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Kratice

ATG - antitimocitni globulin

CAN — kroni¢na nefropatija alografta

CNI - kalcineurinski inhibitor

eGFR — procjena glomerularne filtracije

EMT — epitelno-mezenhimalana tranzicija

EnMT — endotelno-mezenhimalna tranzicija

ESRD — eng. End Stage Renal Disease, zavrsni stadij bubrezne bolesti
GFR — glomerularna filtracija

HLA — eng. Human Leukocyte Antigens

IF/TA —intersticijska fibroza i tubularna atrofija

IL-2 — interleukin 2

IS- imunosupresija

KBB — kroni¢na bubrezna bolest

MDRD — eng. The Modification of Diet in Renal Disease
MMF — mikofenolat mofetil

PRA — panel reaktivnih protutijela

SPKT — simultana transplantacija gusSterace i bubrega
ti score — skor totalne upale (total inflammation score)

Tx- transplantacija






1.UVOD

1.1 Transplantacija bubrega

Broj bolesnika s presadenim bubregom u stalnom je porastu u svijetu, a i u Hrvatskoj
[1]. Izrazito bolje dugoroéno prezivljenje i bolja kvaliteta Zivota transplantiranih bolesnika u
odnosu na bolesnike koji se lijece dijalizom c¢ine transplantaciju prvom metodom izbora
bubreznog nadomjesnog lijeCenja. Iz Hrvatskog registra za nadomjesno bubrezno lijecenje
vidljivo je da transplantirani bolesnici ¢ine oko 50 % svih bolesnika koji su lijeceni
nadomjesnom bubreznom terapijom [1]. S obzirom na brojnost i brzinu rasta te populacije,
skrb za bolesnike s transplantiranim bubregom predstavlja jedan od najveéih izazova u

nefrologiji.

Dug put je prijeden od prve uspjesne transplantacije bubrega uc¢injene u SAD-u 1954.
godine na jednojajanim blizancima [2]. Za prvu uspjeSnu transplantaciju te kasnije
sudjelovanje u otkricu azatioprina doktor Joseph Murray je dobio Nobelovu nagradu za
fiziologiju i medicinu [3]. Upravo otkrice imunosupresivnih lijekova je omogucilo
transplantaciju s nesrodnih davatelja. Nakon azatioprina, sredinom 60-ih godina se u
transplantaciji bubrega pocinju koristiti kortikosteroidi. Tom Starzl prvi uvodi kombinaciju
steroida i azatioprina kao imunosupresiju odrzavanja te postize jednogodi$nje prezivljenje
presatka od 70% [4]. Sedamdesetih godina proslog stolje¢a dolazi do upotrebe antitimocitnog
globulina a potom i monoklonskog protutijela na receptor IL-2, vaznih lijekova u indukcijskoj
imunosupresiji [5, 6]. Razvoj imunosupresije nastavlja se otkricem ciklosporina 1979. godine
te takrolimusa 1989. godine [7, 8].

Razvoj imunosupresivnih lijekova, poboljSanje prezervacije doniranih organa i
kirurskih metoda, bolje razumijevanje sustava tkivne podudarnosti dovelo je do znacajnog
napretka u kratkoro¢nim i dugoro¢nim ishodima transplantacije [9]. Na temelju rezultata
ELITE Symphony studije je protokol imunosupresije s niskom dozom takrolimusa uz
mikofenolatmofetil (MMF) i steroide te indukciju daklizumabom postao standardni
imunosupresivni - protokol [10]. U posljednjih 15 godina pokuSava se razli¢itim
modifikacijama imunosupresivnih protokola smanjiti nuspojave istih uz poboljSanje ishoda

transplantacije (manje akutnih odbacivanja, dulje prezivljenje presatka i bolesnika).



Jedna od tih strategija je rano ukidanje steroida nakon transplantacije bubrega.[11]
Ukidanjem steroida smanjuju se brojni rizicni ¢imbenici (hipertenzija, hiperlipidemija,
povecanje tezine, novonastala Secerna bolest nakon transplantacije) koji su potencijalni uzrok

kardiovaskularnih bolesti i smrtnosti bolesnika nakon transplantacije [12-16].

Vise randomiziranih studija je dokazalo jednaku ucinkovitost protokola prema kojima
se steroidi ukidaju kratko nakon transplantacije bubrega. Ipak, uoCena je i povecana
incidencija akutnih odbacivanja kod bolesnika lijeCenih prema protokolima s brzim
ukidanjem steroida, od ¢ega je vecina bila blagog stupnja (IA) i bez utjecaja na dugoroéni
ishod transplantacije [17, 18]. Glavni nedostatak navedenih studija je neizvodenje
protokolarnih biopsija koje bi pokazale stvarnu incidenciju akutnih i subakutnih odbacivanja
te subakutne upale u presatku. Naime, akutna i subakutna odbacivanja te subakutna upala su
glavni uzroci intersticijske fibroze i tubularne atrofije (IF/TA), patohistoloske promjene koja
je vodeéi uzrok gubitka presatka [19-21]. Poveéani broj akutnih odbacivanja te nedostatak
publiciranih studija s dugoro¢nim pra¢enjem takvih bolesnika, uklju¢ujué¢i nedostatno
istrazivanje novonastalih donor-specifi¢nih protutijela, doveo je do pada trenda koriStenja

protokola imunosupresije s ranim ukidanjem steroida.

Cilj nase studije je odrediti progresiju IF/TA-e u prvoj godini nakon transplantacije
kod bolesnika koji su primali imunosupresiju koja ukljucuje steroide i bolesnika kod kojih su
oni ukinuti ubrzo nakon transplantacije te odrediti ¢cimbenike koji utjecu na progresiju IF/TA-
e tijekom prve godine nakon transplantacije. Planira se utvrditi vrijednost epitelno-
mezenhimalne tranzicije u biopsijama bubrega u¢injenim 1 1/ili 3 mjeseca od transplantacije
kao mozebitnog prediktora progresije IF/TA-e na biopsijama unutar godine dana od
transplantacije bubrega. Ta metoda bi omoguc¢ila individualiziranu imunosupresiju rano nakon
transplantacije bubrega s ciljem smanjenja kroni¢nih promjena u kasnijem tijeku

transplantacije i time mozebitnog produljenja prezivljenja bolesnika i transplantata.



1.2 Imunosupresijski protokoli

Kratkoro¢ni i dugoro¢ni ishodi transplantacije bubrega su znatno poboljSani
posljednjih desetljeca. Jedan od najveéih zahtjeva u transplantacijskoj medicini je prilagodba
imunosupresije kako bi se negativne posljedice iste svele na najmanju mogucu mjeru. Steroidi
su dugo vremena bili neizostavni dio imunosupresijskih protokola u transplantaciji bubrega.
Dugotrajna upotreba steroida ima brojne nuspojave kao S$to su razvoj ili pogorSanje
hipertenzije, dislipidemije, Secerne bolesti, osteoporoze, nastanak katarakte i povecanje
tjelesne tezine. Zbog ovih negativnih ucinaka pokuSavaju se uspostaviti protokoli
imunosupresije bez trajne primjene steroida. Upotrebom suvremenih imunosupresiva kao $to
su antitimocitni imunoglobulini, odnosno antagonisti IL-2 receptora (daklizumab ili
basiliksimab) u indukciji imunosupresije te kalcineurinskih inhibitora (osobito takrolimusa) u
kombinaciji s preparatima mikofenolne kiseline (mikofenolat mofetil ili mikofenolat natrij) u
odrZavanju imunosupresije omoguceno je rano ukidanje steroida bez negativnih posljedica na
kratkoro¢no 1 dugoro¢no prezivljenje bolesnika 1 presadenog bubrega. Studija Grewala i
suradnika iz 1998. godine je pokazala dobre rezultate transplantacije bubrega uz protokol s
ranim ukidanjem steroida uz mikofenolat mofetil i takrolimus u imunosupresiji te dala
podlogu za pokretanje velikih prospektivnih, multicentri¢nih studija koje su imale za cilj
potvrditi te rezultate [22]. FREEDOM studija je prva randomizirana multicentri¢na,
prospektivna studija koja je dokazala da nema razlike izmedu preZivljenja primatelja 1
transplantiranog bubrega 12 mjeseci od transplantacije izmedu protokola imunosupresije s
ranim ukidanjem steroida te protokola gdje su steroidi sastavni dio imunosupresije uz
mikofenolat natrij i ciklosporin te basiliksimab u indukcijskoj imunosupresiji [17]. Medutim,
u toj studiji je bubrezna funkcija prema unaprijed odredenim mjerama neinferiornosti bila
statisticki (iako ne i klinicki relevantno) losija u skupini s ranim ukidanjem steroida. Nakon
toga su publicirani rezultati ASTELLAS studije, randomizirane, multicentricne, dvostruko
slijepe prospektivne studije uz imunosupresiju odrzavanja s mikofenolat mofetilom i
takrolimusom i indukcijom ovisno o pojedinom transplantacijskom centru (daklizumab,
basiliksimab, antitimocitni globulin) [18]. Ova studija je dokazala petogodisnju

ekvivalentnost protokola ranog ukidanja steroida u odnosu na protokol sa steroidima.



PrezZivljenje bolesnika, presatka te bubrezna funkcija bili su jednaki u pojedinim skupinama
uz istodobno smanjenje kardiovaskularnih ¢imbenika rizika (tjelesna tezina, trigliceridi, krvni
tlak, novonastala Secerna bolest nakon transplantacije) u odsutnosti steroida. U vise
retrospektivnih studija su objavljeni razli¢iti rezultati ucestalosti akutnog odbacivanja pri
koriStenju imunosupresivnih protokola s ranim ukidanjem steroida u odnosu na protokole sa
steroidima, dok je u ove dvije prospektivne studije incidencija biopsijom dokazanog akutnog
odbacivanja bila veéa u skupini s ranim ukidanjem steroida. Uz to je ASTELLAS studija
pokazala vecu ucestalost kroni¢ne nefropatije alografta u skupini s ranim ukidanjem steroida
(9.9 % vs. 4.1%, p=0.028). | ASTELLAS i FREEDOM studija imaju svoja ograni¢enja: nisu
radene implantacijske (nulte) biopsije kao ni protokol biopsije koje bi pokazale stvarnu
ucestalost i tijek kroni¢ne nefropatije alografta uz protokol s ranim ukidanjem steroida u
usporedbi s protokolom sa steroidima. Zbog toga $to nisu radene protokol biopsije, nije bilo
moguée pokazati stvarnu incidenciju subklinickog odbacivanja i upale koji bi mogli biti
odgovorni za ovu razliku u ucestalosti kroni¢ne nefropatije alografta medu pojedinim

protokolima imunosupresije.

Godine 2016. je publicirana randomizirana, multicentri¢na, prospektivna HARMONY studija
[23]. Studija je usporedivala tri imunosupresivna protokola: indukcijsku imunosupresiju
basiliksimabom s niskom dozom takrolimusa, mikofenolat mofetilom i standardnom dozom
steroida; basiliksimab s niskom dozom takrolimusa, mikofenolat mofetilom i uz rano ukidanje
steroida i treca skupina su bili bolesnici koji su u indukciji imali ATG s brzim ukidanjem
steroida. 12 mjeseci od randomizacije nije bilo statisticki znacajne razlike u primarnoj mjeri
ishoda, incidenciji akutnog odbacivanja medu skupinama. Nije uocena razlika ni u
prezivljenju presatka i bubreznoj funkciji medu pojedinim skupinama nakon 12 mjeseci, no
pokazalo se da su bolesnici u skupinama s brzim ukidanjem steroida imali manje novonastale
Secerne bolesti (NODAT) i osteoporoze nakon transplantacije. Ovom studijom je dokazana
ekvivalentnost imunosupresivnih protokola odrzavanja s brzim ukidanjem steroida u odnosu
na protokole u kojima su steroidi trajno koristeni. Nedostatak HARMONY studije je relativno
kratko pracenje 1. godine poslije transplantacije te nedostatak protokol biopsija koje bi
pokazale stvarnu incidenciju subklini¢kih akutnih odbacivanja i progresiju kroni¢nih
promjena. Usprkos svim ovim studijama u kojima je prikazana jasna korist imunosupresivnih
protokola s brzim ukidanjem steroida nakon transplantacije bubrega, trend upotrebe tih
protokola u SAD-u opada [24]. Razloge treba traziti u zabrinutosti za povecanu incidenciju

akutnog odbacivanja te kroni¢cnog humoralnog odbacivanja.



U Cochran metaanalizi Hallera i suradnika iz 2016. godine, u koju je uklju¢eno 48 studija,
analizirani su protokoli imunosupresije sa steroidima ili s isklju¢ivanjem steroida u razli¢itim
vremenskim intervalima nakon transplantacije bubrega [25]. Zaklju¢ak metaanalize je bio da
je ukidanje steroida sigurno i bez utjecaja na prezivljenje bolesnika 1 presatka. I u toj
metaanalizi je nadena veca incidencija akutnih odbacivanja u protokolima s ranim ukidanjem
steroida. Upravo je povecana incidencija akutnih odbacivanja obeshrabrila kliniare da u
veéem broju ukidaju steroide rano nakon transplantacije bubrega. Koristenje protokol biopsija
bubrega kojima bi se utvrdila stvarna incidencija akutnih i subakutnih klinickih odbacivanja
kao 1 omogu¢ilo individualizirano vodenje imunosupresije na temelju istih, moglo bi biti

rjesenje ovoga problema.



1.3 Intersticijska fibroza i tubularna atrofija

Intersticijska fibroza i tubularna atrofija (IF/TA) je glavna patohistoloska odrednica
kroni¢nog gubitka funkcije presatka (raniji naziv kroni¢na nefropatija alografta) [26]. IF/TA
je, uz smrt s presatkom u funkciji, glavni uzrok kasnog gubitka presatka [27-31]. Taj proces
je nespecifican, ireverzibilan i progresivan te utje¢e na morbiditet i mortalitet transplantiranih
bolesnika [32]. Klinicki ¢imbenici koji utjecu na nastanak IF/TA-e su: starija dob primatelja,
HLA nepodudarnost, prethodno akutno odbacivanje, upotreba kalcineurinskih inhibitora te
BK virusna nefropatija [31, 33, 34].

Patohistoloske promjene u bioptatu bubrega godinu dana nakon transplantacije dobro
koreliraju s dugoro¢nim prezivljenjem bubrega te su bolji i raniji pretkazatelj prezivljenja
bubrega od serumskog kreatinina [35, 36]. Studije s protokolarnim biopsijama su pokazale
progresiju IF/TA-e 12 mjeseci od transplantacije dok je vecina fibroze bila vidljiva ve¢ u
ranim protokolarnim biopsijama (1 i 3 mjeseca od transplantacije) [33, 37]. Nalaz IF/TA-e u
protokolarnim biopsijama ve¢ kratko nakon transplantacije se pripisuje stresu pri implantaciji
bubrega (vrijeme hladne i tople ishemije, odgodena funkcija presatka, subakutna odbacivanja)
[38, 39]. Rana akutna i subklinicka odbacivanja su rizi¢ni ¢imbenik za nastanak de novo
donor specifi¢nih protutijela (DSA) 1 kronicnog humoralnog odbacivanja koje je jedan od
glavnih uzroka kasnog gubitka presatka [40, 41]. Vise studija je dokazalo da je subklinicka
upala vazniji prognosticki faktor za progresiju IF/TA-e i de novo DSA od akutnih odbacivanja
[42, 43]. Uzrok tome je vjerojatno S§to se takva upala i grani¢na odbacivanja ne lijece,
naspram akutnih odbacivanja koja se uvijek lijece. U studiji Mehta i suradnika analiziran je
utjecaj subklinicke upale na protokol biopsijama 3 mjeseca od transplantacije na bubreznu
funkciju, kroni¢ne promjene, nastanak de novo DSA te incidenciju akutnih odbacivanja [44].
Ukljuceno je 200 bolesnika (71 bez subklinicke upale i 129 s upalom) s imunosupresijom
odrzavanja uz takrolimus i MMF uz brzo ukidanje steroida, a u indukciji je koriSten
antitimocitni globulin. U grupi bolesnika bez subklini¢ke upale (i+t skor=0) 24 mjeseca nakon
transplantacije serumski kreatinin je bio 123 + 40 u odnosu na 146 + 79 umol/L, p=0.027 u
bolesnika sa subklinickom upalom (i+t>0). Nastanak de novo DSA 12 mjeseci nakon
transplantacije bio je ve¢i u skupini sa subklinickom upalom 12/129 vs. 1/71, p=0.03.
Kroni¢ni skor presatka (cit+cttcg+cv) bio je veéi 12 mjeseci nakon transplantacije u skupini

sa subklinickim odbacivanjem (2.4 = 1.35 vs. 1.9 £ 1.2, p=0.02).



Rano ukidanje steroida povezano je s povecanom incidencijom akutnog odbacivanja,
od kojih je vecina bila blazi stupanj IA odbacivanja po Banff klasifikaciji. U ranije navedenim
randomiziranim studijama ASTELLAS i FREEDOM ta povecana incidencija nije imala
utjecaja na bubreznu funkciju u kasnijem prac¢enju bolesnika (u ASTELLAS studiji 5 godina

od transplantacije).

Subklinicka upala 1 odbacivanje dovode do IF/TA-e te negativno utjecu na dugorocno
prezivljenje grafta. Studija Heilmana i sur. pokazala je da i u slu¢aju imunosupresije s ranim
odbacivanje na protokol biopsijama 1 i/ili 4 mjeseca od transplantacije utjeCe na nastanak
IF/TA-e bubrega 1 godinu nakon transplantacije [21]. Zanimljivo je da u navedenom
istrazivanju klini€¢ko akutno odbacivanje nije bilo povezano s kasnijim nastankom IF/TA-e.
Razlog tome je vjerojatno $to je klinicko odbacivanje, za razliku od subklini¢kog, bilo

lijeCeno pulsnim dozama steroida kroz 3 dana te su steroidi potom uvedeni trajno u terapiju.

Studija Matasa 1 sur. s Mayo klinike pokazala je odlicne 10 i 15-godi$nje rezultate
prezivljenja bolesnika i presatka u skupini s brzim ukidanjem steroida [45, 46]. U studiju je
bio uklju¢en 1021 bolesnik s transplantatom od zivog donora i 532 s preminulog donora.
Usporedivani su s kohortnom, historijskom grupom bolesnika koji su imali u terapiji
odrzavanja steroide. Bolesnici kod kojih su steroidi rano ukidani imali su bolje rezultate
prezivljenja presatka te prezivljenja presatka cenzoriranog za smrt bolesnika u skupini. Nije
bilo razlike u incidenciji akutnih 1 kroni¢nih odbacivanja niti u bubreznoj funkciji. Bolesnici s
brzim ukidanjem steroida su imali znacajno manju incidenciju avaskularne nekroze kuka,
NODAT-a, katarakte, CMV infekcije i sr¢anih komplikacija.

Ovo su prve studije u kojima su objavljeni dugogodiSnji rezultati imunosupresije s
ranim ukidanjem steroida. Nedostatak ovih studija je retrospektivni karakter te razlicita
vremenska razdoblja transplantacije izmedu skupina koje su usporedivane. U razlicitim
vremenskim razdobljima bila je koriStena razliita vrsta imunosupresije odrzavanja
(ciklosporin-MMF, visoka konc. takrolimusa - niska konc. sirolimusa, niska konc.
takrolimusa i visoka konc. sirolimusa) antitimocitni globulin Kkoristen je u indukcijskoj
imunosupresiji. Antitimocitni globulin je poliklonsko protutijelo ¢iji glavni mehanizam je
deplecija T limfocita te je u vise klinickih studija dokazan kao neovisni ¢imbenik za nastanak
infekcija [47-50].



U retrospektivnoj studiji Mihovilovica 1 sur., u kojoj je analiziran uc¢inak doze MMF
na progresiju IF/TA-e 12 mjeseci od transplantacije, protokol s brzim ukidanjem steroida nije
imao utjecaja na bubreznu funkciju. Prema multivarijatnoj analizi bolesnici s brzim
ukidanjem steroida imali su sporiju progresiju intersticijske fibroze dok za tubularnu atrofiju

protokol s brzim ukidanjem steroida nije bio neovisni ¢imbenik progresije [51].

S obzirom da je serumski kreatinin kasni pokazatelj stvarnih zbivanja u bubregu,
protokol biopsije bubrega mogle bi pomo¢i u pracenju i1 pravodobnom lijecenju
transplantiranih bolesnika s brzim ukidanjem steroida. Doza imunosupresije bi se mogla
individualizirati u ranom poslijetransplantacijskom tijeku prema nalazu protokol biopsija 1
i/ili 3 mjeseca od transplantacije i na taj nacin prevenirati nastanak kasnijih kroni¢nih

promjena.



1.4 Epitelno-mezenhimna tranzicija

Mehanizmi nastanka IF/TA-e nisu dobro razjasnjeni. U pokusnih zivotinja jedan je od
glavnih mehanizama nastanka IF/TA-e epitelno-mezenhimna tranzicija (EMT) [52, 53]. EMT
se objasnjava kao proces u kojem stanice postoje istodobno u oba stanja, epitelnom i
mezenhimalnom, a ovisno o vanjskom utjecaju poprimaju definitivni oblik jednog od tih
stanja, dogada se fenotipski obrat (phenotype switch) [54]. Neovisno o mehanizmu nastanka
sam proces EMT je nepobitan i vazan u embriogenezi, oporavku tkiva od ozljede, rastu

tumora i metastaziranju [55, 56].

Od nedavno se pokusava i proces endotelno-mezenhimne tranzicije (EnMT) dovesti u
vezu s nastankom fibroze bubrega [57]. Na raznim eksperimentalnim modelima bubrezne
bolesti pokazano je da proces EMT moze biti preveniran te zaustavljen [58-61]. Na modelu
stani¢ne kulture proksimalnih tubula pokazano je da mikofenolat, ciklosporin, sirolimus te
metilprednizolon mogu zaustaviti EMT te omoguciti rediferencijaciju miofibroblasta u

epitelne stanice [62].

Studija Hertiga i sur. na biopsijama bubrega 3 mj. od transplantacije je pokazala da je
EMT rani marker nastanka IF/TA-e na biopsijama bubrega 12 mj. poslije transplantacije [63].
U studiju su bila ukljucena 83 bolesnika kojima su napravljene protokol biopsije 3 i 12 mj. od
transplantacije. Markeri EMT su bili B-katenin (marker epitelnih stanica) i vimentin (marker
mezenhimalnih stanica). Prisutnost vimentina i translokacija f-katenina s bazalne strane
tubula te gubitak ekspresije na istoj i translokacija u citoplasmu smatrani su kao pozitivni
EMT. U grupi bolesnika s EMT-om (21 bolesnik) bilo je prisutno vise subklinickih akutnih
odbacivanja (22 vs. 9.8%) i vise intersticijske (0.71+0.2 vs.0.2+01., p=0.004) i tubularne
upale (0.86 £ 0.3 vs. 0.39 = 0.1, p=0.02). Samo su EMT na 3 mj. i i-skor na 12 mj. ostali

neovisni rizi¢ni ¢imbenici za progresiju IF/TA-e viSe od 1 (AIF/TA).

Studija Rostaing i sur., Certitem studija, je prospektivna, randomizirana studija koja je
analizirala progresiju IF/TA-e od 3 do 12 mj. poslije transplantacije bubrega prema profilu
EMT-a na biopsijama bubrega 3 mj. od transplantacije [64]. Randomizacija je uinjena 3 mj.
od transplantacije te su bolesnici dobivali everolimus u protokolu s ukidanjem CNI-a ili su
nastavili s CNI-om u terapiji odrzavanja. Bolesnici su randomizirani prema EMT statusu na
biopsijama bubrega 3 mj. od transplantacije: EMT pozitivni (EMT +) ili EMT negativni
(EMT-). Randomizirana su 194 bolesnika ( 75 EMT+, 119 EMT-) te je 154 bolesnika zavrsilo



studiju i imalo adekvatne biopsije za analizu. Hipoteza studije je bila da ¢e bolesnici s EMT+
biopsijama nakon 3 mj. imati manju progresiju IF/TA-e u skupini s ukidanjem CNI-a od
bolesnika s CNI-om u imunosupresiji odrzavanja. Progresija IF/TA-e nije bila statisticki
znacajna izmedu pojedinih imunosupresivnih protokola s EMT+ u vrijeme randomizacije
(46.2% vs. 51.6%, p=0.68). Razlika udjela bolesnika bez progresije IF/TA-e izmedu EMT+
vs. EMT- je bila statisticki znacajna (56.3 % vs. 31 %, p=0.002). Veca incidencija
subklinickih akutnih odbacivanja na 12 mj. protokol biopsijama bila je u skupini
imunosupresije s ukidanjem CNI-a (25 % vs. 5.1%, p<0.001). Zakljucak studije je da protokol
imunosupresije bez CNI-a nema ué¢inak na progresiju IF/TA-¢ dok je zna¢ajno veca

incidencija subklini¢kih akutnih odbacivanja koristenjem takvih protokola imunosupresije.

U studiji Xu-Dubois i sur. EnNMT markeri (fascin 1, vimentin i hsp 47) detektiraju
aktivaciju endotela sa DSA, uz sposobnost da se imunohistokemijski dokaze (84%
specifi¢nosti i 100 % senzitivnost) akutno odbacivanje posredovano protutijelima s
navedenim markerima koji su pokazani i kao neovisni prediktori kasne (4 god. nakon

biopsije) losije funkcije presatka [65].

Cilj naSe studije je analizirati prediktivnu vrijednost EMT na protokol biopsijama
bubrega 1 ili 3 mj. za progresiju IF/TA-¢ unutar 1. god. od transplantacije medu skupinama
imunosupresije s brzim ukidanjem steroida i onih koji imaju steroide u imunosupresiji

odrZavanja.
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2.HIPOTEZA

Rano ukidanje steroida u bolesnika s transplantiranim bubregom ili kombiniranom
transplantacijom bubrega i1 gusteraCe ¢e biti jednako ucinkovito protokolu sa steroidima u

imunosupresiji odrzavanja.
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3.CILJEVI

3.1 Opdi cilj
e odrediti utjecaj ranoga ukidanja steroida na dugoro¢ni ishod transplantacije bubrega

u bolesnika s presadenim bubregom ili kombiniranom transplantacijom bubrega i

gusSterace

3.2 Specifi¢éni ciljevi

e odrediti i usporediti dugoroc¢no prezivljenje bolesnika i presadenog bubrega ili
gusterace te funkciju presadenog bubrega medu skupinama imunosupresije (1S) sa ili

bez steroida

e odrediti u€estalost klinickog i subklini¢kog akutnog odbacivanja u skupinama IS sa 1

bez steroida

e utvrditi razlike u tezini akutnog odbacivanja u skupinama IS sa 1 bez steroida

e odrediti utjecaj subklini¢kog i Klinickog akutnog odbacivanja, ukljucujuéi i grani¢no
odbacivanje na dugoro¢no prezivljenje, funkciju i IF/TA-u bubreznog presatka u

skupinama IS sa i bez steroida

e utvrditi progresiju IF/TA-e tijekom prve godine nakon presadivanja bubrega u

skupinama IS sa i bez steroida
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utvrditi incidenciju intersticijske upale (ti score) na biopsijama bubrega 12 mj. poslije

transplantacije u skupinama IS sa i bez steroida

istraZiti pojavnost epitelno-mezenhimalne tranzicije u ranim biopsijama bubrega (1
mj. nakon transplantacije bubrega) i njihovu povezanost s pojavom IF/TA-e u

kasnijim biopsijama
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4. ISPITANICI | METODE

4.1 Ispitanici

Retrospektivna studija provedena u Klinickoj bolnici Merkur na skupini 124 transplantirana
bolesnika. U studiju su bili ukljuceni bolesnici s transplantiranim bubregom te bubregom i
gusteracom u razdoblju od 2007. do 2014. godine. U prvom dijelu tog razdoblja su u KB
Merkur, uz istu indukcijsku imunosupresiju (daklizumab ili basiliksimab) i istu temeljnu
imunosupresiju odrzavanja (kalcineurinski inhibitor i mikofenolat mofetil), transplantirani
bolesnici niskog imunoloskog rizika, s izostankom odgodene funkcije bubreznog presatka, u
imunosupresiji trajno dobivali steroide (razdoblje 2007. — 2010. god.), dok je u drugom dijelu
(od 2010.) dio bolesnika na protokolu ranoga ukidanja steroida. Kriterij za ukidanje steroida
bila je, uz niski imunoloski rizik i dobru neposrednu funkciju bubrega, odsutnost epizode

akutnog odbacivanja unutar 5 dana nakon transplantacije.

Temeljem gore navedenog ukljuéni kriteriji za ovu studiju su:

1. transplantirani bubreg te bubreg i1 guSterata bez odgodene funkcije bubrega. Odgodena

funkcija bubrega je definirana kao potreba za dijalizom unutar tjedan dana od transplantacije.
2. odsutnost akutnog odbacivanja do 5. dana nakon transplantacije
3. odsutnost HLA senzibilizacije (PRA < 10%)

4. prva transplantacija bubrega.

Iskljuéni kriterij:

Nedostatak implantacijskih (nultih) biopsija bubrega te biopsije bubrega na 12 mj. od

transplantacije bubrega.
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Podaci donora i transplantacije koji ¢e se analizirati:

. dob donora

. spol donora

. tip donora (sa zivog donora ili kadavera)
. tip transplantacije (bubrega ili SPKT)

. vrijeme transplantacije

. HLA nepodudarnost

. imunosupresija bez steroida (da ili ne)

o N oo O AW N P

. odgodena funkcija presatka.

Podaci primatelja koji ¢e se analizirati:

1. dob primatelja

2. spol primatelja

3. osnovna bubrezna bolest

4. koncentracije ciklosporina i takrolimusa na 1, 3, 6 i 12 mj. od transplantacije

5. doza MMF-anal, 3, 6 i 12 mj. od transplantacije

6. incidencija akutnih odbacivanja

7. kroni¢ni skorovi (ci, ct, cg, mm, cv, ah) na nultim (implantacijskim) i 12 mj. biopsijama
bubrega

8. skor upale (ti) na 12 mj. biopsijama bubrega.



4.2 Metode

4.2.1 Imunosupresija

Imunosupresija se sastojala od indukcije daklizumabom ili basiliksimabom, uz ciklosporin ili

takrolimus te mikofenolat mofetil i steroide.

Daklizumab je apliciran na dan 0: 2 mg/kg i.v. prije otvaranja vaskularnih anastomoza te na
dan 14: 2 mg/kg i.v.. Basiliksimab je davan na dan 0: 20 mg i.v. prije otvaranja vaskularnih

anastomoza te na dan 4: 20 mg i.v..

U skupini s ranim ukidanjem steroida, steroidi su ukidani peti dan od transplantacije. Dozirani
su prema protokolu: dan 0: intraoperativno metilprednizolon 500 mg, dan 1: 250 mg, dan 2:
125 mg, dan 3: 80 mg i dan 4: prednizolon 40 mg. U skupini s trajnom primjenom steroida
doza prednizolona je postupno smanjivana tako da je nakon 6 mj. iznosila 5 — 10 mg dnevno.
Ciljane koncentracije ciklosporina bile su 250-350 tijekom prvog mjeseca poslije Tx, 200—
300 tijekom drugog do Sestog te nakon toga 100—-150 pug/L. Ciljane vrijednosti takrolimusa
bile su 10-12 tijekom prvog mjeseca poslije Tx, 810 od drugog do Sestog mjeseca te nakon
toga 5-8 ug/L. Ciljane koncentracije mikofenolat mofetila bile 7.2 pmol/L i vise uz

takrolimus te 5 umol/L i vi$e uz ciklosporin.

Srednja vrijednost koncentracije takrolimusa i ciklosporina te doze mikofenolat mofetila
tijekom prve godine od transplantacije izra¢unata je od vrijednosti istihna 1, 3, 6 i 12 mj. od

transplantacije.

4.2.2 Protokol biopsije

Protokol biopsije radene su na dan transplantacije te 1, 3, 6 i 12 mjeseci od transplantacije.
Indikacijske biopsije su radene kod sumnje na akutno odbacivanje te zbog pogorsanja

bubrezne funkcije.

Akutna odbacivanja dokazana biopsijom bubrega, ukljucujuéi i supklini¢ka, lijecena su 3 dana
sa po 500 mg metilprednizolona dnevno. Odbacivanja rezistentna na steroide lijeCena su

antitimocitnim globulinom dok su humoralna odbacivanja lije¢ena plazmaferezama. Skorovi
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akutnih i kroni¢nih promjena biopsija bubrega analizirani su prema Banff klasifikaciji. Svi
biokemijski parametri koriSteni u studiji odredeni su u biokemijskom laboratoriju KB Merkur.
Klirens kreatinina procijenjen je pomocu formule The Modification of Diet in Renal Disease
(MDRD). Tipizacija tkiva odredena je u Zavodu za tipizaciju tkiva, KBC Zagreb. Svi
patohistoloski uzorci bubrega obradeni su i1 analizirani na Odjelu za elektronsku mikroskopiju

I imunofluorescenciju, Zavoda za patologiju KB Dubrava.

4.2.3 Kronic¢ni patohistoloski skorovi i subklinicka

upala

Analizirani su kroni¢ni skorovi na implantacijskim biopsijama (nulta biopsija bubrega) i
biopsijama bubrega 12 mj. od transplantacije. Skorovi koji su analizirani: intersticijska fibroza
(ci), tubularna atrofija (ct), kroni¢na glomerulopatija (cg), povecanje mezangijalnog matriksa
(mm), vaskularna fibroza-zadebljanje intime (cv), hijalinoza arteriola (ah) te ti skor
(sublini¢ka upala). Skorovi su analizirani prema Banff klasifikaciji [66, 67]. Progresija
skorova (delta) tijekom prve godine od transplantacije dobivena je oduzimanjem kroni¢nih
skorova na nultoj biopsiji od kroni¢nih skorova na 12 mj. Skor totalne upale (t1) analiziran je

na biopsijama bubrega 12 mj. od transplantacije. Vrijednosti skorova su 0 — 3.
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4.2.4 Epitelno-mezenhimna tranzicija

EMT je analiziran imunohistokemijski, koekspresijom E-kadherina i a-glatkomisi¢nog aktina
na protokol biopsijama bubrega 1 i 3 mj. od transplantacije. Analiziranje EMT i
imunohistokemijsko bojenje za EMT napravljeno je na Zavodu za patologiju, KB Merkur.
Parafinski uzorci biopsija bubrega su deparafinizirani. Ucinjeno je razotkrivanje epitopa
antigena u puferu Dako TRS high pH na temperaturi 97 °C u trajanju od 20 min. Uzorci su
inkubirani primarnim protutijelom na E-kadherin (klon:NCH-38, lot br. 10129412) 20 min na
25 °C. Vizualizacija primarnog protutijela E-kadherina u¢injena je uz EnVision Flex (K8000)
inkubacijom na 25 °C u trajanju 20 min i zavr$no bojenje inkubacijom kromogen DAB+
(DM827) 10 min na 25 °C. a-glatkomiSi¢ni aktin je bojen protutijelom na SMA (eng. smooth
muscle actin) (Dako, klon 1A4) inkubacijom u trajanju 20 min na sobnoj temperaturi.
Vizualizacija primarnog protutijela na SMA je napravljena pomoc¢u EnVision Flex (K8000),
uz vrijeme inkubacije 20 min pri sobnoj temperaturi. Kromogen koji je koristen je AEC,
Dako (K3469) inkubirano 20 min na sobnoj temperaturi. Imunoboja¢ koji je koriSten za

imunohistokemijsko bojenje je bio Dako, Autostainer Link 48.
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4.3 Statisticka obrada podataka

Numericke varijable testirane su na normalnost raspodjele Shapiro-Wilksovim testom. Za
testiranje razlika numerickih varijabli (npr. dob donora i pacijenta, kreatinin i dr.) izmedu
grupa koriSten je parametrijski test (t-test) u slucaju normalne raspodjele, a u slucaju
odstupanja od normalne raspodjele neparametrijski testovi (Mann-Whitney U ili Kruskal-
Walis). Distribucije su prikazane graficki i tablicno. Za usporedbu grupa prema nominalnim
kategorijskim varijablama (npr. spol, vrsta imunosupresije i dr.) koristen je Hi-kvadrat test ili
Fisherov egzaktni test. Proporcije (incidencije) su prikazane s pripadajuc¢im intervalima
pouzdanosti dobivenih Waldovom metodom. Analiza incidencije akutnog odbacivanja te
prezivljenja presatka i transplantiranog pacijenta provedena je Kaplan-Mayerovom metodom i
Coxovom regresijom. Numericke varijable u slu¢aju normalne distribucije prikazane su kao
srednja vrijednost + standardna devijacija a u slu¢aju nepravilne distribucije kao medijan s

rasponom. Razina statisticke znacajnosti za ovo istrazivanje odredena je na a=0.05.
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4.4 Eticka nacela istrazivanja

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinicke bolnice Merkur te Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno u skladu s Osnovama
dobre Kklini¢ke prakse, HelsinSkom deklaracijom, Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike

Hrvatske te Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske.
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5. REZULTATI

5.1 Pregled ukljuc¢ivanja bolesnika u studiju

Bolesnici sa transplantiranim bubregom ili simultano bubregom i gusteratom transplantirani
2007. —2014. god. razmatrani su za ukljucivanje u studiju. Od 2007 do 2014. god.
transplantirano je ukupno 385 bolesnika. Od 385 transplantiranih bolesnika, 187 bolesnika
imalo je implantacijsku biopsiju i biopsiju bubrega na 12 mj. od transplantacije. Nadalje 124
bolesnika zadovoljila su uklju¢ne kriterije studije, u€injena nulta (implantacijska) i 12 m;.
biopsija nakon transplantacije, nisu imali odgodenu funkciju presatka te su u indukciji
imunosupresije imali protutijelo na IL-2 receptor. Detaljni pregled bolesnika uklju¢enih u

studiju prikazan je naslici 1.

Slika 1. Ukljuc¢ivanje bolesnika u studiju

385 Tx bolesnika
2007. - 2014. god.

198 bolesnika nije imalo

@ — biopsiju na 0 i/ili na 12

mj. od Tx

187 bolesnika s
implantacijskom i
biopsijom na 12 mj. od Tx

- DGF 59 bolesnika
@ : - Indukcija s ATG-om 2 bolesnika

- Indukcija s rituximabom 2 bolesnika

124 bolesnika
ukljucena u studiju

45 na steroidima 21

79 s ranim
ukidanjem steroida




U studiju su ukljuceni bolesnici s niskim imunoloskim rizikom bez odgodene funkcije
presatka te one koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja do 5 dana poslije transplantacije
kada su se ukidali steroidi. Odluka o ukidanju steroida bila je prepustena nadleznom lijecniku
koji je u tom trenutku vodio brigu o bolesniku. 198 bolesnika nije imalo biopsiju presatka pri
implantaciji i/ili na 12 mj. od transplantacije. Indukcijska imunosupresija kod svih bolesnika
ukljucenih u studiju bila je s protutijelom na IL-2 receptor (daklizumab ili basiliksimab),

kalcineurinski inhibitor (takrolimus ili ciklosporin), mikofenolat mofetil = steroidi.
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5.1.1 Demografske karakteristike bolesnika

U studiju su ukljucena 124 bolesnika s transplantiranim bubregom ili bubregom i gusteracom

koji su transplantirani u vremenskom razdoblju 2007. — 2014. god. na KB Merkur. Svi

bolesnici su u indukcijskoj imunosupresiji imali protutijelo na IL-2 receptor. Klinicka

obiljezja bolesnika i transplantacije podijeljena prema upotrebi steroida u imunosupresiji

odrzavanja prikazana su u tablici 1.

Tablica 1. Demografska obiljezja bolesnika

Rano ukidanje steroida

Na steroidima

N=79 N=45
KARAKTERISTIKE PRIMATELJA
- Spol primatelja (m,z) 56/23 28/17
- Dob primatelja (god.) 45.15+12.37 44.24+11.61
- Osnovna bubrezna bolest 29/14/10/26 14/18/2/11
(glomerulonefritis, dijabeticka
nefropatija, policisti¢na bolest,
ostalo)
KARAKTERISTIKE DONORA
- Tip donora (preminuli/Zivi) 52/27 35/10
- Spol donora (m, z) 42137 28/17
- Dob donora (god.) 46.16 + 14.91 39.89 £ 17.52
KARAKTERISTIKE
TRANSPLANTACIE
- Tip transplantacije (bubreg/SPKT) 69/10 27/18
- Tip CNI-a (takrolimus/ciklosporin) 70/9 42/3
- HLA MM 3.37+£1.52 3.8+1.34
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Najcesci uzrok bubrezne bolesti je bio glomerulonefritis, dijabeticka nefropatija 1 policisti¢na
bolest bubrega. U skupini s brzim ukidanjem steroida bilo je viSe transplantacija sa zivog
donora (34 % vs. 22%) te manje simultanih transplantacija bubrega i gusterace (13 % vs.
40%). Nije bilo znacajne razlike u dobi primatelja i donora te HLA nepodudarnosti medu

pojedinim skupinama.
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5.2 Prezivljenje bolesnika izmedu skupina imunosupresije s
ranim ukidanjem steroida i na steroidima

Na slici 1 prikazano je dugoro¢no prezivljenje bolesnika izmedu skupina bolesnika s ranim
ukidanjem steroida i na steroidima.

Slika 1. Prezivljenje bolesnika u grupama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na
steroidima

105% ¢

90% } BT

5% |

60% |

45% |

Prezivljenje bolesnika (%)

30% |

15% }

0% A A A A A A A A A A A A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 _ Res stercida
Vrijeme nakon Tx (godine) = = Na steroidima

Legenda: Log-rank test, p=0.28

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (Log-rank test, p=0.28). 5-
godisnje prezivljenje bolesnika u skupini s ranim ukidanjem steroida bilo je 94.7 % vs. 95.5 %
u skupini bolesnika koji su na steroidima.
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5.2.1 Prezivljenje bubreznog presatka u ovisnosti o
steroidima

Na slici 2 prikazano je prezivljenje bubrega cenzurirano za smrt bolesnika izmedu pojedinih

skupina imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima.

Slika 2. Prezivljenje bubrega cenzurirano za smrt bolesnika u grupama imunosupresije s
ranim ukidanjem steroida i na steroidima
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Legenda: Log-rank test, p=0.68

Nema statisticki znacajne razlike u dugoro€nom prezivljenju bubrega izmedu pojedinih
skupina imunosupresije sa i bez steroida (Log-rank test, p=0.68). 5-godisnje prezivljenje
presatka u skupini s ranim ukidanjem steroida je 97 % vs. 95 % u skupini bolesnika koji su na

steroidima.
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Na slici 3 prikazano je ukupno prezivljenje bubrega u ovisnosti o steroidima

Slika 3. Ukupno prezivljenje bubrega u grupama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i

na steroidima
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Legenda: Log-rank test, p=0.58

Izmedu pojedinih skupina imunosupresije nema statisticki znacajne razlike (Log-rang test,
p=0.58). 5-godisnje prezivljenje presatka u obje skupine je 96 %.
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Univarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na ukupno preZivljenje presatka

U tablici 2 su analizirani ¢imbenici koji utjeCu na ukupni gubitak presatka.

Tablica 2. Univarijatna analiza ¢imbenika koji utjecu na gubitak presatka

Gubitak presatka (da/ne) p

Tip transplantacije (bubreg vs. SPKT) 14/82 vs. 1/27 0.16
Spol primatelja (muskarci VS. Zene) 11/73 vs. 4/36 0.62
Spol donora (muskarci vs. Zene) 7/63 vs. 8/46 0.41
Tip donora (zivi vs. preminuli) 4/33 vs. 11/76 0.77
Rano ukidanje steroida (da vs. ne) 8/71 vs. 7/38 0.37
Akutno odbacivanje (da vs. ne) 6/28 vs. 9/81 0.24
Tip CNI-a (takrolimus vs. ciklosporin) 13/99 vs. 2/10 0.61
Gubitak presatka Da Ne p

Dob primatelja 43.81 £11.74 vs. 52.13 £ 12.18 0.02
Dob donora 43.4+16.5vs.48.2+12.94 0.36
HLA MM 3.53+£1.45vs.3.53+1.64 0.59
Prosjeéna konc. takrolimusa u 1. god. 8.75+1.71vs. 837+ 1.51 0.45
Prosjecna konc. ciklosporina u 1. god. 264.05 +37.03 vs. 257 + 38.89 0.89
Prosjecna doza MMF-a 2340.83 vs. 507.83 vs. 2250 + 554 0.28
Aci unutar 1. god. od Tx 0.52+£0.67vs. 1£0.76 0.01
Act unutar 1. god. od Tx 0.52+0.69vs. 1 £0.76 0.04
ti skor na 12 mj. 0.53+£0.79vs. 1 £1.04 0.07

U univarijatnoj analizi dob primatelja i progresija ci i ct skora unutar 1. god. od
transplantacije utjecu na ukupni gubitak presatka.
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Multivarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na ukupno prezZivljenje presatka

U multivarijatnu analizu ukljuceni su oni ¢imbenici koji su bilo signifikantni ili grani¢no
signifikantni u univarijatnoj analizi za ukupno prezivljenje bubreznog presatka. Zbog

kolinearnosti Aci i Act skora u mulitvarijatnu analizu ukljucen je samo Aci skor.

Tablica 3. Multivarijatna analiza ¢cimbenika koji utjecu na ukupno prezivljenje bubreznog
presatka

Beta (B) SE (B) p
Tip transplantacije (bubreg) 0.07 0.09 0.44
Aci skor unutar 1. god. od Tx 0.15 0.13 0.25
ti skor na 12 mj. od Tx 0.09 0.13 0.48
Dob primatelja 0.21 0.09 0.03

Legenda: Multivarijatna linearna regresijska analiza

U multivarijatnoj analizi ¢imbenika koji utjecu na ukupno prezivljenje bubreznog presatka

samo dob primatelja ostaje neovisni ¢imbenik za prezivljenje presatka.
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5.2.2 Funkcija presadenog bubrega izmedu skupina

imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima

U tablici 4 analizirana je bubrezna funkcija presatka 3, 6 i 12 mjeseci te 3 1 5 godina od

transplantacije izmedu skupina imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima.

Tablica 4. Funkcija presadenog bubrega izrazena kao procijenjena glomerulska filtracija

(eGFR) izmedu skupina imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima

Bubrezna funkcija nakon Tx Rano ukidanje steroida Na steroidima p
(eGFR; ml/min) (eGFR; ml/min)
3 mj. 5422 £16.39 50.52 £15.01 0.14
6 mj. 5427 +16.75 56.84 +17.79 0.52
12 mj. 55.68 £17.63 59.84 +16.83 0.19
3 god. 62.95 £21.44 62.99 £+ 18.75 0.62
5 god. 63.62 +20.57 65.82 £22.49 0.56

Izmedu pojedinih skupina na imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima nema

statistiCki znaCajne razlike u bubreznoj funkciji presatka na gore navedenim vremenima nakon

transplantacije.
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Univarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na funkciju bubreZnog presatka 5 godina od

transplantacije

U tablici 5 analizirani su ¢imbenici koji utjeCu na funkciju bubreznog presatka 5 godina od

transplantacije.

Tablica 5. Univarijatna analiza ¢imbenika koji utjecu na funkciju bubreznog presatka 5 god.

od transplantacije

eGFR (ml/min) p
Tip transplantacije (bubreg vs. SPKT) 58.78 £ 18.82 vs. 82.66 + 18.23 <0.001
Spol primatelja (muskarci vs. zene) 64.12 £20.65 vs. 65.1 +22.72 0.95
Spol donora (muskarci vs. Zene) 69.97 +20.43 vs. 57.51 £20.29 <0.001
Tip donora (zivi vs. preminuli) 56.16 = 14.21 vs. 68.12 £22.8 0.01
Rano ukidanje steroida (da vs. ne) 63.62 +20.57 vs. 65.82 +22.49 0.56
Akutno odbacivanje (da vs. ne) 60.03 +25.14 vs. 66.15 +19.36 0.14
Tip CNI-a (takrolimus vs. ciklosporin) 64.42 +21.39 vs. 63.49 +20.32 0.89
R p
Dob primatelja -0.24 0.01
Dob donora -0.51 <0.001
HLA MM 0.13 0.19
Prosje¢na konc. takrolimusa u 1. god. 0.07 0.49
Prosjecna konc. ciklosporina u 1. god. -0.66 0.07
Prosje¢na doza MMF-a u 1. god. 0.005 0.95
Aci unutar 1. god. -0.12 0.21
Act unutar 1. god. -0.06 0.53
ci skor na 12 mj. -0.24 0.01
ct skor na 12 mj. -0.25 <0.01
ti skor na 12 mj. -0.24 0.01
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U univarijatnoj analizi ¢imbenika koji utje¢u na funkciju bubreznog presatka 5 god. od

transplantacije statisticki znacajni su tip transplantacije, spol donora, tip donora, dob

primatelja, dob donora ci, ct i ti skor na 12 mj. od transplantacije.

Multivarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na funkciju bubreznog presatka 5 god. od

transplantacije

Cimbenici koji su univarijatnoj analizi bili statisti¢ki signifikantni uvrsteni su u multivarijatnu

analizu. Zbog kolinearnosti ci sa ct skorom na 12 mj. u multivarijatnu analizu uvrsten je samo

ci skor na 12 mj.

Tablica 6. Multivarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na funkciju bubreznog presatka 5 god.

od transplantacije

Beta (B) SE (B) P
Dob primatelja -0.21 0.09 0.02
Dob donora -0.23 0.11 0.04
Spol donora (Zene) -0.26 0.08 0.001
Tip donora (preminuli) 0.15 0.09 0.13
Tip transplantacije (bubreg) -0.16 0.11 0.15
ci skor na 12 mj. -0.005 0.13 0.97
ti skor na 12 mj. -0.28 0.13 0.04

Legenda: Multivarijatna linearna regresija

U multivarijatnoj analizi statisticki neovisni prediktori bubrezne funkcije presatka na 5 god.

od transplantacije ostaju dob primatelja i donora, spol donora te ti skor na 12 mj.
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5.3 Akutna odbacivanja u ovisnosti o steroidima

Analizirana su sva prava akutna i grani¢na odbacivanja u prvoj godini od transplantacije. U
tablici 7 prikazana je prevalencija svih odbacivanja izmedu pojedinih skupina imunosupresije
sa i bez steroida. Ukupno su napravljene 373 biopsije bubrega u 124 bolesnika. U skupini
bolesnika s brzim ukidanjem steroida (N bolesnika=79) 231 biopsija, a u skupini na
steroidima (N bolesnika=45) 142 biopsije. Prosjecan broj biopsija u skupini s brzim

ukidanjem steroida je bio 2.92 a u skupini na steroidima 3.16.

Tablica 7. Prevalencija akutnih odbacivanja u skupinama IS sa i bez steroida

Rano ukidanje Na steroidima p
steroida N (%) N (%)
Normalno 155 (67.2) 82 (57.8) 0.07
Grani¢no 47 (20.2) 44 (30.9) 0.02
1A 15 (6.5) 7(4.9) 0.51
A 2(0.9) 0 0.26
1B 7(3) 8(5.7) 0.22
1B 2(0.9) 0 0.26
Il 0 0
Humoralno 3(1.3) 1(0.7) 0.58
Ukupno 231 142

Vecina biopsija u obje skupine bila je bez odbacivanja. Broj biopsija bez odbacivanja bio je

veci u skupini s ranim ukidanjem steroida (67.2 vs. 57.8 %). Vise grani¢nih odbacivanja bilo
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je u skupini bolesnika na steroidima (20.2 vs. 30.9 %, p=0.02). Znacajnije razlike u ostalim

stupnjevima odbacivanjima medu skupinama nije bilo.

U prvoj godini od transplantacije 27 % bolesnika imalo je barem jednu epizodu akutnog
odbacivanja. Vrijeme do prvog odbacivanja (bez grani¢nog) izmedu pojedinih skupina
prikazano je na slici 4. Nema statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina

imunosupresije sa i bez steroida (Kaplan Meier analiza, p=0.96).

Slika 4. Odsutnost akutnog odbacivanja izmedu skupina imunosupresije sa i bez

steroida
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5.3.1 Utjecaj akutnog odbacivanja na prezivljenje
presadenog bubrega izmedu pojedinih skupina
imunosupresije sa i bez steroida

Na slici 5 prikazano je dugoro¢no ukupno prezivljenje bubreznog presatka s obzirom na

akutno odbacivanje (bez grani¢énog odbacivanja).

Slika 5. Ukupno preZivljenje presadenog bubrega necenzurirano za smrt bolesnika s obzirom
na akutno odbacivanje
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Legenda: Log-rank test, p=0.27

DA — bolesnici koji su imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

NE — bolesnici koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

Izmedu pojedinih skupina bolesnika sa i bez akutnog odbacivanja nema statisticki znacajne

razlike u ukupnom prezivljenju presadenog bubrega (Log-rank test, p=0.27).
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Na slici 6 prikazano je ukupno prezivljenje presadenog bubrega s obzirom na akutno

odbacivanje u skupini bolesnika s brzim ukidanjem steroida nakon transplantacije bubrega.

Slika 6. Ukupno prezivljenje presadenog s obzirom na akutno odbacivanje u skupini bolesnika

s ranim ukidanjem steroida
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Legenda: DA — bolesnici koji su imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije
NE — bolesnici koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

Log-rank test, p=0.13

U skupini bolesnika s ranim ukidanjem steroida akutno odbacivanje ne utjece na ukupno

prezivljenje presadenog bubrega (Log-rank test, p=0.13).
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Na slici 7 prikazano je ukupno prezivljenje presadenog bubrega s obzirom na akutno

odbacivanje u skupini bolesnika na steroidima nakon transplantacije bubrega.

Slika 7. Ukupno prezivljenje presadenog bubrega s obzirom na akutno odbacivanje u skupini

bolesnika na steroidima
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Legenda: Log-rank test, p=0.97
DA — bolesnici koji su imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

NE — bolesnici koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

U skupini bolesnika na steroidima u imunosupresiji nakon transplantacije akutno odbacivanje

ne utjece na ukupno prezivljenje presadenog bubrega (Log-rank test, p=0.97).
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5.3.1.1 Utjecaj akutnog odbacivanja ukljucujuci i
graniénog na prezivljenje bubreznog presatka u skupinama

imunosupresije sa i bez steroida

Slika 8. Dugoro¢no ukupno prezivljenje presadenog bubrega ovisnosti o akutnom odbacivanju

ukljucujuéi i grani¢no
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Legenda: Log-rank test, p=0.35

DA — bolesnici koji su imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

NE — bolesnici koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

Nema statisti¢ki znacajne razlike u dugoroénom prezivljenju presatka izmedu skupina sa i bez
akutnog odbacivanja ukljucujuéi i grani¢no odbacivanje (Log-rank test, p=0.35). U
podskupini bolesnika s ranim ukidanjem steroida nema statisticki znacajne razlike u

prezivljenju presatka izmedu skupine sa i bez akutnog odbacivanja (Log-rang test, p=0.25). U
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podskupini bolesnika na steroidima isto tako ne postoji razlika u prezivljenju presatka s

obzirom na akutno odbacivanje (Log-rank test, p=0.94).

5.3.1.2 Utjecaj akutnog odbacivanja na prezivljenje

presadenog bubrega cenzurirano za smrt bolesnika

Na slici 9 prikazano je dugoro¢no prezivljenje presadenog bubrega cenzurirano za smrt
bolesnika izmedu skupina bolesnika sa i bez akutnog odbacivanja.

Slika 9. Prezivljenje presadenog bubrega cenzurirano za smrt bolesnika u skupinama
bolesnika sa i bez preboljelog akutnog odbacivanja

105% ¢

e ‘-WATW+MW% i =it

90% |

75% }

60% |

45% |

Prezivljenje bubrega (%)

30% |

15% }

0%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Vrijeme nakon Tx (godine) - = NE

Legenda: Log-rank test, p=0.33

DA — bolesnici koji su imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

NE — bolesnici koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije
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Nema statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina u dugorocnom prezivljenju
presatka cenzuriranog za smrt bolesnika (Log-rank test, p=0.33). U podskupini s ranim
ukidanjem steroida (Log-rank test, p=0.47) i na steroidima (Log-rank test, p=0.49) nema

utjecaja akutnog odbacivanja na dugorocno prezivljenje presatka.

Na slici 10 prikazano je dugoro¢no prezivljenje presadenog bubrega cenzurirano za smrt
bolesnika izmedu skupina bolesnika sa i bez akutnog odbacivanja ukljucujuéi i grani¢no

odbacivanje.

Slika 10. Dugoroc¢no preZivljenje bubreznog presatka cenzurirano za smrt bolesnika izmedu
skupina bolesnika sa i bez akutnog odbacivanja
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Legenda: Log-rank test, p=0.14

DA — bolesnici koji su imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije

NE — bolesnici koji nisu imali epizodu akutnog odbacivanja u 1. god. od transplantacije
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Nema statisticki znacajne razlike u dugorocnom prezivljenju presatka cenzurirano za smrt
bolesnika izmedu skupina sa i bez akutnog odbacivanja gdje je i grani¢no odbacivanje
smatrano kao pravo akutno odbacivanje (Log-rank test, p=0.14). U podskupini s ranim
ukidanjem steroida (Log-rank test, p=0.25) i na steroidima (Log-rank test, p=0.38) nema

utjecaja akutnog odbacivanja na dugoro¢no prezivljenje presatka.
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5.3.2 Utjecaj akutnog odbacivanja na bubreznu funkciju
izmedu pojedinih skupina imunosupresije s ranim

ukidanjem steroida i na steroidima

U tablici 8 prikazana je bubrezna funkcija 3, 6, 12 mj. te 3 i 5 god. nakon transplantacije
izmedu skupina imunosupresije sa i bez ukidanja steroida u bolesnika s akutnim

odbacivanjem.

Tablica 8. Bubrezna funkcija u skupinama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na
steroidima u bolesnika s akutnim odbacivanjem

Bubrezna funkcija nakon Tx Rano ukidanje Na steroidima p
steroida (ml/min) (ml/min)
3 mj. 51.49 +15.04 48.67 + 8.97 0.65
6 mj. 49.59 + 13 56.48 £15.02 0.19
12 mj. 51.47 £15.97 59.79 £ 11.67 0.15
3 god. 60.66 £ 23.29 58.31 £18.82 1
5 god. 58.87 +15.04 62.14 +32.18 0.89
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U tablici 9 prikazana je bubrezna funkcija 3, 6, 12 mj. te 3 i 5 god. poslije transplantacije

izmedu skupina imunosupresije sa i bez ukidanja steroida u bolesnika bez akutnog

odbacivanja

Tablica 9. Bubrezna funkcija u skupinama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na

steroidima u bolesnika bez epizode akutnog odbacivanja

Bubrezna funkcija nakon Tx Rano ukidanje Na steroidima p
steroida (ml/min) (ml/min)
3 mj. 51.49 + 15.04 48.67 £ 8.97 0.65
6 mj. 49.59 + 13 56.48 £15.02 0.19
12 mj. 51.47 £15.97 59.79 £ 11.67 0.15
3 god. 60.66 + 23.29 58.31 £18.82 1
5 god. 58.87 +15.04 62.14 £ 32.18 0.89

Nema statisticki znacajne razlike u bubreZnoj funkciji izmedu pojedinih skupina
imunosupresije neovisno o preboljeloj epizodi akutnog odbacivanja.

43



U tablici 10 prikazana je bubrezna funkcija 3, 6, 12 mj. te 3 1 5 god. nakon transplantacije
izmedu skupina imunosupresije sa i bez ukidanja steroida u bolesnika s akutnim

odbacivanjem gdje je i grani¢no odbacivanje smatrano kao pravo akutno odbacivanje.

Tablica 10. Bubrezna funkcija u skupinama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na
steroidima u bolesnika s preboljelom epizodom akutnog odbacivanja ukljuéujuci i grani¢no

Bubrezna funkcija nakon Tx Rano ukidanje steroida Na steroidima p
(ml/min) (ml/min)
3 mj. 53.56 + 14.67 49.59 +£12.52 0.29
6 mj. 51.66+12.93 57.87 £16.39 0.13
12 mj. 52.31+15.29 58.51 +15.44 0.08
3 god. 59.65 +20.99 56.05 £18.48 0.25
5 god. 60.05 +20.9 65.23 £24.65 0.29
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U tablici 11 prikazana je bubrezna funkcija 3, 6, 12 mj. te 3 1 5 god. poslije transplantacije

izmedu skupina imunosupresije sa i bez ukidanja steroida u bolesnika bez akutnog

odbacivanja ukljucujudéi i grani¢no odbacivanje.

Tablica 11. Bubrezna funkcija u skupinama imunosupresije s brzim ukidanjem steroida i na
steroidima u bolesnika bez epizode akutnog odbacivanja ukljucujuci i grani¢no

BubrezZna funkcija nakon Tx Rano ukidanje steroida Na steroidima p
(ml/min) (ml/min)
3 mj. 55.36 £ 18.58 52.51+19.73 0.41
6 mj. 57.73 £20.45 54.55 £21.05 0.43
12 mj. 60.13 +£19.68 62.78 £19.85 0.81
3 god. 67.54 £21.53 62.87 £20.13 0.61
5 god. 68.68 £19.31 67.37 £16.36 0.83

Nema statisti¢ki znacajne razlike u bubreznoj funkciji izmedu pojedinih skupina

imunosupresije neovisno o preboljeloj epizodi akutnog odbacivanja kad se 1 grani¢no

odbacivanje smatra kao pravo akutno odbacivanje.
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5.3.3 Utjecaj akutnog odbacivanja na progresiju
intersticijske fibroze i tubularne atrofije izmedu skupine s

ranim ukidanjem steroida i na steroidima

Utjecaj akutnog odbacivanja (bez grani¢nog) na progresiju IF/TA-e izmedu skupina s ranim

ukidanjem steroida i na steroidima prikazan je u tablici 12.

Tablica 12. Progresija IF/TA-e u bolesnika s akutnim odbacivanjem izmedu skupina s ranim
ukidanjem steroida i na steroidima

Rano ukidanje steroida Na steroidima p
Aci 0.73£0.77 0.67+0.78 0.84
Act 0.59+0.79 0.75+0.75 0.5

Progresija IF/TA-e u skupini bolesnika bez akutnog odbacivanja (bez grani¢nog) izmedu
skupina s ranim ukidanjem steroida i na steroidima prikazana je u tablici 13.

Tablica 13. Progresija IF/TA-¢ u bolesnika bez akutnog odbacivanja izmedu skupina s ranim
ukidanjem steroida i na steroidima

Rano ukidanje Na steroidima p
steroida
Aci 0.44 £0.63 0.69 +0.77 0.16
Act 0.58 £0.63 0.76 £0.71 0.3

Rano ukidanje steroida nema utjecaja na progresiju IF/TA-e neovisno o akutnom odbacivanju.
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Utjecaj akutnog odbacivanja (ukljucujuci i grani¢no) na progresiju IF/TA-e izmedu skupina s
ranim ukidanjem steroida i na steroidima prikazan je u tablici 14.

Tablica 14. Progresija IF/TA-¢ u bolesnika s akutnim odbacivanjem (uklju¢eno i grani¢no)
izmedu skupina s ranim ukidanjem steroida i na steroidima

Rano ukidanje steroida Na steroidima p
Aci 0.62+0.72 0.71+0.78 0.69
Act 0.6 +0.72 0.77+0.72 0.26

Progresija IF/TA-e u skupini bolesnika bez akutnog odbacivanja (ukljuc¢eno i grani¢no)
izmedu skupina s ranim ukidanjem steroida i na sterodima prikazana je u tablici 15.

Tablica 15. Progresija IF/TA-e u bolesnika bez akutnog odbacivanja (ukljuceno i grani¢no)
izmedu skupina s ranim ukidanjem steroida i na steroidima

Rano ukidanje steroida Na steroidima p
Aci 0.38+0.6 0.64+0.74 0.3
Act 0.56 +£0.61 0.71+0.73 0.56

Rano ukidanje steroida nema utjecaja na progresiju IF/TA-e neovisno o akutnom odbacivanju
¢ak 1 onda kada se grani¢no odbacivanje smatra kao pravo akutno odbacivanje.
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5.4 Progresija kronicnih skorova tijekom 1. god. od
transplantacije

Analizirana je progresija ci i ct skora tijekom 1. godine od Tx. U tablici 16 prikazana je
vrijednost skorova pri implantaciji (nulta biopsija) i 12 mj. od transplantacije bubrega.

Tablica 16. Vrijednosti ci i ct skora pri implantaciji i 12 mj. od Tx

nulta biopsija 12 mjeseci p
ci skor 0.17 £ 0.42 0.69 +0.74 <0.001
ct skor 0.23 £0.46 0.79+0.7 <0.001

Tijekom prve godine dolazi do statisticki znacajne progresije intersticijske fibroze i tubularne

atrofije.
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5.4.1 Incidencija progresije intersticijske fibroze i
tubularne atrofije po tezini progresije

U tablici 17 prikazana je raspodjela progresije intersticijske fibroze i tubularne atrofije prema

stupnju progresije.

Tablica 17. Prikaz Aci i Act prema stupnju progresije

0 1 2 3
ACi 67 (54) 43 (35) 13 (10) 1(1)
Act 58 (47) 53 (43) 12 (9) 1(1)

N broj biopsija s postotkom u zagradi

Progresije ci skora nije bilo u 54 % bolesnika a ct skora u 47 % bolesnika. Naj¢es¢i je blagi
stupanj progresije intersticijske fibroze (35%) i tubularne atrofije (43%).
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5.4.2 Utjecaj steroida na progresiju intersticijske fibroze

U skupini s ranim ukidanjem steroida u 57 % bolesnika nema progresije ci skora, 35 % ima
progresijuzal, 6 % za 2 i1 % za 3. U skupini bolesnika na steroidima nema progresije u 49
% bolesnika, 33 % ima progresiju 1, 18 % ima progresiju za 2. Nema statisti¢ki znacajne

razlike medu pojedinim skupinama imunusupresije sa i bez steroida prema tezini progresije ci

skora (Chi-kvadrat test, p=0.52).

Tablica 18. Stupnjevi progresije ci skora izmedu skupina imunosupresije s ranim ukidanjem
steroida i na steroidima

Aci Rano ukidanje steroida N Na steroidima p
(%) N (%)

0 45 (56.9) 22 (48.9) 0.39

1 28 (35.4) 15 (33.3) 0.81

2 5 (6.3) 8 (17.8) 0.04

3 1(1.3) 0 0.45

Ukupno 79 45
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Srednja vrijednost progresije ci skora u skupini s brzim ukidanjem steroida je 0.52 & 0.62 vs.
0.69 £ 0.76 u bolesnika na steroidima, p=0.28 (slika 11).

Slika 11. Srednja vrijednost progresije ci skora izmedu skupina s ranim ukidanjem steroida i
na steroidima

16 ¢
14}
1.2} -
10}

0,8}

delta ci

0,6

04}

0,2}

0,0

BRZO UKIDANJE STEROIDA

Legenda: Prikazana je srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, p=0.28.
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Univarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na progresiju intersticijske fibroze

Tablica 19. Univarijatna analiza ¢imbenika koji utjeCu na progresiju ci skora unutar 1. god. od
transplantacije

Aci p
Tip transplantacije (bubreg vs. SPKT) 0.63 £0.76 vs. 0.43 £ 0.5 0.36
Spol primatelja (muskarci vs. Zene) 0.64 £0.74 vs. 0.45 £ 0.64 0.17
Spol donora (muskarci vs. zene) 0.63 £0.75vs. 0.52 £0.67 0.45
Tip donora (zivi vs. preminuli) 0.49+£0.73vs.0.62+0.7 0.22
Rano ukidanje steroida (da vs. ne) 0.51 £0.68 vs. 0.69 +0.76 0.23
Akutno odbacivanje (da vs. ne) 0.71 £0.76 vs. 0.52 £ 0.68 0.28
Tip CNI-a (takrolimus vs. ciklosporin) ~ 0.55 + 0.69 vs. 0.83 + 0.83 0.23

R p
Dob primatelja 0.03 0.75
Dob donora 0.1 0.26
HLA MM -0.01 0.96
Prosjecna konc. takrolimusa -0.08 0.41
Prosjecna konc. ciklosporina 0.49 0.15
Prosje¢na doza MMF-a -0.19 0.03
ci na nultoj biopsiji -0.28 <0.01
ti skor na 12 mj. 0.65 <0.01

Prosje¢na doza MMF-a u 1. godini transplantacije, ci skor na implantacijsoj biopsiji te ti skor

na 12 mj. su statisticki znacajni za progresiju ci skora u univarijatnoj analizi.
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Multivarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na progresiju intersticijske fibroze

Cimbenici koji su bili statisticki signifikantni i grani¢no signifikantni su uvrsteni u

multivarijatnu analizu (tablica 20).

Tablica 20. Multivarijatna linearna regresija ¢imbenika koji utje¢u na Aci

Beta () SE (B) P
ci skor na 0 mj. -0.33 0.06 <0.01
ti skor na 12 mj. 0.73 0.06 <0.01
prosje¢na doza MMF-a -0.09 0.06 0.17
spol primatelja (muskarci) -0.01 0.06 0.89

Samo ci skor na implantacijskoj biopsiji i ti skor na 12 mj. ostaju neovisni ¢imbenici

progresije intersticijske fibroze unutar prve godine od transplantacije bubrega.
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5.4.3 Utjecaj steroida na progresiju tubularne atrofije

U skupini s ranim ukidanjem steroida 51 % bolesnika nema progresiju ct skora, 42 % ima za

1,6% za2i1% za 3. U skupini bolesnika na steroidima 40 % nema progresiju ct skora, 44

% ima progresiju 1 1 16 % za 2. Nema statisti¢ki znacajne razlike medu pojedinim skupinama

imunusupresije sa i bez steroida prema tezini progresije ct skora.

Tablica 21. Stupnjevi progresije ct skora izmedu skupina imunosupresije s ranim ukidanjem

steroida i na steroidima

Act Rano ukidanje Na steroidima p
steroida N (%) N (%)

0 40 (50.6) 18 (40) 0.25

1 33 (41.8) 20 (40.4) 0.77

2 5 (6.3) 7 (15.6) 0.09

3 1(1.3) 0 0.45

Ukupno 79 45
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Srednja vrijednost progresije tubularne atrofije u skupni s ranim ukidanjem steroida je 0.58 +
0.67 vs. 0.76 = 0.71, p=0.17 u skupini bolesnika koja je imala steroide u imunosupresiji
odrzavanja.

Slika 12. Srednja vrijednost progresije ct skora izmedu skupina s ranim ukidanjem steroida i
na steroidima
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Legenda: Prikazana je srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, p=0.17.
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Univarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na progresiju tubularne atrofije

Tablica 22. Univarijatna analiza ¢imbenika koji utjecu na progresiju ct skora unutar 1. god. od
transplantacije

Act p
Tip transplantacije (bubreg vs. SPKT) 0.67+0.74 vs. 0.57 vs. 0.5 0.81
Spol primatelja (muskarci vs. zene) 0.71 £ 0.72 vs. 0.5 £0.59 0.13
Spol donora (muskarci vs. zene) 0.64 £ 0.72 vs. 0.65 + 0.65 0.8
Tip donora (zivi vs. preminuli) 0.57£0.73 vs. 0.68 £ 0.67 0.3
Rano ukidanje steroida (da vs. ne) 0.58 £0.67 vs. 0.76 £ 0.71 0.17
Akutno odbacivanje (da vs. ne) 0.65 +£0.77 vs. 0.63 + 0.65 0.87
Tip CNI-a (takrolimus vs. ciklosporin)  0.63 + 0.67 vs. 0.83 + 0.83 0.4
R p
Dob primatelja 0.02 0.82
Dob donora 0.04 0.63
HLA MM 0.06 0.53
Prosjecna konc. takrolimusa -0.09 0.33
Prosjec¢na konc. ciklosporina 0.22 0.54
Prosje¢na doza MMF-a -0.23 0.01
ct na nultoj biopsiji -0.41 <0.01
ti skor na 12 mj. 0.58 <0.01

Prosje¢na doza MMF-a u 1. godini transplantacije, ct skor na implantacijskoj biopsiji te ti
skor na 12 mj. su statisticki znacajni za progresiju ct skora u univarijatnoj analizi.

56



Multivarijatna analiza ¢imbenika koji utjeCu na progresiju tubularne atrofije

Cimbenici koji su bili statisticki signifikantni i grani¢no signifikantni su uvrsteni u

multivarijatnu analizu (tablica 23).

Tablica 23. Multivarijatna analiza ¢imbenika koji utje¢u na Act

Beta (B) SE (B) p
ct skor na 0 mj. -0.27 0.06 <0.01
ti skor na 12 mj. 0.71 0.06 <0.01
Prosje¢na doza MMF-a -0.06 0.07 0.39
Spol primatelja (muskarci) -0.01 0.06 0.93
Rano ukidanje steroida (ne) 0.09 0.06 0.12

Samo ct skor na implantacijskoj biopsiji i ti skor na 12 mj. od transplantacije ostaju neovisni

¢imbenici progresije tubularne atrofije unutar prve godine od transplantacije bubrega.
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5.4.4 Progresija ostalih kroniénih skorova tijekom 1. god.

od transplantacije

Analizirani su ostali kroni¢ni skorovi te njihova progresija tijekom 1. godine od

transplantacije bubrega. Kroni¢ni skorovi koji su analizirani su: cg — kroni¢na

glomerulopatija, mm- povecanje mezangijalnog matriksa, cv — vaskularna fibroza i ah skor —

hijalinoza arteriola. Skorovi su o¢itavani na implantacijskim i 12 mj. biopsijama presatka.

Tablica 24. Progresija ostalih kroni¢nih skorova tijekom prve godine od transplantacije

nulta biopsija 12 mjeseci p
cg skor 0+0 0.02+£0.15 0.08
mm skor 0+£0 0.08 +0.4 0.01
cv skor 0.23 £0.67 0.26 + 0.66 0.7
ah skor 0.59+0.9 0.75+0.98 0.11

Tijekom prve godine dolazi do statisticki znacajne progresije samo mm skora.
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5.4.4.1 Progresija ostalih kroniénih skorova u ovisnosti o
steroidima

U tablici 25 prikazane su srednje vrijednosti progresije cg, mm, cv i ah skora tijekom 1.
godine od transplantacije izmedu pojedinih skupina imunosupresije s ranim ukidanjem

steroida i bolesnicima koji su na steroidima.

Tablica 25. Progresija cg, mm, cv i ah skora izmedu skupina imunosupresije s brzim
ukidanjem steroida i na steroidima

Rano ukidanje DA NE p
steroida
cg skor 0.03+0.16 0.02+£0.16 0.98
mm skor 0.08 £ 0.42 0.11£0.38 0.65
cv skor 0.23+£0.67 0.26 £0.62 0.64
ah skor 0.44 £0.81 0.36 £0.57 0.87

Nema statisticki znacajne razlike u progresiji gore navedenih skorova izmedu skupina

imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na sterodima.



5.5 Skor totalne upale na 12 mj. od transplantacije
bubrega

ti skor na 12 mj. veéi od 0 prisutan je u 39 % bolesnika na protokol biopsijama. 22 %

bolesnika ima ti skor 1, 15% ima ti skor 2 dok manje od 1 % bolesnika ima ti skor 3.

Postoji snazna korelacija ti skor na 12 mj. sa ci i ct skorom na 12 mj. te progresijom

intersticijske fibroze i tubularne atrofije 1 god. od transplantacije (slika 13 i 14).
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5.5.1 Statisticka analiza cimbenika koji utjecu na nastanak
totalne upale

Tablica 26. Univarijatna analiza ¢imbenika koji su povezani s ti skorom na protokol biopsiji 1

god. nakon tx.

ti skor p
Tip transplantacije (bubreg vs. SPKT) 0.64 +£0.89vs. 0.43 £0.57 0.6
Spol primatelja (muskarci vs. Zene) 0.69 + 0.88 vs.0.36 + 0.68 0.04
Spol donora (muskarci vs. Zene) 0.61 +£0.82 vs. 0.55 +0.86 0.54
Tip donora (zivi vs. preminuli) 0.44 £0.79 vs. 0.65 + 0.85 0.15
Rano ukidanje steroida (da vs. ne) 0.54 £ 0.86 vs. 0.67 £0.79 0.23
Akutno odbacivanje (da vs. ne) 0.93+£0.99vs.0.46 +0.73 0.01
Tip CNI-a (takrolimus vs. ciklosporin) 0.56 £0.83 vs. 0.8 £ 0.92 0.38

R P
Dob primatelja -0.08 0.4
Dob donora 0.06 0.54
HLA MM -0.06 0.5
Prosjecna konc. takrolimusa -0.15 0.12
Prosjecna doza MMF-a -0.09 0.35
cinal2m;. 0.76 <0.01
ctna 12 mj. 0.72 <0.01

U univarijatnoj analizi ¢imbenika koji utjeCu na nastanak totalne upale 12 mj. od
transplantacije samo spol primatelja, kroni¢ni skor intersticijske fibroze i tubularne atrofije na
12 mj. su statisti¢ki znacajni. Aci i Act nisu uvrsteni u analizu zbog kolinearnosti sa ci i ct

skorom na 12 mj. od transplantacije.

61



Tablica 27. Multivarijatna analiza ¢imbenika koji su povezani s totalnom upalom 12 mj.

poslije Tx

Beta () SE (B) p
ci skor na 12 mj. 0.47 0.11 <0.01
prosjecna konc. takrolimus u 1. god.  -0.16 0.06 <0.01
spol primatelja (muskarci) 0.03 0.06 0.65
akutno odbacivanje (ne) -0.17 0.06 <0.01

Legenda: Multivarijatna linearna regresija

U multivarijatnoj analizi ci skor na 12 mj., epizoda akutnog odbacivanja te prosje¢na konc.
takrolimusa u 1. god. od transplantacije ostaju neovisni ¢imbenici nastanka totalne upale na

protokol biospijama bubrega 12 mj. poslije transplantacije.
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5.5.2 Korelacija skora totalne upale s progresijom

intersticijske fibroze i tubularne atrofije

Korelacija ti skora na 12 mj. s progresijom skora intersticijske fibroze tijekom prve godine od
transplantacije bubrega prikazana je na slici 13. Faktor korelacije za Aci je R=0.65 a za Act
R=0.58 (p<0.001).

Slika 13. Korelacija ti skora na 12 mj. s progresijom intersticijske fibroze unutar 1 god. od

transplantacije

3,0

2,5

deltaci

10,0 05 10 15 2,0 25 3,0
ti 12 skor na 12 mj.
Legenda: Spearmanova korelacija, R=0.65, p<0.001
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Slika 14. Korelacija ti skor na 12 mj. s progresijom tubularne atrofije unutar 1 god. od

transplantacije

3,0

2,5

delta ct

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

ti skor na 12 mj.

Legenda: Spearmanova korelacija, R=0.65, p<0.001

Postoji snazna korelacija ti skora na 12 mj. s progresijom intersticijske fibroze i tubularne

atrofije unutar prve godine od transplantacije bubrega.
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5.5.3 Korelacija skora totalne upale na 12 mj. s
bubreznom funkcijom presatka

U tablici 27 prikazana je korelacija ti skora 12 mj. od transplantacije s bubreznom funkcijom

presatka 3, 6, 12 mjeseci te 3 i 5 godina od transplantacije.

Tablica 27. Korelacija ti skora na 12 mj. s bubreznom funkcijom presatka

ti skor na 12 mj.

Bubrezna funkcija nakon Tx R p
3 mj. -0.04 0.67
6 mj. -0.03 0.78
12 mj. -0.09 0.34
3 god. -0.14 0.13
5 god. -0.24 0.01

ti skor na 12 mj. od transplantacije je statisticki znacajan ¢imbenik bubrezne funkcije presatka
na 5 godina od transplantacije (R=-0.24, p=0.015). U mulitivarijatnoj analizi ti skor na 12 mj.
ostaje statisticki znacajan negativan ¢imbenik bubrezne funkcije presatka na 5 god. od

transplantacije (tablica 6).
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ti skor na 12 mj. je neovisan negativan ¢imbenik bubrezne funkcije na 5 god. od
transplantacije.

Slika 15. Korelacija ti skora na 12 mj. s bubreznom funkcijom presatka na 5 god. od Tx
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Bubrezna funkcija presatka na 5 god. (ml/min)
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0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

ti skor na 12 mj. od Tx

Legenda: Spearmanova korelacija, R=-0.24, p=0.015
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5.5.4 Skor totalne upale na 12 mj. izmedu skupina s ranim
ukidanjem steroida i na steroidima

ti skor na 12 mj. izmedu pojedinih skupina IS s brzim ukidanjem steroida i na steroidima je
0.54 £0.86 vs. 0.67 = 0.79, p=0.23. Izmedu pojedinih skupina sa i bez steroida nema
statistiCki znaCajne razlike u ti skoru na 12 mjeseci od transplantacije.

Slika 16. Usporedba ti skora na 12 mj. izmedu skupine s ranim ukidanjem steroida i na
steroidima
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Legenda: Srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, p=0.23

67



5.6 Prediktivna vrijednost epitelno-mezenhimne tranzicije
za nastanak IF/TA-e

Za odredivanje EMT-a i njene prediktivne vrijednosti u nastanku IF/TA-e analizirane su
biopsije bubrega 1. i 3. mj. od transplantacije bubrega kod 15 bolesnika s ranim ukidanjem

steroida i kod 15 bolesnika na sterodima u imunosupresiji odrzavanja.

Progresija ci i ct skora kod ove podskupine bolesnika prikazana je u tablici 28.

Tablica 28. Vrijednosti ci i ct skora pri implantaciji i 12 mj. od Tx u podskupini bolesnika za

EMT

nulta biopsija 12 mjeseci p
ci skor 0.18£0.48 0.86+0.8 <0.001
ct skor 0.21+0.42 0.96 £0.74 <0.001

Uc¢injenom statistickom analizom dokazana je progresija ci i ct skora unutar prve godine od

transplantacije bubrega.
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Mikroskopski su pregledana i analizirana sva vidna polja na svim uzorcima. Nije naden
pozitivni EMT ni na jednoj biopsiji bubrega 1. i 3. mj. od transplantacije. Na slici 17 i 18
prikazan je uzorak biopsije transplantiranog bubrega imunohistokemijski bojan na E-kadherin

1 a-glatki misic¢.

Slika 17. Imunohistokemijsko bojenje uzorka transplantiranog bubrega na E-kadherin i a-
glatki misi¢, povecanje 400 x

Slika 18. Imunohistokemijsko bojenje uzorka transplantiranog bubrega na E-kadherin i a-
glatki misi¢, povecanje 600 x

y & u‘m—m# "".i
>'- . A P

Legenda: Crveno se boji a-glatki misi¢, a smede E kadherin. a-glatki mi$i¢ je pozitivan u intersticiju, a E kadherin u

distalnim tubulima. Nema pozitivnhog EMT-a.
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6. RASPRAVA

Protokol s ranim ukidanjem steroida nakon transplantacije bubrega uvodi se vise u
klini¢ku praksu krajem 90-ih godina proslog stoljec¢a kada po¢inje upotreba modernih
imunosupresivnih lijekova MMF-a i takrolimusa [68]. Godine 2006. broj bolesnika lije¢enih
prema tom protokolu u SAD-u je bio 40 %. Od tada je taj broj u kontinuiranom padu i po
zadnjem registru iz 2017 god. iznosi 30 % [24]. Razloge toga treba traziti u objavljenim
studijama u kojima je prikazana povecana incidencija akutnih odbacivanja u tih bolesnika. 5-
godisnji rezultati u randomiziranoj studiji Woodlea i sur. s ranim ukidanjem steroida (7 dana
poslije transplantacije) pokazali su vecu prevalenciju akutnog stani¢nog odbacivanja u skupini
s ranim ukidanjem steroida u odnosu na one koji su bili trajno lijeceni steroidima nakon
transplantacije bubrega (p=0.04) [18]. Vecina tih odbacivanja je bila IA stupnja te nije imala
utjecaja na 5-godisnje prezivljenje bolesnika i presatka niti na bubreznu funkciju presatka.
Rezultati FREEDOM studije su takoder pokazali vecu prevalenciju akutnog odbacivanja u
skupini s ranim ukidanjem steroida u odnosu na bolesnike koji su imali steroide u
imunosupresiji odrzavanja nakon transplantacije bubrega (p=0.046) [17]. | u ovoj studiji je
vecina akutnih odbacivanja bila IA stupnja. Nakon ovih dviju studija dolazi do smanjene
primjene protokola imunosupresije s ranim ukidanjem steroida nakon transplantacije bubrega.
U obje studije su zamijeceni pozitivni u¢inci ranog ukidanja steroida u obliku smanjenja
kardiovaskularnih ¢imbenika rizika (niZi trigliceridi, smanjeno dobivanje na tjelesnoj tezini te
manja upotreba inzulina u NODAT-u) $to bi trebalo ohrabriti klini¢are u ¢es¢em koristenju

protokola s ranim ukidanjem steroida.

Cilj ove studije bio je odrediti utjecaj ranoga ukidanja steroida na dugoro¢ne ishode
transplantacije bubrega u bolesnika s presadenim bubregom ili kombiniranom
transplantacijom bubrega i guSterace. Poseban naglasak je stavljen na progresiju IF/TA-e
nakon transplantacije i utjecaj ranoga ukidanja steroida na istu. Prikazani rezultati 5-godis$njeg
prezivljenja bolesnika i presatka izmedu skupina s ranim ukidanjem steroida i na steroidima
su bez statisticke razlike medu skupinama te su u skladu s objavljenim studijama [18, 69].
Nije utvrdena ni razlika u progresiji IF/TA-e i drugih patohistoloskih skorova medu dvjema
skupinama. U retrospektivnoj studiji Luana i sur. iz ameri¢kog transplantacijskog registra
ukljuceno je 95755 bolesnika s transplantiranim bubregom 2000 — 2006. godine [70].
Bolesnici s ranim ukidanjem steroida imali su statisticki znacajno bolje jedno- i
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Cetverogodisnje prezivljenje presatka i bolesnika u odnosu na bolesnike koji su imali steroide
u imunosupresiji odrzavanja (p<0.001). Prema samim autorima te rezultate treba tumaciti uz
veliku dozu opreza zbog retrospektivnog dizajna studije i velike razlike u kovarijablama
izmedu skupina. Studije Matasa i suradnika su jedine objavljene studije s dugogodisnjim (5-,
10- i 15-godisnjim) prac¢enjem bolesnika lijeCenih prema protokolu s ranim ukidanjem
steroida [45, 46, 71]. U tim studijama je 5-godisnje prezivljenje bolesnika s presatkom sa
zivog donora bilo 90%, a od preminulog donora 86% u skupini s ranim ukidanjem steroida. 5-
godisnje prezivljenje bubreznog presatka od Zivog donora, necenzuriranog za smrt bolesnika,
je 82% a od preminulog donora 77% u skupini s ranim ukidanjem steroida. U skupini s ranim
ukidanjem steroida imali su jednako 10-godisnje, a bolje 15-godisnje prezivljenje i bolesnika i
presatka. Utjecaj ranog ukidanja steroida na smanjenje kardiovaskularnih ¢imbenika rizika,
ranije dokazano u viSe studija, po prvi puta je rezultiralo i ve¢im 15-godiSnjim prezivljenjem
bolesnika i presatka u bolesnika s brzim ukidanjem steroida. 5-godisnje prezivljenje bolesnika
neovisno o tipu donora u nasoj studiji bilo je 95%, a presatka (cenzurirano za smrt bolesnika)
96% u obje skupine imunosupresije te je istovjetno 5-godisnjem prezivljenju bolesnika i
presatka u ASTELLAS studiji. Bolje sveukupno prezivljenje u nasoj studiji u usporedbi s
rezultatima iz studije Matasa i sur. je vjerojatno posljedica razli¢itih uklju¢nih kriterija
izmedu studija (bolesnici bez odgodene funkcije presatka, bolesnici s niskim imunoloskim

rizikom).

U ovom istrazivanju se prevalencija akutnih odbacivanja prema stupnjevima
odbacivanja nije razlikovala medu skupinama imunosupresije sa i bez steroida. Vise
grani¢nog odbacivanja bilo je u skupini bolesnika sa steroidima, ali ta razlika nije imala
statisticku znacajnost (p=0.07). Incidencija akutnih odbacivanja u 1. god. od transplantacije
bila je 27 % u obje skupine imunosupresije. Akutno odbacivanje nije utjecalo na dugoro¢no
prezivljenje bolesnika i presatka niti na bubreznu funkciju u obje skupine. Neovisno o tome je
li grani¢no odbacivanje analizirano kao pravo odbacivanje ili ne, nije bilo utjecaja na
prezivljenje bolesnika i presatka niti na bubreznu funkciju presatka. Vise studija pokazalo je
vecu incidenciju akutnih odbacivanja rano nakon transplantacije bubrega u skupini bolesnika
s ranim ukidanjem steroida [17,18,72]. Ni u jednoj od tih studija razlika u incidenciji akutnih
odbacivanja nije rezultirala razlikom u dugoro¢nom prezivljenju bolesnika i presatka. Veéina
tih akutnih odbacivanja je blagog stupnja te dobro odgovara na lije¢enje bolusima steroidima.
Ovi rezultati potvrduju ranije rezultate studija u kojima je dokazano da lije¢eno akutno

odbacivanje u eri moderne imunosupresije nema utjecaja na prezivljenje bolesnika i presatka
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[73]. Eventualni utjecaj akutnog odbacivanja na razvoj dnDSA i kasnije pojavu kroni¢nog
odbacivanja posredovanog protutijelima u protokolu s ranim ukidanjem steroida nije dovoljno

ispitan.

Jedan od patofizioloskih mehanizama kojim se objasnjava manja incidencija akutnih
odbacivanja u bolesnika sa steroidima u imunosupresiji je niza razina NK stanica nakon
transplantacije kao posljedica upotrebe steroida [74]. U indukcijskoj imunosupresiji u
bolesnika u SAD-u se najc¢es¢e koristi antitimocitni globulin posljedi¢no misljenju da
antitimocitni globulin smanjuje incidenciju akutnih odbacivanja [75]. Rezultati Harmony
studije su pak pokazali istovjetnost indukcije imunosupresije s antitimocitnim globulinom u
odnosu na basiliksimab u bolesnika s ranim ukidanjem steroida. Broj akutnih odbacivanja u
skupini s antitimocitnim globulinom u indukciji nije bio znac¢ajno manji nego u skupini s
basiliksimabom (9.9 vs. 10.6 %, p=0.87) [23]. S druge strane, u vise studija je pokazana
povecéana incidencija infekcija i limfoproliferativnih bolesti nakon upotrebe antitimocitnog
globulina [49,76-78].

Subklinic¢ka upala se smatra znacajnim prediktorom prezivljenja i funkcije presatka
[79, 80]. Ti skor opisuje ukupni upalni infiltrat u parenhimu bubrega neovisno o fibrozi te je
prvi puta uveden u Banff 07 klasifikaciju [67]. U ovom istrazivanju je ti skor na protokol
biopsijama presatka u€injenim 12 mj. od transplantacije neovisni negativni prediktor bubrezne
funkcije u 5. god. od transplantacije te ¢imbenik progresije IF/TA-e u 1. god. od
transplantacije. U 39 % bolesnika je ti skor na biopsiji bubrega 12 mj. nakon transplantacije
bio veci od 0. U studiji Mehta 1 sur. je subklinicka upala na protokol biopsijama u 3. mj. od
transplantacije u skupini bolesnika s ranim ukidanjem steroida bila neovisni ¢imbenik za
nastanak dnDSA [44]. Takoder je bila neovisni negativni ¢imbenik za prisutnost [F/TA-e 12
mj. nakon transplantacije (p=0.008) te nize bubrezne funkcije 2 god. nakon transplantacije
(p=0.05) u odnosu na bolesnike koji nisu imali upalu na protokol biopsijama 3 mj. od
transplantacije. U bolesnika koji su imali subklinicku upalu bilo je vise epizoda akutnog
odbacivanja unutar 1 god. od transplantacije bubrega (24 % vs. 10%, p=0.015). Ovi rezultati
su u skladu s nasim istrazivanjem u kojem se epizoda akutnog odbacivanja pokazala
neovisnim prediktorom ti skora u biopsiji presatka 12 mj. od transplantacije. Studija
Nankivella i sur. je pokazala da steroidi sami nisu dovoljni u lije¢enju subklini¢kih
odbacivanja [81]. Naime, u kontrolnim biopsijama nakon lijecenja subklinickog odbacivanja
steroidima 50% bolesnika ima perzistirajuce odbacivanje. U nasem istraZivanju ne postoji

statisti¢ka razlika u ti skoru 12 mj. nakon transplantacije medu skupinama imunosupresije sa i
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bez steroida. Ti rezultati daju naslutiti da niska doza steroida u imunosupresiji odrZzavanja nije
dovoljna da suprimira upalu u parenhimu bubrega. Studija Shishida i sur. je pokazala da je
perzistentna kroni¢na upala odgovorna za progresiju IF/TA-e [82]. Brza progresija IF/TA-e,
losija bubreZna funkcija presatka te loSije prezivljenje presatka 5 god. od transplantacije bila
je u skupini bolesnika koji su imali prisutne histoloske znakove subklini¢ke upale u
biopsijama bubrega s IF/TA-om. Kod bolesnika s IF/TA-om bez znakova upale je progresija
iste unutar 5 god. od transplantacije bila neznatna kao Sto je neznatno bilo i smanjenje
bubrezne funkcije. U nasem istrazivanju se ti skor pokazao snaznim neovisnim negativnim

¢imbenikom progresije IF/TA-e u 1. god. nakon transplantacije.

Prema nasim saznanjima, ovo je prva studija u kojoj je analiziran utjecaj ranog
ukidanja steroida nakon transplantacije na progresiju IF/TA-e u bolesnika s niskim
imunoloskim rizikom uz indukcijsku imunosupresiju protutijelom na IL-2 receptor, te
kalcineurinski inhibitor (ve¢inom takrolimus) i MMF u imunosupresiji odrzavanja. U
istrazivanju je utvrdena statisti¢ki znacajna progresija IF/TA-e u 1. god. nakon transplantacije
bubrega (p<0.001). U 50% bolesnika nije bilo progresije IF/TA-e, dok je u 40% progresija
bila blaga, za 1 stupanj, u 1. god. nakon transplantacije bubrega. Nije bilo statisticki znacajne
razlike u progresiji IF/TA-e izmedu protokola imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i sa
steroidima. Studija Woodlea i sur. je pokazala povecanu incidenciju kroni¢ne nefropatije
presatka u skupini s ranim ukidanjem steroida u odnosu na bolesnike sa steroidima (p=0.028)
[18]. U ovoj studiji kroni¢na nefropatija presatka nije bila predefinirana mjera ishoda. Kako
nije radena implantacijska biopsija, nije bilo moguce utvrditi progresiju kroni¢ne nefropatije
presatka medu skupinama imunosupresije. Randomizirana, prospektivna studija Laftavia i sur.
pokazala je statisticki znacajnu progresiju IF/TA-e u 1. god. nakon transplantacije bubrega u
skupini bolesnika s ranim ukidanjem steroida [72]. U ovoj studiji je u indukciji koristen
antitimocitni globulin te su ukljuceni i bolesnici s visokim imunoloskim rizikom pa se ti
rezultati ne mogu ekstrapolirati na nasu populaciju bolesnika. I ovdje su bolesnici sa
subklinickim odbacivanjem u protokol biopsiji imali vecu progresiju fibroze u odnosu na
bolesnike bez odbacivanja (64 % vs. 12 %, p=0.001). Multicentri¢na, prospektivna,
randomizirana studija u pedijatrijskoj populaciji Sarwala i sur. nije pokazala znacajnu razliku
u progresiji IF/TA-e medu skupinama s ranim ukidanjem steroida i sa steroidima unutar 2
god. od transplantacije bubrega [83]. U randomiziranoj prospektivnoj studiji Kumara i sur. s
ranim ukidanjem steroida nije bilo statisticki znacajne razlike u progresiji kroni¢ne nefropatije

presatka medu skupinama [84]. Studija je ukljucila visokosenzibilizirane bolesnike s velikim

73



udjelom marginalnih donora (30%) uz koristenje protokol biopsija bubrega u 1., 6., 12. i 24.
mj. od transplantacije. U indukciji imunosupresije je koriSten basiliksimab, a u imunosupresiji
odrzavanja ciklosporin i MMF. Nije bilo statisticki znacajne razlike u prezivljenju bolesnika i
presatka, incidenciji akutnih i subklini¢kih odbacivanja, kroni¢noj nefropatiji presatka i
bubreznoj fibrozi medu skupinama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i sa steroidima
u imunosupresiji odrzavanja. Rezultati nase studije s 5-godiSnjim pra¢enjem bolesnika
ukazuju da je protokol s ranim ukidanjem steroida siguran, tj. u odnosu na bolesnike koji su
imali steroide u imunosupresiji odrzavanja nije bilo povec¢ane incidencije akutnog i
subklinickog odbacivanja, kao ni razlike u progresiji IF/TA-e u 1. god. nakon transplantacije

bubrega.

Epitelno-mezenhimna tranzicija nakon transplantacije (EMT) bubrega prisutna
je u biopsijama presatka rano nakon transplantacije te bi mogla biti ranim markerom
progresije IF/TA-e [63, 85, 86]. U prikazanoj studiji imunohistokemijskim bojenjem na o
glatki misi¢ 1 E kadherin analizirana je prisutnost EMT u uzorcima biopsije bubrega.
Pregledom i analizom svih uzoraka nije naden EMT u biopsijama bubrega na 1. 1 3. mj. od
transplantacije. Studija Nankivella i sur. je pokazala da IF/TA nastaje rano nakon
transplantacije te da progredira najbrze tijekom 1. godine [33]. U nasoj studiji dolazi do blage
progresije IF/TA-e tijekom 1. god., dok 50 % bolesnika uopée nema progresiju iste §to je
mozda bilo uzrok nepostojanja EMT-a u nasim uzorcima. Studija Vitalone i sur. je pokazala
da prevalencija EMT-a varira u ovisnosti o metodi koja se koristi u zapazanju iste [87].
Upotrebom imunohistokemijskog bojenja na a glatki miSi¢, mezenhimalni markeri,
koekspresija sa E kadherinom je bila prisutna u 61 % uzoraka s jako malim intenzitetom
bojenja. Koristenjem S100A4, markera fibroblasta, koekspresija je bila prisutna u svim
uzorcima. Neovisno o markeru koji je koriSten nije bilo korelacije izmedu ekspresije markera

za EMT i progresije IF/TA-e unutar 1 god. od transplantacije.

Protokol s ranim ukidanjem steroida nakon transplantacije bubrega je u¢inkovit i
siguran u bolesnika s niskim imunoloskim rizikom. Protokol biopsijama bubrega se dokazala
istovjetna progresija IF/TA-e u 1. god. nakon transplantacije izmedu skupina imunosupresije
sa i bez steroida. U skupini s ranim ukidanjem steroida nije bilo vece incidencije akutnih i
subklinickih odbacivanja te je subklinicka upala na biopsijama presatka 12 mj. od
transplantacije istovjetna kao i u skupini bolesnika koji su bili na steroidima. Ogranicenja
ovog istrazivanja su §to ovo nije bila randomizirana studija. Odluku o ukidanju steroida

nakon transplantacije donosio je lije¢nik koji je u tom trenutku vodio imunosupresiju
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bolesnika te je to mozda dovelo do sustavne greske (eng. biasa) iako su ukljuéeni i analizirani
svi oni ¢imbenici koji bi eventualno mogli imati utjecaj na rezultate. Samo bolesnici koji su
imali implantacijske i 12 mj. biopsije presatka su bili ukljuceni u studiju te je zbog toga
moguce da rezultati prezivljenja bolesnika i presatka ne odrazavaju stvarno stanje. Nadalje,
smatramo da bi bilo dobro rezultate progresije IF/TA-e 1. god. potvrditi protokol biopsijom 5
god. od transplantacije. Isto tako bi bilo korisno istraziti pojavnost dnDSA te utjecaj istih na
eventualni nastanak kroni¢nih odbacivanja posredovanih protutijelima u bolesnika s brzim
ukidanjem steroida. Modifikacija imunosupresivnih protokola i smanjenje nuspojava
imunosupresivnih lijekova ostaje jedna od glavnih zadaca u transplantacijskoj medicini.
Protokol s ranim ukidanjem steroida ne utjece na kratkoro¢ne a vjerojatno poboljsava
dugorocne ishode transplantacije dokidanjem nuspojava koje su povezane s kroni¢nim

koristenjem istih.
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7. ZAKLJUCAK

Nema statisti¢ki znacajne razlike u progresiji IF/TA-e u skupinama imunosupresije s ranim
ukidanjem steroida i onima koji su imali steroide u imunosupresiji odrzavanja. 1. i 5-godi$nje
prezivljenje bolesnika i presatka je istovjetno u navedenim skupinama imunosupresije. U
skupini s ranim ukidanjem steroida nema vece incidencije akutnih i subklinickim akutnih
odbacivanja u 1. god. nakon transplantacije. Nema statisti¢ki znacajne razlike u ti skoru na
protokol biopsijama bubrega 12 mj. nakon transplantacije bubrega izmedu navedenih skupina
imunosupresije. Bubrezna funkcija presatka u svim vremenskim intervalima (3, 6 1 12 mj., 1
te 5 god.) nakon transplantacije bila je jednaka medu navedenim grupama bolesnika.
Epitelno-mezenhimalna tranzicija nije bila detektirana u uzorcima protokol biopsija bubrega 1

i 3 mj. nakon transplantacije.
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8. SAZETAK

Utjecaj ranoga ukidanja steroida na progresiju fibroze i tubularne atrofije nakon

transplantacije bubrega

Karlo Mihovilovié, 2022

Uvod: Utjecaj ranoga ukidanja steroida na progresiju kroni¢nih patohistoloskih promjena
nakon transplantacije bubrega nije sasvim razjas$njen. Cilj studije je bio utvrditi utjecaj ranoga
ukidanja steroida nakon transplantacije bubrega na progresiju IF/TA-e. Nadalje, analizirana je
pojavnost subklini¢ke upale i akutnih te subklini¢kih akutnih odbacivanja izmedu skupina
imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i onima koji su steroide imali kontinuirano u
imunosupresiji odrzavanja. 1.1 5. god. prezivljenje bolesnika i presatka analizirano je medu
navedenim skupinama imunosupresije. Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) kao
eventualni prediktor nastanka IF/TA-e analizirana je u protokol biopsijama 1. i 3. mj. od

transplantacije.

Ispitanici i metode: U istrazivanje su uklju¢ena 124 bolesnika s transplantiranim bubregom i
simultano bubregom i gusteracom. Ukljuceni su bolesnici s niskim imunoloskim rizikom bez
odgodene funkcije presatka. U 79 bolesnika steroidi su ukidani peti dan od transplantacije a
45 bolesnika imalo je steroide kontinuirano u imunosupresiji odrzavanja uz kalcineurinski
inhibitor i MMF. U indukcijskoj imunosupresiji koriSteno je protutijelo na IL-2 receptor.
Protokol biopsije bubrega su radene pri implantaciji i 12 mj. od transplantacije. Progresija
skorova (delta) tijekom prve godine od transplantacije dobivena je oduzimanjem kroni¢nih
skorova na nultoj biopsiji od kroni¢nih skorova na 12 mj. od transplantacije. Skor totalne
upale (ti) analiziran je na 12 mj. biopsijama. Vrijednosti skorova su 0 — 3. Za vrednovanje
kroni¢nih patohistoloskih promjena koriStena je Banff 97 1 Banff 07 klasifikacija. EMT je
ucinjen simultanim bojenjem na a glatki misi¢ i E kadherin na protokol biopsijama 1 i 3 mj.

od transplantacije.

Rezultati: Izmedu skupina imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima nema
statisticki znacajne razlike u progresiji intersticijske fibroze (0.52 + 0.62 vs. 0.69 + 0.76,
p=0.28) 1 tubularne atrofije (0.58 + 0.67 vs. 0.76 £ 0.71, p=0.17). Nije bilo statisti¢ki znacajne

razlike u ti skoru na biopsijama bubrega 12 mj. nakon transplantacije medu pojedinim
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skupinama imunosupresije s ranim ukidanjem steroida i na steroidima (0.54+0.86 vs.
0.67+0.79, p=0.23). Nema razlike medu grupama imunosupresije sa i bez steroida u
prezivljenju bolesnika i presatka 1. i 5. god. nakon transplantacije te incidenciji akutnih i
subklini¢kih odbacivanja u 1. god. nakon transplantacije bubrega. Bubrezna funkcija u svim
vremenskim intervalima (3, 6 i 12 mj., 3 i 5 god.) nakon transplantacije bila je bez statisti¢ki
znacajne razlike medu skupinama. EMT nije detektiran na uzorcima protokol biopsija

bubrega.

Zakljucak: Rano ukidanje steroida nakon transplantacije bubrega nema utjecaja na progresiju

kroni¢nih patohistoloskih skorova u 1. god. nakon transplantacije bubrega.
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9. SUMMARY

Impact of early steroid withdrawal on progression of interstitial fibrosis and tubular

atrophy after kidney transplantation
Karlo Mihovilovié, 2022

Introduction: Long-term effects of early steroid withdrawal (ESW) on development of

chronic pathophysiology changes in kidney allograft is unclear.

Methods: In this study we compared chronic scores on protocol biopsies in Caucasian kidney
recipients (N=124) without DGF with ESW (79) vs. continuous steroids (45) on top of CNI
and MMF. Induction consisted of IL-2R antibody. Protocol biopsies were done on day 0 and
1 year after transplant. Chronic scores (ci, ct, cg, mm, cv and ah) were analyzed by Banff' 97
and its update Banff 07 classification. Total inflammation (ti) score was analyzed on protocol

biopsies 1 year after transplantation.

Results: Progression of interstitial fibrosis was in ESW (0.52 + 0.62 vs. 0.69 + 0.76, p=0.28)
and in tubular atrophy (0.58 = 0.67 vs. 0.76 + 0.71, p=0.17) versus continuous steroids group.
ti score on protocol kidney biopsies 12 months after transplantation was in ESW (0.54+0.86

vs. 0.67+0.79, p=0.23) versus continuous steroids group.

Conclusion: In conclusion, ESW does not have impact on progression of IF/TA. ti score
was comparable between ESW and continuous steroids group on 12 moths protocol transplant

biopsies.
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