacijska razina imunosnog sustava,
¢ime se mogu utvrditi bolesnici koji imaju veéu sklonost za razvoj reakcije

odbacivanja presatka.

1.5.5. Stani¢ni diobeni ciklus

U novije vrijeme se protocna citometrija razvila se u jednu od temeljnih
imunoloskih metoda. Pored imunofenotipizacije stanica, proto¢na citometrija moze se
koristiti i za relativno odredivanje koli¢ine DNK u stanicama, mjerenjem
zastupljenosti stanica u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa. Ovom metodom mogu se
dobiti znacajni podatci o utjecaju raznih ¢imbenika, primjerice prijenosa gena ili
primjene lijekova, na stani¢ni ciklus. Pod stanicnim diobenim ciklusom
podrazumijeva se niz precizno kontroliranih stani¢nih zbivanja, koja vode u
podvostrucenje stani¢nih organela i DNK, te njihovu pravilnu raspodjelu u dvije nove
stanice kceri. Stanice bez jezgre (prokarioti) dijele se binarnom diobom, dok se
stanicni ciklus kod stanica s jezgrom (eukarioti) moze podijeliti na dva razdoblja,
interfazu 1 fazu mitoze. Tijekom interfaze stanica raste i akumulira hranjive tvari
potrebne za daljnju diobu stanice, a tijekom mitoze stanica se dijeli u dvije jednake
stanice kéeri. Diobeni ciklus temeljni je Zivotni proces, buduc¢i da pomocu njega od
oplodene jajne stanice nastaje zreli, odrasli organizam, a sluzi i za obnavljanje stanica,

tkiva i organa (220).
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1.5.5.1.Faze stani¢nog ciklusa

Diobeni ciklus prolazi Cetiri faze: G; faza (G, prema engl. gap), S faza
(sinteza), G, faza i M faza (mitoza) (slika 5, tablica 3). Sama M faza sastoji se od dva
tijesno povezana procesa: mitoze u uzem smislu, tijekom koje se stani¢ni kromosomi
podijele izmedu stanica kéeri, 1 citokineze, u kojoj se stani¢na citoplazma podijeli na
dva jednaka dijela, tvore¢i odvojene stanice. PocCetak svake faze uskladen je s
dovrSetkom prethodne, tako da je prolazak kroz ciklus visoko kontroliran proces.
Stanice koje su se privremeno, na krace ili duze vrijeme zaustavile u diobi, nalaze se u

stanju mirovanja koje se naziva Gy faza (220).

Slika 5: Shematski prikaz stani¢nog ciklusa: vanjski prsten: I = interfaza, M = mitoza;

unutarnji prsten: M = mitoza, G; = gap 1, G, = gap 2, S = sinteza; izvan prstena: Gy =

gap 0/ mirovanje (u ovom prikazu uvecano je trajanje mitoze u odnosu na druge faze)
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Tablica 3: Faze stani¢nog diobenog ciklusa

Stanje Faza Opis
Gap 0 Faza mirovanja. Stanica je izasla iz diobenog ciklusa i
Mirovanje
(Go) | prestala se dijeliti.
Gap 1 Stanice rastu. Kontrolni mehanizmi G; kontrolne tocke
(G osiguravaju da je sve spremno za sintezu DNK.
Sinteza . .. .
Udvostrucenje jezgrine DNK.
(S)
Interfaza
Stanice nastavljaju s rastom. Kontrolni mehanizmi G,
Gap 2
kontrolne tocke osiguravaju da je sve spremno za ulazak u M
(G2)
fazu i diobu.
Rast stanica je zaustavljen, a stani¢na energija usmjerena na
Stani¢na | Mitoza | pravilnu diobu u dvije stanice kéeri. Kontrolna tocka u sredini
dioba (M) | mitoze (kontrolna to¢ka metafaze) osigurava da je stanica

spremna za dovrSenje stani¢ne diobe.

Nakon stani¢ne diobe, svaka od stanica kceri ulazi u interfazu novog ciklusa.

Tijekom ove faze stanice rastu, sintetiziraju RNK 1 proizvode bjelancevine, zbog cega

je stanicni ciklus relativno dug, pa u brzo proliferiraju¢im tkivima sisavaca traje po 12

ili vise sati. Na temelju molekularnih zbivanja u stanici, interfaza se moze podijeliti na

cetiri dijela: Gap 0 (Go), Gap 1 (G)), S faza (faza sinteze), Gap 2 (G2).
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- Stanice mogu iz G; faze uéi u Gy fazu, fazu mirovanja ili postmitoti¢nu fazu,
gdje mogu ostati tijekom dugog razdoblja, a neke stanice i zauvijek. To je
cesto kod stanica koje su visoko diferencirane (npr. ziv€ane stanice) ili u
stanjima stanicne starosti kada stanice zbog skracenja telomera ili oStecenja
DNK gube diobeni potencijal. Ova stanja rezultiraju prestankom stani¢nog
dijeljenja ili apoptozom, programiranom stanicnom smrti.

- G faza traje od zavrSetka M faze do pocetka sinteze DNK. Tijekom ove faze
snazno se aktiviraju mehanizmi sinteze bjelancevina u stanici, koji su tijekom
M faze zakoCeni. Sintetiziraju se brojni enzimi koji su potrebni u S fazi,
prvenstveno za replikaciju DNK. Trajanje G, faze jako varira.

- Na G fazu nastavlja se S faza u kojoj zapoc€inje sinteza jezgrine DNK. Po
zavrSetku S faze svi su kromosomi udvostruc¢eni. U ovoj se fazi proizvode
histoni, dok je vrlo usporeno prepisivanje RNK i sinteza bjelancevina. Sinteza
histona je neophodna za pakiranje DNK i njezinu kondenzaciju u kromosome.

- Stanica potom ulazi u G, fazu koja traje sve do mitoze. I u ovoj fazi se
sintetizira znacajna koli¢ina bjelan¢evina, potrebnih za izgradnju mikrotubula,

neophodnih za proces mitoze.

M faza traje relativno kratko. DNK, kondenzirana u kromosome, hvata se za
diobeno vreteno koje od svakog para kromosoma odvaja po jednu kromatidu i vuce je
na suprotne polove stanice. Mitozom i citokinezom stanica se dijeli na dvije genetski
identi¢ne stanice, koje se po genetskom materijalu u potpunosti podudaraju sa
stanicom majkom iz koje su nastale. Pogreske u mitozi mogu dovesti do smrti stanice
apoptozom, a ukoliko u obliku mutacija DNK zaostanu u Zivuéoj stanici, mogu

uzrokovati razvoj karcinoma ili nastanak nasljednih bolesti (220,221).
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1.5.5.2. Regulacija stani¢nog ciklusa

U jednostaninim organizmima brzina rasta i odluka o pocetku diobe
iskljuc¢ivo ovise o raspolozivosti hranjivih tvari u okoliSu, dok su u visestani¢nim
organizmima procesi rasta i diobe stanica dodatno specifi¢no regulirani ¢imbenicima
rasta. Ovakva regulacija im omogucava medusobnu koordinaciju u pocetnoj
diferencijaciji u tkiva i organe tijekom rasta i razvoja, a kasnije uspostavu homeostaze
1 morfostaze odraslog viSestanicnog organizma. Regulacija stani¢nog ciklusa
ukljucuje procese koji su neophodni za prezivljavanje stanice, kao §to su detekcija i
popravak oSte¢enja na genima te sprjeCavanje nekontrolirane diobe stanice. Kontrola
nad provodenjem temeljnih funkcija stani¢nog ciklusa poglavito se odvija preko dviju
skupina bjelancevina, ciklina i ciklin-ovisnih kinaza (CDKs, prema engl. cyclin-
dependent kinases). Ciklini su nazvani tako, jer ciklicki prolaze faze sinteze i
nagomilavanja u citoplazmi, te nagle degradacije u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa.
Oni su regulacijske podjedinice koje se vezu za CDK molekule, ¢ime ih pretvaraju u
aktivni oblik enzima, koji fosforilacijom ciljnih bjelanc¢evina poticu diobu (220-
222,224).

Ciklin D je prvi ciklin koji se proizvodi u stani¢nom ciklusu kao odgovor na
vanjske signale (npr. ¢imbenike rasta). On se veze za CDK4, stvarajuci aktivni
kompleks koji dovodi do aktivacije E2F, Sto rezultira prepisivanjem razlicitih gena
kao $to su ciklin E, ciklin A, DNK polimeraza, timidin kinaza. Ciklin E se veze za
CDK2, a ovaj kompleks potic¢e prijelaz od G; na S fazu stani¢nog ciklusa. Drugi
stvoreni kompleks ciklin B-CDKI1 poti¢e prijelaz G, u M fazu. Aktivacija ovog
komleksa uzrokuje kidanje jezgrine membrane i ulazak u profazu, prvu podfazu
mitoze, a naposljetku deaktivacija kompleksa ciklin B-CDK1 uzrokuje izlazak stanice

iz faze mitoze (225,226).
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1.5.5.3. Inhibitori stani¢nog ciklusa

Dvije porodice gena, cip/kip porodica i INK4a/ARF (prema engl. inhibitor of
kinase 4/ alternative reading frame) sprjecavaju napredovanje kroz faze stani¢nog
diobenog ciklusa. Budué¢i da ovi geni sudjeluju u sprjecavanju nastanka tumora,
nazivaju se tumorski supresori. Cip/kip porodica gena obuhvaca gene p21, p27 i p57,
koji vezivanjem i inaktiviranjem ciklin-CDK kompleksa zaustavljaju stanicni ciklus u
G, fazi. Pored toga, p21 aktivira p53 ¢iji izrazaj normalno potice oStecenje DNK,
primjerice nakon radioaktivhog ozraivanja stanice. BjelanCevina p27 aktivira
stvaranje citokina TGF-B, koji u mnogim tkivima sluzi kao inhibitor rasta.
INK4a/ARF porodica obuhvaca pl16INK4a, koji se veze za CDK4 i zaustavlja stani¢ni
ciklus u G, fazi, te pl4arf koji sprjecava p53 degradaciju. BjelanCevina p53 je jedan
od najznacajnijih tumorskih supresora. Ova bjelancevina, nakon detekcije oSteéenja
DNK, aktivira mehanizme enzimatskog popravka nukleotidnog slijeda. Ukoliko
popravak uspije, p53 dozvoljava daljnju progresiju stanice kroz diobeni ciklus,
medutim, ukoliko pokuSaj popravka oSteenja propadne, on pokrece mehanizam

programirane stani¢ne smrti. Na taj nafin se znacajno smanjuje ucestalost

kancerogeneze jer se ne dozvoljava dioba stanice s oStecenom DNK.

1.5.5.4. Kontrolne tocke

Zbog velike bioloske vaznosti diobenog ciklusa i moguc¢ih teSkih posljedica
greSaka koje bi mogle nastati tijekom diobe, stanice su razvile regulacijske
mehanizme za pracenje i reguliranje napredovanja stani¢nog ciklusa. Molekulsko-
bioloska istrazivanja onkogena, tumor-supresijskih gena, kao i drugih regulacijskih
bjelancevina diobenog ciklusa, pokazala su da su u G; i G; fazi smjeStene kontrolne

tocke koje provjeravaju pripremljenost stanica za ulazak u iducu fazu ciklusa. Jedna
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od najvaznijih provjera odvija se u G; fazi, dakle prije pocCetka sinteze nove DNK,
kojom se utvrduju moguéa osteCenja DNK predloska. Ukoliko se ustanovi
nenormalna struktura DNK lanca, zaustavlja se napredovanje stani¢nog ciklusa u S
fazu, aktiviraju se mehanizmi za popravak, a tek se onda dozvoljava udvostrucenje
DNK. Ovaj mehanizam je izuzetno vazan, buduc¢i da bi replikacija oSte¢ene DNK
rezultirala mutacijama, koje bi mogle voditi u stvaranje malignih klonova ili stani¢nu

smrt (220,221,223).

1.5.5.5. Poremecaji regulacije stani¢nog ciklusa

Buduéi da tumor-supresijski geni (proteini) kontroliraju prolazak stanice kroz
diobeni ciklus te ga u slucaju potrebe mogu i zaustaviti, njihova mutacija moze
uzrokovati nekontrolirano mnoZenje stanice i razvoj tumora. Trajanje stanicnog
ciklusa u tumorskim stanicama je jednako ili duze od onoga u normalnim stanicama,
medutim, za razliku od normalnog, zdravog tkiva, udio stanica koje se nalaze u
aktivnoj stani¢noj diobi raste u odnosu na udio stanica u mirujuc¢oj Gy fazi. Broj
tumorskih stanica stalno se povecava, jer je prirast novonastalih stanica ve¢i od broja
stanica koje stare i umiru apoptozom. Budu¢i da je DNK tijekom diobe stanica
najpodloznija oSte€enjima, radioaktivno zracenje i lijekovi protiv karcinoma djeluju
prvenstveno na stanice koje ulaze u stani¢ni ciklus. Nakon odstranjenja znacajne
koli¢ine tumorske mase (engl. debulking), povecana raspolozivost hranjivim tvarima,
kisikom i ¢imbenicima rasta omogucéava znacajnom broju preostalih tumorskih stanica
da iz Go udu u G; fazu diobenog ciklusa. Stoga je tada potrebno bolesnika ponovno
podvrgnuti zracenju ili kemoterapiji, Cime se ubijaju stanice koje su usle u stanicni

diobeni ciklus (225).
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Kod presadivanja organa takoder se koriste lijekovi koji inhibiraju stani¢ni
diobeni ciklus. Jedan od najboljih primjera je azatioprin, imidazolski derivat 6-
merkaptopurina, koji se ugraduje u stani¢nu DNK, te time sprjecava sintezu purinskih
nukleotida. Rezultat je inhibicija replikacije gena i nedostatna aktivacija limfocita. Za
razliku od azatioprina, mikofenolna kiselina djeluje specifi¢no na aktivirane limfocite,
u kojima reverzibilnom inhibicijom inozin monofosfat dehidrogenaze ometa sintezu
purina i stvaranje gvanozin nukleotida. Sirolimus i everolimus vezivanjem za FKBP
stvaraju kompleks koji inhibira bjelan¢evinu TOR, ¢ime sprjeCavaju djelovanje
¢imbenika rasta na aktivirane limfocite. Zbog toga se smanjuje proliferacija stanica
ovisna o citokinima, zbog Cega ostaju zaustavljene u G; i S fazi diobenog ciklusa

(86,87,90,91).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja, prikazanih u ovoj disertaciji, bio je obrada klini¢kih podataka
o lijeCenju presadivanjem bubrega u KBC-u Rijeka u proteklom gotovo 25-godiSnjem
razdoblju. Pored toga, u prospektivnom dijelu istrazivanja, pokusali smo analizirati
imunosnu reaktivnost bolesnika s presadenim bubregom mjerenjem imunosnih
parametara, te bolje upoznati djelovanje jednog od rutinski koriStenih
imunosupresivnih lijekova u lijeCenju ovih bolesnika, daklizumaba.

Nakon uvodenja monoklonskih protutijela protiv IL-2R (baziliksimab,
daklizumab), znacajno se smanjila ucestalost akutnih kriza odbacivanja u primatelja
bubreznog presatka u KBC-u Rijeka. Razina imunosupresije u obrnutom je srazmjeru
s imunosnom reaktivnos¢u. Osnovna dvojba u lijeCenju bolesnika s presadenim
bubregom je doziranje imunosupresivnih lijekova, budu¢i da prekomjerna
imunosupresija moze dovesti do pojave nezeljenih ucinaka, osobito sré¢anozilnih,
infektivnih 1 malignih bolesti, dok s druge strane nedostatna imunosupresija dovodi do
odbacivanja organa. U nastojanju da se i dalje poboljsa rezultate lijeCenja te da se
smanji primjena prekomjerne imunosupresije i njezinih posljedica, novom metodom
zeli se, pored dosadasnjih metoda imunoloskog i klinickog pracenja, indirektno i
kvantitativno pokazati bioloski uc€inak lijeka daklizumaba, tj. suzbijanje reaktivnosti
limfocita nakon njegove primjene.

Analizom stani¢nog ciklusa limfocita periferne krvi tehnikom protoc¢ne
citometrije, kvantitativno smo odredivali djelovanje daklizumaba na proliferaciju
limfocita T primatelja bubreznog presatka. Analiziran je i ucinak samog lijeka
koristenjem razli¢itih koncentracija daklizumaba in vitro na uzorcima krvi bolesnika i

zdravih darivatelja krvi. Odredivali smo postotnu zastupljenost limfocitnih podvrsta te

aktivacijskog biljega CD25 na T limfocitnim populacijama periferne krvi (CD3™,
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CD4T i CD8™). Dobiveni rezultati nakon primjene daklizumaba usporedeni su s
uzorkom krvi ispitanika prije njegove primjene, neposredno prije presadivanja
bubrega, te s djelovanjem na limfocite periferne krvi zdravih darivatelja krvi i
bolesnika na lijeCenju redovitom dijalizom radi isklju¢ivanja djelovanja uremicnih
toksina. Eksperimentalne podatke korelirali smo s klinickim podatcima bolesnika
kojima je presaden bubreg u razdoblju od dvije godine, a koji su praceni od jedne do

dvije i pol godine nakon presadivanja bubrega.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

3.1.1. Opdi podatci o ispitanicima

Proveli smo retrospektivnu analizu klini¢kih podataka, dobivenih od bolesnika
kojima je presaden bubreg u KBC-u Rijeka u proteklom gotovo 25-godiSnjem
razdoblju. Pored toga, ucinili smo i prospektivno randomizirano istrazivanje koje
obuhvaca bolesnike podvrgnute presadivanju bubrega u KBC-u Rijeka od 1. prosinca
2006. do 1. prosinca 2008. g. U svih ispitanika, u kojih je primijenjeno monoklonsko
protutijelo protiv a lanca IL-2R daklizumab, uzimao se uzorak krvi iz kubitalne vene
radi ispitivanja reaktivnosti limfocita periferne krvi.

Kontrolne skupine cinili su zdravi muskarci 1 zdrave negravidne Zene te
bolesnici sa zavrSnim bubreznim zatajenjem na lijeCenju redovitom dijalizom.

1z ispitivanja su iskljuCeni bolesnici s pozitivnim biljezima na hepatitis B 1/ili

C radi opasnosti od moguceg prijenosa na zdravstveno i laboratorijsko osoblje.

3.1.1. Eticki aspekti istraZivanja

Istrazivanjem je osigurano postivanje temeljnih etickih i bioeti¢kih principa -
osobni integritet (autonomnost), pravednost, dobrocinstvo i neskodljivost - u skladu s
Niirnberskim kodeksom 1 najnovijom revizijom Helsinske deklaracije. U ovoj
prospektivnoj i djelomi¢no retrospektivnoj studiji koristeni su uobicajeni medicinski
podatci, koji su prikupljeni radi upoznavanja imunosnog odgovora bolesnika, u skladu
s etickim 1 bioetiCkim principima, uz osiguravanje privatnosti (medicinske tajne)
ispitanika/bolesnika ukljucenih u istrazivanje i zastite tajnosti podataka. Bolesnici su
informirani usmeno i pismeno o ciljevima i procedurama ispitivanja kod primjene

daklizumaba, kao i o o¢ekivanim ucincima, moguc¢im prednostima, nedostatcima i
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svim potencijalnim rizicima. Pristanak na sudjelovanje u istrazivanju bolesnici/

ispitanici potvrdili su potpisivanjem informirane suglasnosti.

3.2. Metode

3.2.1. Analiza podataka o primatelju i darivatelju bubreZnog presatka te

samom postupku presadivanja

Podatci su dobiveni iz anamneze, medicinske dokumentacije (povijesti bolesti,
otpusna pisma, ambulantni kartoni), racunalne baze podataka i registara koji se od

prvog dana rada naSeg centra vode za svakog bolesnika.

Biljezeni su sljedeci podatci:

- demografski podatci primatelja i darivatelja

- osnovna bubreZna bolest primatelja, metoda i trajanje dijalitickog lije¢enja

- ranije presadivanje bubrega, primljene transfuzije krvi

- krvna grupa i HLA tipizacija tkiva primatelja i darivatelja

- protutijela na HLA antigene (PRA) u primatelja

- podudarnost primatelja i darivatelja u krvnoj grupi i HLA antigenima

- vrsta darivatelja, srodstvo s primateljem, uzrok smrti kadaveri¢nog darivatelja

- hladna ishemija presatka

- prisustvo zaraznih bolesti (lues, virusni hepatitis B ili C, infekcija virusom
humane imunodeficijencije i/ili citomegalovirusom) u primatelja i darivatelja

bubreznog presatka
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3.2.2. Imunosupresivno lijeCenje

3.2.2.1. Imunosupresivni lijekovi

U bolesnika je primijenjen standardni imunosupresvini protokol koji se koristi
u KBC-u Rijeka, a kojeg Cine sljedeci lijekovi:

antimetabolit mikofenolna kiselina (CellCept tvrtke F. Hoffmann-La Roche

Ltd, Basel, Svicarska, ili Myfortic tvrtke Novartis Pharma Stein AG, Stein,
Svicarska)

- anti-CD25 monoklonsko protutijelo daklizumab (Zenapax tvrtke F.
Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, gvicarska)

- kortikosteroid metilprednizolon (Solu-Medrol i Medrol tvrtke Pharmacia
NV/SA, Puurs, Belgija)

- inhibitor kalcineurina ciklosporin A (Sandimmun Neoral tvrtke Novartis
Pharma Stein AG, Stein, Svicarska) ili takrolimus (Prograf tvrtke Astellas

Ireland Co. Ltd., Co. Kerry, Irska)

3.2.2.2. Imunosupresivni protokol
Standardni imunosupresivni protokol koji se koristi u KBC-u Rijeka kod
presadivanja bubrega od umrle osobe je sljedeci (tablica 4):

- Mikofenolat mofetil, kapsule od 250 mg: dnevna doza je 2 grama, prva
doza daje se neposredno prije operacije, uzima se ujutro i navecer, uvijek u
isto vrijeme.

- Daklizumab, ampule od 25 mg za intravensku primjenu: 1 mg/kg daje se u
obliku intravenske infuzije, tijekom 15-30 minuta, neposredno prije
operativnog zahvata; ista doza se ponavlja u razmacima od dva tjedna,

ukupno do pet puta.
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- Metilprednizolon, ampule od 40 mg, 125 mg, 250 mg i 500 mg za
intravensku primjenu, i tablete od 4 mg, 16 mg i 32 mg: bolesnici dobivaju
lijek tijekom kirur§kog zahvata, prije anastomoziranja krvnih Zila, u dozi
od 500 mg, a potom se doza postupno smanjuje (250 mg, 125 mg, 60 mg i
40 mg) do doze odrzavanja od 0,3 mg/kg na usta. Nastavlja se smanjivanje
doze po 4 mg mjesecno, uz eventualno ukidanje nakon Sest mjeseci. Lijek
se uzima ujutro.

- Inhibitor kalcineurina, Sandimmun Neoral kapsule od 25 mg, 50 mg i 100
mg, ili Prograf kapsule od 0,5 i 1 mg; uvodi se postupno, uzima se ujutro i
navecer, uvijek u isto vrijeme, a doza se postupno povecava do ciljne

razine.

Razina inhibitora kalcineurina odredivala se iz pune krvi s EDTA
antikoagulansom, enzimatskom imunokemijskom metodom s misjim monoklonskim
protutijelima. Razina ciklosporina odredivana je metodom MEIA, a razina
takrolimusa metodom EMIT. U prva tri mjeseca ciljna razina C, (najniza
koncentracija, 12 sati nakon uzimanja lijeka) kod ciklosporina iznosi od 200-250
ng/ml, a ciljna razina C, (dva sata nakon uzimanja lijeka) oko 1400-1800 ng/ml. Kod
takrolimusa je ciljna razina 10-12 ng/l. Nakon tri do Sest mjeseci odrzava se razina
ciklosporina Cy izmedu 150 1 200 ng/l, odnosno C, oko 800-1200 ng/l, nakon jedne
godine Cyiznad 150 ng/l, odnosno C; oko 700 ng/l, a dnevna doza lijeka je najmanje 3
mg/kg tjelesne tezine. Koncentracija takrolimsua odrzava se nakon tri do Sest mjeseci
od 8 do 10 ng/l, a nakon godine dana oko 4 do 8 ng/l. Razina mikofenolne kiseline
odredivala se iz EDTA plazme metodom EMIT. Terapijski interval je od 6,2 do 12,5

pmol/l.
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Pri presadivanju bubrega od starijih darivatelja, u slucajevima oStecenja
bubrega, primjerice dugom hladnom ishemijom, odgodenog preuzimanja funkcije
presatka, ili primatelja starije zivotne dobi, odgada se primjena inhibitora kalcineurina
za nekoliko dana. Ciljne razine lijekova su nize, kod primjene ciklosporina oko 150
ng/l, a takrolimusa 6-8 ng/l.

U bolesnika s povecanim rizikom za odbacivanje presatka kao inhibitor
kalcineurina primjenjuje se takrolimus, koji se uvodi prvog ili drugog dana po
operativnom zahvatu, a ciljni nivo u punoj krvi je oko 12 ng/l. U ovih bolesnika ne
ukida se kortikosteroidna terapija.

Kod presadivanja bubrega od zivog srodnog darivatelja, mikofenolat mofetil
se uvodi tri dana prije presadivanja bubrega, a kortikosteroid se daje samo tijekom
operativnog zahvata. Koritkosteroidi se primjenjuju trajno jedino u slucaju nastupa
reakcije odbacivanja presatka, a nakon pulsnih doza metilprednizolona.

U slucaju leukopenije, jetrenog, bubreznog osStecenja ili drugih nezeljenih
ucinaka lije€enja, modificira se imunosupresivno lije€enje smanjenjem doze lijekova,
njihovim ukidanjem ili zamjenom drugim lijekovima.

Rutinski se davala antibiotska zastita prvih osam do deset dana po
operativnom zahvatu, ve¢inom cefalosporin tre¢e generacije. Radi zastite od gljivicnih
infekcija, bolesnici su primali nistatin kapi ili mikonazol oralni gel. Antivirusna
profilaksa valganciklovirom davana je u slucajevima kada primatelj nije imao
protutijela protiv citomegalovirusa, a u darivatelja su postojali seroloski pokazatelji
preboljele citomegalovirusne infekcije. Antivirusna profilaksa primjenjivala se i u
bolesnika kod kojih je bila potrebna jaca imunosupresija, primjerice pulsne doze

kortikosteroida ili plazmafereza za suzbijanje reakcije odbacivanja.
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Tablica 4: Imunosupresivni protokol u KBC-u Rijeka

Stariji darivatelj
ili primatelj,
Presadak od oStecen presadak | Poveéan rizik od vl"resadak od
o s Zivog srodnog
umrle osobe ili odgodeno odbacivanja . .
. R darivatelja
preuzimanje
funkcije
Prije operativnog zahvata
Mikofenolat 1-2 g na usta 1-2 g na usta 1-2 g na usta 3 dana prije op.
mofetil (CellCept) 2 g dnevno na usta
Daklizumab 1 mg/kg i.v. 1 mg/kg i.v. 1 mg/kg i.v. 1 mg/kgi.v.
Tijekom operativnog zahvata
Metilprednizolon 500 mg i.v. 500 mg i.v. 500 mg i.v. 500 mg i.v.
Nakon operativnog zahvata
2 g dnevno, 2 g dnevno, 2 g dnevno, 2 g dnevno,
Mikofenolat mofetil nakon 1 mj. uz nakon 1 mj. uz nakon 1 mj. uz nakon 1 mj. uz
(CellCept) takrolimus 1,5 g takrolimus 1,5 g takrolimus 1,5 g takrolimus 1,5 g
dnevno dnevno dnevno dnevno
Postupno Postupno Postupno
smanjivati dozu | smanjivati dozu od | smanjivati dozu Samo u slucaju
Metilprednizolon od 250 mg (125 250 mg (125 mg, od 250 mg (125 krize odbacivanja
(Solu-Medrol) mg, 60 mg, 40 60 mg, 40 mg) i.v. mg, 60 mg, 40 pulsne doze
mg) i.v. do 0,3 do 0,3 mg/kg na mg) i.v. do 0,3
mg/kg na usta usta mg/kg na usta
Samo nakon
pulsnih doza metil-
0,3 mg/kg, nakon | 0,3 mg/kg, nakon r?a’liorr?gl/];ﬁ’ prednizolona, 0,3
1 mj. smanjivati 1 mj. smanjivati on L m. mg/kg/dan, nakon
. . . smanjivati dozu ) e
Prednizolon dozu po 4 mg/mj. | dozu po 4 mg/mj. . 1 mj. smanjivati
po 4 mg/mj. do .
(Medrol) uz eventualno uz eventualno . . dozu po 4 mg/mj.
. e doze odrzavanja
ukidanje nakon 6 ukidanje nakon 6 do doze
. . od 0,1 mg/kg/dan . .
mj. mj. odrzavanja od 0,1
mg/kg/dan
Ciklosporin: 3.ili 4. dan po op:: Ciklosporin:
1-2 mg/kg, Ciklosporin: 1-2 mg/kg,
postupno 1-2 mg/kg, postupno
povecavati dozu postupno povecavati dozu
Inhibitor do razine od 200- povecavati dozu do razine od 200-
kalcineurina: 250 ng/1 (Cy*), ili do razine od 150 250 ng/1 (Cy*), ili
ciklosporin oko 1400-1800 ng/l (Cy*), ili oko 1. ili 2. dana po oko 1400-1800
(Sandimmun (Cy*); 800-900 ng/1 op.: (Cy*);
Neoral) ili (C2%);
takrolimus Takrolimus: . Takrolimus: Takrolimus:
Takrolimus:
(Prograf) 2 mg uz postupno ) ¢ 2 mg uz postupno | 2 mg uz postupno
povecavanje doze Mg uz pos 1(11pn0 povecavanje doze | povecavanje doze
do razine od 10- | Povecavanje doze do razine od 12 do razine od 10-
12 ng/l do razine od 6-8 ng/l 12 ng/l
ng/l
Daklizumab l_mg/kg svaka 2 l.mg/kg svaka 2 l.mg/kg svaka 2 l_mg/kg svaka 2
tj., ukupno do 5 tj., ukupno do 5 tj., ukupno do 5 tj., ukupno do 5
(Zenapax)
doza doza doza doza

* Cy je razina inhibitora kalcineurina u punoj krvi 12 sati, a C, dva sata nakon posljednje doze lijeka
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3.2.3. Metode pracenja bolesnika i funkcije presatka

3.2.3.1. KlinicKi i laboratorijski parametri

Pored anamnestickih podataka 1 fizikalnog pregleda, tijekom pracenja

bolesnikovog stanja i funkcije presatka biljezeni su sljedec¢i parametri:

- tjelesna tezina bolesnika; u ranom poslijeoperacijskom tijeku mjerena je na
krevet-vagi, a kada je bolesnik mogao ustajati, na podnoj vagi

- tjelesna temperatura

- arterijski krvni tlak

- centralni venski tlak

- dnevna diureza, a u ranom poslijeoperacijskom tijeku i satna diureza na
urinski kateter i protezu

- balans tekuc¢ine

- izgled 1 koliina dreniranih sekreta, uz biokemijsku ili bakteriolosku
analizu

- primijenjeni lijekovi, doza 1 nain primjene

- intervencije, primjerice lijeCenje dijalizom, biopsija presatka

Redovite provjere laboratorijskih nalaza ukljucuju odredivanje hemograma,
serumske koncentracije ureje 1 kreatinina, biljega jetrene funkcije, elektrolita,
glikemije, lipidograma, bjelancevina, urata 1 C-reaktivnog proteina. Rutinski se prati
razina inhibitora kalcineurina u punoj krvi. Mokra¢a se analizira biokemijski,
ukljuujuéi odredivanje koncentracije ureje, kreatinina, natrija i1 bjelancevina
kvantitativno. Pored toga, analizira se nativni sediment mokrace pod svjetlosnim
mikroskopom, te obojeni sediment pod faznim mikroskopom. Redovito se obavlja
bakterioloski pregled mokraée uz antibiogram urinokulture. Od biljega
citomegalovirusne infekcije, u pocetnom razdoblju pracenja odredivala se pp65
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antigenemija, a zbog nemogucnosti nabavke reagensa, u daljnjem tijeku odredivao se
titar protutijela IgG 1 IgM ELISA metodom te je prikazana citomegalovirusna DNK
PCR metodom (229). DNK je izolirana iz pune krvi, a granica detekcije iznosila je
160 kopija/ml.

U bolesnika se rutinski kontrolira elektrokardiogram. U slu¢aju vrudice rade se
bakterioloske analize krvi, mokrace, briseva grla i nosa, dreniranih sekreta ili
punktiranih nakupina tekucine, i ponavlja se radiografski pregled grudnih organa.

Funkcija bubreznog presatka procjenjuje se na temelju laboratorijskih
parametara bubrezne funkcije te raCunskim klirensom kreatinina pomo¢u Cockcroft-

Gaultove formule (175).

3.2.3.2. Slikovne metode prikaza presatka i njegove funkcije

Svakodnevno se rade rutinski konvencionalni i Color Doppler ultrazvucni
pregledi bubreznog presatka. Analizira se veli¢ina i prokrvljenost presatka, eventualno
postojanje proSirenja pijelokalikarnog sustava ili nakupina slobodne tekuc¢ine oko
presatka, a mjeri se 1 indeks otpora na razini interlobarnih arterija presatka.

Morfologija i funkcija presatka rutinski se analizira dinami¢kom scintigrafijom

s radionuklidom tehnecija ™

Tc, s kojim je obiljezen MAG-3, i izraunava se indeks
perfuzije.

Kod sumnje na urolosku komplikaciju vrSe se dodatne pretrage, primjerice
intravenska urografija, pregled kompjuteriziranom tomografijom, retrogradna ili

anterogradna pijelografija, endoskopski pregled urotrakta te druga ispitivanja ovisno o

indikaciji.
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3.2.3.3. NezZeljene pojave i komplikacije lije¢enja

Anamnezom, fizikalnim nalazom, klinicko-laboratorijskim pokazateljima i
slikovnim metodama prikaza presatka otkrivene su komplikacije i provedeno je
lijecenje. BiljeZene su akutne reakcije odbacivanja, infekcije, kirurSke komplikacije,
pojava arterijske hipertenzije, hiperlipoproteinemije, Secerne bolesti te druge
komplikacije lije¢enja. Kumulativno prezivljavanje presatka i bolesnika analizirano je
po metodi Kaplan-Meier.

Kod odgodenog preuzimanja funkcije presatka ili sumnje na akutnu reakciju
odbacivanja, u¢injena je patohistoloska analiza bioptata. Smrznuti bioptat pregledavao
se pod svjetlosnim mikroskopom, a nakon standardne pripreme i bojanja, svjetlosnim,
imunofluorescentnim 1 elektronskim mikroskopom. Nalaz se interpretirao prema

revidiranoj medunarodnoj klasifikaciji Banff (183).

3.2.4. Imunosno pracenje bolesnika

3.2.4.1. Materijal i reagencije

- Ficoll hipaque polisaharid

- Tripansko modrilo 0,5% otopina

- Medij za smrzavanje stanica
10% DMSO (dimetil-sulfoksid, SIGMA)
20% FCS (GIPCO)
70% RPMI (medij za kulture, GIPCO)

- PBS (fosfatonim puferom puferirana fizioloska otopina, pH 7,2-7,4)
140 mM NacCl
2,7 mM KCI

6,5 mM Na,HPO,4 x 2H,0
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1,5 mM KH,PO4
0,7 mM CaCl,
0,7 mM MgCl, x 6H,O
- Monoklonska protutijela protiv humanih biljega (Becton Dickinson, San
Jose, USA):
anti-CD3-FITC (fluorescein izotiocijanat)
anti-CD4-PE (fikoeritrin)
anti-CD8-PE
anti-CDS5-FITC
anti-CD19-PE
anti-CD16-PE
anti-CD56-PE
anti-CD25-PE
- Pufer za uzorke (filtriran kroz 0,22 pm filter)
1 litra PBS
1 g glukoze
1 mM EDTA
- hladni 70% etilni alkohol (+4°C)
- otopina propidijskog jodida (50 pg/ml)
- FACS pufer
PBS
1% fetalnog tele¢eg seruma (FCS)
0,1 % NaNj3

- 48-rupiéne ploée za kulturu tkiva (Zellkultur Testplatte TPP, Svicarska)
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- Kompletni medij RPMI 1640:
2 mM L-glutamina
5 x 10°M 2-merkaptoetanola
10 mM Hepes pH 7,2
1 x 10° U/L penicilina
0,1 g/L streptomicin sulfat
10% fetalnog teleceg seruma ili

10% seruma novorodenog teleta

3.2.4.2. Izdvajanje stanica periferne krvi

Uzorak od 7 ml krvi uzet je u epruvetu s antikoagulansom (heparin) i
pohranjen do odvajanja limfocita na temperaturi od 4-8 °C. Za dio in vitro pokusa
stanice periferne krvi izdvojene su metodom sedimentacije na gradijentu gustoce
fikola. Cijeli postupak pripreme stanica odvijao se u sterilnim uvjetima, na ledu.

Perifernu krv smo pomijesali sa 7 ml sterilne fizioloSke otopine (0,9% natrijev
klorid) te nadslojili nad 10 ml fikola, kojeg smo prethodno ulili u epruvetu od 50 ml.
Nakon toga smo uzorak centrifugirali na stolnoj centrifugi tijekom 20 minuta na 2000
okretaja u minuti (rpm, prema engl. rotations per minute). Tijekom centrifugiranja
kroz fikol produ eritrociti i granulociti, a limfociti 1 monociti zaostaju na gradijentu
fikola. Pasteurovom pipetom pazljivo smo pokupili maglicasti prsten koji se stvorio
izmedu fikola i plazme, a dobiveni uzorak smo dva puta isprali s 10 ml fizioloske
otopine, centrifugiranjem 5 minuta na 1500 rpm. Broj i vijabilnost stanica odredivali
smo brojanjem pod mikroskopom u Neubauerovoj komorici u 0,5%-tnoj otopini
tripanskog modrila. Nad talog stanica dodali smo 2 ml medija za smrzavanje, stanice

smo dobro resuspendirali i po 1 ml suspenzije ulili u dvije epruvete za smrzavanje
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stanica. Stanice smo smrzavali postupno, tako da smo epruvete za smrzavanje umotali
u stanievinu i stavili 30 minuta na +4 °C, 2 sata na -20 °C, te potom pohranili do

analize na -80 °C.

3.2.4.3. Protokol analize

Za analizu stani¢nog diobenog ciklusa limfocita periferne krvi, bolesnicima se
uzimao uzorak krvi iz kubitalne vene prije i nakon primjene daklizumaba prema
protokolu prikazanom na slici 6, a ispitanicima iz kontrolnih skupina jednokratno.
Ukoliko iz tehnickih razloga nije bilo moguce uzeti uzorke krvi u navedenim
terminima, uzimani su u najblizem moguéem terminu. U dane uzimanja uzoraka krvi
ucinjene su rutinske laboratorijske pretrage, ukljucujuci diferencijalni leukogram. Svi
bolesnici lijeeni su standardnim imunosupresivnim protkolom koji je obuhvacao
mikofenolat mofetil, prednizolon i inhibitor kalcineurina. Pored toga, bolesnici su

primali daklizumab prema protokolu prikazanom na slici 6.

Slika 6: Protokol analize (strelice oznacavaju dane uzimanja uzoraka krvi i dane

primjene daklizumaba

3.2.4.4. Protocna citometrija

Protocna citometrija je tehnologija koja omogucava istovremeno odredivanje
nekoliko razlicitih biofizickih 1 biokemijskih karakteristika stanica ili drugih Cestica,
dok iz suspenzije pojedinacno prolaze kroz lasersku svjetlost. Suvremeni proto¢ni
citometar sastoji se od izvora svjetlosti, sabirne optike, sistema fluida (zrak, proto¢na
otopina, uzorak), elektronickih dijelova te racunala za primanje i obradu podataka.
Vecina protocnih citometara kao izvor svjetlosti koristi laser, koji emitira koherentnu

svjetlost odredene valne duljine. Nakon ulaska stanice u lasersku zraku dio svjetlosti
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se lomi i odbija od stani¢nih struktura, dok fluorescentna boja, potaknuta svjetlosnom
energijom lasera, emitira vlastitu svjetlost neke druge valne duljine. Dio svjetlosti koji
se postrani¢no raspr$i sa stanice korelira sa staniénom granulirano$¢u, odnosno
unutrasnjom slozenosti stanice, dok dio koji se rasprS$i u smjeru laserske zrake
odgovara veliCini stanice. Emisijski spektar fluorescentnih boja odreduje se na
fotopojacivackim tubama koje proizvode elektricni signal srazmjeran koli¢ini
detektirane svjetlosti. Ovi signali se elektronicki preraduju, te analiziraju namjenskim
racunalnim programima.

U nasim radovima koristili smo se FACSCalibur proto¢nim citometrom
(Becton Dickinson, San Jose, USA), koji omogucéava istovremeno pracenje Sest
razli¢itih stani¢nih parametara: veli¢inu, granuliranost (gustocu, unutrasnju slozenost
stanica) te valnu duljinu 1 intenzitet Cetiri razliCita spektra fluorescentnih boja.

Analizirali smo po 1-2 x 10* stanica u svakom uzorku.

Slika 7: FACSCalibur protocni citometar na Zavodu za fiziologiju i imunologiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci

3.2.4.4.1. Odredivanje fenotipske pripadnosti stanica

Odredivanje imunofenotipa, odnosno specifi¢no prikazivanje antigena na
razli¢itim tkivima 1 stani€nim suspenzijama pomocu protutijela, naslo je Siroku
primjenu u razli¢itim tehnikama staniéne 1 molekulske biologije te klinickim
dijagnostickim testovima. Tijekom nasSih pokusa fenotipska zastupljenost stanica
odredivana je tehnikom protocne citometrije. Pocetak upotrebe protutijela, kao
osjetljive 1 specificne tehnike oznacavanja i1 prikazivanja (vizualizacije) stani¢nih

povrSinskih antigena, otvorio je mogucnost da se pojam fenotipa stanice, koji je
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obuhvac¢ao uglavnom morfologiju i gradu, proSiri i na molekulsku, subcelularnu
razinu, odnosno da se karakterizira i setom antigena zastupljenim u stanici, koji je vrlo
¢esto vezan za njenu funkciju, a koji danas nazivamo imunofenotipom.

Pored seroloskih, radiografskih te imunohistoloskih metoda za odredivanje
imunofenotipa, svakako je medu najraSirenijima tehnika imunofluorescencije. Ona
zbog svoje jednostavnosti, relativno brze pripreme i osobito ubrzanog razvoja
tehnologije monoklonskih protutijela i proto¢ne citometrije, stjeCe sve vece znacenje.

Tijekom nasih pokusa koristili smo tehniku direktne imunofluorescencije.

3.2.4.4.2. Direktna imunofluorescencija

Tehnika imunofluorescencije zasniva se na tehnologiji konjugacije protutijela
fluorescentnim bojama, ¢ime se specificnost epitopskog vezanja za antigen postize
protutijelom, dok fluorescentna boja, potaknuta ultraljubicastom ili laserskom
svjetloS§¢u odredene valne duljine, emitira vlastitu svjetlost kojom se antigen
vizualizira. ~ Imunofenotipizacija  tehnikom  direktne  imunofluorescencije
podrazumijeva obiljezavanje stani¢nih biljega monoklonskim protutijelima, koja su
izravno vezana s fluorescentnom bojom. Milijun stanica resuspendirali smo u 50ul
FACS pufera, te smo suspenziji dodali 1-2 pg monoklonskih protutijela otopljenih u
istom volumenu. Nakon inkubacije od 30 minuta na +4°C i odstranjenja viska
nevezanih protutijela ispiranjem u FACS puferu, stanice smo kona¢no resuspendirali

u 1ml FACS pufera.

3.2.4.5. Odredivanje stani¢nog ciklusa
Tijekom mitoti¢ke diobe, stanice prolaze niz fizioloski definiranih faza, koje

konacno rezultiraju stvaranjem dviju novih stanica kéeri od jedne majc¢inske stanice, u
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procesu kojeg nazivamo stani¢ni diobeni ciklus. Neoplodene reproduktivne stanice,
kao S§to su jajasce ili spermij, nazivaju se haploidnim stanicama jer sadrze set
nesparenih kromosoma (N), za razliku od diploidnih, somatskih stanica koje
posjeduju set sparenih kromosoma (2N). Stanice koje se ne mnoze, nalaze se u
mirujuc¢oj Gy fazi, dok proliferirajuée stanice, ovisno o fazi mitoze, variraju po
sadrzaju DNK - od diploidnog 2N, pa sve do tetraploidnog broja kromosoma 4N, koji
se nade u stanici neposredno pred podjelu. Diobeni ciklus stanice zapocCinje s G
fazom, tijekom koje se stanice pripremaju za replikaciju DNK. Ulaskom u S fazu
stanice zapocinju s udvostruc¢enjem DNK, te se tijekom ove faze koli¢ina nuklearne
DNK uvecava od razine G; faze do potpunog udvostru¢enja u G, fazi, koja
predstavlja razdoblje od zavrSetka sinteze DNK do pocetka diobe u dvije nove stanice
kéeri, Sto nazivamo fazom mitoze ili M fazom.

Tijekom naSih pokusa stanicni ciklus odredivan je metodom ugradnje
propidijskog jodida u DNK. Propidijski jodid je crvena fluorescentna boja koja se
umece izmedu lanaca dvostruko uzvijenih nukleinskih kiselina. Budu¢i da je koli¢ina
ugradenog propidijskog jodida proporcionalna koli¢ini DNK u stani¢noj jezgri,
moguce je razluciti faze diobenog ciklusa. Medutim, kako je sadrzaj jezgrine DNK u
nekim diobenim fazama jednak, ove je faze na osnovi koli¢ine ugradene fluorescentne
boje nemoguce razluciti. Stoga smo u naSim pokusima prikazivali postotak stanica u
Go/G; fazi, u kojima postoji jednaka koli¢ina jezgrine DNK (2N broj kromosoma),
zatim u Gy+M fazi s tetraploidnim brojem kromosoma te postotak stanica u S fazi, u
kojima kolicina DNK varira ovisno o stupnju replikacijskog ciklusa, u kojem se
stanica nalazi.

Navedena postotna zastupljenost stanica u pojedinoj fazi diobenog ciklusa

odredivana je slozenim matematickim modelom, u kojem se najprije raspored stanica
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u Go/G; te u G,+M fazama idealizira prema Gaussovoj krivulji (kako se stanice u
ovim fazama i rasporeduju), a zatim se, na osnovi ovih parametara, ratuna postotak

stanica u S fazi.

3.2.4.5.1. Priprema uzoraka za odredivanje stani¢nog ciklusa

Priprema uzoraka za odredivanje diobenog ciklusa zapocela je ispiranjem
stanica u puferu za uzorke, nakon cega su bile resuspendirane u pojedinacnim
uzorcima u koncentraciji od 1 x 10°/ml, pri ¢emu je bilo vazno da svaki uzorak sadrzi
jednak broj stanica. Stanice su istalozene centrifugiranjem na 400 g tijekom 10 minuta
te fiksirane postupnim dodavanjem 70%-tnog etanola (-20°C), uz neprekidno
muckanje na vorteksu. Fiksacija u hladnom etanolu trajala je najmanje 20 sati na -
20°C, nakon ¢ega su stanice istaloZene i resuspendirane u puferu za uzorke, koji je
sadrzavao 50 pg/ml propidijskog jodida.

Nakon polusatne inkubacije na sobnoj temperaturi, tijekom koje se propidijski
jodid vezao za DNK, stanice su analizirane proto¢nim citometrom, koji razvrstava
stanice prema intenzitetu emisijskog spektra propidijskog jodida, a koji je srazmjeran
sadrzaju fluorescentne boje u jezgri, a time i koli¢ini DNK. Rezultati predstavljaju
postotak stanica u Go/Gj, S 1 G,*+M fazi stani¢nog ciklusa, a dobiveni su analizom
namjenskim kompjutorskim programom (CellQuest Software, Becton-Dickinson, San

Jose, USA).

3.2.4.5.2. Odredivanje proliferativnog odgovora limfocita
Odvojeni limfociti stimulirani su s 2,5 pg/ml anti-CD3 protutijelima u
prisustvu razlicitih koncentracija daklizumaba, odnosno bez daklizumaba. Pokusi su

izvodeni na 48-rupi¢nim plocama za kulturu tkiva, tako da je u 0,5 ml medija RPMI
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1640 preinkubirano anti-CD3 protutijelo (OKT3) 24 sata prije kultivacije limfocita.
Ovaj korak je nuzan jer osigurava povezivanje i1 fiksaciju protutijela preko Fc
receptora na plastiku ploce.

Dodatkom limfocita dolazi do povezivanja tako fiksiranih protutijela na CD3
molekule ({ podjedinice) limfocita T, §to izaziva transmembranski prijenos signala i
stimulaciju stanice koja oponaSa normalnu stimulaciju preko T-stani¢nog receptora,
¢ime se dobije poliklonski odgovor limfocita T. Kao posljedica aktivacije uslijedi
lucenje IL-2 i izrazaj visokoafinitetnog IL-2R na membrani stimuliranih limfocita. Na
ovo samopodrazavanje ili uzajamno podrazavanje, stanice reagiraju proliferacijom.
Drugim rijecima, lucenje IL-2 i izrazaj IL-2R su klju¢ni ¢imbenici odgovorni za
mnozenje stanica. Proliferacija limfocita trajala je tri dana i odvijala se u hranjivom
mediju RPMI 1640 uz dodatak 10% FCS, u inkubatoru na 37°C i 5% CO, u zraku.
Stani¢ne kulture limfocita testirali smo u sljede¢im uvjetima, §to nam je i bio temeljni
protokol analize:

- spontana proliferacija limfocita (kontrolna proliferacija)

- spontana proliferacija u prisustvu daklizumaba u koncentraciji od 1 pg/ml

- inducirana proliferacija s anti-CD3 monoklonskim protutijelom Orthoclone

OKT3® (Ortho Biotech, Neuss, Njemacka) u koncentraciji od 2,5
pug/mlanti-CD3  inducirana  proliferacija u  prisustvu  anti-CD25
monoklonskog protutijela daklizumaba u razli¢itim koncentracijama: 0,1

pg/ml, 1 pg/mli 10 pg/ml

Nakon isteka inkubacije stanice smo pokupili, dva puta isprali u puferu za
uzorke te ih fiksirali u ledenohladnom (-20 °C) 70%-tnom etilnom alkoholu. Fiksacija
se mora odvijati postupno uz neprekidno mijeSanje stanica da bi se izbjeglo
agregiranje jezgara. Stanice su nakon fiksacije ostavljene u 70%-tnom etilnom
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alkoholu 24 sata na -20°C. Potom su stanice dva puta isprane u mediju za uzorke te
obojane fluorescentnom bojom propidijskim jodidom u koncentraciji od 50 pg/ml u
volumenu od 1 ml i koncentraciji od 1 x 10° stanica/ml. Stanice su inkubirane na +4°C
idu¢a dva sata, nakon Cega je odredivana postotna zastupljenost stanica u pojedinoj
fazi stani¢nog ciklusa na proto¢nom citometru (slika 8). Svaki postupak iz protokola
analize proveden je u duplikatu.

Slika 8: Odredivanje zastupljenosti stanica u pojedinoj fazi stanicnog ciklusa

bojanjem s propidijskim jodidom

3.2.4.5.3. Odredivanje postotne zastupljenosti CD2S5 biljega na limfocitima

periferne krvi

U istim ispitivanim skupinama je nakon primjene daklizumaba odredena
postotna zastupljenost aktiviranih limfocitnih podvrsta periferne krvi koje nose CD25
biljeg. Da bi pokazali zastupljenost CD25 biljega na stani¢nim limfocitnim
populacijama periferne krvi u bolesnika pod terapijom daklizumabom, u svakom
uzorku je obojeno 1 x 10° stanica s 0,5 pg/ml fluorokromom obiljezenog protutijela
na CD3, CD4, CD8 i CD56 molekulu, uz istovremeno obiljezavanje CD25 molekule
protutijelom konjugiranim s nekim drugim fluorokromom, metodom direktne
imunofluorescencije. Protutijela su proizvedena od tvrtke Becton Dickinson (San
Jose, USA), a postotna zastupljenost limfocita periferne krvi u pojedinim fazama
stanicnog diobenog ciklusa ocitana je na protocnom citometru, koriste¢i namjenski
racunalni program CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, USA).

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu koriSteni su suvremeni statisti¢ki programi: Microsoft

Excel, Statistica, Graph Pad Prism. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost uz
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naznacenu standardnu devijaciju. Razlike srednjih vrijednosti izmedu pokusnih
skupina s vjerojatnoséu pogreske manjom od 0,05 (p<0,05), smatrane su statisticki
zna€ajnim. Razlike izmedu pojedinih ispitivanih skupina analizirane su Studentovim
t-testom 1 hi-kvadrat testom. U analizi prezivljavanja presatka i bolesnika koriStena je
metoda po Kaplan-Meieru. Nivo znacajnosti odreden je logaritamskim testom
rangova.

Za prikazivanje rezultata koriSteni su programi Microsoft Power Point i Word.

4. REZULTATI

4.1. Retrospektivna analiza
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Retrospektivna analiza obuhvaca presadivanja bubrega u nasoj ustanovi od 1.
sijenja 1985. g. do 30. lipnja 2009. g. U gotovo 25-godiSnjem razdoblju ucinjeno je
588 presadivanja bubrega, od toga u 5 bolesnika kombinirano presadivanje bubrega i

gusterace.

4.1.1. Podatci o primateljima i darivateljima bubreZnog presatka

Tijekom razdoblja od 1. sijecnja 1985. g. do 30. lipnja 2009. g. biljezi se
postupno smanjenje broja presadivanja bubrega, kao i smanjenje udjela Zzivih
darivatelja (slika 9). Bubrezni presadak bio je u 423 (71,9%) primatelja od umrle
osobe, u 164 (27,9%) od zivog srodnog darivatelja, a jedan presadak darovala je
supruga (slike 10, 11). Zivi darivatelji bili su u 139 (84,2%) sludajeva jedan od
roditelja, u 21 (12,7%) slucaja sestra ili brat, u dva slucaja teta, jednom ujak i jednom
djed (slika 11). Od sveukupno 588 bolesnika, 545 (92,7%) podvrgnuto je postupku
prvog presadivanja, 42 (7,1%) drugom, a jedan (0,2%) bolesnik tre¢em presadivanju

bubrega (slika 12).

Slika 9: Broj ucinjenih presadivanja bubrega prema vrsti darivatelja bubrega od 1.

sijecnja 1985. g. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka

Slika 10: Odnos umrlih 1 Zivih darivatelja bubrega od 1. sije¢nja 1985. g. do 30. lipnja

2009. g. u KBC-u Rijeka

Slika 11: Zivi darivatelji bubrega od 1. sije¢nja 1985. g. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-

u Rijeka
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Slika 12: Bolesnici s prvim, drugim i tre¢im postupkom presadivanja bubrega od 1.

sijenja 1985. g. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka

Na slikama 13-16 prikazani su osnovni demografski podatci primatelja
bubreznog presatka. Priblizno dvije trecine primatelja (65,1%) bilo je muskog spola.
Omjer zenskih prema muskim bolesnicima zna¢ajno je manji u posljednjem razdoblju
pracenja od 1. sije¢nja 2005. do 30. lipnja 2009. g. u odnosu na prvo razdoblje od 1.
sijenja 1985. do 31. prosinca 1989. g. (p<0,05). U razdoblju od 1. sijecnja 1995. do
30. lipnja 2009. g. biljezi se, u odnosu na prethodno desetogodisnje razdoblje,
znacajan porast broja bolesnika starijih od 40 g. (p<0,001). Prati se i postupni porast
prosje¢ne dobi bolesnika, u muskih od 37,0 +12,2 g. u prvom petogodiSnjem
razdoblju od 1985. do 1999. g., na 46,7 £13,4 g. u razdoblju od 1. sije¢nja 2005. do
30. lipnja 2009. g. Porast dobi zenskih bolesnika bio je u istim razdobljima od 39,4
+12,6 na 45,6 +13,6 g.

Osnovne bubrezne bolesti koje su dovele do zavrSnog bubreznog zatajenja i
potrebe za nadomjesnim lijeCenjem dijalizom ili presadivanjem bubrega prikazuje
slika 17. U razdoblju od 1. sije¢nja 1995. do 30. lipnja 2009. g. biljezi se, u odnosu na
prethodno desetogodiSnje razdoblje, znacajno smanjenje ucestalosti kroni¢nog

glomerulonefritisa (p<0,05).

Slika 13: Raspodjela primatelja bubrega prema spolu u razdoblju od 1. sije€nja 1985.
g. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka
Slika 14: Broj ucinjenih presadivanja bubrega prema spolu primatelja u petogodi$njim

razdobljima od 1. sije¢nja 1985. g. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka (u
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posljednjem ispitivanom razdoblju zabiljezili smo statisticki znac¢ajno manji omjer

zenskih prema muskim bolesnicima u odnosu na prvo petogodisnje razdoblje, p<0,05)

Slika 15: Raspodjela bolesnika prema dobnim razredima u razdoblju od 1. sije¢nja
1985. do 31. prosinca 1994. g. i u razdoblju od 1. sije¢nja 1995. do 30. lipnja 2009. g.

u KBC-u Rijeka

Slika 16: Prosjecna dob primatelja bubreznog presatka prema petogodi$njim

razdobljima od 1. sije¢nja 1985. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka

Slika 17: Osnovna bubrezna bolest u primatelja bubreznog presatka u razdoblju od 1.
sijeCnja 1985. do 3;. prosinca 1994.g., i u razdoblju od 1. sije¢nja 1995. do 30. lipnja

2009. g. u KBC-u Rijeka (Kratice: GN = glomerulonefritis, PN/IN =

pijelonefritis/intersticijski  nefritis, PC = policisticna bolest, HT/NS
hipertenzija/nefroskleroza, DN = dijabeticka nefropatija, SLE = sustavni lupus
eritematodes, EN = endemska nefropatija, AL = Alportov sindrom, NP = nepoznato,

OS = ostalo)

Tijekom 25-godiSnjeg razdoblja pracenja, darivatelji organa bili su u 343
(68,4%) slucajeva muSkog spola. Omjer Zenskih prema muskim darivateljima
znacajno se smanjio u posljednjem razdoblju pracenja od 1. sijecnja 2005. do 30.
lipnja 2009. g., u odnosu na prvo razdoblje od 1. sijecnja 1985. do 31. prosinca 1989.
g. (p<0,05) (slika 18). Analizirajuéi cjelokupno razdoblje pracenja, prosjecna dob

muskih darivatelja bila je 42,0 +£15,8 g., a Zenskih darivatelja organa 49,6 +14,5 g., 1
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nije se znacajno promijenila. U pojedinim petogodiSnjim razdobljima prosjecna dob

muskih darivatelja bila je stalno niza (slika 19).

Slika 18: Broj ucinjenih presadivanja prema spolu darivatelja u petogodi$njim
razdobljima od 1. sije¢nja 1985. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka (u posljednjem
ispitivanom razdoblju zabiljezili smo statisticki znacajno manji omjer Zenskih prema

muskim darivateljima u odnosu na prvo petogodiSnje razdoblje, p<0,05)

Slika 19: Prosje¢na dob darivatelja bubreznog presatka prema petogodiSnjim

razdobljima od 1. sije¢nja 1985. do 30. lipnja 2009. g. u KBC-u Rijeka

4.1.2. Kumulativno prezivljavanje primatelja i presatka

Na slikama 20 i 21 prikazano je kumulativno prezivljavanje bolesnika i
presadaka, izracunato po metodi Kaplan-Meier. U bolesnika koji su primili bubrezni
presadak od 1996. g. do 2007. g. biljezi se znacajno poboljSanje prezivljavanja
presatka 1 bolesnika u odnosu na prethodna dva razdoblja. U nasem centru, kod
presadivanja bubrega u razdoblju od 2001. do 2007. g., kumulativno jednogodisnje
prezivljavanje bolesnika iznosi 95,5 +1,8%, presatka 89 +£2,7%, dok je petogodiSnje
prezivljavanje bolesnika 88,3 +3,4% 1 presatka 75,4 +4,4%. U rezultatima se vidi

negativan ucinak ratnog razdoblja na prezivljavanje bolesnika i presatka.

A Kumulativno prezZivljavanje bolesnika prema godiSnjim razdobljima
presadivanja
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B

Procjena prezZivljavanja bolesnika po metodi Kaplan-Meier = SG u

Razdoblje % na kraju ...
1. godine 2. godine 3. godine 4. godine 5. godine

2001-2007 | 95,5 | £1,8 | 92,9 | £23 [ 929 | £2,3 | 929 | £#2,3 | 88,3 | £3 4
1996-2000 | 91,8 | £3,0 | 89,4 | £33 | 88,1 | +3,5 | 85,6 | £3,8 | 84,4 | #4,0
1991-1995 | 86,3 | £3,0 | 84,6 | #3,2 | 81,9 | £3.4 | 79,1 | £3,7 | 73,3 | #4,1
1985-1990 | 90,3 | +#2,1 | 87,2 | #2,3 | 85,1 | #2,5 | 81,0 | #2,8 | 77,7 | #£3,1
C

Razdoblje Uparene p vrijednosti logaritamskog testa rangova
Legenda | Br. 1 2 3 4
2001-2007 | 1 - 0,3345 0,0035 0,0193
1996-2000 | 2 0,3345 - 0,0689 0,2361
1991-1995 | 3 0,0035 0,0689 - 0,3637
1985-1990 | 4 0,0193 0,2361 0,3637 -
D

. Broj na kraju.......

Razdoblje | Tx 1. godine | 2. godine | 3. godiJne 4. godine | 5. godine
2001-2007 | 137 123 107 89 72 54
1996-2000 | 86 77 74 71 68 67
1991-1995 | 133 109 98 91 84 77
1985-1990 | 206 185 170 159 139 118

Slika 20: A. Kumulativno prezivljavanje bolesnika s bubreznim presatkom u KBC-u

Rijeka prema navedenim godiSnjim

razdobljima presadivanja;

B. Procjena

kumulativnog prezivljavanja bolesnika s bubreznim presatkom prema godiSnjim

razdobljima presadivanja utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-

vrijednosti kod kumulativnog prezivljavanja bolesnika utvrdene testom logaritamskih

rangova; D. Broj bolesnika s funkcioniraju¢im presatkom (Tx) utvrden na kraju prve

do pete godine od presadivanja bubrega

A
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B

Razdoblje | Procjena prezivljavanja presatka po metodi Kaplan-Meier £ SG u
% na Kkraju...

1. godine 2. godine 3. godine 4. godine 5. godine

2001-2007 | 89,0 [ 2,7 [ 829 [ +3,4 [ 829 [ £3.4 | 81,6 [ 3,5 | 754 [ +4.4

1996-2000 | 84,7 | £3,9 | 81,2 | #4,2 | 77,5 | #4,6 | 76,2 | £4,7 | 73,7 | +4,8

1991-1995 | 78,8 | £3,6 | 71,9 | #4,0 | 66,4 | +4,3 | 62,6 | ¥4,4 | 59,7 | #4.,5

1985-1990 | 81,6 | £2,7 | 72,4 | £3,1 | 67,2 | £33 | 59,8 | £3,5 | 57,2 | £3,6

C

Razdoblje Uparene p vrijednosti logaritamskog testa rangova
Legenda Br. 1 2 3 4
2001-2007 1 - 0,6751 0,0064 0,0018
1996-2000 2 0,6751 - 0,0399 0,0162
1991-1995 3 0,0064 0,0399 - 0,8567
1985-1990 4 0,0018 0,0162 0,8567 -
D
. Broj na kraju.......
Razdoblje | Tx 1. godine | 2. godine | 3. godiJne 4. godine | 5. godine
2001-2007 | 137 115 95 80 64 49
1996-2000 | 86 71 68 63 61 59
1991-1995 | 133 99 83 73 66 62
1985-1990 | 206 168 142 129 105 89

Slika 21: A. Kumulativno prezivljavanje bubreznih presadaka u KBC-u Rijeka prema
navedenim godiSnjim razdobljima presadivanja bubrega; B. Procjena kumulativnog
prezivljavanja bubreznih presadaka prema godiSnjim razdobljima presadivanja
utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod
kumulativnog prezivljavanja presadaka utvrdene testom logaritamskih rangova; D.
Broj funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju prve do pete godine od

presadivanja bubrega

4.1.3. Uzroci smrti u primatelja bubreznog presatka

Od sveukupno 588 bolesnika, kojima je u proteklom gotovo 25-godisSnjem
razdoblju presaden bubreg u nasem centru, pracenje je prekinuto u 67 bolesnika,
dijelom zbog osamostaljenja RH i1 gubitka kontakta s bolesnicima iz zemalja bivse

drzave. Smrtni ishod zabiljeZen je kod 154 bolesnika. U 64 (41,6%) slucajeva, uzrok
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smrti bile su sr¢anozilne bolesti, u 31 (20,1%) infekcije, u 13 (8,4%) zlo¢udni tumori,
u 4 (2,6%) bolesnika pluéna tromboembolija, u 6 (3,9%) zatajenje jetre i u 3 (1,9%)
bolest pluéa. Cetiri (2,6%) bolesnika umrla su zbog komplikacija neposrednog
kirurSkog zahvata, jedan (0,6%) bolesnik je umro zbog krvarenja iz rupturirane
aneurizme na arteriovenskoj fistuli, jedan (0,6 %) bolesnik je umro zbog politraume, a

u 27 (17,5%) bolesnika nije poznat uzrok smrti (slika 22).

Slika 22: Uzroci smrti u primatelja bubreznog presatka u KBC-u Rijeka od 1. sije¢nja

1985. do 30. lipnja 2009. g.

4.1.3.1. Maligni tumori

U 39 (6,6 %) bolesnika iste skupine postavljena je dijagnoza zlocudnog
tumora. I ovdje se radi o nepotpunom prijavljivanju podataka. Zlo¢udni tumori
ustanovljeni su prosje¢no 69 mj. (raspon 5-253 mj.) nakon presadivanja bubrega. U 23
(58,9%) od sveukupno 39 bolesnika, dijagnoza je postavljena u prvih pet godina
nakon presadivanja, u 11 (28,2%) u razdoblju od 5 do 10 g., a u 5 (12,8%) bolesnika
viSe od 10 g. nakon presadivanja bubrega. BiljeZene su sljede¢e zlo¢udne bolesti: 9
karcinoma koze (5 karcinoma plocastih stanica i 4 bazalioma), 5 karcinoma bubrega i
uretera, 4 karcinoma prostate, 4 karcinoma dojke, 3 karcinoma mokra¢nog mjehura, 3
karcinoma Stitnjace, po dva karcinoma debelog crijeva, Kaposijeva sarkoma i
melanoma, po jedan karcinom pluca i parotidne Zlijezde, te po jedan tumor mozga i
medijastinuma, a u jedne bolesnice sindrom mijelodislazije (slika 23). Porast
kumulativne incidencije malignih tumora uocen je u primatelja starijih od 60 g.,
nakon presadivanja bubrega od umrle osobe u KBC-u Rijeka od 1985.-2007. g. (slika

24).
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Osobito u bolesnika s endemskom nefropatijom nakon presadivanja bubrega
postoji veliki rizik za razvoj karcinoma urotela, koji ¢esto uzrokuje smrtni ishod. U
proteklom 25-godiSnjem razdoblju, u nasem centru je Sest bolesnika s endemskom
nefropatijom primilo bubreg od umrle osobe. U tri bolesnika razvio se nakon
presadivanja bubrega karcinom urotela, koji je u dva bolesnika uzrokovao smrt. U
treCeg bolesnika biljezeni su, unato¢ jakom smanjenju razine primijenjene
imunosupresije, stalni recidivi karcinoma urotela koji su iziskivali opetovane kirurske

intervencije, a u jednom navratu i djelomi¢nu resekciju presadenog bubrega (tablica

5) (230).

Vrsta tumora
Slika 23: Prijavljeni zlo¢udni tumori u primatelja bubreznog presatka u KBC-u Rijeka

od 1. sije¢nja 1985. do 30. lipnja 2009. g.

A Kumulativna incidencija malignih tumora
B
Procjena kumulativne incidencije malignih tumora po metodi Kaplan-Meier +
Dob SG u % na kraju ...
l.g. 2.8. 3.g. 4.g. 5.g.
<10 g. 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | +0.00
10-20 g. | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | +0.00
21-30g. | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 5.88 | £5.71 | 5.88 | £5.71
31-40g. | 0.00 | £0.00 | 2.13 | £2.10 | 2.13 | #£2.10 | 2.13 | £2.10 | 5.19 | +3.64
41-50g. | 0.00 | £0.00 | 439 | £248 | 439 | £248 | 439 | £2.48 | 10.37 | +4.07
51-60g. | 0.00 | £0.00 | 1.78 | £1.77 | 1.79 | £1.77 | 1.79 | £1.77 | 4.59 | £3.26
>60 g. 0.00 | £0.00 | 2.85 | +2.82 | 2.86 | +2.82 | 2.86 | +2.82 | 18.48 | +7.56
Procjena kumulativne incidencije malignih tumora po metodi Kaplan-Meier +
SG u % na kraju ...
Dob
6.g. 7.g. 8.g. 9.g. 10.g.
<10g. | 0.00 | £0.00 | 0.00 [ £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | +0.00
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10-20g. | 0.00 | +£0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | £0.00 | 0.00 | +0.00
21-30g. | 588 | £5.71 | 5.88 | £5.71 | 5.88 | £5.71 | 5.88 | £5.71 5.88 | £5.71
31-40g. | 857 | +4.83 | 857 | #4.83 | 857 | #4.83 | 8.57 | #4.83 | 15.10 | £7.73
41-50¢g. | 10.37 | #4.07 | 13.00 | #4.73 | 13.00 | +£4.73 | 13.00 | £4.73 | 13.00 | +4.73
51-60g. | 8.41 | +4.87 | 8.41 | +4.87 | 841 | #4.87 | 1495 | £7.76 | 14.95 | £7.76
>60g. | 23.28 | £8.50 | 23.28 | £8.50 | 38.62 | £15.32 | 38.62 | £15.32 | 38.62 | £15.32
C

Dob Uparene p vrijednosti logaritamskog testa rangova
Legenda | broj 1 2 3 4 5 6 7
<10 g. 1 - 0.8084 | 0.6895 | 0.7104 | 0.6912 | 0.4991
10-20 g. 2 . - 0.6744 | 0.6039 | 0.5715 | 0.6087 | 0.3880
21-30 g. 3 0.8084 | 0.6744 - 0.6058 | 0.4264 | 0.6120 | 0.0874
31-40 g. 4 0.6895 | 0.6039 | 0.6058 - 0.7351 | 0.9256 | 0.0558
41-50 g. 5 0.7104 | 0.5715 | 0.4264 | 0.7351 - 0.6769 | 0.1478
51-60 g. 6 0.6912 | 0.6087 | 0.6120 | 0.9256 | 0.6769 - 0.0563
>60 g. 7 0.4991 | 0.3880 | 0.0874 | 0.0558 | 0.1478 | 0.0563 -
D

Broj na kraju ...

Dob | Tx [ 1o [ 2.0 [ 3g | 42 [ 5g | 6. | 7.2. | 8g. | 9.2. | 10.g.
A T T T T U S U S O S O S O A
g.
10-
20g. 4 3 3 3 2 2 2 1 1 1 1
2 g a5 |21 | 18 |16 | 13| 13| 11| 7| 6 | 5
30g.
3=l 6s | 49 | 41 | 37 | 34 [ 31| 27 | 2| 18] 14| 13
40g.
M- g6 | 75 | 64 | 58 | 51| 44 | 41 | 30 | 25 | 18 | 16
50g.
S1- 80 57 53 48 41 33 21 18 14 11 8
60g.
>60g. | 42 | 36 32 27 26 20 15 8 3 3 2

Slika 24: A. Kumulativna incidencija malignih tumora kod presadivanja bubrega od

umrle osobe prema dobnim skupinama primatelja u KBC-u Rijeka od 1985.-2007.g.;

B. Procjena kumulativne incidencije malignih tumora prema dobnim skupinama

primatelja utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod

kumulativne incidencije malignih tumora utvrdene testom logaritamskih rangova; D.

Broj bolesnika s funkcioniraju¢im presatkom (Tx) utvrden na kraju prve do desete

godine od presadivanja bubrega

110




Tablica 5: Ishod bolesnika s endemskom nefropatijom nakon presadivanja bubrega

Bolesnik, spol, Dij agnoza oL
* karcinoma Lokalizacija Lo
dob kod tx*, . . Pracenje
odina tx urotela, interval karcinoma urotela
g od tx (godine)
M.D., muski ] ] Prekinuto 6,6 g.
29 g., 1985.g. nakon tx
11,6 g. prije tx; Lijevi mokra¢ovod
1 nakapnica;
D.R., muski o CasSice desnog Smrt 7,1 g. nakon
7,6 g. prije tx
66 g., 1986. T ’ bubrega; tx
ranije reseciran
7,0 g. poslije tx desni bubreg
S.I., musKi i i Prekinuto 6,0 g.
61 g., 1986. nakon tx*
P.N., muski
4,6 g. nakon tx Ureter Smrt 5,2 g. nakon
36 g., 1994 tx
F.M., Zenski i i Smrt 6,9 g. nakon
65 g., 1998. tx.
1,1 g. nakon tx; Mokra¢ni mjehur, .. . o
M.N., muski nekoliko recidiva; gilsv’[}uili?iﬁj no
2,9 g. nakon tx; lijevi ureter; )
45 g., 1998 presatka, 11 g.
’ nakon tx

6,6 g. nakon tx

CaSice presatka

*Nakon navedenog razdoblja prac¢enje bolesnika iz zemalja bivse Jugoslavije nije bilo

moguce zbog gubitka kontakta s bolesnikom. Kratica: tx = presadivanje

4.1.4. Utjecaj klinickih i imunoloSkih ¢imbenika na preZivljavanje

presatka
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Analiziraju¢i podatke o presadivanju bubrega u nasih primatelja u razdoblju od
1985.-2007. g., prezivljavanje bubreznog presatka od zivog darivatelja nije bilo
statistiCki znacajno bolje od onog zabiljezenog kod umrlih darivatelja (slika 25).
Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike u prezivljavanju presatka kod prvog u
odnosu na drugo presadivanje bubrega (slika 26). Prezivljavanje bubreznog presatka
od darivatelja starijeg od 50 g. bilo je znacajno loSije nego kod presatka od darivatelja
izmedu 21 1 50 g. (p<0,001) (slika 27). Analiziraju¢i dob primatelja, takoder se
biljezilo znacajno lo$ije prezivljavanje presatka u slucaju kada je primatelj bio stariji
od 50 g. u odnosu na primatelje od 21 do 50 g. (p<0,001) (slika 28). Znacajno losije
prezivljavanje bilo je i u slucajevima kada su muski primatelji primili presadak od
zenskog darivatelja (p<0,001) (slika 29).

Nepodudarnosti u HLA-A, -B i -DR antigenima nisu imale statisticki zna¢ajan
negativan utjecaj na prezivljavanje presatka (slike 30, 31). Analizirajuéi presadivanje
bubrega od darivatelja s identicnom i1 podudarnom ABO krvnom grupom, uoceno je
statisticki znacajno bolje prezivljavanje presatka u slucaju ABO identicnog darivatelja
(p<0,05) (slika 32). U primatelja krvne grupe B pokazao se trend prema loSijem
prezivljavanju presatka, ako je darivatelj imao krvnu grupu 0 (slika 33).

Analizirajué¢i osnovne bubrezne bolesti primatelja, najbolje prezivljavanje
presatka bilo je u primatelja s policisticnom bolesti bubrega. Ono je bilo statisticki
znacajno bolje u odnosu na bolesnike s hipertenzivnom bolesti bubrgega ili
nefrosklerozom (p<0,01) te u odnosu na bolesnike s pijelo- ili intersticijskim
nefritisom 1 dijabetiCkom nefropatijom (p<0,05) (slika 34). NaSi rezultati nisu
pokazali znacajan ucinak duzine trajanja lijeCenja dijalizom te trajanja hladne
ishemije, koja je u svih bolesnika iznosila manje od 37 sati, na prezivljavanje presatka

(slike 35, 36).
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A Prezivljavanje bubreZnog presatka prema vrsti darivatelja
B
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan- Meier + SG
Darivatelj u % na kraju ...
1. g 2.8 3. g 4. g 5.g.
Umrli 81,6 | £2,0 | 75,2 | £2.2 | 71,7 | 81,6 | £2,0 | 75,2 | £22 | 71,7
Zivi 88,9 | £2,5 | 79,8 | 433 | 754 | 88,9 | #2,5 | 79,8 | £33 | 75,4
Procjena prezZivljavanja presadaka po metodi Kaplan- Meier + SG
Darivatelj u % na kraju ...
6. g. 7. g. 8. g. 9.¢g. 10. g.
Umrli 58,9 | £2,7 | 50,2 | 429 | 43,9 | 58,9 | £2,7 | 50,2 | £2.9 | 43,9
Zivi 65,2 | +42 | 61,7 | +4,7 | 57,8 | 652 | #4,2 | 61,7 | 4,7 | 57.8
C
Darivatelj
Broj 1 2
Umrli | 1 - 0,1844
Zivi | 0 [0,1844 | -
D
Dari- | Broj Broj na kraju ...
vatelj | Tx | 1.g. | 2.g. | 3.g. | 4.2. | 5.8. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.2. | 10.g.
Umrli | 392 | 312 | 273 | 242 | 214 | 194 | 157 | 116 | 90 71 57
Zivi | 165 | 140 | 114 | 103 | 82 65 52 36 29 25 19

Slika 25: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema vrsti darivatelja u KBC-u
Rijeka u razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja presatka prema vrsti
darivatelja utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod
prezivljavanja presatka utvrdene testom logaritamskih rangova; D. Broj
funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju prve do desete godine od

presadivanja

Prezivljavanje bubreznih presadaka prema postupku presadivanja
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Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan- Meier + SG
u % na kraju ...

1. g. 2.8 3.8 4. g. 5.¢.

l.presadak | 833 | £1,6 | 76,8 | £1,9 | 73 + | 68,8 | £2,1 | 65,5 | £2,2

2.presadak | 82,5 | £6,0 74 | £7,1 | 709 | £ | 634 | £8,3 | 59,7 | £8.,6

Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan- Meier + SG
u % na kraju ...

6. g. 7. g. 8. ¢g. 9. g. 10. g.

l.presadak | 60,9 | £24 | 52,7 | £2,6 | 46,5 | £2,8 | 42,7 | £2,8 | 37,3 | £3,0

2.presadak | 55,1 | £9,1 | 55,1 | #9,1 | 55,1 | #£9,1 | 55,1 | #9,1 | 55,1 | #9,1

C

Postupak P
Broj 1 2
l.presadak | 1 - 0,7464
2.presadak | 0 | 0,7464 -
D
Postupak Broj Broj na kraju ...

Tx | 1.g. | 2.g. | 3.g. | 4.2g. | 5.g. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.g. | 10.g.

l.presadak | 517 | 420 | 361 | 322 | 279 | 243 | 197 | 143 | 112 | &9 69

2.presadak | 40 32 | 26 | 23 17 16 12 9 7 7 7

Slika 26: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema prvom i drugom postupku
presadivanja u KBC-u Rijeka u razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena
prezivljavanja presatka prema prvom i drugom postupku presadivanja po metodi
Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod prezivljavanja presatka; D.
Broj funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju prve do desete godine od

presadivanja

A Kumulativno preZivljavanje presadaka prema dobi darivatelja
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Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan- Meier = SG u
% na Kkraju ...

Dob

1. g. 2.8 3.8 4. g. 5.g.
<21g. | 81,2 | #49 | 79,5 | £5,1 | 75,9 | #£54 | 74,1 | £5,6 | 70,3 | £5,9
21g-50 852 | £2,2 | 81,8 | £2,5 | 78,6 | £2,6 | 75,1 | £2,8 | 70,3 | £3,1
>50g. | 829 | £24 | 70,2 | #3,1 | 65,5 | #£3,2 | 59,3 | £3,4 | 58,0 | £3,5
D Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan- Meier = SG u

ob .
% na Kkraju ...

6. g. 7. g. 8. g. 9. g. 10. g.
<2lg. | 56,7 | £6,9 | 48,6 | £7,3 | 48,6 | £7,3 | 40,5 | £8,0 | 36,0 | £8,3
21g_50 68,4 | £3,2 | 63,7 | £3,5 | 57,0 | £3,8 | 54,1 | 4,0 | 47,6 | +4.3
>50g. | 53,0 | £3,6 | 42,0 | +4,0 | 35,9 | #4,1 | 32,6 | 4,1 | 29,0 | 4,2
C

P
Dob | Broj 1 2 3
<21g. 1 - 0,1957 | 0,2427
21-50g. | 2 |0,1957 - 0,0002
>50 g. 3 10,2427 | 0,0002 -
D

Broj Broj na kraju ...

Tx | 1.g. | 2.g. | 3.g. | 4¢. | 5.g. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.g. | 10.g.
<264 | 49 | 47 | 43 |40 | 37 |25 | 18 | 16 | 10 | 8
god
21-50
sod 251 | 208 | 190 | 173 | 151 | 131 | 109 | 82 68 56 44
>50
god 241 | 194 | 149 | 128 | 104 | 90 74 51 35 30 24

Slika 27: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema dobi darivatelja u KBC-u

Rijeka u razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja presatka prema dobi

darivatelja po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod

prezivljavanja presatka; D. Broj funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju

prve do desete godine od presadivanja

Prezivljavanje presadaka prema dobi primatelja
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Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u %
Dob na kraju ...

1. g. 2. g. 3.g. 4. g. 5. g.
<21g. | 957 | #43 | 86,5 | £7,2 | 76,9 | 49,1 | 71,8 | £9,8 | 66,3 | £10,5
21g_50 859 | £1,8 | 78,0 | £2,2 | 74,1 | £2,3 | 69,0 | £2,5 | 66,7 | £2,6
>50g. | 76,1 | £3,5 | 71,0 | £3.8 | 68,7 | £3,9 | 66,1 | £4,0 | 60,8 | +4,2

Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier +SG u %
Dob na kraju ...

6.g. 7. 8. 8. g. 9.g. 10. g.
<2lg.| 66,3 | £10,5 | 51,5 | £12,3 | 51,5 | #12,5| 44,2 | +12,5| 36,8 | 124
21g'5° 650 | 2,7 | 593 | 32 | 52,0 | £33 | 49,5 | £33 | 45,7 | 3,5
>50g. | 48,0 | #4,7 | 36,9 | #49 | 31,0 | #49 | 279 | #4,9 | 20,5 | #4.8
C

p
Dob | Broj 1 2
<2lg. 1 - 0,8434 | 0,1326
21-50¢g. | 2 ]0,8438 - 0,0001
>50 g. 3 10,1326 | 0,0001 -
D
Broj Broj na kraju ...
Tx | 1.g. | 2g. | 3.g. | 4g. | S5.g. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.g. | 10.g.
<21 23 22 19 16 14 12 10 6 5
god
21-50
god 385 | 319 | 269 | 241 | 241 | 179 | 154 | 115 | 91 72 60
>50
god 147 | 109 | 98 87 87 68 45 30 21 18 11

Slika 28: A. PreZivljavanje bubreZznog presatka prema dobi primatelja u KBC-u

Rijeka u razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja presatka prema dobi

primatelja po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod

prezivljavanja presatka; D. Broj funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju

prve do desete godine od presadivanja

A

Prezivljavanje presadaka prema spolu darivatelja i primatelja
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Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier = SG u
% na Kkraju ...

1. g. 2.8 3.8 4. g. 5.g.
ll)):Z 79,6 | ¥4,2 | 784 | +43 | 772 | £+44 | 77,2 | £4,4 | 73,3 | 4,7
ll;z 84 | £3,0 | 76,1 | £6,5 | 70,8 | £3,8 | 68,4 | £3,9 | 65,2 | #4,1
};Zé 85 | £5,2 | 73,8 | £6,5 | 73,8 | £6,5 | 68,5 | £7.0 | 654 | £7.,4
f)==Z 752 | £5,1 | 67,5 | £5,6 | 62,2 | £5,9 | 52,2 | £6,4 | 46,4 | +6,6

Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier = SG u
% na Kkraju ...

6. g. 7. 8. 8. g. 9.g. 10. g.
povo 685 | 51| 562 | 6.0 | 522 | +62 | 496 | +64 | 437 | +6.8
ll;z 59,5 | #4,3 53 | £#4,6 | 459 | #4,8 | 43,2 | +49 | 38,2 | £5,1
};Zé 62,3 | £7,7 | 62,3 | £7,7 | 52,7 | £9,0 | 46,8 | £9,7 | 46,8 | +9,7
f)==Z 40,1 | £6,9 | 23,6 | £6,2 | 19,5 | £5,5 | 13,8 | 5,2 | 13,8 | £5,2

C
Broj 1 2 3 4
P=Z D=M| 1 - 0,4099 | 0,9904 | 0,0002
P=M D=M| 2 |0,4099 - 0,5231 | 0,0007
P=Z D=7 | 3 109904 |0,5231| - 10,0030
=M D=7 | 4 |0,0002 | 0,0007 | 0,0030 -
D
. Broj na kraju ...

] BrojTX 16 T2 [3.8. | 4.9 | 5.0. | 6.8. | 7.2. | 8.8. | 9.2. | 10.g.
P=Z D=M 93 72 1 69 | 63 | 60 | 56 | 43 | 32 | 26 | 19 15
P=M D=M 150 124 1 106 | 86 | 8 | 80 | 63 | 50 | 39 | 32 23
P=7. D=7 47 39 [ 33 |26 |26 |21 | 20| 15| 11 | 8 8
P=M D=7 73 53 | 44 | 27 | 27 | 23 | 19 | 10 7 5 4

Slika 29: A. Prezivljavanje bubreznog presatka kod prvog postupka presadivanja od
umrle osobe prema spolu darivatelja i primatelja u KBC-u Rijeka u razdoblju od
1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja presatka prema spolu darivatelja i

primatelja po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod
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prezivljavanja presatka; D. Broj funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju

prve do desete godine od presadivanja

A Prezivljavanje presadaka prema nepodudarnostima u HLA-A+B+DR lokusu

B
Procjena prezZivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier +
Nepodudarnost SG u % na kraju ...
1. g. 2. g. 3.8 4. g. 5. g.
0-2 83,5 | £2,3 | 78,5 | £2,5 | 75,5 | £2,7 | 70,2 | £2,9 | 68,2 | £3,0
3-6 853 | £2,2 | 75,5 | £2,8 | 71,3 | £2,9 | 67,2 | £3,1 | 62 | £3,3
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier +
Nepodudarnost SG u % na kraju ...
6. g. 7. g. 8. g. 9. g. 10. g.
0-2 62,7 | £3,3 | 54 | £3,7 | 50 | +3,8 | 46,7 | £3,9 | 43,1 | £4,0
3-6 57,5 | £3,5 | 50,7 | £3,7 | 43,7 | £1,0 | 39,1 | +4,2 | 32,6 | +4,4
C
Nepodudarnost | Broj 1 2
0-2 1 - 0,1667
3-6 2 0,1667 -
D
) Broj na kraju ...
Nepodudarnost | Broj Tx l.g.|2.g. | 3.g. | 4.8. | 5.g. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.g. | 10.g.
0-2 273 224 1191 | 173 | 147 | 133 | 104 | 74 | 63 | 53 | 48
3-6 255 207 | 176 | 154 | 131 | 108 | 88 | 68 | 50 | 34 | 25

Slika 30: A. Prezivljavanje bubreznog presatka kod prvog presadivanja bubrega od
umrle osobe prema nepodudarnostima u HLA-A+B+DR lokusu u KBC-u Rijeka u
razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja presatka prema
nepodudarnostima u HLA-A+B+DR lokusu po metodi Kaplan-Meier; C. Znac¢ajnost
razlika p-vrijednosti kod prezivljavanja presatka; D. Broj funkcioniraju¢ih presadaka

(Tx) utvrden na kraju prve do desete godine od presadivanja

118




A Prezivljavanje presadaka prema nepodudarnosti u HLA-DR lokusu
B
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier +
Nepodudarnost SG u % na kraju ...
1. g. 2.8 3.8 4. g. 5.¢.
0 83,7 £2,3 | 79,6 | £2,5 | 75,7 | £2,7 | 70,4 | £2,9 | 67,5 | £3,0
84,9 | £2,3 | 74,9 | £2,8 | 71,6 | £2,9 | 67,4 | £2,1 | 63,2 | £3,3
2 100 | £27,2 | 33,3 | £27,2 | 33,3 | £27,2 | - - - -
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier +
Nepodudarnost SG u % na kraju ...
6. g. 7. g. 8. g. 9. g. 10. g.
0 60,5 | £3,3 | 51,3 | £3,7 | 46,6 | £3,8 | 42,2 | £3,9 | 39,3 | £4,0
60,5 | £3,4 | 54,1 | £3,7 | 479 | 4,0 | 44,7 | +4,1 | 37,6 | +4,4

2 - - - - - - - - - -

C
P

Nepodudarnost | Broj 1 2 3

0 1 - 0,7939 0,0922

1 2 0,7939 - 0,1316

2 3 0,0922 0,1316 -
D

) Broj na kraju ...

Nepodudarnost | Broj Tx 7455 6 T30 [ 4.8 [5.0. | 6.8. | 7.2. | 8.8. | 9.2. | 10..

0 271 220 | 195 | 173 | 148 | 136 | 104 | 74 | 59 | 48 | 41

1 254 208 | 171 | 153 | 130 | 105 | 88 | 68 | 54 | 42 | 32

2 3 3 1 1 0 0 0 0 0 0

Slika 31: A. Prezivljavanje bubreznog presatka kod prvog presadivanja bubrega od
umrle osobe prema HLA-DR nepodudarnosti u KBC-u Rijeka od 1985.-2007. g.; B.
Procjena prezivljavanja presatka prema nepodudarnostima u HLA-DR lokusu po
metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod prezivljavanja presatka;
D. Broj funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju prve do desete godine od

presadivanja
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A Prezivljavanje presadaka prema AB0O podudarnosti
B

Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u

% na Kkraju ...
1. g. 2.8 3.8 4. g. 5.g.

Identi¢no | 82,7 | +£23 | 76,5 |+£2,6 | 74 |£2,7|70,4 | £2,8 | 67,5 | 2,9
Podudarno | 75,6 | +49 |67,8 |£53 | 61 | £5,6 | 58,2 | £5,7 | 524 | 45,8

Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u

% na kraju ...
6. g. 7. g. 8. g. 9. g. 10. g.

Identi¢no | 63,3 | 3,1 | 53 | £3,5 45,6 +3,6 | 41,4 | £3,7 | 37,7 | £3.8
Podudarno | 44,4 | £5,9 | 38,1 | £6,1 33,9 +3,1 33,9 | £6,1 | 30,5 | 6,4
C

Broj 1 2
Identi¢no 1 - 0,0324
Podudarno | 2 0,0324 -
D

. Broj na kraju ...

Broj Tx lg. | 2.g. | 3.g. | 48. | S.g. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.g. | 10.g.
Identi¢no 284 228 | 199 | 177 | 157 | 144 | 117 | 89 | 67 | 50 41
Podudarno 78 59 | 52 | 45 | 41 | 36 | 28 | 18 | 16 | 14 9

Slika 32: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema ABO podudarnosti kod prvog

presadivanja bubrega od umrle osobe u KBC-u Rijeka u razdoblju od 1985.-2007.g.;

B. Procjena prezivljavanja presatka prema ABO podudarnosti po metodi Kaplan-

Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod prezivljavanja presatka;

funkcioniraju¢ih presadaka (Tx) utvrden na kraju prve do desete godine od

presadivanja
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A

primatelja i darivatelja

Prezivljavanje presadaka prema kombinacijama ABO krvnih grupa

B
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u
Krvna % na Kraju ...
grupa 1. g 2. 8. 3. 8. 4. g. 5. g.
]l;zg 832 | +42 |79.0 | 4.7 | 76.0 | £5.0 | 72.9 | £5.2 | 68.1 | £5.6
ll;z 85.7 | £3.0 | 78.7 | £3.5 | 752 | £3.8 | 70.5 | 4.1 | 68.5 | +4.2
]l;z]]; 739 | £6.2 | 69.7 | £6.5 | 69.7 | £6.5 | 67.3 | £6.7 | 64.6 | 7.0
P=AB
80.0 | £10.3 | 65.5 | £12.6 | 65.5 | £12.6 | 65.5 | £12.6 | 65.5 | £12.6
D=AB
P=A D=0 | 784 | +6.8 | 73.0 | £7.3 | 61.7 | £8.1 | 58.8 | +82 | 52.9 | +8.4
P];:]; 72.7 | £9.5 | 59.1 | £10.5 | 59.1 | £10.5 | 54.5 | £10.6 | 50.0 | £10.7
P=AB | 737 | £10.1 | 68.0 | 10.8 | 61.8 | £11.5 | 61.8 | +11.5 | 54.1 | +12.4
D=0,A,B . . . . . . . . . .
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u
Krvna % na kraju ...
grupa 6. 8. 7. 8. 8.g. 9.g. 10. g.
]1;23 62.8 | £59 | 50.6 | £6.5 | 40.5| £69 | 37.6 | £7.0 | 37.6 | £7.0
11: 63.8 | +4.5 | 54.7 | £5.0 | 46.5| £53 | 43.1 | £54 | 36.9 | £5.7
P 646 | £70 | 503 | 83 461 | 8.6 [419 | 488 | 419 483
P=AB
573 | £13.4 | 57.3 | £13.4 | 57.3 | £13.4 | 38.2 | £18.0 | 19.1 | £16.2
D=AB
P=A D=0 | 463 | £8.5 | 42.1 | +8.7 [ 37.9 | £8.8 | 379 | 88 | 31.6 | #9.3
PD==]3 35.0 | £10.4 | 35.0 | £10.4 | 29.2 | £10.2 | 29.2 | £10.2 | 29.2 | £10.2
P=AB 54.1 | £12.4 | 27.1 | £14.9 | 27.1 | £14.9 | 27.1 | £14.9 | 27.1 | £14.9
D=0,A,B . . . . . . . . . .
C
Odabir Uparene p vrijednosti logaritamskog testa rangova
Legenda broj 1 2 3 4 5 6 7
P=0 D=0 1 - 0.8003 | 0.8370 | 0.8771 | 0.3193 | 0.1437 | 0.2421
P=A D=A 2 ] 0.8003 - 0.6690 | 0.6648 | 0.2069 | 0.0745 | 0.1514
P=B D=B 3 | 0.8370 | 0.6690 - 0.8954 | 0.4825 | 0.2153 | 0.3659
P=AB D=AB 4 | 0.8771 | 0.6648 | 0.8954 - 0.8553 | 0.4695 | 0.5659
P=A D=0 5 10.3193 | 0.2069 | 0.4825 | 0.8553 - 0.5523 | 0.7834
P=B D=0 6 | 0.1437 | 0.0745 | 0.2153 | 0.4695 | 0.5523 - 0.7663
P=AB D=0,A,B | 7 | 0.2421 | 0.1514 | 0.3659 | 0.5659 | 0.7834 | 0.7663 -
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Odabir Tx Broj na kraju ...
lg. | 2.g.|3.g. | 4g.|5g.]|6.g.|7.g. |8g |9g |10.g.
P=0 D=0 78 | 63 | 56 | 51 | 47 | 43 | 35 | 25 | 16 | 13 13
P=A D=A 141 | 117 | 101 | 86 | 74 | 69 | 55 | 43 | 34 | 25 18
P=B D=B 50 | 36 | 33 | 31 | 28 | 24 | 20 | 14 | 11 | 10 9
P=AB D=AB 15 | 12 9 9 8 8 7 7 6 2 1
P=A D=0 37 | 29 | 27 | 22 | 20 | 18 | 14 | 10 9 8 5
P=B D=0 22 (16 | 13 | 13 | 12 | 11 5 4 3
P=AB D=0,AB | 19 | 14 | 12 | 10 9 7 2 2 1

Slika 33: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema kombinacijama ABO krvnih

grupa primatelja i darivatelja kod prvog presadivanja bubrega od umrle osobe u KBC-

u Rijeka u razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja bubreznog presatka

prema kombinacijama ABO krvnih grupa primatelja i darivatelja utvrdena po metodi

Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti kod preZivljavanja bubreznog

presatka prema kombinacijama ABO krvnih grupa primatelja i darivatelja utvrdene

testom logaritamskih rangova; D. Broj bolesnika s funkcionirajuéim presatkom (Tx)

utvrden na kraju prve do desete godine od presadivanja

A Prezivljavanje presadaka prema osnovnoj bubreznoj bolesti primatelja
B
Procjena prezZivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG
Odabir u % na kraju ...
1. g. 2.8 3. 8. 4. g. S. g.
Glomerulonefritis | 81.4 | £3.1 | 74.6 | £3.5 | 70.3 | #£3.7 | 68.1 | £3.8 | 62.6 | +4.0
Pijelonefritis 782 | £5.0 | 723 | £54 |70.7 | £5.5 | 61.8 | £6.1 | 56.2 | +6.3
Policisti¢na bolest | 79.5 | £6.5 | 79.5| #6.5 [ 79.5| #6.5 | 79.5| #6.5 | 79.5 | #6.5
Nefroskleroza | 86.7 | £6.2 | 71.6 | £8.6 | 603 | +94 | 603 | +94 | 60.3 | 494
DijabetiCka 1 ¢¢ 4 | 110.7 [ 57.9 | £113 | 52.6 | +11.5 | 52.6 | £11.5 | 46.1 | <11.8
nefropatija
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Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG

Odabir u % na kraju ...
6.g. 7. 8. 8. g. 9.g. 10. g.
Glomerulonefritis | 58.4 | £4.2 | 46.7 | #4.5 | 41.5| +4.6 |37.8 | +4.6 | 364 | +4.7
Pijelonefritis 52.5| £6.4 | 462 | £6.6 |41.0 | £6.8 | 379 | £7.0 | 28.4 | £7.1
Policisticna bolest | 74.5 | £7.7 | 74.5 | £7.7 | 67.1 | £9.9 | 58.7 | £11.7 | 58.7 | £11.7
Nefroskleroza 46.4 | £10.1 | 30.9 | £9.9 | 155 | £8.0 | 15.5| 8.0 | 15.5 | £8.0
Dijabeticka | ¢ | | 1118 |36.8 | +12.5|36.8 | £12.5 | 36.8 | +12.5 [ 24.6 | +13.0
nefropatija
C
Odabir Uparene p vrijednosti logaritamskog testa rangova
Legenda Broj 1 2 3 4 5
Glomerulonefritis 1 - 0.4863 0.0668 0.0955 0.1644
Pijelonefritis 2 0.4863 - 0.0245 0.2590 0.3958
Policisticna bolest 3 0.0668 0.0245 - 0.0055 0.0198
Nefroskleroza 4 0.0955 0.2590 0.0055 - 0.9737
Dijabeticka nefropatija | 5 0.1644 0.3958 0.0198 0.9737 -
D
Odabir Tx Broj na kraju ...
l.g.|2.g.|3.g. | 4.g.|5¢g.|6.g.|7.g.|8g.|9.g. |10.g.
Glomerulonefritis | 162 | 129 | 110 | 98 | 90 | 81 | 68 | 49 | 40 | 31 | 25
Pijelonefritis 69 | 53 | 49 | 44 | 35 | 30 | 28 | 22 | 16 | 12 9
Policisti¢na bolest 39 131 |30 |25 |25 (23 15| 12| 9 7 7
Nefroskleroza 30 | 24 | 19|16 | 14 | 14 | 10 | 6 3 2 1
Dijabeticka 19 1311|109 |7 |5]|4]4]4] 2
nefropatija
Slika 34: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema osnovnoj bubreznoj bolesti

primatelja kod prvog presadivanja bubrega od umrle osobe u KBC-u Rijeka u

razdoblju od 1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja bubreznog presatka prema

osnovnoj bubreznoj bolesti primatelja utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C.

ZnacCajnost razlika p-vrijednosti kod prezivljavanja bubreznog presatka prema

osnovnoj bubreznoj bolesti primatelja utvrdene testom logaritamskih rangova; D. Broj

bolesnika s funkcioniraju¢im presatkom (Tx) utvrden na kraju prve do desete godine

od presadivanja
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A

Prezivljavanje presadaka prema trajanju lijeCenja dijalizom prije

presadivanja
B
Procjena prezZivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u
Odabir % na kraju ...
1. g. 2.8. 3.8 4. g. S.g.
bez ) ) ) ) i i i i ) )
dijalize
dolg. | 823 | +46 | 733 | £54 | 67.2 | £5.7 | 65.7 | £5.8 | 62.5 | £5.9
1-3 g. 83.0 | £3.4 | 769 | £3.8 | 73.0 | +4.1 | 70.0 | 4.3 | 64.4 | 4.6
3-5g. 789 | £4.8 | 71.1 | £5.5 | 69.5 | £5.6 | 66.0 | £5.8 | 64.2 | £5.9
>5g. 78.8 | +42 | 742 | £4.6 | 71.6 | 4.8 | 66.1 | £5.1 | 61.9 | £5.3
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u
Odabir % na kraju ...
6. g. 7. g. 8. g. 9. g. 10. g.
bez ) i i i i i i i i i
dijalize
dolg. | 558 | £+6.2 | 446 | £+6.4 | 385 | +6.4 | 334 | £6.5 | 30.8 | £6.5
1-3 g. 60.5 | £#49 | 542 | £53 | 524 | £54 | 50.5 | £5.5 | 45.7 | £6.0
3-5¢g. 60.2 | £6.2 | 53.5 | £6.6 | 44.6 | £6.8 | 42.0 | £6.9 | 38.7 | £7.1
>5g. 552 | £5.7 | 424 | £6.1 | 31.2 | £6.2 | 28.1 | £6.3 | 24.6 | £6.4
C
Odabir Uparene p vrijednosti logaritamskog testa rangova
Legenda broj 2 3 4 5
bez dijalize 1 - - - -
dolg. 2 - 0.1835 0.5249 0.6641
1-3 g. 3 0.1835 - 0.4733 0.0807
3-5g. 4 0.5249 0.4733 - 0.2944
>5g. 5 0.6641 0.0807 0.2944 -
D
Odabir Broj na kraju ...
X Mg [2g [3g |48 [ 52 | 6g | 7g | 8¢ | 9g [ 10g
bez dijalize 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
do1g. 68 | 55 | 49 | 44 | 42 | 40 | 33 | 24 19 13 12
1-3 g. 124 |1 99 | 88 | 76 | 68 | 58 | 47 | 34 | 30 | 26 19
3-5g. 71 56 | 46 | 43 | 38 | 35 | 30 | 24 | 20 16 12
>5g. 95 | 73 | 64 | 55 | 48 | 45 | 33 | 24 14 9 7
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Slika 35: A. Prezivljavanje bubreznog presatka prema trajanju dijalize u primatelja

kod prvog presadivanja bubrega od umrle osobe u KBC-u Rijeka u razdoblju od

1985.-2007. g.; B. Procjena prezivljavanja bubreznog presatka prema trajanju dijalize

u primatelja utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C. Znacajnost razlika p-vrijednosti

kod prezivljavanja bubreznog presatka prema trajanju dijalize u primatelja utvrdene

testom logaritamskih rangova; D. Broj bolesnika s funkcioniraju¢im presatkom (Tx)

utvrden na kraju prve do desete godine od presadivanja

A Prezivljavanje presadaka prema trajanju hladne ishemije
B
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier £ SG u % na
Odabir kraju ..
1. g. 2.8 3.8 4. g. 5.¢.
<6h | 833 | £88 | 76.9 | £10.2 | 76.9 | £10.2 | 70.5 | £11.2 | 64.1 | £11.9
7-12h | 81.8 | +44 | 763 | +49 | 72.0 | £52 | 67.6 | 55 | 63.1 | £5.7
131_124 804 | 2.8 | 734 | £32 | 70.1 | £33 | 67.2 | £3.4 | 63.0 | £3.5
25-36
h 78.1 | £6.1 | 70.3 | £7.0 | 64.7 | £7.5 | 64.7 | 7.5 | 64.7 | £7.5
>37 h - - - - - - - - - -
Procjena prezivljavanja presadaka po metodi Kaplan-Meier + SG u % na
Odabir kraju ..
6. g. 7. 8. 8.g. 9. g. 10. g.
<6h | 64.1 | £11.9 | 56.1 | £12.8 | 48.1 | £13.2 | 38.5 | £13.6 | 38.5 | £13.6
7-12h | 563 | £6.0 | 485 | £63 | 443 | +64 | 39.1 | £6.6 | 363 | £6.7
131_124 574 | +£3.7 | 485 | +4.0 | 403 | +42 | 392 | 42 | 34.1 | +4.3
25-36
h 64.7 | £7.5 | 52.6 | £8.8 | 482 | £9.1 | 438 | £9.2 | 438 | +9.2
>37h - - - - - - - - - -
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C

Odabir Uparene p vrijednosti logaritamskog testa
rangova
Legend bro 1 ) 3 4 5
a J
<6 h 1 - 0.7787 | 0.6813 | 0.9771 -
7-12 h 2 | 0.7787 - 0.8274 | 0.7646 -
13-24h | 3 | 0.6813 | 0.8274 - 0.6326 -
25-36h | 4 | 09771 | 0.7646 | 0.6326 - -
>37h 5 - - - - -
D
Odabir | Tx Broj na kraju ...
lg. | 2.g. | 3.g. | 4g. | 58. | 6.g. | 7.g. | 8.g. | 9.g. | 10.g.
<6 h 18 15 12 12 11 10 9 7 6 4 3
7-12 h 77 62 56 50 46 42 33 25 21 15 13
13-24h | 199 | 156 | 138 | 128 | 116 | 104 | 82 60 44 35 27
25-36 h | 46 34 27 23 19 19 18 14 11 10 7
>37 h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Slika 36: A. PreZivljavanje bubreznog presatka prema trajanju hladne ishemije

bubreznog presatka kod prvog presadivanja bubrega od umrle osobe u KBC-u Rijeka

u razdoblju od 1985.-2007.g.; B. Procjena prezivljavanja bubreznog presatka prema

trajanju hladne ishemije bubreZznog presatka utvrdena po metodi Kaplan-Meier; C.

Znacajnost razlika p-vrijednosti kod prezivljavanja bubreznog presatka prema trajanju

hladne ishemije bubreznog presatka utvrdene testom logaritamskih rangova; D. Broj

bolesnika s funkcionirajué¢im presatkom (Tx) utvrden na kraju prve do desete godine

od presadivanja
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4.2. Rezultati prospektivne analize

4.2.1. Klini¢ki podatci o primateljima i darivateljima bubreZnog presatka

Prospektivnom analizom obuhvaceni su primatelji bubreznog presatka u KBC-
u Rijeka od 1. prosinca 2006.g. do 1. prosinca 2008.g. Ucinjeno je ukupno 36
presadivanja bubrega, 34 (94,4 %) od umrle osobe. Dvije bolesnice primile su
bubrezni presadak od zivog srodnog darivatelja, majke 1 tete (slika 37). Od sveukupno
36 bolesnika, njih 32 (88,9 %) podvrgnuto je prvi put presadivanju bubrega, a Cetiri

(11,1%) bolesnika drugom presadivanju (slika 38).

Slika 37: Odnos umrlih i zivih darivatelja bubrega od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca

2008. g. u KBC-u Rijeka

Slika 38: Bolesnici s prvim 1 drugim postupkom presadivanja bubrega od 1. prosinca

2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

Osnovne demografske znacajke bolesnika prikazane su na slikama 39 i 40. Od
sveukupno 36 bolesnika, njih 23 (63,9 %) bilo je muskog spola. Prosjecna dob
bolesnika bila je 49,8 + 9,61 g. (raspon 21,2 do 64,5 g.), u muskaraca 50,8 g. 7,82 g.

(raspon 34,3 do 64,5 g.), au Zena 52,0 £13,0 g. (raspon 21,2 do 62,3 g.).

Slika 39: Raspodjela primatelja bubreznog presatka prema spolu u razdoblju od 1.

prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

Slika 40: Dobni razredi i spol primatelja bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do
1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka
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Slike 41 i 42 prikazuju raspodjelu prema spolu i u€estalost osnovnih bubreznih
bolesti koje su bile uzrokom zavrSnog stadija bubreznog zatajenja, a koje je
zahtijevalo lijeCenje presadivanjem bubrega. Kroni¢ni glomerulonefritis bio je
osnovna bubrezna bolest u 17 (47,2%) bolesnika, intersticijski nefritis u 9 (25,0%)
bolesnika, policisticna bolest bubrega u Cetiri (11,1%) bolesnika, hipertenzivna bolest
bubrega u dva (5,6%) bolesnika, u jedne (2,8%) bolesnice nefropatija
nakon eklampsije s razvojem HELLP sindroma (prema engl. hemolysis, elevated liver
enzymes, low platelet count), u jednog bolesnika (2,8%) dijabeticka nefropatija
(dijabetes melitus tip 2), a u dvije bolesnice (5,6%) osnovna bubrezna bolest bila je

nepoznate etiologije.

Slika 41: Ucestalost osnovnih bubreznih bolesti u primatelja bubreznog presatka od 1.

prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

Slika 42: Ucestalost osnovnih bubreznih bolesti prema spolu primatelja bubreznog
presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka (Kratice: GN =
glomerulonefritis, PN/IN = pijelonefritis / intersticijski nefritis, PC = policisti¢na
bolest, HT/NS = hipertenzija / nefroskleroza, DN = dijabeticka nefropatija, NP =

nepoznato)

Neposredno prije presadivanja bubrega, 33 (91,7%) bolesnika lijeceno je

hemodijalizom, a tri (8,3%) bolesnika peritonejskom dijalizom. U primatelja bubrega

od umrle osobe, lijecenje dijalizom trajalo je prosje¢no 7,7 g. (raspon 1,1 do 30,6 g.),
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a u dvije bolesnice koje su primile bubrezni presadak od zivog srodnog darivatelja,
lijecenje dijalizom trajalo je 2,6 mj. i 5,2 mj.

Prije presadivanja bubrega, 23 (63,9%) bolesnika primila su transfuziju krvi, a
u 12 (33,3%) od sveukupno 36 bolesnika ustanovljena su anti-HLA protutijela (PRA).
Na posljednjem testiranju prije presadivanja, HLA protutijela su dokazana u pet
(13,9%) bolesnika, od kojih je Cetiri ve¢ ranije lijeCeno presadivanjem bubrega. U 11
(30,6%) od sveukupno 36 primatelja postojali su znacajni rizi¢ni Cimbenici za
neuspjeh lijeCenja presadivanjem bubrega: u tri bolesnika dugotrajno lijecenje
dijalizom, u sedam bolesnika uznapredovala sr¢anozilna bolest, a u jednog bolesnika
ranije lijeCenje radikalnim operativnim zahvatom zbog karcinoma mokraénog
mjehura.

Darivatelji bubrega bili su u 22 (61,1%) slucajeva muskog spola. Prosjecna
dob muskih darivatelja bila je 48,0 +£14,65 g., a zenskih darivatelja 51,1 g. £10,15 g.
Uzroci smrti bili su u 20 (55,6%) darivatelja cerebrovaskularna bolest, u 12 (33,3%)
kraniocerebralna trauma, a u preostala tri (8,3%) ishemija mozga. BubreZni presatci
su u 34 slucaja dopremljeni u na$ centar, Sto je imalo za posljedicu duzu hladnu
ishemiju. Ona je trajala kod presadaka od umrle osobe 19,8 +6,6 sati, a kod dva Ziva
darivatelja 0,7 1 1,7 sati.

Slika 43 prikazuje HLA nepodudarnosti izmedu darivatelja 1 primatelja. Jedna
bolesnica dobila je bubrezni presadak bez HLA-nepodudarnosti, a nijedan bubreg nije
presaden bolesniku s pet ili Sest HLA nepodudarnosti. Promatraju¢i nepodudarnosti u
DR lokusu, u 16 (44,4%) primatelja nije bilo nepodudarnosti s darivateljem, a 20

(55,6%) primatelja primilo je presadak s jednom HLA-DR nepodudarnosti.
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Slika 43: HLA nepodudarnosti (A, B i DR lokus) izmedu darivatelja i primatelja

bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

U svih 36 bolesnika primijenjena je indukcija monoklonskim protutijelom
protiv IL-2 receptora daklizumab, uz trojnu imunosupresivnu terapiju koja je
obuhvacala kortikosteroid, mikofenolat mofetil i postupno uvodenje inhibitora
kalcineurina. Od sveukupno 30 ispitanika, koji su podvrgnuti analizi stani¢nog ciklusa
limfocita, u 17 (56,7%) bolesnika uveden je neposredno nakon presadivanja
takrolimus, a u 13 (43,3%) ciklosporin. U kasnijem tijeku, u devet je bolesnika
ciklosporin zamijenjen takrolimusom, dok je obrnuto, konverzija sa ciklosporina u
takrolimus, u€injena u svega jedne bolesnice zbog nezeljene pojave u vidu jakog
ispadanja kose.

Dvadeset (55,6%) od sveukupno 36 bubreznih presadaka, brzo je uspostavilo
zadovoljavajuéu funkciju, dok je u 16 (44,4%) bolesnika preuzimanje funkcije
presatka bilo odgodeno, §to je u 12 bolesnika zahtijevalo lije¢enje dijalizom. U deset
(33,3%) od 30 bolesnika ispitne skupine, primijenjene su pulsne doze kortikosteroida
zbog klinicke sumnje na reakciju odbacivanja, koja je u pet slucajeva potvrdena
patohistoloski. U jedne bolesnice, koja je podvrgnuta drugom postupku presadivanja
bubrega i u koje su utvrdena anti-HLA protutijela (najvisi prijetransplantacijski titar
PRA bio je 80%, neposredno prije presadivanja 27%), patohistoloSki nalaz ukazivao
je na humoralno odbacivanje. Pored pulsnih doza kortikosteroida, provedeno je
lijeCenje plazmaferezom i imunoglobulinima, nakon ¢ega je usljedila normalizacija
funkcije presatka.

Od sveukupno 36 bolesnika, prije presadivanja bubrega su u 32 (88,9 %)

bolesnika dokazana protutijela na CMV, dok su preostala cetiri (11,1%) bolesnika bila
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seronegativna. U 30 (83,3%) bolesnika dokazana su protutijela na EBV, dok za
preostalih Sest bolesnika podatci nisu dostupni. Postoperativnim pracenjem pp65
antigenemije, anti-CMV protutijela IgG 1 IgM 1 / ili CMV DNA dokazana je
reaktivacija CMV infekcije u 19 (52,8%) bolesnika, od toga se u devet bolesnika
razvila teSka CMV bolest. U pet bolesnika ona se manifestirala sindromom
enterokolitisa, a u preostala Cetiri slu¢aja pneumonitisom. Svi bolesnici izlijeceni su
parenteralnom primjenom ganciklovira uz modifikaciju doze imunosupresivnih
lijekova.

Teze infekcije, ukljucuju¢i CMV bolest, zahtijevale su bolnicko lijeCenje i
intravensku primjenu antibiotika u 19 (52,8%) od sveukupno 36 bolesnika. Dva
(5,6%) bolesnika umrla su zbog sepse, s funkcionirajuéim bubreznim presatkom.
KirurSke komlikacije zbog kojih je bilo neophodno invazivno ili kirur§ko lijeCenje,
javile su se u 12 (33,3%) od sveukupno 36 ispitanika. U jedne bolesnice moralo se
pristupiti hitnoj transplantektomiji, zbog rupture arterijske anastomoze u ranom
poslijeoperacijskom tijeku.

U tri (8,3%) od sveukupno 36 bolesnika ustanovljeni su zlo¢udni tumori. U
prvog bolesnika, koji je odbacio prvi bubrezni presadak i koji je 13 g. lijecen
dijalizom, dokazan je 4,9 mj. nakon presadivanja bubrega karcinom mokra¢nog
mjehura. U drugog bolesnika, koji je bio gotovo 10 g. na lijeenju dijalizom,
ustanovljen je 2,6 g. nakon presadivanja bubrega karcinom prostate. U treceg
bolesnika, koji je preko 14 g. lijecen dijalizom, utvrden je 1,1 g. nakon presadivanja
bubrega karcinom prostate i 1,7 g. nakon presadivanja karcinom gusterace. Dva
(5,6%) bolesnika umrla su zbog proSirene maligne bolesti, s funkcioniraju¢im

bubreznim presatkom.
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Od sveukupno 36 primatelja, prije presadivanja bubrega jedan (2,8%) bolesnik
bolovao je od Secerne bolesti (tip I, inzulin ovisna), a 18 (50%) bolesnika lijeceno je
zbog arterijske hipertenzije. Nakon presadivanja bubrega, od sveukupno 35 bolesnika
s funkcioniraju¢im presatkom, 30 (85,7%) bolesnika lijeCeno je zbog arterijske
hipertenzije, a u tri (8,6%) bolesnika bila je neophodna primjena diuretika zbog
nedostatnog izlu¢ivanja vode i soli presatkom. U cetiri (11,1%) bolesnika razvila se
SeCerna bolest, Sto je u dva slucaja zahtijevalo uvodenje lijeCenja inzulinom, a
devetnaest (54,3%) bolesnika lijeeno je zbog hiperlipoproteinemije.

Godinu dana nakon presadivanja, u 28 bolesnika s funkcioniraju¢im presatkom
prosjecni racunski klirens kreatinina (prema Cockcroft-Gaultovoj formuli) bio je 54,1
+16 ml/min, a prosjeéna koncentracija hemoglobina 129,1 +15,7 g/I. Cetrnaest (50%)
bolesnika bilo je anemicno.

Kumulativno prezivljavanje bolesnika i presatka izracunato je po metodi
Kaplan-Meier. Kod presadivanja bubrega od umrle osobe, jednogodisnje
prezivljavanje bolesnika bilo je 94,4%, presatka 90,9%, a dvogodis$nje preZivljavanje
bolesnika 91,7% 1 presatka 88,1%. Kod presadivanja bubrega od Zivog srodnog

darivatelja, dvogodisnje preZivljavanje bolesnika i presatka bilo je 100%.

4.2.2. Analiza imunosnih parametara

4.2.2.1. Fenotipske promjene limfocita periferne krvi bolesnika nakon
presadivanja bubrega

Na sljede¢im slikama prikazana je zastupljenost pojedinih podvrsta limfocita

periferne krvi bolesnika koji su podvrgnuti lijeCenju presadivanjem bubrega. Veé

......
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daklizumaba, zastupljenost CD3" limfocita T naglo je pala u odnosu na pocetne,
normalne vrijednosti (231). Nakon toga pratio se oporavak postotnog udjela ovih
stanica medu limfocitima do 15. dana, uz daljnji porast sve do 30. dana nakon
presadivanja (slika 44). Postotna zastupljenost pomo¢nickih CD3"CD4" limfocita T
pokazuje sliéno kretanje kao i zastupljenost CD3" limfocita periferne krvi (slika 45).

Citotoksi¢ni CD3'CD8" limfociti T nisu pogodeni djelovanjem
imunosupresivnog lijeCenja u istoj mjeri kao pomocnicki limfociti T. Tijekom
promatranog razdoblja dolazi do porasta udjela ovih stanica u limfocitnoj podvrsti.
Primjena daklizumaba nakon presadivanja bubrega ne pokazuje znacajan utjecaj na
promjene postotne zastupljenosti ovih stanica (slika 46).

Pokazalo se da je zastupljenost CD19" limfocita B veé tijekom lijeenja
dijalizom niza od normalnih vrijednosti u opcoj populaciji. Nakon uvodenja
imunosupresije prati se postupni porast zastupljenosti ovih stanica u perifernoj krvi,
iako tijekom promatranog razdoblja nisu dosegnute prosjecne vrijednosti normalnog
raspona zdrave populacije (slika 47).

Relativni udio stanica NK nakon presadivanja i primjene imunosupresivnih
lijekova naglo raste, S§to ukazuje na to da imunosupresivni lijekovi ne smanjuju
njihovu postotnu zastupljenost. Tijekom daljnjeg razdoblja pra¢enja normalizirao se
postotni udio ovih stanica u perifernoj krvi (slika 48).

Praéenjem zastupljenosti IL2R na CD3" limfocitima T periferne krvi, utvrdili
smo da primjena daklizumaba dovodi do gotovo potpunog gubitka izrazaja ovog
biljega na limfocitima T i1 da njegova razina u razdoblju pracenja ostaje trajno niska.
Pored limfocita T periferne krvi, IL2R u vecoj mjeri izraZavaju stanice NK (CD3"

limfociti). lako je zastupljenost IL2R na ovim limfocitima relativno niska, primjena
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daklizumaba dovodi do varijacija razine njegovog izrazaja. Do kraja razdoblja
pracenja, zastupljenost IL2R"CD3 stanica konstantno pada (slika 49).

Limfociti T i Bl limfociti B normalno izrazavaju CDS5 biljeg. Na slici 50
prikazano je da promjene u postotnoj zastupljenosti CD5 biljega prate promjene
zastupljenosti CD3" stanica periferne krvi, dok je zastupljenost CD19"CD5" limfocita
B1 prije i tijekom razdoblja pracenja nakon presadivanja bubrega vrlo niska (slika

51).

Slika 44: Postotna zastupljenost CD3" limfocita T u perifernoj krvi primatelja
bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

(strelice oznacavaju dane primjene daklizumaba)

Slika 45: Postotna zastupljenost pomo¢ni¢kih CD3"CD4" limfocita T u perifernoj krvi
primatelja bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u

Rijeka (strelice oznac¢avaju dane primjene daklizumaba)

Slika 46: Postotna zastupljenost citotoksi¢nih CD3"CDS8" limfocita T u perifernoj krvi
primatelja bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u

Rijeka (strelice oznac¢avaju dane primjene daklizumaba)

Slika 47: Postotna zastupljenost CD19" limfocita B u perifernoj krvi primatelja

bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

(strelice oznacavaju dane primjene daklizumaba)
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Slika 48: Postotna zastupljenost CD56 ' CD16" stanica NK u perifernoj krvi primatelja
bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

(strelice oznacavaju dane primjene daklizumaba)

Slika 49: Postotna zastupljenost IL2R (CD25) na CD3" limfocitima T (A) i postotna
zastupljenost IL2R (CD25) na CD3" limfocitima (B) u perifernoj krvi primatelja
bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka

(strelice oznacavaju dane primjene daklizumaba)

Slika 50: Postotna zastupljenost CD5" stanica u perifernoj krvi primatelja bubreznog
presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca 2008. g. u KBC-u Rijeka (strelice

oznacavaju dane primjene daklizumaba)

Slika 51: Postotna zastupljenost CD19°CD5" limfocita B (B1 podvrsta limfocita B) u
perifernoj krvi primatelja bubreznog presatka od 1. prosinca 2006. do 1. prosinca

2008. g. u KBC-u Rijeka (strelice oznacavaju dane primjene daklizumaba)

4.2.2.2. Analiza stani¢nog diobenog ciklusa limfocita periferne krvi
bolesnika nakon presadivanja bubrega

Stani¢ni diobeni ciklus analizirali smo kod bolesnika tijekom prvih Sest
tjedana nakon presadivanja bubrega, te u kontrolnim skupinama zdravih darivatelja
krvi i bolesnika na lijeCenju redovitom dijalizom. Izolirani limfociti stimulirani su in
vitro s anti-CD3 protutijelima tijekom tri dana, nakon ¢ega smo proto¢nom
citometrijom odredivali postotnu zastupljenost stanica u mirujuc¢oj Go/G; fazi te u

proliferativnim S i G,+M fazama. Uzorci za kontrolu postupka odredivanja stani¢nog
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ciklusa bili su spontano proliferiraju¢i limfociti te limfociti tretirani s 0,1 pg/ml
daklizumaba bez dodatne stimulacije. Antiproliferativno djelovanje daklizumaba na
anti-CD3 induciranu proliferaciju testirali smo in vitro u tri razli¢ite koncentracije, i to
0,1 pg/ml, 1 pg/mli 10 pg/ml, s time da koncentracija od 1 pg/ml priblizno odgovara
koncentraciji koja se postize u bolesnika nakon primjene standardnih doza ovog
lijeka. Na slici 52 prikazana je reaktivnost limfocita kontrolne skupine od 15 zdravih
darivatelja krvi. Proliferativni odgovor mjerili smo zastupljenosc¢u stanica u Go/G; fazi
stani¢nog ciklusa, pa vidimo da nakon stimulacije s anti-CD3 protutijelima dolazi do
statisticki znacajnog (p<0,001) pada zastupljenosti stanica u G¢/G; fazi u odnosu na
postotak stanica u skupini spontano proliferiraju¢ih limfocita. Primjena daklizumaba
dovodi do statisticki znacajnog (p<0,001) smanjenja proliferativnog odgovora, ovisno
o dozi lijeka, iako se proliferacija niti u jednoj dozi ne smanjuje na razinu spontano
proliferirajucih limfocita. Na slici 52 B prikazan je i u¢inak primjene daklizumaba bez
anti-CD3 stimulacije, gdje moZemo vidjeti da ovaj lijek, iako je blokator IL-2R, u
primijenjenoj dozi poti¢e spontanu proliferaciju limfocita in vitro. Iste ucinke
mozemo pratiti 1 na slici 53, na kojoj se moze vidjeti zastupljenost stanica u
proliferativnim S 1 G,+M fazama stani¢nog ciklusa limfocita kontrolne skupine
zdravih darivatelja krvi. MoZemo vidjeti da anti-CD3 stimulacija dovodi do statisti¢ki
znacajnog (p<0,001) povecanja zastupljenosti stanica u S 1 G,+M fazama stani¢nog
ciklusa. Takoder mozemo vidjeti da daklizumab, ovisno o dozi, statisticki znacajno

(p<0,001) blokira anti-CD3 potaknutu proliferaciju.

Slika 52: Reaktivnost limfocita zdravih darivatelja krvi stimuliranih in vitro s anti-

CD3 protutijelima (n=15); A. Pojedina¢ni prikaz reaktivnosti limfocita kontrolne

136



skupine; B. Zbirni prikaz reaktivnosti limfocita uz statisti¢ku analizu razlike srednjih

vrijednosti skupine Studentovim T- testom

Slika 53: Reaktivnost limfocita zdravih darivatelja krvi stimuliranih in vitro s anti-
CD3 protutijelima (n=15). Prikazana je zastupljenost stanica u fazi sinteze DNK te u
proliferativnim fazama G,+M. A. Pojedinacni prikaz reaktivnosti limfocita kontrolne
skupine (stanice u S fazi stani¢nog ciklusa). B. Pojedinac¢ni prikaz reaktivnosti
limfocita kontrolne skupine (stanice u G,+M fazama stani¢nog ciklusa). C. Zbirni
prikaz reaktivnosti limfocita uz statisticku analizu razlike srednjih vrijednosti skupine
Studentovim T- testom (stanice u S fazi). D. Zbirni prikaz reaktivnosti limfocita uz
statistiCku analizu razlike srednjih vrijednosti skupine Studentovim T- testom (stanice

u G,+M fazama stani¢nog ciklusa)

Slika 54 prikazuje zastupljenost limfocita periferne krvi bolesnika (n=30)
nakon presadivanja bubrega u miruju¢oj Go/G; fazi stani€nog ciklusa nakon
stimulacije s anti-CD3 protutijelima. Stimulacija dovodi do statisti¢ki znacajnog pada
postotnog udjela mirujucih stanica u odnosu na spontano proliferirajuce stanice. Na
slici 51 A vidimo da postotni udio mirujucih stanica tijekom ispitivanog razdoblja od
Sest tjedana postupno raste, dok na slici 51 B, koja prikazuje zastupljenost
proliferirajucih stanica u S+ (G,+M) fazama, vidimo da postotni udio stanica u mitozi

opada. Ovaj rezultat posljedica je primjene imunosupresivnih lijekova.

Slika 54: Zastupljenost stanica u mirujuc¢oj Go/G; fazi (A), u fazi sinteze DNK (S
faza) (B) te u proliferativnim G,+M fazama (C) stani¢nog ciklusa nakon stimulacije s

anti-CD3 protutijelima limfocita periferne krvi bolesnika s bubreZnim presatkom
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Na slici 55 vidimo usporedbu anti-CD3 potaknutog proliferativnog odgovora
limfocita T bolesnika s bubreznim presatkom u odnosu na odgovor limfocita zdravih
darivatelja krvi. U ranom razdoblju nakon presadivanja nema razlike u mitotickom
potencijalu izmedu limfocita bolesnika s presadenim bubregom i limfocita zdravih
ljudi. Medutim, u kasnijem razdoblju, nakon osmog dana, proliferativni kapacitet
limfocita periferne krvi bolesnika s presadenim bubregom opada, Sto se ocituje
statisticki znacajnim povecanjem zastupljenosti stanica u mirujuc¢oj G¢/G; fazi
(p<0,001) 1 statisticki znaCajnim smanjenjem udjela stanica u proliferativnim S+

(G2+M) fazama stani¢nog ciklusa.

Slika 55: Zastupljenost limfocita T periferne krvi bolesnika s presadenim bubregom u
Go/G; fazi (A), u S fazi (B) i u G,tM fazama (C) stani¢nog ciklusa usporedena je s
kontrolnom skupinom zdravih ljudi; proliferativni odgovor kontrolnih stanica oznac¢en
je kontrolnom razinom uz osjencanu razinu standardne devijacije; razlike prosjecnih

vrijednosti testirane su primjenom Studentovog T-testa

Slika 56 prikazuje proliferativni odgovor limfocita T bolesnika s presadenim
bubregom u usporedbi s bolesnicima na lije¢enju redovitom dijalizom. U ranom
razdoblju nakon presadivanja bubrega ne postoji znacajna razlika u odnosu na
bolesnike na dijalizi, dok u kasnijem razdoblju (nakon 15-og dana) proliferativni
odgovor bolesnika s presadenim bubregom postaje sve manji, $to se oc¢ituje porastom
broja stanica u Go/G; fazi i padom postotnog udjela stanica u S 1 G,+M fazama

stanicnog ciklusa.

138



Slika 56: Zastupljenost limfocita periferne krvi bolesnika s presadenim bubregom u
Go/G; fazi (A) u S fazi (B) iu G,+M fazama (C) stani¢nog ciklusa usporedena je s
kontrolnom skupinom bolesnika na lije¢enju redovitom dijalizom (n= 8);
proliferativni odgovor kontrolnih stanica obiljeZen je izrazom kontrolna razina uz
osjencanu razinu standardne devijacije; razlike prosje¢nih vrijednosti testirane su

primjenom Studentovog T-testa

Na slici 57 prikazani su ucinci primjene daklizumaba u kulturama limfocita T
bolesnika s presadenim bubregom stimuliranih s anti-CD3 protutijelima. U svim
ispitivanim terminima, povecanje koncentracije daklizumaba smanjuje proliferativni

odgovor limfocita T.

Slika 57: Zastupljenost stanica u Gy/G; fazi (A), u fazi sinteze DNK (S faza) (B) i u
proliferativnim fazama G;+M (C) stani¢nog ciklusa anti-CD3 potaknutih limfocita T
periferne krvi bolesnika s presadenim bubregom; primijenjene su tri razliite

koncentracije daklizumaba: 0,1 pg/ml, 1 pg/mli 10 pg/ml

Na slici 58 moze se vidjeti postupni pad reaktivnosti limfocita T te inhibicija
anti-CD3 inducirane proliferacije ovisna o koncentraciji daklizumaba. Slabiji
inhibicijski uc¢inak daklizumaba u kasnijim ispitivanim terminima (nakon 16. dana)
uzrokovan je prvenstveno padom reaktivnosti limfocita T u anti-CD3 stimuliranoj

kulturi, a ne slabijim inhibicijskim u¢inkom daklizumaba.

Slika 58: Proliferacija limfocita T stimuliranih in vitro s anti-CD3 protutijelima uz

primjenu razli¢itih koncentracija daklizumaba; vertikalni stupci prikazuju raspon
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izmedu same anti-CD3 stimulacije 1 najsnaznije inhibicije postignute s

koncentracijom daklizumaba od 10 pg/ml

Slika 59 prikazuje anti-CD3 potaknutu reaktivnost limfocita T primatelja
bubreznog presatka u danima prije i nakom primjene daklizumaba. U bolesnika je
primijenjeno standardno imunosupresivno lijecenje, u sklopu kojega su bolesnici 0.,
15. 1 30. dana primili daklizumab u dozi od 1 mg/kg tjelesne tezine. Neposredno prije
primjene lijeka te jedan dan kasnije, bolesnicima je izvaden uzorak krvi. Na slici 59
vidi se da in vivo primjena daklizumaba dovodi do smanjenja proliferativnog
odgovora limfocita, $to se o€ituje padom zastupljenosti stanica u proliferativnim S+
(G2+M) fazama staniénog ciklusa koje su zbirno prikazane. Sesnaestog dana ovaj pad

je na razini statisticke znacajnosti (p<0,05).

Slika 59: Zbirni prikaz postotne zastupljenosti limfocita T u proliferativnim S+
(G2+M) fazama stani¢nog ciklusa nakon stimulacije s anti-CD3 protutijelima prije i
nakon primjene daklizumaba u primatelja bubreznog presatka; svi bolesnici su primali
standardnu imunosupresivnu terapiju; razlike srednjih vrijednosti testirane su pomocu
Studentovog T testa, a varijabilnost unutar skupina prikazana je standardnom

devijacijom
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5. RASPRAVA

Sve duzi zivotni vijek uzrokuje stalni porast broja bolesnika na lijecenju
dijalizom, kao i na listi ¢ekanja za presadivanje organa. Seerna bolest, arterijska
hipertenzija 1 ateroskleroza vode¢i su uzroci zavr$nog zatajivanja bubrega i
povecavaju morbiditet bolesnika na lijeCenju dijalizom (232,233). Prema izvjescéu
,~Hrvatskog registra nadomjestanja bubrezne funkcije” za 2005. g., primarno bubrezne
bolesti (glomerulonefritis, pijelonefritis, intersticijski nefritis, policisticna bolest
bubrega, endemska nefropatija) zajedno cine tek oko trefinu uzroka zavrSnog
zatajivanja bubrega u RH (232). Medijan dobi bolesnika koji su 2005. g. u RH
zapoceli lijeCenje dijalizom bio je 66 godina, a najviSe je novih bolesnika bilo u
skupini od 70-79 godina. Svega jedna desetina od ukupnog broja bolesnika na
lijecenju dijalizom u RH, nalazi se na listi ¢ekanja Eurotransplanta za presadivanje
bubrega od umrle osobe (slika 1) (234). U vecine preostalih bolesnika lijecenje
presadivanjem bubrega onemogucuju prateca oboljenja, prvenstveno teske,
uznapredovale komplikacije sr€¢anoZilnih i Secerne bolesti. Prema izvjes¢u ,,Hrvatskog
registra nadomjesStanja bubrezne funkcije” za 2005. g., mortalitet bolesnika na svim
oblicima nadomjesnog lijecenja bubreznog zatajenja u RH bio je 13%, a sr¢anoZilne
bolesti bile su uzrokom smrti u viSe od polovine slucajeva (232). U bolesnika s
presadenim bubregom, uzrok smrti bile su u 56% slucajeva sréanoZzilne bolesti, u 16%
infekcije, a u 20% sluc¢ajeva malignomi (232).

Razvoj medicinskih znanosti omogucava prosirivanje kriterija za prihvacanje
sve veCeg broja primatelja 1 darivatelja organa, zbog cfega i1 samo lijeCenje
presadivanjem organa postaje sve zahtjevnije. Unato¢ nedostatnom otkrivanju

mogucih umrlih darivatelja, odbijanju darivanja organa i ograni¢enjima u zakonskoj
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regulativi, u RH prati se stalni porast broja presadivanja bubrega (slika 2). Medutim,
retrospektivna analiza klini¢kih podataka o presadivanju bubrega u KBC-u Rijeka od
1985. do 2009. g. pokazuje stalno smanjenje broja presadivanja (slika 9). Pored toga,
u naSem centru sve se manje presaduju bubrezi sa zivih darivatelja i postoji tendencija
prelaska isklju¢ivo na presadivanje od umrlih osoba (slika 9). Tijekom proteklog 25-
godiSnjeg razdoblja u naSem centru, bubrezni presadak bio je u 71,9% slucajeva od
umrle osobe, a u 27,9% od zivog srodnog darivatelja, ve¢inom od roditelja (slike 10,
11). Budu¢i da su rezultati lijecenja bolji nego kod presadivanja bubrega od umrle
osobe, u zemljama zapadne Europe i SAD-a sve se ¢esce koriste Zivi srodni darivatelji
uz rastucu tendenciju presadivanja sa zivih nesrodnih darivatelja, najces¢e od bra¢nih
drugova (234-237). Usprkos tome, analiza podataka naSeg centra o proteklom 25-
godisnjem razdoblju nije pokazala statisticki bolje prezivljavanje presadaka od Zivog
srodnog darivatelja u odnosu na presadivanje od umrle osobe (slika 25). Nakon
odbacivanja prvog presatka, primatelj moze biti senzibiliziran na darivateljeve HLA
antigene, pa se kod iduceg presadivanja mora posvetiti posebna paznja dobroj HLA
podudarnosti, Sto za bolesnika znaci duze ¢ekanje na lije€enju dijalizom. U literaturi
se opisuje da, uz suvremeno imunosupresivno lijecenje, razlika u prezivljavanju
presatka izmedu prvog i1 drugog presadivanja bubrega postaje sve manja (238). U
naSem centru, gdje su se provodili prvenstveno postupci prvog presadivanja bubrega
(92,7%), nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu preZivljavanja presatka kod
prvog u odnosu na drugi postupak presadivanja (slika 12, 26).

Tijekom proteklog 25-godiSnjeg razdoblja, najces¢i uzroci zavrSnog
bubreznog zatajenja u naSih primatelja bili su glomerulonefritis, pijelonefritis i
intersticijski nefritis, te hipertenzivna bolest bubrega i nefroskleroza (slika 17).

Usporedbom analiziranih razdoblja, uofeno je znacajno smanjenje ucestalosti
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glomerulonefritisa, S§to moze biti posljedica primjerenog lijecenja infekcija
antibioticima, napose streptokoknih infekcija (slika 17) (16). U literaturi se navodi da
medijan dobi bolesnika koji zapocinju lijecenje dijalizom stalno raste (232,233). U
naSem centru takoder je zabiljezen porast prosje¢ne dobi primatelja od 37,7 £12,4 g. u
prvom, na 46,3 £13,5 g. u posljednjem analiziranom petogodiSnjem razdoblju (slika
16). U europskim zemljama biljezi se vecéa incidencija muskih bolesnika koji
zapoCinju nadomjesno lijeCenje dijalizom, §to je u skladu s podatcima naseg centra,
budu¢i da su tijekom cjelokupnog 25-godiSnjeg razdoblja priblizno dvije trecine
primatelja bile muskog spola (slika 13) (233). Analizom petogodiSnjih razdoblja
utvrdili smo stalan i znacajan pad udjela Zenskih primatelja, iako se i ukupni broj
muskih bolesnika konstantno smanjivao (slika 14).

U vodecim svjetskim transplantacijskim centrima jednogodiSnje prezivljavanje
bolesnika i bubreznih presadaka iznosi vise od 90%, a ucestalost akutnih reakcija
odbacivanja manje od 15% (86, 87,112-114,172). Poznato je da brojni ¢imbenici
vezani uz darivatelje i primatelje te sam postupak eksplantacije, odrzavanja i
implantacije organa, mogu utjecati na prezivljavanje bolesnika i presatka. Najbolji
uspjeh postize se pravovremenim presadivanjem bubrega od Zivog srodnog darivatelja
sa Sto boljom HLA podudarno$¢u. Od velikog znacaja je 1 primjereno
imunosupresivno lijeenje, pravovremeno lijeCenje komplikacija te dobra suradnja
bolesnika (41,239,240). Analiza nasih podataka o proteklom 25-godiSnjem razdoblju
pokazala je statisticki znac¢ajno loSije prezivljavanje presadaka u slucajevima kada su
primatelji ili darivatelji bili stariji od 50 g. (slika 27, 28). Pored toga, prezivljavanje
presadaka od zenskog darivatelja bilo je znac¢ajno losije, osobito kada je primatelj bio
muskog spola (slika 29). U naSih bolesnika najbolje prezivljavanje presadaka

zabiljezeno je u primatelja s policisticnom bolesti bubrega, budu¢i da ovi bolesnici
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nisu u vecoj mjeri izlozeni dugogodiSnjim Stetnim utjecajima koji su prisutni u
bolesnika s nefrosklerozom i dijabeti¢kom nefropatijom (slika 34). Prema rezultatima
studije CTS, trajanje tople ishemije ne utjeCe znacajno na ishod presadivanja (241).
Medutim, poznato je da produzavanje trajanja hladne ishemije povecava reperfuzijsko
ostecenje 1 da negativno utjeCe na prezivljavanje presatka (238,241). Prema studiji
CTS, najbolje prezivljavanje presadaka bilo je kod trajanja hladne ishemije od sedam
do dvanaest sati, a znacajno loSije kod hladne ishemije krace od Sest sati. Dodatna
analiza pokazala je da su bubrezi od umrle osobe s hladnom ishemijom kra¢om od
Sest sati Cesto presadivani bez obzira na HLA podudarnost, §to je negativno utjecalo
na prezivljavanje (241). U naSim rezultatima trajanje hladne ishemije, koje je u svih
primatelja bilo kra¢e od 37 sati, nije znacajno utjecalo na prezivljavanje presatka
(slika 36). Takoder je poznato da duZze lijecenje dijalizom prije presadivanja povecava
rizik za gubitak presatka, odnosno povecava morbiditet i mortalitet primatelja (242).
Analiza naSih podataka tijekom 25-godiSnjeg razdoblja pracenja pokazala je da
trajanje lijecenja dijalizom nije znacajno utjecalo na prezivljavanje presatka (slika 35).

Uvodenje modernih imunosupresivnih lijekova te poboljsanje kirurSkih
tehnika i1 klinickog prac¢enja bolesnika dovelo je do sve boljeg uspjeha lijecenja
presadivanjem bubrega. Najveca promjena opaZena je nakon uvodenja ciklosporina
sredinom 1980-ih godina (27,28,239,243). U nasem centru takoder se prati stalno i
znacajno poboljSanje rezultata lijecenja presadivanjem bubrega, izuzev razdoblja koje
obuhvaca Domovinski rat (1991.-1995.g.), u kojem se biljezilo pogorSanje
prezivljavanja primatelja 1 presatka. Kumulativno jednogodiSnje prezivljavanje
primatelja kod presadivanja u razdoblju od 2001. do 2007.g. iznosilo je 95,5 £1,8%, a
presadaka 89 +2,7%, dok je petogodis$nje prezivljavanje bolesnika bilo 88,3 £3,4% i1

presadaka 75,4 +4,4% (slike 20, 21).
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Rizik za reakciju odbacivanja je najveci u prvih Sest mjeseci, a zatim postupno
opada. Nakon prve godine rizik za gubitak presatka ostaje priblizno jednak (244,245).
Tijekom prve godine nakon presadivanja bubrega, u priblizno dvije tre¢ine primatelja
javljaju se infektivne komplikacije, koje kod oko 20% bolesnika uzrokuju smrt (246-
248). Oportunisticke infekcije javljaju se najcesce od drugog do Sestog mjeseca nakon
presadivanja. Najvaznija je citomegalovirusna infekcija, koja se razvija u do 80%
primatelja, a klinicki se manifestira u 8 do 32% slucajeva, S$to ovisi o intenzitetu
primijenjene imunosupresije i metodama prac¢enja citomegalovirusnih biljega
(249,250). Citomegalovirusna infekcija ima imunomodulacijsko djelovanje. S jedne
strane moZe izazvati reakciju odbacivanja presatka, a s druge strane moze povecati
sklonost oportunistickim infekcijama. Citomegalovirusna infekcija moze uzrokovati
akutnu ili kroni¢nu disfunkciju presatka, ali i gubitak njegove funkcije (121). U nasem
centru primjenjuje se preemptivno lijeCenje citomegalovirusne infekcije. U pocetku
razdoblja pracenja odredivana je pp65 antigenemija, a po nestanku reagensa pocelo
se, pored specificnih protutijela IgG 1 IgM, odredivati i citomegalovirusnu DNK.
Analizom ucestalosti citomegalovirusne infekcije u nasih primatelja bubreznog
presatka od 2006.-2008. g., ustanovili smo reaktivaciju citomegalovirusne infekcije u
polovine (52,8%) bolesnika, dok se u cetvrtine (25,0%) svih primatelja bolest
manifestirala ozbiljnom klinickom slikom. Ovi podatci potvrduju opravdanost
profilakse valganciklovirom ili ganciklovirom, koja se danas rutinski primjenjuje u
vode¢im transplantacijskim centrima (121).

U danaSnje vrijeme niska ucestalost odbacivanja postavlja nove ciljeve
lijecenja, kao Sto su bolja funkcija presatka, smanjenje ucestalosti komplikacija i
njihovo lijeCenje (arterijska hipertenzija, hiperlipoproteinemija, dijabetes melitus,

toksicna djelovanja lijekova, infekcije, maligni tumori) te sprjeCavanje kasnog
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pogorsanja funkcije presatka. Unato¢ vrlo ucinkovitom imunosupresivnom lijecenju,
kroni¢na nefropatija presatka predstavlja vodeci uzrok gubitka njegove funkcije (251).
Njezinom razvoju pogoduju imunosni i neimunosni ¢imbenici, primjerice akutno
odbacivanje, HLA nepodudarnost, nedostatna doza imunosupresivnih lijekova ili
njihovo Stetno djelovanje, te nesuradnja bolesnika. Dugotrajno prezivljavanje presatka
zna€ajno ovisi o stupnju tkivne podudarnosti izmedu primatelja i darivatelja, te o
funkciji presatka. Primatelji, u kojih je nakon prve godine od presadivanja funkcija
presatka uredna, imaju bolje ocekivano prezivljavanje presatka od onih s
poremecenom funkcijom presatka (252). Vode¢i uzroci smrti u primatelja bubreznog
presatka su srcanozilne bolesti, infekcije 1 zlo¢udni tumori, $to je pokazala i nasa
analiza podataka u proteklom 25-godiSnjem razdoblju (slika 22) (253). Ve¢ je 1970-ih
godina uocCena veca ucestalost malignih tumora u primatelja bubreznog presatka, i
povezana je s primjenom imunosupresije (254,255). Zbog sve duzeg prezivljavanja
presatka, prihvacanja sve starijih primatelja i darivatelja bubrega, te primjene
snaznijeg imunosupresivnog lije€enja, maligni tumori postaju sve veéi problem (256).
Medu zlocudnim tumorima u primatelja bubreznog presatka najceS¢e se javljaju
karcinom koze 1 poslijetransplantacijska limfoproliferativna bolest, a ¢eS¢i su i1
karcinom debelog crijeva 1 bubrega (257). Medu zlo¢udnim tumorima, u naSih
primatelja najcesce je zabiljezen karcinom koze, a potom karcinom bubrega i uretera
(slika 23). Za razliku od drugih registara, naSa analiza pokazuje visoku ucestalost
karcinoma prijelaznog epitela u bolesnika s endemskom nefropatijom nakon
presadivanja bubrega (tablica 5) (230). U ovih bolesnika opisan je poseban spektar
mutacija p53, koji je slican spektru kod nefropatije uzrokovane biljnim preparatima na
bazi kineskih trava (engl. Chinese herb nephropathy), koja se manifestira kao

tubulointersticijska bolest, sli¢na endemskoj nefropatiji (230,258,259). U bolesnika s
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,»Chinese herb nefropatijom” u zavrSnom stadiju bubreznog zatajivanja takoder je
uocena visoka ucestalost karcinoma urotela gornjeg mokraénog sustava (>40%) (260).
U bolesnika s endemskom nefropatijom 1 ,,Chinese herb nefropatijom”,
imunosupresivno lijeCenje nakon presadivanja bubrega moze imati ozbiljne
posljedice, s ¢ime bolesnike treba upoznati prije presadivanja. Potrebno je Ciniti
redovne nefroloske i uroloske preglede te savjetovati bilateralnu nefroureterektomiju
(230,260,261).

Uspjeh lijecenja presadivanjem znacajno ovisi o razvoju prilagodbe izmedu
primatelja i presatka te pojavi tolerancije. Sveukupni imunosni odgovor na presadeni
organ, s jedne strane ukljucuje reakciju odbacivanja, medutim s druge strane aktivira
regulacijske stanice (T reg), koje mogu inducirati specifi¢nu toleranciju na antigene
presatka. Mehanizmi ovog djelovanja predmet su suvremenih istrazivanja. Otkriveni
su slozeni mehanizmi imunosnog odgovora na presadak, isprva na razini stanica,
potom na razini molekula i gena. Kod reakcije odbacivanja, oSteenje presatka
prvenstveno je uzrokovano stanicnom imunosti koju posreduju limfociti T te
humoralnom imunosti koju posreduju protutijela (70-72,262,263). Posljednjih desetak
godina otkrilo se da znacajnu ulogu u reakciji odbacivanja ima medudjelovanje
mehanizama prirodene i steCene imunosti. Pokazalo se da sustav komplementa, pored
moguénosti izravne lize stanica, takoder ima znacajnu ulogu u imunosnoj reakciji
posredovanoj protutijelima, budu¢i da s njima stvara komplekse koji napadaju
membranu (MAC, prema engl. membrane attack complex). Ovo se humoralno
odbacivanje manifestira klinicki s hiperakutnom reakcijom odbacivanja, zbog
postojanja ranije stvorenih protutijela na HLA ili ABO antigene, a moZe se ocCitovati
kao akutna reakcija odbacivanja. Sustav komplementa ima i brojne druge uloge,

ukljucujuéi poticanje aktivacije steCene imunosti putem komponenti C3 i C5. Ranije
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se smatralo da presadak osteéuju CD8" citotoksi¢ni limfociti T, medutim danas je
poznato da i CD4" limfociti T mogu izazvati reakciju odbacivanja neovisno o CD8"
limfocitima T. Citoliticki limfociti T brojnim mehanizmima uniStavaju ciljne stanice,
ukljucujuéi sustav perforin/ granzim, Fas/ FasL 1 granulizin (75). Neke od ovih
mehanizama u reakciji odbacivanja mogu posredovati CD4" limfociti T, kao i stanice
NK. Prepoznavanje antigena rezultira aktivacijom limfocita T, Sto ukljucuje Siroku
lepezu molekula na membrani limfocita T i antigen predo¢nih stanica. Ove molekule
omogucuju odgovarajuée medudjelovanje izmedu T stanicnog receptora i MHC
molekule (signal 1), a medu njima se isticu CD4 ili CD§, CD2, LFA1 i CD45
molekule. Za punu aktivaciju limfocita T neophodan je drugi signal koji obuhvaca
nekoliko mehanizama koji se medusobno nadopunjuju i preklapaju, a uklju¢uju CD28
na limfocitu T, koji se veze za CD80 (B7-1) i/ili CD86 (B7-2) na antigen predo¢noj
stanici, CD154 na limfocitu T, koji se veze za CD40, kao i novacenje niza drugih
liganda (264). MHC nepodudarnost novaci veliki broj T limfocitnih klonova, za koje
se zna da pripadaju Thl, Th2 i Thl7 profilu, i koji mogu izazvati reakciju
odbacivanja. CD4" stanice mogu poticati razli¢ite odgovore izvrsnih limfocita T, ali
neke od njih mogu i ometati, tj. regulirati (regulacijski limfociti T, CD4'CD25").
Pokazalo se da su ove stanice potrebne za razvoj tolerancije, te da njihovo
prezivljavanje ovisi o citokinima limfocita T, prvenstveno IL-2 (265). Regulacijski
limfociti T su prisutni u svim perifernim limfatickim tkivima, a proizvodi ih timus kao
posebnu lozu. Oni izrazavaju CD25 (o lanac IL-2R), ¢imbenik prepisivanja Foxp3,
brojne druge citokine i citoliticke molekule (npr. perforin, granzim), ali ne luce IL-2
(266-269). Zabiljezeno je da se kod fizioloskog omjera CD4'CD25" limfocita T

prema CD4'CD25" limfocitima T (manje od 1:10) moZe tek djelomino ometati
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aloimunosni odgovor. Medutim, ve¢i omjeri (na primjer 1:1) koji se mogu postici in
vivo masovnom deplecijom limfocita T, mogu dovesti do razvoja tolerancije.
Primjenom kombinacije imunosupresivnih lijekova nastoji se suzbiti
transplantacijska reakcija na viSe razina, kako bi se izbjegla reakcija odbacivanja
posredovana obilaznim, redundantnim putevima. Pored toga, neki lijekovi pokazuju
aditivni ili sinergijski uc¢inak, Sto omogucéuje smanjenje doze, a time i Stetnog
djelovanja. Razli¢iti imunosupresivni protokoli najceS¢e ukljucuju inhibitor
kalcineurina, mikofenolnu kiselinu, kortikosteroid te antilimfocitna monoklonska ili
poliklonska protutijela. Ispituju se protokoli u kojima se, zbog Stetnih ucinaka,
inhibitori kalcineurina i/ili kortikosteroidi primjenjuju u nizoj dozi, ukidaju ranije ili
zamjenjuju s drugim imunosupresivnim lijekovima, kao Sto su anti-CD25
monoklonska protutijela, poliklonska protutijela, TOR inhibitori ili belatacept
(146,270-272). Nejasno je u kojem su trenutku prednosti slabije imunosupresije
uravnotezene ili nadvladane nedovoljnom zastitom od akutne ili subkroni¢ne reakcije
odbacivanja. Rezultati studije CTS pokazali su da tijekom druge godine nakon
presadivanja bubrega smanjenje dnevne doze ciklosporina na 150 mg, takrolimusa na
2 mg ili mikofenolat mofetila na 1 g uz ciklosporin, odnosno 0,5 g uz takrolimus, ili
nize od toga statisticki znacajno pogorSava prezivljavanje presatka. Ukidanje
inhibitora kalcineurina ili mikofenolat mofetila dvije godine nakon presadivanja,
takoder povecava rizik za gubitak presatka (240). Imunosupresivni protokol, koji se
rutinski primjenjuje u KBC-u Rijeka, obuhvaca inhibitor kalcineurina, mikofenolat
mofetil, kortikosteroid i anti-CD25 monoklonsko protutijelo daklizumab. Inhibitori
kalcineurina smanjuju aktivaciju limfocita, dok mikofenolna kiselina prvenstveno

ometa proliferaciju aktiviranih limfocita T u IL-2 ovisnom putu, djeluju¢i na G,

kontrolnu toc¢ku u stanicnom ciklusu (91). Na stani¢ni ciklus djeluju i TOR inhibitori
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ometajuéi G, 1 S fazu, c¢ime smanjuju proliferaciju hematopoetskih i
nehematopoetskih stanica ovisnu o citokinima (71). Kortikosteroidi, pored
specifi¢nog djelovanja na makrofage i limfocite T kojim ometaju ste¢enu i prirodenu
imunost, imaju Siroko nespecificno imunosupresivno i protuupalno djelovanje. Za
indukecijsko lijeCenje koriste se deplecijska ili nedeplecijska antilimfocitna protutijela,
a kod ranije senzibilizacije odstranjuju se anti-HLA reaktivni limfociti primjenom
IVIG i plazmafereze.

Humanizirana monoklonska protutijela, blokatori receptora za interleukin-2
(CD25) daklizumab i baziliksimab, koriste se u KBC-u Rijeka od 1997. g. u
indukcijskoj imunosupresivnoj terapiji kod presadivanja bubrega. Dokazano je da
njihova primjena smanjuje ucestalost akutnog odbacivanja presatka, Sto se pokazalo i
u na$ih primatelja (273). Protutijela na IL-2 receptor dovela su do ponovnog
ozivljavanja koriStenja indukcijske terapije protutijelima, jer za razliku od
poliklonskih protutijela, ne uzrokuju depleciju limfocita T i1 oslobadanje citokina,
zbog Cega ne izazivaju znacajne nezeljene pojave (69-71). Ona se vezu za o lanac IL-
2 receptora (CD25), koji se pojacano izrazava na aktiviranim limfocitima T. Ovim
vezivanjem zaustavljaju odgovor posredovan IL-2, odnosno prolazak kroz stani¢ni
ciklus i diobu stanice, ometaju¢i G; fazu stani¢nog ciklusa. Vazno djelovanje anti-
CD25 monoklonskih protutijela je pojacavanje u¢inaka inhibitora kalcineurina, koji
smanjuju proizvodnju IL-2. Medutim, primjena anti-CD25 monoklonskih protutijela
ne omogucava odgodeno uvodenje inhibitora kalcineurina. Dosadasnji radovi
pokazuju da daklizumab specifi¢no blokira rane faze prijenosa signala preko IL-2
receptora te da blokira Jak/Stat put prijenosa signala u stanicama, ¢ime se blokira
stanicna dioba (93,94). Djelovanje ovog lijeka ne mijenja znaCajno zastupljenost

pojedinih vrsta limfocita T, limfocita B ili stanica prirodnih ubojica (NK). Medutim,
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zastupljenost CD3'CD25" stanica neposredno nakon podetka primjene ovog lijeka
znacajno pada s 15-30% na manje od 3% (95,96,100). Pored djelovanja daklizumaba,
ispitivano je i djelovanje njegovog analoga baziliksimaba, koji je pokazao vrlo slicno
djelovanje na CD3'CD25" stanice, ali je njegov ucinak tijekom 6.-8. tjedna od
primjene bio znacajno ja¢i od djelovanja daklizumaba (97). Mehanizam djelovanja
anti-CD25 blokade nije vezan samo na inhibiciju proliferacije, nego i ometanje IL-15
1 IL-7 aktivacijskog puta, buduci da navedeni lijekovi nishodno reguliraju zajednicki
IL2/IL15 beta lanac receptora (98). Jedan od mehanizama imunosupresivnog
djelovanja daklizumaba je i izravna inhibicija izrazaja CD40L molekule na membrani
pomo¢nic¢kih limfocita T (99). Provedena su ispitivanja s razli¢itim dozama
daklizumaba i u nekim centrima se odreduje njegova koncentracija u krvi. Pokazalo se
da primjena lijeka u dvije doze od 1 mg/kg tjelesne tezine postize zadovoljavajuci
imunosupresivni ucinak, dok primjena daklizumaba u pet doza od 1 mg/kg, uz rano
ukidanje kortikosteroida, smanjuje rizik od sr¢anozilnih bolesti (101-103).

Akutna reakcija odbacivanja je u vecini slucajeva potpuno asimptomatska i u
mnogim centrima se, uz suvremeno imunosupresivno lijecenje, njezina ucestalost
smanjila na ispod 15% (274,275). Akutno odbacivanje definirano je kao akutno
pogorsanje funkcije presatka, koje je povezano sa specificnim patohistoloskim
promjenama u njemu. U definiciji se, uslijed nedostatka imunosnih pokazatelja, u
procjeni prisustva reakcije odbacivanja koristi porast koncentracije serumskog
kreatinina koji je, medutim, relativno kasni pokazatelj reakcije odbacivanja i oznacava
postojanje ve¢ znaajnog histoloskog osStecenja organa. U svrhu ranog otkrivanja
reakcije odbacivanja, u nekim transplantacijskim centrima vrSe se ucestale biopsije
(protokol biopsije), dok se u drugim centrima ispituju neinvazivne metode imunosnog

pracdenja. Prije presadivanja rutinski se ispituje postojanje anti-HLA protutijela na
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panelu davatelja limfocita (PRA), jer njihovo prisustvo ukazuje na visoki rizik za
razvoj reakcije odbacivanja (186,191,193). Medutim, korisnost ove metode je
ogranicena, jer ve¢ina bolesnika nema anti-HLA protutijela, a reakciju odbacivanja
mogu posredovati i molekule sporednog sustava tkivne podudarnosti (non HLA
protutijela) (193,198). Prema tome, ne postoji pouzdana metoda koja moze
nedvosmisleno ukazati na prisustvo reakcije odbacivanja.

U zelji da odredimo razinu imunosupresije u bolesnika s bubreznim
presatkom, u prospektivnom dijelu istrazivanja pratili smo nekoliko imunosnih
parametara. Proliferativni odgovor limfocita bolesnika s bubreznim presatkom testirali
smo na dva nacina. Kao prvo, pratili smo spontanu proliferaciju limfocita dobivenih
od navedenih bolesnika, a kao drugo, pratili smo i proliferativni odgovor limfocita
potaknutih s anti-CD3 protutijelima (OKT3) (slika 54). Usprkos individualnim
razlikama izmedu ispitivanih 30 bolesnika, utvrdili smo da njihov proliferativni
odgovor tijekom prvih 45 dana postupno slabi. Neposredno nakon presadivanja nema
razlike u mitotickoj aktivnosti ovih stanica prema kontrolnim skupinama koje su
sacinjavali zdravi darivatelji krvi 1 bolesnici na lije€enju redovitom dijalizom, dok se
nakon osmog dana od presadivanja biljezi statisticki znacajno slabiji proliferativni
odgovor u odnosu na kontrolne skupine (slike 55, 56). Proliferativni odgovor pratili
smo metodom odredivanja zastupljenosti stanica u pojedinim fazama stani¢nog
ciklusa, 1 to u miruju¢oj G;/Go 1 mitoticki aktivnim S i G,*+M fazama. Koristili smo
kolorimetrijsku metodu, koja za razliku od dosadasnjih Siroko koriStenih metoda
odredivanja proliferativnog odgovora, nije bazirana na koriStenju radioaktivnih tvari.
Osim toga, ova metoda analize mitotickog potencijala stanica relativno je jednostavna

1 jeftina te se moze izvesti u relativno kratkom vremenu.
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Navedeno slabljenje proliferativnog odgovora izravna je posljedica
primijenjenog imunosupresivnog lije€enja. Pratili smo bolesnike kojima je u sklopu
standardnog imunosupresivnog protokola davan daklizumab, hibridno (90% humano,
10% misje) monoklonsko protutijelo na alfa lanac IL-2 receptora (CD25), koje blokira
proliferaciju antigen-specificnih aktiviranih limfocita T. U naSim rezultatima
primijetili smo da je daklizumab poticao spontanu proliferaciju limfocita T, iz Cega
proizlazi da on moze, iako je blokator IL-2R, djelovati i agonisticki na proliferaciju
stanica. Medutim, u anti-CD3 induciranim kulturama primijeena je blokada
proliferacije ovisna o dozi, §to je u skladu s njegovim opéepoznatim in Vivo
djelovanjem (slika 52, 53) (95,96,100).

Pored in vitro ucinaka daklizumaba, pratili smo i njegovo in vivo djelovanje
na zastupljenost pojedinih limfocitnih podvrsta periferne krvi bolesnika s presadenim
bubregom. Vidjeli smo da daklizumab sam po sebi ne inducira promjene u
zastupljenosti limfocitnih podvrsta. Medutim, daklizumab snaZzno snizava postotni
udio IL-2R" stanica, §to se naro¢ito odnosi na CD3"CD25" limfocite T, ali i na CD3"
CD25" limfocite, koje sainjavaju prvenstveno stanice NK (slika 49). Sveukupni
ucinak imunosupresivnog lije€enja neposredno nakon presadivanja bubrega rezultira
snaznim padom zastupljenosti CD3" limfocita T i njihovih podvrsta, pomoénickih i
citotoksi¢nih stanica, zatim limfocita B kao i CD5" stanica periferne krvi (limfociti T i
B1 limfociti B) (slika 44-47, 50, 51). Ovaj pad u zastupljenosti ne zahvaca i stanice
NK, ¢iji postotni udio u perifernoj krvi neposredno nakon presadivanja raste (slika
48). Tijekom daljnjeg razdoblja pracenja, postotni udio pomoc¢nickih i citotoksic¢nih
limfocita T se normalizira. Testiraju¢i krv bolesnika prije i1 nakon davanja
daklizumaba, primijetili smo da daklizumab ne dovodi do vecih fenotipskih promjena

u zastupljenosti stanica, $to je u skladu s podatcima u literaturi (95,96,100).
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Zabiljezeni pad reaktivnosti limfocita izravna je posljedica zajednickog
djelovanja svih primijenjenih imunosupresivnih lijekova. Ipak, u bolesnika smo
utvrdili smanjenje reaktivnosti limfocita T, kao neposrednu posljedicu davanja
daklizumaba, §to je utvrdeno drugog dana nakon njegove primjene (slika 59). In vitro
testiranje djelovanja daklizumaba pokazalo je da blokada anti-CD3 inducirane
proliferacije limfocita T ovisi o dozi lijeka. Ovi rezultati dobiveni su na limfocitima
kontrolnih skupina, dakle limfocitima darivatelja krvi i bolesnika na lijeCenju
redovitom dijalizom, kao i na limfocitima bolesnika koji su primali daklizumab.
Ocekivalo se da ¢e daklizumab in vitro slabije djelovati na limfocite koji su bili
izlozeni djelovanju ovog lijeka in vivo, te da ¢e se to moci kvantificirati odredivanjem
intenziteta proliferacije stanica. Medutim, utvrdeno je da je slabiji inhibicijski u€inak
daklizumaba (raspon izmedu Cciste anti-CD3 stimulacije 1 najucinkovitije doze
daklizumaba), naro€ito u kasnijim terminima, uzrokovan ukupnim padom reaktivnosti
limfocita T, a ne slabijim djelovanjem daklizumaba, $to bi se ocekivalo u prvom, 16. i
31. danu nakon presadivanja, dakle u danima neposredno nakon primjene
daklizumaba u bolesnika (slika 58).

Temeljni ciljevi primjene imunosupresivnih lijekova su suzbijanje imunosnog
odgovora na strani antigen sa S$to ve€om specificnos¢u, kako bi se §to viSe smanjio
rizik infekcije ili pojave maligne bolesti te izbjegla toksi¢nost lijekova. Poznato je da
su vodedi uzroci smrti bolesnika s bubreznim presatkom sréanozilne bolesti, infekcije
1 maligni tumori. Osnovna klinicka dvojba u lijeCenju bolesnika s presadenim
bubregom, osobito onih koji su ranije lijeceni od malignog tumora ili bolesnika s
endemskom nefropatijom koji su skloni razvoju karcinoma urotela, jest intenzitet
potrebne imunosupresije. Preslaba imunosupresija dovodi do pogorSanja funkcije ili

odbacivanja presatka, a prekomjerna imunosupresija uzrokuje nuspojave lijekova,
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pogoduje razvoju infektivnih komplikacija i pojavi malignih tumora. Kako se tijekom
lijecenja primatelj i presadak prilagodavaju jedan drugome, smanjuje se vjerojatnost
odbacivanja i potrebna doza imunosupresiva. Idealno bi bilo da postoji metoda kojom
bi se mogao procijeniti imunosni odgovor i1 prema tome individualizirati
imunosupresiju, kako bi se poboljsalo prezivljavanje presatka, smanjio morbiditet i
mortalitet. Time bi se moglo prepoznati odbacivanje u najranijoj fazi, sto je od osobite
koristi u odgodenom preuzimanju funkcije presatka, koje moze potrajati i koji tjedan.
Za sada se imunosupresivni lijekovi doziraju prema protokolima baziranim na
klini¢kom iskustvu (emprijski), koji uzimaju u obzir rizike prekomjerne ili nedostatne
imunosupresije. S jedne strane, to je moguée odbacivanje organa, a s druge strane
infekcije, razvoj malignih tumora 1 drugi neZeljeni u¢inci imunosupresivnih lijekova.
Zbog toga je za individualizirano imunosupresivno lije¢enje neophodan razvoj metoda
imunosnog pracenja, te prospektivne kontrolirane studije kojiima bi se utvrdio znacaj
ovih metoda u prac¢enju bolesnika s bubreznim presatkom.

Znanstveni doprinos rada ocituje se u eksperimentalnim podatcima o
proliferativnom odgovoru limfocita T periferne krvi bolesnika s presadenim
bubregom 1 ucincima blokatora IL-2R daklizumaba u ranom razdoblju nakon
presadivanja. Budu¢i da je reaktivnost lilmfocita obrnuto razmjerna razini
imunosupresivnog lije€enja, o¢igledno je da ovi podatci mogu imati veliko znacenje u
doziranju lijekova 1 izbjegavanju niza nezeljenih ucinaka prekomjerne
imunosupresije, kao $to su infektivne komplikacije 1 maligne bolesti. Analiza utjecaja
niza imunoloskih i neimunoloskih ¢imbenika na prezivljavanje bolesnika i bubreznog
presatka u KBC-u Rijeka u proteklih 25 godina moze pomoc¢i u pravilnijem doziranju
lijekova 1 optimizaciji poslijetransplantacijskog pracenja bolesnika, te omogucditi

daljnje poboljSanje prezivljavanja presatka i bolesnika.
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6. ZAKLJUCCI

1. Postupku presadivanja bubrega u posljednjih 15 g. pristupa statisticki znac¢ajno
viSe starijih osoba (osobe preko 40 g. starosti zivota) nego u prethodnom
desetogodi$njem razdoblju.

2. Medu osnovnim bubreznim bolestima, koje uzrokuju zavrSni stadij bubreznog
zatajenja, statisticki je znaCajno manje glomerulonefritisa zabiljezeno u
posljednjih 15 g. u odnosu na prethodno desetogodisnje razdoblje.

3. Losije prezivljavanje presatka biljeZeno je kod primatelja 1 darivatelja starijih
od 50 g., te u slucajevima kada su muski primatelji primili presadak od
zenskog darivatelja.

4. Bolje prezivljavanje presatka biljezeno je kod primatelja u kojih je uzrok
bubreznog zatajenja bila policisticna bolest bubrega te kod presadivanja
bubrega ABO identi¢nog darivatelja.

5. Vode¢i uzroci smrti primatelja bubreznog presatka su sr¢anozilne bolesti,
infekcije i maligni tumori. Incidencija malignih tumora osobito raste kod
primatelja starijih od 60 g.

6. U bolesnika s endemskom nefropatijom biljezi se statisticki znacajno veca
ucestalost karcinoma urotela, nego u bolesnika oboljelih od zavrS$nog
bubreznog zatajenja nekog drugog uzroka.

7. Uvodenjem modernih imunosupresivnih lijekova biljezi se sve duze
prezivljavanje bolesnika nakon presadivanja bubrega, osobito u posljednjih
deset godina. Paralelno s time, znacajno se poboljsava i prezivljavanje
bubreznih presadaka.

8. Imunosupresivno lije¢enje u ranoj fazi nakon presadivanja bubrega dovodi do

znadajnog pada zastupljenosti CD3" limfocita T i njihovih podvrsta, CD4"
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10.

11.

12.

13.

14.

pomo¢nickih limfocita T i CD8" citotoksi¢nih limfocita T, te limfocita B i
CD5" stanica. Postotni udio ovih stanica u kasnijem razdoblju, od drugog do
Sestog tjedna nakon presadivanja, ponovno se normalizira.

Neposredno nakon presadivanja bubrega, usprkos imunosupresivnom
lijecenju, biljezi se povecanje zastupljenosti stanica NK, S§to se u kasnijem
razdoblju normalizira.

Lijecenje daklizumabom snazno i trajno snizava izrazaj IL-2R na stanicama
periferne krvi, naro¢ito na CD3" limfocitima T.

In vitro stimulacija limfocita periferne krvi bolesnika s presadenim bubregom
dovodi do znacajnog pada zastupljenosti stanica u miruju¢oj Go/G; fazi i
porasta zastupljenosti stanica u proliferativnim S i G,+M fazama. Intenzitet
ovih zbivanja odrazava proliferativnu reaktivnost stanica.

Analizom stani¢nog ciklusa utvrdeno je da je proliferativni odgovor limfocita
bolesnika s presadenim bubregom u kasnijim fazama nakon presadivanja
manji u odnosu na kontrolne skupine zdravih darivatelja krvi i bolesnika na
lijecenju redovitom dijalizom.

In vitro istrazivanjem utvrdili smo da daklizumab u dozi od 0,1 pg/ml, bez
antigenske stimulacije stanica, ima agonisticki ucinak na proliferaciju
limfocita T.

Analiza staninog ciklusa pomocu protonog citometra je neinvazivna,
jednostavna, jeftina i relativno pouzdana metoda za odredivanje imunosne
reaktivnosti, koja je u bolesnika s presadenim bubregom obrnuto razmjerna

razini imunosupresije.
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