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1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. Transplantacija jetre

Transplantacija jetre (TJ) je etablirana metoda lijeCenja terminalne kroni¢ne bolesti jetre,
akutnog zatajenja jetre i odredenih tumora jetre. Kao rezultat napretka kirurskih tehnika,
imunosupresivnog lijeCenja i intenzivne skrbi, jednogodisnje prezivljenje danas iznosi 83%, a
10-godisnje prezivljenje 60% (1). Danasnja alokacija organa temelji se na bodovnom
sustavu modela za terminalnu bolest jetre (eng. Model for End stage Liver Disease, MELD).
MELD obuhvaca tri varijable: ukupni bilirubin, kreatinin te INR (2) i predstavlja procjenu
kratkoro¢nog prezivljenja bolesnika s terminalnom bolesti jetre (3). Imunosupresivna terapija
nuzan je dio transplantacijskog lijeCenja i ima za cilj sprjecavanje odbacivanja presatka te
produzenje zivota presatka i primatelja. U kontroli imunoloskog odgovora nakon
transplantacije najceS¢e se koristi nekoliko lijekova razli¢itih mehanizama djelovanja na
imunoloski sustav. Imunosupresivna terapija zahtijeva pazljivu ravnotezu izmedu
sprjeCavanja odbacivanja organa i neZeljenih nuspojava imunosupresivnih lijekova (4).
Nuspojave imunosupresije se mogu ocitovati metabolickim komplikacijama, poremecajem

bubrezne funkcije, neurotoksi¢nosti kao i infektivnim i neoplasti¢nim komplikacijama (5).

1.1.1 Komplikacije nakon transplantacije jetre

Komplikacije nakon transplantacije jetre se dijele na rane i kasne. Rane komplikacije nastaju
u prvih 6 mjeseci nakon TJ i ukljucuju kirurSke komplikacije samoga zahvata poput
krvarenja, opstrukciju protoka u krvnim zilama, bilijarne strikture i 'leakove' (6), akutno
odbacivanje jetrenog presatka i infekcije (7). Kasne komplikacije nakon TJ se javljaju u

periodu od 6 mjeseci nakon TJ. Obuhvacaju kroni¢no odbacivanje jetrenog presatka, recidive



osnovnih bolesti, poremecenu funkciju bubrega, pojavu novonastalih tumora, infekcija kao i

metabolickih bolesti (7).

1.1.2. Komorbiditeti bolesnika prilikom transplantacije jetre

Komorbiditeti imaju vaznu ulogu u transplantacijskom lijeCenje. Neki od njih predstavljaju
apsolutnu prepreku za transplantaciju poput nekontrolirane ekstrahepati¢ne maligne bolesti,
nekontrolirane sistemske infekcije, aktivni abusus alkohola, visoka Zzivotna dob, teska

kardiovaskularna bolest, mozdana smrt ili psihosocijalni razlozi (8, 9).

Medutim, ve¢ina komorbiditeta poput Secerne bolesti, arterijske hipertenzije, hiperlipidemije,
cerebrovaskularne bolesti, kardiovaskularne bolesti, kroni¢ne bubrezne bolesti (10-14) s
kojima bolesnik ulazi u transplantaciju, predstavljaju dodatni rizik i mogu utjecati na ishode
lijecenja.

Kardiovaskularne bolesti su danas jedne od najznacajnijih komorbiditeta u razliitim
skupinama bolesnika, pa tako i kod kandidata za transplantaciju jetre (15), a njihov znacaj
osobito raste nakon transplantacije uslijed uvodenja metabolicki aktivnih imunosupresivnih

.....

neminovno imaju vise dobno vezanih komorbiditeta i ve¢i mortalitet (16).

1.2. Kardiovaskularne bolesti prije i nakon transplantacije jetre

Bolesnici s cirozom jetre imaju jedinstvene hemodinamske i1 kardiovaskularne znacajke u
sklopu hiperdinamskog sindroma koje su karakterizirane poviSenim sr€anim minutnim
volumenom, ubrzanom sr¢anom frekvencijom, niskom perifernom vaskularnom rezistencijom

I krvnim tlakom (17) $to moze pridonijeti razvoju kardiovaskularnih komplikacija u ranom



postoperativnom periodu (18). Nadalje, bolesnici s cirozom jetre imaju redistribuciju
volumena plazme u korist splanhi¢nog krvotoka i posljedi¢nu centralnu hipovolemiju (19).
Ciroticna kardiomiopatija (CK) je definirana kombinacijom sistolicke i dijastolicke
disfunkcije kao i elektrokardiografskim poremecajima u vidu produzenog QTc intervala (17,
19). Patofizioloski mehanizmi oStecenja sistolicke funkcije leze u poremecaju beta
adrenergickih receptora, povisenja endogenih kanabinoida te kardiosupresivnih molekula kao
§to su dusic¢ni oksid i upalni citokini. Poremecaj dijastolicke funkcije svoj patofizioloski
mehanizam nastanka duguje aktivaciji renin-angiotenzin sustava i zadrzavanju soli koji imaju
za posljedicu i hipertrofiju srca. QTc prolongacija je posljedica defekta ionskih kanala kao i

poremecene fluidnosti membrana (20).

Bolesnici s cirozom jetre imaju slicnu prevalenciju koronarne bolesti srca kao i opca
populacija (21). Neopstruktivna i/ili asimptomatska koronarna bolest je prisutna i do 60 %
bolesnika s cirozom jetre, dok 2-13% bolesnika ima znacajnu koronarnu bolest srca (14,17,

22).

Klasi¢ni ¢imbenici KV rizika su takoder prisutni u populaciji bolesnika s cirozom jetre i
pridonose razvoju KV bolesti (17, 23). Uzevsi u obzir navedeno, pazljiva evaluacija

kandidata za TJ je od velike vaznosti.

Kardiovaskularne bolesti su vode¢i wuzrok mortaliteta u ranom 1 kasnom
posttransplantacijskom razdoblju. U prvih 30 dana nakon TJ, uzrok su smrti u oko 40%
pacijenata (24). Naj¢eS¢e se manifestiraju sréanim arestom, mozdanim udarom, zatajenjem
srca 1 pluénom embolijom. Akutni infarkt miokarda se javlja u oko 5% bolesnika nakon TJ
ve¢ u prvih 10 dana nakon TJ (25). Transplantacija jetre je svakako dogadaj koji sa sobom
donosi odredene patofizioloSke promjene organizma. Reperfuzija jetrenog grafta je pracena
poremecajem elektrolita, acidozom, hipotermijom i hipotenzijom koja ima za posljedicu

postperfuzijski sindrom pri ¢emu se oslobadanjem citokina uzrokuje hemodinamska



nestabilnost (26). Dodatno, tromboza portalne vene potice endotelnu disfunkciju koja je

povezana s akutnim infarktom miokarda (27).

Kardiovaskularna smrtnost u kasnom posttransplantacijskom razdoblju je povezana s
koronarnom bolesti (28). Tijekom Zivota, transplantiranim bolesnicima se povisuje KV rizik
kao i opcoj populaciji. Tijekom prve godine nakon TJ, kardiovaskularni morbiditet iznosi oko
15%, dok KV smrtnost iznosi oko 3% (25). KV bolesti nakon TJ su i posljedica pojave
metaboli¢kog sindroma (29). Dosadasnje studije ukazuju na prevalenciju koja se krece u
rasponu od 44% do 58% (30). Njegove sastavnice: pretilost, poviSeni krvni tlak, poremecen
metabolizam glukoze i dislipidemija, nezavisni su ¢imbenici KV rizika (31). Pretilost prije TJ
je jedna od kljuénih prediktora nastanka metaboli¢kog sindroma nakon TJ (32). Bolesnici s
kriptogenom cirozom jetre Cesto u pozadini bolesti imaju nealkoholnu masnu bolest jetre
(NAFLD, engl. non-alcoholic fatty liver disease) i ¢esce su pretili (33). Pojava metabolickog
sindroma nakon TJ se dovodi u vezu i s imunosupresivnom terapijom, poglavito

kalcineurinskim inhibitorima (CNI) (31).

1.3. Asimetri¢ni dimetilarginin i dusi¢ni oksid

Osnovu za razvoj kardiovaskularnih bolesti predstavlja ateroskleroza, dok endotelna
disfunkcija predstavlja prvi korak u njezinom razvoju. Endotelna disfunkcija rezultat je
disbalansa vazokonstrikcijskih 1 vazodilatacijskih molekula koji na endotelu krvnih zila
dovodi do razvoja upale i posljedicne migracije miofibroblasta §to rezultira razvojem

aterosklerotske vaskularne bolesti (34-36).

Dusi¢ni oksid (NO) je molekula koja ima mnogostruke uloge u tkivima: djeluje
vazodilatatorno na endotel krvnih zila, utjeCe na hemostazu inhibiraju¢i kontrakcije i rast

glatkih misica, agregaciju trombocita te adheziju leukocita na endotel (37-40). Sintetizira se iz



aminokiseline L- arginina pomoc¢u skupine enzima NO sintaza (NOS) (41). U ljudskom
organizmu postoje tri glavne izoforme NOS: endotelna, neuronalna te inducibilna (42) (Slika
2). Neuronalna NOS je prisutna u centralnom i perifernom zivéanom sustavu. Odgovorna je
za centralnu regulaciju krvnoga tlaka, relaksaciju glatkih miSi¢nih stanica te vazodilataciju
putem perifernih zivaca. Inducibilna NOS je dio imunoloskog obrambenog sustava u kojem
producira velike koli¢ine NO u sklopu imunoloskog odgovora. Endotelna NOS se nalazi u
endotelnim stanicama. UtjeCe na vazodilataciju, kontrolu krvnoga tlaka te ima protektivno
djelovanje na krvne Zile kao i antiaterosklerotski uc¢inak. Mnogi kardiovaskularni ¢imbenici
reduciraju djelovanje endotelne NOS i time dovode do endotelne disfunkcije (42). Inhibicija

NOS takoder smanjuje bubrezno izlu¢ivanje soli $to pridonosi razvoju hipertenzije (43).

Aktivnost NOS je pod utjecajem endogenih inhibitora, medu kojima je najistaknutiji
asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) (44). ADMA se sintetizira proteolizom u svim stanicama
organizma, djeluje parakrino inhibiraju¢i NOS ¢ime dovodi do supresije produkcije NO (44)
(Slika 1). ADMA se razgraduje pomocu enzima dimetilarginin dimetilaminohidrolaze
(DDAH) u jetri (44). Inhibiraju¢i NOS, ADMA uzrokuje vazokonstrikciju i poviSenje
krvnoga tlaka, onemogucava relaksaciju endotela i povecava adhezivnost endotelnih stanica.
ADMA takoder smanjuje sréanu frekvenciju i sréani minutni volumen. Rezultati brojnih

istrazivanja upucuju na ADMA kao potencijalni marker kardiovaskularnih bolesti.
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1.3.1. Povezanost ADMA i NO s kardiovaskularnim bolestima

Brojne studije u op¢oj populaciji su identificirale ADMA kao nezavisni ¢imbenik KV rizika,
pri ¢emu su povisene vrijednosti ADMA u serumu povezane s povecanom incidencijom KV
incidenata u rizicnim populacijama (47-59). Kod bolesnika u kojih je Kkateterizacijom
dokazana koronarna bolest srca, poviSene vrijednosti ADMA predstavljaju nezavisni faktor
rizika za nepovoljne KV ishode (kardiovaskularna smrt, nefatalni infarkt miokarda, ishemijski
mozdani udar) (60). U bolesnika s infarktom miokarda sa ST elevacijom, ADMA se pokazala
kao znacajan faktor rizika za jednogodis$nji mortalitet (61,62). Vrijednosti ADMA u serumu
znacajno su povisene kod bolesnika s ishemijskim mozdanim udarom (63). Zanimljivo je da
se omjer ADMA/NO pokazao boljim prediktivnim markerom za tezinu koronarne bolesti srca
i rizika od infarkta miokarda, nego samostalne vrijednosti ADMA u serumu (64). Hipertrofija
lijevog ventrikula srca je takoder posljedica snizenja koncentracije NO (65). Sve to upuéuje
na znacajnu ulogu aberacija u metabolizmu metilarginina u kardiovaskularnim bolestima.
Vrijednosti ADMA su poviSene u bolesnika s hiperlipidemijom, aterosklerozom, poviSenim
krvnim tlakom, sréanim zatajenjem, Secernom bolesti te kroni¢nom bubreznom bolesti (47).
Nadalje, poviSene vrijednosti ADMA u kroni¢noj bubreZnoj bolesti su se pokazale kao
nezavisni riziéni ¢imbenik za nastanak KV bolesti (66). Takoder, NO se dovodi U vezu s
metaboli¢kim 1 vaskularnim komplikacijama u pretilosti, hipertenziji i Secernoj bolesti (67,

68).

1.3.2. ADMA i NO u terminalnoj bolesti jetre i nakon transplantacije jetre

Dosadasnje studije u kojima je istrazivana uloga ADMA/NO u kontekstu terminalne jetrene
bolesti i transplantacije jetre pokazuju da je u bolesnika s terminalnom bolesti jetre razina

ADMA u serumu povecana i da korelira s tezinom portalne hipertenzije (69) te da snizena



produkcija NO povecava vaskularnu rezistenciju i portalnu hipertenziju (70,71). Studije koje
istrazuju ulogu markera endotelne disfunkcije (ADMA/NO) kod TJ su oskudne i vezane su uz
peritransplantacijsko razdoblje (72-76). U neposrednom periodu nakon TJ, dolazi do sniZenja
razine ADMA u serumu, $to se objasnjava oporavkom aktivnosti DDAH (72), dok je
povisenje razine ADMA uoceno u sklopu odbacivanja jetrenog presatka (72), kao i u sklopu

bubrezne lezije (73).

1.4. Svrha rada

Vecina studija KV bolesti nakon TJ bazirana je na dugorocnom pracenju bolesnika. Tijekom
duljeg prac¢enja bolesnika, veca je vjerojatnost razvitka KV bolesti na Cije Stetne ishode je u
kasnijoj fazi teze utjecati. Studije koje se bave procjenom KV rizika u ranom
posttransplantacijskom razdoblju su oskudne i nemaju u fokusu aterosklerotsku bolest (77).
Od interesa je stoga istraziti dinamiku i1 ulogu markera endotelne disfunkcije (ADMA/NO) te
utvrditi njihovu korelaciju s poznatim KV faktorima s ciljem unapredenja procjene rizika,
iznalaZzenja odgovaraju¢ih ranih intervencija i1 posljedicnog smanjenja KV mortaliteta i

morbiditeta kod bolesnika nakon transplantacije jetre.



2. HIPOTEZA

Nakon transplantacije jetre dolazi do pada razine ADMA i porasta razine NO u serumu
bolesnika, a povecanje razine ADMA, odnosno pad NO u posttransplantacijskom razdoblju,

kod bolesnika sa stabilnom funkcijom jetrenog presatka korelira s povecanjem KV rizika.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ: Istraziti dinamiku, ulogu i zna¢aj markera endotelne disfunkcije: asimetri¢nog
dimetilarginina (ADMA) i dusi¢nog oksida (NO) u populaciji bolesnika nakon transplantacije
jetre te njihovu korelaciju s drugim klinickim i laboratorijskim pokazateljima KV rizika u

razdoblju od godinu dana nakon TJ.

SPECIFICNI CILJEVI:

. odrediti prevalenciju faktora KV rizika u populaciji kandidata za TJ

. odrediti incidenciju i prevalenciju faktora KV morbiditeta i mortaliteta
. odrediti i utvrditi promjene KV rizika u populaciji nakon TJ
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u obliku prospektivne studije u Klinickoj bolnici Merkur na skupini
od 177 bolesnika u kojih je izvrsena TJ u razdoblju od travnja 2014. godine do travnja 2018.
godine. Istrazivanje se provodilo uz odobrenje Etickog povjerenstva KB Merkur i
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu uz postivanje etickih nacela i bioeti¢kih principa

koji su u skladu s Niirnberskim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije.

4.2. Protokol studije
Ukljucni kriteriji:
e punoljetni kandidat za transplantaciju jetre
e potpisani informirani pristanak
e stabilna funkcija jetrenog presatka u jednogodiSnjem pracenju: definirana odsutnosti
biopsijom dokazanog akutnog odbacivanja ili/i vrijednosti jetrenih enzima (AST/ALT)

do 2x gornje granice normale ili/i odsutnosti vaskularne jetrene ili bilijarne patologije i

odsutnosti akutne infekcije.
Iskljuéni Kkriteriji:

e Dbolesnici s prethodnom transplantacijom solidnog organa

e kandidati za transplantaciju s akutnim zatajenjem jetre

e multiorganska transplantacija

e kroni¢na bubrezna bolest (GFR< 60 ml/min/1.73m?) duZe od 6 mjeseci prije TJ i/ili

histoloski dokaz oStecenja bubrega
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Bolesnicima koji su zadovoljili uklju¢ne kriterije za studiju, prikupljeni su demografski,

laboratorijski, morfoloski i klinicki parametri prije TJ kao i u unaprijed definiranim periodima

nakon TJ.

Parametri istrazivanja

Ispitanicima koji su ispunili uklju¢ne kriterije i potpisali informirani pristanak prikupljeni su

klini¢ki, antropometrijski i laboratorijski pokazatelji prije transplantacije jetre te 6 1 12

mjeseci nakon transplantacije jetre (Tablica 1).

Tablica 1. Parametri istraZivanja

Parametar

Prije
transplantacije
jetre

6 mjeseci
nakon
transplantacije
jetre

12 mjeseci
nakon
transplantacije
jetre

Dob/Spol

BMI

Opseg struka

X
X

X
X

Etiologija jetrene bolesti

MELD

Prethodne KV bolesti'

Prethodne pridruZene bolesti®

Kardiovaskularni incidenti®

Periferna vaskularna bolest®

Novonastala Se¢erna bolest

Imunosupresivna terapija

Ostala terapija’

Tjelesna aktivnost®

Pusenje

Krvni tlak

EKG’

XXX [X[X|X[X|X|X

Ultrazvuk srca®

SCORE’

Pokazatelji glukoregulacije™

Kreatinin / eGFR

Lipidogram™

AST, ALT, GGT, AP

CRP

ADMA

XXX XXX |X[X[|X|[X][X

XXX |X[X|X|X

XX XX XXX XXX [X|X|X[X|X|X[X

NO

X

X

X

!Kardiovaskularne bolesti: koronarna bolest srca, periferna aterosklerotska bolest, cerebrovaskularna

bolest
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“Prethodne pridruZene bolesti: Seéerna bolest, kroni¢na bolest bubrega, arterijska hipertenzija,
dislipidemija

*Kardiovaskularni incidenti: nefatalni infarkt miokarda, cerebrovaskularni incident, kardiovaskularna
smrt, potreba za kirur§kom revaskularizacijom miokarda ili perkutanom koronarnom intervencijom
*Periferna aterosklerotska bolest: definirana kao aterosklerotska bolest karotidnih, vertebralnih,
mezenterijalnih i renalnih arterija te arterija gornjih i donjih ekstremiteta (78)

*Ostala terapija: antidijabeticka i antihipertenzivna terapija, hipolipemici

®Tjelesna aktivnost: mjerena medunarodnim upitnikom tjelesne aktivnosti dostupnim na:
https://sites.google.com/site/theipag/home

"EKG: promjene ST spojnice, T valova, blokovi grana, znakovi hipertrofije lijeve klijetke
8Ultrazvuk srca: debljina miokarda (IVS i LVPW), stupanj dijastoli¢ke disfunkcije

’SCORE: klasifikacija u 4 skupine rizika: vrlo visoki rizik, visoki rizik, umjereni rizik, niski rizik
®Pokazatelji glukoregulacije: glukoza u plazmi, HbAlc

"Lipidogram: ukupni kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol i trigliceridi

BMI — indeks tjelesne mase (engl: Body Mass Index); MELD - engl: Model for End Stage Liver Disease; KV-
kardiovaskularni; EKG — elektrokardiogram; SCORE — engl: Systematic Coronary Risk Estimation, eGFR —
procijenjena glomerularna filtracija (engl: estimated Glomerular Filtration Rate), ADMA — asimetri¢ni
dimetilarginin; NO — dusiéni oksid

Svi bolesnici u studiji nakon transplantacije jetre su imali sli¢an imunosupresivni protokol
koji se inicijalno sastojao od kortikosteroida (ukinut unutar 3 mjeseca nakon TJ), mikofenolne
kiseline i kalcineurinskog inhibitora (ciklosporina ili takrolimusa). Odabir tipa

kalcineurinskog inhibitora se temeljio na odluci lije¢nika prilikom transplantacije.

4.3. Izra¢un MELD

Izratun MELD-a za pojedinacnog kandidata bazira se na vrijednosti tri laboratorijska

parametra u serumu (bilirubina, kreatinina i INR-a) (79) prema niZe navedenoj formuli:
MELD =10 * ((0.957 * In(Kreatinin)) + (0.378 * In(Bilirubin)) + (1.12 * In(INR))) + 6.43

Formula je dostupna na: https://reference.medscape.com/calculator/meld-score-end-stage-

liver-disease

Objasnjenje formule: MELD se mnozi s 10 i1 zaokruzuje na najblizi cijeli broj. Vrijednosti

MELD-a kre¢u se od 6 do 40. Maksimalna vrijednost MELD-a je 40, a viSe vrijednosti se
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prilagodavaju na 40. Vise vrijednosti MELD-a upucuju na teze stanje bolesnika i urgentniju

potrebu za transplantacijom.
4.4. Biokemijski parametri

Svi biokemijski parametri koristeni u studiji u€injeni su u Klinickom zavodu za medicinsku
biokemiju i laboratorijsku medicinu KB Merkur akreditiranom prema normi HRN EN
ISO15189 (Medical laboratories — Requirements for quality and competence). Krvni uzorci
su procesuirani prema preanalitickom protokolu ukljucujuéi centrifugiranje (3000xg, 10 min)
i odvajanje od plazme, odnosno seruma za daljnje laboratorijske pretrage. Svjezi uzorci su
koriSteni za rutinske laboratorijske testove dok su alikovoti seruma pohranjeni na -70 °C
odmah nakon odvajanja od stanica za analizu specificnih biomarkera. Lipidni profil (ukupni
kolesterol, HDL-, LDL- kolesterol i trigliceridi), glukoza, AST, ALT, GGT, ALP i bilirubin
su mjereni na automatskoj analiti¢koj platformi (AU680, Beckman Coulter, USA). INR je
izracunat iz protrombinskog vremena odredenog automatskim koagulacijskim analizatorom u
citratnoj plazmi (Sysmex 2100i, Siemens Healthineers, Germany). HbAlc je mjeren u EDTA-
antikoaguliranom uzorku krvi pomocu turbidimetrijske imunoinhibicijske analize (HbAlc
Gen 3, Cobas Integra 400 Plus, Roche Diagnostic, Switzerland), koja je slijediva prema IFCC

referentnom sustavu, a rezultati izvjeStavani u NGSP jedinicama (%).

45. Analize ADMA i NO
45.1. ADMA

Koncentracija ADMA u serumu je mjerena validiranim kompetitivnim enzim-
imunokemijskim postupkom koriste¢i ADMA — ELISA reagens (DLD Diagnostics, GmbH,
Hamburg, Germany) (80). U navedenom postupku, ADMA iz uzoraka seruma pipetiranih na

reakcijsku mikrotitarsku plocicu (8x12 jazica) najprije se acilira pomocu reagensa za
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acilaciju. Nakon zavrs$ene inkubacije (90 minuta, sobna temperatura, na orbitalnoj mijesalici),
pipetira se po 0.05 ml aciliranog uzorka u jazice na ADMA-impregniranoj mikrotitarskoj
plocici. Potom se dodaje po 0.05 ml antiseruma s poliklonskim ze¢jim ADMA antitijelima te
se, tijekom prekonoéne inkubacije (2-8°C), ADMA iz uzorka seruma natjeGe s ADMA-om s
povrsine mikrotitarske plocice za fiksni broj veznih mjesta u dodanom antiserumu. Nevezane
komponente uklanjaju se visekratnim ispiranjem mikrotitarske plo¢ice, nakon ¢ega se dodaje
konjugat — sekundarno antizecje antitijelo obiljezeno enzimom peroksidazom. Nakon
inkubacije (1 sat, sobna temperatura, orbitalna mijeSalica) i ispiranja, reakcijskoj smjesi
dodaje se kromogeni supstrat (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin), slijedi daljnja inkubacija (15-20
minuta, sobna temperatura) te konac¢ni prekid reakcije dodatkom 0.3 M H;SO,. Opticka
gustoca ocitava se spektrofotometrijski (450/600 nm), a intenzitet boje je obrnuto razmjeran

koncentraciji ADMA u serumu.

Ocekivane vrijednosti u ljudskom serumu krecu se od 0.40 to 0.85 pmol/L, a metoda ima
osjetljivost od 0.05 pmol/L i ukupnu preciznost, izrazenu kao koeficijent varijacije, do 10.3%.
Mijerenja se standardiziraju sa svakom serijom rezultata izradom kalibracijske krivulje za koju
se koriste originalne otopine standarda s tvorni¢ki deklariranim koncentracijama ADMA (0;
0.1; 0.3; 0.6; 1.0; 5.0), a koncentracije ADMA iz uzoraka seruma ocitavaju iz kalibracijske

krivulje (Slika 3).
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Slika 3. Tipi¢na kalibracijska krivulja enzim-

serumu (preneseno iz DLD ADMA — ELISA korisni¢kog priru¢nika).

45.2. NO

Zbog vrlo kratkog poluzivota, NO je odredivan indirektno, kao suma ukupne koncentracije

nitrata i nitrita mjerene indirektnom enzimsko-kolorimetrijskom metodom po Griessu (Total

Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Parameter Assay Kit, R&D Systems MN, USA). Razina

nitrata i nitrita je odredivana u uzorcima seruma proc¢is¢enim od proteina ultrafiltracijom
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koriste¢i filtere s granicom filtracije od 10,000 molekularne mase (Amicon Ultra 0,5,

Millipore, USA)) Slika 4).

m:>m:

T Filtrate

Add sample Cap Spin at 14,000 x g

0,5mL 20 min 0,1 mL filtrata
+0,1 mL reakcijskog pufera
Slika 4. Shematski prikaz ultrafiltracije uzoraka (Preneseno iz Amicon Ultra 0,5 korisnickog

prirucnika)

Ultrafiltrati uzoraka pipetiraju se u jazice na mikrotitarskoj plocici te im se dodaje enzim
nitrat-reduktaza i kofaktor NADH. Nakon inkubacije (30 min, 37°C) i konverzije endogenog
nitrata u nitrit, dodatkom odgovarajuc¢ih reagensa provodi se diazotacija nitrita 1 njegovo
vezanje s N-(l-naftil) etilendiaminom te se koli¢ina kromogenog produkta kvantificira
spektrofotometrijski (540-5870 nm). Metoda je standardizirana pomocu laboratorijski
priredene serijske dilucije kalibratora (0.0; 3.12; 6.25; 12.5; 25.0; 50.0; 100.0; 200.0 uM) koji
se analiziraju sa svakom serijom uzoraka. Koncentracije NO iz uzorka ocitavaju se iz

dobivene kalibracijske krivulje (Slika 5).
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(pmol/L) 0.D. Average Corrected
0

0.014 0.015 —
10 0.016
12 0.030 0.030 0.015
0.030
6.25 0.041 0,043 0.028
- A 0.044
5 /,’ 125 0.070 0.072 0.057
= - 0.073
£ A 5 0.133 0.137 0122
g o yd 0.140
e 50 0254 0.256 0.241
o 0.257
oo -" 100 0528 0.5483 0528
- 0557
! * 100 1000 200 1.071 1.095 1.080
Concentration (umol/L) 1.118

Slika 5. Tipi¢na kalibracijska krivulja enzim-kolorimetrijske metode za mjerenje ukupnih
metabolita NO (nitrati+nitriti) u serumu (preneseno iz Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite

Parameter Assay Kit korisnickog priruc¢nika).

4.6. Definicije kardiovaskularnih ¢imbenika rizika
Arterijska hipertenzija je definirana prema ESC/ESH smjernicama (81) kao sistoli¢ki krvni
tlak > 140 mmHg 1/ili dijastolicki krvni tlak > 90 mmHg

Dislipidemija je takoder definirana prema ESC/EAS smjernicama (82) kao: ukupni kolesterol
> 5 mmol/L, LDL — kolesterol > 3 mmol/L, HDL — kolesterol < 1 mmol/L ili trigliceridi > 1.7

mmol/L

Seéerna bolest je definirana prema smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (83):

o Simptomi Secerne bolesti- poliurija, polidipsija, gubitak tjelesne tezine + slucajna
vrijednost glukoze u plazmi (GUP) > 11,1 mmol/l
ili

o GUP nataste (minimalno 8 sati gladovanja) > 7,0 mmol/l ili slu¢ajna vrijednost
GUP > 11,1 mmol/l u dva uzastopna mjerenja kroz dva dana kod osoba bez
simptoma Secerne bolesti

19



o GUP nataste > 7,0 mmol/l ili GUP > 11,1 mmol/L tijekom peroralnog testa
optereéenja sa 75 g glukoze
ili

o HbAlc>6,5%

4.7. Odredivanje bubrezne funkcije i stadiji kroni¢ne bubreZne bolesti:

Za procjenu glomerularne filtracije (eéGFR) u studiji je koriStena MDRD formula koja se
temelji na vrijednostima kreatinina u serumu [100]. Veli¢ina ¢GFR odredena je pomocu

sljedece formule:

eGFR (mL/min/1.73m 2 ) = 32788 x (kreatinin u serumu (umol/L)) -1.154 % (dob u

godinama) -0.203 x (0.742 kod zZena)

Formula je dostupna pod: https://www.mdcalc.com/mdrd-gfr-equation

Definirani stadiji kroni¢ne bubrezne bolesti (84) su prikazani u tablici 2.

Tablica 2: Stadiji kroni¢ne bubrezne bolesti (84)

Stadij Opis GFR (mL/min/1.73
m2)
1. ostecenje bubrega s >90
normalnom ili

poviSenom GFR

2. blago ostecenje 60-89
3. umjereno ostecenje 30-59
4. tesko oStecenje 15-29
5. bubrezno zatajenje <15 ili dijaliza

GFR — glomerularna filtracija (eng: glomerular filtration rate)
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4.8. Ehokardiografski parametri

Procjena Kkardijalnog statusa je ucinjena ehokardiografijom. Odredivani su debljina
interventrikulskog septuma (IVS), debljina straZnjeg zida lijevog ventrikula (LVPW) te
dijastolicka disfunkcija. Debljine IVS i LVPW su odredivane u M-modu u dugoj
parasternalnoj poziciji. Dijastolicka disfunkcija je mjerenja pomocu signala mitralnog utoka 1

tkivnog doplera u apikalnoj poziciji.

4.9. SCORE

SCORE (engl: Systematic COronary Risk Estimation) je stratifikator kardiovaskularnog rizika
predlozen od strane Europskog kardioloskog drustva (82). Procjenjuje 10-godisnji rizik od
fatalne kardiovaskularne bolesti. Temelji se na sljede¢im varijablama: dob, spol, pusenje,
sistoli¢ki krvni tlak i ukupni kolesterol. Postoje 4 kategorije KV rizika: vrlo visoki rizik,
visoki rizik, umjereni rizik, niski rizik. Odredeni kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici mogu

bolesnika svrstati u visu kategoriju (Tablica 3).

Tablica 3. Kategorije kardiovaskularnog rizika (82)

Vrlo visoki | Prisutna aterosklerotska kardiovaskularna bolest: koronarna bolest srca,
rizik cerebrovaskularna bolest ili periferna aterosklerotska bolest.

Secerna bolest s osteéenjem ciljnih organa ili najmanje tri rizi¢na ¢imbenika.
Teska kroni¢na bolest bubrega s eGFR <30 mL/min/1.73 m2

Izracunati SCORE > 10%

Obiteljska hiperkolesterolemija s aterosklerotskom KV bolesti ili rizicnim
¢imbenikom

Visoki rizik | Pacijenti s pojedina¢nim rizi¢nim ¢imbenicima i to posebno: ukupni kolesterol
>8 mmol/L, LDL-kolesterol >4.9 mmol/L, ili krvni tlak >180/110 mmHg.
Pacijenti s obiteljskom hiperkolesterolemijom bez rizicnih c¢imbenika.
Pacijenti sa Seernom bolesti bez oSteenja ciljnih organa i bez rizi¢nih
¢imbenika.

Umjerena kroni¢na bubrezna bolest s eGFR 30-59 mL/min/1.73 m2)
Izracunati SCORE > 5% and <10%

Umjereni Mladi pacijenti sa Se¢ernom bolesti (tip 1 <35 godina; tip 2 <50 godina)
rizik s trajanjem bolesti <10 godina, bez rizi¢nih ¢imbenika
Izraunati SCORE > 1 % and <5%

Niski rizik Izrac¢unati SCORE <1%
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4.10. AntropoloSka mjerenja i mjerenja krvnoga tlaka

AntropoloSka mjerenja su ukljucivala tjelesnu masu (TM, kg) mjerenu vagom i tjelesnu visinu
(TV, m) mjerenu vertikalnim antropometrom/stadiometrom. Indeks tjelesne mase (BMI,

kg/m?) se izaunavao prema formuli: TM/(TV)?*

Krvni tlak se mjerio sfingomanometrom s manzetom odgovarajuce veli¢ine. Pacijent je bio u

sjede¢em polozaju s fleksiranom rukom i laktom u razini srca.
4.11. Statisticke metode

Podaci su prikazani tabliéno i1 graficki. Napravljena je analiza normalnosti raspodjele
podataka (Smirnov-Kolmogorovljev test) te su se shodno dobivenim rezultatima primijenili
odgovaraju¢i neparametrijski statisticki testovi i naini prikaza podataka. Kvantitativni podaci
su prikazani kroz raspone, medijane i interkvartilne raspone. Kategorijski podaci su prikazani
kroz apsolutne frekvencije i1 pripadaju¢e udjele. Izracunate su prevalencija i incidencija
pojedinih klini¢kih kategorijskih varijabli s pripadaju¢im 95% intervalima pouzdanosti.
Razlike u kvantitativnim vrijednostima izmedu pojedinih skupina, s obzirom na promatrana
vremena mjerenja, procijenile su se Friedmanovim testom (razlika izmedu pocetnih
vrijednosti, nakon 6 i 12 mjeseci), odnosno Wilcoxonovim testom kada su se usporedile
razlike izmedu dvaju vremena. Izracunati su Spearmanovi koeficijenti korelacije tho izmedu
vrijednosti ADMA i NO te ostalih parametara. Kaplan Meier krivuljama s pripadaju¢im log-
rank testom se analiziralo prezivljenje ispitanika s obzirom na kardiovaskularni rizik, vrstu
dijagnoze i etiologiju osnovne bolesti. Ordinary least squares (OLS) regresijskim modelima se
analizirala predikcija pojedinih klinickih varijabli na promjenu vrijednosti ADMA i NO
nakon 6 i nakon 12 mjeseci.

Sve P vrijednosti manje od 0,05 se smatraju znacajnima. U analizi se koristila programska

podrska IBM SPSS Statistics, verzija 25.0.0.1.
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5. REZULTATI

5.1. Karakteristike bolesnika prije transplantacije jetre

U studiju je ukljuceno 177 bolesnika koji su zadovoljili uklju¢ne kriterije. Najveci udio
ispitanika Cinili su muskarci (70.1%), prosjeéne dobi 5749.70 godina. Vecina (90.4%) je
transplantirana zbog ciroze jetre dok je tumorska bolest bila prisutna u 33.9% bolesnika.

Prosjecéni laboratorijski MELD prilikom transplantacije iznosio je 16 (11-20).

Vodec¢a indikacija za TJ je bila alkoholna bolest jetre (49.2%) dok je distribucija ostalih
dijagnoza bila sljedec¢a: ostali uzroci jetrene bolesti (21.5%), virusne bolesti jetre (hepatitis B i
C virus) (20.3%) te kolestatske bolesti jetre (primarni skleroziraju¢i kolangitis i primarna

bilijarna ciroza) (9%). Karakteristike bolesnika su prikazane u tablici 4.

Od ukupno 60 bolesnika (33.9%) koji su imali tumorsku bolest, veéina je imala
hepatocelularni  karcinom (78.3%), dok su drugi tumori bili rjede =zastupljeni:
kolangiocelularni karcinom (CCC) (11.7%), neuroendokrini tumor (5%) te drugi rijetki

tumori (adenom, epiteloidni hemangioteliom).
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Tablica 4. Osnovne karakteristike ispitivane populacije (N=177).

Karakteristika Medijan
(interkvartilni raspon)
Dob (godina) 57
(52 - 60)
MELD 16
(11-20)

. Udio
Karakteristika N %
Muskarci 124 70.1
Ciroza 160 90.4
Tumorska bolest 60 33.9
Etiologija jetrene bolesti
Alkoholna 87 49.2
Virusna 36 20.3
Kolestatska 16 9.0
Ostalo 38 21.5

MELD zbroj - prognosticki model prezivljavanja jetrene bolesti (engl. Model for End-Stage Liver Disease)

5.2. Klinicki, metabolicki i biokemijski parametri prije transplantacije jetre

Klini¢ki, metaboli¢ki i biokemijski parametri prije transplantacije jetre su prikazani u tablici

5.



Tablica 5. Klini¢ki, metaboli¢ki i biokemijski parametri prije transplantacije jetre (N=177)

Parametar Medijan (interkvartilni raspon)
ADMA (pmol/l) 0.73 (0.58-0.92)
NO (umol/l) 21.60 (13.90-31.30)
Sistoli¢ki krvni tlak (mmHQ) 120 (110-130)
Dijastoli¢ki krvni tlak (mmHg) 80 (70-80)
GUP (mmol/L) 5.3(4.9-6.1)
HbA1c (%) 4.9 (4.5-5.3)
Kreatinin (umol/l) 71.0 (61.0-93.0)
CRP (mg/L) 7.70 (2.80-19.45)
Trigliceridi (mmol/L) 0.85 (0.60-1.25)
Kolesterol (mmol/L) 3.40 (2.50-4.58)
HDL-kolesterol (mmol/L) 0.87 (0.61-1.19)
LDL-kolesterol (mmol/L) 2.00 (1.40-3.10)
AST (U/L) 62.50 (39.00-94.00)
ALT (U/L) 39.00 (23.00-76.00)
GGT (U/L) 62.00 (34.00-129.50)
ALP (U/L) 122.50 (86.00-181.00)
Bilirubin (um/L) 47.00 (26.00-93.50)
Parametar Srednja vrijednost £ SD
BMI (kg/m?) 264 +4.6
eGFR (mL/min/1.73m2) 93.4 +34.8

SD - standardna devijacija;

ADMA — asimetri¢ni dimetilarginin; NO — dusSi¢ni oksid; BMI — indeks tjelesne mase (engl: Body Mass Index);

GUP — glukoza u plazmi; HbAlc — glikirani hemoglobin; eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije
(engl. estimated Glumerular Filtration Rate); CRP — C reaktivni protein;

HDL-kolesterol - kolesterol u lipoproteinima visoke gustoce (engl: High - Density Lipoproteins);
LDL-kolesterol - kolesterol u lipoproteinima male gustoce (engl: Low - Density Lipoproteins);
AST-aspartat aminotransferaza; ALT-alanin aminotransferaza;

GGT-gama glutamiltransferaza; ALP-alkalna fosfataza
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5.3. Parametri kardiovaskularnog pobola i rizika prije transplantacije jetre

Od ukupnog broja bolesnika, 6.2% je imalo kardiovaskularnu bolest. Koronarna bolest srca je

bila prisutna u 4.5% bolesnika, a 1.7% bolesnika preboljelo je cerebrovaskularni inzult.

Seéerna bolest je bila prisutna u 5.6% bolesnika prije TJ. Arterijska hipertenzija bila je

prisutna kod 28.2% , a dislipidemija kod 13.6% bolesnika. Ukupno 21.5% bolesnika bili su

pusaci. Navedeni parametri su prikazani u tablici 6.

Analiziraju¢i SCORE bolesnika prije TJ, najveéi broj bolesnika (46.9%) imalo je umjereni

rizik od fatalnog kardiovaskularnog incidenta kroz 10 godina. Ukupno 24.9% bolesnika je

imalo vrlo visoki rizik, za kojim su slijedili bolesnici s visokim rizikom (20.3%) te bolesnici s

niskim rizikom (7.9%). Vrijednosti SCORE su prikazani prema rizi¢nim skupinama na slici 6.

Tablica 6. Prisutnost kardiovaskularnih bolesti i klasi¢nih kardiovaskularnih ¢imbenika rizika

(N=177)
KYV bolest/¢imbenik rizika N %
Dosadasnje KV Ne 166 93.8
bolest Koronarna bolest srca 8 4.5
Periferna aterosklerotska bolest 0 0.0
CVi 3 1.7
Seéerna bolest 10 5.6
Arterijska hipertenzija 50 28.2
Kroni¢na bubrezna bolest 0 0
Dislipidemija 24 13.6
PuSenje 38 21.5

KV — kardiovaskularne; CV1 — cerebrovaskularni inzult
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SCORE

MW Vrlo visoki rizik ~ ® Visoki rizik  m Umjereni rizik  m Niski rizik

Slika 6. SCORE bolesnika prije transplantacije jetre (N=177)

Na ultrazvuku srca, medijani debljine IVS i LVPW su iznosili 1.20 cm (1.10-1.30). Najveci
broj bolesnika imao je prvi stupanj dijastolicke disfunkcije (48.1%), za kojima su slijedili
bolesnici s urednom dijastoliCkom funkcijom (27.8%) te oni sa dijastolickom disfunkcijom

drugoga stupnja (22.8%) 1 tre¢ega stupnja (1.2%).

5.4. Povezanost ADMA i NO s kardiovaskularnim rizikom prije transplantacije jetre

Radi predmnijevanog utjecaja ciroze jetre na endotelnu disfunkciju i metabolicke ¢imbenike
kardiovaskularnog rizika te malog broja bolesnika bez ciroze, s izrazito heterogenim
indikacijama za transplantaciju (9%), povezanost ADMA i NO s kardiovaskularnim rizikom

prije transplantacije jetre istraZzena je u populaciji bolesnika s cirozom (N=160).
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5.4.1. Utjecaj tezine i etiologije jetrene bolesti na koncentraciju ADMA i NO prije

transplantacije jetre

Tezina jetrene bolesti je klasificirana prema MELD u dvije kategorije: MELD <18 te
MELD>18. Klinicke i laboratorijske karakteristike bolesnika su prikazane u tablici 7.
Pacijenti s MELD > 18 su imali viSu ADMA, NO i CRP te nize ukupni-, HDL- , LDL —
kolesterol kao i trigliceride, nego bolesnici s MELD <18. GUK, kao i prethodne KV bolesti i
dijabetes, se nisu razlikovali medu grupama. Medutim, hipertenzija i HCC su bili cesce

zastupljeni u grupi s MELD <18.

SCORE kategorije (1-4) su bile ravnomjerno zastupljene medu grupama (2 test, P=0.391).

Vrijednosti ADMA i NO se nisu razlikovale medu ispitanicima ovisno o etiologiji jetrene

bolesti. (P=0.619 and P=0.884, Kruskal-Wallis test) (Tablica 8).
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Tablica 7. Klini¢ke karakteristike bolesnika s cirozom, ukupno, i u podskupinama prema

tezini jetrene bolesti (MELD kategorije: <18, > 18).

Karakteristika Ukupno MELD < 18 MELD > 18 P
(N=160) (N=100) (N=60) (MELD<18 vs > 18)
ADMA (pmol/L) 0.75 0.70 0.84 0.013
[0.59-0.94] [0.58-0.91] [0.64-0.97]
NO (umol/L) 22.4 19.9 27.1 <0.001
[14.2-31.8] [13.0-27.9] [18.7-47.3]
Dob (godine) 60 60 59 0.971
[52-64] [54-64] [51-64]
Muski spol (%) 71 72 68 0.623
Arterijska hipertenzija (%) 29 36 18 0.018
KV bolesti (%0) 7 5 10 0.324
Secerna bolest (%) 6 6 5 0.791
HCC (%) 28 39 10 <0.001
KV rizik
Manji (%) 54 57 50 0.391
Vedi (%) 46 43 50
BMI (kg/m?) 25.9 26.3 255 0.388
[23.3-29.0] [23.6-29.1] [23.0-28.7]
CRP (mg/L) 7.9 5.2 11.7 <0.001
[2.9-18.7] [2.7-12.4] [6.6-25.2]
Ukupni kolesterol (mmol/L) 3.35 3.80 2.60 <0.001
[2.50-4.50] [2.90-4.90] [1.60-3.50]
HDL-kolesterol (mmol/L) 0.87 0.97 0.69 <0.001
[0.60-1.20] [0.70-1.29] [0.35-1.00]
LDL-kolesterol (mmol/L) 2.00 2.35 1.70 0.010
[1.40-2.98] [1.60-2.95] [1.00-3.24]
Trigliceridi (mmol/L) 0.80 0.91 0.60 <0.001
[0.60-1.20] [0.68-1.23] [0.51-1.88]
GUP (mmol/L) 5.4 5.4 5.4 0.564
[4.9-6.2] [5.0-6.2] [4.8-6.1]

Podaci su prikazani kao medijan [interkvartilni raspon]. Mann -Witney U test izmedu MELD kategorija.

ADMA — asimetri¢ni dimetilarginin; NO — dusi¢ni oksid; HCC — hepatocelularni karcinom; MELD - eng:
Model for End-stage Liver Disease; BMI — indeks tjelesne mase (eng. Body Mass Index), CRP — C reaktivni
protein; GUP — glukoza u plazmi; P — p vrijednost
Veci KV rizik = SCORE Kategorije 1i2 (vrlo visoki i visoki rizik)
Manji KV rizik = SCORE kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik)
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Tablica 8. Koncentracije ADMA i NO u odnosu na etiologiju ciroze jetre, klasificiranu u

Cetiri grupe: alkoholna, virusna, kolestatska i ostale.

Etiologija

Varijabla P
Alkoholna Virusna Kolestatska Ostalo

N 87 36 16 21 -

ADMA (pmol/L) 0.74 0.78 0.86 0.68 0.619
(0.9-0.93) (0.58-0.96) (0.66-0.96) (0.58-0.91)

NO (umol/L) 21.4 21.6 24.8 22.6 0.884
(14.3-31.4) | (12.6-29.4) (12.7-35.1) | (14.2-41.1)

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon).
Kruskal-Wallis test

ADMA — asimetri¢ni dimetilarginin; NO — dusi¢ni oksid, P - p vrijednost
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5.4.2. Utjecaj kardiovaskularnog rizika na koncentraciju ADMA i NO prije

transplantacije jetre

Bolesnici s cirozom jetre su prema SCORE Kklasifikaciji svrstani u dvije kategorije: veceg
(N=73) i manjeg KV rizika (N=87). Grupa bolesnika s ve¢im KV rizikom je imala znacajno
visu vrijednost ADMA i NO (slika 7), kao i vrijednosti GUP i CRP, dok su vrijednosti HDL- i
LDL- kolesterola bile nize (tablica 9). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu ostalim
klinickim i laboratorijskim parametrima (tablica 9). Takoder, nije bilo razlike u odnosu na

etiologiju jetrene bolesti izmedu bolesnika s ve¢im i manjim KV rizikom (y2 test, P=0.919).

A) B)
i ,7}):0.046_’ 40 — P =0.044 —
16 = —_— 350
= 09- < 304
z i 3
3 =
2 o8 3 25
: S
5 - 20
0.6 1 1 15
0.5 : : 10 -
Manji KV rizik Veéi KV rizik Manji KV rizik Veci KV rizik

Slika 7. Koncentracije ADMA (A) i NO (B) izmedu kategorija KV rizika.

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon).

ADMA = 0.72 (0.58-0.88) vs. 0.84 (0.59-0.99) umol/L, P=0.046; NO = 20.8 (13.0-28.0) vs. 23.9 (15.1-35.1)
pmol/L, P=0.044 u grupama bolesnika s cirozom jetre s ve¢im i manjim KV rizikom.

Vedi KV rizik = SCORE kategorije 112 (vrlo visoki i visoki rizik)

Manji KV rizik = SCORE kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik)

Mann-Whitney U test

ADMA — asimetri¢ni dimetilarginin; NO — dusi¢ni oksid; KV — kardiovaskularni
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Tablica 9. Klinicke karakteristike bolesnika S cirozom bolesti jetre prema kategorijama KV

rizika.

Karakteristika Manji KV rizik = Veéi KV rizik P
(N=87) (N=73)
Muski spol (%) 64 78 0.058
HCC (%) 23 34 0.114
MELD 16 17 0.515
(13-19) (11-21)
BMI (kg/m?) 26.0 25.59 0.546
(23.1-28.8) ([23.6-29.4)
CRP (mg/L) 6.0 10.8 0.012
(2.6-13.0) (3.6-28.9)
HDL-kolesterol (mmol/L) 0.97 0.75 0.022
(0.63-1.28) (0.52-1.04)
LDL-kolesterol (mmol/L) 2.30 1.80 0.041
(1.60-3.10) (1.06-2.70)
Trigliceridi (mmol/L) 0.80 0.77 0.844
(0.63-1.22) (0.58-1.16)
GUP (mmol/L) 5.2 5.7 0.001
(4.8-5.8) (5.0-6.6)
Podaci se prikazani kao medijani (interkvartilni raspon). Mann-Witney U test izmedu kategorija KV rizika

prema SCORE

Veci KV rizik = SCORE kategorije 112 (vrlo visoki i visoki rizik)

Manji KV rizik = SCORE kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik)

KV - kardiovaskularni; HCC — hepatocelularni karcinom; MELD — eng: Model for End-stage Liver disease;
GUP — glukoza u plazmi.

5.4.3. Povezanost ADMA i NO s kardiovaskularnim rizikom prije transplantacije jetre

Analiza korelacije ranga je pokazala znacajnu (p<0.05) slabu do umjereno pozitivhu
korelaciju izmedu ADMA 1 MELD (Spearman p=0.161) te izmedu NO 1 MELD (Spearman p
=0.331). Takoder je utvrdena znaCajna negativna korelacija (p<0.05) izmedu ADMA i
ukupnog- kao i LDL- kolesterola (Spearman p = -0.179 i -0.195), te izmedu NO i ukupnog-

HDL- kao i LDL — kolesterola (Spearman p =-0.326, -0,273 i -0.269).

Multivarijatna logisticka regresijska analiza je koriStena za procjenu prediktora KV rizika.
Model je ukljucivao kategorije KV rizika prema SCORE kao binarnu ovisnu varijablu, dok su
ADMA, NO, CRP, GUP, MELD i HDL-kolesterol prikazani kao kontinuirani nezavisni

prediktori, a prisutnost/odsutnost HCC kao pridruzeni ¢imbenik (Tablica 10). Model je bio
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statistiCki znacajan [y2 (5)=27.4, P<0.001] te je mogao objasniti 24.6% varijance (Nagelkerke

RZ). Vrijednosti GUP, ADMA, NO i HDL-kolesterola su identificirane kao znacajni

prediktori KV rizika, s HCC kao pridruzenim bioloskim ¢imbenikom. Model je to¢no

klasificirao 68% slucajeva i pokazao povrsinu ispod krivulje dijagnosticke osjetljivosti 0.737

(ROC —engl. Receiver Operating Characteristic).

Tablica 10. Mutlivarijatna logisticka regresijska analiza varijabli povezanih s KV rizikom u

bolesnika s terminalnom bolesti jetre

Parametar OR

ADMA (umol/L) za 1 umol/L povecanja 3.6629
NO (umol/L) za 1 umol/L povecanja 1.0180
GUP (mmol/L) za 1 mmol/L poveéanja 1.6514
HDL-kolesterol (mmol/L) za 1 mmol/L | 0.4064
povecanja

HCC odsutnost vs. prisutnost 0.6221

Varijable ukljucene u model:

95% Interval

Pouzdanosti

1.0442-12.8376

1.0002-1.0361

1.0923-2.4966

0.1672-0.9877

0.3921-0.9866

0.042

0.048

0.017

0.047

0.044

Ovisna: Vec¢i KV rizik = SCORE kategorije 1 i2 (vrlo visoki i visoki rizik); Manji KV rizik = SCORE

kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik).

Kontinuirana neovisna: ADMA - asimetri¢ni dimetilarginin, NO - dusi¢ni oksid; CRP - C - reaktivni
protein; GUP —glukoza u plazmi; MELD — eng: Model for End-stage Liver Disease; HDL-K - HDL-

kolesterol
Kategoricka kovarijacija: HCC — hepatocelularni karcinom
OR - omjer izgleda (engl. Odds Ratio)
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5.5. Parametri kardiovaskularnog pobola i rizika nakon transplantacije jetre

U tockama pracenja 6 1 12 mjeseci nakon TJ, utvrdene se incidencije 1 prevalencije KV bolesti
i rizi¢nih ¢imbenika.

5.5.1. Incidencije kardiovaskularnih bolesti i rizi¢nih ¢imbenika 6 i 12 mjeseci nakon

transplantacije jetre

U definiranom vremenu pracenja bolesnika nakon TJ, od novonastalih KV bolesti zabiljezena
je incidencija koronarne bolesti u ranom razdoblju (do 6 mjeseci) od 0.7%, a nakon 6 mjeseci

1.4%.

11.3% bolesnika je u prvih 6 mjeseci razvilo novonastalu Se¢ernu bolesti, a nakon 6 mjeseci
2.7%. Novonastala arterijska hipertenzija zabiljezena je u 28% bolesnika u periodu do 6

mjeseci nakon TJ, a nakon 6 mjeseci je iznosila 8.8%.

Incidencija kroni¢ne bubrezne bolesti je u razdoblju do 6 mjeseci nakon TJ iznosila 1.3%, a

nakon 6 mjeseci 8.8%.

Dislipidemija se javila u 30% bolesnika u razdoblju do 6 mjeseci nakon TJ, dok je kasnije

incidencija iznosila 14.2%. Navedene incidencije su prikazane na slici 8.
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Slika 8. Incidencije KV rizi¢nih ¢imbenika i KV bolesti u razdoblju do 6 mjeseci i razdoblju
od 6 do 12 mjeseci nakon transplantacije jetre

KV — kardiovaskularni; TJ — transplantacija jetre. mj. — mjeseci

5.5.2. Prevalencije kardiovaskularnih bolesti i rizi¢nih ¢imbenika 6 i 12 mjeseci nakon

transplantacije jetre

Prevalencija kardiovaskularnih bolesti (koronarne bolesti i CV bolesti) bila je niska i nije se
statisticki znacajno razlikovala prije TJ (4.5% i 1.7%) te 6 mjeseci (4.0% i 2.7%; p=0.833) i
12 mjeseci nakon transplantacije jetre (5.4% i 2.7%, p=0.708). U promatranom razdoblju nije

bilo bolesnika kojima je utvrdena periferna aterosklerotska bolest.

Prevalencija Secerne bolesti prije TJ je iznosila 5.6%, 6 mjeseci nakon TJ 16.7%, dok je 12
mjeseci nakon TJ iznosila 18.9%. U odnosu na prevalenciju Se¢erne bolesti prije TJ, porast je
bio statisticki znacajan, kako 6, tako i 12 mjeseci nakon TJ (p<0.001). Nije dokazana

statisticki zna¢ajna razlika u prevalenciji Se¢erne bolesti 6 i 12 mjeseci nakon TJ (p<0.620).

Arterijska hipertenzija je prije TJ imala prevalenciju od 28.2%, 6 mjeseci nakon TJ 54%, te

12 mjeseci nakon TJ 63%. Potvrden je statisticki znacajan porast prevalencije arterijske
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hipertenzije 6 mjeseci nakon, u odnosu na razdoblje prije TJ (p<0.001) kao i porast
prevalencije 12 mjeseci nakon, u odnosu na razdoblje prije TJ (p<0.001). Razlika prevalencije

arterijske hipertenzije 6 i 12 mjeseci nakon TJ nije dosegla statisticku znac¢ajnost (p<0.115).

Prevalencija kroni¢ne bubrezne bolesti 6 mjeseci nakon TJ iznosila 13.3%, a 12 mjeseci
nakon TJ 22.3%. Porast prevalencije kroni¢ne bubrezne bolesti bio je statisticki znac¢ajan kako
6 (p<0.001), tako i 12 mjeseci nakon TJ (p=0.001) u odnosu na razdoblje prije TJ .Utvrden je
i blagi, ali statisti¢ki znacajan porast prevalencije KBB u razdoblju izmedu 6. i 12. mjeseca

nakon TJ (p<0.042).

Prevalencija dislipidemije iznosila je 13.6% prije TJ te 44% i1 57.4% 6 i 12 mjeseci nakon TJ.
Porast prevalencije dislipidemije 6 mjeseci nakon, u odnosu na razdoblje prije TJ bio je
statisticki znacajan (p<0.001), kao i porast 12 mjeseci nakon TJ (p<0.001). Dokazan je i
statistiCki znacajan porast prevalencije dislipidemije izmedu razdoblja od 6 i 12 mjeseci

nakon TJ (p<0.021).

Prevalencije KV bolesti i rizi¢nih ¢imbenika prije TJ, te 6 i 12 mjeseci nakon TJ su prikazane

naslici 9.
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Slika 9. Prevalencije kardiovaskularnih bolesti i KV ¢imbenika rizika prije te 6 i 12 mjeseci
nakon transplantacije jetre

KV — kardiovaskularni; TJ — transplantacija jetre; P — p vrijednost; mj.- mjeseci

5.5.3. Pusenje i tjelesna aktivnost nakon transplantacije jetre
Prije TJ 21.5% bolesnika su bili pusaci, dok se broj pusaca nakon TJ statisticki beznacajno

smanjio na 14%, odnosno 14.9%, 6 odnosno 12 mjeseci nakon TJ (x*=2.235; p=0.205).

6 mjeseci nakon TJ kod vecine bolesnika (75%) zabiljezena je umjerena, kod 15% niska, a
kod 10% visoka tjelesna aktivnost. Sli¢ni pokazatelji tjelesne aktivnosti zabiljezeni su i 12
mjeseci nakon TJ (kod 75% bolesnika umjerena, 12.8% niska, a 11.9% visoka tjelesna

aktivnost (Tablica 11).
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Tablica 11. PuSenje i tjelesna aktivnost prije te 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre.

Udio bolesnika (%o)/vrijeme

Varijabla Prije transplantacije 6 mjeseci nakon 12 mjeseci nakon
transplantacije transplantacije
PuSenje 21.5 14.0 14.9
Tjelesna aktivnost
Niska - 15.0 12.8
Umjerena - 75.0 75.2
Visoka - 10.0 11.9

5.5.4. SCORE indeks kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije jetre

U odnosu na razdoblje prije transplantacije, 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre

zabiljezen je porast KV rizika prema SCORE indeksu. Ve¢i KV rizik (kategorija 1 i 2) bio je

prisutan kod 61%, a manji KV rizik (kategorija 3 i 4) kod 39%, i to kako 6 tako i 12 mjeseci

nakon transplantacije, u odnosu na 45% i 55% prije transplantacije jetre (p=0.032) (Tablica

12).

Tablica 12. Dinamika SCORE indeksa kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije jetre

SCORE kategorija KV rizika | Prije TJ | 6M 12M
(%) (%) | ()
1 (vrlo visoki rizik) 25 28 24
2 (visoki rizik) 20 33 37
3 (umjereni rizik) 47 30 29
4 (niski rizik) 8 9 10
Veéi KV rizik (1+2) 45 61 61
Manji KV rizik (3+4) 55 39* 39*

* 2 = 6.951, p=0.032

6M — 6 mjeseci nakon TJ; 12M — 12 mjeseci nakon TJ; TJ — transplantacija jetre
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5.6. Kardiometaboli¢ka i imunosupresivna terapija nakon transplantacije jetre
U razdoblju od 6 mjeseci nakon TJ, 44.7% bolesnika je bilo lije¢eno antihipertenzivnom
terapijom, 2% bolesnika je primalo oralne antidijabetike, 10% je bilo lijeCeno inzulinom, a

3.3% samo dijabetickom dijetom.

U razdoblju od 12 mjeseci nakon TJ, 51.4% bolesnika je primalo anithipertenzivnu terapiju,
dok je 4.7% bolesnika imalo antilipemijsku terapiju. 2% je u terapiji imalo peroralne
antidijabetike, 10.8% je bilo na inzulinskoj terapiji dok je 4.1% bolesnika reguliralo Secernu

bolest samo dijetom.

Promatraju¢i imunosupresivne protokole 6 mjeseci nakon TJ, 47.3% bolesnika je imalo u
terapiji ciklosporin, 51.3% takrolimus, 0.7% bolesnika sirolimus te 0.7% bolesnika

everolimus.

U razdoblju od 12 mjeseci nakon TJ, 44.5% bolesnika je imalo u terapiji ciklosporin, 52.7%

takrolimus, te 2.7% everolimus. Terapija bolesnika nakon TJ je prikazana u tablici 13.

Tablica 13. Kardiometabolic¢ka i imunosupresivna terapija bolesnika nakon transplantacije

jetre
Vrsta t . 6M 12M
rsta terapije N % N %

Antihipertenzivna terapija 67 447 76 51,4

Antilipemijska terapija 0 0,0 7 4,7

Antidijabeticka terapija Peroralni 3 2,0 3 2,0
antidijabetici
Inzulin 15 10,0 16 10,8
Samo dijeta 5 3,3 6 4,1

Imunosupresivna terapija Ciklosporin 71 47,3 67 45,2
Takrolimus 77 51,3 77 52,0
Sirolimus 1 0,7 0 0,0
Everolimus 1 0,7 4 2,8

6M — 6 mjeseci nakon TJ; 12M — 12 mjeseci nakon TJ; TJ — transplantacija jetre
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5.7. Karakteristike bolesnika nakon transplantacije jetre

5.7.1. Dinamika kretanja laboratorijskih i klini¢kih parametara nakon transplantacije

jetre

U odnosu na razdoblje prije transplantacije, 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre utvrden
je statisticki znacajan porast krvnog tlaka, glukoze, HbAlc, kreatinina, ukupnog, HDL- i
LDL-kolesterola (p<0.001 za sve parametre). U istom razdoblju biljezi se statisti¢ki znacajan
pad glomerularne filtracije, AST, ALT, alkalne fosfataze, GGT, bilirubina i C-reaktivnog
proteina (p<0.001 za sve parametre), dok se indeks tjelesne mase nije znacajno promijenio
(p=0.110), kao niti opseg struka u razdoblju od 6. do 12. mjeseca nakon transplantacije.

Dinamika kretanja biokemijskih i klini¢kih parametara je prikazana u tablicama 14 i 15.

Svi bolesnici su prije i 12 mjeseci nakon TJ imali ocuvanu sistolicku funkciju srca,
ejekcijske frakcije >50%. Nije ustanovljena statisticka znacajnost izmedu razlika debljine
stijenki interventrikulskog septuma te straznje stijenke lijevog ventrikula srca u periodima

prije TJ i 12 mjeseci nakon TJ (p=0.497).
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Tablica 14. Odnosi dinamike kretanja biokemijskih parametara prije te 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre

Percentil ) p P
. 50... . P PREvs. | PREvs. | 6Mvs.
(Medijan) 6M 12M 12M

GUK (mmol/L) - PRE 4,90 5,30 6,10
GUK (mmol/L) - 6M 5,00 5,50 6,10 0,001 0,074 0,001 0,147
GUK (mmol/L) - 12M 5,10 5,60 6,20
HbAlc (%) - PRE 4,50 4,90 5,30
HbAlc (%) - 6M 4,90 5,20 5,50 <0,001 <0,001 <0,001 0,288
HbAlc (%) - 12M 4,90 5,30 5,60
Kreatinin (umol/L) - PRE 61,00 71,00 93,00
Kreatinin (umol/L) - 6M 70,75 87,00 105,50 <0,001 <0,001 <0,001 0,306
Kreatinin (umol/L) - 12M 71,00 88,00 102,00
eGFR (mL/min/1.73m2) - PRE 72,50 96,00 114,90
eGFR (mL/min/1.73m2) - 6M 60,00 77,50 96,00 <0,001 <0,001 <0,001 0,564
eGFR (mL/min/1.73m2) - 12M 58,00 77,00 92,00
AST (U/L) - PRE 39,00 62,50 94,00
AST (U/L) -6M 20,00 27,50 38,00 <0,001 <0,001 <0,001 0,433
AST (U/L) - 12M 22,00 27,00 41,00
ALT (U/L) - PRE 23,00 39,00 76,00
ALT (U/L) - 6M 15,00 22,50 43,25 <0,001 <0,001 <0,001 0,902
ALT (U/L) - 12M 17,00 24,00 39,00
GGT (U/L) - PRE 34,00 62,00 129,50
GGT (U/L) -6M 20,75 45,50 130,25 <0,001 0,128 0,006 0,256
GGT (U/L) - 12M 22,00 41,00 100,00
ALP (U/L) - PRE 86,00 122,50 181,00
ALP (U/L) - 6M 80,00 109,50 172,75 0,031 0,256 0,007 0,087
ALP (U/L) - 12M 81,00 105,00 137,50
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Percentil p p P
50. P PREvs. | PREvs. | 6M vs.
25. (Medijan) 75. 6M 12M 12M

Bilirubin (um/L) - PRE 26,00 47,00 93,50
Bilirubin (um/L) - 6M 11,00 15,00 21,00 <0,001 <0,001 <0,001 0,009
Bilirubin (um/L) - 12M 12,00 16,00 25,00
CRP (mg/L) - PRE 2,80 7,70 19,45
CRP (mg/L) - 6M 1,40 3,00 5,75 <0,001 <0,001 <0,001 0,151
CRP (mg/L) - 12M 1,60 3,20 7,10
Trigliceridi (mmol/L) - PRE 0,60 0,85 1,25
Trigliceridi (mmol/L) - 6M 1,06 1,43 1,84 <0,001 <0,001 <0,001 0,236
Trigliceridi (mmol/L) - 12M 1,01 1,34 1,80
Kolesterol (mmol/L) - PRE 2,50 3,40 4,58
Kolesterol (mmol/L) - 6M 4,00 4,80 5,48 <0,001 <0,001 <0,001 0,122
Kolesterol (mmol/L) - 12M 4,10 4,85 5,60
HDL-kolesterol (mmol/L) - PRE 0,61 0,87 1,19
HDL-kolesterol(mmol/L) - 6M 0,91 1,12 1,35 <0,001 <0,001 <0,001 0,056
HDL-kolesterol(mmol/L) - 12M 0,99 1,14 1,44
LDL-kolesterol (mmol/L) - PRE 1,40 2,00 3,10
LDL-kolesterol (mmol/L) - 6M 2,30 2,80 3,50 <0,001 <0,001 <0,001 0,254
LDL-kolesterol (mmol/L) - 12M 2,40 3,00 3,50

PRE - prije transplantacije jetre, 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre, 12M — 12 mjeseci nakon transplantacije jetre

P-statisticka znacajnost; TJ-transplantacija jetre; mj.-mjeseci, GUK-glukoza u krvi; HbAlc-glikirani hemoglobin; eGFR-procijenjena glomerularna filtracija (eng: estimated Glomerular
Filtration Rate), AST-aspartat aminotransferaza; ALT-alanin aminotransferaza; GGT-gama glutamiltransferaza; ALP-alkalna fosfataza; CRP- C reaktivni protein

Friedman ANOVA



Tablica 15. Odnosi i dinamika kretanja klini¢kih parametara nakon transplantacije jetre

p P P
Srednja . prije TJ 6 mj.
vrijednost = P prije T?] vs. 12 vs. 12
vs. 6 mj. : :
mj. mj.
Krvni tlak (sistoli¢ki) (mmHg) - PRE 124,39 18,45
Krvni tlak (sistolicki) (mmHg) - 6M 136,23 20,82 <0,001 <0,001 <0,001 0,993
Krvni tlak (sistolicki) (mmHg) - 12M 136,78 19,61
Krvni tlak dijastolicki (mmHg) - PRE 76,66 11,92
Krvni tlak (dijastolicki) (mmHg) - 6M 82,67 10,19 <0,001 <0,001 <0,001 0,816
Krvni tlak (dijastoli¢ki) (mmHg) - 12M 82,67 10,24
BMI (kg/m2) - PRE 26,44 4,61
BMI (kg/m2) - 6M 26,09 4,09 0,110
BMI (kg/m2) -12M 26,55 4,15
Opseg struka (cm) - 6M 97,22 12,47
0,735 0,735
Opseg struka (cm) - 12M 102,78 11,65

PRE - prije transplantacije jetre, 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre, 12M — 12 mjeseci nakon transplantacije jetre
SD — standardna devijacija; P - p vrijednost; TJ — transplantacija jetre; mj. — mjeseci, BMI — indeks tjelesne mase (eng: Body Mass Index)
Analiza varijance ponovljenih mjerenja (engl. repeated measures ANOVA);



5.7.2. Dinamika kretanja i povezanosti ADMA i NO nakon transplantacije jetre

Koncentracije ADMA u razdoblju prije te 6 1 12 mjeseci nakon transplantacije jetre znacajno
su se razlikovale (p=0.03, Friedmanov test). Post-hoc analizom utvrden je znacajan pad u
vrijednostima ADMA 12 mijeseci, u usporedbi s onima 6 mjeseci nakon transplantacije
(p=0.013), dok nije bilo razlike izmedu ostalih tocaka promatranja (Slika 10). Uocen je trend
porasta koncentracije NO 12 mjeseci nakon transplantacije jetre, no razlike nisu dosegle

statisticku znacajnost u promatranim razdobljima (p=0.175, Friedmanov test). Rezultati su

prikazani na slici 11.

p—(l.()] 3
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|
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0.2 —
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Slika 10. Koncentracije ADMA prije te 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre.

Medijan (interkvartilni raspon): ADMA pre= 0.73 (0.58-0.92) vs. ADMA ¢y = 0.77 (0.59 —
0.97) vs. ADMA 1om = 0.62 (0.54-0.88) pmol/L; p=0.03 izmedu tri grupe; p=0.013 izmedu

koncentracije prije i 12 mjeseci nakon transplantacije.

ADMA — asimetri¢ni dimetilarginin

PRE - prije transplantacije jetre, 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre, 12M — 12 mjeseci nakon transplantacije jetre
Friedmanov test
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Slika 11. Koncentracije NO prije te 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre.

Medijan (interkvartilni raspon): NO pre= 21.6 (13.9 — 31.3) vs. NO gy = 25.5 (18.4 — 40.0) vs.
NO 12m = 27.5 (18.1 — 49.5) umol/L; p=0.175.

NO — dusi¢ni oksid
PRE - prije transplantacije jetre, 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre, 12M — 12 mjeseci nakon transplantacije jetre
Friedmanov test

U razdoblju prije transplantacije jetre nije bilo povezanosti izmedu ADMA i NO, dok je
znacajna pozitivna povezanost ovih biomarkera, uo¢ena nakon 6 mjeseci, perzistirala i 12

mjeseci nakon transplantacije jetre (Tablica 16).
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Tablica 16. Povezanost ADMA i NO prije te 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre

Parametar

PRE

6M

12M

JednadZba regresije

NO = 21,42+8,12*ADMA

NO = 18,30+18,93*ADMA

NO=17,17+28,17*ADMA

R

0.10

0.25

0.26

P

0.206

0.011

0.007

PRE - prije transplantacije jetre, 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre, 12M — 12 mjeseci nakon transplantacije jetre

Linearna regresijska analiza; nezavisna varijabla = ADMA (umol/L); zavisna varijabla = NO (umol/L)

5.7.3 Prediktivni ¢imbenici koncentracije ADMA i NO nakon transplantacije jetre

Za procjenu prediktivnih ¢imbenika koncentracije ADMA i NO nakon transplantacije jetre
primijenjen je model viSestruke linearne regresijske analize s ADMA i NO kao ovisnim
varijablama te parametrima dobi, spola, indeksa tjelesne mase, sistolickog i dijastoli¢kog
tlaka, CRP, eGFR, HbAlc, kolesterola, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola i triglicerida u

odgovaraju¢em vremenu kao neovisnim varijablama.

6 mjeseci nakon transplantacije jetre utvrdena je znacajna pozitivna povezanost koncentracije
ADMA s indeksom tjelesne mase i koncentracijom NO, dok je 12 mjeseci nakon
transplantacije jetre nadena znacajna pozitivna veza izmedu koncentracije ADMA i indeksa
tjelesne mase, kao

1 sistolickog krvnog tlaka te negativna povezanost ADMA s

glomerularnom filtracijom (Tablica 17).

Koncentraciju NO je znacajno odredila koncentracija ADMA 6 i 12 mjeseci nakon
transplantacije, dok prediktivna vrijednost ostalih varijabli nije dokazana modelom viSestruke

linearne regresijske analize (Tablica 18).

Imunosupresivna terapija nije imala znacajnog utjecaja na koncentraciju ADMA i1 NO, kako

6, tako i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre (Tablica 19).
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Tablica 17. Prediktivni ¢imbenici koncentracije ADMA 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije

jetre.

ADMA

Parametar 6M 12M
Koeficijent determinacije R 0,1723 0,2343
R*-prilagodeni 0,1468 0,1910
Visestruki koeficijent korelacije 0,4151 0,4841
Rezidualna standardna devijacija 0,3574 0,3366
Jednadzba regresije 6 mjeseci

Neovisne Standardna

varijable Koeficijent pogreska t P | Tparcijaino
BMI 6M 0,02663 0,01214 2,193 0,032 0,2625
NO 6M 0,005694 0,001790 3,180 0,002 0,3670
Jednadzba regresije 12 mjeseci

Neovisne Standardna

varijable Koeficijent pogreska t P | Tparcijaino
BMI 12M 0,008230 0,003334 2,468 0,0168 0,3211
eGFR 12M -0,003373 0,001476 -2,29 10,0263 -0,299
RR_S 12M 0,005580 0,002625 2,126 10,0382 0,2803

Visestruka linearna regresijska analiza.

I'semiparcijalno

0,2475
0,3589

I'semiparcijalno

0,2967
0,2747
0,2555

VIF
1,013
1,013

VIF
1,018
1,018
1,035

ADMA - asimetri¢ni dimetilarginin; 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre; 12M — 12 mjeseci nakon
transplantacije jetre; BMI — indeks tjelesne mase; NO — dusi¢ni oksid; eGFR — procijenjena glomerularna
filtracija; RR_S — sistoli¢ki krvni tlak; VIF — faktor inflacije varijance (engl. Variance Inflation Factor)
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Tablica 18. Prediktivni ¢imbenici koncentracije NO 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije

jetre.

NO

Parametar 6M 12M

Koeficijent determinacije R 0,1110 0,1809

R°-prilagodeni 0,09756 0,1481

Visestruki koeficijent korelacije 0,3332 0,4253

Rezidualna standardna devijacija 23,3151 30,7717

JednadZba regresije 6 mjeseci

Neovisne Standardna

varijable Koeficijent pogreska t P | Toarcijano | Tsemiparcijaino | VIF
ADMA 6M 21,1369 7,3621 2,871 0,0055 0,3332 0,3332 1,000
JednadZba regresije 12 mjeseci

Neovisne Standardna

varijable Koeficijent pogreska t P | Tparcijaino | T'semiparcijamo | VIF
ADMA 12M 31,7094 11,6308 2,726 0,0088 0,3597 0,3489 1,004

ViSestruka linearna regresijska analiza.
NO - dusi¢ni oksid; 6M — 6 mjeseci nakon transplantacije jetre; 12M — 12 mjeseci nakon transplantacije jetre;
NO — dusiéni oksid; VIF — faktor inflacije varijance (engl. Variance Inflation Factor)
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Tablica 19. Koncentracije ADMA i NO u odnosu na imunosupresivnu terapiju 6 i 12 mjeseci

nakon transplantacije jetre.

Imunosupresivna terapija

Varijabla p
Ciklosporin | Takrolimus Sirolimus Everolimus

N 6M 71 7 1 1 -

ADMA 6M 0.79 0.76 0.73 0.55 0.639

(umol/L) (0.59-0.97) | (0.59-0.99) (0.73-0.73) (0.55-0.55)

NO 6M 22.8 28.8 45.9 22.3 0.348

(umol/L) (17.8-36.8) | (18.8-42.5) (45.9-45.9) (22.3-22.3)

N 12M 67 77 0 4 -

ADMA 12M 0.64 0.61 - 0.50 0.140

(nmol/L) (0.56-0.96) | (0.54-0.84) (0.44-0.55)

NO 12M 28.9 25.5 - 19.6 0.614

(umol/L) (18.2-52.2) | (18.0-46.8) (7.8-31.4)

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon).

Kruskal-Wallis test

N 6M - broj pacijenata 6 mjeseci nakon TJ; N 12M — broj pacijenata 12 mjeseci nakon TJ; ADMA — asimetri¢ni
dimetilarginin; NO — dusi¢ni oksid; 6M — 6 mjeseci nakon TJ; 12M — 12 mjeseci nakon TJ

5.8. Povezanost ADMA i NO s kardiovaskularnim rizikom nakon transplantacije

jetre

U obje promatrane tocke nakon transplantacije jetre (6 i 12 mjeseci), koncentracija ADMA i

NO nije se znacajno razlikovala u skupini pacijenata s ve¢im, u odnosu na one s manjim

kardiovaskularnim rizikom, procijenjenim preko SCORE indeksa (Tablica 20).
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Tablica 20. ADMA i NO 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre u skupinama pacijenata s

vec¢im i manjim kardiovaskularnim rizikom, procijenjenim preko SCORE.

Percentil
Varijabla 50. P
25. 75.
(Medijan)
ADMA (umol/L) veéi KV rizik 6M 0.59 0.77 0.96
0.940
ADMA (umol/L) manji KV rizik 6M 0.59 0.77 0.99
NO (umol/L) ve¢i KV rizik 6M 19.9 26.9 44.6
0.217
NO (umol/L) manji KV rizik 6M 17.4 25.2 35.5
ADMA (mmol/L) ve¢i KV rizik 12M 0.56 0.65 0.92
0.105
ADMA (mmol/L) manji KV rizik 12M | 0.52 0.59 0.84
NO (mmol/L) ve¢i KV rizik 12M 18.0 27.5 53.1
0.599
NO (mmol/L) manji KV rizik 12M 18.9 27.4 45.4

Veci KV rizik = SCORE Kategorije 12 (vrlo visoki i visoki rizik)

Manji KV rizik = SCORE kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik)

KV — kardiovaskularni; 6M — 6 mjeseci nakon TJ, 12M — 12 mjeseci nakon TJ
Mann Whitney U test

5.9. Prediktivni ¢imbenici kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije jetre

Za procjenu prediktivnih ¢imbenika kardiovaskularnog rizika 6 1 12 mjeseci nakon
transplantacije jetre, koristena je multivarijatna logisticka regresijska analiza. Model je
ukljucio kategorije KV rizika prema SCORE indeksu kao binarnu ovisnu varijablu u
odredenom vremenu te vrijednosti ADMA i NO prije, i u odredenim vremenskim tockama
nakon transplantacije jetre te parametre indeksa tjelesne mase, CRP, eGFR i HbAlc u
promatranom vremenu kao neovisne prediktore, uz cirozu jetre kao kategoricki pridruzeni

¢imbenik.
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6 mjeseci nakon transplantacije jetre identificirana je koncentracija HDL-kolesterola kao
jedina prediktivna varijabla KV rizika, dok su se 12 mjeseci nakon transplantacije izdvojili
koncentracija HDL-kolesterola i HbAlc uz cirozu jetre prije transplantacije kao znacajan
pridruzeni ¢imbenik (Tablica 21). Primijenjeni model je 6 mjeseci nakon transplantacije
to¢no Kklasificirao 65% slucajeva, uz povrSinu ispod krivulje osjetljivosti (ROC — engl.
Receiver Operating Characteristic) od 0.626 i statisticku znacajnost, p=0.027. 12 mjeseci
nakon transplantacije, ovim modelom se postigla to¢na klasifikacija u ¢ak 78% slucajeva, uz

povrsinu ispod ROC krivulje od 0.852 i statisti¢ku znac¢ajnost, p<0.001.

Tablica 21. Mutlivarijatna logisticka regresijska analiza varijabli povezanih s

kardiovaskularnim rizikom nakon transplantacije jetre.

Parametar OR 95% Interval Pouzdanosti P
6 mjeseci nakon transplantacije jetre

HDL-kolesterol (mmol/L) 0.2067 0.0463-0.9206 0.027
za 1 mmol/L povecanja

12 mjeseci nakon transplantacije jetre

HDL-kolesterol (mmol/L) 0.1911 0.0374-0.9752 | 0.047
za 1 mmol/L povecanja

HbA1lc (%) 29.8057 2.6133-339.9410 | 0.006
za 1% povecanja

Ciroza jetre prije transplantacije = o0 5584 2.9362-145. | 0.002

Prisutnost vs. odsutnost

Varijable ukljucene u model:

Ovisna: Ve¢i KV rizik = SCORE kategorije 1 i 2 (vrlo visoki i visoki rizik); Manji KV rizik = SCORE
kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik).

Kontinuirana neovisna: ADMA, ADMA 6M, ADMA 12M - asimetri¢ni dimetilarginin, NO, NO 6M, NO 12M
— dusi¢ni oksid; CRP 6M, CRP 12M — C - reaktivni protein; HDL-kolesterol 6M, HDL-kolesterol — 12 M,
HbAlc 6M, HbAlc 12 M; BMI 6M, BMI 12 M - indeks tjelesne mase

Kategoricka kovarijacija: Ciroza jetre prije transplantacije

6M, 12M — 6 mjeseci, 12 mjeseci nakon transplantacije

OR — omijer izgleda (engl. Odds Ratio)
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5.10. Prezivljenje nakon transplantacije jetre

U razdoblju od 12 mjeseci nakon TJ, preminulo je ukupno 29 bolesnika (16.4%), od toga 27

-----

smrti je bila sepsa (55.2%), pracena disfunkcijom jetrenog presatka (20.7%), potom ARDS
(6.9%), tromboza jetrene arterije (6.9%), hemoragijski Sok (3.4%), iznenadna sr€ana smrti

(3.4%) te recidiv kolangiokarcinoma (3.4%). Uzroci smrti su prikazani u tablici 22.

Tablica 22. Uzroci smrti bolesnika u prvoj godini nakon transplantacije jetre.

N %
Sepsa 16 55.2
Disfunkcija jetrenog presatka 6 20.7
ARDS 2 6.9
Tromboza jetrene arterije 2 6.9
Hemoragijski Sok 1 3.4
Iznenadna sr¢ana smrt 1 3.4
Recidiv kolangiokarcinoma 1 3.4

ARDS - akutni respiratorni distres sindrom

Ve¢éi kardiovaskularni rizik prije transplantacije, procijenjen preko SCORE kategorija 1 i 2
(vrlo visoki i visoki rizik) je znacajno utjecao na smrtni ishod nakon transplantacije jetre

(p=0,0013), $to je prikazano na slici 12.

S druge strane, nije dokazana statisticki znacajna razlika u preZivljenju nakon TJ prema
etiologiji jetrene bolesti (p=0.202), prisutnosti ciroze (p=0.122), tumorske bolesti (p=0.287)

ili HCC (p=0.824).
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p=0.0013
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Slika 12. Graficki prikaz kumulativnog prezivljenja nakon transplantacije jetre u odnosu na

kardiovaskularni rizik procijenjen prema SCORE-indeksu prije transplantacije (p=0,0013).

Veci KV rizik = SCORE Kategorije 1i2 (vrlo visoki i visoki rizik)
Manji KV rizik = SCORE kategorije 3 i 4 (umjereni i mali rizik)
KV - kardiovaskularni
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6. RASPRAVA

Ovo prospektivno istrazivanje je imalo u fokusu dinamiku, ulogu i znacaj biomarkera
endotelne disfunkcije: ADMA 1 NO s ciljem utvrdivanja njihove prediktivne vrijednosti u
procjeni kardiovaskularnog rizika i kardiovaskularnih bolesti u populaciji bolesnika pra¢enih
godinu dana nakon transplantacije jetre. lako povezanost ovih biomarkera s
kardiovaskularnim pobolom i rizikom u prvoj godini nakon transplantacije nije dokazana,
uocena je njihova prediktivna vrijednost u procjeni kardiovaskularnog rizika u bolesnika s
terminalnom bolesti jetre prije, kao 1 povezanost s odredenim ¢imbenicima kardiovaskularnog

rizika nakon transplantacije jetre.

Promatraju¢i dominantnu populaciju s cirozom jetre, u razdoblju prije transplantacije utvrden
je znacajan porast ADMA i NO u bolesnika s ve¢im stupnjem tezine jetrene bolesti (prema
MELD indeksu) kao 1 nezavisna povezanost biomarkera endotelne disfunkcije s
kardiovaskularnim rizikom. Takoder je veca vrijednost glukoze utvrdena kao znacajni
prediktivni, dok su vrijednosti HDL-kolesterola i odsutnost hepatocelularnog karcinoma

detektirani kao zastitni ¢imbenici kardiovaskularnog rizika.

U meta-analizi koja je ukljucivala 22 prospektivne studije, Willeit i sur. su utvrdili povezanost
povecanih vrijednosti ADMA i NO s kardiovaskularnim rizikom kako u opcoj, tako i u
populacijama bolesnika s prethodnim kardiovaskularnim bolestima i kroni¢nom bubreZznom
bolesti (85). Dosadasnja istrazivanja su utvrdila povezanost ADMA s koncentracijom NO, pri
¢emu vece razine ADMA, koja je kompetitivni inhibitor NOS, smanjuju bioraspolozivost NO
¢ime doprinose vaskularnoj disfunkciji kao vaznom patofizioloSkom mehanizmu ciroze jetre

(86).

Ovo istrazivanje potvrduje prethodne podatke o deregulaciji metabolizma metilarginina u

bolesnika s cirozom jetre, ali i po prvi puta otkriva prediktivhu ulogu ADMA i NO kao
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biomarkera endotelne funkcije u kardiovaskularnom riziku u razdoblju prije transplantacije.
Jetra je organ koji igra kljuénu ulogu u eliminaciji ADMA enzimskom razgradnjom
kataliziranom izoformom enzima dimetilarginin dimetilaminohidrolaze (DDAH 1) koja se u
obilnim koli¢inama nalazi u hepatocitima. Povecane vrijednosti ADMA u plazmi utvrdene su
u alkoholnoj bolesti jetre (87), NAFLD (88, 89) i kroni¢cnom hepatitisu B (90). Medutim, u
kroni¢nom hepatitisu C su utvrdene nepromijenjene vrijednosti ADMA (91) sto sugerira i na
druge poremecaje metabolizma metilarginina u uvjetima oSte¢enja hepatocita, koji se ne
odnose na smanjenu razgradnju ADMA. Povecana proizvodnja ADMA bi mogla biti i
posljedica pojacane regulacije kljuénog enzima odgovornog za njezinu sintezu (protein
arginin N-metiltransferaze- PRMT) §to je dokazano u bolesnika s alkoholnim hepatitisom
(92). Rezultati ovog istrazivanja, ne samo da potvrduju pozitivhu povezanost koncentracije
ADMA s tezinom terminalne bolesti jetre, ve¢ I po prvi puta pokazuju da veéa vrijednost

ADMA nezavisno pridonosi kardiovaskularnom riziku u bolesnika s cirozom jetre.

Sli¢an efekt prema kardiovaskularnom riziku ima i koncentracija NO koja je, kao i ADMA,
bila veca u bolesnika s ve¢im MELD indeksom (>18). ADMA je poznati inhibitor sinteze NO
te bi ofekivano bilo da ¢e vrijednosti NO u ovoj skupini bolesnika biti nize. Medutim,
rezultati ovog istrazivanja pokazuju suprotan ucinak, i u skladu su s eksperimentalnim
dokazima da ciroti¢na jetra otpusta velike koli¢ine NO Kkoji uzrokuje vazodilataciju i
suprimira vaskularni sustav ¢ime uzrokuje cirkulatornu disfunkciju u uznapredovaloj bolesti
jetre (93). Moguce objasnjenje za ovaj paradoks treba potraziti u razli¢itim izoformama NOS,
pri ¢emu aktivacija inducibilne forme iNOS igra glavnu ulogu. Mnoga dosada$nja istrazivanja
podupiru ulogu oksidativnog stresa u patogenezi kroni¢nih bolesti jetre: NAFLD, alkoholne
bolesti jetre, HCC i virusnih hepatitisa zbog indukcije iNOS koja se javlja u ovim bolestima
(85, 94). Klinicke studije su pokazale povecanje koncentracije ukupnog NO u terminalnoj

bolesti jetre, pozitivhu korelaciju s markerima upale, klinickim znakovima portalne
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hipertenzije (95) kao i povecano otpustanje NO u splanhi¢noj cirkulaciji usprkos snizenoj
aktivnosti eNOS u ciroti¢noj jetri (96). Medutim, kontroverzni rezultati u studijama utjecaja
statusa kompenziranosti ciroze i kroni¢nog hepatitisa C na razinu NO (87, 97) upuéuju na
postojanje vrlo slozenih i raznolikih mehanizama koji utje¢u na metabolizam arginina/NO u
razli¢itim bolestima jetre. Ovo istrazivanje nije otkrilo znacajne razlike u razinama ADMA i
NO izmedu razli¢itih etiologija bolesti jetre, ali imajuéi u vidu specificnu skupinu kandidata

za transplantaciju jetre, ove rezultate treba tumaciti s oprezom.

Do sada prikupljeni dokazi o povezanosti poremecenog metabolizma NO s
kardiovaskularnom patologijom u kroni¢noj bolesti jetre su oskudni. 2000. Liu i sur. otkrili su
da je eksperimentalno inducirana prekomjerna sinteza NO aktivacijom iINOS smanjila
kardijalni kontraktilitet u Stakora (98), §to upucuje na znacajnu ulogu iNOS u patogenezi
cirotiéne kardiomiopatije. Ovi eksperimentalni dokazi nude vjerodostojno objasnjenje i za
rezultate ovog istrazivanja, koji pokazuju da povisene razine ADMA nisu uspjele smanjiti NO
u bolesnika s cirozom. Najvjerojatnije je prekomjerna produkcija NO rezultat aktivacije INOS
posredovane upalom, S§to nije moglo biti na adekvatni nacin regulirano endogenom
inhibicijom NOS putem ADMA. Posredovanje upale u pojac¢anom stvaranju NO potvrduju i
znacajno povisene vrijednost CRP u bolesnika s veéim stupnjem disfunkcije jetre
(MELD>18) i ve¢im kardiovaskularnim rizikom. Prema ovom istrazivanju, glikemija takoder
znacajno pridonosi kardiovaskularnom riziku, sto potvrduje prethodno dobro poznatu vezu
izmedu hiperglikemije i kardiovaskularnih bolesti i u populaciji bolesnika s terminalnom
bolesti jetre (99). Nadalje, zastitni u¢inak HDL- kolesterola, potvrden ovim istrazivanjem,
upucuje na to da povoljni lipidni profil odrzava svoju biolosku aktivnost povezanu s
kardiovaskularnim rizikom u na$ih pacijenata, unato¢ znacajnim poremecajima metabolizma

lipida u jetrenoj bolesti. (82, 100).
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Jo§ jedan zanimljivi zaStitni ¢imbenik utvrden u ovom istrazivanju, odsutnost zlo¢udne
bolesti, odnosno hepatocelularnog karcinoma (HCC), mogao bi biti povezan s rastuéim
brojem dokaza koji povezuju kardiovaskularne bolesti i karcinome (101). HCC je solidni
tumor koji ima bogatu vaskularnu mrezu. Jedna od najznacajnijih molekula koja promovira
rast tumora je vaskularni endotelni ¢imbenik rasta, VEGF (engl: vascular endothelial growth
factor) (102). NO ima vrlo bitnu ulogu u progresiji tumora i jedan je od glavnih regulatora
angiogeneze: povecava DNA sintezu, proliferaciju stanica, migraciju i posreduje u funkciji
multiplih ¢imbenika angiogeneze kao Sto je VEGF (102). VEGF s druge strane stimulira
izrazaj INOS, a time i daljnju produkciju NO. DDAH je u tumorima, poglavito HCC, dodatno
izrazena, ¢ime utjee na razgradnju ADMA, a time neizravno pojac¢ava produkciju NO, sto
takoder pogoduje angiogenezi i razvitku tumora (103). Rezultati ovog istrazivanja upuéuju na
mogucu povezanost ciklusa ADMA/NO s tumorskom bolesti jetre. Medutim, ovu zanimljivu
vezu bi trebalo razjasniti u dodatnim istrazivanjima, buduc¢i da ovo istrazivanje nije imalo za

cilj procijeniti povezanost izmedu maligne bolesti jetre i kardiovaskularnog rizika.

U odnosu na razdoblje prije transplantacije, 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre utvrden
je znacajan porast prevalencije klasi¢nih kardiovaskularnih ¢imbenika rizika: Secerne bolesti,
arterijske hipertenzije 1 dislipidemije, dok nije zabiljezena veca prevalencija puSenja i
kardiovaskularnih bolesti: cerebrovaskularne bolesti i koronarne bolesti srca. Pritom je
utvrdena veca incidencija kardiovaskularnih ¢imbenika rizika u prvih 6 mjeseci pracenja,
nego u drugom polugodisnjem periodu nakon transplantacije jetre. Razlike u incidencijama 6 i
12 mjeseci nakon transplantacije mogle bi se objasniti imunosupresivnim protokolima.
Buduc¢i da se nakon transplantacije jetre u terapiju uvodi i kortikosteroidna terapija, koja se
ukida nakon par mjeseci, moguce je pocetna povisSena incidencija Cimbenika
kardiovaskularnog rizika odraz terapijskog protokola. Nastavak terapije kalcineurinskim

inhibitorima svakako tijekom vremena pridonosi vecoj prevalenciji metabolickog sindroma i
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ostalih ¢imbenika rizika (29,32), §to se uocava i u ovom istrazivanju. U svakom slucaju,
rezultati su u skladu s prethodnim izvjes¢ima, koja upucuju na vaznost uspostave rigorozne
metaboli¢ke kontrole u ranom razdoblju nakon transplantacije jetre, kako bi se sprijecili Stetni

kardiovaskularni ishodi u poslije-transplantacijskom razdoblju (104).

Promatraju¢i biomarkere endotelne disfunkcije, godinu dana nakon transplantacije jetre
uocava se znacajan pad vrijednosti ADMA u odnosu na razdoblje prije transplantacije, dok
nije bilo razlike u koncentraciji ADMA 6 mjeseci nakon transplantacije. UoCava se i
kontinuirani trend porasta koncentracije NO u odnosu na predtransplantacijske vrijednosti, no
te razlike nisu dosegle statisticku znacajnost. Medutim, nakon transplantacije se uspostavlja
znacajna povezanost izmedu ADMA 1 NO, koja nije postojala u razdoblju prije transplantacije
jetre, Sto bi se, zajedno s utvrdenom dinamikom, moglo objasniti uspostavom normalnog
metabolizma metilarginina u sklopu funkcionalnosti jetrenog presatka. S jedne strane,
neposredno nakon transplantacije dolazi do pada vrijednosti ADMA zahvaljujuéi oporavku
aktivnosti DDAH (72), a s druge strane dolazi do saniranja upalom modulirane indukcije
iINOS (85,94) i pomaka sinteze NO preko eNOS koja je pod inhibitornim u¢inkom utjecajem
ADMA (105). Vaznost uspostave regulirane sinteze NO potkrepljuju izvjeS¢a o nedostatku
eNOS u eksperimentalnom modelu transplantacije jetre, kao vaznom patofizioloSkom
¢imbeniku vece ozljede grafta, izraZenijeg poremecaja mikrocirkulacije te infiltracije grafta
makrofazima (106). Znacajno smanjenje koncentracije ADMA 1 uspostava fizioloske
regulacije sinteze NO godinu dana nakon transplantacije jetre, utvrdeno u ovom istraZivanju,
bi moglo upuéivati na povoljan uéinak transplantacije jetre u smislu ublazavanja endotelne

disfunkcije, prisutne u razdoblju prije transplantacije.

lako utvrdena dinamika biomarkera endotelne disfunkcije podupire prvu hipotezu ovog
istrazivanja, rezultatima nije dokazana njegova druga hipoteza, odnosno povezanost

kardiovaskularnog rizika s biomarkerima endotelne disfunkcije u prvoj godini nakon
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transplantacije jetre. Naime, za razliku od razdoblja prije transplantacije, nakon
transplantacije jetre nije bilo razlike u koncentracijama ADMA i NO kod bolesnika s ve¢im
kardiovaskularnim rizikom u odnosu na one s manjim kardiovaskularnim rizikom, a medu
prediktorima kardiovaskularnog rizika izdvojila se prosje¢na glikemija, mjerena preko HbAlc
te pridruzena ciroza jetre prije transplantacije, uz zastitni u¢inak HDL-kolesterola. Rezultati
ovog istrazivanja su u skladu s dosadasnjim spoznajama, jer je hiperglikemija dobro poznata
sastavnica metabolickog sindroma koji doprinosi kardiovaskularnom riziku kako u opcoj

(107) tako i u transplantiranoj populaciji (13).

Ciroza jetre se u ovom istrazivanju takoder izdvojila kao nezavisni prediktor
kardiovaskularnoga rizika nakon transplantacije jetre. Odredene retrospektivne studije su
utvrdile 7% prevalenciju zatajenja srca nakon transplantacije jetre, a da je bolesnicima prije
transplantacije iskljuena znacajna kardijalna patologija (110). Uzroke ove pojave treba
potraziti u poremec¢ajima hemodinamike te strukturnim i elektricnim promjenama srca koje su
posljedica ciroze jetre. Hemodinamski poremecaji u cirozi jetre su dobro poznati (17-20), a
oCituju se redistribucijom volumena plazme u korist splanhi¢nog krvotoka, sto za posljedicu
ima centralnu hipovolemiju (19). Strukturni i elektriéni poremecaji srca koje uzrokuje ciroza
jetre sve vise dolaze u fokus, ¢ime se izdvaja posebni oblik kardiomiopatije uzrokovane
cirozom jetre - ciroti¢na kardiomiopatija. Definira se kombinacijom sistolicke i dijastolicke
disfunkcije srca kao i elektrokardiografskim poremecajima u vidu produzenog QTc intervala
(17,19). Nakon transplantacije jetre, bolesnici mogu razviti progresivno pogorsanje svih
aspekata ciroticne kardiomiopatije, uz vjerojatno prvotno pogorsanje dijastolicke disfunkcije
srca, koje u konacnici moze dovesti do porasta mortaliteta nakon transplantacije jetre

(108,109).

Iako kod bolesnika uklju¢enih u ovo istrazivanje nije uoCen porast incidencije

kardiovaskularnih bolesti u prvoj godini nakon transplantacije, rezultati upucuju na veliko
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znalenje rigoroznog kardioloSkog nadzora, kako bi se sprijecile kardiovaskularne
komplikacije odgovorne za pobol i smrtnost u duljem razdoblju nakon transplantacije jetre

(111).

Premda je u ovom istrazivanju izostao dokaz o izravnoj vezi izmedu biomarkera endotelne
disfunkcije i kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije jetre, uoCena je pozitivna
povezanost koncentracije ADMA s krvnim tlakom i indeksom tjelesne mase te negativna
povezanost s glomerularnom filtracijom. DosadaSnja istrazivanja su utvrdila povezanost
ADMA s poviSenim krvnim tlakom i glomerularnom filtracijom (47,66). Za nastanak
hipertenzije u razdoblju nakon transplantacije jetre primarno je odgovorna imunosupresivna
terapija:  Kkortikosteroidi i kalcineurinski inhibitori. Mehanizam djelovanja ukljucuje
vazokonstrikciju koja rezultira porastom sistemske vaskularne rezistencije. Vazokonstrikcija
potice bubreznu reapsorpciju soli i ekspanziju volumena (13), dok pad glomerularne filtracije
uzrokuje smanjeni klirens ADMA. Nastanak kroni¢ne bubrezne bolesti nakon transplantacije
jetre je multifaktorijalan. Ve¢ gubitak krvi i transfuzije krvi za vrijeme kirurskog zahvata se
povezuju s nastankom kronic¢ne bubrezne bolesti mehanizmom smanjene perfuzije bubrega i
nastanka ishemijsko-reperfuzijske ozljede (112). Naime, bubrezi su vrlo osjetljivi na ishemiju.
Povecani gubitak krvi za vrijeme operativnog zahvata dovodi do smanjena perfuzije bubrega 1
pada glomerularne filtracije. S druge strane, transfuzije krvi uzrokuju ishemijsko-
reperfuzijsku ozljedu. Ovaj proces u konacnici dovodi do upalnog odgovora: infiltracije
leukocita, intersticijskog edema te redukcije protoka krvi bubrezne mikrocirkulacije (112).
Nadalje, poznata je nefrotoksi¢nost kalcineurinskih inhibitora i njihova uloga u nastanku
kroni¢ne bubrezne bolesti (112,113). Kalcineurin stimulira sekreciju endotelina u endotelu
krvnih zila, oslobadanje angiotenzina II i ekspresiju TGF- B. Posljedice ukljucuju kontrakciju
glomerularnih arteriola, tubularnu atrofiju, fibrozu intersticija i smanjenje bubreznog protoka

krvi te glomerularne filtracije. Nadalje, 1 hipertenzija je dobro poznati ¢imbenik koji uzrokuje
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kroni¢nu bubreznu bolest nakon transplantacije jetre. U obzir takoder treba uzeti i dob zbog

koje dolazi do pada bubrezne funkcije kao i virusne bolesti jetre koje uzrokuju nefropatije

(114).

Eid u sur. su, istrazuju¢i povezanost ADMA s metabolickim faktorima rizika, utvrdili
najveéu korelaciju ADMA s indeksom tjelesne mase (BMI) (115). Visoki BMI, kao
pokazatelj pretilosti, sastavnica je metabolickog sindroma koji je Cesta pojava u bolesnika
nakon transplantacije jetre (29,32). Rezultati ovog istrazivanja, koji pokazuju vezu izmedu
ADMA i BMI, neizravno potvrduju ulogu ADMA u predikciji razvoja ¢imbenika

kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije jetre.

U ovom istrazivanju je utvrdeno jednogodi$nje prezivljenje nakon transplantacije jetre od
83.6%, $to je sukladno podatcima objavljenima na Europskom registru za transplantaciju jetre
(1). Nije utvrdena povezanost prezivljenja bolesnika prema etiologiji jetrene bolesti,
prisutnosti ciroze ili tumorske bolesti. Medutim, iako je kardiovaskularni incident bio
uzrokom smrti samo u jednom slucaju (3.5%), bolesnici s ve¢im kardiovaskularnim rizikom
prije transplantacije jetre imali su znafajno vecéu smrtnost u prvoj godini nakon
transplantacije. U tom smislu, procjena kardiovaskularnog rizika prije transplantacije jetre
predstavlja nezaobilazno klinicko sredstvo u procjeni rizika nepovoljnih ishoda u poslije-
transplantacijskom razdoblju 1 planiranju odgovaraju¢ih intervencija usmjerenih prema

njihovoj prevenciji.

Ovo istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja. Prije svega, ukljuceni su samo bolesnici koji su
bili kandidati za transplantaciju jetre, sto je moglo prouzrociti otklon (bias) kod interpretacije
rezultata u Sirem kontekstu terminalne jetrene bolesti. Jedan od selekcijskih otklona (bias) je
pomno izabrana populacija kandidata za transplantaciju jetre, pri ¢emu su iskljuceni bolesnici

s pridruzenom terminalnom bolesti srca, teSko narusenom strukturnom bolesti srca ili teSkom
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pluénom hipertenzijom. Nadalje, veéina ispitivane populacije su bili muskarci koji dovodi do
otklona izbora, iako treba naglasiti da SCORE prognosticki model za mjerenje
kardiovaskularnog rizika ukljucuje varijablu spola. Jedan od nedostataka ovog istrazivanja je
I nepostojanje kontrolne grupe zdravih ispitanika. Procjena kardiovaskularnog rizika prema
SCORE modelu koristenom u ovom istrazivanju mozda nije optimalan, S 0bzirom na znacajan
doprinos jetrene disfunkcije na metabolizam lipida i krvnog tlaka. Ovo istrazivanje je uistinu
potvrdilo prethodne studije o znacajnom nizim vrijednostima ukupnog-, HDL-, i LDL-
kolesterola kao i triglicerida pri veéim stadijima jetrene disfunkcije (99), dok je udio
bolesnika s povisenim krvnim tlakom bio manji u skupini bolesnika s MELD> 18. Budu¢i da
SCORE prognozira kardiovaskularne incidente u razdoblju od 10 godina, 12 mjeseci pracenja

bolesnika u ovom istrazivanju je mozda prekratko za evaluaciju procijenjenog rizika.

Bez obzira na navedena ograni¢enja, ovo istrazivanje je utvrdilo da je povecéani
kardiovaskularni rizik, prisutan u gotovo polovice bolesnika - kandidata za transplantaciju
jetre, znaajno povezan s biomarkerima endotelne disfunkcije ADMA i NO. Nakon
transplantacije jetre dolazi do normalizacije metabolizma metilarginina, Sto se ocituje
redukcijom koncentracije ADMA 1 uspostavom veze izmedu ADMA 1 NO, ali i do porasta
kardiovaskularnog rizika, prije svega na racun porasta prevalencije klasi¢nih c¢imbenika
rizika: hipertenzije, dislipidemije 1 hiperglikemije, S$to je najvjerojatnije posljedica
imunosupresivne terapije. Utvrden je i znacajan ucinak ciroze jetre prije transplantacije jetre
na porast kardiovaskularnog rizika nakon transplantacije jetre. S obzirom na vezu izmedu
koncentracije ADMA i klasi¢nih ¢imbenika rizika: hipertenzije, pretilosti i smanjene bubrezne
funkcije godinu dana nakon transplantacije, moguc¢i utjecaj markera endotelne disfunkcije na
kardiovaskularni pobol i rizik u kasnijem razdoblju nakon transplantacije jetre je potrebno

rasvijetliti u daljnjim istraZivanjima.
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7. ZAKLJUCCI

U razdoblju do godine dana nakon transplantacije jetre, znacajno je porasla
prevalencija kardiovaskularnih ¢imbenika rizika: povisenog krvnoga tlaka, Secerne
bolesti, dislipidemije i kroni¢ne bubrezne bolesti.

Bolesnici s veé¢im kardiovaskularnim rizikom prije transplantacije jetre su imali
znaajno vecu smrtnost U prvoj godini nakon transplantacije od onih s manjim
kardiovaskularnim rizikom.

Ciroza jetre znacajno doprinosi porastu koncentracije asimetri¢nog dimetilarginina
(ADMA) i deregulaciji sinteze dusi¢nog oksida (NO), vjerojatno preko poremecenog
metabolizma metilarginina i aktivacije inducibilne izoforme sintaze NO (iNOS).
Biomarkeri endotelne disfunkcije: ADMA i NO, uz glukozu u plazmi i hepatocelularni
karcinom, izdvojeni su kao znacajni prediktori veéeg kardiovaskularnog rizika u
razdoblju prije transplantacije jetre.

Nakon transplantacije jetre dolazi do znaajnog smanjenja koncentracije ADMA i
uspostave fizioloske regulacije sinteze NO.

Vecem kardiovaskularnom riziku u prvoj godini nakon transplantacije jetre znacajno
doprinose tradicionalni rizi¢ni ¢imbenici: dislipidemija i hiperglikemija, kao i ciroza
jetre prisutna prije transplantacije.

Koncentraciju ADMA godinu dana nakon transplantacije jetre znacajno odreduju
arterijska hipertenzija, debljina i redukcija funkcije bubrega.

Mogucu ulogu markera endotelne disfunkcije na kardiovaskularni pobol i rizik u
kasnijem razdoblju nakon transplantacije jetre potrebno je rasvijetliti u daljnjim

istrazivanjima.
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8. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU

Uvod i ciljevi rada: Nakon transplantacije jetre (TJ) su ucestale kardiometabolicke
komplikacije. ADMA i NO su se u opéoj populaciji pokazali kao markeri endotelne
disfunkcije i odraz kardiovaskularnih bolesti. Njihova uloga nakon transplantacije jetre u

procjeni kardiovaskularnog rizika je slabo istrazena sto je cilj ovoga istrazivanja.

Ispitanici i metode: U ovo istrazivanje je ukljuc¢eno 177 bolesnika koji su bili kandidati za
transplantaciju jetre. Bolesnicima su prije transplantacije jetre odredeni klinicki i
laboratorijski parametri kao i u periodu 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije jetre. Odredene
su incidencije i prevalencije kardiovaskularnih bolesti, njihovih riziénih ¢imbenika te

kardiovaskularni rizik (KV) prema SCORE indeksu kao i njihova povezanost s ADMA i NO.

Rezultati: U bolesnika s terminalnom bolesti jetre, koncentracije ADMA i NO koreliraju s
kategorijom visega kardijalnog rizika (p=0.046, te p=0.044). Nadalje je utvrdeno povecéanje
vrijednosti ADMA (p=0.042), NO (p=0.049), glukoze u plazmi (p=0.017), te HDL-
kolesterola (p=0.047) kao znacajni prediktor KV rizika dok je hepatocelularni karcinom
identificiran kao pridruzeni bioloski ¢imbenik (p=0.044). Nakon TJ se prati uspostava
povezanosti vrijednosti ADMA i NO, ve¢ nakon 6 mjeseci od TJ (p= 0.011), koja perzistira i
12 mjeseci nakon TJ (p=0.007). Nije dokazana povezanost vrijednosti ADMA i NO s visim
kategorijama KV rizika nakon TJ dok su se vrijednosti HDL-kolesterola (p=0.047), glikemije
(p=0.006) uz cirozu jetre prije transplantacije (p=0.002), izdvojili kao znacajni pridruzeni

¢imbenici KV rizika.

Zakljucak: lako je ovim istrazivanjem utvrdena povezanost ADMA i NO s visim kardijalnim
rizikom u bolesnika s terminalnom bolesti jetre, njihova povezanost s istim, nakon TJ nije

dokazana. Klasi¢ni ¢cimbenici KV rizika pridonose poveéanju KV rizika nakon TJ. Potrebna

64



se u daljnja istrazivanja da se utvrdi moguc¢a uloga markera endotelne disfunkcije na

kardiovaskularni pobol i rizik u kasnijem razdoblju nakon transplantacije jetre.
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9. NASLOV | SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU

THE ROLE OF MARKERS OF ENDOTHELIAL DYSFUNCTION: ASYMMETRIC
DIMETHYLARGININE AND NITRIC OXIDE IN THE ASSESSMENT OF

CARDIOVASCULAR RISK AFTER LIVER TRANSPLANTATION

Introduction and aims: Cardiometabolic complications often occur after liver transplantation
(LT). ADMA and NO have been identified as markers of endothelial dysfunction and the
manifestation of cardiovascular diseases in the general population. Their role in
cardiovascular risk assessment after liver transplantation has been poorly evaluated, which is

the aim of this study.

Patients and methods: This study included 177 patients who were liver transplant
candidates. The patients had their clinical and laboratory parameters assessed before and after
6 and 12 months after LT. The incidence and prevalence of cardiovascular diseases along with
cardiovascular risk according to SCORE were determined and associated with ADMA and

NO.

Results: In patients with end-stage liver disease, ADMA and NO concentrations correlate
with higher cardiac risk category (p=0.046, p=0.044 respectively). Furthermore, an increase in
ADMA (p=0.042), NO (p=0.049), fasting plasma glucose (p=0.017), and HDL- cholesterol
(p=0.047) concentrations were identified as predictors of cardiovascular risk, whereas
hepatocellular carcinoma was determined as a cofounding biological factor (p=0.044). After
LT, a physiological connection of the ADMA/NO pathway was established, identified 6
months after LT (p= 0.011), and persisted further 12 months after LT (p=0.007). No

connection of ADMA or NO concentrations with higher cardiovascular risk categories after
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LT was proven, but HDL- cholesterol concentrations (p=0.047), level of glycemia (p=0.006),
and liver cirrhosis before LT (p=0.002) were identified as cofounding cardiovascular risk

factors.

Conclusion: Although this study determined a connection of ADMA and NO with higher
cardiovascular risk in patients with end-stage liver disease, their connection with
cardiovascular risk after LT was not proven. Classical cardiovascular risk factors increase the
total cardiovascular risk after LT. Further research is needed to establish the possible impact
of markers of endothelial dysfunction on cardiovascular diseases and risk increase in later

periods after LT.
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