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1. UVOD | SVRHA RADA

Transplantacija jetre jos$ je uvijek najuspjesnija metoda lijeenja bolesnika s ireverzibilnim
akutnim ili kroni¢nim zatajenjem jetre. U zadnjih 30 godina ostvareno je znacajno poboljsanje
prezivljenja kako presatka tako i primatelja nakon transplantacije jetre, prvenstveno
zahvaljujuéi razvitku kiruskih tehnika i unapredenju imunosupresivnih protokola. Uvodenje
kalcijneurinskih inhibitora, ciklosporina i takrolimusa znacajno je smanjilo stopu akutnog

stani¢nog odbacivanja i uvelike poboljsalo jednogodisnje prezivljenje primatelja jetre (1, 2).

Odbacivanje presatka imunoloska je reakcija na prisutnost stranog organa koja moze
dovesti do disfunkcije i zatajenja presatka (3). Za dijagnozu i klasifikaciju odbacivanja presatka
nuzna je njegova biopsija, a ovisno o histopatoloskoj slici odbacivanje jetrenog presatka dijeli
se na tri osnovna tipa: akutno stani¢no odbacivanje (ASO), kroni¢no odbacivanje i odbacivanje

posredovano protutijelima (3).

1.1. Alkoholna bolest jetre

Nedavni veliki napreci u lijeCenju virusnog hepatitisa B i C visoko ucinkovitim
antiviralnim lijekovima doprinijeli su dillem svijeta smanjenju udjela bolesnika s
uznapredovalom bolesti jetre u podlozi virusnih hepatitisa (4). Posljedi¢no, sve veca
pozornost pridaje se alkoholnoj bolesti jetre (ABJ) i nealkoholnoj bolesti jetre, koje su postale
najéesce bolestijetre (5). Dok nealkoholna bolest jetre uobicajeno uzrokuje blagi oblik jetrene
bolesti, ABJ ostaje glavni uzrok smrti povezane s jetrenom bolesti u svijetu (6). Preciznije,
prema The Global Burden of Disease procijenjeno je da je preko 1,25 milijuna smrti u 2016.
godini posljedica bolesti jetre (2,3% globalnog prosjeka), od kojih su njih 60% do 80%
posljedica ABJ-a (7, 8). Zemljopisna su podrucja u kojima viSe od polovine stanovnistva
konzumira alkohol Europa (osobito isto¢na Europa i Rusija), Australija i Sjeverna Amerika (9).
U Republici Hrvatskoj provedeno je istrazivanje na 1.500 ispitanika u sklopu europskog
istrazivanja o alkoholu (engl. EU Joint Action on Reducing Alcohol Related Harm, RARHA)
prema kojem 78,1% ispitanika izjavilo da konzumira alkohol, odnosno 85,3% ukupno ispitanih

muskaraca i 71,0% ukupno ispitanih Zena (10).



Alkoholna bolest jetre ukljucuje spektar razli¢itih jetrenih bolesti: steatozu jetre,
steatohepatitis, fibrozu jetre, cirozu i hepatocelularni karcinom (HCC) (11). Dijagnoza ABJ-a
postavlja se na temelju podatka o konzumaciji alkohola >20 g/dan u Zena i >30 g/dan u
muskaraca uz prisutnost klini¢kih i/ili bioloskih abnormalnosti koje upucuju na jetreno
osteéenje (12). Velik udio bolesnika s histoloskim znacajkama ABJ-a nema nikakve klinicke
simptome ni znakove bolesti kao ni laboratorijske abnormalnosti, zbog ¢ega bi asimptomatski
bolesnici s prekomjernom konzumacijom alkohola trebali biti uvrsteni u programe probira
(aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), gama-glutamiltransferaza

(GGT) i tranzijentna elastografija) (12).

U 10% do 35% kroni¢nih alkoholi¢ara dolazi do progresije jetrene bolesti iz steatoze u
steatohepatitis, fibrozu jetre te, konacno, cirozu i hepatocelularni karcinom (11). S druge
strane, vazno je istaknuti da postoje jasni dokazi da prestanak konzumacije alkohola u bilo
kojem stadiju bolesti smanjuje rizik za progresiju i smanjuje ucestalost komplikacija ciroze

jetre (13).

Bolesnici s alkoholnom cirozom mogu biti asimptomatski u kompenziranoj fazi bolesti
ili se prezentiraju neopstruktivnom Zuticom, ascitesom, varicealnim krvarenjem, hepatalnom
encefalopatijom i/ili bakterijskom infekcijom, primjerice spontanim bakterijskim
peritonitisom u dekompenziranoj fazi bolesti. Prognoza bolesnika s alkoholnom cirozom vrlo
je loSa s petogodisnjim mortalitetom od 71% te se procijenjuje uz pomo¢ dvaju sljedecih

bodovnih sustava: MELD-a (engl. Model For End-Stage Liver Disease) i Child-Pugha (14).

Bodovni sustav MELD iskazuje se kao broj¢ana vrijednost u rasponu od 6 do 40, a
izracunava se iz formule koja ukljucuje vrijednost kreatinina, ukupnog bilirubina i INR-a (engl.
international normalized ratio) bolesnika (15). Sto je vrijednost MELD-a vida, to je visi i
tromjesecni mortalitet bolesnika. UNOS (engl. the United Network for Organ Sharing) i
Eurotransplant koriste MELD za prioritizaciju bolesnika na listi ¢ekanja za transplantaciju jetre.
Child-Pugh bodovni sustav izraCunava se na temelju pet obiljeZja koja oznacavaju bolest jetre:
ukupni bilirubin, serumski aloumin, INR, ascites i hepatalna encefalopatija (16). Svako od tih
obiljeZja boduje se od 1 do 3, pri ¢emu 3 boda oznacavaju najvisi stupanj poremecaja. Osim
toga, ovisno o broju bodova Child-Pugh bodovni sustav dijeli se u tri klase. Prema tome, u

Child-Pugh klasu A ubrajaju se bolesnici s bodovima od 5 do 6 te njihovo jednogodisnje



prezivljenje iznosi 100%, bolesnici s brojem bodova od 7 do 9 svrstavaju se u klasu B s
jednogodisSnjem prezivljenjem od 80%, dok bolesnici s brojem bodova od 10 do 15 ¢ine Child-

Pugh klasu C s najlosijim jednogodisnjim preZivljenjem od 45% (16).

1.1.1. Alkoholna bolest jetre i hepatocelularni karcinom

Primarni maligni tumor jetre peti je najc¢eséi tumor u svijetu i drugi najéesci uzrok smrti
povezan s tumorom, s 854.000 novih slucajeva i 810.000 slucaja smrti godisSnje (17).
Hepatocelularni karcinom ¢ini 90% svih primarnih tumora jetre, a s obzirom na to da je
njegova indicidencija kontinuirano u porastu, predstavlja velik javnozdrastveni problem

diljem svijeta (18).

Bolesnici s alkoholnom cirozom imaju znacajno povisen rizik za razvoj HCC-a, dok s
druge strane dugotrajni prestanak konzumiranja alkohola smanjuje rizik za HCC za 6% do 7%
po godini (19). Prema rezultatima programa probira za HCC tijekom pet godina kod 450
bolesnika s alkoholnom cirozom Child-Pugh A i B godisnja incidencija iznosila je 2,6% (20). U
nedavno objavljenoj francusko-belgijskoj prospektivnoj CIRRAL-studiji na 650 bolesnika s
biopsijom dokazanom alkoholnom cirozom Child-Pugh A koji su bili ultrazvu¢no praceni u
sklopu probira na HCC godisnja incidencija iznosila je 2,9% (21). U istoj studiji velik postotak
HCC-a dijagnosticiran je u fazi kada ga je moguce uspjesno aktivno lijeciti, Sto istie vaznost

probira u toj skupini bolesnika (21).

Utjecaj alkoholne bolesti jetre na klini¢ku prezentaciju, lije¢enje i ishod HCC-a bio je
usporedivan s kroni¢nim hepatitisom C kao etioloskim ¢imbenikom ciroze jetre i HCC-a.
Kohortu je ¢inilo 1.642 bolesnika s kroniénim hepatitisom C i HCC-om te 573 bolesnika s
alkoholnom bolesti jetre i HCC-om, pri ¢emu je dijagnoza HCC-a u podlozi ABJ-a ¢esce bila
dijagnosticirana izvan programa probira. Nadalje, ta skupina bolesnika imala je teze oSteéenje
jetrene funkcije, a tumorske lezije bile su vece, ¢eS¢e multifokalne s prisutnom invazijom vene
porte. U navedenoj studiji ukupno prezivljenje bolesnika s ABJ-om i HCC-om bilo je statisticki
znacajno manje u odnosu na bolesnike s HCC-om i kroni¢nim hepatitisom C (27,4 mjeseca vs

36 mjeseci; p=0,021) (22).

Prognoza i lijeCenje bolesnika s alkoholnom cirozom jetre i hepatocelularnim

karcinomom ovisi o stadiju bolesti prema BCLC-ovoj (engl. Barcelona-Clinic Liver Cancer)



klasifikaciji. Klasifikacija BCLC ima pet stadija koji se definiraju prema funkciji jetre odnosno
Child-Pugh klasifikaciji, statusu tumora (broj i veli¢ina lezija, makrovaskularna invazija,
ekstrahepatalna diseminacija) i klinickom stanju bolesnika definiranom prema klasifikaciji
ECOG (engl. the Eastern Cooperative Oncology Group). Moguée su opcije lijeCenja kiruska

resekcija, transplantacija jetre, lokoregionalna terapija i sistemska terapija (18).

Trenutacno svaki treci bolesnik na listi cekanja za transplantaciju jetre u Europi ima
cirozu jetre i hepatocelularni karcinom. Upravo je stoga hepatocelularni karcinom danas
jedna od najbrze rastucih indikacija za transplantaciju jetre (23). PetogodiSnje prezivljenje
nakon transplantacije jetre zbog hepatocelularnog karcinoma koji zadovoljava Milanske
kriterije (jedan tumor <5 cm ili <3 tumora s promjerom lezija <3 cm i bez vaskularne invazije)

iznosi od 65% do 80% (24).

Prema americkom transplantacijskom registru od 2002. do 2016. godine od ukupno
24.431 bolesnika na listi ¢ekanja za transplantaciju jetre pod dijagnozom hepatocelularnog
karcinoma i poznate etiologije jetrene bolesti njih 2.520 (10,3%) imalo je ABJ, dok je njih 1.936
imalo ABJ i kroni¢ni hepatitis B i/ili C. U istom je periodu prevalencija hepatocelularnog
karcinoma medu bolesnicima na listi ¢ekanja za transplantaciju jetre porasla za 3,1 puta ako

su u podlozi imali ABJ odnosno 6,4 puta ako su imali ABJ i kronic¢ni virusni hepatitis (25).

1.1.2. Alkoholna bolest jetre i transplantacija jetre

Transplantacija jetre (TJ) najucinkovitija je terapijska mjera za bolesnike s
uznapredovalom parenhimskom bolesti jetre s jednogodisSnjim prezZivljenjem presatka i
primatelja od 80% do 85% (26). Prezivljenje kako presatka tako i primatelja nakon
transplantacije jetre zbog alkoholne bolesti jetre sliéno je kao kod bolesnika transplantiranih
zbog drugih etiologija (27). Broj transplantacija jetre zbog ABJ-a porastao je zadnjih nekoliko
godina, iako tek manjina bolesnika s ABJ-om zadovoljava kriterije za transplantaciju. U
Sjedinjenim Americkim Drzavama broj registriranih bolesnika na listi cekanja za
transplantaciju jetre pod dijagnozom alkoholne bolesti jetre porastao je za 45% u periodu od
2004. do 2013. godine, dok je u Europi udio bolesnika podvrgnutih transplantaciji jetre zbog
ABJ-a porastao za 8,3% izmedu 1988.-1995. i 1996.-2000. godine (28, 29).



lako je alkoholna bolest jetre postala jedna od najcesc¢ih indikacija za transplantaciju
jetre u Europi i Sjedinjenim Americkim Drzavama, jo$ uvijek je jedna od najkontroverznjih
tema u hepatologiji. Ponajprije je tako zbog misljenja javnosti i eksperata pojedinih
medicinskih djelatnosti da su bolesnici s alkoholnom bolesti jetre sami odgovorni za svoju

bolest te da negativno utjec¢u na drustvo u cjelini (30).

Bolesnici s alkoholnom bolesti jetre u fazi ciroze i MELD-a 215 kandidati su za lijeéenje
transplantacijom. Vecina transplantacijskih programa primjenjuje pravilo o apstinenciji u
trajanju od Sest mjeseci prije obrade bolesnika za postupak transplantacije jetre.
Sestomjesecna apstinencija prihvaéeni je period jer omogucuje bolesniku da se oporavi od
akutnog ucinka alkohola na jetru i izbjegne potrebu za transplantacijom, no isto tako postala

je surogat za predikciju bolesnika koji ¢e nastaviti apstinirati i nakon transplantacije jetre (31).

Danas se u Klini¢koj bolnici Merkur, iz koje su regrutirani svi bolesnici predmetnog
istrazivanja, obavlja preko 90% transplantacija jetre u Republici Hrvatskoj, odnosno izmedu
115 i 120 transplantacija jetre godiSnje. Gotovo sve presadbe jetre obavljaju se s umrlog
davatelja, a alkoholna bolest jetre najc¢esca je indikacija za transplantaciju jetre u Klini¢koj

bolnici Merkur.

1.2. Akutno stani¢no odbacivanje nakon transplantacije jetre — klinicki znacaj

Unato¢ unapredenju imunosupresivnih protokola i Ccinjenici da se radi o
imunoprivilegiranom organu, ASO je jo$ uvijek ¢esta komplikacija nakon transplantacije jetre
koja se javlja u 10% do 30% primatelja (32). Budu¢i da je aktivacija T-limfocita identificirana
kao kljuéni patogenetski cimbenik u nastanku akutnog odbacivanja jetre, u zadnje se vrijeme
sve viSe predlaze uporaba termina "odbacivanje posredovano T-stanicama" (engl. T cell

mediated rejection, TCMR) umjesto akutnog stani¢nog odbacivanja (33).

Vecina epizoda ASO-a javlja se u prvih pet do 30 dana nakon transplantacije jetre, no
epizoda ASO-a moze se javiti ve¢ drugog dana nakon operacije pa do godinu dana od TJ-a (2,
34). Prema vremenu nastanka odbacivanja ASO se dijeli na rani i kasni, pri ¢emu se rani
definira kao epizoda ASO-a u prvih Sest mjeseci nakon transplantacije jetre i najvjerojatnije je

posljedica direktne prezentacije aloantigena (33). Ako se ASO dijagnosticira Sest mjeseci



nakon transplantacije jetre, klasificira se kao kasni i vjerojatno ovisi o indirektnoj prezentaciji

aloantigena (33).

Zbrinjavanje bolesnika nakon transplantacije solidnih organa usredotoceno je na
sprecavanje akutnog odbacivanja s obzirom na to da je to klinicki znacajan dogadaj koji
ugrozava prezivljenje i presatka i primatelja. lzuzetak od te paradigme bila je transplantacija
jetre jer su rezultati prije 2000. godine upudivali na to da akutno odbacivanje nakon
transplantacije jetre nije povezano s disfunkcijom presatka i/ili smrti primatelja (35-37).
Medutim, nedavno objavljeno istraZzivanje provedeno na 45.423 primatelja jetre utvrdilo je
da je biopsijom dokazan ASO u 15,6% ispitanika klini¢ki vrlo vazan dogadaj i kod
transplantacije jetre. Prema toj studij ASO znacajno povedava rizik za zatajenje presatka
(omjer rizika, engl. hazard ratio, HR 4,41, 95% engl. confidence interval, Cl 3,71-5,23) i
smrtnost primatelja (HR 3,94, 95% Cl, 3,22-4,83) (32). Ti se rezultati, izmedu ostalog, mogu
objasniti ¢injenicom da su prethodni rezultati bazirani na istrazivanjima s malim brojem
ispitanika te da su svim ispitanicima ucinjene protokolarne biopsije na temelju kojih je
bolesnicima bez klinickih i/ili laboratorijskih znakova odbacivanja postavljena dijagnoza ASO-
a. Medutim, s obzirom na Cinjenicu da limfocitna infiltracija moZe oznacavati pocetak razvoja
imunotolerancije, ne preporuca se lijeciti odbacivanje ako je postavljeno samo na temelju
biopsije. Upravo zbog toga protokolarne biopsije danas vise nisu rutina u vedini
transplantacijskih centara (38). Osim toga, primatelji jetre u toj kohorti bili su stariji i bolesniji
u trenutku transplantacije jetre te su imali vise pridruZenih bolesti, Sto funkciju presatka Cini
osjetljivijom na ASO. Naposljetku, vodeéi se prethodnim rezultatima istrazivanja prema
kojima ASO ne utjece negativno na prezivljenje presatka i primatelja, mogudée je da epizode
ASO-a nisu bile dovoljno agresivno pracene niti lijeCene, Sto je moglo doprinijeti kroni¢noj

ozljedi presatka (39, 40).

Nakon transplantacije jetre bolesnici moraju dozivotno uzimati imunosupresivne
lijekove kako bi se sprijecilo odbacivanje presatka. Kako je prethodno navedeno, uvodenje
kalcijneurinskih inhibitora (engl. calcineurin inhibitors, CNI), ciklosporina (CyA) pocetkom
1980-ih i takrolimusa (Tac) 1990-ih godina dovelo je do znacajnog smanjenja stope ASO-a i

znacajno se poboljsalo jednogodisnje prezivljenje bolesnika (1, 2).



UnatoC¢ navedenim prednostima imunosupresivne terapije njihove nuspojave
rezultiraju znacajnim morbiditetom i povec¢anim mortalitetom primatelja jetre. Infekcije, de
novo malignomi i kardiovaskularne bolesti danas su vodeci uzroci smrti primatelja jetre koji
nisu povezani s transplantacijom per se, veé¢ su posljedice dugotrajne izloZenosti
imunosupresivnoj terapiji (41, 42). Uz to, CNI kod jedne trecine primatelja jetre dovode do
kroni¢ne bolesti bubrega, koja moZe progredirati do terminalnog stadija bolesti s posljedi¢nim

bubreznim nadomjesnim lije¢enjem ili transplantacijom bubrega (43, 44).

S obzirom na navedeno, redukcija i doze i vremena uzimanja imunosupresivne terapije
bez rizika za razvoj ASO-a danas je vaZan cilj u transplantacijskoj medicini. Upravo za takav cilj
nuzno je identificirati set specificnih molekula i medijatora, odnosno biomarkera ciji bi
ekspresijski profil omogucio pracenje imunoloskog statusa i individualizaciju imunsupresivnog
protokola. Na tome tragu osobito su zanimljivi genetski biomarkeri koji su stabilni i moguce

ih je odrediti prije transplantacije organa.

Identifikacija povezanosti polimorfizama pojedinih nukleotida (engl. single nucleotid
polymorphisam, SNP) i akutnog stani¢nog odbacivanja osnovni je korak u otkrivanju takvog

genetskog biomarkera.

1.3. Mehanizam nastanka akutnog stanicnog odbacivanja

Akutno stani¢no odbacivanje zapocinje tako Sto primateljevi T-limfociti prepoznaju
donorske antigene. Klju€ni sustav antigena koji izaziva jaku imunoreakciju protiv presatka
(alografta) jest glavni sustav antigena tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility
complex, MHC) koji se u ljudi naziva HLA (engl. human leukocyte antigens). Sustav se dijeli u
tri skupine, pri ¢emu su skupine li Il vaznije jer odreduju molekule koje imaju kljuénu ulogu u
preradbi i predofavanju antigena. Antigeni skupine MHC-I nalaze se na svim stanicama s
jezgrom i trombocitima, a antigeni skupine MHC-Il na predo¢nim stanicama ukljuéujuéi B-
limfocite, dendriticke stanice, makrofage i Langerhansove stanice. Kada se presadak od
primatelja razlikuje u antigenima skupine MHC-I i MHC-II, aktiviraju se primateljevi limfociti
CDA4+ i CD8+. Pritom limfociti CD4+ bivaju aktivirani aloantigenima MHC-II koje nose predo¢ne
stanice Sto se nalaze u presatku, a limfociti CD8+ aloantigenima MHC-I koji se se nalaze na

svim stanicama presatka (45).



T-Limfociti mogu prepoznati aloantigene MHC izravno (direktno) ili neizravno
(indirektno), odnosno nakon preradbe u vlastitim predocnim stanicama (Slika 1.) (45). Kod
izravnog prepoznavanja aloreaktivni efektorski T-limfociti veZzu se izravno na nepodudarne
aloantigene MHC. Da bi uzrokovali reakciju, pomagacki T-limfociti moraju dobiti aktivacijski
signal putem predocne stanice davatelja koja nosi aloantigene MHC-II (s davateljevim ili
primateljevim preradenim peptidima). S obzirom na navedeno, aloreaktivnost posebice se
pojacava ako presadak tkiva nosi u sebi predocne stanice davateljskog podrijetla, koje se
nazivaju suputni¢kim leukocitima. Ovaj tip odbacivanja ukljucuje davateljeve predocne
stanice koje iz presatka putuju u regionalne limfne ¢vorove, gdje podrazuju limfocite CD4+. Ti
se limfociti aktiviraju, luce citokine i poticu limfocite CD8+. Nadalje, aktivirani aloreaktivni
limfociti CD8+ putuju u presadak i ubrzano ga unistavaju. Ti citotoksi¢ni T-limfociti izravno
liziraju endotelne i parenhimske stanice presatka jer prepoznaju davateljeve antigene MHC-I.
Neizravno prepoznavanje aloantigena pri odbacivanju presatka oznacava da su davateljevi
antigeni preradeni u primateljevim predo¢nim stanicama i predoceni T-limfocitima pomocu
primateljevih molekula MHC. Aktivirani aloreaktivni T-limfociti primatelja luce citokine i
aktiviraju druge stanice imunosnog sustava. Nedavno je predlozen tredi tip prepoznavanja,
odnosno semidirektno prepoznavanje u kojem aloantigeni ulaze u primateljeve predocne

stanice i nepreradeni se prezentiraju na povrsini stanice (46, 47).

Medutim, unato¢ svijesti o dvama osnovnim putevima prepoznavanja njihova je
vaznost u svakodnevnoj klinickoj praksi limitirana (48). U reakciji na aloantigene sudjeluju
brojni citokini utje¢uci na aktivaciju, diferencijaciju i funkciju T-limfocita. Medu najvaznijima
su interleukin 2 (IL-2) koji aktivira CD8+ te interferon-y (IFN- y) koji pojacava izrazaj molekula
MHC, potice djelovanje predocnih stanica i limfocita te zajedno s tumor nekrotizirajuéim

faktorom- a (TNF- a) aktivira makrofage (48).

Posebnu ulogu medu citokinima imaju kemokini odgovorni za migraciju upalnih
stanica na mjesto imunoloSkog odgovora. Oni se dijele u Cetiri skupine, a jednu od njih ¢ine
CXC kemokini u koje spadaju CXCL9 (engl. C-X-C motif chemokine ligand 9) i CXCL10 (engl. C-
X-C motif chemokine ligand 10). Navedeni kemokini dominantno su produkti predocnih
stanica te se vezu na receptor CXCR3 (engl. C-X-C motif chemokine receptor 3, CXCR3) izrazen
na T-limfocitima. Aktivacijom receptora CXCR3 dolazi do regrutacije efektorskih T-limfocita u

alograft koji imaju klju¢nu ulogu u stanicnom odbacivanju presatka (45).



Davateljeva antigen Davateljeva stanica
prezentirajuca stanica

0 o

Primateljev T-limfocit Primateljeva antigen
prezentirajuca stanica

Slika 1. Shematski prikaz akutnog odbacivanja. Direktni i indirektni put prepoznavanja aloantigena.

1.4. Imunosupresivna terapija nakon transplantacije jetre

Imunosupresivna terapija nakon transplantacije jetre moZe se podijeliti u dvije faze:
fazu indukcije i fazu odrzavanja. Indukcijska faza terapije obi¢no se sastoji od kortikosteroida
s kojima se zapocinje odmah nakon transplantacije i primjenjuju se intravenski tijekom
nekoliko dana, a potom se nastavlja s oralnim oblicima steroida (49). U indukciji se mogu
koristiti i drugi lijekovi, poput protutijela na receptor IL-2 ili antitimocitnog globulina, koji se
obi¢no primijenjuju kada je potrebno odgoditi uvodenje kalcijneurinskih inhibitora (engl.
calcineurin inhibitors, CNI), primjerice u bolesnika s kronicnom bubreznom bolesti ili ako
postoji poviSeni imunoloski rizik (retransplantacija zbog odbacivanja, simultana
transplantacija jetre i bubrega, visoko senzitivni bolesnici). Kalcijneurinski inhibitori glavna su
sastavnica terapije odrZavanja, pri ¢emu takrolimus ima prednost pred ciklosporinom.
Antiproliferativni lijekovi, poput mikofenolat mofetila (MMF), azatioprina ili inhibitora mTOR
(engl. mammalian target of rapamycin), koriste se kako bi se smanjila toksi¢nost CNI-ja ili kod

bolesnika s visim rizikom odbacivanja presatka (50).

1.4.1. Kortikosteroidi

Glukokortikosteroidi suprimiraju vezanje protutijela i komplementa, povecdavaju

ekspresiju IL-10 te smanjuju sintezu IL-2, IL-6 i IFN-y u T-stanicama (51-53). U



transplantacijskoj medicini koriste se sljede¢e Ccetiri formulacije kortikosteroida:
hidrokortizon, prednizon, prednizolon i metilprednizolon. Obi¢no se zapoéinje sa 1 g
metilprednizolna u bolusu za vrijeme anhepatalne faze tijekom operacije te se nastavlja s
metilprednizolonom 20 mg/dan intravenski. Kada bolesnik poc¢ne tolerirati peroralne lijekove,
nastavlja se s prednizonom 20 mg/dan cija se doza postupno smanjuje do izostavljanja iz
terapije tijekom tri do Sest mjeseci. Znacajne su nuspojave koritkosteroidne terapije Secerna
bolest, arterijska hipertenzija, hiperlipidemija, usporeno cijeljenje rane, podloZnost

infekcijama te osteopenija (54).

1.4.2. Kalcijneurinski inhibitori

Ciklosporin i takrolimus veZu se za citoplazmatske proteine (ciklosporin za ciklofilin,
takrolimus za FK506-vezuci protein 12 (engl. FK-binding protein 12, FKBP12) i na taj nacin
inhibiraju funkciju kalcijneurina koji ima serin/treonin fosfataznu aktivnost. Inhibicijom
klacijneurina sprecava se transkripcija gena za citokine, osobito IL-2, te aktivacija T-limfocita

koji imaju klju¢nu ulogu u odbacivanju (50).

Ciklosporin se moZe dati intravenski, no obi¢no se primjenjuje oralno kao tableta ili
oralna suspenzija. Vrsne koncentracije u krvi postizu se od dva do Cetiri sata od uzimanja lijeka
te se lijek Siroko distribuira, s najvisim koncentracijama u masnom tkivu, gusteradi,
nadbubreznim Zlijezdama, bubrezima i jetri. Prosjeéno poluvrijeme Zivota jest 15 sati, no
moze biti od 10 do 40 sati. Ciklosporin se metabolizira u jetri putem citokroma P4503A4 i
potom izlu€uje u Zué. Standardna pocetna doza jest od 5 do 7 mg/kg dva puta dnevno. Potom
se doza titrira prema preporucenoj ciljnoj serumskoj koncentraciji CyA, odnosno od 150 do
200 ng/mL u prva tri mjeseca. Nakon toga doza se postupno smanjuje uz ciljnu vrijednost CyA
od 80 to 120 ng/mL od treceg do dvanaestog mjeseca i od 50 do 70 ng/ml nakon godinu dana

od transplantacije jetre (50).

Takrolimus inhibira proizvodnju IL-2 i IFN- y 100 puta snaznije od ciklosporina i ima
izvrsnu bioraspoloZivost, Sto ga Cini glavnim CNI-jem u vedéini imunosupresivnih protokola
nakon transplantacije jetre (55). Superiornost takrolimusa nad ciklosporinom potvrdena je u
metaanalizi 16 randomiziranih klini¢kih studija u kojima je takrolimus bio superiorniji kada se
analiziralo prezivljenje primatelja i presatka, akutno stani¢no odbacivanje i steroid-

rezistentno odbacivanje (56, 57). Obi¢no se zapocinje s niskim dozama takrolimusa, od 0,5 do
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1 mg svakih 12 sati prvog dana nakon transplantacije jetre, i postupno se povecava do ciljne
serumske koncentracije od 8 do 10 ng/mL koja se odrZava tijekom prva tri mjeseca. Od treceg
mjeseca do godinu dana nakon transplantacije jetre ciljna koncentracija takrolimusa jest od 6

do 8 ng/ml, a nakon godinu dana oko 5 ng/ml (50).

U studiji s 493 primatelja jetre koji su uzimali takrolimus kao primarni lijek u
imunosupresivnom protokolu oni bolesnici koji su imali najnize konentracije lijeka (prema
engl. trough levels) > 7 ng/ml u vrijeme protokolarne biopsije (srednja vrijednost Sest dana
nakon transplantacije) imali su znacajno manju stopu srednje teskog i teskog odbacivanja u
usporedbi s onim bolesnicima koji su imali niZe razine Tac koncentracije (24% vs 41%) (58). Uz
to, bolesnici koji su imali srednju vrijednost takrolimusa izmedu 7 i 10 ng/ml u 15 dana od
transplantacije jetre imali su manju stopu gubitka presatka tijekom praéenja u odnosu na
bolesnike koji su imali najniZe koncentracije (prema engl. trough levels) < 7 ng/ml (relativni
rizik, RR 2,32) ili 10-15 ng/ml (RR 2,17). Ti rezultati upuéuju na to da su u ranom
poslijetransplantacijskom periodu ciljne vrijednosti takrolimusa izmedu 7 i 10 ng/ml povezane

s boljim klini¢kim ishodima nakon transplantacije jetre.

lako su ciklosporin i takrolimus vrlo ucinkoviti u prevenciji odbacivanja, oba lijeka
imaju znacajne nuspojave, primjerice nefrotoksi¢nost, arterijsku hipertenziju i Se¢ernu bolest

(59).

1.4.3. Mikofenolat mofetil

Mikofenolat mofetil jest 2-morfolinoetil ester mikofenolne kiseline. Mikofenolna
kiselina jak je, selektivan, nekompetitivni i reverzibilan inhibitor inozin monofosfat
dehidrogenaze te inhibira put de novo sinteze gvanozin nukleotida bez ugradnje u DNA (engl.
deoxyribonucleic acid). Buduci da su T- i B-limfociti izuzetno ovisni o de novo sintezi purina u
svojoj proliferaciji, a druge vrste stanica mogu iskoristiti pomoéne puteve, citostatski ucinci
MPA izrazeniji su na limfocitima nego na drugim stanicama. MMF ne uzrokuje
neurotoksi¢nost i nefrotoksi¢nost te se ucestalo koristi uz CNI i kortikosteroide kako bi se
smanjila njihova toksi¢nost. Uobic¢ajena doza iznosi 1 g dva puta dnevno. Naj¢esce su
nuspojave supresija kostane srzi, bol u trbuhu, muénina i povraéanje. Medutim, te nuspojave
ovisne su o dozi i obi¢no se povuku nakon snizenja doze MMF-a ili isklju¢enja MMF-a iz
terapije (49).
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1.5. Rizi¢ni ¢cimbenici za nastanak akutnog stanicnog odbacivanja

U jednoj od najvaznijih ranih studija iz podrucja transplantacije jetre iz 1998. godine
koja je ispitivala rizicne ¢imbenike za ASO Weiser i suradnici na 762 ispitanika identificirali su
mladu Zivotnu dob primatelja, uredne vrijednosti kreatinina i povisene vrijednosti AST-a
primatelja prije transplantacije jetre, HLA-DR nepodudarnost, vrijeme hladne ishemije dulje
od 15 h i dob donora (stariji od 30 godina) kao nezavisne prediktore za razvoj ASO-a (35). U
istrazivanju iz 2016. godine koje je ispitivalo rizicne ¢imbenike ASO-a provedenom na 42.508
ispitanika Kuhet i suradnici ustanovili su da je mlada Zivotna dob dominantni ¢imbenik rizika
za ASO, pri ¢emu bolesnici koji su stari izmedu 18 i 25 godina imaju tri puta vedi rizik za ASO u
odnosu na bolesnike starije od 40 godina. U istom istraZivanju utvrdili su da su Zivotna dob
primatelja visa od 70 godina (omjer izgleda, engl. odds ratio, OR 0,68) te dob primatelja od 65
do 69 godina (OR 0,70) najznacaniji protektivni ¢imbenici (60). Nadalje, poznato je da

Afroamerikanci imaju znacajno visi rizik za ASO (61, 62).

Takoder, dostupni podaci sugeriraju da indikacija za transplantaciju jetre moze biti
povezana s veéim rizikom za ASO, pri cemu se pokazalo da su primarni sklerozirajudi kolangitis
i autoimuni hepatitis povezani s visim rizikom (2, 60, 61, 63, 64). Dodatno, bolesnici koji su
podvrgnuti retransplantaciji vjerojatnije ¢e imati ASO (60). Dobro je poznato da je pozitivna
T-stani¢na krizna reakcija, koja se javlja u oko 7% primatelja jetre, povezana s povecanim

rizikom za razvoj ASO-a i smanjenim petogodisnjim prezivljenjem (64-68).

Tijekom 2017. i 2018. godine objavljeno je nekoliko istrazivanja koja su ispitivala
rizicne ¢imbenike za ASO. Dogan i suradnici prvi su put pokazali da ispitanici koji razviju
bilijarne komplikacije (anastomotske i neanastomotske) nakon transplantacije jetre imaju pet
puta vedi rizik za ASO (OR 4.89) u odnosu na ispitanike bez bilijarnih komplikacijia. U istom
istrazivanju identificirana su jo$ dva rizicna ¢imbenika za ASO: nepodudarnost izmedu spola
davatelja i primatelja (preciznije, nepodudarnost sa zenskim donorom) povecava rizik za ASO
(OR 3.0) kao i citomegalovirusna nepodudarnost (OR 9.88; donor negativni seroloski status,
primatelj pozitivni seroloski status) (69). Nadalje, Del Bello i suradnici ispitivali su povezanost
varijabilnosti serumske vrijednosti takrolimusa i ASO-a jetrenog presatka te su utvrdili da su

vrijednost Tac <5 ng/mL uz Tac CV-IPV (engl. coefficient of variability intra-patient variability)
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> 35% (OR 4.83) i > 45% (OR 9.73) nezavisni ¢imbenici rizika za razvoj biopsijom dokazanog
ASO-a (70).

Najcesce je istrazivana povezanost ASO-a s polimorfizmima gena za citokine s obzirom
na to da su oni glavni modulatori imunoloske reakcije. Primjerice, Yu i suradnici utvrdili su
povezanost ASO-a nakon transplantacije jetre s polimorfizmom gena za faktore regulacije
ekspresije interferon regulatornog faktora 5 rs3757385, pri ¢emu su zakljudili da su G/G
homozigoti bili pod vec¢im rizikom za akutno stani¢no odbacivanje (71). Takoder je
ustanovljena znacajna povezanost ASO-a s polimorfizmom gena za transformirajuéi faktor
rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGF-B) +869, no u istom istraZzivanju nije

utvrdena takva povezanost za TNF-a G-308A i IL 10 G-1082 (72, 73).

Suprotno tomu, odredena istrazivanja pronasla su znac¢ajnu povezanost izmedu TNF-
a i IL 10 s ASO-om, zbog cega su rezultati inkonkluzivni (74-76). Nadalje, za pojedine
polimorfizme gena nije ustanovljena povezanosti s ASO-om. Neki su od njih supkategorije
proteina TNF-obitelji — Fas(CD95) i FasL(CD178), kao i geni za CD40, za antigen citotoksi¢nih

T-limfocita 4 i za protein programirane stani¢ne smrti 1 (77-79).

U nastojanju da se odredi uniformna definicija klinicke sumnje na ASO Rodriguez-
Perdlvarez M. i suradnici istrazivali su riziéne ¢imbenike za ASO na 142 bolesnika u ispitivanoj
skupini i na 328 ispitanika u validacijskoj skupini te su ustanovili da su vrijednosti bilirubina
iznad 68,4 umol/L, poviSene vrijednosti eozinofila u krvi >0,4x10° u prvih 10 dana od
transplantacije jetre i >0,1x10° nakon 10 dana od transplantacije jetre rizi¢ni ¢imbenici za
srednji do teSki ASO i mogu se koristiti kao objektivni kriteriji za trijazu bolesnika koji imaju

indikaciju za biopsiju jetre (80).

1.6. Dijagnostika akutnog stani¢nog odbacivanja

Bolesnik s ASO-om moze biti asimptomatski ili imati klinicke simptome i znakove poput
febriliteta, blage boli u abdomenu, umora i/ili opcée slabosti, koji su u

poslijetransplantacijskom periodu nespecifi¢ni (35).

U svakodnevnoj klinickoj praksi dijagnosti¢ki algoritam zapocinje sumnjom na ASO kod
bolesnika s poviSenim vrijednostima aminotransferaza (AST, ALT) i enzima kolestaze (alkalna

fosfataza, GGT) te hiperbilirubinemijom koje se klinickim razlu¢ivanjem ne mogu drugacije
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objasniti. Te biokemijske abnormalnosti takoder su nespecificne, ne reflektiraju tezinu ASO-a
te zahtijevaju isklju¢enje drugih uzroka disfunkcije presatka poput vaskularne patologije
(tromboza arterije hepatike, tromboza vene porte i/ili donje Suplje vene), bolesti bilijarnog
trakta (striktura, kolangitis, intrahepatalna kolestaza), sepse, oSteéenja jetre uzrokovanog

lijekovima i citomegalovirusne infekcije, prije nego se postavi klinicka sumnja na ASO (35).

1.6.1. Biopsija presatka

Danasniji je zlatni standard za dijagnosticiranje ASO-a perkutana biopsija presatka. U
proslosti su neki transplantacijski centri provodili protokolarne biopsije rano nakon
transplantacije jetre te je ¢ak do 80% bolesnika imalo histoloske karakteristike ASO-a.
Medutim, najveci dio tako dijagnosticiranih epizoda ASO-a bile su blage i nisu utjecale na
prezivljenje presatka (35, 40, 81). Stoga su protokolarne biopsije napustene te se danas samo

bolesnici s klinickom sumnjom na ASO podvrgavaju biopsiji presatka.

Biopsija presatka invazivna je dijagnosticka metoda Cije su najées¢e komplikacije bol i
krvarenje, a uvijek se mora uzeti u obzir i mogucénost neadekvatnog uzorkovanja tkiva. S
obzirom na navedeno riziéni ¢imbenici povezani s ASO-om te neinvazivne dijagnosticke
metode s visokom senzitivno$c¢u i specificnosti za ASO bili bi vrlo korisni u svakodnevnoj

klinickoj praksi.

Tijekom 80-ih i 90-ih godina proslog stoljec¢a bili su u uporabi razli¢iti histoloski kriteriji
za dijagnozu i klasifikaciju ASO-a poput kriterija Pittsburgh, Minnesota, Europskih kriterija i
the Royal Free Hospital kriterija. Medutim, 1997. godine svi su navedeni kriteriji zamijenjeni

Banff kriterijima koji se koriste i danas (82).

Tipicnu histoloSku sliku kod ASO-a cini trijada sastavljena od mijeSane upalne
infiltracije portalnih prostora (dominatno mali i veliki limfociti, potom eozinofili, makrofazi,
plazma-stanice i ponekad neutrofili), osSteéenja zZu¢nih kanala i endotelitisa. Prisutnost barem
dviju navedenih komponenti potrebna je kako bi se mogla postaviti dijagnoza ASO-a (82).
TeZina odbacivanja gradira se prema RAl-indeksu (engl. rejection activity index) o ¢emu ovisi i
tip lije¢enja. RAI-indeks 1-2 oznacava neodredeni ASO, 3-4 blagi ASO, 5-6 srednje teSki ASO
dok 7-9 odgovara teSkom ASO-u (Tablica 1.). HistoloSke karakteristike kasnog ASO-a gotovo

su jednake ranom ASO-u, no obi¢no je prisutan manji broj aktiviranih limfocita uz manje
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izrazeno oStecenje Zucnih kanala, te endotelitis nizeg stupnja, dok je izrazenija lobularna

upalna aktivnost (33).

Tablica 1. RAI (engl. rejection acitivity index). Preuzeto i modificirano prema Banff schema for
grading liver allograft rejection. Hepatology. 1997; 25: 658-663.

RAI
KATEGORIUA KRITERU BOD
UPALA infiltrat limfocita u manjinskom broju trijada 1
PORTALNOG
PROSTORA
mijesani infiltrat limfocita s pokojim blastom, neutrofilima i eozinofilima u vecini 2
trijada
mijesani infiltrat sastavljen od limfocita i brojnih blasta, neutrofila i eozinofila sa 3
Sirenjem u periportalni parenhim
UPALA ZUCNIH manji je broj vodova infiltriran upalnim stanicama te pokazuje blage reaktivne 1
VODOVA promjene poput povecanih jezgara: citoplazma omjera epitelnih stanica

vecina vodova ili svi vodovi proZeti su upalnim stanicama; odreden stupanj vodova 2

pokazuje degenerativne promjene poput nuklearnog pleomorfizma, poremecaj

polarizacije i citoplazmatsku vakuolizaciju epitela
vecina vodova ili svi vodovi prozeti su upalnim stanicama; vecina vodova ili svi 3
vodovi pokazuju degenerativne promjene poput nuklearnog pleomorfizma,
poremecaj polarizacije i citoplazmatsku vakuolizaciju epitela
UPALA VENSKOG manji broj portalnih i/ili hepatickih venula infiltrirana je limfocitima 1
EPITELA

vecina portalnih i/ili hepatickih venula ili sve infiltirane su limfocitima 2
vecina portalnih i/ili hepatickih venula ili sve infiltrirane su limfoctima; upala se 3

prosiruje na perivenularno podrucje i povezana je s perivenularnom nekrozom

hepatocita
Napomena: ukupni je broj bodova zbroj bodova svih kategorija
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1.6.2. Markeri iz krvi

Jetreni enzimi

Dijagnoza ASO-a obi¢no se postavlja na temelju porasta jetrenih enzima nakon
transplantacije jetre. Medutim, nekoliko istrazivanja pokazalo je da poviSeni standardni
jetreni enzimi imaju nisku senzitivnost i nisku specificnost za ASO te da slabo koreliraju sa
stupnjem teZine histopatoloskog nalaza (83-85). Uz to, poviseni jetreni enzimi ne omogucuju
diferencijaciju od ostalih poslijetransplantacijskin komplikacija. Rodriguez-Perdlvarez i
suradnici pokazali su da bolesnici sa srednje teskim i teSkim ASO-om imaju viSe vrijednosti
bilirubina i kolestatskih parametara, niZe vrijednosti AST-a i niZi AST/ALT omjer u odnosu na
bolesnike s blagim ASO-om ili bez ASO-a. Medutim, kombinacija tih parametara u logistic¢koj

regresijskoj analizi imala je senzitivnost od 73% i specificnost od 52,9% (86).

Eozinofili

Prisutnost eozinofila u presatku nezavisan je ¢imbenik povezan s ASO-om jetrenog
presatka. Barnes i suradnici utvrdili su da odsutnost periferne eozinofilije moze predvidjeti
odsutnost srednje teskog/teskog ASO-a, no ne moZe se koristiti za predvidanje ili procjenu
odgovora na kortikosteroidnu terapiju (87). U istrazivanju provedenom na 690 primatelja
jetre koji su bili podvrgnuti protokolarnim biopsijama pokazalo se da je periferna eozinofilija
znacajno povezana sa srednje teskim i teSkim ASO-om (OR=2,15; p=0,007), no povrsina ispod
ROC-krivulje bila je 0,58. Isti istrazivaci utvrdili su da je delta broj eozinofila izmedu biopsija
ucinjenih prije i poslije lijecenja ASO-a bio jedini nezavisni prediktor histoloSkog poboljsanja

(OR=3,12; p=0,001) (86).

U istrazivanju Rodriguez-Perdlvarez M. i suradnika koje je ispitivalo rizicne ¢imbenike
na temelju kojih se moze definirati uniformna klinicka sumnja na ASO utvrdeni su sljedeci
nezavisni rizicni ¢imbenici za ASO: poviSene vrijednosti bilirubina na dan biopsije (OR=5,83;
p<0,001), rastuée vrijednosti bilirubina ¢etvrtog dana prije biopsije presatka (OR=4,57;
p=0,003) te poviSene apsolutne vrijednosti eozinofila (OR=3,81; p=0,004). Optimalna granica
za povisene apsolutne vrijednosti eozinofila bila je >0,1 x10°. Kombinacijom tih rizi¢nih
¢imbenika povrsina ispod ROC-krivulje za predvidanje srednje tesSkog i teSkog ASO-a iznosila

je 0,81 (80).
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Zuéne kiseline

Poznato je da postoji medusobna povezanost izmedu Zucnih kiselina i imunoloskog
sustava pri ¢emu Zucne kiseline mogu mijenjati koncentraciju citotoksi¢nih T-limfocita i IL-2
te mogu utjecati na HLA-ekspresiju u jetri (88). ASO je karakteriziran povisenjem koncentracije
glikodeoksikolne i deoksikolne kiseline u serumu te znacajnim smanjenjem omijera
kolne/deoksikolne kiseline (89). Jassen i suradnici istraZivali su dijagnosticku vrijednost
svakodnevnog serijskog mjerenja  vrijednosti  Zucnih  kiselina u serumu u
poslijetransplantacijskom periodu kod 41 bolesnika nakon transplantacije jetre. Kod 22
bolesnika s histoloski dokazanim ASO-om utvrdene su tri puta veée koncentracije ukupnih
zucnih kiselina u odnosu na pocetnu vrijednost (vrijednost prvog dana nakon transplantacije
jetre) te je izraCunata senzitivnost od 86% i specificnost od 100% za ASO (90). Muraca i
suradnici takoder su utvrdili tri puta vece serumske vrijednosti Zu¢nih kiselina kod bolesnika
s ASO-om, no isti su porast utvrdili i kod bolesnika s trombozom arterije hepatike i septickim
Sokom (91).

Citokini

Idealan biomarker za dijagnozu ASO-a te pracenje imunoloskog statusa trebao bi imati
sljedeca obiljezja: biti visoko senzitivan i specifican, neinvazivan te brzo dostupan (92). U tu
su svrhu najéesce ispitivani biomarkeri proinflamatorni i imunoregulatorni citokini ¢ija je
ekspresija poveéana za vrijeme ASO-a. Boleslawski i suradnici ispitivali su razinu
intracelularnog IL-2 u CD3+CD8+ stanicama kod 21 primatelja jetre prije i Sest mjeseci nakon
transplantacije jetre te su utvrdili da je intracelularna ekspresija IL-2 u CD8+ T-stanicama usko
povezana s razvojem ASO-a (93). Te rezultate poslije su potvrdili Akoglu i suradnici koji su
pokazali da bolesnici koji su imali ASO imaju statisti¢ki znacajno viSe razine IL-2 u CD8+ T-
stanicama u odnosu na bolesnike koji nisu imali epizodu ASO-a. Takoder, utvrdili su dobru

korelaciju izmedu udjela CD8+IL-2+ stanica i stupnja teZine ASO-a prema Banff kriterijima

(Spearman's rho=0,81; P= 0,027) (94).

Nadalje, Millan i suradnici evaluirali su intracelularnu ekspresiju i sekreciju IFN-y i IL-
2 u 47 bolesnika s transplantiranom jetrom. Prijetransplantacijska grani¢na vrijednost od
55,8% CD8+IFN- y+ detektirala je bolesnike s visokim rizikom za razvoj ASO-a sa senzitivnosti

od 75% i specifi¢cnosti od 82%. U prvom tjednu nakon transplantacije jetre bolesnici kod kojih
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je postotak inhibicije IFN- y, CD8+IFN- y+ i Cd8+IL2+ bio manji od 40% razvili su ASO, Sto

ukazuje na nisku osjetljivost na imunosupresivnu terapiju (95).

Vrijednosti TNF- a ispitivane su u plazmi 50 bolesnika nakon transplantacije jetre te su
njihove koncentracije TNF- a bile znacajno vise u bolesnika s ASO-om (941 + 83 pg/ml vs 240
+ 6 pg/ml, p = 0,0001) (96). Kita i suradnici analizirali su serumske vrijednosti IL-6 kod 20
bolesnika nakon transplantacije jetre koji nisu imali infekciju i pokazali su da su razine citokina
znacajno viSe od nula do Cetiri dana prije histoloske dijagnoze ASO-a u odnosu na bolesnike
koji nisu imali histoloski dokazan ASO (131 + 78 pg/ml vs 40+ 21 pg/ml, p <0,01). U istom radu
nisu nasli korelaciju izmedu povisenja IL-6 i RAl-a, no zakljucili su da se poviSene vrijednosti
IL-6 zbog ASO-a mogu razlikovati od poviSenja IL-6 zbog infekcije s obzirom na to da su tada

vrijednosti vise od 1.000 pg/mL (97).

Uloga IL-9, IL-23 i IL-27 u podrucju transplantacije jetre joS mora biti razjasnjena.
Serumske vrijednosti IL-9 bile su odredivane u 50 bolesnika prvog i sedmog dana nakon
transplantacije jetre te na dan biopsije, no nije nadena razlika kod bolesnika s ASO-om u
odnosu na bolesnike bez ASO-a (98). Sli¢ni rezultati dobiveni su i za serumske koncentracije

IL-17 i IL-23 u ranom poslijetransplantacijskom periodu (99).

Danas postoje dva dijagnosticka testa bazirana na odredivanju biomarkera koja je
odobrila FDA (engl. Food and Drug Administration) u podrucju transplantacijske medicine.
Jedan test procijenjuje funkciju imunoloskih stanica na temelju odredivanja koncentracije
adenozina trifosfata u cirkuliraju¢im CD4 stanicama (ImmuKnow®), a drugi se test temelji na
odredivanju ekspresije gena (AlloMap®) i sluZi za predvidanje odsutnosti akutnog odbacivanja

nakon transplantacije srca (100).

1.6.3. Markeri iz Zuci i ascitesa

Bududi da ASO uzrokuje znacdajne upalne promjene Zuénih kanaliéa, istrazivani su
markeri iz Zuci koji bi se mogli koristiti u diferencijalnoj dijagnozi ASO-a. Medutim,
uzorkovanje zuci nije prakticno, osobito danas, kada veéina transplantacijskih centara ne
koristi rutinski T-kateter u perioperativnom periodu. Uzorkovanje Zuéi u odsutnosti T-katetera
zahtijevalo bi endoskopsku kanulaciju Zuénih vodova, Sto je invazivha metoda s ozbiljnim

komplikacijama. Do sada su ispitivane vrijednosti IL-6 u Zuéi te su u istraZivanju koje je
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ukljucivalo 51 bolesnika utvrdene nekoliko puta poviSene vrijednosti IL-6 za vrijeme ASO-a i

smanjenje na pocetne vrijednosti nakon primjene terapije protiv odbacivanja presatka (101).

U prospektivnoj studiji na 45 bolesnika kod kojih je ucinjena transplantacija jetre
utvrdene su statisticki znacajno povisene vrijednosti IL-8 (11,62+4,25 pg/ml, p < 0,001) u Zuci
kod bolesnika s ASO-om u odnosu na bolesnike koji su imali infektivhe komplikacije ili nisu
imali komplikacije u poslijetransplantacijskom periodu (102). Kim i suradnici utvrdili su
statisticki znacajno povisenu enzimatsku aktivnost alanin aminopeptidaze N (APN/CD13) u
uzorku Zucéi sakupljenom tri dana prije biopsije jetre kod bolesnika s histoloski dokazanim

ASO-om u odnosu na bolesnike bez ASO-a ( p=0,004) (103).

U istrazivanju provedenom na 30 djece nakon transplantacije jetre ispitivane su
vrijednosti citokina u ascitesu. Tijekom prva dva tjedna od transplantacije jetre nije utvrdeno
znacajno povisenje vrijednosti receptora IL-2 i IL-6 ni u serumu ni u ascitesu izmedu bolesnika
koji su imali ASO i onih bez ASO-a. Medutim, koncentracija antagonista na receptor IL-1 bila

je znacajno povisena 48 h prije ASO-a (ASO vs ne-ASO; p=0,01) (104).

Unatoc dobrim rezultatima koriStenje markera iz Zudii ascitesa, zapravo, kontroverzno
je s obzirom na to da su za njihovo uzorkovanje, kako je ve¢ istaknuto, potrebni invazivni

postupci s potencijalno ozbiljnim komplikacijama.

1.6.4. Slikovne metode

Doppler

Doppler jetre neinvanzivna je metoda koja se redovito koristi za evaluaciju vaskularnih
komplikacija u ranom i kasnom poslijetransplantacijskom praéenju bolesnika nakon
transplantacije jetre. S obzirom na to da je ASO upalni proces koji zahvaca parenhim presatka
ukljucujudiivaskularne strukture, o¢ekivano je to da se mijenja i hemodinamika presatka, koja

se moze detektirati Dopplerom jetre.

Do sada je objavljeno nekoliko radova koji su pokazali da je Doppler koristan u
dijagnozi ASO-a. Harms i suradnici utvrdili su pad u damping-indeksu portalne vene i porast
damping-indeksa hepatalnih vena kod bolesnika s ASO-om (105). Bolognesi i suradnici
pokazali su da je ASO povezan sa znacajnim padom brzine protoka u portalnoj veni te

porastom indeksa pulzatilnosti u spleni¢noj arteriji (106). S druge strane, postoji nekoliko
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istrazivanja koja nisu nasla povezanost Dopplera s ASO-om te za sada nema dovoljno dokaza

da bi se Doppler mogao koristiti u dijagnosticiranju ASO-a (107, 108).

Elastografija

Tranzijentna elastografija neinvazivna je metoda koja koristi ultrazvucne i elasti¢ne
valove niskih frekvencija u procjeni fibroze jetre. Bududéi da je ASO difuzni upalni proces, moze
se ocCekivati da mijenja elastografska svojstva jetrenog presatka. Crespo i suradnici u
istrazivanju provedenom na 27 ispitanika s biopsijom dokazanim ASO-om pokazali su da
tvrdoca jetre od 8,5 kPa ima 100% pozitivhu prediktivhu vrijednost u dijagnozi srednje
teskog/teskog ASO-a (109). Medutim, s obzirom na to da tranzijentna elastografija nije
specifi¢na dijagnosticka metoda kojom bi se dokazala bolest, odnosno nakon transplantacije
jetre ne moze diferencirati bolesnike s ASO-om u odnosu na bolesnike s recidivom virusnih

hepatitisa, njezina je primjena u dijagnozi ASO-a limitirana.

1.7. LijeCenje akutnog stani¢nog odbacivanja

Lije¢enje ASO-a ovisi o tezini odbacivanja, odnosno RAIl-indeksu i odgovoru na pocetno
lije¢enje.

LijeCenje blagog odbacivanja (RAI 3-4) ovisi o imunosupresivnoj terapiji koju bolesnik
uzima. Primjerice, ako bolesnik uzima ciklosporin, tada se ciklosporin moze zamijeniti
takrolimusom, a ako bolesnik uzima takrolimus i serumska je razina supterapijska, tada je
potrebno povisiti dozu. Uz to se mikofenolat mofetil moZe dodati u terapijuili se njegova doza
moze povisiti. U svim slucajevima potrebno je pozorno pratiti serumske vrijednosti jetrenih
enzima i kod bolesnika kod kojih se ne potvrdi njihova regresivna dinamika indicirano je
ponoviti biopsiju presatka. Ako nije doslo do histoloSkog oporavka, treba zapoceti lijecenje

visokim dozama kortikosteroida (110).

Kod bolesnika sa srednje teskim i teSkim ASO-om (RAI >4) optimalna su terapija visoke
doze kortikosteroida. Obi¢no to ukljucuje intravensku primjenu metilprednizolona u dozi od
500 mg do 1.000 mg tijekom jednog do tri dana i postupno sniZzavanje doze do 20 mg tijekom
sedam dana. Odgovor na inicijalnu terapiju vazan je cCimbenik trajanja lijeCenja. U
randomiziranoj studiji protokol koji ukljuéuje 1.000 mg metilprednizolona prvog dana, nakon

¢ega slijedi sniZzavanje doze od 200 mg/dan do 20 mg/dan tijekom 3Sest dana pokazao se
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ucinkovitijim u lijeCenju ASO-a i imao manje infektivnih komplikacija nego davanje 1.000 mg

metilprednizolona tijekom tri uzastopna dana (111).

U viSe od 80% bolesnika s ASO-om koji su lije¢eni visokim dozama kortikosteroida
dolazi do biokemijskog i histoloSkog oporavka u tri do pet dana po zapocinjanju terapije (50).
Promjena u vrijednosti AST-a moZda je najbolji laboratorijski pokazatelj odgovora na terapiju
te se pad za 50% motze verificirati ve¢ nakon prve doze metilprednizolona. S druge strane,

oporavak ALT-a obi¢no kasni za AST-om te se normalizira za sedam ili viSe dana (50).

lako su visoke doze kortikosteroida vrlo ucinkovite u lije¢enju ASO-a, one istovremeno
povecavaju podloznost bolesnika infekcijama, ukljuéujuéi oralnu kandidijazu,
citomegalovirus, Aspergillus, Pneumocystis jirovecii te bakterijske infekcije. Stoga kada se ASO
lijec¢i visokim dozama kortikosteroida, preporuca se ponovno uvodenje ili produzenje
profilakse citomegalovirusa vanganciklovirom tijekom tri do Sest mjeseci te profilaksa
infekcije Pneumocystis jirovecii trimetoprim-sulfametoksazolom tijekom tri do Sest mjeseci

(110).

Kod bolesnika s povisenim jetrenim enzimima usprkos provedenom lijecenju visokim
dozama kortikosteroida potrebno je ponoviti biopsiju presatka. Ako i dalje postoje elementi
odbacivanja presatka, postavlja se dijagnoza steroid-rezistentnog odbacivanja. Steroid-
rezistentno odbacivanje javlja se u manje od 10% bolesnika s ASO-om te se za lijeCenje koriste
timoglobulin, protutijela na anti-interleukin-1 receptor (muromonab-CD3 (OKT3) ili

basiliksimab), mikofenolat mofetil ili takrolimus (111).

1.8. Kemokini

Kemokini ili kemotakticki citokini mali su peptidi (od 8 do 10 kD) koji imaju glavnu
ulogu u regrutiranju leukocita na mjesto imunoloskog odgovora, aktivaciji upalnih stanica,
regulaciji selektina/integrina, hematopoezi i angiogenezi (112-114). Kemokine luée predocne
stanice, u prvom redu makrofagi, potom dendriticke stanice i B-limfociti, no mogu ih luditi

endotelne stanice i druge neimunosne stanice (45).

Do sada je poznato oko 50 kemokina, a prema slijedu aminokiselina nakon pojave
prvog cisteina oni se dijele u Cetiri skupine: CXC, CC, C i CXXXC, gdje X oznacava bilo koju

aminokiselinu izmedu dvaju cisteina (112). Kemokini se prema funkciji mogu podijeliti u dvije
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grupe: (1) homeostaticki/konstitutivni kemokini, koji reguliraju limfocitnu cirkulaciju i
usmjerenu migraciju limfocita i dendritickih stanica u limfne organe te (2) upalni/inducirani
kemokini, koji kontroliraju migraciju efektorskih leukocita na mjesto upale ili ozljede tkiva kao
odgovor na proupalni podrazaj poput lipopolisaharida i primarnih citokina, primjerice IL-1,

IFN-y, TNF- q, itd. (115-117).

Svoju funkciju kemokini ostvaruju vezuéi se na specifiCne receptore, odnosno
membranske proteine koji ¢ine transmembranske petlje sa sedam domena, a povezane su u
membrani s velikim proteinima G. Do sada je poznato oko 20 podtipova kemokinskih

receptora, a podijeljeni su u nekoliko skupina: CCR, CXCR, XCR1 i b te CX3CR1 (118).

1.8.1. Kemokini i transplantacija solidnih organa

Glavni dogadaj u akutnom stanicnom odbacivanju presatka jest infiltracija presatka
efektorskim T-limfocitima. U presatku efektorski T-limfociti eksprimiraju svoju funkciju tako
da dovode do citolize i produkcije citokina koji su primarni posrednici oSteéenja presatka.
Najvazniji citokin koji stvaraju CD4+ i CD8+ T-limfociti tijekom ASO-a jest INF-y (119, 120). Kao
odgovor na INF- y dolazi do izlu¢ivanja INF- y induciranih kemokina CXCL9 ili MIG (engl.
monokine induced by IFN-y), CXCL10 ili IP10 (engl. IFN-y-inducible protein 10) i CXCL11. Geni
za navedene kemokine kod ljudi nalaze se na ¢etvrtom kromosomu. CXCL9 i CXCL10 najvise
izluéuju predo€ne stanice, makrofazi i B-limfociti, a vezanjem na receptor CXCR3 izrazen na T-
limfocitima dolazi do regrutacije efektorskih T-limfocita u alograft (Slika 2.). U do sada
objavljenim eksperimentalnim i klini¢kim istrazivanjima dokazano je da kemokini CXCL9-11,
uz druge ¢imbenike, imaju kljuénu ulogu u regrutiranju T-limfocita u presadak, a time i u

akutnom stani¢énom odbacivanju (117, 119-124).
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Slika 2. Uloga CXCL9 i CXCL10 u procesu akutnog stani¢nog odbacivanja

1.9. Kemokini CXCL9 i CXCL10

Poseban interes za CXCR3 i CXCL9-11 u podrucju transplantacijske medicine pojavio se
nakon 2000. godine, kada su Hancock i suradnici pokazali da MHC nepodudarni srcani
presadak u misa ima duze prezivljenje ako se radi o misu kojem je izbaéen gen za CXCR3
(CXCR3-/-). Prezivljenje presatka povecalo se s osam dana kod divljeg tipa na 60 dana kod tipa

CXCR3-/- (125).

Daljnje klinicke studije potvrdile su korelaciju izmedu ekspresije i razine CXCL9-11, u
presatku ili u bioloSkim tekuc¢inama, te akutnog odbacivanja nakon transplantacije srca,

bubrega, plucaijetre (117, 126-129).

1.9.1. CXCL9/10 i transplantacija bubrega, srca i plu¢a

Jackson i suradnici pokazali su da bolesnici s transplantiranim bubregom i epizodom
akutnog odbacivanja presatka ili BK-infekcijom imaju znacajno viSe koncentracije CXCL9 i

CXCL10 u urinu u odnosu na transplantirane bolesnike bez navedenih komplikacija. Isti autori
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utvrdili su da koncentracije CXCL9 i CXCL10 u urinu imaju bolju dijagnosti¢ku senzitivnost i

specificnost za navedena stanja u odnosu na serumski kreatinin (130).

Multicentri¢na studija provedena na 280 bolesnika s transplantiranim bubregom
validirala je nisku razinu CXCL9 u urinu kao optimalni neinvazivni biomarker za odbacivanje
bubreznog presatka s visokom prognostickom snagom te stratificirala niskorizi¢ne bolesnike
od visokorizicnih za oStecenje presatka (131). Nadalje, posttransplantacijski CXCL10
detektiran u stanicama urinarnog epitela predvida akutno odbacivanje bubreZnog presatka s
grani¢nom vrijednosti 9,11 kopija mRNA, a visoke vrijednosti CXCL10 u plazmi nakon
transplantacije plu¢a povezane su s disfunkcijom presatka treceg stupnja (132, 133). Takoder,
pokazalo se da odredivanje prijetransplantacijskih razina CXCL10 mozZe predvidjeti akutno
odbacivanje bubrega, odnosno da je grani¢na vrijednost serumskog CXCL10 od 150 pg/ml

senzitivna i specifi¢na za odbacivanje presatka (134).

Sliéni su rezultati dobiveni i kod bolesnika nakon transplantacije srca, gdje je
prijetransplantacijsko mjerenje CXCL10 imalo najviSu prediktivnu vrijednost za epizodu ranog
odbacivanja tijekom dva do tri mjeseca nakon transplantacije (135). Prema tim rezultatima
CXCL10 odreden prije transplantacije ¢ini se kao idealan kandidat za predvidanje akutnog
odbacivanja srca i bubrega, dok se serumske vrijednosti CXCL10 poslije transplantacije srca

nisu razlikovale izmedu bolesnika s odbacivanjem i bez odbacivanja presatka (136).

1.9.2. CXCL9/10 i transplantacija jetre

Kao kod transplantacije srca, bubrega i pluéa, i kod transplantacije jetre ispitivana je
povezanost ASO-a s ekspresijom i koncentracijom CXCL9-11 u primatelja jetre prije i poslije
transplantacije. U radu Friedmana i suradnika ustanovljene su znacajno povisene serumske
razine CXCL9 i CXCL10 ve¢ prvi dan poslije transplantacije jetre kod bolesnika s ASO-om (137).
Nadalje, Asaoka i suradnici utvrdili su poviSenu ekspresiju glasni¢ke ribonukleinske kiseline
(engl. messenger ribonucelic acid, mRNA) za CXCL9 u ASO-grupi u usporedbi s ne-ASO-grupom
(p=0,007) te znacajno smanjenje razine ekspresije CXCL9 mRNA nakon uspjesSno provedenog

lijecenja (p=0,002) (138).

U studiji Raschzoka i suradnika utvrdene su povisene serumske vrijednosti CXCL9 prije

transplantacije jetre i u ranom postoperacijskom periodu kod bolesnika s histoloski
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dokazanim ASO-om (139). Nadalje, Kim i suradnici opisali su statisticki znacajno visSe serumske
vrijednosti IL10, IL17, CXCL10 i CXCL11 u ispitanika s ASO-om u odnosu na ispitanike bez ASO-
a nakon transplantacije jetre. Stovise, prediktivna vrijednost serumske razine CXCL10 u

kombinaciji s IL10, IL17 u procjeni ASO-a iznosila je 94,9% (140).

1.9.3. Polimorfizmi gena za CXCL9 i CXCL10

Unato€ utvrdenoj pozitivnoj korelaciji povisenih serumskih prijetransplantacijskih i
poslijetransplantacijskih razina kemokina CXCL9-11 s ASO-om, utjecaj polimorfizama njihovih
gena u odbacivanju presatka nakon transplantacije jetre, prema nasim spoznajama, do sada

nije istrazivan.

S druge strane, polimorfizam gena za CXCL9 i CXCL10 povezan je s teZinom infekcija
poput virusnih hepatitisa B i C, tuberkuloze, kao i sa sljede¢im autoimunim bolestima:
Se¢ernom bolesti tipa |, reumatoidnim artritisom i multiplom sklerozom (141-147).
Ustanovljena je poveéana ucestalost polimorfizma gena za CXCL10 rs8878G u odraslih
bolesnika sa Seéernom bolesti tipa | i reumatoidnim artritisom (146, 148). Takoder se pokazalo
da je CXCL10 GG genotip nezavisni faktor povezan s veéom vjerojatnosti izvanzglobnih

manifestacija reumatoidnog artritisa (146).

Skupina Spanjolskih autora proucavala je povezanost polimorfizama gena za CXCL9-11
sa stupnjem fibroze jetre u bolesnika s hepatitisom C i koinfekcijom humanim virusom
imunodeficijencije. Utvrdena je povecana vjerojatnost teZeg stupnja fibroze kod bolesnika
zarazenih hepatisom C genotipom 1 s CXCL9 rs10336 TT, CXCL10 rs3921 GG i CXCL11
rs4619915 AA (149).

U podruéju transplantacijske medicine, prema nasim saznanjima, utjecaj
polimorfizama gena CXCL9 i CXCL10 jedino je istraZzivan u transplantaciji koStane srzi. Nakata
i suradnici ustanovili su znaéajno bolje petogodisnje prezivljenje i nizu smrtnost povezanu s
komplikacijama transplantacije koStane srzi kod bolesnika s CXCL10 rs3921 CG ili GG

genotipom u odnosu na bolesnike s CC genotipom (150).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza istraZzivanja jest da su polimorfizmi gena za kemokine CXCL9 i CXCL10
povezani s pojavom akutnog stani¢nog odbacivanja kod bolesnika s alkoholnom bolesti jetre
s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega nakon transplantacije jetre. Akutno stani¢no
odbacivanje jest imunoloski odgovor posredovan T-limfocitima primatelja na davateljeve
glavne komplekse tkivne podudarnosti, koje klinic¢ki ugrozava kako prezivljenje presatka tako

i primatelja jetre.

Glavni je dogadaj u akutnom stani¢nom odbacivanju infiltracija presatka efektorskim
T-limfocitima, koji eksprimiraju svoju funkciju tako da dovode do citolize i produkcije citokina,
koji su primarni posrednici oStecenja presatka. Kemokini ili kemotakticki citokini mali su
peptidi (od 8 do 10 kD) koji, izmedu ostaloga, imaju glavnu ulogu u regrutiranju leukocita na

mjesto imunoloskog odgovora i aktivaciji upalnih stanica.

S obzirom na ¢injenicu da kemokini CXCL9 i CXCL10 imaju kljuénu ulogu u regrutiranju
T-limfocita u presadak te cinjenicu da su poviSene serumske vrijednosti CXCL9 i CXCL10
povezane s pojavom akutnog stanicnog odbacivanja, hipoteza disertacije jest da su
polimorfizmi gena za kemokine CXCL9 i CXCL10 povezani s pojavom akutnog stani¢nog

odbacivanja.
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3. CILJEVI

Primarni je cilj istraZivanja analizirati povezanost izmedu polimorfizama gena za CXCL9 i
CXCL10 s akutnim stani¢nim odbacivanjem jetrenog presatka kod bolesnika s alkoholnom

bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega nakon transplantacije jetre.
Nadalje, sekundarni su ciljevi disertacije sljededi:

1. odrediti ucestalost polimorfizama gena za kemokine CXCL9 i CXCL10 u populaciji
bolesnika s transplantiranom jetrom zbog alkoholne bolesti jetre

2. odrediti ucestalost akutnog stani¢nog odbacivanja u bolesnika nakon
transplantacije jetre zbog alkoholne bolesti jetre

3. odrediti omjer izgleda za pojavu akutnog stani¢nog odbacivanja izmedu bolesnika
s pojedinim alelima gena za kemokine CXCL9 i CXCL10

4. odrediti postoji li povezanost stupnja tezine akutnog stani¢nog odbacivanja prema
Banff kriterijima s polimorfizmima gena za kemokine CXCL9 i CXCL10

5. odrediti postoji li povezanost izmedu brzine razvoja akutnog stani¢nog
odbacivanja i polimorfizama gena za kemokine CXCL9 i CXCL10

6. odrediti postoji li povezanost izmedu broja epizoda akutnog stani¢nog odbacivanja
i polimorfizama gena za kemokine CXCL9 i CXCL10

7. odrediti klinicke ¢imbenike koji doprinose akutnom staniénom odbacivanju u
bolesnika s alkoholnom bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega

nakon transplantacije jetre.
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4. ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je provedeno u obliku retrospektivne studije na skupini od 215 bolesnika
s alkoholnom bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega kod kojih je izvrSena
transplantacija jetre u razdoblju od sije¢nja 2009. do lipnja 2017. godine u Klini¢koj bolnici

Merkur.

Istrazivanje je provedeno u suradnji Klinike za unutarnje bolesti Klinicke bolnice
Merkur i Zavoda za fiziologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Ovo istraZivanje
odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinicke bolnice Merkur te Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu uz postivanje etic¢kih nacela i bioetickih principa koji su u skladu
s Nirnberskim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije. Svim ispitanicima
predstavljeno je i objasnjeno istrazivanje te su imali priliku postaviti istraziva¢u pitanja o

predmetnoj studiji.

4.1. Ispitanici

Uklju¢ni kriteriji bili su bolesnici stariji od 18 godina kod kojih je ucinjena
transplantacija jetre zbog alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez
njega. Bolesnici koji su transplantirani zbog druge etiologije jetrene bolesti, bolesnici s
multiorganskim transplantacijama kao i prethodnim transplantacijama solidnih organa

isklju€eni su iz ovog istrazivanja.

4.1.1. Imunosupresija

Svi bolesnici lije€eni su identiénim imunosupresivnim protokolom koji ukljuéuje
kortikosteroide, kalcijneurinske inhibitore (takrolimus ili ciklosporin) i mikofenolat mofetil.
Indukcijska imunosupresivna terapija nakon transplantacije sastojala se od visokih doza
kortikosteroida te postupnog snizavanja doze kortikosteroida prema protokolu do potpunog
prekida tri mjeseca nakon transplantacije jetre. Terapija odrzavanja sastojala se od
takrolimusa ili ciklosporina te mikofenolat mofetila. Ciljna koncentracija takrolimusa bila je od
8 do 10 ng/ml prva tri mjeseca nakon transplantacije, potom od 6 do 8 ng/ml do kraja prve
godine, a nakon godinu dana od transplantacije jetre oko 5 ng/ml. Ciljna doza ciklosporina

bila je od 150 do 200 ng/ml do tri mjeseca nakon transplantacije jetre, potom od tri do 12
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mjeseci nakon transplantacije jetre ne vise od 100 ng/ml, a nakon godinu dana od 50 do 70
ng/ml. IzloZzenost takrolimusu ili ciklosporinu procijenjena je prema CO-koncentraciji, odnosno
najnizoj koncentraciji mjerenoj 12 sati ili 24 sata nakon zadnjeg uzimanja lijeka. IzloZzenost
mikofenolnoj kiselini nije odredivana. Uz to, svi bolesnici primali su uobicajenu antimikrobnu
i antivirusnu profilaksu: trimetoprim—sulfametaksazol prvih Sest mjeseci i valganciklovir

tijekom tri mjeseca nakon transplantacije jetre.

4.2. Metode

Za prikupljanje anamnestickih podataka, podataka o akutnom stanicnom odbacivanju
i laboratorijskin nalaza bolesnika koristena je medicinska dokumentacija iz bolnickog
informacijskog sustava. Na redovitoj ambulantnoj kontroli bolesnicima je uzeta dodatna
epruveta venske krvi (od 3 do 5 ml), koja je bila pohranjena na -20 °C do izolacije DNA i analize
polimorfizama gena za kemokine CXCL9 i CXCL10. Pohrana uzoraka, izolacija DNA te
odredivanje polimorfizama gena CXCL9 i CXCL10 ucinjeni su u Laboratoriju za molekularnu
imunologiju pri Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga. Shematski prikaz dizajna

istrazivanja u okviru ove disertacije prikazan je na Slici 3.
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4.2.1. Akutno stani¢no odbacivanje

Sve epizode ASO-a dijagnosticirane su isklju¢ivo na temelju patohistoloSke analize
bioptata presatka. Za dijagnosticiranje i klasificiranje ASO-a koristena je medunarodno
priznata Banff klasifikacija pri ¢emu je stupanj ASO-a odreden prema RAl-indeksu (82). Prema
navedenom bodovnom sustavu, RAI vedi ili jednak tri u prvih Sest mjeseci od transplantacije
jetre definiran je kao ASO. U slucaju viSe epizoda odbacivanja u obzir se uzimala ona s najviSim
stupnjem prema Banff kriterijima. Svi bolesnici podijeljeni su u dvije skupine: (1) ASO-skupina
sastojala se od bolesnika koji su imali histoloski dijagnosticirano akutno stani¢no odbacivanje
u prvih Sest mjeseci od transplantacije jetre i (2) ne-ASO-skupina u kojoj su bili bolesnici bez

akutnog stani¢nog odbacivanja.

Sve biopsije jetrenog presatka bile su indikacijske. Najé¢eséa indikacija bila je klinicka
sumnja na ASO na temelju porasta serumskih vrijednosti jetrenih aminotransferaza i/ili
kolestatskih parametara uz slikovnim metodama morfoloski uredan presadak. Biopsije su
ucinjene prema uobicajenom postupku pod kontrolom ultrazvuka i uporabom automatskog
bioptickog uredaja s iglom od 16 gaugea. Uzorci su pripremljeni i obojeni prema standardnim
metodama pripreme histoloskog preparata za dijagnostiku svjetlosnim mikroskopom i
imunofluorescencijom. Biopticke uzorke ocitali su iskusni i neovisni patolozi, specijalizirani u

podrudju transplantacije jetre.

Nakon postavljanja dijagnoze ASO-a kod svih bolesnika zapoceto je lijeCenje protiv
odbacivanja presatka. Ovisno o stupnju odbacivanja lijecenje je ukljuivalo pulsne doze

metilprednizolona, povisenje doze i/ili zamjenu kalcijneurinskih inhibitora.

4.2.2. Genotipizacija

DNA je izolirana iz uzorka cijele krvi, koja je bila pohranjena na -20 C, koristedi
proceduru QIAGEN QlAamp DNA blood Mini Kit spin prema uputama proizvodaca.
Koncentracija DNA u dobivenom uzorku odredivana je pomocu spektrofotomometra

NanoDrop ND 1000 Spectrophotometre.

Izolirana genomska DNA analizirana je na uredaju za kvantitativnu polimeraza lan¢anu
reakciju (engl. polymerase chain reaction, PCR) ABI PRISM 7500 Sequence Detection System

(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, Sjedinjene Americke Drzave). Polimorfizam gena
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za CXCL9 (rs10336) te za CXCL10 (rs3921 i rs8878) odredivan je pomocu seta kemikalija
TagMan Assay (Applied Biosystems) prema uputama proizvodaca. TagMan Assay sastoji se
od para specifi¢nih zacetnika i probe koja na 5' kraju ima fluorescentnu boju 6-FAM ili VIC, a
na 3' kraju hvatac fluorescencije (engl. nonfluorescent quencher, NFQ). Proba se veZe na cDNA
izmedu obaju zacetnika, a produljenjem zadetnika DNA polimeraza cijepa probu i odvaja
fluorescentnu boju od NFQ-a, sto dovodi do porasta fluorescencije sa svakim ciklusom
umnazanja. Za svaki gen koristila su se dva seta s istim zacetnicima i po dvije probe (oznacene
razli¢itim fluorescentnim bojama) od kojih je svaka specificna za odredenu mutaciju. Svaka
reakcija dogadala se u duplikatu. Konacni reakcijski volumen za PCR bio je 10 ul, koji je
sadrzavao 1 pl 10 ng/ul genomske DNA, 5 ul TagMan univerzalne reakcijske smjese, 0,5 pl 200
nM VIC/FAM-oznacdene probe te 3,5 pl redestilirane vode. Za CXCL9 rs10336, CXCL10 rs3921

i CXCL10 rs8878 koristile su se probe dostupne na sljedeéim poveznicama:

https://www.thermofisher.com/order/genome-
database/details/genotyping/C__ 486222 10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-
database/details/genotyping/C___ 497062_10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-

database/details/genotyping/C 482889 10?CID=&ICID=&subtype=.

PCR-amplifikacija izvrSavala se u ploCicama s 96 jaZica s pozitivnim i negativnim
kontrolama. Uzorci izolirane genomske DNA, set TagMan Assay (s dvjema fluorescentnim
probama) i set kemikalija za PCR (TagMan Genotyping Master Mix) prvo su bili inkubirani
tijekom dvije minute na 50 °C kako bi se aktivirao enzim uracil N-glikozilaza, a potom 10
minuta na +95 °C da bi se uracil N-glikozilaza inaktivirala, a aktivirala DNA polimeraza. Potom
je slijedilo 40 ciklusa tijekom kojih su se uzorci inkubirali na: 95 °C tijekom 15 sekundi i 60 °C
tijekom 60 sekundi. Ocitanja fluorescencije za CXCL9 i CXCL10 prikazana su graficki (Slike 4. i
5.).
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Slika 4. Alelno razlikovni graf za genotipizaciju polimorfizma CXCL9 (rs10336).

Podaci su dobiveni PCR-analizom na aparatu ABI Prism 7500 uporabom eseja TagMan za odredivanje
pojedinacnih genskih polimorfizama. Na x-osi prikazan je alel G, a na y-osi alel A. Plave tocke
oznacavaju prisutnost genotipa AA, genotip AG prikazan je zelenim, a genotip GG crvenim tockama.

Crni kvadrati¢ prikazuje uzorak u koji nije dodana DNA.
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Slika 5. Alelno razlikovni graf za genotipizaciju polimorfizma CXCL10 (rs3921).

Podaci su dobiveni PCR-analizom na aparatu ABI Prism 7500 uporabom eseja TagMan za odredivanje
pojedinacnih genskih polimorfizama. Na x-osi prikazan je alel G, a na y-osi alel C. Plave tocke
oznacavaju prisutnost genotipa CC, genotip CG prikazan je zelenim, a genotipp GG crvenim tockama.

Crni kvadrati¢ prikazuje uzorak u koji nije dodana DNA.
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Istrazivani jednonukleotidni polimorfizmi gena za CXCL9 i CXCL10 odabrani su na temelju
podataka Hapmap dostupnih na proizvodacevoj mreznoj stranici
(https://www.thermofisher.com/order/genomedatabase/details/genotyping/C___ 486222

_10?CID=&ICID=&subtype,https://www.thermofisher.com/order/genomedatabase/details/

genotyping/C___ 497062_10?CID=&ICID=&subtype=) i mreZnoj stranici  NCBI-a
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Odabrani su polimorfizmi kod kojih je
prisutnost slabije zastupljenog alela (engl. minor allele frequency, MAF) u europskoj populaciji
veca od 40% i za koje su dosadasnji znanstveni radovi pokazali da mogu imati utjecaj na
klinicku sliku razli¢itih bolesti u europskoj populaciji. Potrebna veli¢ina uzorka (210 pacijenata)
za snagu studije od 80% uz odgovaraju¢e MAF i razinu pogreske tipa 1 od 0,05 izraCunata je
pomocu javno dostupnog mreznog kalkulatora (http://osse.bii.a-

star.edu.sg/calculationl.php).

4.3, Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka izvrSena je pomocu raCunalnog programa Statistica
(verzija 10) postupcima ispitivanja razlika i povezanosti. Za kontinuirane varijable odredena je
normalnost raspodjele koristenjem Shaprio-Wilksova testa. U slucaju normalne raspodjele
podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija, odnosno kao medijan s
interkvartilnim rasponom (engl. Interquartile range, IQR) u sluc¢aju odstupanja od normalne
raspodjele. Za usporedbu numeric¢kih podataka izmedu grupa koristili su se parametrijski
testovi kod normalne raspodjele (t-test i ANOVA s post hoc Bonferronijevim testom), a u
slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele neparametrijski testovi (Mann-Whitney U. ili
Kruskal-Walis test). Korelacije medu varijabama testirane su Pearsonovim testom (kod
normalne raspodjele), odnosno Sperman rank testom (kod odstupanja od normalne
raspodjele). Kategorijske varijable usporedivane su hi-kvadratnim testom odnosno

Kendallovim tau testom za procjenu korelacija.

Ucestalost genotipova svih polimorfizama testirana je Hardy-Weinbergovim
principom, odnosno jednadzbom. Za analizu genotipova koristen je dominantan, recesivan,
predominantan (engl. overdominat) i kodominantan model. Konstruirani su modeli linearne
regresije koji su ukljucivali Zivotnu dob primatelja i davatelja, bodovni sustav MELD, spol

primatelja te genotip CXCL9 ili CXCL10 kao neovisni prediktor, kako bi se odredila njihova
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povezanost s viemenom ASO-a nakon transplantacije jetre. Za sve izraCune p vrijednost manja
od 0,05 uzimala se kao statisti¢ki znacajna. Prisutnost Hardy-Weinbergove ravnoteze i OR-a u
testiranim modelima racunala se pomocu SNPstats, slobodnog programa dostupnog preko

poveznice: http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm.
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5. REZULTATI

5.1. Opce karakteristike bolesnika i davatelja

U razdoblju od sije¢nja 2009. do lipnja 2017. godine transplantirano je 886 bolesnika,
a od toga je 215 bolesnika zadovoljilo prije navedene uklju¢ne kriterije za predmetno
Vedina (86%) transplantiranih bolesnika bili su muskarci, a srednja dob bolesnika u studiji bila
je 58,1+7,2 godina. Svi bolesnici transplantirani su zbog alkoholne bolesti jetre, a u 24,2%
slu¢ajeva bolesnici su u podlozi ABJ-a imali i hepatocelularni karcinom zadovoljavajuci
Milanske kriterije. Bolesnicima je transplantirana jetra prosje¢ne starosti davatelja 60,9+14,2

godina (Tablica 2.).

Tablica 2. Karakteristike primatelja i davatelja prilikom transplantacije jetre

Karakteristike Ukupno
n=215

Spol, n (%)

muski 185 (86,0)
zenski 30 (14,0)
Dob primatelja, god+SD 58,1+ 7,2
HCC, n (%) 52 (24,2)
Dob davatelja, god+SD 60,9 +14,2

SD —standardna devijacija; HCC — hepatocelularni karcinom
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5.2. Ucestalost akutnog stanicnog odbacivanja nakon transplantacije jetre

Od ukupnog broja bolesnika u studiji, njih 27,4% (n=59) imalo je histoloski dokazano
akutno stani¢no odbacivanje. S druge strane, 72,6% (n=156) bolesnika nije imalo nijednu

epizodu histoloski dokazanog akutnog stani¢nog odbacivanja (Slika 6.).

= ne-ASO = ASO

Slika 6. Ucestalost ASO-a u ispitivanoj kohorti

Vedina bolesnika s ASO-om (89,8 %) imala je jednu biopsijom presatka dokazanu
epizodu akutnog stani¢nog odbacivanja. Nadalje, Cetiri bolesnika imala su dvije epizode ASO-
a, dok je jedan bolesnik imao tri epizode ASO-a, a jedan bolesnik Cetiri epizode ASO-a. Kod
bolesnika s vise od jednom epizodom akutnog stanicnog odbacivanja u daljnjoj analizi

rezultata uzimalo se ono odbacivanje s najvisim RAI-indeksom (Slika 7.).
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Slika 7. Broj epizoda ASO-a u skupini bolesnika s ASO-om
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Zastupljenost pojedinih stupnjeva akutnog stani¢nog odbacivanja prema RAI-indeksu
prikazana je na Slici 8. Najveci broj bolesnika s ASO-om (69,5%) imao je blagi stupanj
odbacivanja (RAI 3-4), 28,8% bolesnika s ASO-om imalo je srednje teski stupanj odbacivanja

(RAI 5-6) dok je jedan bolesnik imao teski stupanj akutnog stani¢nog odbacivanja (RAI 7-9).

N N W W A~ D
o »un O »u o o

17

Broj bolesnika

=
uu O U

o

RAI 3-4 RAI 5-6 RAI'7-9

Stupanj ASO-a
Slika 8. Zastupljenost pojedinih stupnjeva ASO-a prema RAI-indeksu

Prema histoloski dokazanom ASO-u bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: (1) ASO-

skupina i (2) ne-ASO-skupina.
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5.3. Karakteristike bolesnika ASO-skupine i ne-ASO-skupine

Prema karakteristikama primatelja prije transplantacije jetre, izmedu ASO-skupine i
ne-ASO-skupine nije bilo znacajne razlike u spolu, dobi, serumskim vrijednostima kreatinina,
AST-a i ALT-a primatelja i davatelja te u prevalenciji hepatocelularnog karcinoma (Tablica 3.).
Nadalje, izmedu tih skupina nije bilo razlike izmedu vrste imunosupresivne terapije korisStene

nakon transplantacije jetre.

S druge strane, bolesnici koji su razvili ASO imali su znacajno vise vrijednosti
bodovnog sustava MELD prije transplantacije jetre (ASO 17,0 vs ne-ASO 15,0; p=0,036).
Uzevsi u obzir karakteristike davatelja, izmedu skupina nije bilo znadajne razlike u spolu, ali
bolesnici u ASO-skupini dobili su jetreni presadak od znacajno mladih donora nego ne-ASO-

skupina (56,4+14 vs 62,5114 godine; p=0,005) (Tablica 3.).
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Tablica 3. Karakteristike ASO-skupine i ne-ASO-skupine

Parametri ASO Ne-ASO p vrijednost
n=59 n=156

Primatelj

Dob, god+SD 56,7+7,2 58,7+7,1 0,072

Spol, n (%)

zenski 8 (13,6) 22 (14,1) 0,92°

muski, 51 (86,4) 134 (85,9)

Prije TJ:

MELD 17,0 (14,0-21,0) 15,0 (12,0-18,0) 0,036°¢

kreatinin (mg/dL) 0,8 (0,68-1,18) 0,93 (0,67-1,15) 0,61¢

AST (1U/1) 52,0 (45,0-72,0) 50,0 (37,5-64,0) 0,39¢

ALT (1U/1) 29,0 (20,0-41,0) 29,0 (21,0-39,5) 0,88¢

HCC, n (%) 11 (19,0) 41 (26,3) 0,27°

Inicijalna

imunosupresija 32 (56,1) 94 (60,6) 5o

CyA+MMF+S, n (%) 25 (43,9) 61 (39,4) ’

Tac+MMF+S, n (%)

Davatelj

Dob, god+SD 56,4+14,0 62,5+14,0 0,005

Spol, n (%)

zenski 17 (28,8) 52 (33,3) 0,53°

muski 42 (71,2) 104 (66,7)

AST (1U/1) 43,0 (25,0-76,0) 33,5 (21,0-65,25) 0,16¢

ALT (1U/L) 31,0 (19,0-60,0) 27,0 (16,0-51,75) 0,35¢

ASO — akutno stani¢no odbacivanje; SD — standardna devijacija; TJ — transplantacija jetre; MELD — Model For

End-Stage Liver Disease; AST — aspartat aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; HCC —

hepatocelularni karcinom; Cya — ciklosporin; MMF — mikofenolat mofetil; S — kortikosteroid; Tac — takrolimus

a usporedba izmedu skupina napravljena je Studentovim t-testom
b usporedba izmedu skupina napravljena je hi-kvadratnim testom
c usporedba izmedu skupina napravljena je Mann-Whitneyevim testom
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5.4. Ucestalost genotipova za polimorfizme CXCL9 (rs10336) i CXCL10 (rs3921)

U ispitivanoj skupini 76 (35,3%) bolesnika imalo je genotip GG, 100 (46,5%) bolesnika
AG i 39 (18,1%) AA za polimorfizam CXCL9. UCestalost genotipova za CXCL10 polimorfizam
bila je slicno raspodijeljena, odnosno 73 (34,1%) bolesnika imala su GG, 102 (47,7%) bolesnika
imala su CG i 39 (18,1%) bolesnika imalo je genotip CC (Slika 9.).

Kako je navedeno u dizajnu istrazivanja, odreden je treci polimorfizam za CXCL10
rs8878, medutim rezultati su pokazali da je on potpuno povezan s polimorfizmom za CXCL10
rs3921. Drugim rijec¢ima, koji je god uzorak imao G alel za rs3921, imao je takoder G alel na
rs8878 te koji je god uzorak imao C na rs3921, imao je A na rs8878. Takva nerandomizirana
povezanost alela na razli¢itim genskim mjestima naziva se "neuravnotezena povezanost"
(engl. linkage disequilibrium). S obzirom na utvrdenu potpunu povezanost izmedu tih dvaju
polimorfizama u daljnjem dijelu disertacije, rezultati za polimorfizam CXCL10 rs8878 nece se

posebno navoditi kako bi se izbjeglo dupliciranje rezultata.

Genotipovi su bili u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZi (p=0,57 za CXCL9 i p=0,76 za
CXCL10), sa znacajno neuravnotezenom povezanosti izmedu CXCL9 i CXCL10 (D’= 0,99,
r=0,986).
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Slika 9. Raspodjela genotipa CXCL9 i CXCL10 u ukupnoj populaciji bolesnika
* jedan je uzorak uzastopno bio neodrediv
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5.5. Povezanost polimorfizma CXCL9 (rs10336) s akutnim stani¢nim odbacivanjem

Zastupljenost alela za polimorfizam CXCL9 (rs10336) u ASO-skupini i ne-ASO-skupini

prikazana je u Tablici 4. U ASO-skupini alel G imalo je 69 (58,5%) bolesnika, a alel A 49 (41,5%)

bolesnika. U ne-ASO-skupini uocena je sli¢na raspodjela, odnosno 58,6% bolesnika imalo je

alel G,a 41,4% alel A. Izmedu tih skupina nije bilo statisticke znacajne razlike po zastupljenosti

alela (Tablica 4.).

Tablica 4. Ucestalost alela za CXCL9 (rs10336) u ASO-skupini i ne-ASO-skupini

Polimorfizam Alel ASO Ne-ASO OR p vrijednost
gena n=59 n=156
CXCL9 G, n (%) 69 (58,5) 183 (58,6) 0,99

0,97
(rs10336) A n (%) 49(415) | 129(41,4)  (0,65-153)

ASO — akutno stanic¢no odbacivanje; OR — omjer izgleda

Unutar ASO-skupine 22 (37,3%) ispitanika imala su GG, 25 (43,4%) AG i 12 (20,3%)

bolesnika imalo je genotip AA za polimorfizam CXCL9. Slicna raspodjela genotipova uocena je

i u ne-ASO-skupini u kojoj su 54 (34,6%) ispitanika imala GG, 75 (48,1%) AG i 27 (17,3%)

bolesnika genotip AA. U analizi povezanosti polimorfizma CXCL9 (rs10336) i incidencije

akutnog staniénog odbacivanja jetrenog presatka nije dokazana statisticki znacajna razlika

izmedu skupina u dominantnom (p=0,72), recesivnhom (p=0,61), predominantnom (p=0,45),

kodominantnom (p=0,74) i log-aditivnom modelu (p>0,97) (Tablica 5.).
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Tablica 5. Ucestalost genotipova za CXCL9 (rs10336) u ASO-skupini i ne-ASO-skupini

Polimorfizam gena  Model Genotip ASO Ne-ASO OR? p vrijednost
n=59 n=156
CXCL9 (rs10336) GG 22 (37,3%) 54 (34,6%) 1,00
0,82
AG 25 (42,4% 75 (48,1% !
Kodominantan (42,4%) (48,1%) (0,42-1,60) 0,74
1,09
AA 12 (20,3% 27 (17,3% !
(20,3%) (17,3%) (0,47-2,53)
GG 22 (37,3%) 54 (34,6,8%) 1,00
Dominantan 089 0,72
AG + AA 37 (62,7% 102 (65,4% !
(62,7%) (65,4%) (0,48-1,66)
GG + AG 47 (79,7%) 129 (82,7%) 1,00
Recesivan 122 0,61
AA ,
12 (20,39 27 (17,39
(20,3%) (17,3%) (0,57-2,60)
GG+AA 34 (57,6%) 81 (51,9%) 1,00
Predominantan 0.79 0,45
AG 25 (42,4% 75 (48,1% ’
(42,4%) (48,1%) (0,43-1,45)
1,01
L diti ! 0,97
og aditivan (0,66-153)

ASO — akutno stani¢no odbacivanje
a omjer izgleda (OR) s 95% intervalima pouzdanosti
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5.6. Povezanost polimorfizma CXCL10 (rs3921) s akutnim stani¢nim odbacivanjem

Raspodjela alela za polimorfizam CXCL10 (rs3921) u ASO-skupini i ne-ASO-skupini bila
je slicna. U objema skupinama ucestaliji je bio alel G (ASO-skupina 58,6%, ne-ASO-skupina
58%), dok je alel C u ASO-skupini imalo 41,4% bolesnika, a u ne-ASO-skupini 42% bolesnika
(Tablica 6.).

Tablica 6. Ucestalost alela polimorfizma CXCL10 (rs3921) u ASO-skupini i ne-ASO-skupini

Polimorfizam Alel ASO Ne-ASO OR p vrijednost
gena n=59 n=156

CXCL10 G, n(%) 68 (58,6) 180 (58) 1,02

(rs3921)* C ni%) 48 (414) 130(2) | (0,66-1,58) -

ASO — akutno stanicno odbacivanje; OR — omjer izgleda

* jedan je uzorak uzastopno bio neodrediv

Distribucija genotipova za CXCL10 (rs3921) nije se razlikovala izmedu ASO-skupine i
ne-ASO-skupine. U ASO-skupini 21 (35,6%) ispitanik imao je genotip GG, 26 (44,1%) genotip
CG i 12 (20,3%) bolesnika genotip CC. Unutar ne-ASO-skupine 52 (33,5%) ispitanika imala su
genotip GG, 76 (49%) genotip CG, a 27 (17,4%) ispitanika genotip CC.

Analizom povezanosti polimorfizma CXCL10 (rs3921) s akutnim stani¢nim
odbacivanjem u kodominantnom, dominantnom, recesivnhom, predominantnom i log
aditivnom modelu nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu skupina (p>0,05) (Tablica

7.).
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Tablica 7. Ucestalost genotipova za CXCL10 (rs3921) u ASO-skupini i ne-ASO-skupini

Polimorfizam gena

CXCL10 (rs3921)*

Model Genotip ASO Ne-ASO OR® p vrijednost
n=59 n=156
GG 21 (35,6%) 52 (33,5%) 1,00
o o 0,85
Kodominantan CG 26 (44,1%) 76 (49%) (0,43-1,66) 0,79
1,10
CC 12 (20,3%) 27 (17,4%) (0,47-2,57)
GG 21 (35,6%) 52 (33,5%) 1,00
Dominantan 091 0,78
CG+CC 38 (64,4%) 103 (66,5%) 0 49’ 171)
GG +CG 47 (79,7%) 128 (82,6%) 1,00
Recesivan 0,62
CcC 1,21
12 (20,3%) 27 (17,4%) (0,57-2,58)
GG+CC 33 (55,9%) 79 (51%) 1,00
Predominantan 0.82 0.52
CG 26 (44,1% 76 (49% !
(44,1%) (49%) (0,45-1,50)
1,02
L diti ! 0,94
og aditivan (0,67-1,56)

ASO - akutno stanic¢no odbacivanje

a omjer izgleda (OR) s 95% intervalima pouzdanosti
* jedan je uzorak uzastopno bio neodrediv
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5.7. Povezanost polimorfizama CXCL9 i CXCL10 s brzinom razvoja akutnog stani¢nog

odbacivanja

lako nije ustanovljena povezanost polimorfizama CXCL9 (rs10336) i CXCL10 (rs3921) s
akutnim stani¢nim odbacivanjem, uocena je statisti¢ki znacajna povezanost polimorfizma
genaiza CXCL9 iza CXCL10 s vremenom proteklim od transplantacije jetre do razvoja akutnog

stani¢nog odbacivanja.

Testom ANOVA utvrdena je statisticki znacajna razlika u vremenu do pojave ASO-a
medu bolesnicima s genotipom AA, AG i GG za CXCL9 (p=0,004) te statisticki znacajna razlika
u vremenu do pojave ASO-a kod bolesnika s genotipom CC, CG i GG za CXCL10 (p=0,008)
(Tablica 8.).

Ispitanici s genotipom CXCL9 AA razvili su ASO ranije (medijan pet dana, IQR 4-7,5)
nego bolesnici s genotipom GG (medijan osam dana, IQR 6-18,3; Bonferronijeva korekcija
p=0,003). Sli¢ni su rezultati dobiveni i za genotip CXCL10 (CC vs GG; Bonferronijeva korekcija
p=0,005).

Kako bi se utvrdilo jesu li testirani genotipovi za CXCL9 i CXCL10 neovisni prediktori
brzine razvoja ASO-a, konstruiran je model linearne regresije u koji su uklju¢eni Zzivotna dob i
spol davatelja i primatelja, vrijednost bodovnog sustava MELD i genotip kao prediktivna
varijabla. Nakon provedene analize genotip CXCL9 i dalje je ostao statisticki znacajan prediktor
vremena do pojave ASO-a (B=0,283; P=0,033). S druge strane, utjecaj genotipa CXCL10 izgubio
je na statistickoj znacajnosti (B=0,222; P=0,096).

Tablica 8. Povezanost polimorfizama CXCL9/10 s brzinom razvoja ASO-a

CXCL9 CXCL10

Genotip A/A A/G G/G D c/C c/G G/G 0

Vrijeme 8,0 6,5 8,0
5,0 6,0 5,0
do ASO-
a (6,0- 0,004 (6,0- (6,0- 0,008
danil | (4,0-7,5)  (6,0-9,0) (4,0-7,5)
(dani) 18,25) 9,25) 14,5)

ASO - akutno stani¢no odbacivanje
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5.8. Povezanost polimorfizama CXCL9 i CXCL10 sa stupnjem teZine akutnog stanicnog

odbacivanja

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu stupnja teZine akutnog stani¢nog
odbacivanja, koji se opisuje RAl-indeksom, i genotipova za CXCL9 i CXCL10 unutar ASO-
skupine (Tablica 9.). Nadalje, vrijednost RAI-a nije povezana ni s vremenom nastanka akutnog
stani¢nog odbacivanja nakon transplantacije jetre (Kendallov tau test t=0,09; p=0,4) ni s
protokolom inicijalne imunosupresive terapije i vremenom nastanka akutnog stanicnog

odbacivanja (Mann-Whitney, p=0,11).

Tablica 9. Povezanost polimorfizama CXCL9 i CXCL10 s indeksom aktivnosti odbacivanja - RAI

CXCL9 CXCL10
Genotip A/A A/G G/G p Cc/C C/G G/G p
RAI 4,0 4,0 4,0
4,0 4,0 4,0
(3,0- (3,0- 0,311 (3,0- 0,309
(4;0'510) (410'5;0) (310'415)
4,75) 4,25) 4,75)

RAI - engl. rejection activity index
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5.9. Povezanost polimorfizama CXCL9 i CXCL10 s brojem epizoda akutnog stanicnog

odbacivanja

Od ukupno 59 bolesnika s histoloski dokazanim ASO-om samo njih Sest imalo je vise
od jedne epizode odbacivanja presatka. S obzirom na malen broj bolesnika s visSekratnim
odbacivanjima i Cinjenicu da nismo nasli povezanost izmedu polimorfizama i pojavnosti
akutnog stani¢nog odbacivanja opéenito, analiza povezanosti polimorfizama gena za CXCL9 i
CXCL10 i broja epizoda odbacivanja nije u¢injena. Raspodjela polimorfizama kod bolesnika s
visekratnim ASO-om prikazana je na Slici 8. Za polimorfizam CXCL9 dva bolesnika imala su
genotip AG, a Cetiri bolesnika genotip GG. Za polimorfizam CXCL10 polovina bolesnika imala

je genotip CG, a druga polovina genotip GG (Slika 10.).

Broj bolesnika
w

AA AG GG CC CG GG
Polimorfizmi gena za CXCL9 i CXCL10

m CXCL9 mCXCL10

Slika 10. Prikaz broja bolesnika koji su imali vise od jedne epizode ASO-a ovisno o genotipu za CXCL9
i CXCL10.
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6. RASPRAVA

Zahvaljujudi usavrsavanju kiruskih tehnika, sve boljem postoperacijskom zbrinjavanju
primatelja jetre te unapredenju imunosupresivnih protokola znacajno se smanjila stopa
akutnog stani¢nog odbacivanja i znacajno se poboljsalo jednogodisnje prezivljenje nakon
transplantacije jetre (1, 2). S druge strane, posljedice dugotrajne izloZenosti imunosupresivnoj
terapiji kao Sto su infekcije, kardiovaskularne bolesti, bubrezna bolest i de novo tumori danas
su vodeci uzroci smrti primatelja jetre (41, 42). Stoga je dugorocno preZivljenje bolesnika
nakon transplantacije jetre odnosno zbrinjavanje komplikacija imunosupresivne terapije u

sredistu interesa lije¢nika specijalista koji skrbe o transplantiranim bolesnicima.

S obzirom na navedeno, individualno i sigurno smanjivanje imunosupresivne terapije
bez rizika za razvoj akutnog stani¢nog odbacivanja jedan je od glavnih ciljeva kako bi se
poboljSao dugorocni klini¢ki ishod i prezivljenje kako primatelja tako i presatka. Paradigma da
polimorfizmi citokina utje€u na njihovu ekspresiju i posljedi¢cno na tezinu odbacivanja
presatka danas je jedna od kljucnih u transplantacijskoj medicini. Kao potencijalni prediktori
upalnog odgovora polimorfizmi gena za citokine mogli bi biti korisni za karakteriziranje
imunotolerantnog bolesnika, odnosno bolesnika koji zahtijeva minimalnu razinu

imunosupresije ili potpuno ukidanje imunosupresiva uz dugoro¢no urednu funkciju presatka.

Istrazivanje u okviru ove disertacije provedeno je u cilju ispitivanja moguce
povezanosti izmedu polimorfizama gena za CXCL9 i CXCL10 i akutnog stani¢nog odbacivanja
te ispitivanja povezanosti navedenih polimorfizama s vremenom pojave odbacivanja
presatka, brojem epizoda odbacivanja i stupnjem odbacivanja presatka nakon transplantacije

jetre.

U predmetno istrazivanje ukljuéeno je 215 bolesnika kod kojih je ucinjena
transplantacije jetre zbog alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez
njega. Kod 59 bolesnika (27,4%) histoloski je dokazano akutno stani¢no odbacivanje, Sto je u
skladu s ucestalosti ASO-a u drugim istrazivanjima prema kojima se ono javlja u 10% do 30%
bolesnika (32). Vecina ispitanika (89,9%) imala je jednu epizodu ASO-a te se naj¢esée radilo o

blagom stupnju odbacivanja presatka (69,5%).

Danas je zlatni standard za postavljanje dijagnoze i stupnjevanje akutnog stani¢nog

odbacivanja biopsija presatka i histoloska evaluacija koristenjem Banff klasifikacije (82). U
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vecini transplantacijskih centara ne provode se protokolarne biopsije i samo bolesnici s
klinickom sumnjom na ASO, odnosno s nejasno povisenim serumskim vrijednostima jetrenih
enzima, bivaju podvrgnuti biopsiji. Naime, jetreni enzimi dokazano su slabi prediktori akutnog
stani¢nog odbacivanja. Nadalje, poviSenje serumskih vrijednosti aminotransferaza ne korelira

s tezinom odbacivanja presatka (35).

S obzirom na to da ne postoji konsenzus o tome kako selekcionirati bolesnike za
biopsiju presatka, Rodriguez-Peralvarez M. i suradnici proveli su istraZivanje u cilju ispitivanja
podudarnosti u odabiru bolesnika za biopsiju presatka pod sumnjom na akutno stani¢no
odbacivanje (151). U studiju je bilo uklju¢eno 100 primatelja jetre koji su u ranom
postoperacijskom vremenu bili podvrgnuti protokolarnim biopsijama presatka. Relevantne
klinicke informacije uklju€ujuci etiologiju jetrene bolesti, imunosupresivnu terapiju te dnevne
serumske vrijednosti jetrenih enzima predocene su devetorima iskusnim lijecnicima
specijalistima iz triju etabliranih transplantacijskih centara, koji su na temelju dobivenih
informacija morali odluditi treba li bolesnik biti podvrgnut biopsiji presatka. Suglasnost medu
klini¢arima o potrebi za biopsijom presatka bila je vrlo slaba (k < 0,40). Dodatno, jos je slabija
podudarnosti izmedu klinicke sumnje na akutno stani¢no odbacivanje i histoloskih znakova

akutnog stani¢nog odbacivanja u protokolarnim biopsijama (k <0,30) (151).

Ti rezultati zorno pokazuju subjektivnost u evaluaciji i dijagnozi akutnog stani¢nog
odbacivanja te ukazuju na potrebu za objektivnim parametrima i biomarkerima za ASO kako

bi se izbjegle nepotrebne biopsije presatka i pogreSno dijagnosticiranje.

Do sada su poznati rizi¢ni ¢imbenici za akutno stani¢no odbacivanje mlada Zivotna dob
primatelja, poviSene vrijednosti AST-a primatelja prije transplantacije jetre, donor stariji od
30 godina, podlijezeéa autoimuna bolest, varijabilnost serumske razine takrolimusa i povisene

vrijednosti eozinofila (35, 60, 61, 63, 64, 80).

Analiza riziénih klinickih ¢imbenika za akutno stani¢no odbacivanje u istrazivanju u
okviru ove disertacije pokazala je povezanost izmedu akutnog stani¢nog odbacivanja i mlade
Zivotne dobi davatelja. To je u skladu sa studijom Onace i suradnika koja je utvrdila da su
primatelji jetre stariji od 60 godina imali vecu incidenciju ASO-a ako su primali organ od

davatelja mladeg od 50 godina (152). Visoko vjerojatno uzrok tome jest Cinjenica da se
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aktivnost imunoloskog odgovora sa starenjem smanjuje te da presaci od mladih davatelja

izazivaju jaci imunoloski odgovor.

Medutim, recentna studija koja je istraZivala utjecaj transplantacije presatka od
starijih davatelja nije utvrdila statistic¢ki znacajnu povezanost izmedu Zivotne dobi davatelja i
incidencije akutnog stani¢nog odbacivanja (153). Te razlike koje se odnose na Zivotnu dob
davatelja i akutnog stani¢nog odbacivanja najvjerojatnije su posljedica interakcije izmedu
dobi davatelja i drugih rizicnih ¢imbenika kao Sto su Zivotna dob primatelja, etiologija jetrene

bolesti i/ili indukcije s antagonistima IL-2 receptora (154).

Bodovni sustav MELD, prediktor tromjesecnog prezivljenja bolesnika s cirozom jetre,
klju¢an je cimbenik pri alokaciji bolesnika za transplantaciju jetre (155). Rezultati predmetnog
istrazivanja pokazali su povezanost izmedu akutnog stani¢nog odbacivanja i visokog MELD-a.
Medutim, nedostatak modela i podataka u svezi te povezanosti kao i upitna relevantnost
zahtijevaju oprez u interpretaciji tog rezultata kao i potrebu za daljnjim istrazivanjem opisane

povezanosti.

Glavni cilj ove disertacije bio je ispitati povezanost izmedu polimorfizama gena za
CXCL9 i CXCL10 i razvoja akutnog stanicnog odbacivanja jetrenog presatka u bolesnika s

podlijezecom alkoholnom bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili beznjega.

CXCL9 i CXCL10 kemotaktiéni su citokini za koje je utvrdeno da imaju klju¢nu ulogu u
regrutaciji T-limfocita u presadak pa samim time i u akutnom stani¢cnom odbacivanju (119,
120, 123, 124). Potencijalna vrijednost CXCL9/10 kao biomarkera uz pomoc¢ kojih bi se moglo
predvidjeti akutno stani¢no odbacivanje istrazivana je kod bolesnika nakon transplantacije

jetre, bubrega, srca i pluéa (130-140).

U studiji s 94 bolesnika s transplantiranom jetrom serumske vrijednosti CXCL9 bile su
znacajno vise prije transplantacije i prvog dana nakon transplantacije kod onih bolesnika koji
su imali histoloski dokazan ASO u prvih Sest mjeseci od transplantacije jetre (139). To je u
skladu s rezultatima studije provedene na bolesnicima s transplantiranom jetrom koja je
pokazala da su visoke vrijednosti CXCL9 i CXCL10 povezane s ranom disfunkcijom presatka
(137). U recentnijoj studiji evaluirani su citokini i kemokini iz seruma bolesnika nakon

transplantacije jetre i utvrdeno je da kombinirano povisenje vrijednosti IL-10, IL-17 i CXCL10
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jedan do dva tjedna nakon transplantacije jetre moze predvidjeti akutno stani¢no odbacivanje

sa specificnosti od 97% i senzitivnosti od 94,9% (140).

Biomarkeri koji bi mogli s velikom sigurnos$c¢u predvidjeti akutno stani¢éno odbacivanje
za vrijeme minimizacije imunosupresivne terapije uz posljedi€no smanjenje njihovih
nuspojava uvelike bi doprinijeli personaliziranom zbrinjavanju bolesnika nakon
transplantacije jetre. Upravo su genetski biomarkeri potencijalno idealni kandidati s obzirom

na to da su stabilni i mogude ih je odrediti prije transplantacije.

Do sada su polimorfizmi gena za CXCL9 i CXCL10 ispitivani kod bolesnika s fibrozom
jetre, autoimunim bolestima, infektivnim bolestima i kod bolesnika s transplantiranom
koStanom srzi. Bruck i suradnici istraZivali su polimorfizme gena za CXCL9 (rs10336,
rs3733236) i CXCL10 (rs3921, rs35795399 and rs8878) kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa
1 i nisu nasli medusobnu povezanosti (156). Kotrych i suradnici istrazivali su povezanost
polimorfizma gena za CXCL9 (rs3733236) i CXCL10 (rs8878) s reumatoidnim artritisom te su
pokazali da ispitanici s genotipom GG za CXCL10 imaju znacajno ucestalije ekstraartikularne

manifestacije bolesti u odnosu na ispitanike s genotipom AA i AG (146).

Povezanost izmedu polimorfizama za CXCL9-11 (rs10336 za CXCL9, rs3921 za CXCL10
i rs4619915 za CXCL11) i fibroze jetre u bolesnika s koinfekcijom virusom humane
imunodeficijencije i virusom hepatitisa C prvi su put utvrdili Pineda i suradnici (149). Nedavno
su i Jimenez-Sousa i suradnici ispitivali povezanost polimorfizama za CXCL9-11 (rs10336 za
CXCL9, rs3921 za CXCL10 i rs4619915 za CXCL11) i fibroze jetre kod bolesnika s infekcijom
HCV-om te su njihovi rezultati poduprijeli prethodno utvrdenu povezanost polimorfizama i

mogucénosti razvoja fibroze jetre (157).

U transplantacijskoj medicini utjecaj jednonukleotidnog polimorfizma za CXCL10
(rs3921) na klini¢ki ishod primatelja istrazivan je do sada jedino u bolesnika koji su bili
podvrgnuti transplantaciji koStane srZi. Nositelji genotipa C/G i G/G imali su statisticki
znacajno bolje petogodisnje preZivlienje i niZzu stopu mortaliteta povezanog s

transplantacijom kostane srzi u odnosu na bolesnike s genotipom C/C (150).

Prema rezultatima istraZivanja u okviru ove disertacije nije ustanovljena gore
navedena povezanost. Medutim, utvrdeno je da bolesnici s genotipom AA za CXCL9 razvijaju

akutno stani¢no odbacivanje ranije u odnosu na druge bolesnike. Upravo to upuduje na
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sudjelovanje kemokina CXCL9 u procesu akutnog stani¢nog odbacivanja. Prema sadasnjim
saznanjima predmetno istrazivanje prvo je koje je ispitivalo povezanost izmedu
polimorfizama za CXCL9 (rs10336) i CXCL10 (rs3921) te odbacivanja presatka nakon

transplantacije jetre.

Povezanost polimorfizama gena za citokine s akutnim staniénim odbacivanjem
ucestalo je istrazivana zbog ve¢ spomenute potencijalne prednosti prijetransplantacijske
analize polimorfizama gena koja bi mogla pomodi u identifikaciji grupe bolesnika pod
povecéanim rizikom od odbacivanja presatka, odnosno identificirati bolesnike kod kojih je
klinicki sigurna Sto ranija minimizacija imunosupresivne terapije. Medutim, rezultati se studija
razlikuju. Neki autori utvrdili su znac¢ajnu povezanost TNF-a G-308A polimorfizma s ASO-om,
no isti rezultat nije potvrden u drugim studijama (73-76, 158, 159). Nadalje, Warle i suradnici
u studiji koja je ukljucivala 89 bolesnika ustanovili su povezanost polimorfizama gena za IL-10
G-1082A i TGF-B T869C s akutnim stani¢nim odbacivanjem. Medutim, ista povezanost nije

ustanovljena u drugim istrazivanjima (73, 75, 76).

Japanska studija provedena na 155 bolesnika kojima je presadena jetra zivih davatelja
identificirala je povezanost genotipa CC za polimorfizam gena IL-13 -1111 s pojavom ASO-a u
prvih Sest tjedna od transplantacije jetre (OR= 2,64, Cl 1,19-5,86, p=0,017) (160). Dodatno,
Warle i suradnici proveli su metaanalizu povezanosti ASO-a i polimorfizama gena za citokine,
ukljucujuéi IL-2, IL-15, TNF- a, INF- vy, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 i TGF-B1. Prema njihovim
rezultatima jedino je polimorfizam gena za IL-10-1082 bio povezan s akutnim stanic¢nim

odbacivanjem (161).

Nedovoljno velik broj ispitanika u studijama, koristenje razlicitih histoloskih kriterija za
akutno stanicno odbacivanje, razlike u podlijeze¢im bolestima jetre, razlike u
imunosupresivnim protokolima te etnicitetu ispitanika neki su od moguéih razloga za nesklad
rezultata navedenih studija. Nadalje, Cinjenica da vecina istraZivanja nije uspjela povezati
polimorfizme gena za citokine, za koje se zna da doprinose akutnom stani¢énom odbacivaniju,
govori u prilogu kompleksnosti i vaznosti posttranslacijske regulacije kemokina. Takoder,
funkcija kemokina ne ovisi samo o njihovoj sintezi, ve¢ i o sintezi receptora preko kojih

ispoljavaju ucinak. Upravo je stoga moguce da bi polimorfizam gena za receptore odredenih
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kemokina bio bolji prediktor akutnog stani¢cnog odbacivanja nego polimorfizam gena za

kemokine. Ta hipoteza, svakako, zahtijeva dodatna istrazivanja.

Nadalje, rezultati predmetne disertacije pokazuju da postoji snazna neravnoteza
povezanosti (engl. linkage disequilibrium) izmedu genotipova CXCL9 i CXCL10, Sto je u skladu

s rezultatima Pineda-Tenora i suradnika (66).

Sekundarni ciljevi istrazivanja u okviru ove disertacije bili su ispitivanje povezanosti
polimorfizama gena CXCL9 i CXCL10 sa stupnjem teZine i brojem epizoda ASO-a te analiziranje

povezanosti polimorfizama s vremenom pojave akutnog stani¢nog odbacivanja.

Rezultati ove disertacije nisu ukazali na povezanost ispitivanih polimorfizama gena sa
stupnjem teZine akutnog stani¢nog odbacivanja prema Banff klasifikaciji. S obzirom na malen
broj bolesnika (Sest bolesnika) koji su imali vise od jedne epizode ASO-a i Cinjenicu da nije
utvrdena povezanost izmedu polimorfizama i pojavnosti akutnog stani¢énog odbacivanja
opcenito, analiza povezanosti polimorfizama gena za CXCL9 i CXCL10 i broja epizoda

odbacivanja nije ufinjena.

Medutim, u predmetnom istrazivanju utvrdena je statisti¢ki znacajna povezanost
izmedu genotipova CXCL9/10 i vremena pojave akutnog stani¢nog odbacivanja. Medijan
vremena izrazen u danima do prve epizode odbacivanja presatka iznosio je sedam dana (IQR
5 -10 dana), $to je u skladu s rezultatima iz prijasnjih studija (35). Nadalje, bolesnici s
genotipom AA za CXCL9 i genotipom CC za CXCL10 razvili su akutno stani¢no odbacivanje
ranije nego bolesnici s genotipom GG za CXCL9 i CXCL10. Medutim, dodatnom regresijskom
analizom samo je genotip AA za CXCL9 identificiran kao neovisni prediktor za vrijeme pojave

akutnog stani¢nog odbacivanja.

Navedena korelacija utvrdena istraZivanjem u okviru ove disertacije upucuje na to da
ipak postoji odredena veza ispitivanih polimorfizama gena CXCL9/10 i akutnog stani¢nog
odbacivanja. Cinjenica da je polimorfizam gena CXCL9 povezan s vremenom akutnog
stani¢nog odbacivanja ali ne sa stupnjem teZine odbacivanja ukazuje nam na to da CXCL9 ima
vaznu ulogu u inicijaciji procesa odbacivanja. Ta teorija u skladu je s rezultatima do sada
objavljenih studija koje su ispitivale ulogu CXCL9/10 u procesu akutnog stani¢nog odbacivanja
i prema kojima navedeni kemokini imaju klju¢nu ulogu u regrutiranju T-limfocita u presadak

(117, 121, 122).
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Istrazivanje u okviru ove disertacije ima nekoliko ogranicenja koje je potrebno
sagledati. Naime, s obzirom na to da glavni zaklju¢ak predmetnog istrazivanja sugerira da ne
postoji povezanost izmedu akutnog stanicnog odbacivanja i polimorfizama gena CXCL9
(rs10336) i CXCL10 (rs3921) pitanje snage studije treba analizirati. Broj bolesnika jednak je ili
umjereno nizi nego broj bolesnika u slicnim studijama. Nadalje, treba uzeti u obzir da je
prisutnost slabije zastupljenog alela za oba gena visoka, odnosno 41,4% za CXCL9 i 42,1% za
CXCL10, sto znacajno smanjuje broj bolesnika potrebnih za postizanje specificne snage
studije. Istovjetne studije s pozitivnim rezultatima objavile su relativnu razliku u MAF-u
izmedu 40% i 50% izmedu bolesnika koji su imali epizodu odbacivanja presatka i onih koji nisu
imali epizodu akutnog stani¢nog odbacivanja (71, 72). Uzimajué¢i u obzir navedena
ograni¢enja, snaga predmetnog istrazivanja iznosila je izmedu 65% i 85%. Nadalje, p
vrijednost za razli¢ite modele iznosi od 0,42 do 0,97 i daleko je od granice za statisticku
znacajnost od 0,05, stoga je malo vjerojatno da bi povecdanje broja bolesnika u istrazivanju
promijenilo konacni zaklju¢ak da ne postoji povezanost izmedu akutnog stani¢nog

odbacivanja i ispitivanih genotipova CXCL9/10.

Medutim, treba istaknuti da je testiran samo jedan polimorfizam gena za CXCL9 i samo
dva za CXCL10 te da se zakljucak istrazivanja ne moze primijeniti na druge varijante gena za
CXCL9 i CXCL10. Osim toga, u predmetnom istraZivanju nije analizirana ekspresija CXCR3 koja
bi mogla utjecati na interpretaciju podataka. S obzirom na to da su u predmetno istrazivanje
ukljuceni jedino bolesnici kojima je presadena jetra zbog alkoholne bolesti, rezultati
istrazivanja ne mogu se primijeniti na skupine bolesnika transplantiranih zbog drugih
etiologija jetrene bolesti. Naposljetku, u Kliniékoj bolnici Merkur ne provode se protokolarne
biopsije, Sto znaci da supklinicka odbacivanja presatka nakon transplantacije jetre nisu ni

analizirana.

Zakljuéno, unato¢ prethodnim dokazima o povezanosti serumskih razina CXCL9 i
CXCL10 s akutnim stani¢nim odbacivanjem, u predmetnom istrazivanju nije nadena
povezanost izmedu ASO-a i polimorfizama za CXCL9 rs10336 i CXCL10 rs3921. Medutim,
rezultati ove disertacije ne znace da njihova uloga u odbacivanju presatka nije vazna, veé
upucuju na kompleksnost posttranslacijskih promjena ispitivanih kemokina. S druge strane,
rezultati ove disertacije utvrdili su povezanost polimorfizma gena za CXCL9 i vremena pojave

akutnog stani¢nog odbacivanja, odnosno utvrdeno je da genotip AA CXCL9 (rs10336) dovodi
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do ranije pojave akutnog stani¢nog odbacivanja presatka kod bolesnika transplantiranih zbog

alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega.
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7. ZAKUJUCAK

1. HistoloSkom dijagnostikom akutno stani¢no odbacivanje jetrenog presatka utvrdeno je kod
27,4% bolesnika nakon transplantacije jetre zbog alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim

karcinomom ili bez njega.

2. Polimorfizmi gena za kemokine CXCL9 (rs10336) i CXCL10 (rs3921 i rs8878) nisu povezani s
akutnim stani¢nim odbacivanjem presatka kod bolesnika nakon transplantacije jetre zbog

alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega.

3. Nije utvrdena povezanost polimorfizama gena za kemokine CXCL9 (rs10336) i CXCL10
(rs3921 i rs8878) i stupnja tezine akutnog stani¢nog odbacivanja jetrenog presatka prema

indeksu aktivnosti odbacivanja.

4. Utvrdena je statisticki znacajna povezanost genotipa AA za CXCL9 (rs10336) s vremenom

proteklim od transplantacije jetre do razvoja akutnog stani¢nog odbacivanja.

5. Utvrdena je statisticki znacajna povezanost izmedu akutnog stani¢nog odbacivanja i mlade
Zivotne dobi davatelja te bodovnog sustava MELD kod bolesnika nakon transplantacije jetre

zbog alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega.
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8. SAZETAK

Akutno stani¢no odbacivanje (ASO) klini¢ki je vrlo zna¢ajan dogadaj koji ugrozava prezivljenje
i presatka i primatelja jetre. Kemokini CXCL9/10 imaju klju¢nu ulogu u regrutiranju T-limfocita
u presadak te su njihove povisene serumske vrijednosti povezane s pojavom ASO-a. Medutim,
mogudéa povezanost izmedu jednonukleotidnog polimorfizma gena (PG) za kemokine
CXCL9/10 i ASO-a nakon transplantacije jetre nije do sada istrazena. PG za CXCL9 (rs10336) i
CXCL10 (rs3921 i rs8878) odreden je polimeraza lanéanom reakcijom kod 215 bolesnika koji
su transplantirani zbog alkoholne bolesti jetre s hepatocelularnim karcinomom ili bez njega.
Dijagnoza ASO-a histoloski je utvrdena kod 27,4% bolesnika. Dokazana je povezanost izmedu
ASO-a i mlade zZivotne dobi davatelja te bodovnog sustava MELD. Medutim, istrazivanje je
utvrdilo da PG za kemokine CXCL9 (rs10336) i CXCL10 (rs3921 i rs8878) nije povezan ni s
pojavnosti ASO-a ni sa stupnjem tezine ASO-a nakon transplantacije jetre. Ipak, bolesnici s
genotipom CXCL9 (rs10336) AA razvili su ASO znacajno ranije, Sto upucuje na sudjelovanje

CXCL9 u razvoju ASO-a.

Klju¢ne rijeci: akutno stani¢no odbacivanje, transplantacija jetre, polimorfizmi gena, kemokini
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9. SUMMARY

Association between CXCL9 and CXCL10 chemokine gene polymorphisms and acute graft

rejection after liver transplantation
Ana Ostoji¢, 2019

Acute cellular rejection (ACR) is a clinically important event that negatively affects the survival
of the graft and the recipient. As potent T cell- chemoattractants, CXCL9 and CXCL10, have
been demonstrated to play a central role in the immune response against transplant tissue,
leading to ACR. While increased serum concentrations of CXCL9/10 are associated with ACR
occurrence, the association between CXCL9/10 single nucleotide polymorphisms (SNPs) and
ACR after liver transplantation (LT) remains unknown. SNPs of CXCL9 (rs10336) and CXCL10
(rs3921) were determined by polymerase chain reaction in 215 recipients transplanted due
to alcoholic cirrhosis with or without hepatocellular carcinoma. 27.4% recipients were
diagnosed with ACR that was defined as biopsy-proven within 6 months after LT. Recipients
that developed ACR had significantly higher MELD scores pre-LT and received significantly
younger liver grafts. There was no association between CXCL9/10 genotypes and overall
incidence of ACR, the severity of ACR and the number of rejection episodes. However,
patients with CXCL9 genotype AA developed ACR earlier, suggesting the involvement of

CXCL9-mediated processes in ACR development.

Key words: acute cellular rejection, liver transplantation, gene polymorphisms, chemokines
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