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1 Uvod

1.1 Anatomija i fiziologija bubrega

Glavna uloga bubrega je filtriranje krvi ¢ime se iz organizma odstranjuju Stetni proizvodi
metabolizma, toksini, lijekovi, visak soli i tekuc¢ine. Osim izlu¢ivanja Stetnih tvari i viska

vode iz organizma, bubreg ima i druge funkcije poput:

¢ regulacije volumena i sastava tjelesnih tekucina,
e regulacije kiselosti tjelesnih tekué¢ina (acidobazna ravnoteza),

e proizvodnje hormona (eritropoetin, renin, prostaglandini).

U anatomskom smislu u bubregu razlikujemo koru i srz. Urin, Koji nastaje u bubreznim
kanali¢ima, nakuplja se u nakapnici odakle se putem mokra¢ovoda odvodi do mokraénog

mjehura i dalje putem mokraéne cijevi izlucuje izvan tijela. (1,2)

Funkcionalna jedinica bubrega je nefron kojih u svakom bubregu ima priblizno milijun.
Vecina nefrona je svojim veéim dijelom ili u cijelosti smjeStena u kori bubrega.
Jukstamedularni nefroni smje$teni su na prijelazu kore i srzi bubrega. Na mjestu dodirivanja
aferentne i eferentne arteriole te distalnog tubula, nalaze se specijalizirane stanice u aferentnoj
arterioli i tubulu, koje su osjetljive na promjene u veli¢ini protoka krvi i sastava tubularne
tekucine. Imaju vaznu ulogu u kontroli protoka krvi i glomerularnoj filtraciji, kao i u kontroli

oslobadanja renina. (1,2)

Nefron se sastoji od glomerula, proksimalnog tubula, Henleove petlje, distalnog tubula i
sabirne cijevi. Glomerul ¢ini nakupina kapilara unutar Bowmanove kapsule. Protok krvi kroz
glomerul osigurava aferentna arteriola, ¢ije grane ¢ine kapilarnu mrezu glomerula. Eferentna
arteriola odvodi krv iz glomerula i u svom tijeku oblikuje kapilarnu mrezu oko proksimalnog

tubula i Henleove petlje u kori bubrega.(1,2)

Tlak krvi u glomerularnim kapilarama uzrokuje filtraciju tekuéine iz kapilara u Bowmanovu
kapsulu. Tekucina se filtrira kroz tri sloja: endotel kapilare, bazalnu membranu i epitelni sloj
Bowmanove kapsule. Endotelne stanice kapilara perforirane su relativno velikim otvorima
(70-100 nm), dok epitelne stanice ¢vrsto prianjaju jedna uz drugu ostavljajuci relativno male
filtracijske pukotine (oko 25 nm). Time je stvorena ucinkovita filtracijska membrana koja ne
propusta stanice i tvari velike molekularne tezine. Zbog svoje specificne grade, glemerularne

su kapilare nepropusne za bjelancevine i stani¢ne elemente, stoga ih se niti ne nalazi u



mokraci zdravog ¢ovjeka. Filtracijom plazme u Bowmanovoj kapsuli stvara se glomerularni
filtrat.(1,2)

Glomerularna filtracija (GF) je volumen tekucine koji se u jedinici vremena filtrira iz
glomerularnih kapilara u Bowmanovu kapsulu. Veli¢ina glomerularne filtracije odredena je
arterijskim tlakom u bubreznoj arteriji, odnosom izmedu hidrostatskog i koloidno-osmotskog
tlaka u glomerulu te hidrostatskog tlaka u Bowmanovoj kapsuli, kao i autoregulacijskim
mehanizmima. Tlak glomerularne filtracije iznosi oko 60 mmHg i normalno ¢ini 60%
srednjeg arterijskog tlaka, dok mu protutezu ¢ini koloidno-osmotski tlak plazme koji iznosi
oko 25 mm Hg, te renalni intersticijski tlak (oko 10 mmHg). Filtracijski tlak proporcionalan je
tlaku u aferentnoj arterioli, dok je obrnuto proporcionalan tlaku eferentne arteriole. Oko 20%

ukupnog bubreznog protoka zavr$i u Bowmanovoj kapsuli kao glomerularni filtrat.(1,2)

Glomerularni filtrat iz Bowmanove kapsule, koji je po svom sastavu gotovo jednak plazmi,
prelazi u sustav bubreznih kanali¢a gdje mu se mijenja sastav. U proksimalnom bubreznom
tubulu reapsorbira se 65-75% filtriranog Na* i vode. Glavna funkcija proksimalnog tubula je
reapsorpcija Na*, dok se voda reapsorbira gradijentom osmotskog tlaka nastalog zbog
reapsorpcije otopljenih tvari. Natrij se aktivno transportira iz stanica proksimalnog tubula na
kapilarnoj strani pomo¢u Na'/K* ATP-aze odnosno natrijske crpke. Posljedi¢no sniZena
unutarstani¢na koncentracija Na omogucuje pasivni prolaz Na niz koncentracijski gradijent iz
lumena u epitelne stanice proksimalnog tubula. Reapsorpcija Na* povezana je s reapsorpcijom
drugih otopljenih tvari iz lumena tubula i sa sekrecijom H™. Specifi¢ni proteinski nosaci
koriste nisku unutarstaniénu koncentraciju Na* za aktivni prijenos glukoze, fosfata i
aminokiselina, te se istodobno pospjesuje apsorpcija drugih kationa poput K *, Ca*, i Mg?".
Filtrirani bikarbonati vracaju se u plazmu iz proksimalnog tubula. Kloridi se iz tubula
uglavnom reapsorbiraju pasivno, niz koncentracijski gradijent, dok se aktivna reapsorpcija
klorida moze odvija se kao rezultat kotransporta s K*, te se oba iona na kapilarnoj strani
izbacuju iz stanice. Voda se reapsorbira iz proksimalnog tubula pasivnim putem zbog

osmotskog gradijenta. (1,3)

Henleova petlja sastoji se od silaznog i uzlaznog dijela. Tanki silazni segment nastavak je
proksimalnog tubula i spusta se iz bubrezne kore u medulu. Uzlazni krak Henleove petelje
vrata se natrag u bubreznu koru, a sastoji se od funkcionalno razli¢itih dijelova: tankog
uzlaznog dijela, debljeg medularnog uzlaznog dijela i debljeg kortikalnog uzlaznog dijela.

Henleova petlja odgovorna je za odrzavanje hipertoni¢nosti medularnog intersticija |



indirektno osigurava sabirnim cijevima moguénost koncentracije urina. Samo 25-35%
ultrafiltrata iz Bowmanove kapsule normalno dospije do Henleove petlje. Tu se resorbira 15-
20% filtriranog natrija. S iznimkom debljeg dijela uzlaznog kraka, reapsorpcija otopljenih
tvari i vode u Henleovoj petlji odvija se pasivnim putem ovisno o koncentraciji i osmotskom
tlaku. Silazni krak Henleove petlje kao i tanji dio uzlaznog kraka propusni su za vodu, Na*,
CI" i ureu. U debljem dijelu uzlaznog kraka, natrij i klor reapsorbiraju se u suvisku vode.
Reapsorpcija natrija u tom dijelu nefrona izravno je povezana s reapsorpcijom kalija i klora.
Aktivna reapsorpcija natrija i nadalje je posljedica aktivnosti Na*/K* ATP-aze na kapilarnoj
strani epitelne stanice. Za razliku od silaznog kraka Henleove petlje kao i tanjeg dijela
uzlaznog kraka, deblji dio uzlaznog kraka Henleove petlje nije propustan za vodu i ureu, dok
se Na" i Cl - reapsorbiraju aktvinim putem, te stoga nastaje osmotski gradijent. Posljedi¢no
tome, tubularna tekucina koja izlazi iz Henleove petlje je hipotoni¢na, dok je okolni intersticij
hipertonic¢an. Deblji dio uzlaznog kraka Henleove petlje je vazno mjesto reapsorpcije kalcija i

magnezija. (1,2,3)

Distalni tubul prima hipotoni¢ku tekuéinu iz Henleove petlje i odgovoran je samo za manje
modifikacije u sastavu tubularne tekucine. Relativno je nepropustan za vodu i natrij. Na
reapsorpciju natrija u tom dijelu nefrona otpada samo oko 5% filtrirane koli¢ine. Energija
poti¢e od aktivnosti Na'/K* ATP-aze na kapilarnoj strani epitelne stanice, dok se na
luminalnoj strani natrij reapsorbira pomoc¢u Na-Cl izmjenjivaca. Distalni tubul je glavno
mjesto reapsorpcije kalcija djelovanjem paratiroidnog hormona i vitamina D. Zavinuti dio
distalnog tubula takoder predstavlja mjesto hormonski posredovane reapsorpcije kalcija, te, uz

to, sudjeluje i u reapsorpciji natrija pod djelovanjem aldosterona. (1,2,3)

Sabirna cijev moze se podijeliti u kortikalni i medularni dio. Odgovorna je za reapsorpciju
svega 5-7 % filtrirane koli¢ine natrija. U kortikalnom dijelu sabirne cijevi nalazimo dvije
vrste stanica: P-stanice (engl. principal cells) koje primarno izlucuju kalij i sudjeluju u
aldosteronom posredovanoj reapsorpciji natrija, te I-stanice (engl. intercalated cells) koje su
odgovorne za regulaciju acido-bazne ravnoteze. Kako P stanice reapsorbiraju natrij aktivnim
putem, istodobno se mora reapsorbirati CI- ili izlu¢iti K* kako bi se odrzala elektroneutralnost
stanice. Povecanje koncentracije intracelularnog kalija poti¢e njegovu sekreciju. Aldosteron
pospjesuje aktivnost Na*/K* ATP-aze u tom dijelu nefrona, te istodobno poti¢e aktivnost H*-
ATP-aze koja pospjeSuje sekreciju H" na luminalnoj strani I-stanica, dok se bikarbonati

reapsorbiraju. I-stanice dodatno sadrzavaju K*-H™-ATP-azu, crpku koja na luminalnoj strani



stanice reapsorbira K* i izlu¢uje H*. Neke I-stanice imaju sposobnost sekrecije bikarbonata

kao odgovor na veliko alkalno opterecenje. (1,2,3)

Medularni dio sabirne cijevi spusta se od bubrezne kore kroz hipertonicku medulu te se
prikljucuje sabirnim cijevima iz drugih nefrona kako bi se formirao ureter. Primarno je mjesto
djelovanja antidiuretskog hormona (ADH) koji se joS naziva i arginin vazopresin (AVP).
Propusnost luminalne membrane za vodu izravno ovisi 0 prisustvu antidiuretskog hormona
(ADH). Dehidracija pospjesSuje sekreciju ADH koji djeluje na luminalnu membranu koja
postaje propusna za vodu. Posljedi¢no tome, voda se osmozom reapsorbira iz tubula uz
stvaranje koncentriranog urina. Nasuprot tome, dobra hidririranost suprimira sekreciju ADH
zbog Cega tekucina u sabirnoj cijevi prolazi kroz medulu nepromijenjena i ostaje hipotonic¢na.
Kortikalni dio sabirne cijevi propustan je za ureu, za razliku od medularnog dijela, koji je
normalno nepropustan za ureu. U prisustvu ADH, voda se resorbira iz sabirnih cijevi zbog

¢ega dolazi do povecanja koncentracije uree. (1,2,3)

1.2 Kroni¢na bubrezna bolest

1.2.1 Definicija i klasifikacija

Kroni¢na bubreZna bolest moze se definirati kao oSte¢enje bubrega u trajanju od 3 mjeseca ili
dulje, u smislu morfoloskog odstupanja ili patoloskog nalaza urina i krvi, sa ili bez smanjenja
glomerularne filtracije, odnosno smanjenjem glomerularne filtracije (GFR) na vrijednosti

ispod 60ml/min/1.73 m2 sa ili bez ostecenja bubrega. (1)

Ostecenje bubrega obi¢no se utvrduje pokazeteljima bubreznog ostecenja koji ukljucuju
patoloski nalaz urina i krvi odnosno promjene u slikovnim prikazima. Glavni biljeg ostecenja
bubrega je proteinurija. Ostali pokazatelji uklju¢uju promjene u sedimentu urina, patoloski

nalaz urina i krvi, te patoloska odstupanja u slikovnim prikazima. (1,4)

Najbolje mijerilo cjelokupne funkcije bubrega je veli¢ina glomerularne filtracije.
Glomerularna filtracije (GFR, od engl. glomerular filtration rate) moze se definirati kao
koli¢ina urina koja se stvara u jedinici vremena u oba bubrega. Normalne vrijednosti
glomerularne filtracije razlikuju se s obzirom na dob, spol 1 tjelesnu veli¢inu. Normalna
vrijednost GFR kod mladih odraslih osoba je priblizno 120 — 130 ml/min/1.73 m? i opada s
dobi. (5) Vrijednosti GFR ispod 60 ml/min/1.73m2 predstavlja gubitak vise od polovice



vrijednosti normalne bubrezne funkcije zdrave odrasle osobe, te ispod te vrijednosti raste

ucestalost komplikacija kroni¢ne bubrezne bolesti.(1)

Bubrezna bolest moze napredovati U kroni¢no bubrezno zatajenje kroz nekoliko stadija koji se

temelje na veli¢ini glomerularne filtracije, kako je ispod prikazano (3,4):

Stadiji kroni¢ne bubrezne bolesti GFR (ml/min/1.73m2)
1. ostec¢enje bubrega uz normalnu ili | >90
povisenu glomerularnu filtraciju
2. oste¢enje  bubrega uz blago | 60-89
smanjenje glomerularne filtracije
3. umjereno smanjenje glomerularne | 30-59
fultracije
4. teSko smanjenje glomerularne | 15-29
filtracije
5 zatajenje bubrega <15

Prilagodeno prema Levey AS, Coresh J, Balk E, et al: National Kidney Foundation
practice guidelines for chronic kidney disease: evaluation, classification, and
stratification, Ann Intern Med 139:137-147, 2003. (3)

Prvi stadij kroni¢ne bubrezne bolesti karakterizira ostec¢enje bubrega uz normalne vrijednosti
glomerularne filtracije. Drugi stadij obiljezava oSte¢enje bubrega uz pocetno smanjenje
bubrezne funkcije na vrijednosti od 60-89 ml/min/1.73m2. U slijede¢im stadijima kroni¢ne
bubrezne bolesti dovoljna je samo prisutnost smanjene glomerularne filtracije bez znakova
osteCenja bubrega. U tre¢em stadiju kronicne bubrezne bolesti glomerularna filtracija
smanjena je na vrijednosti od 30-59 ml/min /1.73m2, dok je Cetvrti stadij karakteriziran
vrijednostima od 15-29 ml/min /1.73 m2. Prema smjernicama zatajenje bubrega definira se
smanjenjem glomerularne filtracije ispod vrijednosti od 15 ml/min /1.73m2, $to je u vecini
slucajeva praceno simptomima uremije, ili potrebom za pocetak lijeCenja metodama
nadomjestanja bubrezne funkcije. Za procjenu veli¢ine glomerularne filtracije koriste se
formule koje uzimaju u obzir vrijednost serumskog kreatinina, dob, spol i tjelesnu masu.
Jedna od formula za procjenu veli¢ine glomerularne filtracije je i MDRD formula (engl.

Modification of Diet in Renal Disease) koja glasi (4):

Glomerularna filtracija (ml/min/1, 73m2) = 186 x (kreatinin u serumu, mg/dl) - 1,154 x (dob,
godine) - 0,203 x (0,742 za zenski spol) x (1,212 za crnce). Formula ne sadrzi tjelesnu masu
kao varijablu jer je standardizirana na povrsinu tijela (1,73m?). Primjena ove formule u
svakodnevnom radu nije jednostavna i zato se koriste kompjutorski programi za brzi izracun
glomerularne filtracije primjenom ove formule. U uporabi su i razli¢ite druge formule kao §to
su Cockroft-Gaultova te CKD-EPI formula. (3)



Prema smjernicama NKF KDOQI (National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative) kroni¢na bubrezna bolest moze se klasificirati prema uzroku, te prema
vrijednostima glomerularne filtracije i albuminurije. (5). Uzrok kroni¢ne bubrezne bolesti
razlikuje se s obzirom na prisutnost ili odsutnost sistemske bolesti u smislu dijabetesa i
hipertenzije, te s obzirom na patoanatomska ostecenja bubrega. (5) Glomerularna filtracija
klasificirana je u 5 stadija, dok je veli¢ina albuminurije podijeljena u 3 kategorije i to:
normoalbuminurija (< 30 mg/24 h), albuminurija (30-300 mg/24h), te proteinurija (> 300
mg/24h).

Albuminurija je vazan pokazatelj u progresije bubrezne funkcije. (5) Poveéano izlu¢ivanje
albumina urinom je osjetljiv pokazatelj kroni¢ne bubrezne bolesti u sklopu dijabetesa,
glomerularnih bolesti i hipertenzije, dok se povecano izluc¢ivanje globulina niske molekularne
tezine smatra osjetljivim biljegom nekih tubulointersticijskih bolesti. (4) Vise od 30 mg pa
sve do 300 mg albumina u urinu na dan, S$to se definira kao mikroalbuminurija, rani je
prediktor progresivnog gubitka bubrezne funkcije kod dijabetesa tipa 1 1 tipa 2. U trenutku
manifestiranja mikroalbuminurije, vrijednost glomerularne filtracije jos je uvijek u granicama
normale ili blago snizena, §to je pokazatelj kroni¢ne bubrezne bolesti prvog odnosno drugog
stupnja. Albuminurija u izoliranom uzroku moze se izraziti kao koncentracija albumina
(mg/L) ili kao omjer albumina i kreatinina (mg/g ili mg/mmol/L). Omijer proteina ili albumina
1 kreatinina u izoliranom uzorku urina zamjenjuje odredivanje proteinurije u 24-satnom

urinu. (6)

1.2.2 Uzroci

Najces¢i uzrok zatajenja bubrega u razvijenim zemljama je dijabetic¢ka nefropatija. Rana
manifestacija bolesti praena je pojavom mikroalbuminurije uz normalne ili poviSene
vrijednosti glomerularne filtracije. Drugi uzroci ukljuuju glomerularne, vaskularne,

tubulointersticijalne i cisti¢ne bolesti bubrega. (4)

Etiologija kronicne bolesti bubrega ovisi i o dobi bolesnika, geografskom podrucju, te
razvijenosti zemlje; tako da se u starijih bolesnika najéesce radi o hipertenzivnoj nefropatiji i
opstukcijskoj uropatiji. U razvijenim zemljama kao najces¢i uzrok navode se dijabetes,
hipertenzija i glomerulonefritis, dok su u nerazvijenim zemljama bakterijske infekcije,

kamenci i parazitarne bolesti naj¢esc¢e navedeni uzroci kroni¢ne bubrezne bolesti.(4)



Prema podacima Hrvatskog registra nadomjestanja bubrezne funkcije (HRNBF, 2012.), oko
30% bolesnika razvije zavrsni stadij kroni¢ne bubrezne bolesti kao posljedicu Se¢erne bolesti i
to pretezno dijabetesa tipa 2. Drugi najces¢i uzrok zatajenja bubrega su vaskularne bolesti
bubrega, od kojih je najzastupljenija hipertenzivna nefropatija, slijede glomerulonefritis

(11%), pijelonefritis (15%) te policisti¢ne bolesti bubrega. (7)

Prema registrima drugih zemalja, dijabetes je glavni uzrok zatajenja bubrega u svijetu u
razvijenim zemljama i zemljama u razvoju. To je vodeca dijagnoza koja dovodi do zatajenja

bubrezne funkcije u 20-40% bolesnika koji zapoc¢inju bubrezno nadomjesno lijecenje. (8,9)

1.2.3 Klinic¢ka slika

Zavrsni stadij kroni¢ne bubrezne bolesti je klinicki sindrom koji oznacava progresivno i trajno

propadanje nefrona $to u konac¢nici dovodi do zatajenja svih bubreznih funkcija (10):

1. ekskrecijske (voda, elektroliti, razgradni produkti metabolizma bjelanéevina)
2. endokrine (proizvodnja i luenje eritropoetina, vitamin D3, vazodilatatorni
prostaglandini)

3. metabolicke (bioloski vazne supstance, lijekovi).

Kao posljedica zatajivanja ekskrecijske funkcije bubrega dolazi do nakupljanja vode,
elektrolita i razgradnih proizvoda metabolizma bjelancevina §to dovodi do poremecaja u
sastavu tjelesnih tekucina. Smanjenje endokrine funkcije bubrega ocituje se kroz smanjenu
sintezu aktivnog metabolita vitamina D3 §to uzrokuje promjene u plazmatskoj koncentraciji
kalcija i fosfata, dok smanjena sinteza eritropoetina dovodi do anemije. Istodobno smanjena
sinteza vazodilatatornih proteina uzrok je pojavi hipertenzije. Metaboli¢ka insuficijencija u

funkciji bubrega povezana je sa nakupljanjem bioloski aktivnih tvari i lijekova u organizmu.

(10)

Nakon oS$te¢enja funkcije bubrega uslijed dijabetesa, hipertenzije, glomerulonefritisa,
policisticke bolesti bubrega ili neke druge primarne bolesti, dolazi do daljnjeg propadanja
bubrezne funkcije neovisno o napredovanju ili aktivnosti osnovne bolesti. Tome doprinose
isti sekundarni Cimbenici kao S§to su intraglomerularna hipertenzija, glomerularna
hipoperfuzija, proteinurija, patoloSke promjene intersticija, nakupljanje fosfata, metaboli¢ka

acidoza, anemija i drugo. Kao posljedica konstrikcije eferentne arteriole dolazi do



intraglomerularne hipertenzije koja dovodi do osStecenja glomerula uslijed lucenja citokina i
endotelina koji, izmedu ostalog, poti¢u glomerulosklerozu i intersticijsku fibrozu. Proteinurija
ima Stetan uc¢inak na funkciju bubrega u smislu toksi¢nog ucinka na tubularne stanice zbog

reapsorpcije proteina te uslijed lu¢enja upalnih stanica i citokina. (10)

Simptomi kroni¢ne bubrezne bolesti javljaju se tek kada je oSteceno viSe od 80% bubrezne
funkcije. U prvom i drugom stadiju kroni¢ne bubrezne bolesti bolesnici obi¢no nemaju
simptoma, odnosno simptomi su vezani uz osnovnu bolest. Daljnjim pogor$anjem bubrezne
funkcije, u 3. stadiju bolesti (GFR < 60 ml/min/1,73m?), dolazi do zadrzavanja dusi¢nih tvari:
ureje, kreatinina i mokracne kiseline. Javlja se anemija, opé¢a slabost, nikturija zbog gubitka
funkcije koncentracije urina, poremecaj metabolizma kalcija i fosfora s posljedi¢nim
razvojem metabolicke bolesti kostiju, poremecéaj koncentracije elektrolita (natrij, kalij)
odnosno acidobazne ravnoteze. Cetvrti i peti stadij kroni¢ne bubrezne bolesti (GFR < 30
ml/min/1,73m2) karakterizira uznapredovala bubreZzna insuficijencija koja se jo$ naziva
uremija. Dolazi do pogorSanja anemije, hipertenzije, poremecéaja koncentracije elektrolita i
acidobazne ravnoteze, uz potrebu nadomjesnog bubreznog lijeenja (GFR<I15

ml/min/1,73m2). (1,3)

Bolesnici su najéesée bez simptoma sve dok vrijednost glomerularne filtracije ne padne ispod
25 ml/min. Kroni¢no bubreZzno zatajivanje prate brojne komplikacije u vidu anemije,
metaboli¢kih ~ poremecaja, napredovanja ateroskleroze, pothranjenosti, dislipidemije,

gastrointestinalnih i neuroloskih poremecaja. (1,3)

Anemija se javlja gotovo uvijek kad klirens kreatinina padne ispod 30 ml/min. Koncentracija
hemoglobina je snizena te se uobicajeno krece od 6-8 g/dL. Nedostatno je stvaranje
eritropoetina, zivotni vijek eritrocita se skracuje sa 120 na 80 dana, kao i zivotni vijek drugih
stanica. Dodatni ¢imbenici ukljucuju gubitak krvi kroz gastrointestinalni trakt, hemodiluciju
te supresiju kostane srzi zbog uremije i uestalih infekcija. (1) Cak i uz transfuziju, tesko je
odrzati koncentraciju hemoglobina vec¢u od 9 g/dL. Primjenom eritropoetina anemija se
djelomi¢no ispravlja. Kao odgovor na smanjeni kapacitet prijenosa kisika, povisuju se i
vrijednosti 2,3 difosfoglicerata, enzima koji pospjeSuje otpustanje kisika s hemoglobina. Kod
bolesnika sa zavr$snim stadijem KBB osStecena je i funkcija leukocita i trombocita, $to se
klinicki manifestira kao produljeno vrijeme krvarenja i povecana osjetljivost na infekcije.
Vecina bolesnika ima sniZzenu aktivnost trombocitnog ¢imbenika III, kao 1 smanjenu

agregaciju trombocita. (1,3)



Zbog smanjenog kapaciteta za prijenos kisika, povecava se minutni volumen srca kako bi se
odrzala doprema kisika u tkiva. Retencija natrija te poremecaj u sustavu renin-angiotenzin
dovode do porasta sistemskog tlaka. Hipertrofija lijevog ventrikula uobicajeni je nalaz kod
bolesnika sa zavrsnim stadijem KBB (ZSKBB), kao i ubrzani razvoj periferne vaskularne
bolesti odnosno koronarne bolesti. Bolesnici sa ZSKBB ubrzano gube tkivne proteine i
razvijaju hipoalbuminemiju i protinsko-energetsku pothranjenost. (1,3)

Metabolicki  poremecaji  uklju¢uju  hiperkalemiju, hiperfosfatemiju, hipokalcemiju,
hipermagnezemiju, hiperuricemiju te hipoalbuminemiju. Retencija vode 1 natrija moze dovesti
do pogorSanja hiponatrijemije 1 optereCenja izvanstanicnog prostora tekucinom.
Hiperkalemija je najsmrtonosnija komplikacija zbog posljedi¢nih kardijalnih komplikacija.
(1) Hiperfosfatemija je posljedica smanjenog izlu¢ivanja fosfata u KBB. Nakupljeni fosfati
stimuliraju sintezu paratirecoidnog hormona uz istodobno vezanje s kalcijem ¢ime smanjuju
koncentraciju ioniziranog kalcija. Nastala hipokalcemija dodatno potie sintezu i lucenje
paratireoidnog hormona. Sekundarni hiperparatireoidizam, smanjena razina vitamina D,
metabolicka acidoza te gubitak kalcija putem crijeva mogu dovesti do bubrezne
osteodistrofije uz pojavu patoloskih fraktura i izvankostanih kalcifikacija od kojih su klinicki

najznacajnije vaskularne kalcifikacije zbog povecenja smrtnosti od sréanozilnih bolesti.(10)

Intolerancija glukoze karakteristicna je za ZSKBB i smatra se posljedicom periferne
rezistencije na inzulin, te stoga takvi bolesnici lose podnose veliko opterecenje glukozom.
Poremec¢aj u metabolizmu lipida dovodi do hipertrigliceridemije 1 vjerojatno doprinosi

ubrzanoj aterosklerozi kod bolesnika sa ZSKBB. (1,3)

Zavrsni stadij kroni¢ne bubreZne bolesti obiljezen je razlicitim prokoagulantnim odstupanjima
koja dovode do razvoja tromboembolijskih komplikacija uz istodobno poremecenu funkciju

trombocita s posljedi¢nim porastom rizika za nastanak krvarenja. (1,3)

1.2.4 Dijagnostika

Za dijagnozu kroni¢ne bubrezne bolesti vazni su anamnesticki podaci o postojanju simptoma
u smislu opce slabosti, malaksalosti, poliurije, nikturije i zedi dulje od 3 - 6 mjeseci,
postojanje bolesti koje mogu dovesti do kroni¢ne bubrezne bolesti te podaci o prethodnim
bolestima bubrega kao i uzimanju nefrotoksi¢nih lijekova. Uz to zabiljezena anemija i

hiperfosfatemija uz hipokalcemiju u laboratorijskim nalazima mogu upucéivati na kroni¢nu



bubreznu bolest. Potrebno je detaljnim klinickim pregledom i obradom utvrditi postoje li
drugi klini¢ki pokazatelji koji mogu ukazivati na KBB u smislu hipertenzije, promjena na
kozi, edema, periferne neuropatije, osteodistrofije i drugo. Ultrazvuc¢nom ili radioloSkom
pretragom moze se utvrditi veli¢ina bubrega te postojanje policistoze ili hidronefroze bubrega.

Znatno smanjenje oba bubrega ukazuje na mogucu kroni¢nu bubreznu bolest. (10)

Veli¢ina glomerularne filtracije u klinickoj praksi temelji se na mjerenju koncentracije
kreatinina u serumu ili plazmi, te odredivanju vrijednosti klirensa kreatinina. (4,11,12)
Kreatinin je razgradni produkt kreatin-fosfata iz skeletnih miSi¢a koji nastaje spontanom
neezinmskom dehidracijom. (12) Brzina stvaranja kreatinina ovisi o ukupnoj misi¢noj masi i
tjelesnoj tezini, tako da je koli¢ina kreatinina koja se stvara svakog dana relativno stalna. (4)
Dob i spol imaju veliki utjecaj na brzinu stvaranja kreatinina zbog utjecaja udjela miSi¢ne
mase, zbog toga, uz istu veli¢inu glomerularne filtracije, muskarci imaju vecu koncentraciju
kreatinina u plazmi od Zena, a mlade osobe vecu koncentraciju kreatinina od starijih. Utjecaj
na koli¢inu kreatinina u tijelu, odnosno na koli¢inu kreatinina koji se izlu¢i urinom, ima i

unos odredenih vrsta hrane koje sadrze kreatin i proteine. (11).

Klirens kreatinina moZze se mjeriti sakupljanjem 24-satnog urina u kojem se odreduje koli¢ina
izluCenog kreatinina. Druga je mogucnost izraCunavanje klirensa na osnovi vrijednosti
serumske koncentracije kreatinina prema razli¢itim formulama kao $to su Cockroft-Gaultovoj
formula, MDRD formula (Modification of Diet in Renal Disease) te CKD-EPI formula
(Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) (3).

Cockroft-Gaultovoj formula dobro pokazuje koliko klirens kreatinina ovisi o dobi:
Klirens kreatinina (ml/min) = (140-dob(god.)) x TT (kg)/kreatinin u plazmi (mg/dL) x72

Za izraCunavanje glomerularne filtracije iz serumskog kreatinina u odraslih najcesce se koriste
formule MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) i CKD-EPI formula (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) koje glase:

MDRD (Modification of Diet in Renal Disease):

Glomerularna filtracija (ml/min/1, 73m2) = 186 x (kreatinin u serumu, mg/dl) - 1> x (dob,
godine) ~%2%% x (0,742 za zenski spol) x (1,212 za crnce).
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CKD-EPI formula (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration):Glomerularna
filtracija (ml/min/1,73m2) = 141 x min (kreatinin u serumu< /k, 1)* x max(kreatinin u serumu
I, 1)12% x 0.993%P x 1,018 [za zene] x 1.159 [za crnce]

u kojoj je:

K iznosi 61.9 za zene, i 79.6 muskarce,

a iznosi -0.329 za zene i -0.411 za muskarce,

min oznacava najmanju vrijednost kreatinina u serumu /x ili 1,
a max oznacava najvisu vrijednost kreatinina u serumu /x or 1.

Ove formule ne sadrze tjelesnu masu kao varijablu jer su standarizirane na povrsinu tijela
(eng. standard body surface area; BSA) koja iznosi 1,73m? , §to je vrijednost koja je

prihvacena kao prosjec¢na vrijednost povrsine tijela u odraslih osoba. (14,15)

Od laboratorijskih parametara biljeze se povecane vrijednosti serumske koncentracije ureje i
kreatinina, fosfata, mokra¢ne kiseline i kalija, te hipokalcemija, metabolicka acidoza, anemija,
produljeno vrijeme krvarenja kao i sniZzena adhezivnost trombocita. Albuminurija je
posljedica povecane propusnosti glomerularnih kapilara 1 rani znak oSte¢enja bubrezne
funkcije. Dostupne su brojne metode za odredivanje albuminurije, no najceS¢e se koristi
omjer albumina/kreatinina odreden u ,spot“ uzroku urina. PoviSenim se smatra omjer

albumina/kreatinina > 30mg/g. (16,17,18)

LijeCenjem se moze usporiti daljnje napredovanje kroni¢ne bubrezne bolesti, a podrazumijeva
lijeCenje sustavne 1 intraglomerularne hipertenzije, smanjenje proteinurije ACE inhibitorima
odnosno inhibitorima receptora angiotenzina Il kao i smanjenim unosom proteina hranom, te

lijeCenje anemije, hiperlipoproteinemije i metabolicke acidoze. (10,19)

1.3 NadomjeStanje bubrezne funkcije

Zavrsni stadij kroni¢ne bubrezne bolest lijeCi se nadomjeStanjem bubrezne funkcije

hemodijalizom, peritonejskom dijalizom ili transplantacijom bubrega.
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1.3.1 Hemodijaliza

Hemodijalizom se iz krvi odstranjuju razgradni proizvodi metabolizma, te visak vode i
elektrolita kod bolesnika u ZSKBB. Provodi se uspostavom izvantjelesnog krvotoka kroz
umjetni bubreg (dijalizator) uz pomo¢ krvne pumpe. Temeljni fizikalni proces hemodijalize je
difuzija — kretanje molekula iz otopine s vefom koncentracijom kroz polupropusnu
membranu u otopinu u kojoj se nalaze u manjoj koncentraciji, uz preduvjet da molekule mogu
proci kroz pore u membrani. Ovisi, izmedu ostalog, 0 koncentracijskom gradijentu tvari s obje
strane polupropusne membrane, veli¢ini molekula u odnosu na membranske pore, brzini
kretanja molekula odnosno brzini protoka krvi i dijalizata, te gradi membrane dijalizatora.
Krv se iz cirkulacije odvodi krvnim linijama kroz dijalizator te se potom vraca u cirkulaciju.
Potrebno je uspostaviti krvozilni pristup kojim ¢e osigurati protok od 200 — 400 ml krvi u
minuti. Kod kroni¢nih bolesnika koristi se trajni krvozilni pristup u vidu arteriovenske fistule
koja podrazumijeva spoj arterije i vene na podlaktici, odnosno centralni venski kateter kada
nije moguce Kkonstruirati arteriovensku fistuliu. Kapilare dijalizatora gradene su od
polupropusne membrane, ¢ija grada 1 debljina uvjetuju njezinu sposobnost popustanja otopina
i vode. Za provodenje hemodijalize potreban je koncentrat za dijalizu te voda ocisé¢ena od
suvisnih elektrolita, organskih tvari i endotoksina. Koncentrat za hemodijalizu sadrzi otopinu
bikarbonata i elektrolita, te se u aparatu za hemodijalizu mijesa S prethodno ocis¢enom
vodom, kako bi se dobila dijalizna otopina zeljene koncentracije. Suvremeni centri za dijalizu
imaju postrojenja za centralnu primjenu ultracistog dijalizata koji se potom razvodi sustavom
crpki do svakog pojedinog aparata za dijalizu. Dijalizna otopina po sastavu je sli¢na plazmi,
no koncentracija pojedinih sastojaka je niza, dok neke tvari niti ne sadrzi. Dijalizator se sastoji
od 2 odjeljka s tekuc¢inom koji su gradeni od kapilarnih cijevi ili ploca s polupropusnim
membranama. Krv u prvom odjeljku proti¢e duz jedne strane polupropusne membrane, dok
dijalizna otopina tece duz druge strane membrane u suprotnom smjeru, u odvojenom odjeljku.
Odjeljak s dijalizatom nalazi se pod negativnim tlakom u odnosu na odjeljak krvi i veéeg je
osmolaliteta kako bi se onemogucila filtraciju dijalizata u krvotok i uklonio visak tekuéine iz
pacijenta. Prolaskom krvi kroz dijalizator uklanjaju se tvari, koje mogu proc¢i kroz pore
polupropusne membrane iz plazme u otopinu za dijalizu, procesom difuzije. Kako bi se
sprijec¢ilo zgruSavanje krvi u izvantjelesnom optoku tijekom hemodijalize, provodi se
heparinizacija. Kroni¢ni program hemodijalize prosjenog je trajanja Cetiri sata, tri puta

tjedno. (10,20)
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1.3.2 Peritonejska dijaliza

Peritonejska dijaliza je metoda nadomjestanja bubrezne funkcije koja koristi peritoneum kao
prirodnu polupropusnu membranu za izmjenu tvari. Peritoneum prekriva organe u trbusnoj
Supljini i predstavlja bioloSku membranu kroz ¢ije pore mogu proé¢i molekule molekularne
mase do 100 000 daltona iz krvnih kapila u trbusnu Supljinu i obratno ovisno o
koncentracijskom gradijentu. Sadrzi brojne nabore te je stoga velike povrsine kroz koju se

moze odvijati izmjena tvari.

Postupak podrazumijeva postavljanje peritonejskog katetera u trbusnu Supljinu. Kroz kateter
se u peritonealnu Supljinu ulijeva otopina za peritonejsku dijalizu koja sadrzi elektrolite i
glukozu. Razgradne tvari metabolizma i elektroliti koje je potrebno ukloniti iz organizma
prelaze iz krvi u dijalizat procesom difuzije niz koncentracijski gradijent, dok se
odstranjivanje viska vode iz organizma odvija procesom osmoze ovisno o koncentraciji
osmotski aktivne tvari u dijalizatu. Peritonejska dijaliza je manje fizioloSki stresna od
hemodijalize, ne zahtijeva vaskularni pristup i moze se provoditi u kué¢nim uvjetima, te time
bolesnicima omogucuje mnogo veéu fleksibilnost. Peritonejska dijaliza moze se provoditi
ruéno ili uz pomo¢ aparata. Kontinuirana ambulantna peritonejska dijaliza (CAPD)
podrazumijeva izmjenu otopina za dijalizu u trbu$noj Supljini 3-4 puta dnevno uz pomoc¢ sile
teze, dok se automatizirana peritonejska dijaliza (APD) provodi uz pomo¢ aparata, najcesce
tijekom noéi. Peritonejska dijaliza zahtjeva vecu ukljucenost bolesnika nego pri postupku
hemodijalize te pridrzavanje sterilnih tehnika. Pri odabiru bolesnika za peritonejsku dijalizu
vazna je motiviranost za samostalno provodenje postupka, te uz to ne smiju imati priraslice u
trbusnoj Supljini kao posljedicu prethodnih kriruskih zahvata, kao niti upalne ili maligne
bolesti crijeva. U relativne kontraindikacije spadaju trbuSne kile, psiholoSki problemi i
socijalne prilike bolesnika, progresivne neuroloske bolesti, bolesti kretanja 1 artritisi, kroni¢na
opstruktivna bolest pluca te divertikuloza debelog crijeva. Medu najces¢e komplikacije

peritonejske dijalize spada peritonitis. (10,20)

1.3.3 Transplantacija bubrega

Transplantacija je metoda izbora u lijeCenju bolesnika sa ZSKBB. Karakterizirana je boljim
preZivljavanjem bolesnika, boljom kvalitetom zivota te uStedom za drustvo u cjelini.

Zahtijeva dozivotno uzimanje imunosupresivne terapije uz redovite kontrole. (10)
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Uspjesnost transplantacije uvelike ovisi o dobroj procjeni i odabiru primatelja. Apsolutne
kontraindikacije za transplantaciju bubrega u primatelja ukljucuju kontraindikacije za opéu
anesteziju ili kirurSki zahtvat, odbijanje transplantacije od strane primatelja, aktivne infekcije,
pridruzene bolesti u smislu metastatske zlo¢udne bolesti, kardijalne dekompenzacije, kroni¢ne
respiratorne insuficijencije te uznapredovale koronarne ili cerebrovaskularne bolesti. U
relativne kontraindikacije spadaju aktivni virusni hepatitis, neregulirana hipertenzija, psihicke
bolesti u smislu psihoze, alkoholizma ili narkomanije kao i mentalna retardacija, te veci
perikardijalni ili pleuralni izljevi odnosno ascites. Prije ukljucivanja potencijalnog primatelja
na listu ¢ekanja za transplantaciju s umrlog darovatelja odnosno prije transplantacije sa zivog

darovatelja, potrebno je izlijeciti postojece pridruzene bolesti ili zarista. (10,21)

Transplantacija bubrega moze biti sa zivog, srodnog ili nesrodnog darovatelja, odnosno s
umrle osobe. Zivi darovatelj mora biti psihicki i tjelesno zdrav, te se najéedée iskljuéuju
darovatelji stariji od 70 godina kao i oni sa sistemskim bolestima koje ukljucuju zlo¢udne
bolesti, tezu hipertenziju, nekontrolirane infekcije, pozitivne markere na hepatitis B, C i HIV,
Se¢ernu bolesti ili bolesti vezivnog tkiva te prethodnu bubreznu bolest ili zatajenje bubrega,
kao i psihicku nespremnost. Transplantacije sa zivog darovatelja, srodnog ili nesrodnog,
obuhvaéaju 10-50% transplantacija bubrega ovisno o razvijenosti programa transplantacije s

umrlih darovatelja u nekoj zemlji. (10,21)

Vise od polovice doniranih bubrega potice od prethodno zdravih osoba kod kojih je utvrdena
mozdana smrt. Oko tre¢ine bubrega dolazi od grani¢nih ili marginalnih darovatelja. (21)
Razlog tome je nedovoljan broj organa dostupnih za transplantaciju $to je dovelo do odabira
darovatelja prema proSirenim kriterijima. Takvi organi mogu biti transplantirani, no zbog
visoke dobi darovatelja ili drugih klinickih karakteristika moze se ocekivati povecani rizik
losije funkcije i kradeg prezivljenja transplantiranog bubrega. (22) ProSirenim kriterijima
smatra se dob darovatelja veca od 60 godina ili veca od 50 godina uz prisutne dvije od
slijede¢ih karakteristika: arterijska hipertenzija, mozdani udar kao uzrok smrti, te serumski
kreatinin ve¢i od 1,5 mg/dl (137 pmol/L). (21) Za §to bolju procjenu bubrega kod grani¢nog
darovatelja potrebno je uciniti biopsiju bubrega i patohistolosku analizu. Analizira se stupanj
glomeruloskleroze, intersticijske fibroze, atrofije tubula te promjene na krvnim zilama. Cilj je
izbje¢i transplantaciju organa kod kojeg se moze ocekivati losa i nedovoljna funkcija ili

donijeti odluku o transplantaciji oba bubrega jednom primatelju. (10)
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S kirursSke strane vaznu ulogu ima poznavanje uzroka koji je doveo do zatajenja bubrezne
funkcije, kako bi se utvrdile potrebne pretrage za procjenu klinickog stanja primatelja. Vazno
je procijeniti stanje krvozilnog sustava (ubrzana ateroskleroza; trombozirane krvne Zzile), uzeti
u obzir anamnezu ranije preboljele zlocudne bolesti, pretilost, postojece vaskularne pristupe

za dijalizu, ranije zahvate u maloj zdjelici i drugo. (23)

Bubreg se najces¢e kirurSskim putem transplantira u zdjelicu ekstraperitonealno, dok se
renalna arterija i vena anastomoziraju na vanjsku ilija¢nu arteriju, odnosno venu. Ukoliko su
anatomski uvjeti takvi da stavljanje bubrega u zdjelicu nije mogucée, moze se uciniti i
ortotopi¢na transplantacija. Vadenje bubrega primatelja obi¢no nije potrebno osim ako se radi
o infekciji. UobicCajeno je stavljanje desnog bubrega lijevo i obratno jer se tako, zbog
anatomskih obiljezja (pijelon smjesten sprijeda), uroloske komplikacije lakSe mogu rijesiti

kirur$kim putem. (23)

Odbacivanje transplantata u roku od nekoliko sati nakon zahvata smatra se hiperakutnom
reakcijom odbacivanja. Nastaje zbog ranije stvorenih tkivnih aloantitijela na specifi¢ne
antigene darovatelja i ima za posljedicu gubitak transplantata. Akutna reakcija odbacivanja
moze se javiti u prvom tjednu nakon zahvata ili u bilo kojem trenutku nakon transplantacije.
Posredovana je antitijelima i stanicama, a dokazuje se biopsijom transplantiranog bubrega.
Lije¢i se visokim dozama steroida ili primjenom antitimocitnih globulina. Kroni¢nom
nefropatijom presatka smatra se postupan ispad funkcije transplantiranog bubrega koji se prati
tijekom duljeg vremenskog razdoblja. Podrazumijeva poremecenu bubreznu funkciju kroz
viSe mjeseci ili godina nakon uspje$ne transplantacije, dok ucinkovitog lijeCenja nema.
Dijagnoza se postavlja biopsijom bubrega nakon §to su isklju¢ene druge bolesti koje mogu

uzrokovati gubitak funkcije. (10)

1.3.4 Komplikacije

Komplikacije nakon transplantacije bubrega mogu se podijeliti na kirurske komplikacije i

komplikacije kao posljedica imunosupresijske terapije. (10,23)

Kirurske komplikacije ukljuc¢uju vaskularne i uroloske komplikacije, dok se u komplikacije
dugotrajne imunosupresijske terapije ubrajaju infekcije, malignomi, dislipidemije,

osteopenija, bolesti jetre i hipertenzija.(10,23)
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Vaskularne komplikacije ukljuuju krvarenje, trombozu renalne arterije i vene, stenozu

renalne arterije, limfokelu te arterijsko-vensku fistulu i pseudoaneurizmu. (10,23)

Krvarenje se kao komplikacija obi¢no javlja u ranom postoperativnom razdoblju. Ponovna
kirurSka intervencija potrebna je ako krvarenje svojom veli¢inom ili polozajem ugrozava

transplantirani bubreg odnosno bolesnika. (23)

Tromboza renalne arterije ili vene je rijetka komplikacija zbog koje najcesce dolazi do
gubitka presatka u ranom postoperativnom razdoblju. U klini¢koj slici biljezi se nagli prekid
mokrenja, odnosno kod tromboze vene bolnost presadenog bubrega. LijeCi se hitnim

kirurs§kim zahvatom, na¢e$¢e uz odstranjenje transplantiranog bubrega. (23)

Stenoza bubrezne arterije najcescée se javlja od 3 mjeseca do 2 godine nakon transplantacije.
Cest je uzrok posttransplantacijske hipertenzije, a moze biti i uzrok slabljenja funkcije
presatka. Stenoza moze nastati u podrucju anastomoze, kao i proksimalno ili distalno od nje.
Lije¢i se endovaskularnom odnosno kirurS§kom intervencijom. Uroloske komplikacije
podrazumijevaju opstrukciju u bilo kojem dijelu kanalnog sustava transplantiranog bubrega te
curenje urina. Opstrukcija se naj€esce javlja unutar prva 3 mjeseca od operativnog zahvata i to

na mjestu anastomoze uretera i mokra¢nog mjehura. (23)

U ranom postoperativnom razdoblju prevladavaju bakterijske infekcije, dok su u kasnijem
razdoblju zastupljene pretezno virusne infekcije i to najce$ée citomegalovirusi, i Virusi
hepatitisa B i C, odnosno gljivicne infekcije. Imunosupresivna terapija povezana je i S

poveéanim rizikom pojave malignoma, posebice limfoma. (23).

1.3.5 Imunosupresivi

Imunosupresivi su lijekovi koji se koriste u suzbijanju odbacivanja transplantata. Njihovo
djelovanje, izmedu ostalog, obuhvaca inhibiciju stvaranja ili djelovanja IL-2 (ciklosporin,
takrolimus), inhibiciju ekspresije gena za citokine (Kkortikosteroidi), te inhibiciju sinteze
purina ili pirimidina (mikofenolat mofetil, azatioprin). (24) Primjenjuju se kao indukcijska
terapija u perioperativnom razdoblju nakon ¢ega se nastavlja trajna terapija odrzavanja. (23)
U pocetku je potrebna intenzivna imunosupresijska terapija kako bi se sprijecile epizode
akutnog odbacivanja, dok se kasnije imunosupresija odrzava na nizim vrijednostima u cilju

smanjenja rizika od infekcije i malignoma. U odabiru lijekova potrebno je uzeti u obzir
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procjenu imunoloskog rizika, popratne bolesti primatelja, u¢inkovitost i sigurnost terapije
kao 1 financijski ucinak. Imunosupresivna terapija ima kljuénu ulogu u uspjeSnosti
transplantacije. (23,25) Temeljna pretpostavka u primjeni imunosupresijske terapije je
koriStenje viSe lijekova s razli¢itim mehanizomom djelovanja. Kombiniranjem nekoliko
razli¢itih imunosupresijkih lijekova omogucéuje se djelovanje na vise klju¢nih koraka u
procesu replikacije T-stanica i to pri nizim dozama svakog pojedinac¢nog lijeka, ¢ime se
smanjuje toksi¢nost samih lijekova. Imunosupresijski protokoli razlikuju se izmedu pojedinih
transplantacijskih centara, no naj¢eS¢e ukljuuju inhibitor Kalcineurina uz jo$ jedan
imunosupresiv, s ili bez kortikosteroida. (26) U usporedbi s opom populacijom, bolesnici s
transplantiranim bubregom imaju veéu stopu smrtnosti. Novi imunosupresijski lijekovi
kratkotrajno su zna¢ajno produljili prezivljenje bolesnika i do 95 % u razdoblju od 1-2 godine
nakon transplantacije bubrega, no ti se u¢inci moraju potvrditi u dugoroénom praéenju.
Sréanozilne bolesti najces¢i su uzrok smrti u bolesnika s transplantiranim bubregom, i premda
se ne mogu izravno povezati sa srcanozilnim dogadajima, imunosupresivi imaju razlicite
ucinke na tradicionalne ¢imbenike rizika. Kortikosteroidi i ciklopsorin su lijekovi s najja¢im
negativnim uc¢inkom na povecanje tjelesne tezine, tlaka i lipida. Takrolimus povecava rizik
novonastalog dijabetes melitusa, dok sirolimus i everolimus imaju najve¢i ucinak na
hiperlipidemiju u poslijetransplantacijskom razdoblju. Prilagodba imunosupresijske terapije
moze poboljsati kardiovaskularni profil bolesnika, no mali je broj dokaza koji se mogu
povezati S korisnim udincima promjene imunosupresijske terapije na pojavu sréanozilnih

bolesti. (27)

S indukcijskom terapijom zapocinje se u perioperativnom razdoblju tj. neposredno prije ili
tijekom transplantacije te nastavlja u prvom postoperacijskom tjednu. Podrazumijeva
primjenu monoklonalnih ili poliklonalnih protutijela s ciljem jaceg imunosupresijskog
djelovanja odnosno smanjenja stope akutnih odbacivanja. U poliklonalna protutijela ubrajamo
ATG i timoglobulin, te ATGAM. Imaju dug poluvijek zivota od nekoliko tjedana,
primjenjuju se putem centralnog venskog katetera tijekom najmanje 6 sati uz premedikaciju
kortikosteroidima, paracetamolom i antihistaminikom te uz obaveznu profilaksu CMV, oralne
kandidijaze i Pneumocystis jirovecii infekcije. Poliklonalna protutijela primjenjuju se kod
bolesnika s visokim imunoloskim rizikom. Monoklonalna protutijela dijele se na deplecijska i
nedeplecijska. Deplecijska monoklonalna protutijela obuhvacaju alemtuzumab i OKTS3.
Alemtuzumab se ne preporucuje za rutinsku klinicku primjenu, dok se OKT 3 primjenjuje

rijetko zbog toksicnosti i visoke cijene, te se vise ne proizvodi. Nedeplecijska monoklonalna
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protutijela ukljucuju baziliksimab i daklizumab. Baziliksimab se primjenjuje na dan zahvata i
Cetvrti posttransplantacijski dan u dozi do 20 mg dva puta dnevno. Primjena lijeka nije
povezana sa znacajnijim nuspojavama, te je nakon 6 mjeseci zabiljezen znacajno manji broj
odbacivanja dokazanih biopsijom. Proizvodnja daklizumaba je obustavljena zbog interesa

farmaceutske kompanije u drugim podruc¢jima medicine. (23)

Terapija odrzavanja sastoji se najcesce od kortikosteroida u niskim dozama u kombinaciji s
dva od slijedec¢ih lijekova: inhibitor kalcineurina (ciklosporin ili takrolimus), mikofenolat
mofetil, ili mTOR inhibitor (sirolimus ili everolimus). Postoje razli¢iti imunosupresijski
protokoli. (23,25)

Kortikosteroidi (glukokortikoidi) se koriste u prevenciji i lije¢enju odbacivanja transplantata
od ranih 1960-tih. Imaju visestruke ucinke S§to ukljucuje protuupalno i imunosupresijsko
djelovanje. 1! (Zhang, Open Journal od clinical transplantation, 2013.) Nakon ulaska u stanicu,
vezu se za citoplazmatske receptore i stvaraju komplekse koji se potom pomicu u stani¢nu
jezgru i vezu za odgovarajuée elemente DNA. Rezultat je prevencija ili indukcija transkripcije
odredenih gena. 1 (Rang: Farmakologija, 2003.) Dolazi do inhibicije stvaranja razli¢itih
citokina (IL-1, 2, 3, 6, TNF-a, gamma-interferon) (25). Osim inhibicije stvaranja citokina i
imunomodulatora, kortikosteroidi djeluju na stabilizaciju lizosomske membrane, uzrokuju

otezanu migraciju leukocita i dovode do smanjenja broja imunosnih stanica. (23).

Postoji viSe kortikosteroidnih lijekova koji se medusobno razlikuju u nac¢inu primjene, duljini
djelovanja, doziranju, jacini protuupalnog ucinka i drugo. Hidrokortizon je lijek izbora u
supstitucijskoj terapiji, dok se u ostalim indikacijama primjenjuju drugi preparati koji imaju
minimalno mineralokortikoidno djelovanje ili ga uopée nemaju. U primjeni su prednison
(Decortin), metilprednisolon (Medrol, SoluMedrol) i deksametazon. Njihov ekvivalent doza
iznosi kako slijedi: prednison/prednisolon 5 mg, metilprednisolon 4 mg i deksametason 0,75
mg. Prednizon je inaktivan oblik lijeka sve dok se u organizmu ne prevede u prednisolon.(24).
Srednjedugog su djelovanja, poluvijek u plazmi je oko 60 minuta za prednison i 200 minuta

za prednisolon, metaboliziraju se u jetri i izlu¢uju urinom. (23)

Visoke doze glukokortikoida mogu se dati u perioperativnom razdoblju kao indukcijska
terapija (metil-prednisolon 250 to 500 mg iv.), nakon ¢ega se nastavlja imunosupresijska
terapija oralnim prednisonom (30 to 60 mg/dan). Lijek se titrira u razdoblju od 1 do 3 mjeseca
dok se ne postigne doza odrzavanja od 5-10 mg/dan. ' (25) Kortikosteroidi u visokim

dozama (pulsne doze) ¢ine i prvu liniju terapije kod akutnog odbacivanja transplantata. (23)
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Nuspojave kortikosteroida ukljuéuju poveéanje tjelesne mase, kataraktu, osteoporozu,

prijelome, asepti¢ku nekrozu, intoleranciju glukoze, hiperlipidemiju te hipertenziju. (25)
Mikofenolat

Mikofenolat inhibira sintezu purina te posljedi¢no smanjuje proliferaciju T i B limfocita.
Ucinak je vezan uz inhibiciju enzima inozin monofosfat dehidrogenaze koji sudjeluje u sintezi
purina. Ostala djelovanja ukljuuju apoptozu aktiviranih limfocita T te inhibiciju proizvodnje
protutijela od aktiviranih limfocita B. Kako proliferacija limfocita T i B ovisi o sintezi
purina, za razliku od drugih stanica koje mogu Koristit i alternativne puteve, mikofenolat
mofetil ima ja¢i citotoksi¢ni u¢inak na limfocite nego na druge stanice. (CellCept SmPC;
EMA; www.ema.europa.eu). Postoje dva oblika mikofenolata i to: mikofenolat mofetil i
mikofenolat natrij. Mikofenolat mofetil se dobro resorbira nakon peroralne primjene. Aktivni
metabolit je mikofenolna kiselina. Uobicajeno se primjenjuje u dozi od 2 g/dan, no mogu se
dati i vise doze (do 3 g/dan) uz vec¢u mogucnost nuspojava. Nuspojave mikofenolata ukljucuju
gastrointestinalne nuspojave u smislu proljeva, gréeva, mucnine i povracanja koje su
klasificirane kao vrlo Ceste (28), i ne zahtijevaju prekid terapije. Primjena je povezana s ve¢im
rizikom oportunistickih infekcija, te s pojavom citopenije i to anemije, leukopenije i

trombocitopenije. Zabiljezen je i teratogeni u¢inak mikofenolata. (23,25)
Azatioprin

Azatioprin je od ranih 1960.-tih u primjeni kao imunosupresivni lijek. Interferira sa sintezom
DNA odnosno purinskih nukleotida §to ima za posljedicu inhibiciju proliferacije limfocita.
Osim toga dovodi do apoptoze aktiviranih limfocita T. Uobi¢ajeno doziranje je 1,5-2 mg/kg
jednom dnevno. NajceS¢e nuspojave ukljuCuju depresiju koStane srzi: leukopeniju i
trombocitopeniju, gastrointestinalne smetnje u vidu muénine i povracanja, pankreatitis i
porast jetrenih enzima, te povecanu sklonost infekcijama uz moc¢i ucinak i na pojavu
malignoma. Mikofenolat je u velikoj mjeri zamijenio azatioprin u terapijskim protokolima.
(23,25)

Inhibitori kalcineurina: ciklosporin i takrolimus

U inhibitore kalcineurina ubrajamo ciklosporin i takrolimus. Struktruno su razli¢iti, no imaju
slitan mehanizam djelovanja. Cine temelj suvremene imunosupresijske terapije. Ciklosporin
je uveden u klinicku primjenu od 1978. godine kod primatelja solidnih organa, ¢ime je

znacajno smanjena ucestalost ranog odbacivanja i poboljSano rano prezivljenje presatka. Radi
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se o malom ciklickom peptidu koji slobodno prolazi kroz staniénu membranu. Veze se za
intracelularni protein ciklofilin 1 nastaje kompleks koji inhibira kalcineurin fosfatazu
sprjeCavajuéi stvaranje citokina (IL-2). Ciklosporin se moze primijeniti intravenski ili
peroralno. Intravenskim putem primjenjuje se prvih nekoliko dana nakon transplantacije i to u
dozi od 3 mg na kilogram tjelesne tezine infuzijom tijekom 12-24 sata. Potrebno je $to prije
zapoceti s peroralnom primjenom s pocetnom dozom od 5-8 mg/kg podijeljeno u dvije
dnevne doze. Lijek se u obliku mikroemulzije mije$a s vodom te ima bolju bioraspolozivost
nakon oralne primjene, no apsorpcija je varijabilna. (25) Kako se radi o lijeku uske terapijske
Sirine, zbog prilagodavanja doze, potrebno je redovito pratiti koncentraciju lijeka u krvi i
provoditi klini¢ki nadzor prac¢enja nuspojava. Mjeri se koncentracija ciklopsorina u krvi 2 sata
nakon primjene (tzv. C2 koncentracija) ili ¢e$c¢e, CO (prije uzimanja lijeka). Ciljne vrijednosti
razine ciklosporina u Kkrvi ovise o vremenu nakon transplantacije i imunosupresijskom
protokolu. Uobic¢ajene ciljne vrijednosti tijekom prvog i drugog mjeseca nakon transplantacije
iznose 200-300 ng/mL. U razdoblju od 2. - 6. mjeseca ciljne vrijednosti iznose 150-200
ng/mL, dok se u kasnijem razdoblju od 6. do 12. mjeseca smanjuju na vrijednosti od 100 —
200 ng/mL. Nakon vise od 12 mjeseci nakon transplantacije ciljne vrijednosti ciklosporina u
krvi iznose 80-150 ng/mL. Nuspjave ciklosporina ukljuuju akutnu i kroni¢nu
nefrotoksi¢nost, poremecaj elektrolita (hiperkalijemiju, hipomagnezemiju, hiperuricemiju),
tromboticku mikorangiopatiju, hipertenziju, neurotoksi¢nost (tremor, nesanica, glavobolja),
hipertrofija gingive, dijabetes nakon transplantacije, hiperlipidemija, sklonost zlo¢udnim

bolestima, hirzutizam i ostalo. (23,25,29)

Takrolimus je odobren za primjenu u transplantaciji bubrega od 1997. godine. (25) Njegova
primjena sve je vise rasla te je sada osnovni lijek suvremenih imunosupresijskih protokola.
Veze se za citoplazmatski FK vezni protein (FKBP; od engl. FK binding protein) stvarajuci
kompleks koji inhibira kalcineurin fosfatazu snaznije od cikloporina i time sprjecava stvaranje
citokina (IL-2). Uz to inhibira aktivaciju limfocita T. Kao i ciklosporin, takrolimus ima usku
terapijsku Sirinu Sto zahtijeva redovito prac¢enje koncentracije lijeka u krvi. Pocetna doza
iznosi 0,07 do 0,1 mg/kg tjelesne tezine podijeljeno u dvije doze. Postoji i pripravak s
produljenim osolobadanjem koji omogucuje primjenu u jednoj dnevnoj dozi. Ciljne
vrijednosti koncentracije u prvih 6 mjeseci naj¢esée se drze od 8-12 ng/mL, od 6. do 12.
mjeseca u razini od 6-10 ng/mL, a nakon viSe od 12 mjeseci od transplantacije 5-8 ng/mL.
Nuspojave takrolimusa slicne su onima kod ciklosporina vezano uz akutnu i kroni¢nu

nefrotoksi¢nost, tromboticku mikroangiopatiju i poremecaj elektrolita, no takrolimus prati
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manja ucestalost hipertenzije, hiperlipidemije, kozmetskih promjena koze i hipertrofija
gingive. Ucestalija je pojava neurotoksi¢nosti i novonastalog dijabetesa nakon transplantacije

(NODAT). (23,25,29)
MTOR inhibitori: sirolimus i everolimus

Sirolimus je odobren za primjenu u transplantaciji bubrega od 1999. godine. (25) Radi se o
makrolidnom antibiotiku koji nastaje fermentacijom bakterije Streptomyces hygroscopicus.
Djeluje na T limfocite sprjecavajuéi njihovu proliferaciju. mTOR kompleks je proteinaza koja
ima klju¢nu ulogu u signalnoj regulaciji unutarstani¢nog ciklusa tako da djeluje kao nosac
drugih proteinskih molekula. Uklju¢en je u ciklus stani¢nog rasta, proizvodnju stani¢nih
proteina te regulaciju stanicne morfologije i citoskeleta. Nakon ulaska u stanicu mTOR
inhibitor se veze za citoplazmatski protein iz grupe imunofilina. Nastali kompleks inhibira
TORCI1 i time dolazi do blokade stani¢nog metabolizma, rasta i proliferacije. Druga
djelovanja mTOR inhibitora uklju¢uju smanjivanje migracijske sposobnosti neutrofila,
kocenje umnozavanja fibroblasta i glatkih misi¢nih stanica, te antitumorski uéinak. Sirolimus
dolazi u obliku tableta ili oralne suspenzije. Vrsne koncentracije postize za 1-2 sata, dok mu
vrijeme poluzivota iznosi 60 sati. Everolimus je derivat sirolimusa. Dolazi u obliku tableta,
vr$ne koncentracije postize za oko 3 sata, dok mu je vrijeme poluzivota 16-19 sati. Bolje je
topiv u vodi od sirolimusa zbog ¢ega mu je veca bioraspolozivost. Metaboliziraju se u jetri
putem jetrenih izoenzima citokroma. Postoji velika varijabilnost u farmakokinetici lijeka zbog
Cega je teSko prilagoditi individualnu terapijsku dozu potrebnu za postizanje
imunosupresijskog uc¢inka. Zabiljezena je i interakcija s inhibitorima kalcineurina zbog Cega
je potrebno prilagoditi dozu. Nuspojave mTOR inhibitora ukljucuju porast proteinurije,
pojavu osipa po Sakama i prstima ruku, kozne promjene nalik na akne te ulceracije na sluznici
usne Supljine, usporeno cijeljenje rana, hiperkolesterolemiju zbog interakcije s metabolizmom
lipida, te ceS¢e stvaranje limfokela. U najteze nuspojave spadaju pneumonitis i
trombocitopenija, leukopenija i anemija. Ne izazivaju nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost,
hiperplaziju desni niti rezistentnu hipertenziju. Veéina nuspojava ovisna je 0 koncentraciji
lijeka. Preporucuje se njihova primjena u terapiji odrzavanja kod bolesnika sa stabilnom
bubreznom funkcijom. (23,25,29) U novije se vrijeme koristi kombinacija mTOR inhibitora i
inhibitora kalcineurina od same transplantacije, ali uz nize ciljne koncentracije lijeka.
(23,25,29) Sirolimus i everolimus razvijeni su kako bi se primjenjivali uz ciklosporin, no
primjena u toj kombinaciji povecava nefrotoksi¢nost, ucestalost hemoliticko-uremijskog

sindroma te pojavu hipertenzije. Stoga je sirolimus primjenjivan u kombinaciji s
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takrolimusom, no kontrolirana klini¢ka ispitivanja pokazala su kako istodobna primjena
sirolimusa i takrolimusa dovodi do ¢es¢e disfunkcije bubrega i hipertenzije nego kombinacija
takrolimusa i mikofenolata. To ukazuje na Cinjenicu da sirolimus pojac¢ava nefrotoksi¢nost
takrolimusa. (29,30) Neka istrazivanja ukazuju na moguénost da sirolimus i everolimu imaju
zaStitni ucinak na arterije. ZabiljeZeno je kako prisutnost mTOR inhibitora u samom stentu
ima inhibicijski u¢inak na ponovnu stenozu, dok istodobna primjena mTOR inhibitora s
inhibitorima kalcineurina smanjuje ucestalost koronarne bolesti grafta nakon transplantacije
srca. (29, 31)

1.4 Bolesnici s transplantiranim bubregom i sréanoZilne bolesti

Sréanozilne bolesti vodeci su uzrok smrti u bolesnika s transplantiranim bubregom, stoga je
pozornost sve vise usmjerena na moguce dugorocno Stetne ucinke imunosupresivnih lijekova
koji se koriste u terapiji odbacivanja. Dobra kontrola rizicnih ¢imbenika za nastanak
sr€anozilnih bolesti od iznimne je vaznosti tijekom dugotrajnog lijecenja bolesnika S
transplantiranim bubregom. Optimiziranje imunosupresijske terapije podrazumijeva dobru

ravnotezu izmedu ucinkovitosti i sigurnosti dugotrajne primjene. (32)

Sr¢anozilne bolesti (CVD) ukljuuju  kongestivno sréano zatajenje, koronarnu bolest,
cerebrovaskularne, odnosno periferne vaskularne bolesti. Sréana smrt u bolesnika s
transplantiranim bubregom 1 do je 10 puta visa nego u op¢oj populaciji, dok je godiSnja stopa
smrtonosnih odnosno ne-smrtonosnih sré¢anozilnih dogadaja 50 puta visa nego u opcoj
populaciji. PoviSeni rizik za nastanka sranozilnih bolesti u bolesnika s transplaniranim
bubregom vjerojatno je posljedica medusobnog djelovanja bubrezne funkcije, dodatnih
sr¢anih ¢imbenika rizika 1 ucinka imunosupresivnih lijekova, posebice uzevsi u obzir
¢injenicu da je bubrezna funkcija u bolesnika s transplantiranim bubregom i nadalje sniZzena u
odnosu na normalnu populaciju. (32) Najces¢i uzroci sréane smrti ukljuCuju sréani zastoj
(45%), infarkt miokarda (31%) 1 aritmije (13%). Iznenadne sréane smrti ¢eS¢e su posljedica
aritmija, viSe nego sréanog infarkta zbog postojecih aterosklerotskih promjena na koronarnim
arterijjama, Sto ukazuje na cCinjenicu da cimbenici poput hipertenzije i dijabetesa samo

djelomi¢no doprinose pove¢anom riziku od sréanozilnih bolesti. (33)

Cerebrovaskularni dogadaji podrazumijevaju ishemijski 1 hemoragijski mozdani udar te

predstavljaju znacajan uzrok smrtnosti transplantiranih bolesnika od oko 4,5%. Najces¢i je
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uzrok smrti ishemijski mozdani udar (89%), dok se u ostale uzroke ubrajaju hemoragijski

mozdani udar i subarahnoidalna krvarenja. (33)

Cimbenici rizika za nastanak sréanozilnih bolesti kod bolesnika s transplantiranim bubregom
mogu se podijeliti u tradicionalne 1 netradicionalne rizicne c¢imbenike. Tradicionalni
¢imbenici rizika obuhvacaju hipertenziju, dislipidemiju, dijabetes, snizenje bubrezne
funkcije, 1 hipertrofiju lijeve klijetke, te ¢imbenike rizika vezane uz nacin zivota poput
pusenja i nedostatka fizicke aktivnosti (33). Poznati su i netradicionalni ¢imbenici rizika koji
imaju utjecaj na pobol i smrtnost kod bolesnika s transplantiranim bubregom, a ukljucuju

imunosupresijsku terapiju, anemiju, upalu i proteinuriju.

Standardni imunosupresivi koji se koriste u transplantaciji bubrega, posebice kalcineurinski
inhibitori i kortikosteroidi, su neselektivni lijekovi koji djeluju na signalne puteve kod
razli¢itih tipova stanica, dovode¢i do nefrotoksi¢nih, kardiovaskularnih i metaboli¢kih
nuspojava koje doprinose poveCanom riziku za razvoj sréanozilnih bolesti kod

transplantiranih bolesnika. (32)

1.4.1 Tradicionalni ¢imbenici rizika za razvoj sréanozilnih bolesti

Snizena bubrezna funkcija snaZan je ¢imbenik rizika za razvoj sr€anoZilnih bolesti u opc¢oj
populaciji kao i u bolesnika s transplantiranim bubregom. Tijekom vremena kod veéine
bolesnika s transplantiranim bubregom dolazi do smanjenja funkcije presatka §to dugorocno
povecava rizik od razvoja sréano zilnih bolesti. (32) Bolesnici sa snizenom glomerularnom
filtracijom (< 44,8 ml/min/1,73m?) godinu dana nakon transplantacije bubrega, pokazuju
znacajno visi rizik za nastanak bolesti srca. Klini¢ka ispitivanja pokazala su i znaajnu
povezanost izmedu razine serumskog kreatinina godinu dana nakon transplantacije i smrtnosti

od sr¢anozilnih bolesti (34).

Snizena bubrezna funkcija dovodi do razvoja hipertenzije, dislipidemije, anemije,
hiperglikemije te hipertrofije lijeve klijetke, $to su sve poznati rizi€ni ¢imbenici za razvoj
sr¢anozilnih bolesti. Tesko je odvojiti ucinke same hipertenzije i snizene bubrezne funkcije;
tako snizena bubrezna funkcija dovodi do povecanja volumena, zadrzavanja natrija, poviSene
razine cirkuliraju¢ih vazoaktivnih tvari te u¢inka na simpaticki i renin-angiotensin-aldosteron
sustav, ¢ime doprinosi razvoju hipertenzije. PoviSene vrijednost krvnog tlaka uzrokuju

dodatno ostecenje bubrega i daljnje snizavanje bubrezne funkcije. Uz to, snizenje bubrezne
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funkcije 1 uremija imaju ucinak na funkciju lipaza te povecavaju inzulinsku rezistenciju §to
dovodi do razvoja hiperglikemije. Smanjuju se vrijednosti HDL Kkolesterola i razvija
hipertrigliceridemija. Anemija je takoder znacajno povezana sa snizenom bubreznom
funkcijom nakon transplantacije bubrega, kroz smanjenu sintezu eritropoetina. Anemija je
zabiljezena u gotovo polovine bolesnika s transplantiranim bubregom i nakon tri godine od
transplantacije. (32). Vecina bolesnika s transplantiranim bubregom lijeCena je
kalcijneurinskim inhibitorima, ciklosporinom ili takrolimusom. Dobro je poznat nefrotoksi¢ni
u¢inak kalcijneurinskih inhibitora kao i Cinjenica da smanjuju funkciju presatka nakon

transplantacije. (32)

Hipertenzija

PoviSeni krvni tlak je dobro poznat uzrok za razvoj sr¢anozilnih bolesti u opcoj populaciji.
Kod bolesnika s transplantiranim bubregom hipertenzija je Cesta i javlja se u vise od 70%
primatelja, dok je kontrola poviSenih vrijednosti krvnog tlaka nakon transplantacije losa.
Visok sistoli¢ki tlak je nezavisni riziéni ¢imbenik povezan s povecanim rizikom smrti od

sréanozilnih bolesti u bolesnika s transplantiranim bubregom. (35)

Svakih 10 mmHg porasta vrijednosti sistolickog tlaka je nezavisno povezan s poviSenim

rizikom smrti od zatajenja funkcije presatka. (36)

Prema smjernicama ,Kidney Disease:Improving Global Outcomes (KDIGO)“ ciljne
vrijednosti krvnog tlaka trebale bi biti < 130/80 mmHg neovisno o prisutnosti proteinurije.
(37) United Kingdom Renal Association preporucuje ¢ak i nize vrijednosti krvnog tlaka <

125/75 mmHg ako je prisutna proteinurija. (38).

Odabir imunosupresiva ima utjecaj i na vrijednost krvnog tlaka. Kalcineurinski inhibitori
povezani su razvojem hipertenzije u bolesnika s transplantiranim bubregom te dovode do
znacajnog porasta krvnog tlaka. Mehanizam koji dovodi do razvoja hipertenzije je sloZen i
ukljucuje sistemsku i intra-renalnu vazokonstrikciju te zadrzavanje natrija. Smatra se da
ciklosporin povisuje krvi tlak aktivacijom simpatickog ziv€anog sustava i snizavanjem
koncentracija snaznih vazodilatatora kao $to su prostaglandini i dusi¢ni oksid. Prema nekim
klini¢kim istraZzivanja zamjena ciklosporina takrolimusom pokazala se ucinkovitom kroz
sniZzenje prosjecne vrijednosti krvnog tlaka, premda se u konacnici, prema rezultatima meta

analiza, nije pokazao koristan u¢inak. (33).
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Dijabetes

Poslije transplantacijski dijabetes ili novonastali dijabetes nakon transplantacije (NODAT) je
dobro poznata komplikacija nakon transplantacije burega, te je pracena pogorsanjem funkcije
presatka i povecanim pobolom i smrtno$¢u od sréanozilnih bolesti. (39). Kod bolesnika s
transplantiranim bubregom koji se ranije nisu lijeCili od dijabetesa, pojavnost post-
transplantacijskog dijabetesa je u rasponu od 4-25%. Dijabetes se naj¢e$ce razvije u ranom
post-transplantacijskom razdoblju, te se polovica slucajeva dijagnosticira u prvih 6 mjeseci.
Bolesnici s transplantiranim bubregom kod kojih se razvije post-transplantacijski dijabetes
imaju povecani rizik za razvoj sréanozilnih bolesti. (33) Bolesnici s prijetransplantacijskim
dijabetesom imaju 2-5 puta veéi rizik za razvoj sréanozilnih bolesti od transplantiranih
bolesnika koji se ranije nisu lije¢ili od dijabetesa. Rizik je sli¢an i za bolesnike kod kojih se
razvije poslijetransplantacijski dijabetes. Novonastali poslijetransplantacijski dijabetes je i

riziéni ¢imbenik za gubitak funkcije presatka. (32)

Broji su riziéni ¢imbenici koji doprinose razvoju post-transplantacijskog dijabetesa
ukljucujuéi visoku Zivotnu dob, pripadnost odredenim etnickim skupinama (afroamerikanci,
lationoamerikanci, juzno azijati), pozitivnu obiteljsku anamnezu, visceralnu debljinu,

hipomagnezemiju, virusne infekcije (HCV, CMV) te imunosupresivnu terapiju. (33)

Vecéina najceSce propisivanih imunosupresivnih lijekova ima negativni ucinak na
metabolizam glukoze §to dovodi do smanjene osjetljivosti na inzulin i smanjenog izlu¢ivanja
inzulina. Kortikosteroidid dovode do inzulinske rezistencije i posljedi¢no do razvoja post-
transplantacijskog dijabetesa u ovisnosti o0 dozi. Izostavljanje kortikosteroida ili smanjenje
doze moze smanjiti rizik za razvoj post-transplantacijskog dijabetesa odnosno moze ga

zaustaviti i vratiti inzulinsku osjetljivost. (40)

Poznat je i ucinak kalcineurinskih inhibitora na razvoj posttransplantacijskog dijabetesa.
Smanjuju masu beta-stanica gusteraCe, stvaranje inzulina i sekreciju te mogu utjecati na
sintezu glukagona. (40). Poznato je da takrolimus ima jaci dijabetogeni ucinak od drugih i
dovodi do inzulinske rezistencije, prekomjernog stvaranja inzulina i oSteenja beta-stanica.
Prema podacima iz klini¢kih istrazivanja takrolimus je superioran u odnosu na ciklosporin u
duljini prezivljavanja presatka i sprjecavanju akutnog odbacivanja nakon transplantacije, no
povecava broj post-transplantacijskog dijabetesa te neuroloskih i gastrointestinalnih

nuspojava. (33).
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Dislipidemija

Dislipidemija je Cesto prisutna kod bolesnika s transplantiranim bubregom te zahvaca i do
74% pacijenata. Bolesnici s transplantiranim bubregom imaju povisene vrijednosti kolesterola
(LDL i ukupnog), VLDL lipoproteina i triglicerida. HDL ¢esto ostaju na normalnim
vrijednostima, no isto tako mogu biti 1 poviseni. Dislipidemija je povezana s razvojem
ateroskleroze u netransplantiranim krvnim zilama kao i u transplantiranim organima, te moze
dodatno doprinijeti kroni¢nom zatajenju presatka. (32) Dislipidemija je Cesta nuspojava
imunosupresijske terapije. Kortikosteroidi utjecu na ukupni kolesterol (HDL i LDL) i
trigliceride, dok kalcineurinski inhibitori imaju jace djelovanje na ukupni i LDL kolesterol.
mTOR inhibitori utje¢u na ukupni kolesterol (HDL i LDL) i trigliceride u ovisnosti o dozi.
Opcenito porast ukupnog kolesterola i triglicerida zabiljezen je ve¢ trideset dana nakon
transplantacije, s vr$nim vrijednostima nakon Sest mjeseci, dok se vrijednosti stabiliziraju na

kraju prve godine, bez obzira na odabir imunosupresijske terapije. (32)

Ostali ¢cimbenici rizika

U ostale tradicionalne ¢imbenike rizika mogu se ubrojiti pretilost, puSenje, starija Zivotna dob,
muski spol i obiteljska anamenza sré¢anozilnih bolesti. Osim tradicionalnih ¢imbenika rizika, u
kroni¢noj bubreZnoj bolesti prisutni su i neki specificni ¢imbenici rizika kao S$to su:
hiperhomocisteinemija, C-reaktivni protein, proteinurija, pothranjenost, upala, oksidativni
stres, poremecaj elektrolita i drugo. Svi ¢imbenici rizika dovode do endotelne disfunkcije i
posljedi¢ne proteinurije. Albuminurija je pretskazatelj pogorSanja bubrezne funkcije i

neovisni ¢imbenik rizika za nastanak sr¢anozilnih komplikacija. (41,42,43)

1.4.2 Trombociti i sréanozilne bolesti

Trombociti imaju srediSnju ulogu u patogenezi aterotromboze. Osim S§to ¢ine glavnu
komponentu arterijskog tromba, sudjeluju u svim fazama nastanka ateroskleroze. Aktivirani
trombociti poticu koagulaciju na svojoj povrSini, izlazu medijatore upale te poticu
proliferaciju stanica glatke muskulature. Nakon rupture aterosklerotskog plaka dolazi do
izlaganja kolagena i von Willebrandovog ¢imbenika (vWF), koji predstavljaju vezna mjesta

za trobocite ¢ime se pokrece njihova adhezija 1 aktivacija. IzloZzeni vWF 1z subendotela veze
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trombocite iz cirkulacije vezuéi se na njihov glikoproteinski receptor 1b-1X-V 1 jaca vezanje
trombocita na subendotelni kolagen preko glikoproteinskih receptora VI i lla/lb. (44,45)
Prekomjerno stvaranje tromba moze biti posljedica prevelikog broja trombocita ili njihove
povecane reaktivnosti. Posebice kod aktiviranih trombocita zabiljeZena je pojac¢ana adhezija i
agregacija unutar aterosklerotskih lezija, zbog ¢ega nastaju okluzivni arterijski trombi koji

mogu dovesti do tromboembolijskih bolesti kao §to su mozdani udar ili infarkt miokarda. (46)

Aktivacija trombocita je jedno od obiljezja akutnog koronarnog sindroma. Postoje brojni
dokazi koji ukazuju na znacajnu ulogu trombocita u patogenezi razvoja i ishoda akutnog
koronarnog sindroma. Ispitivanje funkcije trombocita pomocu analizatora funkcije trombocita
(PFA-100 uredaja PFA-100 (Simens Healthcare Diagnostics) koji ,,in vitro® mjeri vrijeme
nastanka trombocitnog ugruska (CT, eng. closure time) u prisutnosti kolagena i adrenalina
(COLJ/EPI), te kolagena i ADP-a (COL/ADP), kod bolesnika s akutnim sréanim infarktom
(STEMI), pokazala su statisticki znacajno krace vrijeme okluzije mjereno COL/ADP testom.
Vrijednosti COL/ADP testa bile su statisti¢ki znacajno niZze kod ispitanika s infarktom
miokarda, posebice kod onih sa STEMI (eng. ST-elevation myocardial infarction) u usporedbi
s drugim ispitivanim skupinama (nestabilna angina pektoris, stabilna koronarna bolest ili
kontrole). COL/ADP test pokazao se kao neovisni predskazatelj tezine srcanog infarkta.
(47,48) U istrazivanju koje je usporedivalo vrijednosti PFA-100 testova, prije i nakon
vjezbanja, kod bolesnika sa stabilnom anginom pektoris koji su bili podvrgnuti
koronarografiji, zabiljezene su nize vrijednosti (10s ili vise ispod referentnih vrijednosti) kod
bolesnika sa stenozom koronarnih krvnih Zzila. (49) Trombociti zajedno s drugim stanicama
(leukocitima, endotelnim stanicama i glatkim miSi¢nim stanicama) doprinose upali, razvoju
drugih patoloskih promjena kao i nastanku ateroskleroze. (50,51,52) U konacnici, uloga
trombocita od kritiénog je znafaja u procesu normalne hemostaze kao i kod patoloSkog

krvarenja odnosno tromboze.(53)

1.4.3 Imunosupresijska terapija i rizik za razvoj sréanozilnih bolesti

Kortikosteroidi dovode do endotelne disfunkcije, hipertenzije, hiperlipidemije, dijabetes
melitusa, te oStecuju fibrinolizu. Primjena kortikosteroida kod transplantiranih bolesnika nije
pozeljna, ne samo zbog njihovog kardiovaskularnog u¢inka, ve¢ i stoga $to dovode do Stetnih
ucinaka u vidu osteoporoze, debljine te atrofije koze 1 stijenki krvnih Zila. Ciklosporin je, uz

to sto ima iste nuspojave kao kortikosteroidi, i nefrotoksi¢an. Takrolimus ima manji uc¢inak
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na kardiovaskularni sustav od ciklosporina, te je osim toga i manje nefrotoksican. Nema
ucinak na krvni tlak niti serumske lipide, no njegov je dijabetogeni ucinak izraZeniji u
razdoblju odmah nakon transplantacije. U dozama odrzavanja, dijabetogeni ucinak
takrolimusa usporediv je s onim od ciklosporina. Na dijabetogeni u¢inak moze se utjecati
smanjenjem doze takrolimusa i $to ranijim izostavljanjem kortikosteroida iz terapije.
Antiproliferativni lijekovi azatioprin i mikofenolat mofetil (MMF) imaju mali ucinak na
kardiovaskularni sustav. Indirektno, dovodec¢i do anemije, mogu uzrokovati hipertrofiju lijeve
klijetke. Mikofenolat mofetil bolji je izbor od azatioprina zbog svoje vece potentnosti i
moguceg manjeg rizika od nastanka malignoma. Sirolimus takoder dovodi do anemije, no
obecava, zbog svog antiproliferativnog ucinka. Ne moze se sa sigurnos¢u utvrditi da li

hiperlipidemija uzrokovana sirolimusom moze umanjiti njegove pozitivne ucinke. (40)

1.4.4 Imunosupresijska terapija i agregacija trombocita kod bolesnika s

transplantiranim bubregom

Prema dosadasnjim istrazivanjima ciklosporin, takrolimus i sirolimus (rapamicin) znacajno

pojacavaju agregaciju i sekreciju trombocita kod bolesnika s transplantiranim bubregom.

Ciklosporin dovodi do aktivacije trombocita, $to je utvrdeno in vitro ispitivanjem trombocita
zdravih dobrovoljaca i bolesnika s transplantiranim bubregom. Ucinak je ovisan o dozi.
Dodavanjem ciklosporina u terapijskim koncentracijama pripravku plazme bogate
trombocitima (eng. platelet rich plasma, PRP) dobivene od zdravih dobrovoljaca, zabiljezeno
je povecanje agregacije trombocita u odgovoru na adrenalin, kolagen i ADP. Trombociti
bolesnika s transplantiranim bubregom lije¢enih ciklosporinom, pokazali su pojacanu
agregaciju 1 povecano otpustanje tromboksana A2, najizrazitije kod vrSnih plazmatskih

koncentracija ciklosporina. (54)

Kasnija istrazivanje ucinka kalcineurinskih inhibitora na funkciju trombocita koje je
ukljucivalo bolesnike s transplantiranim bubregom, pokazalo je da ciklosporin pojacava
aktivaciju bez utjecaja na vrijednosti agregacije trombocita. Vrijednosti agregacije trombocita
bila su niZe u grupi bolesnika lije¢enih ciklospornom u odnosu na takrolimus, premda razlika
nije bila statisticki znacajna. U grupi transplantiranih bolesnika lije€enih ciklosporinom
zabiljezene su viSe vrijednosti P selektina, koji se oslobada iz trombocitnih granula

aktiviranih trombocita, §to ukazuje na €injenicu da ciklosporin inducira aktivaciju trombocita
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bez ubrzavanja agregacije. Razvoju trombotskih dogadaja u bolesnika s transplantiranim

bubregom doprinosi i ostecenje funkcije endotela. (55,56)

Kroni¢na, slaba aktivacija trombocita isto tako moze doprinijeti razvoju ateroskleroze te
moguc¢em kronicnom odbacivanju presatka. Trombociti mogu biti aktivirati brojnim
fizioloSkim agonistima ukljucuju¢i ADP, adrenalin, trombin, kolagen, ¢imbenik aktivacije
trombocita, te stimulacijska antitijela usmjerena protiv specificnih membranskih proteina na
trombocitima. Nakon aktivacije, trombociti sintetiziraju tromboksan A2 (koji potencira
agregaciju trombocita), trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF, eng. platelet-derived growth
factor) te TGF-p ¢imbenik (eng. transforming growth factor beta) koji su uklju¢eni u nastanak
progresivne bubrezne bolesti. U dosadasnjim istrazivanjima zabiljezeno je kako i ciklosporin i
takrolimus znacajno povecavaju agregaciju trombocita i sekreciju kao odgovor na fizioloske
agoniste. U¢inak agonista na trombocite veéi je nakon izlaganju takrolimusu nego nakon

izlaganja ciklosporinu. (54,55)

Sirolimus (rapamicin) je noviji imunosupresijski lijek koji je strukturno sli¢an takrolimusu te
se veze na protein iz iste klase veznih proteina kao i takrolimus, FK —vezni protein (eng.
FKBP, FK —binding protein), no njegov ucinak nije povezan s inhibicijom kalcineurina. U
istrazivanju koje je provedeno na ispranim humanim trombocitima zdravih dobrovoljaca na
koje se djelovalo razli¢itim koncentracijama rapamicina, u razli¢itom vremenskom trajanju
(1-30 minuta), mjerena je agregacija trombocita nakon izlaganja ADP-u ili ekvivalentu
trombina (TRAP -6). Zabiljezena je povecana osjetljivost trombocita na ADP, §to se
ocitovalo kroz znafajno viSe vrijednosti agregacije trombocita inducirane ADP-om. Uz to,
takvi trombociti pokazali su znacajno vecu osjetljivost na ekvivalnt trombina (TRAP 6), Sto
se ocitovalo kroz viSe vrijednosti agregacije trombocita i jaCu granularnu sekreciju. Prema
rezultatima istrazivanja, rapamicin znacajno pojacava agregaciju trombocita i sekreciju, i to u
koncentracijama koje se mogu naci kao vrSne plazmatske koncentracije. Povecane vrijednosti

agregacije trombocita posljedica je izravnog uc¢inka rapamicina na funkciju trombocita.

Premda se rapamicin veZze na istu klasu FK veznih proteina (FKBP) kao i takrolimus,
kompleks rapamicin-FKBP ne inhibira kalcineurin, Sto ukazuje na c¢injenicu da inhibicija
kalcineurina nije mehanizam koji je odgovoran za aktivaciju trombocita nakon izlaganja

ciklosporinu. (57)

U in vitro ispitivanju, pri viSim koncentracijama rapamicina zabiljezena je pojacana

agregacija trombocita u odgovoru na ADP. (58)
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1.5 Hemostaza

Hemostaza je proces kojim se odrzava cjelovitost krvozilnog sustava nakon oste¢enja krvne
zile. Ostecenje stjenke krvne Zzile pokrece slijed interakcija s ciljem stvaranja ugruska na
mjestu oStecenja. Stvaranje trombocitnog ¢epa ukljucuje agregaciju i aktivaciju trombocita te

stvaranje trombina i fibrina. (59)

Postoje dva razliCita i nezavisna puta kojim se moze aktivirati stvaranje ugruska na mjestu

ozljede:

e jedan je izlaganje subendotelnog kolagena ¢ime se pokrece aktivacija trombocita;
e dok se drugi aktivira tkivnim faktorom koji potjece iz stjenke krvne zile ili cirkulacije,

a rezultira stvaranjem trombina. (60)

Poremecaji u funkciji trombocita ili u koagulacijskoj kaskadi uobi¢ajeno dovode do krvarenja,
dok hiperaktivnost trombocita i poremecaji u regulatornim mehanizmima mogu dovesti do
prekomjernog stvaranja trombina i patoloSke tromboze. Bolesnici u razli¢itim stadijima
kroni¢ne bubreZzne bolesti pokazuju Siroki raspon poremecaja u sva tri aspekta hemostaze uz
razli¢ite klinicke manifestacije: protrombotski ucinak koji dovodi do povecanog broja
sréanozilnih dogadaja, te poremecaj funkcije trombocita koji ima za posljedicu poveéanu

sklonost krvarenju. (59)

Hemostaza ukljucuje tri procesa koji se odvijaju gotovo istodobno: primarnu hemostazu koja
podrazumijeva stvaranje trombocitnog c¢epa, koagulaciju ili sekundarnu hemostazu uz
stvaranje cvrstog fibrinskog ugruSka, te fibrinolizu koja obuhvacéa razgradnju ugruska i

ponovnu uspostavu cirkulacije kroz rekanaliziranu krvnu Zilu. (61)

Primarna hemostaza podrazumijeva stvaranje trombocitnog ¢epa na mjestu ostecenja krvne
zile koji privremeno zaustavlja krvarenje do stvaranja ugruska. Zapocinje odmah nakon
oSte¢enja krvne zile 1 zavrSava unutar 5 minuta. Obuhvaca refleksnu vazokonstrikciju
oste¢ene krvne zile ¢ime se protok krvi usmjerava dalje od mjesta ozljede te aktivaciju

trombocita. (61)

Trombociti su stanice diskoidnog oblika, a nastaju u kostanoj srzi fragmentiranjem citoplazme
zrelih megakariocita. Zivotni vijek im je 7-10 dana. Zbog nedostatka stani¢ne jezgre ne mogu

sintetizirati proteine. (61,62) Stani¢na membrana trombocita sadrzi receptore za subendotelne
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strukture kao Sto je kolagen, receptore za koagulacijske faktore ukljucujuéi fibrinogen i von

Willebrandov, te receptore za ADP, adrenalin i serotonin. (61,63)

Nakon oSte¢enja endotela krvne zile, subendotelne strukture poput kolagena postaju izlozene
cirkuliraju¢im trombocitima. Trombociti se u cirkulaciji kre¢u duz stijenke krvne zile gdje je
protok sporiji. Nakon kontakta sa subendotelnim proteinima zapodinje aktivacija trombocita
koja ukljucuje procese: adhezije trombocita, promjene oblika i otpustanje medijatora,
agregacije, te pojavu povrsinskih fosfolipida. Brzim odvijanjem tih procesa aktivirani

trombociti formiraju hemostatski ¢ep na mjestu ozljede kako bi se sprije¢io gubitak krvi. (63)

Nakon adhezije na kolagen dolazi do promjene oblika trombocita i pojave povrSinskih
glikoproteinskih receptora od kojih neki olakSavaju adheziju trombocita na kolagen 1 druge
subendotelne strukture, dok drugi omogucuju medusobno povezivanje trombocita odnosno

agregaciju. (61)

U vezanju trombocita na kolagen vaznu ulogu ima i VWF faktor (von Willebrandov faktor).
VWEF faktor sintetiziraju endotelne stanice te megakariociti. Nalazi se u endotelnim stanicama,
subendotelnom tkivu te u alfa granulama trombocita, dok je u cirkulaciji vezan za
koagulacijski faktor VIII. Nakon oSte¢enja krvne Zzile i izlaganja subendotelnih struktura
cirkuliraju¢oj krvi, dolazi do vezanja VWF faktora na izlozeni kolagen. Trombociti iz

cirkulacije vezu se na vVWF faktor putem povrsinskog glikoproteinskog GPIb receptora. (61)

Aktivirani trombociti mijenjaju oblik iz diskoidnog u nepravilni sferoidni oblik. Promjena
oblika je u pocetku reverzibilna, no stalim podrazajima dolazi do trajne promijene oblika uz
oslobadanje trombocitnih granula. Alfa granule sadrze adhezivne proteine (VWF, fibrinogen,
fibronektin), faktore rasta (npr. trombocitni faktor rasta odnosno PDGF) te koagulacijske
faktore (V, XI, protein S, protein, inhibitor aktivatora plazminogena), dok se iz gustih granula
otpustaju kalcij, ADP, ATP, serotonin i histamin. (61)

Pojava glikoproteinskih receptora zajedno s promjenom oblika trombocita i otpuStanjem
sadrzaja granula omogucuje medusobno povezivanje trombocita odnosno agregaciju.
Fibrinogen doprinosi rastu i stabilnosti trombocitnog ¢epa. U prisustvu kalcija veze se na
glikoproteinske receptore (GPIIb i GPIIIa) na povrsini trombocita, te povezuje istodobno vise
trombocita. Stoga je kompleks GPIIb/Illa vazan je u agregaciji trombocita. U ovom stadiju
agregacija trombocita je reverzibilna jer su fibrinogenske veze slabe. ADP koji se oslobada iz

trombocitnih granula pospjesuje agregaciju trombocita. (61)
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U aktiviranim trombocitima se, iz arahidonske kiseline u fosfolipidnoj membrani, sintetizira
prostaglandin tromboxan A> (TxAz). Tromboxan A ima dva hemostatska ucinka i to
vazokonstrikciju oSte¢ene krvne Zile i oslobadanje ADP-a iz trombocita ¢ime poti¢e daljnju

agregaciju trombocita. (61)

Pri aktivaciji trombocita dolazi do premjeStanja specificnih fosfolipida na vanjsku stranu
membrane trombocita §to dovodi do prokoagulantne aktivnosti nazvane trombocitni faktor 3

odnosno PF3. Na te specifi¢ne fosfolipide vezu se koagulacijski faktori. (61)

Otpustanje ADP-a stimulira aktivaciju trombocita putem dva ADP receptora, P2Y1 i P2Y12
(neki antitrombocitni lijekov ostvaruju u¢inak vezuéi se na te receptore Cime blokiraju

aktivaciju trombocita posredovanu ADP-om). (60)

Koagulacija je drugi stadij hemostatskog procesa. Uklju¢uje medudjelovanje brojnih
koagulacijskih faktora s ciljem nastanka fibrina kako bi se stabilizirao stvoreni trombocitni
¢ep. Klasi¢no se dijeli na vanjski i unutrasnji put ili kaskadu. Nakon osteé¢enja endotela krvne
zile, dolazi do otkrivanja tkivnog faktora koji se nalazi u subendotelnim slojevima. Tkivni
faktor veze se na cirkuliraju¢i koagulacijski faktor FVII koji postaje aktivirani kompleks
FVIla/tkivni faktor, a sama aktivacija vjerojatno ukljucuje i sudjelovanje koagulacijskih
faktora FXlla, FXa, FIXa i trombina. Aktivacija faktora FX moguca je kroz dva odvojena
puta. Jedan podrazumijeva izravnu aktivaciju faktora FX kompleksom FVlla/tkivni faktor,
odnosno klasi¢ni vanjski koagulacijski put. S druge strane kompleks FVIla/tkivni faktor moze
aktivirati FIX, koji zajedno s FVIII i trombocitnim fosfolipidima ¢ini kompleks koji aktivira

FX. Taj nacin odgovara dijelu unutra$njeg puta koagulacije. (61)

U zajednickom zavr$nom putu koagulacije, faktor Xa udruzen s faktorom Va, fosfolipidima i
kalcijem oblikuje veliki kompleks sposoban konvertirati protrombin u trombin. Pretvaranje
protrombina u trombin zna¢ajno se ubrzava na povrSini aktiviranih trombocita. Trombin ima
viSestruke uloge u hemostazi: osim pretvaranja fibrinogena u fibrin, trombin aktivira i
koagulacijske faktore V, VIII i XIII, te potiCe agregaciju i sekreciju trombocita. Trombin
dovodi do aktivacije trombocita vezanjem na trombocitne receptore $to dovodi do otpusStanja
ADP, serotonina i tromboksan A2. Kao trombocitni agonisti dovode do aktivacije drugih

trombocita i pojacavaju signal za stvaranje ugruska.(61)
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Krajnji cilj je stvoriti trombin, koji pretvara fibrinogen u fibrin, ali i aktivirati trombocite
vezanjem na njegov receptor (protease- aktivatora receptora-1). (61)

Cijepanjem fibrinogena, trombin dovodi do stvaranja fibrinskih monomera koji se spontano
polimeriziraju u netopivi gel. Fibrinski polimeri stabiliziraju se djelovanjem faktora XIII.
Pritom se fibrinski lanci krizno spajaju stvarajuci ¢vrste kovalentne veze izmedu fibirnskih

niti te na taj nacin nastaje Cvrsta fibrinska mrezica unutar trombocitnog cepa. (61)

Proces fibrinolize dovodi do razgradnje fibrinskog ugruska i vaZzan je za ponovnu uspostavu
normalne cirkulacije. Glavna komponenta fibrinolitickog sustava je plazmin, fibrinoliticki
enzim koji razgraduje fibrinski ugrusak. Nastaje iz plazminogena, inaktivnog proenzima, Koji
se sintetizira u jetri. Cirkuliraju¢i plazminogen veze se na fibrin, odnosno ugraduje se u
fibrinski ugrusak zajedno s enzimom Koji se naziva tkivni aktivator plazminogena. Tkivni
aktivator plazminogena (tPA) potie iz endotelnih stanica krvnih zila. Neki patofizioloski
stimulansi, kao $to je anoksija, acidoza ili oSte¢enje endotela, stimuliraju stvaranje tkivnog
aktivatora plazminogena (tPA). Nakon vezivanja na fibrin, plazminogen se pretvara u plazmin
djelovanjem enzima tkivnog aktivatora plazminogena (tPA). Tkivni aktivator plazminogena
neée dovesti do aktvacije plazminogena bez prisustva fibrina, te se na taj nac¢in fibrinoliza
ograniCava na mjesto stvaranja tromba i izbjegava sustavno trosenje fibrinogena. Plazmin
razgraduje fibrinogen i fibrin na manje molekule skupnog naziva fibrin degradacijski produkti
(FDP), dok pri razgradnji fibrinskih polimera koji su povezani ¢vrstim vezama, nastaju D-
dimeri. (61,64) Aktivnost plazmina regulira endotel izlu¢ivanjem enzima tkivnog aktivatora
plazminogena (tPA) kao i inhibitora enzima tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) koji se
nazivaju PAI -1 i PAI-2. (61,64)

1.6 PFA -100 (Analizator funkcije trombocita)

PFA-100/PFA-200 Innovance (Simens Healthcare Diagnostics) je specificni analizator
funkcije trombocita koji ,,in vitro® mjeri vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (CT, engl.
closure time) u prisutnosti kolagena i adrenalina (COL-EPI), te kolagena i ADP-a (COL-
ADP). Primjenjuje se za ispitivanje primarne, o trombocitima ovisne, hemostaze. Rad uredaja
temelji se na adheziji i agregaciji trombocita, oponasanjem ,,in Vivo* uvjeta fizioloske brzine

protoka krvi u arterijama, u prisutnosti kolagena i adrenalina (COL/EPI), te kolagena i ADP
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(COL/ADP). (65) Analizator funkcije trombocita koristi tehnologiju koja radi na principu
prolaska krvi kroz kapilarnu cijev malog promjera (200 um), s vrlo malim otvorom, promjera
oko 150 um. Kapilarna cijev obloZena je agonistom koji uzrokuje agregaciju trombocita.
Nakon aktivacije, trombociti prijanjaju na otvor i sprjeCavaju daljnji protok krvi kroz
kapilarnu cijev. Uredaj mjeri vrijeme koje je potrebno za zatvaranje otvora, 0dnosno vrijeme
potrebno za nastajanje trombocitnog ugruska. Izrazava se kao vrijeme okluzije (engl. closure
time, CT), a smatra se da predstavlja primarnu hemostazu. Koristi se puna krv, §to znaci da

pacijenti mogu biti testirani na razli¢itim razinama zdravstvene zastite. (66,67,68)

Za izvodenje testa potrebno je 0,8 ml pune krvi, uz citrat kao antikoagulans, a mjerenje je
potrebno provesti unutar 4 sata od uzimanja uzorka. Nakon stavljanja krvi u jednokratni
spremnik u samom uredaju, Krv se zagrijava na 37 °C i negativnim tlakom uvlaci u kapilarnu
cijev od nehrdajuceg Celika promjera 200 um te kroz otvor u nitroceluloznoj membrani
promjera 150 pum. Membrana je obloZena kolagenom i adrenalinom (CEPI) odnosno
kolagenom i ADP-om (CADP). Vrijeme potrebno za zatvaranje otvora naziva se vijeme
nastanka trombocitnog ugruska odnosno vrijeme okluzije (CT, od engl. closure time).
Maksimalno vrijeme okluzije je 300s. (68, 69,70,71)

Pri vrijednostima ve¢im od 300 s, smatra se da okluzije nema. Istovremeno se testiranje moze
provesti samo na jednom spremniku. Kao referentne vrijednosti uzima se vrijeme okluzije od
85-165 s za COL/EPI spremnik, dok se za COL/ADP spremnik uzima vrijednosti od 71-118
S. Vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (CT, engl. closure time) moze biti produljeno kod
znaCajnog smanjenja broja trombocita ili hematokrita. Kod vrijednosti trombocita ispod
50x10° vijeme nastanka trombocitnog ugruska (CT) je obi¢no produljeno, kao i kod

vrijednosti hematokrita ispod 25%. (72, 73, 74)

Primjenom dva razli¢ita testa (COL/EPI i COL/ADP) omogucuje se razlikovanje intrinzic¢kih
poremecaja od oste¢enja funkcije trombocita (poviSene vrijednosti samo COL/ADP testa ili i
COL/EPI vrijednosti uz to). (75,76,77) Zabiljezeno je krae vrijeme nastanka trombocitnog
ugruska (CT, engl. closure time), kod COL/EPI testa, povezano s poviSenim razinama vWF

¢imbenika, fibrinogena i eritrocita. (78,79)

Dodatno, krace vrijeme stvaranja trombocitnog ugruska kod COL/EPI testa moZe ukazati na
visoku ostatnu aktivnost trombocita unato¢ lijeCenju aspirinom, te time ukazati na povecani
rizik tromboembolijskih dogadaja. (80,81) Isto tako, istrazivanja su pokazala kako je krace

vrijeme stvaranja trombocitnog ugruska kod COL/EPI testa znacajan i neovisan predskazatelj
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ozbiljnih sréanozilnih dogadaja u bolesnika s akutnim sréanim infarktom podvrgnutih

primarnom postupku PCI. (48,82,83)

Kod svih bolesnika predvidenih za razlicite elektivne kirurS8ke zahvate, procjena funkcije
trombocita pomocu PFA-100 uredaja moze dati korisne informacije vezano za procjenu

intraoperativnog krvarenja kao i planiranje potrebe postoperativne transfuzije. (84,85,86)

Uloga trombocita od kritiénog je zna¢aja u procesu normalne hemostaze kao i kod patoloskog
krvarenja odnosno tromboze. (53) Trombociti zajedno s drugim stanicama (leukocitima,
endotelnim stanicama i glatkim misi¢énim stanicama) doprinose upali, razvoju drugih
patoloskih promjena kao i nastanku ateroskleroze. (50,51,52)
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2 Hipoteza i ciljevi rada

Hipoteza

Agregacija trombocita u bolesnika s transplantiranim bubregom razlikuje se ovisno o vrsti
imunosupresiva koji se koristi u prevenciji akutnog odbacivanja i odrzavanju funkcije

presatka.

Cilj istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je vidjeti u kojoj mjeri izbor razli¢itih imunosupresiva ima uc¢inak
na funkciju trombocita kod bolesnika s transplantiranim bubregom i stabilnom funkcijom
presatka, uzimajuci u obzir povecani rizik za razvoj srcanozilnih komplikacija kod primjene

imunosupresivne terapije, kao i potrebu dugotrajnog lijecenja.

Specificni ciljevi:

. Usporedba agregacije trombocita kod bolesnika s transplantiranim bubregom kod
primjene Cetiri razli¢ita imunosupresiva (ciklosporin, takrolimus, sirolimus, everolimus) uz

kontrolu za potencijale ¢cimbenika utjecaja (dob, spol, komorbiditeti i dr.)

. Usporedba agregacije trombocita kod transplantiranih bolesnika prema kontrolnoj

skupini (s urednom bubreznom funkcijom).
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3 Ispitanici i metode

3.1 Ispitanici

U istrazivanje su bili ukljuéeni bolesnici s transplantiranim bubregom koji su se redovito
kontrolirali u Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju, Klinike
za unutrasnje bolesti KBC Rebro, u razdoblju od 3 mjeseca. Prema bolni¢kom protokolu, u
terapiji odrzavanja Dbolesnici s transplantiranim bubregom uzimaju tzv. “trojnu
imunosupresivnu terapiju” koja ukljucuje koritkosteroid, mikofenolat i treéi lijek (takrolimus,
ciklosporin, sirolimus, everolimus). Svi ispitanici upoznati su sa svrhom istrazivanja i

potpisali su informirani pristanak. Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo KBC Zagreb.

U istrazivanje je bilo ukljuéeno 85 odraslih bolesnika s transplantiranim bubregom,
podijeljenih u 4 skupine ovisno o vrsti imunosupresiva koji uzimaju u terapiji odbacivanja:
ciklosporin, takrolimus, everolimus ili sirolimus. Kontrolna grupa uklju¢ivala je 30 zdravih
dobrovoljaca oba spola. Tijekom redovitih kontrolnih pregleda, zajedno s uzrocima za
standardne laboratorijske nalaze koji ukljucuju broj eritrocita, broj leukocita, broj trombocita,
vrijednost glukoze u krvi, ureju, kreatinin, kalcij, natrij, kalij, CRP, klirens kreatinina (iz 24-
satnog urina) i proteinuriju, uzeta su dodatna 2 ml krvi od svih transplantiranih bolesnika koji
su zadovoljili kriterije za ukljucivanje u istrazivanje. Ispitanicima iz kontrolne grupe uzeta su

2 ml krvi za ispitivanje funkcije trombocita, uz anamnesticki dobivene podatke o dobi i spolu.
Kriteriji ukljuéivanja bolesnika bili su:

e dob >18 godina;

e terapija bez antiagregacijskih ili antikoagulantnih lijekova;

e terapija bez aspirina ili NSAID u zadnjih 8 dana;

e neuzimanje kontraceptiva ili HNL (hormonskog nadomjesnog lijecenja);
o stabilna funkcija presatka tijekom protekla 3 mjeseca;

e potpisan informirani pristanak.
Za kontrolnu grupu kriteriji uklju¢ivanja podrazumijevali su:

e dob > 18 godina;
e bez znacajnijih bolesti u anamnezi (ASA 11 II);

e neuzimanje aspirina ili NSAID u zadnjih 8 dana;
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e neuzimanje kontraceptiva ili HNL;

e potpisan informirani pristanak.

Kiriteriji iskljucenja iz istrazivanja obuhvatili su terapiju bolusima kortikosteroida zbog
akutnog odbacivanja u prethodna 3 mjeseca; uzimanje lijekova koji utjecu na koagulaciju i
agregaciju trombocita (antikoagulantna terapija; antiagregacijska terapija; oralni kontraceptivi
1 drugo); anamnesticki podatak o tromboembolijskom incidentu; infekciju tijekom protekla 3

mjeseca te bolesnike mlade od 18 godina.

Drugi potrebni podaci, za bolesnike s transplantiranim bubregom uzeti su iz medicinske
dokumentacije Zavoda za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju
bubrega, KBC Zagreb, a ukljucuju: dob, spol, tjelesnu teZinu, tjelesnu visinu, osnovnu
bubrezna bolest, vrstu dijalize prije transplantacije, vrijeme provedeno na dijalizi prije
transplantacije, vrijeme od transplantacije bubrega, broj epizoda akutnog odbacivanja, virusne
infekcije (CMV, EBV, BK ili JC virus), te postojanje NODAT (od engl. new onset diabetes

after transplantation).

3.2 Ispitivanje funkcije trombocita

Ispitivanje funkcije trombocita provedeno je iz uzorka pune krvi, na analizatoru funkcije

trombocita PFA-100 (Simens Healthcare Diagnostics), u ambulantnim uvjetima.

Po ispunjavanju informiranog pristanka, od ispitanika je uzet uzorak krvi (2 ml) u epruvetu za
koagulogram s 3,8 % natrijevim citratom. Uzorak krvi uzet je iz antekubitalne vene, te je
prema preporukama proizvodaca (Simens Healthcare Diagnostics), testiran u vremenu izmedu

30 min i 3 h nakon uzimanja uzorka.

Ispitivanje je provedeno prema preporukama proizvodaca (Simens Healthcare Diagnostics),
pipetiranjem uzorka 800 pL pune krvi u spremnik (engl. cartridge), nakon ¢ega se spremnik
stavlja u uredaj i pritiskom na tipku start zapocinje mjerenje vremena potrebnog za nastanak
trombocitnog ugruska. Postupak se ponavlja sa razli¢itim spremnicima za svaki od dva testa:
kolagen i adrenalin (COL/EPI) te kolagen i ADP (COL/ADP).

PFA-100 (Simens Healthcare Diagnostics) je specifi¢ni analizator funkcije trombocita koji ,,in
vitro“ oponasa fizioloske brzine protoka krvi u arterijama odnosno proces adhezije i

agregacije trombocita. Mjeri se vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (CT) u prisutnosti
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kolagena i adrenalina (COL/EPI), te kolagena i ADP-a (COL/ADP). Primjenjuje se za
Ispitivanje primarne, o trombocitima ovisne, hemostaze, odnosno otkriva odgovor trombocita
na fizioloske stimulatore agregacije trombocita (kolagen, ADP i adrenalin)*® (M.Stanojevi¢:
Smetnje koagulacije u novorodenackoj dobi; Paediatr. Croat. 2004; 48: 73-88). Ubraja se u

uredaje koji se mogu koristiti uz postelju bolesnika (POC, od engl. point-of-care).

Rezultat mjerenja izrazava se u sekundama za svaki od dva testa: COL/EPI (vrijednosti
povecéane kod uzimanja aspirina i nesteroidnih protuupalnih lijekova — NSAID), te COL/ADP

(na vrijednost utjece terapija klopidogrelom i poremecaj ADP receptora).

Normalne vrijednosti nalaze se u rasponu od 85-165 s za COL/EPI test, te 71-118 s za
COL/ADRP test.

3.3 Statisticke metode

Za prikaz rezultata i statistiCku analizu Korististena je programska podrska IBM SPSS

Statistics verzija 21.0 (www.spss.com).

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Smirnov-Kolmogorovljev test koristen je u analizi
normalnosti raspodjele podataka te su se shodno dobivenim rezultatima u daljnjoj analizi
primijenili odgovaraju¢i parametrijski testovi 1 nacini prikaza podataka. U ispitivanju razlika
izmedu ispitivanih skupina koje se odnose na kategorijske varijable koristio se X? test.
Kvantitativni podaci su prikazani kroz medijane i odgovarajuce interkvartilne raspone, dok su
se razlike izmedu ispitivanih skupina analizirale Kruskal-Wallisovim testom, odnosno Mann-
Whitney U testom kada su se promatrale razlike izmedu ispitivane i kontrolne skupine i kada
se koristilo post-hoc testiranje svih medusobnih kombinacija imunosupresiva. IzraCunati su
Spearmanovi koeficijenti korelacije izmedu COL/EPI i COL/ADP vrijednosti te doze
imunosupresiva (za svaki imunosupresiv zasebno). Takoder, nacinjene su medusobne
usporedbe COL/EPI i COL/ADP skupina obzirom na njihove referentne vrijednosti za odraslu
populaciju. Binarnom logistickom regresijom procijenjena je prediktivna vrijednost pojedinih

skupina imunosupresiva te spola i dobi na COL/EPI i COL/ADP vrijednosti.

Sve p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su znac¢ajnima.
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4 Rezultati

4.1 Osobine ispitanika

U istrazivanje je bilo ukljueno 85 odraslih bolesnika (50 muSkaraca i 35 Zena) s
transplantiranim bubregom, Zivotne dobi od 29-76 godina, podijeljenih u 4 skupine ovisno o
vrsti imunosupresiva koji uzimaju u terapiji odbacivanja: ciklosporin, takrolimus, everolimus
ili sirolimus. Kontrolna grupa ukljucivala je 30 zdravih dobrovoljaca oba spola (4 muskarca i
26 zena) s medijanom dobi 42,5 (raspon 25- 61 godinu). Ispitanici su se statisticki znac¢ajno

razlikovali od kontrolne skupine i po dobi (p<0,001) i po spolu (p<0,001).

4.2 Razlike izmedu ispitivane i kontrolne skupine

4.2.1 Razlike izmedu ispitivane i kontrolne skupine - kategorijske

varijable

Raspodjela i razlike promatranih kategorijskih varijabli izmedu ispitivane i kontrolne skupine

prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1. Raspodjela i razlike promatranih kategorijskih varijabli izmedu ispitivane i
kontrolne skupine: X test

Skupina
Ispitivana Kontrolna P
N=85 N=30
N % N %

Muski 50 58,8% 4 13,3%
Spol Zenski 3B 412% 26 867% OOt

Glomerulopatije 33  38,8% 0 0,0%

TI nefropatije 9 10,6% 0 0,0%
Osnovna Nasljedne nefropatije 13 153% 0 0,0% NA
DG Hipertenzija 9 10,6% 0 0,0%

Vezikouretralni refluks 5 5,9% 0 0,0%

Ostalo 16 18,8% 0 0,0%

K 81  953% 0 0,0%
Vrsta tx = 4 4.7% 0 0,0% NA

Bez 2 2,4% 0 0,0%
(\j’.TSt"?‘ HD 67 788% 0  00%  NA

ijalize

PD 16 18,8% 0 0,0%

Bez virusne infekcije 55  64,7% 0 0,0%

JC virus 4 4,7% 0 0,0%
Virusne BK virus 11 12,9% 0 0,0% NA
infekcije CMV 3 3,5% 0 0,0%

Zoster 5 5,9% 0 0,0%

Ostalo 7 8,2% 0 0,0%

Ne 78  91,8% 0 0,0%
NODAT Da 7 8,2% 0 0,0% NA
COL/EPI <85s 68 80,0% 24 80,0% 1.000
skupine >85s 17 20,0% 6 20,0% ’
COL/ADP  <T71s 42 49,4% 6 20,0% 0.005
skupine >71s 43 50,6% 24 80,0% ’

. Ne 55  64,7% 0 0,0%

Statin Da 0 3% 0 00% A

Kontrola 0 0,0% 30 100,0%
Skupina Ciklosporin 24  28,2% 0 0,0%
imunosupre  Takrolimus 26  30,6% 0 0,0% NA
siva Everolimus 19 224% O 0,0%

Sirolimus 16  18,8% 0 0,0%

U kontrolnoj skupini bilo je znacajno vise zena: 26 (86,7%), u odnosu na 35 (41,2%) u

ispitivanoj skupini; p<0,001. U ispitivanoj skupini vrijednosti testa COL/ADP <71 sekundu

bile su znacajno ¢eSce: 42 (49,4%) u odnosu na 6 (20,0%) u kontrolnoj skupini; p=0,005.

Razlike u vrijednostima COL/EPI testa izmedu skupina nisu bile znacajne.
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U ispitivanoj skupini najc¢esca je bila osnovna dijagnoza glomerulopatije (38,8%), njih 78,8%

bilo je na hemodijalizi, a u 64,7% bez virusne infekcije.

Slika 1. prikazuje neznacajne razlike u COL/EPI skupina (rizi¢na — nerizi¢na skupina) izmedu
ispitivane i kontrolne skupine, dok su na Slici 2. prikazane znacajne razlike u COL/ADP

skupina (rizi¢na — nerizi¢na skupina) izmedu ispitivane i kontrolne skupine (p=0,005).

80— 7 7
. B
40 %/ %/
f Z ! %

|spitivana Kantralna

Skupina

Slika 1. Razlike u COL/EPI skupinama (rizicna — nerizi¢na skupina) izmedu ispitivane i
kontrolne skupine (P=1,000)

Nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika izmedu ispitivane i kontrolne skupine u broju
ispitanika kod kojih su izmjerene vrijednosti COL/EPI testa bile ispod donje referentne

vrijednosti (nize od 85 s).
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Slika 2. Razlike u COL/ADP skupinama (rizi¢na — nerizi¢na skupina) izmedu ispitivane i
kontrolne skupine (P=0,005)

COLADF
skupine
100- [J=71s
#=<71s
80—
£ 60
o
2
=
407
42
49 41%
20 777
5 /
/ED,DD%/
. 72222
|spitivana F.ontrolna

Skupina

Statisticki je znaCajno viSe ispitanika (p =0,005) u ispitivanoj skupini imalo vijednosti
COL/ADRP testa ispod donje referentne vrijednosti (< 71 s) u usporedbi s kontrolnom grupom,

¢ime bi se mogli svrstati u rizi€nu skupinu za nastanak akutnih sréanoZzilnih komplikacija.
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4.2.2 Razlike izmedu ispitivane i kontrolne skupine - kvantitativne

varijable

Raspodjela i razlike promatranih kvantitativnih varijabli izmedu ispitivane i kontrolne skupine

prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Raspodjela i razlike promatranih kvantitativnih varijabli izmedu ispitivane i
kontrolne skupine: Mann-Whitney U test

Ispitivana skupina Kontrolna skupina
N=85 N=30 P
BT ceistila ceﬁila U ceﬁiila ce?cila

Dob (godine) 57,00 4500 64,00 4250 36,00 51,00 <0,001
BMI (kg/m2) 25,31 22,84 28,73
;:;H:[r)rll:ntacije/mj o 35,00 11,00 83,00
Trajanje dijal./god 4,00 2,00 7,00
COL/EPI (sek) 115,00 93,00 150,00 129,00 107,00 147,00 0,094
COL/ADRP (sek) 85,00 71,00 104,00 96,50 86,00 105,00 0,047
E 4,57 4,22 5,04
Hgb 134,00 125,00 145,00
Trc 203,00 168,00 243,00
MPV 8,80 8,20 9,30
Leu 7,20 6,20 8,60

Kontrolna skupina bila je znacajno mlada: medijan (interkvartilni raspon) iznosio je 42,5
(36,0-51,0) godina naprema 57,0 (45,0-64,0) godina u ispitivanoj skupini; p<0,001. COL/EPI
vrijednosti bile su nize u ispitivanoj skupini, ali ne i znacajno nize (p=0,094). Ove razlike bi
vjerojatno dobile na znacajnosti povecanjem istrazivanog uzorka. U ispitivanoj skupini
zabiljezene su statistiCki znacajno nize vrijednosti COL/ADP testa: 85,0 (71,0-104,0) s
naprema 96,5 (86,0-105,0) s; P=0,047.
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4.3 Razlike izmedu skupina imunosupresiva

4.3.1 Razlike u COL/EPI i COL/ADP vrijednostima izmedu skupina

imunosupresiva i kontrole

Razlike izmedu COL/EPI, COL/ADP izmedu skupina imunosupresiva i kontrole prikazane su

u Tablici 3. zajedno s odgovaraju¢im post-hoc testiranjima.

Tablica 3. Razlike izmedu COL/EPI, COL/ADP izmedu skupina imunosupresiva i kontrole:

Kruskal-Wallisov test s odgovaraju¢im post-hoc usporedbama dobivenim Mann-Whitney U

testom
Skupina Mini-  Maxi- PRI
i i Medija P
imunosupresiva mum mum o5 ) 75
n
Kontrola 30 77,00 300,00 107,00 129,00 147,25
COL/EPI Ciklosporin 24 75,00 300,00 98,25 123,50 166,00
(sek) Takrol!mus 26 75,00 300,00 89,00 98,50 122,75 0,113
Everolimus 19 74,00 300,00 91,00 119,00 158,00
Sirolimus 16 72,00 300,00 90,75 112,50 149,75
Kontrola 30 56,00 158,00 85,75 96,50 105,25
Ciklosporin 24 65,00 217,00 73,25 86,00 109,00
E%I;/k'?D Takrolimus 26 46,00 190,00 69,50 86,00 108,25 0,181
Everolimus 19 58,00 123,00 66,00 89,00 107,00
Sirolimus 16 52,00 129,00 67,25 77,00 87,50
COL/EPI COL/ADPI
Post-hoc usporedbe (sek) (sek)
P vrijednost P vrijednost
Kontrola vs. Ciklosporin 0,774 0,273
Kontrola vs. Takrolimus 0,006 0,227
Kontrola vs. Everolimus 0,389 0,192
Kontrola vs. Sirolimus 0,374 0,010
Ciklosporin vs. Takrolimus 0,031 0,567
Ciklosporin vs. Everolimus 0,565 0,533
Ciklosporin vs. Sirolimus 0,447 0,129
Takrolimus vs. Everolimus 0,223 0,999
Takrolimus vs. Sirolimus 0,445 0,371
Everolimus vs. Sirolimus 0,781 0,385
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Iako inicijalno nije bilo znacajnih razlika u COL/EPI i COL/ADP vrijednostima izmedu

skupina imunosupresiva i kontrole, pojedini meduodnosi izmedu dviju podskupina pokazali

su se znacajnima:

kontrola u odnosu na skupinu koja je koristila takrolimus ima znacajno vece

vrijednosti COL/EPI (P=0,006), kao i skupina koja je uzimala ciklosporine u odnosu

na skupinu koja je bila na takrolimus (P=0,031);

COL/ADP vrijednosti bile su zna¢ajno veée u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu

koja je uzimala sirolimus (P=0,010).

Razlike su dodatno prikazane na Slikama 3. i 4.

Slika 3. Razlike u dobivenim vrijednostima COL/EPI testa izmedu ispitivanih skupina i
kontrole. Markirane su referentne vrijednosti.

COLIEPI (sek)

2107
200
1907
180
1707
1607
150
140
1307
1207
110
100

890

80

707

60

| | | | |
Kontrola  Ciklosparin Takralimus  Everalimus Siralimus

takrolimus vrs kontrola p=0,006

takrolimus vrs ciklosporin p=0,031
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Gledajué¢i vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (s) kod COL/EPI testa, izmjerene
vrijednosti bile su ve¢inom unutar referentnih granica, no ispitanici koji su uzimali takrolimus
imali su statisticki znacajno krace vrijeme nastanka trombocitnog ugruska u odnosnu na

kontrolu (p=0,006), i na ispitanike koji su primali ciklosporin (p=0,031).

Slika 4. Razlike u dobivenim vrijednostima COL/ADP testa izmedu ispitivanih skupina i
kontrole

160 o
1507 °

140

130+

L S

1107

1007

COLIADP (sek)

" L L

| | | | |
Kontrola Ciklosparin Takralimus Everalimus Siralimus

sirolimus vrs kontrola p=0,010

Gledajué¢i vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (s) kod COL/ADP testa, izmjerene
vrijednosti bile su ve¢inom unutar referentnih granica, no ispitanici u skupini koja je uzimala

sirolimus imali su statisti¢ki zna¢ajno nize vrijednosti u odnosu na kontrolu (p= 0,010)
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4.3.2 Razlike izmedu ispitivanih skupina s obzirom na dob i vrijeme

proteklo od transplantacije

Razlike izmedu ispitivanih skupina imunosupresiva obzirom na dob, BMI, vrijeme od

transplantacije i trajanje dijalize prikazane su u Tablici 4. Kako su dob i vrijeme od

transplantacije inicijalno bili zna¢ajno razliciti (p<0,001), nainjene su post-hoc usporedbe

kako bi se razlucilo izmedu kojih je skupina imunosupresiva ta razlika najznacajnija.

Tablica 4. Razlike izmedu ispitivanih skupina imunosupresiva obzirom na dob, BMI, vrijeme
od transplantacije i trajanje dijalize: Kruskal-Wallisov test

Skupina Centile
imuno- N Min Max P
Supresiva 25. Medijan 75.
Ciklosporin 24 30,00 66,00 37,25 5050 58,00
. Takrolimus 26 24,00 66,00 40,00 51,00 61,00
Dob (godine) Everolimus 19 4300 7600 5800 6200 6700 %0
Sirolimus 16 20,00 70,00 50,00 63,50 68,75
Ciklosporin 24 18,96 40,90 23,68 27,11 29,93
Takrolimus 26 18,67 35,65 22,03 24,38 26,88
BMI (kg/m2) Everolimus 19 1826 3535 2342 2531 2007 0258
Sirolimus 16 19,49 31,23 23,01 2571 28,94
Ciklosporin 24 4,00 300,00 20,75 44,50 96,25
Vrijeme od Takrolimus 26 1,00 108,00 3,00 8,00 21,00 <0.001
transplantacije/mj Everolimus 19 1,00 178,00 17,00 35,00 72,00 ’
Sirolimus 16 13,00 206,00 39,00 65,00 114,75
Ciklosporin 24 0,00 18,00 2,00 3,25 6,75
Trajanje Takrolimus 26 0,00 11,00 1,00 2,50 6,50 0.147
dijal./god Everolimus 19 3,00 14,00 3,00 5,00 8,00 ’
Sirolimus 16 0,00 19,00 2,00 6,50 8,00
Dob Vrijeme od

Post-hoc usporedbe

transplantacije

P vrijednost

P vrijednost

Ciklosporin vs.
Takrolimus
Ciklosporin vs.
Everolimus
Ciklosporin vs. Sirolimus
Takrolimus vs. Everolimus
Takrolimus vs. Sirolimus
Everolimus vs. Sirolimus

0,705

<0,001

0,007
0,001
0,012
0,806

<0,001

0,392

0,318
0,002
<0,001
0,076
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Ispitanici koji su uzimali ciklosporin znacajno su mladi u odnosu na one koji su uzimali
everolimus (P<0,001) i sirolimus (P=0,007), kao i oni koji su uzimali takrolimus u odnosu na
everolimus (P=0,001) i sirolimus (P=0,012). Vrijeme od transplantacije bilo je najduze u
skupini koja je uzimala sirolimus: 65,0 (39,0-114,75) mjeseci, dok je najkrace bilo u skupini

koja je dobivala takrolimus: 8,0 (3,0-21,0) mjeseci.

4.3.3 Razlike izmedu ispitivanih skupina u promatranim Kklini¢ckim
laboratorijskim vrijednostima — znac¢ajna razlika u broju eritrocita u

skupini na terapiji takrolimusom

Razlike u promatranim klinickim laboratorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih skupina

imunosupresiva prikazane su u Tablici 5.

Znacajne razlike zabiljeZzene su samo u broju eritrocita, a najnize vrijednosti zabiljeZzene u

skupini koja je bila na terapiji takrolimusom (p=0,001).
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Tablica 5. Razlike u promatranim klini¢kim laboratorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih

skupina imunosupresiva: Kruskal-Wallisov test

Skupina Centile
imuno- N Min Max P
Supresiva 25. Medijan 75.
Ciklosporin 24 75,00 300,00 98,25 123,50 166,00
Takrolimus 26 75,00 300,00 89,00 98,50 122,75

COL/EPI (sek) Everolimus 19 74,00 300,00 91,00 119,00 158,00 0.231
Sirolimus 16 72,00 300,00 90,75 112,50 149,75
Ciklosporin 24 65,00 217,00 73,25 86,00 109,00

COL/ADP Takrolimus 26 46,00 190,00 69,50 86,00 108,25 0.530

(sek) Everolimus 19 58,00 123,00 66,00 89,00 107,00
Sirolimus 16 52,00 129,00 67,25 77,00 87,50
Ciklosporin 24 2,66 5,77 4,24 4,42 491

e Takrolimus 26 2,85 6,71 3,82 4,26 4,63 0.001
Everolimus 19 2,87 6,27 4,57 4,89 5,46 ’
Sirolimus 16 381 6,02 4,57 4,86 5,21
Ciklosporin 24 85,00 168,00 12250 137,50 154,75

Hgb Takrol!mus 26 81,00 161,00 120,50 128,00 140,00 0.094
Everolimus 19 90,00 164,00 130,00 142,00 149,00
Sirolimus 16 111,00 185,00 125,25 130,50 151,75
Ciklosporin 24 91,00 374,00 17425 212,00 279,25

Tre Takrol?mus 26 112,00 500,00 161,00 197,00 239,75 0.411
Everolimus 19 113,00 354,00 170,00 203,00 241,00
Sirolimus 16 103,00 259,00 164,25 188,50 238,00
Ciklosporin 24 7,80 12,00 8,23 8,85 9,35
Takrolimus 26 6,60 10,50 8,18 8,80 9,50

MPV Everolimus 19 7,40 10,70 7,80 8,40 8,90 0,108
Sirolimus 16 7,30 10,30 8,53 8,90 9,70
Ciklosporin 24 520 10,00 6,05 6,95 8,43
Takrolimus 26 3,50 12,00 5,95 7,35 9,50

Leu . 0,316
Everolimus 19 4,40 11,60 5,70 6,90 8,40
Sirolimus 16 4,60 10,40 7,03 7,70 8,85
Ciklosporin 24 50,00 375,00 100,00 150,00 175,00

Doza Takrolimus 26 0,50 10,50 2,38 3,00 4,63 NA

imunosupresiva Everolimus 19 0,50 2,25 1,00 1,25 1,50
Sirolimus 16 0,50 3,00 1,00 1,00 1,50
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4.3.4 Razlike izmedu ispitivanih skupina imunosupresiva u promatranima
kategorijskim varijablama - znacajna razlika u broju epizoda

akutnog odbacivanja i terapiji statinima

Tablica 6. prikazuje razlike u promatranim kategorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih
skupina imunosupresiva. Broj epizoda akutnog odbacivanja bio je znacajno ¢es¢i u skupinama
koje su dobivale ciklosporin, odnosno takrolimus u odnosu na ostale skupine imunosupresiva
(P=0,021). Takoder, znacajno veci broj ispitanika na sirolimusu bio je i na terapiji statinima u

odnosu na ostale skupine imunosupresiva (P=0,014).
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Tablica 6. Razlike u promatranim kategorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih skupina imunosupresiva: X? test

Skupina imunosupresiva

Ciklosporin Takrolimus Everolimus Sirolimus P
N % N % N % N %
Sool Muski 14 58,3% 14 53,8% 14 73.7% 8 500% 40a
P Zenski 10 41,7% 12 46,2% 5 26,3% 8 50,0% ’
Glomerulopatije 13 54,2% 9 34,6% 7 36,8% 4 25,0%
T1 nefropatije 2 8,3% 5 19,2% 2 10,5% 0 0%
Nasljedne 0 0 0 0
o nefropatije 2 8,3% 3 11,5% 3 15,8% 5 31,3% -
Hipertenzija 1 4.2% 1 3,8% 4 21,1% 3 18,8% ’
?g‘]i’lzu'tgure"a'”' 1 4.2% 2 7.7% 1 53% 1 6.3%
Ostalo 5 20,8% 6 23,1% 2 10,5% 3 18,8%
Vrsta tx K 22 91,7% 25 96,2% 19 100,0% 15 9B8% [ ory
F 2 8,3% 1 3,8% 0 0% 1 6,3% ’
Bez 1 4.2% 1 3,8% 0 0% 0 0%
Vrsta dijalize HD 20 83,3% 18 69,2% 16 84,2% 13 81,3% 0,762
PD 3 12,5% 7 26,9% 3 15,8% 3 18,8%
Broi enizoda akutnog © 17 70,8% 18 69,2% 19 100,0% 16 100,0%
. dbg Ci‘\’/an.a 91 6 25,0% 8 30,8% 0 0% 0 0% 0,021
| 2 1 4.2% 0 0,0% 0 0% 0 0%
Bez  ~ virusne 14 58,3% 20 76,9% 10 52,6% 11 68,8%
infekcije
JC virus 3 12,5% 0 0% 1 5 3% 0 0%
Virusne infekcije BK virus 1 4,2% 4 15,4% 5 26,3% 1 6,3% 0,152
CMV 0 0% 0 0% 2 10,5% 1 6,3%
Zoster 3 12,5% 1 3.8% 0 0% 1 6,3%
Ostalo 3 12,5% 1 3.8% 1 5,3% 2 12,5%
Ne 21 87,5% 24 92,3% 18 94,7% 15 93,8%
NODAT ’ ’ ' ' 0,827
Da 3 12,5% 2 7.7% 1 5,3% 1 6,3% ’
Statin Ne 13 54,2% 23 88,5% 12 63,2% 7 438% oo,
Da 11 45,8% 3 11,5% 7 36,8% 9 56,3% ’
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Spearmanovi korelacijski koeficijenti rho izmedu doze imunosupresiva te COL/EPI i

COL/ADP vrijednosti za pojedine imunosupresive prikazani su u Tablici 7. Nije bilo

znacajnih medusobnih korelacija.

Tablica 7. Spearmanovi korelacijski koeficijenti rtho izmedu doze imunosupresiva te COL/EPI
i COL/ADP vrijednosti za pojedine imunosupresive

Skupina
imunosupresiva

Doza
imunosupresiva

Ciklosporin

COLJ/EPI (sek)

0,093
0,667
24

COL/ADRP (sek)

0,147
0,493
24

Takrolimus

0,076
0,713
26

COL/ADP (sek)

-0,087
0,672
26

Everolimus

rho

P

N
rho

P

N
rho
COL/EPI (sek) P
N
rho

P

N
rho
COL/EPI (sek) P
N

0,412
0,080
19

COL/ADP (sek) P

0,214
0,380
19

Sirolimus

rho
COL/EPI (sek) P
N

-0,365
0,165
16

rho
COL/ADP (sek) P
N

-0,341
0,196
16
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4.3.5 UCcestalost ispitanika s vrijednostima COL/EPI i COL/ADP testa

izvan referentnih vrijednosti — rizi¢nost skupine

Razlika izmedu ucestalosti COL/EPI skupina <165 i >165s (gornja referentna vrijednost) u
odnosu na ispitivanu i kontrolnu skupinu prikazana je u Tablici 8. Nije bilo znacajnih razlika

(P=1,000), odnosno ucestalosti su bile identi¢ne u obje usporedne skupine.

Tablica 8. Razlika izmedu ucestalosti COL/EPI skupina <165 i >165s (gornja referentna
vrijednost) u odnosu na ispitivanu i kontrolnu skupinu: X? test

COL/EPI skupine

<165s >165s P
N % N %
. Ispitivana 68 80.0% 17 20.0%
Skupina Kontrolna 24 80.0% 6 20090 000

Tablica 9. prikazuje razlike izmedu ucestalosti COL/EPI skupina <85 i >85 s (donja
referentna vrijednost) u odnosu na ispitivane skupine. Nije bilo znacajnih razlika (P=0,653)

izmedu ispitivanih skupina.

Tablica 9. Razlika izmedu ucestalosti COL/EPI skupina <85 i >85 s (donja referentna
vrijednost) u odnosu na ispitivane skupine: X test

COL/EPI skupine

<85s >85s P
N % N %
Kontrola 24 80,0% 6 20,0%
Skupina Ciklosporin 17 70,8% 7 29,2%
imunosupresiva Takrolimus 23 88,5% 3 11,5% 0,653
Everolimus 15 78,9% 4 21,1%
Sirolimus 13 81,3% 3 18,8%

54



Tablica 10. prikazuje razlike izmedu ucestalosti COL/ADP skupina <118 i >118 s (gornja

referentna vrijednost) u odnosu na ispitivane skupine. Nije bilo znacajnih razlika (P=0,956)

izmedu ispitivanih skupina.

Tablica 10. Razlika izmedu ucestalosti COL/ADP skupina <118 i >118 s u odnosu na

ispitivane skupine: X? test

COL/ADP skupine

<118's >118's P
N % N %
. Ispitivana 74 87,1% 11 12,9%
Skupina Kontrolna 26 86.7% 4 1330 0996

Razlike izmedu ucestalosti COL/ADP skupina <71 i >71 s u odnosu na ispitivane skupine

imunosupresiva i kontrole prikazane su u Tablici 11.

Tablica 11. Razlika izmedu ucestalosti COL/ADP skupina <71 i >71 s u odnosu na ispitivane

skupine: X2 test

COL/ADP skupine

<7ls >71s P
N % N %
Kontrola 6 20,0% 24 80,0%
Skupina Ciklosporin 10 41, 7% 14 58,3%
imunosupresiva Takrolimus 12 46,2% 14 53,8% 0,010
Everolimus 8 42,1% 11 57,9%
Sirolimus 12 75,0% 4 25,0%

Ispitanici koji su primili terapiju sirolimusom imali su znacajno vecu ucestalost vrijednosti

<71 s u odnosu na ostale skupine i kontrolu.
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Razlika izmedu ucestalosti COL/EPI skupina <165 i >165s (gornja referentna vrijednost) u

odnosu na ispitivane skupine bez kontrole prikazane su u Tablici 12. Nije bilo znacajnih

razlika.

Tablica 12. Razlika izmedu ucestalosti COL/EPI skupina <165 i >165s (gornja referentna
vrijednost) u odnosu na ispitivane skupine bez kontrole: X2 test

COL/EPI skupine

<165s >165s P
N % N %
Ciklosporin 17 70,8% 7 29,2%
_Skupina _ Takrolimus 23 88,5% 3 11,5% 0.484
imunosupresiva Everolimus 15 78,9% 4 21,1% ’
Sirolimus 13 81,3% 3 18,8%
Muski 38 76,0% 12 24,0%
Spol Zenski 30  857% 5  143% 27
Glomerulopatije 27 81,8% 6 18,2%
TI nefropatije 8 88,9% 1 11,1%
Nasljedne nefropatije 12 92,3% 1 7,7%
Osnovna DG Hipertenzija 5  556% 4 4449 0178
Vezikouretralni refluks 5 100,0% 0 0,0%
Ostalo 11 68,8% 5 31,3%
K 65 80,2% 16  19,8%
Vrsta tx F 3 75.0% 1 25 0% 0,798
Bez 2 100,0% 0 0,0%
Vrsta dijalize HD 53 79,1% 14  209% 0,760
PD 13 81,3% 3 18,8%
Bez virusne infekcije 43 78,2% 12 21,8%
JC virus 3 75,0% 1 25,0%
. . .. BK virus 10 90,9% 1 9,1%
Virusne infekcije CMV ) 66.7% 1 33.3% 0,503
Zoster 3 60,0% 2 40,0%
Ostalo 7 100,0% 0 0,0%
Ne 63 80,8% 15  192%
NODAT Da 5 71,4% 2 28,6% 0,554
. Ne 45 81,8% 10 18,2%
Statin Da 23 767% 7 233% 00
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Tablica 13. prikazuje razlike izmedu ucestalosti COL/ADP skupina <118 i >118s (gornja

referentna vrijednost) u odnosu na ispitivane skupine bez kontrole. Nije bilo znacajnih razlika.

Tablica 13. Razlika izmedu ucestalosti COL/ADP skupina <118 i >118s (gornja referentna
vrijednost) u odnosu na ispitivane skupine bez kontrole: X? test

COL/ADP skupine

<118s >118s P
N % N %
Ciklosporin 19 79,2% 5 20,8%
Skupina Takrolimus 22 84,6% 4 15,4% 0.377
imunosupresiva | Everolimus 18 94,7% 1 5,3% ’
Sirolimus 15 93,8% 1 6,3%
Muski 45 90,0% 5 10,0%
Spol Zenski 20 | s20% | 6 | 1710 | 3%
Glomerulopatije 25 75,8% 8 24,2%
TI nefropatije 8 88,9% 1 11,1%
Nasljedne nefropatije 12 92,3% 1 7,7%
Osnovna DG Hipertenzija 8 88,9% 1 11,1% | 0,204
Vezikouretralni 5 | 1000% | O | 0,0%
Ostalo 16 100,0% 0 0,0%
K 70 86,4% 11 13,6%
Vrsta tx F 4 100,0% 0 0.0% 0,430
Bez 2 100,0% 0 0,0%
Vrsta dijalize HD 56 83,6% 11 16,4% | 0,183
PD 16 100,0% 0 0,0%
Bez virusne infekcije 46 83,6% 9 16,4%
JC virus 4 100,0% 0 0,0%
. . .. | BKvirus 11 100,0% 0 0,0%
Virusne infekcije CMV 3 100.0% 0 0.0% 0,626
Zoster 4 80,0% 1 20,0%
Ostalo 6 85,7% 1 14,3%
Ne 68 87,2% 10 12,8%
NODAT Da 6 85,7% 1 14,3% 0,912
. Ne 48 87,3% 7 12,7%
Statin Da 26 | 867% | 4 | 133% | 0%
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Tablice 14. i 15. prikazuju multivarijatne regresijske modele predikcije pripadnosti skupinama
s vrijednostima COL/EPI <85 s (Tablica 14) i COL/ADP <71 s kao prediktorske varijable
koriSteni su spol, dob te vrsta imunosupresijske terapije. Kako je vidljivo u Tablici 14, nije
bilo znacajnih prediktora za vrijednosti COL/EPI <85 s.

Tablica 14. Predikcija pripadnosti skupini s vrijednostima COL/EPI <85 s: binarna logisticka
regresija

COL/EPI <85s OR 95% Cl >

Donji  Gornji
Dob (godine) 0,98 0,94 1,03 0,374
Muski spol 0,56 0,19 161 0,278
Kontrola (referentna skupina) 0,568
Ciklosporini 0,91 0,22 369 0,894
Takrolimus 2,93 0,57 15,12 0,200
Everolimus 2,03 0,33 12,61 0,449
Sirolimus 1,97 0,31 12,37 0,469

Znacajnost regresijskog modela P=0,611; r12=6%

Tablica 15. Predikcija pripadnosti skupini s vrijednostima COL/ADP <71 s: binarna logisticka
regresija

COL/ADP <71s OR 95% Cl -

Donji  Gornji
Dob (godine) 0,99 0,96 1,03 0,742
Muski spol 2,63 1,09 6,33 0,031
Kontrola (referentna skupina) 0,058
Ciklosporini 1,95 0,52 7,26 0,321
Takrolimus 2,49 0,69 9,01 0,165
Everolimus 1,86 0,38 9,19 0,445
Sirolimus 10,17 2,06 50,16 0,004

Znacajnost regresijskog modela P=0,004; r2=20,3%

U predikciji pripadnosti skupini s vrijednostima COL/ADP <71 s, znac¢ajno se izdvaja skupina
koja je primala terapiju sirolimusom u odnosu na kontrolnu skupinu (kao referentnu) s OR
(omijer vjerojatnosti ili odds ratio) 10,2 (95% CI: 2,1-50,2; P=0,004). To znaci da ispitanici na
terapiji sirolimusom, u odnosu na kontrolu, imaju 10,2 puta veéu vjerojatnost losih ispitivanih
vrijednosti (COL/ADP <71 s), kontrolirano i na dob i na spol. Pored toga, muski spol takoder
znacajno povecava vjerojatnost losih ispitivanih vrijednosti (COL/ADP <71 s) i to za 2,63
puta.
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5 Rasprava

Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti uc¢inak razli¢itih imunosupresiva na funkciju
trombocita kod bolesnika s transplantiranim bubregom i stabilnom funkcijom presatka
primjenom analizatora funkcije trombocita (PFA-100) koji “in vitro” simulira process

aktivacije i agregacije trombocita.

U istrazivanje je bilo ukljueno 85 odraslih bolesnika (50 muSkaraca i 35 Zena) S
transplantiranim bubregom, Zivotne dobi od 29-76 godina, podijeljenih u 4 skupine ovisno o
vrsti imunosupresiva Kkoji uzimaju u terapiji odbacivanja. Standardna imunosupresijska
terapija ukljucivala je steroid i mikofenolat, te jedan od navedenih imunosupresiva kao treci
lijek: ciklosporin, takrolimus, everolimus ili sirolimus. Kontrolna grupa ukljucivala je 30
zdravih dobrovoljaca oba spola (4 muSkarca 1 26 Zena) s medijanom dobi 42,5 (raspon 25- 61

godinu).

Najces¢i uzrok zatajenja bubrega u ispitivanoj skupini bili su kroni¢ni glomerulonefritisi.
Policisti¢na bolest je bila drugi najces¢i uzrok zatajenja bubrega, zabiljezena kod trinaest
ispitanika (15,3%). Slijedi hipertenzija koja je kao osnovna dijagnoza utvrdena u devet
ispitanika (10,6%), kao i kroni¢ni pijelonfritis, dok je vezikoureteralni refluks (VUR) doveo
do zatajenja bubrega u 5,9% ispitanika. Dijabeticka nefropatija, kao najces¢i uzrok zatajenja
bubrega, zabiljezena je u samo dva slucaja. Kod ostalih ispitanika uzrok zatajenja bubrezne

funkcije nije bio poznat.

Kod vecine ispitanika (95,3%) radilo se o transplantaciji bubrega s umrlog darovatelja, dok su
u velikom postotku, prije transplantacije, provodili nadomjesno bubrezno lijecenje
hemodijalizom (78,8%). Vise od polovice ispitanika (64,7%), nakon transplantacije, nije
razvilo virusnu infekciju, dok je kod preostalih najceS¢e zabiljeZena infekcija BK virusom
(12,9%). Infekcija citomegalovirusom (CMV) 1 herpes zoster virusom zabiljezena kod tri
(3,5%), odnosno pet (5,9%) ispitanika. Novonastala Sec¢erna bolest (NODAT) zabiljeZena je
samo kod sedam ispitanika (8,2%), dok je statine u terapiji imalo manje od polovice ispitanika

s transplantiranim bubregom (35,3%).
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5.1 Usporedba brzine nastanka trombocitnog ugruska u ispitivanoj u
odnosu na kontrolnu skupinu — brze stvaranje trombocitnog ugruska u

ispitivanoj skupini

Ispitanici su se statisticki znacajno razlikovali od kontrolne skupine i po dobi (p<0,001) i po
spolu (p<0,001). Ispitivana skupina bila je znacajno starija od kontrolne (p<0,001), dok je u

kontrolnoj skupini bilo je znacajno vise zena (p<0,001).

Pri usporedbi vrijednosti COL/EPI testa izmedu ispitivane i kontrolne skupine, zabiljeZene su
nize vrijednosti u ispitivanoj skupini, no razlike nisu bile statisticki znacajne (p=0,094).
Razlike bi vjerojatno dobile na znacajnosti s povecanjem broja ispitanika. Statisticki znacajna
razlika (p=0,047) zabiljeZena je u vrijednostima COL/ADP testa izmedu ispitivane i kontrolne
skupine. U ispitivanoj skupini vrijednosti COL/ADP testa bile su znacajno nize u odnosu na
kontrolu. Kako se, prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja, krace vrijeme nastanka
trombocitnog ugruska moze povezati s veCom vjerojatno$¢u nastanka akutnih sréanozilnih

dogadaja, time bi se ispitivana skupina mogla smatrati rizicnom.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su povezanost izmedu aktivacije trombocita i akutnog
koronarnog sindroma. U stenoziranim arterijama pri visokim brzinama protoka zabiljezena je
brza aktivacija trombocita i poja¢ana funkcija. Frossard i autori u svom Su istrazivanju, kod
bolesnika sa sréanim infarktom (STEMI), pokazali kako postoji povezanost izmedu snizene
vrijednosti COL/ADP testa i veli¢ine oSte¢enja sr€anog miSi¢a pri sr¢anom infarktu; brze
stvaranje trombocitnog ugruSka (niZza vrijednosti COL/ADP testa) bilo je praceno vecim
osSte¢enjem sréanog miSi¢a. Isto tako, pokazali su kako su nize vrijednosti COL/ADP i
COL/EPI bile nezavisni prediktor veli¢ine oste¢enja sréanog misica. Kako je niza vrijednost
COL/ADP testa dobro Kkorelirala s veli¢inom o$teCenja sréanog miSi¢a, moze se Smatrati
prediktorom tezine sréanog infarkta. (47) Isto je dokazano i u istrazivanju Huczek i autora,
koji su pokazali jaku nezavisnu prognosticku znacajnost PFA -100 testa (COL/ADP) u
predikciji oStecenja reperfuzije miokarda: vrijednost COL/ADP testa od 73 s ili nize. Isto tako

zabiljezili su kako je poznat utjecaj lijeCenja statinima na hemostazu. (87)

Nize vrijednosti COL/EPI testa zabiljezene su i u istrazivanju koje je usporedivalo jesu li
indeksi aktivacije trombocita povezani sa stabilno$¢u koronarne bolesti: vise bolesnika s
nedavno preboljelim sréanim infarktom imalo je nize vrijednosti COL/EPI testa odnoso brze

stvaranje trombocitnog ugruska u odnosu na bolesnike bez utvrdene koronarne bolesti. (88)
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Statisticki znacajna razlika (p =0,005), izmedu ispitivane i kontrolne skupine, zabiljeZena je |
u broju ispitanika s vrijednostima COL/ADP testa ispod donjih referentnih vrijednosti ¢ime
se isto tako mogu svrstati u rizicnu skupinu za nastanak akutnih sréanozilnih dogadaja. U
ispitivanoj skupini bio je znacajno veci broj ispitanika s vrijednos¢u COL/ADP testa ispod
donje referentne vrijednosti (< 71s). Dosadasnja istrazivanja pokazala su statisticki znac¢ajno
krace vrijeme nastanka trombocitnog ugruska mjereno COL/ADP testom na analizatoru
funckije trombocita (PFA-100, Simens Healthcare Diagnostics) kod ispitanika s infarktom
miokarda. (47,48)

Isto tako, u ispitivanju provedenom na analizatoru funckije trombocita PFA 100, prije i
poslije vjezbanja, u bolesnika sa stabilnom anginom pektoris koji su bili podvrgnuti
koronarnoj angiografiji, zabiljezena je povezanost nize vrijednosti vremena nastanka
trombocitnog ugruska (10 s ispod referentne vrijednosti) s prisutno$¢u stenoze koronarnih
krvnih Zzila. (49,75)

U skladu s rezultatima dosadasnjih istraZivanja, brze stvaranje trombocitnog ugruska u
ispitivanoj skupini (nize vrijednosti COL/EPI i COL/ADP testova) moze se povezati s ve¢om
vjerojatno$¢u nastanka akutnih srcanozilnih dogadaja, time bi se ispitivana skupina mogla

smatrati rizicnom.

5.2 Razlike u COL/EPI i COL/ADP vrijednostima izmedu skupina
Imunosupresiva i kontrole — brze stvaranje trombocitnog ugruska u

skupini lijeenoj takrolimusom i sirolimusom

Gledajuci vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (s) kod oba testa, COL/EPI i COL/ADP, u
nasem istraZivanju izmjerene vrijednosti bile su ve¢inom unutar referentnih granica. Znacajne
razlike u brzini nastanka trombocitnog ¢epa zabiljeZene su izmedu pojedinih imunosupresiva
odnosno kontrole i to: brze stvaranje trombocitnog ugruska u skupini lije¢enoj takrolimusom
u odnosu na ciklosporinsku skupinu i kontrolu, te brze stvaranje trombocitnog ugruska u

skupini lije¢enoj sirolimusom u odnosu na kontrolu.

Kod COL/EPI testa, izmjerene vrijednosti bile su ve¢inom unutar referentnih granica, no
brzina agregacije trombocita kod ispitanika koji su uzimali takrolimus bila je statisticki

znacajno kra¢a u odnosnu na kontrolu (p=0,006), i na ispitanike koji su lije¢eni ciklosporinom
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(p=0,031). Skupinu ispitanika na takrolimusu karakteriziraju znatno mladi ispitanici u odnosu
na skupine na sirolimusu i everolimusu, najkrace vrijeme provedeno na dijalizi prije
transplantacije (premda vrijednosti nisu bile statisticki znacajne), te znacajno krace vrijeme
proteklo od transplantacije u usporedbi s ostalim skupinama, s medijanom od samo 8 mjeseci
(p<0,001). Isto tako zabiljezena je znaCajna razlika u broju eritrocita izmedu ispitivanih

skupina, s najnizim vrijednostima u skupini na takrolimusu.

Rezultati dosada$njih istrazivanja pokazali su opre¢ne rezultate o utjecaju takrolimusa na
agregaciju trombocita, no potrebno je uzeti u obzir Cinjenicu da je veéina istrazivanja
provedena u ,,in vitro“ uvjetima. Tako su Klein i suradnici zabiljezili brzu agregaciju
trombocita ,,in vitro* nakon izlaganja takrolimusu, $to su povezali s pove¢anom vjerojatnoséu
nastanka tromboembolijskih komplikacija u bolesnika s transplantiranim bubregom (89), dok
su primarna istrazivanja na zivotinjama zabiljezila kako takrolimus pokazuje inhibitorski

ucinak na nastanak tromboze. (90,91)

Zakljucke prema kojima i ciklosporin i takrolimus znacajno pojac¢avaju agregaciju trombocita
i sekreciju u odgovoru na fizioloSke agoniste, pokazala su i ranija istrazivanja. Tako je
zabiljezeno kako ciklosporin povecava agregaciju trombocita u odgovoru na ADP u
izoliranim suspenzijama trombocita §to ukazuje da ima izravan ucinak na funkciju trombocita,
neovisno o interakcijama s drugim plazmatskim ¢imbenicima. (92) Maksimalna agregacija
trombocita u odgovoru na ADP zabiljeZena je nakon razdoblja od sat vremena preinkubacije

ciklosporinom, u ovisnosti o dozi. (92)

U kasnijem istrazivanju usporedivali su u¢inak ciklosporina i takrolimusa na aktivaciju i
agregaciju tromobocita u odgovoru na ADP stimulaciju, te su utvrdili ja¢u agregaciju
trombocita nakon izlaganja takrolimusu u ekvivalenentim koncentracijama. (93). U usporedbi
ucéinkovitosti i sigurnosti primjene ciklosporina i takrolimusa, zabiljeZzen je jaci odgovor
trombocita na djelovanje agonista nakon izlaganja takrolimusu u odnosu na ciklosporin. (57,
94).

Nasuprot tome, Jespersen i suradnici (95), u svom su istrazivanju zabiljezili kako ciklosporin
ubrzava agregaciju trombocita u usporedbi s takrolimusom i sirolimusom, inhibirajuci u¢inak
ciklooksigenaze COX-2 “in vitro”, koja je u velikoj mjeri odgovorna za sintezu prostaciklina
(PGI2). Prostaciklin (PGI2) inhibira aktivaciju trombocita i u¢inkovit je vazodilatator, stoga
njegov nedostatak potencira vazokonstrikciju i pojaanu aktivaciju trombocita, odnosno

posljedi¢no brzu agregaciju. Smatra se da je selektivna inhibicija stvaranja prostaciklina
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(PGI2) odgovorna za poviseni pobol i smrtnost od sréanozilnih bolesti kod bolesnika lije¢enih
seletkivnim inhibitorima COX-2. (96,97). U =zaklju¢ku svog istrazivanja navode kako
ciklosporin inhibira COX-2 u kulturi glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila ,,in vitro®, dok
takrolimus i sirolimus nisu pokazali takav u¢inak. Kod bolesnika s transplantiranim bubregom
koji su bili lijeeni ciklosporinom nije zabiljezena inhibicija enzima COX-2. Isto tako
bolesnici lijeCeni takrolimusom i sirolimusom pokazali su znacajno snizenu agregaciju
trombocita i nize vrijednosti tromboksana u urinu u usporedbi s ciklosporinskom skupinom.
(95).

I ranija istraZivanja zabiljezila su kako ciklosporin ubrzava agregaciju trombocita 1 povecava
otpustanje tromboksana (TxA2) iz trombocita ,,in vitro®. (98,99) Sahin i autori u svom
istrazivanju nisu zabiljezili razlike u brzini agregacije trombocita izmedu skupine bolesnika
lijeenih ciklosporinom u odnosu na skupinu na terapiji takrolimusom. (56) Rezultati kasnijeg
istrazivanja (55) pokazali su nize vrijednosti agregacije trombocita u skupini bolesnika
lijecenih ciklosporinom u usporedbi sa skupinom koja je uzimala takrolimus, premda razlika
nije bila statisticki znacajna. U zakljuc¢ku svog istrazivanja ukazuju na mogucnost da
ciklosporin inducira aktivaciju trombocita bez u¢inka na agregaciju. Navedeni podaci ukazuje
na Cinjenicu da je agregacija trombocita bila brza u skupini bolesnika lije¢enih takrolimusom.

(55,56)

Rezultati naseg istrazivanja mogu se usporediti s istrazivanjima Sahina i autora (55,56) te, s
obzirom na ¢injenicu da su ranija istrazivanja provedena u ,,in vitro® uvjetima, osnazuju
njihove zakljucke prema kojima Se takrolimus povezuje s brzim stvaranjem trombocitnog
¢epa odnosno brzom agregacijom trombocita kod bolesnika s transplantiranim bubregom.
Time bi se skupina bolesnika lijeenih takrolimusom mogla povezati s veCom vjerojatnoSéu
nastanka akutnih sréanozilnih komplikacija, odnosno mogla bi se promatrati kao skupina

povisenog rizika.

Kod COL/ADRP testa, izmjerene vrijednosti bile su ve¢inom unutar referentnih granica, no
ispitanici u grupi koja je uzimala sirolimus imali su statisticki znacajno nize vrijednosti u
odnosu na kontrolu (p= 0,010.), $to bi se moglo povezati s brzim Stvaranjem trombocitnog
ugruska u skupini lijeenoj sirolimusom. Time bi se bolesnici u skupini lijeenih sirolimusom

mogli smatrati poviSenog rizika za razvoj sr€anozilnih komplikacija.

Skupinu ispitanika lijeCenih sirolimusom karakteriziraju znatno stariji ispitanici u odnosu na

skupine na ciklosporinu i takrolimusu, najdulje vrijeme provedeno na dijalizi prije
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transplantacije (medijan 6,5 godina, premda vrijednosti nisu bile statisticki znacajne), te
znacajno dulje vrijeme proteklo od transplantacije u usporedbi s ostalim skupinama, s
medijanom od 65 mjeseci (p<0,001). Isto tako znaCajno veci broj ispitanika lije¢enih

sirolimusom bio je i na terapiji statinima u odnosu na ostale skupine.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja vezano uz ucinak sirolimusa na agregaciju trombocita
biljeze oprecne zakljucke. Zabiljezene su niZe vrijednosti tromboksana A2 (TxA2) u
bolesnika lijeCenih sirolimusom §to je u skladu s podacima kako sirolimus inhibira sintezu
COX-1 u zrelim trombocitima ,,in vitro®“.(100) Tromboxan A2, koji potencira agregaciju
trombocita, sintetiziraju zreli trombociti nakon aktivacije, stoga se navedeni podatak moze

povezati sa smanjenom agregacijom trombocita. (95)

Kasnija istrazivanja pokazala su u ,,in vitro“ uvjetima, povezanost visih koncentracija
sirolimusa s poja¢anom agregacijom trombocita U odgovoru na ADP. (58) Isto tako
zabiljezena je povecana osjetljivost trombocita na ADP ovisno o dozi, nakon izlaganja
djelovanju sirolimusa u ,,in vitro* uvjetima. (57) Prema rezultatima navedenog istraZivanja
(57), sirolimus znacajno pojacava agregaciju i sekreciju trombocita ovisno o dozi. Povecane
vrijednosti agregacije trombocita posljedica su izravnog ucinka sirolimusa na funkciju
trombocita. (57)

S obzirom na razli€ita saznanja 1 oprecne rezultate dosadasnjih klinic¢kih ispitivanja u ,,in
vitro* uvjetima, potrebna su daljnja istraZivanja koja bi dala dodatna saznanja o mogucéem

kardioprotektivnom potencijalu razli¢itih imunosupresivnih lijekova.

5.3 Povezanost vremena proteklog od transplantacije s brzom agregacijom
trombocita kod skupine bolesnika lijeenih takrolimusom i

sirolimusom

Pri promatranju rezultata nasSeg istrazivanja potrebno je uzeti u obzir ograni¢eni broj
bolesnika kao i razlike izmedu ispitivanih skupina. Ispitanici su bili podijeljeni u 4 skupine
ovisno o vrsti imunosupresiva koji su uzimali u terapiji odbacivanja. U ciklosporinsku
skupinu bilo je ukljuceno je 24 ispitanika, prosjecne starosti 48,42 godine te s medijanom
dobi 50,5. Skupina koja je uzimala takrolimus imala je 26 ispitanika s medijanom dobi 51,

dok je u skupinama ispitanika koji su uzimali everolimus i sirolimus bilo uklju¢eno 19

64



odnosno 16 ispitanika, s medijalnom dobi 62 odnosno 63,5. Zabiljezena je znacajna razlika u
dobi izmedu ispitivanih skupina (p<0,001); skupine koje su uzimale ciklosporin i takrolimus
bile su znacajno mlade. Ispitanici koji su uzimali ciklosporin bili su znac¢ajno mladi u odnosu
na one koji su uzimali everolimus (p<0,001) i sirolimus (p=0,007), kao i oni koji su uzimali

takrolimus u odnosu na everolimus (p=0,001) i sirolimus (p=0,012).

Ispitivane skupine znacajno su se razlikovale u vremenu proteklom od transplantacije
(p<0,001). Ispitanici u skupini koja je uzimala takrolimus imali su najkrace vrijeme proteklo
od transplantacije, s medijanom od 8 mjeseci (3 -21 mjesec), dok je vrijeme od transplantacije

bilo najduze u skupini koja je uzimala sirolimus s medijanom od 65 mjeseci (39-114 mjesec).

Prema dostupnim saznanjima, razli¢ite metode nadomjeStanja bubrezne funkcije u
prijetransplantacijskom razdoblju imaju razli¢iti tromboembolijski potencijal; tako bolesnici
na peritonejskoj dijalizi pokazuju hiperkoagulabilnost, za razliku od onih na hemodijalizi.
(101,102) Vjerojatno je za pretpostaviti kako ti bolesnici zadrzavaju isti trombembolijski
potencijal i u ranom poslije transplantacijskom razdoblju. Stoga je vazno poznavati metodu

nadomjestanja bubrezne funkcije u prijetransplantacijskom razdoblju. (103,104)

U naSem istraZivanju u prijetransplantacijskom razdoblju zabiljeZeno je nadomjeStanje
bubrezne funkcije najve¢im dijelom metodom hemodijalize. Najveci postotak ispitanika kod
kojih je bubrezna funkcija u prijetransplantacijskom razdoblju nadomjesStana metodom
peritonejske dijalize, zabiljezena je u skupini bolesnika lijeCenih takrolimusom, premda

razlika nije bila statisti¢ki znacajna.

Unato¢ oskudnim saznanjima o u¢inku mTOR inhibitora na funkciju trombocita, podaci
dostupni u literaturi su kontroverzni. Nedavno istrazivanje pokazalo je kako primjena
sirolimusa tijekom duljeg vremenskog razdoblja moze izmijeniti ulazak kalcija u stanicu, Sto
je posebice zabiljezeno kod primjene sirolimusa u trajanju od 24-36 mjeseci. Rezultati
istrazivanja ukazali su na ¢injenicu da dugotrajno lije€enje sirolimusom mijenja homeostazu

kalcija i funkciju trombocita u bolesnika s transplantiranim bubregom. (105)
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Nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika u indeksu tjelesne mase (BMI, eng. body mass
index) niti trajanju dijalize prije transplantacije, premda su ispitanici u grupi ispitanika na
takrolimusu bili kra¢e vrijeme dijalizirani od ostalih grupa s medijanom od 2,5 godine, u
usporedbi s ispitanicima na everolimusu i sirolimusu koji su prije transplantacije dijalizirani

dulje vrijeme; medijan 5 godina za everolimus, odnosno 6 godina za sirolimus.

U promatranim klinickim laboratorijskim vrijednostima, nije bilo znacajne razlike u
vrijednostima hemoglobina niti broju trombocita i leukocita, dok je statisticki znacajna razlika

zabiljezena u broju eritrocita, koji je bio najnizi u grupi ispitanika na takrolimusu.

Usporedbom s rezultatima dostupnih klinickih istrazivanja nismo mogli utvrdili povezanost
vremena proteklog od transplantacije kao niti povezanost kraceg trajanja dijalize u
prijetransplantacijskom razdoblju s brzom agregacijom trombocita u skupinama lijeCenim
takrolimusom i sirolimusom. Posebice s obzirom na ¢injenice kako je u skupini lijeCenoj
takrolimusom zabiljeZeno najkrace vrijeme proteklo od transplantacije i najkrace trajanje
dijalize u prijetransplantacijskom razdoblju, dok su u skupini lijeenoj sirolimusom ispitanici
bile najdulje dijalizirani uz nadulje vrijeme proteklo od same transplantacije. Isto tako nismo
mogli utvrditi povezanost smanjenog broja eritrocita u skupini bolesnika lijecenih
takrolimusom s brzom agregacijom trombocita. Stoga se moze zakljuciti da je brza agregacija

trombocita povezana upravo sa samim djelovanjem tih lijekova.

5.4 Povezanost lijeCenja statinima s agregacijom trombocita kod skupine

bolesnika lijecenih sirolimusom

Znacajno veci broj ispitanika lijeCenih sirolimusom, u odnosu na ostale ispitivane skupine, bio
je istodobno i na terapiji statinima. Dosadasnja istrazivanja pokazala su znacajno Sporiju
agregaciju trombocita u odgovoru na ADP, bez obzira na vrstu statina koji se koristio u
lijeCenju hiperlipidemije. (106,107) Takav rezultat pokazalo je i istrazivanje o ucinku
atorvastatina na agregaciju trombocita kod bolesnika s koronarnom boles¢u, u kojem je
zabiljezena znacajno sporija agregacija trombocita povezana s terapijom atrovastatinom.
(107) Zabiljezen je pozitivan ucinak statina na trombotske vaskularne dogadaje zbog

njihovog djelovanja na trombocite u smislu smanjene aktivnosti. (108)
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Isto tako istrazivanja ukazuju na izravan antitrombotski ucinak atrovastatina koji doprinosti
ucinkovitosti prevencije sréanozilnih dogadaja. Bolje karakteristike krvnog protoka dodatno
objasnjavaju koristan ucinak atorvastatina na rizik sr€anozilnih dogadaja u bolesnika s

hiperkolesterolemijom i aterosklerostkom boles$c¢u. (109).

Uzimajuéi u obzir rezultate dostupnih klinickih istrazivanja, prema kojima statini pokazuju
upravo suprotan ucinak na agregaciju trombocita u smislu sporije agregacije i povoljnog
ucinka na srcanozilne dogadaje, nismo mogli utvrditi povezanost ucinka terapije statinima na

brze stvaranje trombocitnog ugruska u skupini ispitanika lijecenih sirolimusom.

Suprotno oc¢ekivanom ucinku statina, nasi rezultati ukazuju na brze stvaranje trombocitnog
ugruska u ispitivanoj skupini lije¢enoj sirolimusom unato¢ istodobno znacajno vecem broju
ispitanika na terapiji statinima. Stoga bi se moglo zakljuciti da je brza agregacija trombocita

u skupini ispitanika lije¢enih sirolimusom posljedica izravnog u¢inka samog lijeka.

5.5 Povezanost spola s rezultatima istrazivanja

Prema rezultatima naseg istrazivanja, ispitanici na terapiji sirolimusom, u odnosu na kontrolu,
imaju 10,2 puta vecu vjerojatnost loSih ispitivanih vrijednosti (COL/ADP < 71s), kontrolirano
i na dob i na spol. Zenski spol smanjuje vjerojatnost losih ispitivanih vrijednosti u odnosu na
kontrolu, dok muski spol znacajno povecava vjerojatnost losih ispitivanih vrijednosti
(COL/ADP < 71s) i to za 2,63 puta, drugim rije¢ima muskarci imaju 2,63 puta veéu
vjerojatnost za nize vrijednosti COL/ADP testa, odnosno vrijednosti ispod donje granice od
71s. Ovim statistickim modelom objasnjeno je samo 20% rezultata, stoga se moZe zakljuciti

da postoji veliki broj drugih ¢imbenika koji utjec¢u na rezultat.

Op¢i ¢imbenici koji doprinose kardiovaskularnom riziku ukljuéuju stariju zivotnu dob, muski
spol, hiperlipidemiju, pusenje, prekomjernu tjelesnu tezinu, manjak kretanja, hiperglikemija i
hiperhomocisteinemija. (110) Premda transplantacija uklanja ¢imbenike rizika za nastanak
sr¢anozilnih bolesti obnavljanjem funkcije bubrega, dovodi do razvoja novih rizika koji su
djelomice vezani uz primjenu imunosupresijske terapije. Stoga je ¢imbenike rizika za razvoj
sr¢anozilnih bolesti potrebno prepoznati i intenzivno lijeciti prije same transplantacije, te
potom prilagoditi imunosupresijske protokole i individualizirati terapiju za svakog pojedinog
bolesnika kako bi se smanjio pobol i smrtnost od sr¢anozilnih bolesti u rizi¢noj populaciji

bolesnika s transplantiranim bubregom. (111)
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Vezano uz utjecaj spola na agregaciju trombocita, dosadasnja istrazivanja zabiljezila su
oprecne rezultate. Tvrdnje o povezanosti spola s funkcijom trombocita prvi put su zabiljezena
u istrazivanjima prije viSe od 30 godina. (112) Bioloske razlike u gradi stijenki krvnih Zila
izmedu muskaraca i Zena, kao 1 izravan utjecaj hormona (estrogena, progesterona, androgena)
na trombocite odnosno njihovog indirektnog ucinka na krvne zile, Cinile su temelj ovih

pretpostavki s fizioloskog stanovista. (113,114)

Zabiljezena je jaCa aktivnost trombocita kod zena, dok je odgovor na terapiju aspirinom bio
slican ili ¢ak ja¢i kod Zena u usporedbi s musSkim ispitanicima. (115,116) Isto tako,
istraZivanje ovisnosti spola o ucinkovitosti antitrombotske terapije pokazalo je ja¢u aktivnost
trombocita kod zena, no apsolutna razlika izmedu spolova bila je mala te stoga vjerojatnost
losije prognoze kod zena nije bila znacajna. (117) Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i kod
ispitivanja agregacije trombocita u zdravih dobrovoljaca, kada je utvrdena jaca agregabilnost

trombocita kod zenskih ispitanika. (118)

Iako su dosadasnja istrazivanja zabiljezila jac¢u aktivnost trombocita kod Zena, u istraZzivanju
utjecaja razlicitosti spola na agregaciju trombocita u zdravih dobrovoljaca mjereno optickom
metodom, nije zabiljeZena znacajna razlika u agregaciji trombocita izmedu muskih i zenskih

ispitanika. Zakljuceno je kako razlika u spolu nema utjecaja na agregaciju trombocita. (119)

Novija istrazivanja 0 utjecaju spola i vrste tkiva na promjene u mTOR signalnim putu vezano
uz dob, pokazala su kako starenje nema izravan utjecaj na pojacavanje mTOR signalnog puta,
te se stoga rapamicin kao mTOR inhibitor ne moZe povezati S duljim zivotnim vijekom zbog
ponistavanja tog ucinka. Naime ranije pretpostavke upucivala su na povezanost sirolimusa,

kao inhibitora mTOR signalnog puta, s duljim Zivotnim vijekom zenki miSeva. (120)

| druga istrazivanja zabiljezila su razli¢it u¢inak sirolimusa na muzjake i zenke miseva. Prema
dostupnim podacima, sirolimus produljuje zivotni vijek miSeva ovisno o spolu. Isto tako
proteini MTOR signalnog puta pokazuju znacajnije promjene u tkivu zenki u usporedbi s

tkivom muzjaka. (121)

Rezultati naseg istrazivanja biljeze, kod ispitanika na terapiji sirolimusom, povecani rizik brze
agregacije trombocita vezan uz muski spol u odnosu na kontrolu. Podaci iz dostupnih
klinickih istrazivanja ukazuju na razli¢iti u¢inak sirolimusa ovisno o vrsti tkiva odnosno

spolu. Isto tako proturje¢ni su podaci vezani uz utjecaj spola na agregaciju trombocita, tako je
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zabiljezeno kako je Zenski spol povezan s brzom agregacijom trombocita, dok je isto tako

muski spol naveden kao rizican za nastanak sréanozilnih dogadaja.

Vezano uz naSe istrazivanje, obzirom na znacajno veéi broj zena u kontrolnoj skupini, ne
mozemo se sloziti s dostupnim podacima koji ukazuju na povezanost Zenskog spola s brzom
agregacijom trombocita. Stoga se moze zakljuciti da je brza agregacija trombocita u skupini
ispitanika lijeCenih sirolimusom povezana upravo sa samim ucinkom lijeka, dok je utjecaj

sirolimusa na agregaciju trombocita kod muskog spola potrebno dodatno istraziti.
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6 Zakljuéci

U skladu s rezultatima naseg istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

1. U skupini ispitanika lijecenih  imunosupresijskom terapijom zabiljezene su nize
vrijednosti COL/EPI i COL/ADP testa, odnosno brze stvaranje trombocitnog ugruska u
odnosu na kontrolu. Stoga bi se imunosupresijska terapija mogla bi se smatrati jednim od
rizika za nastanak akutnih sréanozilnih dogadaja.

2. Statisticki je znacajno vise ispitanika lijecenih  imunosupresijskom terapijom imalo
vrijednosti COL/ADP testa ispod donje referentne vrijednosti (<71s) u usporedbi s
kontrolom, ¢ime bi se mogli svrstati u rizi¢nu skupinu za nastanak akutnih sr¢anozilnih

dogadaja. Time bi se ispitivana skupina mogla smatrati rizicnom.

3. Gledaju¢i vrijeme nastanka trombocitnog ugruska u oba testa, COL/EPI i COL/ADP, u
nasem istrazivanju izmjerene vrijednosti bile su vec¢inom unutar referentnih granica.
Znacajne razlike u brzini nastanka trombocitnog ugruska zabiljezene su izmedu pojedinih
skupina ispitanika koji su lijeceni razli¢itim imunosupresijskim lijekovima, odnosno
kontrole i to: brze stvaranje trombocitnog ugruska u skupini lijecenoj takrolimusom u
odnosu na ciklosporinsku skupinu i kontrolu, te brze stvaranje trombocitnog ugruska u

skupini lijecenoj sirolimusom u odnosu na kontrolu.

4. Lijecenje takrolimusom i sirolimusom moglo bi se povezati s brzim stvaranjem
trombocitnog ugruska odnosno brzom agregacijom trombocita kod bolesnika s
transplantiranim bubregom. Time bi se lije¢enje takrolimusom odnosno sirolimusom
moglo povezati s ve¢om vjerojatnos¢u nastanka akutnih sréanozilnih dogadaja, odnosno

moglo bi se promatrati kao jedan od ¢cimbenika rizika.

5. Ispitanici u skupini koja je uzimala takrolimus imali su najkrace vrijeme proteklo od
transplantacije, dok je vrijeme od transplantacije bilo najduze u skupini koja je uzimala
sirolimus. Usporedbom s rezultatima dostupnih klini¢kih istrazivanja nismo mogli utvrdili
povezanost vremena proteklog od transplantacije kao niti povezanost kraceg trajanja
dijalize u prijetransplantacijskom razdoblju s brzom agregacijom trombocita u skupinama

lijecenim takrolimusom i sirolimusom.

6. Isto tako, nismo mogli utvrditi povezanost smanjenog broja eritrocita u skupini bolesnika

lijecenih takrolimusom s brzom agregacijom trombocita. Stoga se moze zakljuciti da je
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10.

11.

brza agregacija trombocita povezana upravo sa samim djelovanjem takrolimusa odnosno

sirolimusa.

Znacajno veci broj ispitanika lijecenih sirolimusom, u odnosu na ostale ispitivane
skupine, bio je istodobno i na terapiji statinima. Uzimajuci u obzir rezultate dostupnih
Klinickih istrazivanja, prema kojima statini pokazuju upravo suprotan uc¢inak na
agregaciju trombocita u smislu sporije agregacije i povoljnog ucinka na sréanozilne
dogadaje, nismo mogli utvrditi povezanost uc¢inka terapije statinima na brze stvaranje
trombocitnog ugruska u skupini ispitanika lijecenih sirolimusom. Suprotno oéekivanom
uc¢inku statina, nasi rezultati ukazuju na brze stvaranje trombocitnog ugruska u ispitivanoj
skupini lijecenoj sirolimusom unato¢ istodobno znacajno vecem broju ispitanika na
terapiji statinima. Stoga bi se moglo zakljugiti da je brza agregacija trombocita u skupini

ispitanika lijec¢enih sirolimusom posljedica izravnog uc¢inka samog lijeka.

Prema rezultatima naseg istrazivanja, ispitanici na terapiji sirolimusom, u odnosu na
kontrolu, imaju 10,2 puta vec¢u vjerojatnost losih ispitivanih vrijednosti (COL/ADP <
71s), kontrolirano i na dob i na spol. Osim toga, muski spol znacajno povecava
vjerojatnost losih ispitivanih vrijednosti (COL/ADP<71s) i to za 2,63 puta, drugim
rije¢ima muskarci imaju 2,63 puta vecu vjerojatnost za nize vrijednosti COL/ADP testa

odnosno brze stvaranje trombocitnog ugruska.

Vezano uz utjecaj spola na agregaciju trombocita, dosadasnja istrazivanja zabiljezila su
proturjec¢ne rezultate: od brze agregabilnost trombocita kod zena, do toga da razlika u
spolu nema utjecaja na agregaciju trombocita. Suprotno ocekivanom, rezultati naseg
istrazivanja ukazuju kako je rizik brzeg stvaranja trombocitnog ugruska kod ispitanika

lijecenih sirolimusom povezan s muskim spolom.

Podaci iz dostupnih klini¢kih istrazivanja upucuju na moguc¢i razlic¢iti ucinak sirolimusa
ovisno o vrsti tkiva odnosno spolu, vezano uz promjene u mTOR signalnom putu, stoga je
povezanost ucinka sirolimusa na agregaciju trombocita kod muskog spola potrebno

dodatno istraziti.

U skupini ispitanika koji su lijeceni everolimusom vrijeme nastanka trombocitnog
ugruska (s) kod COL/EPI i COL/ADP testa, bilo je unutar referentnih granica bez
zabiljezenog znacajnijeg odstupanja u odnosu na druge ispitivane skupine kao niti na

kontrolu.
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12. Tesko je procijeniti koliki je doprinos brze agregacije trombocita, u sklopu terapije
pojedinim imunosupresivima, na pobol i smrtnost od sr¢anozilnih bolesti kod bolesnika s

transplantiranim bubregom, u odnosu na utjecaj tradicionalnih i ostalih ¢imbenika rizika.

13. Rezultati naseg istrazivanja mogli bi imati klinicku vrijednost kroz individualizaciju
imunosupresijskih protokola prema ¢imbenicima rizika svakog pojedinog bolesnika, no
osjetljivost testa i klinicki znacaj rezultata ovog istrazivanja potrebno je upotpuniti

dodatnim klinickim ispitivanjima.
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7 Sazetak

Utjecaj imunosupresiva na brzinu agregacije trombocita u bolesnika s transplantiranim

bubregom

Uvod Transplantacija bubrega je metoda izbora u lijeCenju bolesnika sa zavr$nim stadijem
kroni¢ne bubrezne bolesti. Karakterizirana je boljim prezivljavanjem bolesnika i boljom
kvalitetom zivota. Uspjeh transplantacije uvelike ovisi o imunosupresijskoj terapiji. Zlatni
standard u lijeCenju €ini trojna imunosupresijska terapija koja ukljucuje steroid, inhibitor
kalcineurina i antiproliferativni lijek, uz indukciju protutijelima. Imunosupresijska terapija
povezana je s povecanim rizikom razvoja trombembolijskih komplikacija i sveukupnim
poveéanim rizikom za razvoj sréanozilnih bolesti. Kako su sr¢anozilne bolesti vode¢i uzrok
smrti u bolesnika s transplantiranim bubregom, pozornost je sve vise usmjerena na moguée
dugoro¢no Stetne uc¢inke imunosupresivnih lijekova koji se koriste u terapiji odbacivanja. Cilj
ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj razliCitih imunosupresiva na agregaciju trombocita u
bolesnika s transplantiranim bubregom i stabilnom funkcijom presatka. Materijali i metode U
istrazivanje su bili ukljuceni bolesnici s transplantiranim bubregom koji su se redovito
kontrolirali u Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju, Klinike
za unutras$nje bolesti KBC Rebro, u razdoblju od 3 mjeseca. Prema bolnickom protokolu, u
terapiji odrzavanja, bolesnici s transplantiranim bubregom uzimali su tzv. “trojnu
imunosupresijsku  terapiju” koja ukljucuje koritkosteroid, inhibitor kalcineurina i
antiproliferativni lijek. Svi ispitanici bili su upoznati sa svrhom istrazivanja i potpisali su
informirani pristanak. Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo KBC Zagreb. Tijekom
redovitih kontrolnih pregleda, zajedno s uzrocima za standardne laboratorijske nalaze, uzeta
su dodatna 2 ml krvi od svih transplantiranih bolesnika koji su zadovoljili kriterije za
ukljucivanje u istrazivanje. Ispitanicima iz kontrolne grupe uzeta su 2 ml Kkrvi za ispitivanje
funkcije trombocita, uz anamnesti¢ki dobivene podatke o dobi i spolu. Ispitivanje funkcije
trombocita provedeno je iz uzorka pune Kkrvi, na analizatoru funkcije trombocita PFA-200
(Simens Healthcare Diagnostics), u ambulantnim uvjetima. PFA-200 je specifi¢ni analizator
funkcije trombocita koji ,,in vitro®“ oponaSa fizioloske brzine protoka krvi u arterijama
odnosno proces adhezije i agregacije trombocita. Primjenjuje se za ispitivanje primarne, 0
trombocitima ovisne, hemostaze. Mjeri se vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (CT, eng.
closure time) u prisutnosti kolagena i adrenalina (COL/EPI), te kolagena i ADP-a
(COL/ADP). Normalne vrijednosti nalaze se u rasponu od 85-165 s za COL/EPI test, te 71—
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118 s za COL/ADRP test. Drugi potrebni podaci, za bolesnike s transplantiranim bubregom
uzeti su iz medicinske dokumentacije. Kontrolna skupina ukljucivala je zdrave dobrovoljce.
Rezultati U istrazivanje je bilo uklju¢eno 85 odraslih bolesnika s transplantiranim bubregom
(50 muskaraca i 35 zena, zivotne dobi 29-76 godina), podijeljenih u 4 skupine ovisno o vrsti
imunosupresiva koji uzimaju u terapiji odbacivanja: ciklosporin, takrolimus, everolimus ili
sirolimus. Kontrolna grupa ukljucivala je 30 zdravih dobrovoljaca oba spola. Gledajuéi
vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (s) kod COL/EPI testa, izmjerene vrijednosti bile su
vec¢inom unutar referentnih granica, no ispitanici koji su uzimali takrolimus imali su statisticki
znacajno krace vrijeme nastanka trombocitnog ugruska u odnosnu na kontrolu (p=0,006), i na
ispitanike koji su primali ciklosporin (p=0,031). Kod COL/ADP testa, izmjerene vrijednosti
bile su vecinom unutar referentnih granica, no ispitanici u grupi koja je uzimala sirolimus
imali su statisticki znacajno nize vrijednosti u odnosu na kontrolu (p= 0,010) Rasprava i
zaklju¢ak Usporedujuci vrijednosti agregacije izmedu pojedinih imunosupresiva, vrijeme
nastanka trombocitnog ugruska (s) kod COL/EPI testa, bilo je ve¢inom unutar referentnih
granica, no ispitanici koji su uzimali takrolimus imali su statisticki znacajno krace vrijeme
nastanka trombocitnog ugruska u odnosnu na kontrolu (p=0,006), i na ispitanike koji su
primali ciklosporin (p=0,031). Isto tako, kod COL/ADP testa, izmjerene vrijednosti bile su
ve¢inom unutar referentnih granica, no ispitanici u grupi koja je uzimala sirolimus imali su
statisticki znacajno nize vrijednosti u odnosu na kontrolu (p= 0,010.). Osjetljivost testa i
klini¢ki znacaj ovih saznanja potrebno je ispitati u danjim istrazivanjima. U grupa ispitanika
koji su lijeCeni everolimusom vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (s) kod COL/EPI i
COL/ADRP testa, bilo je unutar referentnih granica bez zabiljezenog znacajnijeg odstupanja u
odnosu na druge ispitivane skupine kao niti na kontrolu. Ovi rezultati mogli bi imati klinicku
vrijednost kroz individualizaciju imunosupresijkih protokola prema ¢imbenicima rizika
svakog pojedinog bolesnika, no osjetljivost testa i klini¢ki znacaj rezultata ovog istrazivanja

potrebno je upotpuniti dodatnim Klini¢kim istrazivanjima.
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8 Summary

Effect of Immunosupressive Agents on Platelet Aggregation in Renal Transplant

Patients

IntroductionRenal transplantation is the treatment of choice for patients with end stage renal
disease meaning better survival and quality of life. The success of transplantation depends
largely on immunosupressive therapy. The major immunosupressive agents that are currently
being used in various combination regimens are corticosteroids, azathioprine, mycophenolate
mofetil (MMF), cyclosporine, tacrolimus, everolimus, and sirolimus. Immunosuppressive
therapy is associated with an increase risk of thromboembolic complications and overall
increased riks of morbidity and mortality from cardiovascular disease. Main goal of the study
was to investigate the effect of different immunosupressive agents on platelet aggregation in
renal transplant patients with stable graft function. Materials and methods The study included
renal transplant patients which were controlled in the Department of Nephrology,
Hyperthension, Dialysis and Renal Transplantation in Clinical Hospital Center Zagreb, during
3 months period, after providing the informed consent. During the regular visit, together with
blood sampling for standard laboratory parameters, an aditional 2 ml of blood was taken for
testing platelet aggregation, from all patients who met the inclusion criteria. Platelet function
testing was performed on platelet function analyzer (PFA-200) that ,.in vitro“ simulates the
process of aggregation and platelet activation. The test simulates primary hemostasis through
interaction of platelets with the aperture of a membrane at the end of the capillary which is
coated with collagen and either adenosine diphosphate (COL-ADP) or epinephrine (COL-
EPI). Results are reported as the closure time (CT) in seconds for COL-EPI and COL-ADP
cartridges. The ranges for control subjects were 85-165 s for the COL - EPI closure time, and
71-118 s for the COL -ADP closure time. Data for analysis for renal transplant patients were
taken from the medical records. Control group included healty individuals. Results The study
included 85 renal transplant patients (50 male and 35 female, median age 54 (29-76). Patients
were divided into four groups based on the type of different immunosuppressive agent
(cyclosporine, tacrolimus, everolimus, and sirolimus). All values of ,,in vitro® closure times
(s) with COL-EPI test were within the reference range, but patients in tacrolimus group had
significantly lower values compared to controls (98,5 (IQR:89,0-122,8) : (129(IQR: 107,0-
147,3); p=0,006), and compared to cyclosporine group (98,5(IQR:89,0-122,8) : (123,5
(IQR:98,3-166,0); p=0,031). With COL/ADP test, patients in sirolimus group had
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significantly lower values compared to controls (77 (67,25-87,5) : (96,5 (85,8 — 105,3);
p=0,010). Discussion and conclusion Although, all the values of ,,in vitro“ closure times with
both tests (COL-EPI and COL-ADP) were within reference range, tacrolimus group of
patients showed significantly lower values compared to cyclosporine and to controls, while
sirolimus group of patients showed significantly lower values compared only to controls.
Platelet aggregation values in everolimus patient group did not show any significant
differences. These findings could have a certain clinical value. The sensitivity and clinical

relevance of this test findings should be further investigated.
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10 Popis oznaka i kratica

ADH

ADP

AVP

AKS

ASA

ASK

ATP

ACE

APD

CAPD

CVvD

BK

BMI

CMV

COX

CT

CRP

DNA

EBV

FDP

antidiuretski hormon
adenozindifosfat
arginine vazopresin

akutni koronarni sindrom

od engl. American Society of Anesthesiologists, Americko drustvo

anesteziologa

acetilsalicilna kiselina

adenozintrifosfat

inhibitori angiotenzin konvertirajueg enzima
automatizirana peritonejska dijaliza

kontinuirana ambulantna peritonejska dijaliza

sréanozilne bolesti

BK virus

od engl. Body Mass Index; indeks tjelesne mase
citomegalovirus

od engl. cyclo-oxygenase, ciklooksigenaza

eng. closure time, vrijeme nastanka trombocitnog ugruska
C- reaktivni protein

od engl. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina
Epstein-Barr virus

od engl. fibrin degradation product, razgradni proizvodi fibrina
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FKBD

GFR

GP

HCV

HNL

HDL

HUS

IL-2

JC

LDL

NODAT

MPV

NO

NSAID

PFA-100

PDGF

PAI

PAR

PF

od engl. FK binding protein, FK vezni protein

od engl. glomerular filtration rate, glomerularna filtracija
glikoprotein

hepatitis C virus

hormonsko nadomjesno lijecenje

lipoproteini velike gustoce (kolesterol velike gustoce)
hemoliticko-uremicni sindrom

interleukin

interleukin 2

JC virus

lipoproteini male gustoce (kolesterol male gustoce)

od engl. new onset diabetes after transplantation, novonastali dijabetes

nakon transplantacije

od engl. Mean platelet volumen, srednji volumen trombocita
dusikov-oksid

od engl. nonsteroidal anti inflammatory drug, nesteroidni antiupalni lijek

od engl. Platelet function analyser, analizator funkcije trombocita PFA-

100 (Simens Healthcare Diagnostics)
od engl. platelet- derived growth factor, trombocitni faktor rasta

od engl. plasminogen activator inhibitor, inhibitor aktivatora

plazminogena
od engl. protease-activated receptor, proteazom aktivirani receptori

od engl. platelet factor, trombocitni faktor
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PGG2

POC

PF3

PV

TF

TxA2

tPA

Tx

VLDL

prostaglandin G2

od engl. Point of care, pretrage uz bolesnika

od engl. Platelet factor 3, trombocitni faktor

protrombinsko vrijeme

od engl. Tissue factor, tkivni faktor

tromboksan A

od engl. Tissue plasminogen activator, tkivni aktivator plazminogena
tromboksan

od engl. Very low density lipoprotein, lipoproteini vrlo male gustoce

von Willebrandov faktor
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