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POPIS OZNAKA I KRATICA

ABCAL - engl. ATP-binding cassette (ABC) transporter Al
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AIM - akutni infarkt miokarda
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eNOS/NOS3 - engl. endothelial nitric oxide sintase

EPASI1 - engl. endothelial PAS domain-containing protein 1
EPCs - engl. endothelial progenitor cells)

EPO - eritropoetin

EPOR - engl. erythropoietin receptor

ERBP - engl. European Renal Best Practise

FIH-1 - engl. factor inhibiting HIF

FK506 / FKBP12 - engl FK binding protein 12

GF - glomerularna filtracija

Hb - hemoglobin

HCGF - engl. hematopoietic growth factor

HIF - - engl. hypoxia inducible transcription factor

HLA - engl. human leukocyte antigens

IGF-1 - engl. insulin like growth factor-1

IL - engl.interleukin

JAK?2 - engl. Janus kinases 2

KDIGO - engl. Kidney Disease Improving Global Outcome

KZB - kroni¢no zatajivanje bubrega
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1. UVOD




1.1. TRANSKRIPCIJSKI CIMBENICI HEMATOPOETSKOG SUSTAVA

Transkripcijski ¢imbenici su bjelanCevine koje reguliraju izrazaj razliCitth gena. Mogu biti
nespecificni 1 specificni za pojedini gen. Vezanjem za promotorsku regiju gena dovode do
prijepisa tripleta nukleotida u mRNA (engl. messenger RNA), a time i sinteze ciljne bjelancevine,
proizvoda gena, na ribosomu. Transkripcijski ¢imbenici takoder su pod pozitivnom 1i/ili

negativnom povratnom spregom drugih molekula.

Zahvaljujuéi razvoju znanosti, mnogo se naucilo o temeljnoj ulozi nekoliko transkripcijskih
¢imbenika kroz studije u kojima se proucavala njihova aktivacija prilikom translokacija u slu¢aju
leukemija, kao 1 u€inak prekida gena u embrijskim mati¢nim stanicama [1]. VaZni ¢imbenici
ukljuéuju Tal-1/SCL (engl. T-cell acute lymphoblastic leukemia 1/ stem cell leukemia),
Rbtn2/LMO?2 (engl. rhombotin2/ LIM only2) i GATA obitelj transkripcijskih ¢imbenika koji su
dobili ime po DNA slijedu na koju se vezu, ‘GATA’

Tal-1/SCL — Tal-1/SCL je gen izrazen u leukemijama (bifenotipskim 1 T stani¢nim),
primitivnim hematopoetskim prastanicama i zrelijim eritroidinim, mastocitnim, megakariocitnim
i endotelnim stanicama [2]. Ciljano uniStenje ovog gena u miSeva dovodi do intrauterine smrti
zbog nepostojanja hematopoeze. Ovo saznanje, zajedno s izostankom razvoja mijeloidnih stanica
in vitro 1 podataka koji upucuju na sudjelovanje 7al-1/SCL u angiogenezi [3] govore u prilog
vrlo rane vazne uloge ovog gena, najvjerojatnije na razini pluripotentne ili mijeloidno-eritroidne

mati¢ne stanice.

Zanimljivo je kako prekid ovog gena u odraslih miSeva pokazuje da Tal-1/SCL nije potreban za
odrZavanje ili samoobnavljanje odraslih mati¢nih stanica, ali je potreban za diferenciranje
eritroidnth 1 megakariocitnih linija [2]. Pojafan izrazaj ovog Cimbenika u eritroidnim ili
bipotentnim stani¢nim linijjama dovodi do pojacane eritroidne diferencijacije [2,4], ali za sada

nema podataka o pojaCanom izrazaju u odraslim hematopoetskim mati¢nim stanicama.

Rbtn2/LMO2 - transkripcijski ¢imbenik uklju¢en u T-stani¢nim akutnim limfoblasti¢nim
leukemijama (T-ALL) je LIM i to samo njegova domena jezgrinog proteina rhombotin 2
(Rbtn2/LMO2) [2]. MiSevi koji nemaju ovaj Cimbenik takoder umiru intrauterino zbog
nedostatka krvi kao 1 Zivotinje s manjkom 7al-1/SCL [5]. Neka su istrazivanja pokazala kako

LMO? funkcionira u kompleksu s Tal-1/SCL [6] $to upucuje i na njihovu interakciju in vivo.



GATA-2 gen je jako izrazen u eritroidnim progenitornim stanicama [7]. Pojacan izrazaj GATA-2
u kokos$jim eritroidnim preteCama dovodi do pojacane proliferacije na racun diferencijacije.
Medutim, ciljani prekid GATA-2 gena dovodi do smanjene primitivne hematopoeze u
zumanjcanoj vreci i smrti embrija do 10 ili 11 dana [8]. Hematopoeza u jetri i koStanoj srzi je
izrazito oStecena zbog gubitka svih linija, a podatci o in vitro diferencijaciji otkrivaju znacajan
manjak konacnih eritroidnih i mastoidnih kolonija te reducirane kolonije makrofaga. Ova
saznanja upucuju da GATA-2 sluzi kao regulator gena koji kontroliraju odgovor na

hematopoetske Cimbenike rasta ili proliferaciju mati¢nih i/ili prastanica [2].

Nalaz znacajno smanjene ekspresije GATA-2 mRNA u CD34+ stanica kod bolesnika s
aplasticnom anemijom, upucuje da neadekvatan izrazaj ovog transkripcijskog ¢imbenika moze
biti odgovoran za razvoj ove bolesti [8]. Smanjen izrazaj GATA-2 takoder moze upucivati na
gubitak maticnih stanica; postat ¢e bitno mjeriti izrazaj u subpopulaciji CD34+ stanicama koje su

obogacene aktivno$cu matic¢nih stanica [9].

Izrazaj gena GATA-1 ogranicen je na multipotentne prastanice i na eritroidne, megakariocitne,
mastocitne 1 eozinofilne linije [2]. Iz nekoliko studija vidljiva je njihova vazna funkcija u razvoju
eritrocita obzirom da u slucaju manjka GATA-1 ¢imbenika, embrijske mati¢ne stanice nisu bile u
mogucénosti razviti se u smjeru eritroidnih stanica, ali jesu u druge hematopoetske linije 1 tkiva
[10, 11]. Daljnja ispitivanja in vitro pokazuju zastoj na razini proeritroblasta i apoptozu ovih
stanica [12]. Misji embriji kojima nedostaje GATA-1 umiru uslijed teSke anemije kao posljedice
zastoja u sazrijevanju primitivne eritroidne stanice, dok gubitak GATA-1 u odraslih miSeva

dovodi do stanja nalik krizi aplasti¢ne anemije kod ljudi [11].

Dojencad koja boluje od sindroma Down 1 prolaznog mijeloablativnog poremecaja (TMD, engl.
transient mieloablative disorder) ili akutne megakarioblasticne leukemije (AMKL, od eng.
acute megakaryoblastic leukemia) imaju steCenu mutaciju u 5' regiji GATA-1 [13]. Ove su
mutacije gotovo uvijek prirodene, odnosno steCene in utero, 1 javljaju se u oko 10%

novorodencadi sa sindromom Down bez znakova TMD ili AMKL.

Da li ¢e se mati¢na stanica usmyjeriri u eritroidnu ili mijeloidnu liniju moze djelomi¢no ovisiti o
medudjelovanju GATA bjelancevina (GATA-1 i GATA-2) 1 PU.I (od eng. purine-rich nucleic

acid binding protein), kasnije bjelancevine esencijalne za razvoj mijeloidnih stanica [14].
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1.2. CIMBENICI RASTA HEMATOPOETSKOG SUSTAVA

Regulacija kako proliferacije, tako i sazrijevanja eritroidnih prastanica ovisi o medudjelovanju
brojnih ¢imbenika rasta (CSF, engl. colony stimulating factor). Posljednjih godina, dostupnost
rekombiniranih ¢imbenika rasta, obogacivanje ciljnih prastanica, koriStenje definiranih "'serum-
free" uvjeta u kulturama kao i ciljana disrupcija ¢imbenika i njihovih receptora omogucéuju uvid

u njihovu funkciju za vrijeme hematopoeze.

1.2.1 Eritropoetin

Eritropoetin (EPO) je ¢imbenik rasta neophodan za kona¢no sazrijevanje eritroidnih stanica ¢ija
je primarna funkcija prenositi kisik iz pluca do tkiva. Povezanost hipoksije i eritropoeze prvi je
puta opisana 1890. godine od strane francuskog anatoma Francois-Gilbert Viaulta koji je uocio
povecanje broja crvenih krvnih stanica na putovanju visokim nadmorskim visinama u Peruu

[15].

1.2.1.1 Grada

Istrazivanje grade ljudskog EPO otkrila su da se radi o polipeptidu koji je graden od 165
aminokiselina presavijenih u 4 alfa-uzvojnice vezane s dva disulfidna mosta izmedu cisteina na 6
1 161 te izmedu cisteina na 26 1 33 mjestu. Sastav EPO ¢ini oko 60% proteina 1 40%
ugljikohidrata. Cirkuliraju¢i EPO ima viSe glikoziliranih izoformi koje se razlikuju u elektri¢nom
naboju 1 bioloskoj aktivnosti. Koncentracija EPO se uobi¢ajeno izraZzava u internacionalnim
jedinicama (IU), a referentne vrijednosti za cirkuliraju¢i EPO u plazmi odreduje laboratorij, ali

se u 95% pojedinaca s urednom crvenom krvnom slikom nalaze se u rasponu od 4-32 IU/L [15].

1.2.1.2 Fiziologija

EPO se najranije izlucCuje iz hepatocita u fetalnom zivotu. Uz stvaranje EPO u fetalnoj jetri,
ekspresija gena za EPO u bubregu pocinje od 18. tjedna gestacije u ljudi. Nakon rodenja, kada se
eritropoeza seli u koStanu srz, bubreg postaje glavni organ stvaranja EPO. Stanice bubrega koje

stvaraju  EPO su intersticijske peritibularne stanice s neuralnim karakteristikama [16].
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Hipoksi¢no poticanje stvaranja EPO u bubrezima od 150 puta ili vise, posljedica je povecanja
broja stanica koje stvaraju EPO, a ne povecanja proizvodnje EPO po stanici [17]. EPO mRNA
se takoder moze pronaci u mozgu, jetri, slezeni, plu¢ima i testisima, ali ovi organi ne mogu
nadomjestiti stvaranje EPO u bubrezima kod bolesnika s kroni¢nim zatajivanjem bubrega (KZB).
Sistemski EPO djeluje kao antiapoptoticni ¢imbenik na eritroidne progenitore, posebno na
eritroidnu jedinicu stvaranja kolonija (CFU-E, eng. colony forming unit-erythroid). One se kao

odgovor na EPO umnazaju i diferenciraju u kolonije proeritroblasta i normoblasta (Slika 1).

Hipoksijom induciran &
izrafaj EPO u bibregu
(i jetri)

Hemoglobin . i

"""""

O,-kapacitet
0, -saturacija
Ozﬁafi nitet

|Proeritroblasti
Eritroblasti

Normoblasti &

x@;@@ @@@ @ retiuici:
@

v

@@

Slika 1. Dijagram povratne sprege regulacije eritrocitopoeze. Prilagodeno prema [14]

12



Eritropoeza je sporo djelujuci proces. Potrebna su 3-4 dana nakon porasta koncentracije EPO u

plazmi kako bi doslo do vidljivog porasta broja retikulocita.

EPO je esencijalan za eritrocitopoezu, no njegovo je djelovanje potaknuto od strane nekoliko
razli¢itih hormona, testosterona, somatotropina i /GF-1 (engl. insulin like growth factor-1). Visa
koncentracija hemoglobina 1 broja eritrocita u muskaraca nego u zena objasnjava se stimulacijom
eritropoeze adrogenima, dok ju estrogeni inhibiraju [14]. Smatra se da EPO ima citoprotektivan
ucinak na vise nehematopoetskih tkiva, uklju¢ujuéi mozak, srce, bubrege i krvne zile [18,19].
Neki autori smatraju da je ucinak EPO na neeritroidne stanice posredovan heterotrimeri¢nim
receptorom koji se sastoji od dijela EPOR (engl. erythropoietin receptor) u kompleksu s
dimerom zajednickog citokinskog receptora, njegove beta podjedinice (Bc-R). Ideja o EPOR/Bc-
R je temeljena na opazanjima da derivati i analozi EPO koji nisu aktivni u eritropoezi omogucuju
zaStitu tkiva u zivotinjskim modelima [20].

Obzirom da je EPO neophodan za kona¢no diferenciranje eritroidnih prastanica, miSevi kojima
nedostaje EPO ili EPOR, normalno stvaraju krvotvornu prastanicu koja stvara eritroidnu koloniju
(BFU-E eng. burst forming units erythroid) i CFU-E, no ne uspijevaju ih diferencirati u zrele
eritrocite [21]. I EPO -/~ i EPOR -/- mutacije su letalne u fazi embrija zbog nemogucnosti
kona¢ne eritropeze (fetalna jetra). Ipak, eritropoeza u zumanjCanoj vre¢i je tek djelomicno
oStecena, S§to upucuje na prisutnost populacije eritroidnih prastanica stanica kojima nije potreban

EPO za konacnu diferencijaciju [11, 12].

1.2.1.3 Molekularni mehanizmi ekspresije EPO potaknuti hipoksijom

Vec¢ina dosada$njih spoznaja o stvaranju EPO potaknutim receptorima osjetljivim na kisik
temeljeni su na in vitro istraZzivanjima koristec¢i linije ljudskih hepatocita (Hep3B 1 HepG2). No
mehanizam ekspresije EPO u bubrezima 1 jetri se razlikuje. Stanice bubrega reagiraju na
hipoksiju po principu "sve ili ni§ta" [22] dok hepatociti reagiraju stupnjevito. Cini se da
regulacija ekspresije EPO u jetri 1 bubregu zahtijeva razliite, susjedne dijelove gena koji su
smjesteni neposredno uz 3' kraj za jetru 1 6-14kb 5' za bubreg [23]. Promotor gena za EPO
suprimiran je od strane ve¢ spomenutog GATA-2 transkripcijskog Cimbenika u uvjetima
normooksije, no u uvjetima hipoksije dolazi do smanjenja koncentracije GATA-2 [24].

Najvaznija je aktivacija EPO promotora hipoksijom induciranim ¢imbenicima rasta (HIF, engl.
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hypoxia inducible transcription factor). Sastoje se od nestabilne alfa- podjedinice (HIF- a)
ovisne o koncentraciji kisika i beta- podjedinice (HIF- ). lako je prototip HIF-1 otkriven 1992.
[25], kasnija su istrazivanja otkrila i HIF-2, poznat i kao EPASI (engl. endothelial PAS domain-
containing protein 1), kao primarni transkripcijski ¢imbenik koji potice ekspresija EPO [26].
Zanimljiv je nalaz kako HIF-2 podrijetlom iz hepatocita sudjeluje u regulaciji gena uklju¢enih u
metabolizam Zeljeza, potvrdujuéi time ulogu HI/F-2 u koordinaciji sinteze EPO s homeostazom
zeljeza [27]. C kraj HIF-o sadrzi o kisiku ovisnu nestabilnu domenu koja u prisutnosti kisika
hidrolizira. Reakcija je katalizirana sa specifi¢nom prolil-4-hidroksilazom kojoj je kofaktor Fe*"
(PHD, engl. prolil hydroxylases) koja prenosi jedan atom kisika na prolil. Hidroksilirana HIF-o

se veze s von Hipel Lindau (VHL, engl. von Hipel Lindau) proteinom i dolazi do razgradnje u

proteasomima (Slika 2) [17].

Aktivacija EPO gena

\II

@ GATA

lezgra
B
——— =
v
Cito plazma
HIF-a
Hipoksija
(stabilan) : - m
HIF-cL %é

(nestabian)

|'v,.
Mormalna koncentracija kisika Proteasom

(degradiran)

Slika 2. Hipoksijom inducirana ekspresija EPO. Prilagodeno prema [22]
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Kako su PHD-2 i PHD-3 pod povratnom spregom HIF proteina, porast njihove ekspresije
dovodi do snizenja nivoa HIF-a za vrijeme dugotrajnije hipoksije [28]. Ova povratna sprega
moze objasniti smanjeno stvaranja EPO u stanju kroni¢ne anemije ili dugotrajnog boravka na
visokim nadmorskim visinama. Nadalje, transkripcijska aktivnost HIFa potisnuta je
hidroksilacijom HIF-o podjedinice 1 njezinom degradacijom nakon vezanja s VHL proteinom.
Ova je reakcija posredovana ¢imbenicima koji inhibiraju HIF-1 (FIH-1, engl. factor inhibiting
HIF), jo§ jednom dioksigenazom koja zahtijeva Fe™" [29]. Prema istrazivanjima in vitro, srednje
vrijednosti koncentracije kisika za PHD-3 su kod pO, arterijske krvi oko 170 mmHg, pri cemu
FIH-1 djeluje pri nizim koncentracijama od oko 60 mmHg. Stoga se ¢ini kako su HIF-a PHD
primarne kontrolne to¢ke za stvaranje EPO ovisno o kisiku [30]. Otkri¢e da je Fe™" potreban za
degradaciju HIF-a, moze objasniti poviSenu koncentraciju EPO u bolesnika lijeCenim

deferoksaminom.

1.2.1.4 Sistemski u€inci

Primarne funkcije EPO su odrzavati koncentraciju eritrocita i hemoglobina stabilnom iz dana u
dan, te ubrzati oporavak broja eritrocita nakon krvarenja. Za primjerenu funkciju EPOa dovoljne
su njegove niske koncentracije u organizmu. Bazalne koncentracije EPO u plazmi zdravih
pojedinaca nalaze se u rasponu od 4-36 IU/L. Razine mogu znacajno varirati, ali zna¢ajna razlika
izmedu spolova ili dobi ispitanika nije nadena. EPO ima diurnalni ritam izlucivanja s

maksimumom u jutarnjim satima [14].

Akutni gubitak oko 500 mL krvi ne dovodi do znafajnog povecanja koncentracije EPO u
muskaraca, ve¢ pad koncentracije hemoglobina ispod 125 g/L dovodi do eksponencijalnog
porasta u osoba koje ne boluju od KZB ili nekog drugog upalnog procesa [31]. Porast je u
pocetku izrazito brz s naglim padom neposredno prije normalizacije koncentracije hemoglobina
(Hb) u krvi. Mehanizam naglog pada nije u potpunosti jasan, ali se moze djelomi¢no objasniti
snizenim koncentracijama HIF-a u uvjetima dugotrajne hipoksije [32]. Treba imati na umu da
koncentracija EPO u plazmi ne ovisi samo o njegovoj proizvodnji nego i o uklanjanju iz
organizma. IstraZivanja provedena in vifro pokazala su da se EPO uklanja iz tijela putem svojih
ciljnih stanica [33]. Prema tome, anemicni bolesnici s hipoplazijom koStane srzi imaju iznimno

visoke koncentracije EPO u plazmi (>10000 IU/L) u odnosu na oboljele od hemoliticke anemije.
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Kako je stvaranje EPO ovisno o oksigenaciji tkiva, ekspresija EPO se aktivira 1 kada dolazi do
pada arterijskog tlaka kisika ili kada afinitet krvi za kisik poraste. Na povisenim nadmorskim
visinama vrhunac stvaranja EPO postize se za 1-2 dana, nakon ¢ega pada na novu razinu koja je
oko dva puta visa od bazalne [34]. Kako je ve¢ navedeno, razina HIF-a se smanjuje u uvjetima
dugotrajne hipoksije, no pad u produkciji EPO u tom slucaju moze biti povezan i sa smanjenjem
afiniteta krvi za kisik nastalog zbog povecane koncentracije 2,3-difosfoglicerata u eritrocitima.
Prehrambeni ¢imbenici kao $to su nizak unos bjelancevina, iskljuceni su kao mogucéi uzrok padu
sinteze EPO na visokim nadmorskim visinama u istrazivanju provedenom na sezonskim
radnicima u Cileanskim Andama [34]. Kako se istraZivanja o ekspresiji EPO ne mogu raditi na
ljudima, ostaje pitanje o smanjenju koncentracije EPO od strane povecanog broja eritroidnih

preteca ovisnih o EPO.

Smjestaj stanica koje eksprimiraju EPO u kori bubrega vrlo je povoljna za dobru regulaciju
njegovog stvaranja: konstantan je omjer protoka krvi i potrosnje kisika. Tlak kisika u korteksu
bubrega se vrlo malo mijenja u ovisnosti o sr¢anom izbacaju i protoku krvi, jer pad potroSnje
kisika u bubregu ovisi o padu glomerularne filtracije (GF). U modelu na Stakorima bilo je
potrebno smanjenje protoka kroz bubreg za barem 50% da bi doslo do porasta stvaranja EPO

[35].
Uloga angiotenzina II

Signal koji dovodi do povecanog stvaranja eritrocita nakon krvarenja povezan je sa signalima
kojim se zadrzava sol i voda od strane renin—angiotenzin sustava (RAS, eng. renin angiotensin
system) [36]. Angiotenzin II Cini se stimulira eritropoezu na 2 nacina: 1. stimulira proizvodnju
EPO uglavnom preko angiotenzin II-1 receptora (AT;R, eng. angiotensin 1 receptor) na
bubreZznim stanicama koje svaraju EPO [53], 2. ¢imbenik je rasta za mijeloidne eritrocitne
pretece [17]. Ostaje pitanje da li angiotenzin II stimulira proizvodnju EPO direktno ili indirektno

smanjujuci bubreznu opskrbu kisikom, odnosno nezadavoljavajuéi potrebe za potro$njom kisika.
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1.2.1.5 Ucinci na nehematopoetska tkiva
Eritropoetin 1 endotel krvnih zila

Dostupnost rekombinantnog EPO kao laboratorijskog pripravka omoguéilo je istrazivanje
njegovog ucinka u nehematopoetskim tkivima. Tretiranjem kultura endotelnih stanica EPO-om
potice se ekspresija JAK2 (engl. Janus kinases 2), stvaranje metaloproteinaze matriksa 2 i
zamjecCuje stvaranje zilnih struktura. EPO takoder stiti kulture endotelnih stanica od ozljede
uzrokovane anoksijom [37,38]. Endotelne stanice eksprimiraju endotelnu dusik oksid sintazu
(eNOS/NOS3, engl. endothelial nitric oxide sintase) koja stvara duSikov oksid (NO) kojim se
regulira tonus krvnih Zzila, krvni tlak 1 homeostaza protoka krvi. IstraZivanje utjecaja EPO 1
hipoksije u kulturama endotelnih stanica pokazalo je da EPO povecava broj EPOR, S§to je
znaajno izrazenije u uvjetima hipoksije. Takoder, kombinacija EPO i hipoksije povecava
sposobnost endotelnih stanica da stvaraju NO stimulacijom eNOS/NOS3 §to moze objasniti nesto
viSe koncentracije hemoglobina kod hipertenzivnih bolesnika [38]. Istrazivanja na Zivotinjama
daju dokaze da EPO potice stvaranje NO in vivo. Lije¢enje inhibitorima NO sintaze, L-NAME
(eng. N-nitro-L-arginin metil ester), dovelo je do vazokonstrikcije, hipertenzije i smrti. No sama
eritrocitoza bez povisenog EPO nije povezana s poveCanim stvaranjem NO. Bolesnici s
policitemijom 1 niskom razinom EPO nisu imali vazodilataciju ovisnu o endotelu u odgovoru na
acetilkolin, no odgovorili su na hemodiluciju [39]. Ovi bolesnici ostaju osjetljivi na NO 1

pokazuju dilataciju pluénih krvnih Zila nakon udisanja NO.

Eritropetin 1 sr¢anoZilni sustav

U srcu se EPOR otkriva u sredini gestacije i opstaje sve do odrasle dobi. MiSevi s ciljanom
delecijom EPO ili EPOR pokazuju apoptozu endokarda i miokarda, hipoplaziju klijetki 1
smanjenje proliferacije sr¢anih miSiénih stanica u embrionalnom razvoju [40]. Stoga endogeni
EPO moze pridonijeti odrzavanju miokarda ili obnovi u glodavaca, Sto ukazuje na moguci
kardioprotektivni u¢inak egzogeno primjenjenim EPO [17]. Zivotinjski modeli ishemije srca ili
ishemijske reperfuzijske ozljede dokazuju kardioprotektivni ucinak EPO. U zeceva, injekcija
EPO na pocetku trajne okluzije koronarne arterije smanjila je veli¢inu infarkta 1 veli¢inu lijeve

kljjetke (LV), te poboljSala volumen izbacaja LV [41]. Nakon ishemijske reperfuzijske ozljede
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miokarda u Stakora, EPO ubrizgavan intraperitonejski kroz 7 dana smanjio je gubitak src¢anih
miSi¢nih stanica za 50% [42]. Miokardioprotektivni u¢inak EPO moze biti posljedica direktnog
antiapoptotskog ucinka na sréane misSi¢ne stanice i/ili indirektnog EPO odgovora endotelnih
stanica u srcu. U miSeva je lijeCenje EPO-om zapoceto 3 tjedna nakon podvezivanja koronarne
arterije, kao modela kroni¢nog sréanog zatajivanja, potaknulo mobilizaciju endotelnih
progenitornih stanica iz koStane srzi, povecalo njihovo nakupljanje u sr¢anoj mikrovaskulaturi i
povecalo ekspresiju vaskularnog-endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF, engl. vascular endothelial
growth factor) u miokardu te neovaskularizaciju [43]. Stoga kardioprotektivni ucinak EPO u
glodavaca moze biti u€inkovit i nakon 24 sata od inzulta i moze poboljsati sr¢anu funkciju u

smislu smanjenja veli¢ine infarkta.

Van der Meer i sur. [44] ispitivali su znacenje razine EPO i1 hemoglobina u 74 bolesnika sa
stabilnim, blagim do uznapredovalim kroni¢nim zatajivanjem srca (KZS). Multivarijantne
analize pokazale su da su plazmatske razine EPO i Hb neovisni pokazatelji prezivljenja
bolesnika za KZS. Silvenberg i sur. [45] ispitali su u¢inak EPO u 32 bolesnika sa srednje do
teskim KZS koji su imali ejekcijsku frakciju LV<40%, usprkos maksimalnoj dozi lijekova.
Koncentracija Hb bila je izmedu 100 i 115 g/L. Ispitanike su podijelili u dvije grupe po 16
bolesnika, od kojih su jedne lijecili s EPO 1 intravenskim preparatom Zeljeza, kako bi povisili Hb
do 125 g/L, dok bolesnici iz druge gruoe nisu lijjeceni zbog anemije. Tijekom 8.2 + 2.6 mjeseci,
umrla su 4 bolesnika kod kojih nije lijjeCena anemija, a niti jedan iz prve grupe lijecenih. Do
poboljsanja KZS doslo je u 42.1% ispitanika lije¢enih s EPO 1 Zeljezom, a u 5.5% ih se povecala
ejekcijska frakcija LV. U 51.3% bilo je moguce smanjiti dozu diuretika bez promjene serumskog
kreatinina. U anemic¢nih ispitanika koji nisu lijjeceni s EPO i Zeljezom doslo je do daljnjeg
pogorSanja sréane 1 bubrezne funkcije, povecala se potreba za diureticima i broj dana bolnickog
lije¢enja. Namiuchi 1 sur. [46] u prospektivnom su istrazivanju ispitali uc¢inak koncentracije
endogenog EPO na ishod uspjesne primarne perkutane koronarne intervencije (PKI) nakona
akutnog infarkta miokarda (AIM). Istrazivanjem su obuhvatili 101 bolesnika a koncentracija
endogenog EPO odredena je unutar 24 sata od AIM 1 prije primarne PKI. Vr$ne 1 kumulativne
vrijednosti kreatin kinaze bile su bitno niZze u grupi ispitanika s viSom koncentracijom EPO u
plazmi. Autori su utvrdili da je apsolutna koncentraija EPO u plazmi jedan od nezavisnih
¢imbenika koji upucuju na veli¢inu infarkta 1 kumulativne koncentracije kreatin kinaze, §to se

moze objasniti zastitnim u¢incima EPO na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu.
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Eritropoetin 1 ziv¢ani sustav

U uvjetima hipoksije povecava se ekspresija EPO u mozgu i lednoj mozdini. Lokalno proizveden
EPO moze imati dvije funkcije: 1. direktni zaStitni u¢inak na ziv€ane stanice tijekom ishemije
mozga i 2. indirektnu zaStitu putem povecane angiogeneze uzrokovane VEGF-om i drugim
¢imbenicima rasta Cije stvaranje poti¢e hipoksija, te posljedicnim povecanjem dotoka krvi [47].
Neuroprotektivni uc¢inak EPO ovisi o aktivaciji JAK2 koji aktivira EPOR te izrazenosti anti-
apoptotickih gena koja je posredovana NFkP (engl. nuclear factor kappa ). U jednom
istrazivanju lijecenje s EPO poboljsalo je klini¢ko stanje bolesnika s multiplom sklerozom [48].
U drugom je kod 39 bolesnika sa shizofrenijom lijeCenje s EPO dovelo do poboljSanja
kognitivnih funkcija [49]. Postignuti su i ohrabrujuéi rezultati u bolesnika s mozdanim udarom
koji su intravenski dobili visoku dozu EPO (33000 1J) jednom dnevno tijekom 3 dana unutar 8
sati od pocetka dogadaja. Bolesnici koji su lijeceni s EPO imali su manje mozdano ostecenje 1

bolje kratkoro¢no prezivljenje u odnosu na one koji nisu dobili lijek [50].

Eritropoetin i krvne zile

Mnoge studije su pokazale da EPO moze djelovati na stijenku krvnih Zila vezu¢i se za lokalne
receptore. EPO potice procese obnavljanja u krvnim Zilama. De Groot 1 sur. [51] su ispitivali da
li uremija utjece na broj endotelnih progenitornih stanica iz (EPC, engl. endothelial progenitor
cell) kostane srzi. Odredivali su broj cirkuliraju¢ih CD34+ hematopoetskih prastanica u punoj
krvi primjenom proto¢ne citometrije 1 EPC (in vitro esej) u 46 bolesnika s uremijom 1
usporedivali sa zdravim osobama odgovaraju¢eg spola. U¢inke uremije na diferencijaciju EPC
ispitivali su in vitro 1 in vivo. U bubreznih bolesnika i u zdravih osoba broj EPCs bio je u
znacajnoj vezi s apsolutnim brojem CD34+ hematopoetskih prastanica. Medutim, u bolesnika s
uremijom zabiljeZen je znac¢ajno manji broj EPCs nego u zdravih osoba. Pokazalo se da uremicni
serum znacajno inhibira diferencijaciju 1 funkcijsku aktivnost EPCs in vitro. Zabiljezeno je 1
znaajno povecanje broja EPCs nakon smanjenja uremije, a zbog pocetka lijeenja dijalizom.
Autori su zakljucili da uremija inhibira diferencijaciju EPCs i da na taj nacin oStecuje
mehanizme sréanozilnog oporavka u bolesnika s uremijom. U bolesnika s KZB prisutna je i

disfunkcija endotela i pojacani oksidativni stres, a ¢ini se da EPO ima antioksidativno svojstvo 1
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proangiogeno djelovanje na endotelne stanice, potice njihovu proliferaciju, migraciju i stvaranje

kapilara u angiogenetskom mediju na ljudskom tkivu sréanog misi¢a in vitro [17, 51].

Eritropetin i bubreg

Najnovija epidemioloska i klini¢ka istrazivanja pokazala su da se lijeCenjem bubrezne anemije
EPO-om u bolesnika koji su u ranom stadiju KZB moze usporiti napredovanje bubreznog
oStecenja 1 odloziti pocetak dijalize [52], a od ranije je poznato da rani ispravak anemije u
bubreznih bolesnika moze sprijeciti ili usporiti nastanak hipertrofije lijeve klijetke, odnosno

usporiti aterosklerozu [53].

Eritrociti
Eritropoeza: preZivljenje
progenitorskih stanica, proliferacija
i diferencijacija
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Slika 3. Ucinci EPO na nehematopoetska tkiva. Prilagodeno prema [17]
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1.2.2 Grada i aktivacija receptora za eritropoetin

Ljudski receptor za eritropetin je glikoprotein od 484 aminokiseline od 60 kDa, koji pripada
¢lanovima receptorske klase I citokinske obitelji 1 stvara homodimere. Izvanstani¢ni dio sastoji
se od kratke o uzvojnice koju slijede dvije B nabrane ploc¢e koje se sastoje od 7 lanaca. EPOR
nema intrinzi¢nu tirozinsku domenu, te je aktivacija nereceptorske JAK2 tirozin kinaze od
esencijalne vaznosti za aktivaciju receptora [17]. Pri vezanju EPO za EPOR dolazi do promjene
konformacije receptora koja priblizava citoplazmatske jedinice, a time i J4K2 bjelancevine te
dolazi do aktivacije citoplazmatske J4K2 koja katalizira fosforilaciju tirozinaza raznih enzima i

transkripcijskih ¢imbenika (Slika 4.).

EpoR
EKSTRACELULARNO
STANICNA MEMBRANA
TAKE ) CITOPLAZMA
PI3-KD
WAKD
JEZGRA

Slika 4. Signalni put aktivacije EPOR. Prilagodeno prema [17]
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Vezanje EPO na svoj homodimerni receptor dovodi do promjene njegove konformacije i
transfosforilacije vezane tirozin kinaze JAK?2. Njihova aktivacija dovodi do fosforilacije EPOR i
prijenosnika signala i aktivatora transkripcije (STAT, engl. signal transducer and activator of
transcription). Aktivirani STAT se dimerizira i prebacuje u jezgru kako bi potaknuo specifi¢nu
transkripciju gena. JAK2 takoder aktivira i druge signalne puteve ukljucujuéi fosfonozitid 3-
kinaze (PI3K/AKT, engl. phosphatidylinositide 3-kinases ), mitogen-aktiviranu protein kinazu
(MAPK), 1 NFkB (p50 i p65) u nehematopoetskim stanicama.

Cetiri od 5 cisteinskih jedinica receptora u izvanstaniénom dijelu isti su i nalaze se i u
receptorima velike citokinske obitelji koji ukljucuju receptore za interleukine 2, 3 1 4 (engl. IL-2,

IL-3, IL-4), prolaktin i trombopoetin [54].

EPO djeluje vezanjem za svoj receptor smjeSten na povrSini eritroidnih prastanica kako bi
potaknuo prezivljenje stanica te proliferaciju i diferencijaciju do eritroidne loze. EPOR je slabo
izrazen na ranim eritroidnim progenitorskim stanicama BFU-E. Potom se za vrijeme eritroidne
diferencijacije izraZaj na eritroidnim progenitornim stanicama do stadija CFU-E povecava
deseterostruko i viSe. Vezanjem EPO za eritroidne prastanice povecava se ekspresija EPOR koji
povratnom spregom povecava odgovor na EPO kao i ekspresiju specificnih ¢imbenika
transkripcije kao $to su GATA-1, SCL/TALI i EKLF, (engl. erythroid kruppel-like factor). Za
vrijeme kasne eritropoeze ekspresija EPOR se smanjuje, a EPO viSe nije potreban za
prezivljavanje stanica [17]. Aktivnost EPO u hematopoetskim tkivima ukazuje da njegovo
ucinkovito signaliziranje ovisi o razini ekspresije EPOR na povrSini stanice kao i o koncentraciji
EPO. Ekspresija EPOR nalazi se 1 u endotelnim, Ziv€anim, mi$iénim, sr€anozilnim tkivima
[18].To€an mehanizam regulacije ekspresije EPOR u razli¢itim vrstama tkiva nije do kraja

razjaSnjen.
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1.2.3 Interleukin 3

Interleukin 3 (IL-3) je pleiotropni ¢imbenik koji moze stimulirati proliferaciju, diferencijaciju i
prezivljenje pluripotentnih hematopoetskih mati¢nih stanica kao i velik broj drugih progenitora

specificnih za pojedinu lozu [55,56].

Prvi je puta izoliran i opisan na osnovi svoje mogucnosti da inducira stvaranje enzima 20-steroid
dehidrogenaze u misjim stanicama slezene [57]. Kako se nastavilo kloniranje i1 daljnje
proucavanje, postalo je jasno da je /L-3 bio i ranije poznat, ali kao ¢imbenik rasta mastocita
(MCGF, engl. mast cell growth factor), P stani¢ni stimuliraju¢i ¢imbenik (engl. P-cell
stimulating factor), ¢imbenik rasta hematopoetskih stanica (HCGF, engl. hematopoietic growth
factor), ¢imbenik koji stimulira viSe kolonija (multi-CSF), thy-1 induciraju¢i ¢imbenik i
¢imbenik rasta WEHI-3 stanica. /L-3 se povezuje s viSe hematopoetskih i nehematopoetskih
tipova stanica kao $to su aktivirani ljudski T limfociti, NK stanice, mastociti, neuroni i astrociti

[58].

Slijed nukleotida za ljudski /L-3 dovodi do stvaranja polipeptida koji se sastoji od 133
aminokiseline i 19 signalnih sekvenci. Prirodni ljudski /L-3 procis¢en iz Jurkat stanica je
glikozilirani protein s molekularnom masom 14.6 do 30 kDa ovisno o koli¢ini glikozilacije [59].
Gen za [L-3 nalazi se na petom kromosomu i usko je povezan s genima za IL-4, IL-5 i GM-CSF.
Na nivou aminokiselina samo je 29% homolognosti izmedu mis§jeg 1 ljudskog /L-3 [60]. Obzirom
na ovakav manjak sli¢nosti, proteini su specifi¢ni za vrstu u svom djelovanju [54]. IL-3 ima

dokazanu aktivnost in vitro kako u hematopoetskim tako i u ne hematopoetskom sustavu.

Dokazano je kako [L-3 samostalno, ili djeluju¢i sinergisticno s drugim rano djeluju¢im
hematopoetskim ¢imbenicima rasta, ukljucujuéi IL-7, IL-6, SCF, G-CSF, MGDF i Flt-3 ligand,
moze podrzavati ploriferaciju pluripotentne hematopoetske maticne stanice i progenitorskih
stanica razli€itih linija [61, 62]. IL-3 se Cesto nalazi kao dio citokinskih mjeSavina koje se koriste
za poticanje ex vivo ekspanzije ljudskih CD34+ hematopoetskih mati¢nih stanica, iako neke
studije upucuju kako /L-3 moze inhibirati repopulacijski potencijal ovih stanica [63]. Uz njegov
utjecaj na hematopoetske stanice, /L-3 moze stimulirati proliferaciju i1 motilitet ljudskih
endotelnih stanica [64]. Takoder se pokazao kao neurotropni ¢imbenik koji ima sposobnost

potaknuti prezivljenje neurona te pojacati rast neurita [65].
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Uloga IL-3 je proufavana u uvjetima in vivo koriste¢i se knock out miSevima, no ipak nije u
potpunosti razjasnjena obzirom da su misevi s manjkom /L-3 vitalni uz iznenaduju¢e normalnu
hematopoezu. Cini se kako /L-3-/- miSevi imaju oSte¢en razvoj mastocita i bazofila uz smanjenu

otpornost prema parazitima kao i oslabljene kasne reakcije hipersenzitivnosti [66].

Sve CeS¢e ga se spominje kao kofaktor u patogenezi nekoliko kroni¢nih upalnih bolesti,
prvenstveno astme [67]. Javljaju se i prva istrazivanja u smjeru ciljane blokade dijelova
zajednicke beta podjedinice /L-3, IL-5 i GM-CSF kako bi se smanjila funkcija pojedinog citokina

ovisno o njegovoj ulozi u patogenezi bolesti, posebno astme [68 69].

1.2.4 Grada i aktivacija receptora za interleukin 3

IL-3 postaje bioloski aktivan vezanjem za svoj heterodimerni transmembranski receptor koji se
sastoji od alfa podjedinice koja je ligand specificna (IL-3Ra) 1 zajednicke beta podjedinice (Bc)
[54]. Bc podjednica zajednicka je receptoru za IL-5 i GM-CSF. IL-3 Ra podjedinica ima slab
afinitet za /L-3 no u kombinaciji s Pc podjednicom stvara funkcionalan, visoko afinitetni
receptorski kompleks. Primarni ¢imbenik u prijenosu signala je upravo Bc podjednica [54,70].
No razlike u prijenosu signala u istom stanicnom sistemu ovisno da li na njega djeluje IL-3, GM-
CSF, 1 IL-5, kao 1 promijenjeni odgovori stanice ovisno o mutaciji alfa podjedinice govore u

prilog njenoj vaznoj ulozi u provodenju signala [71].

Niti jedna podjedinica /L-3R nema intrinzi¢nu aktivnost kinaze (kao 1 EPOR), ve¢ tek nakon
vezanja liganda i1 heterodimerizacije dolazi do viSestruke fosforilacije receptora te kaskadne
aktivacije velikog broja efektorskih molekula kao §to su JAKs, STATs, PI-3 kinaze, NF-kB, Src,
Rac, Ras i MAP kinaze (Slika 5aib) [72].
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SlikaSa. Aktivacija receptora za /L-3. Prilagodeno prema [73]
U odsutnosti citokina, podjedinice receptora su odvojene na stani¢noj povrsini, dok beta dimer,

koji veze JAK2 kinazu kroz citoplazmatsku regiju, stvara prolazni tetramer koji svojim

priblizavanjem povezuje JAK?2;
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Slika 5b. Aktivacija receptora za IL-3. Prilagodeno prema [73]
U prisutnosti /L-3, citokin i receptor formiraju dodekamer koji je stabiliziran u interakciji /L-

3:IL-3 te dovodi do prijenosa signala aktiviranjem JAK?2 kinaze i transfosforilacije
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1.3 FIZIOLOGIJA I PATOFOZIOLOGIJA HEMATOPOETSKOG
SUSTAVA

Kvantitativna 1 kvalitativna analiza krvnih stanica vrlo je vazna jer je jednostavno dostupan
indikator poremecaja organa iz kojeg su nastale ili u kojem se unistavaju. Tako nam poremecaji
eritrocitne, granulocitne ili trombocitne loze daju uvid u funkciju kosStane srzi, kao §to nam
poremecaji limfaticnih stanica pomazu u donosenju zaklju¢aka o limfnim ¢vorovima, slezeni i
drugim limfatiénim organima. Sve krvne stanice nastaju iz zajednicke pluripotentne mati¢ne
stanice. Pod utjecajem lokalnih 1 humoralnih ¢imbenika, mati¢ne se stanice diferenciraju u

razlicite stani¢ne linije [74].

Glavna obiljezja mati¢nih stanica (SC, engl. stem cells) jest sposobnost odrzavanja ravnoteze
izmedu samoobnavljanja 1 diferencijacije, te sposobnost stvaranja velikog broja stanica
specijaliziranih za odredenu funkciju [75, 76]. Opcenito, maticne se stanice dijele u tri glavne

skupine: totipotentne, pluripotentne i multipotentne mati¢ne stanice [75].

Iz totipotentne mati¢ne stanice nastaju sve stanice u tijelu, a primjer za to jest oplodeno jajasce.
Pluripotentne mati¢ne stanice mogu stvoriti stanice svih triju zametnih listi¢a (mezoderm,
endoderm 1 ektoderm), a primjer za to su stanice izdvojene iz embrija 1 fetalnih tkiva.
Multipotentne mati¢ne stanice, kao Sto su npr. krvotvorne mati¢ne stanice koStane srzi, imaju uzi
razvojni potencijal, 1 daju specijalizirane stanice (npr. stanice svih krvotvornih loza). O vrsti
specificnog ¢imbenika rasta kolonija ovisi koje ¢e se prastanice umnaZati 1 kakve ¢e kolonije

nastati (74).

Nakon faze multipotentne mati¢ne stanice eritrocitopoeza 1 trombocitopoeza nastavljaju
sazrijevanje neovisnim smjerom, dok su monocitopoeza 1 granulocitopoeza usko vezane u

daljnjoj diferencijaciji.

Funkcija krvnih stanica

Neutrofili (sa segmentiranom jezgrom) sluze uglavnom za obranu od bakterija. NajceS¢e izvan
krvozilnog sustava, u tkivima u kojima postoji upalni proces, oni fagocitiraju i liziraju bakterije.

Eozinofilni granulociti su obrana protiv parazita. Imaju direktno citotoksi¢no djelovanje.
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Takoder imaju ulogu u regulaciji reakcija u anafilaktickom Soku i autoimunom odgovoru jer
kontroliraju utjecaj bazofila. Bazofilni granulociti 1 njihovi tkivni ekvivalenti (tkivni mastociti)
sudjeluju u otpustanju tvari kao $to su histamin, serotonin i heparin. Ovi tkivni hormoni
povecavaju vaskularnu propusnost i time omogucéuju ulazak ili izlazak upalnih stanica iz ili u
tkiva. Tromobociti stvaraju ugruske koji zajedno s humoralnim koagulacijskim faktorima
zatvaraju oSteenja na krvnim zilama. Takoder otpustaju Cimbenike koji dalje sudjeluju u

procesu zgrusavanja [77].

Eritrociti su nosaci kisika za sve metabolicke reakcije ovisne o kisiku. Oni su jedine krvne
stanice bez jezgre. Njihov bikonkavni izgled omogucuje im optimalnu plasti¢nost prilikom

prolaska kroz krvne zile.

U normalnim uvjetima postoji kvantitativna i kvalitativna ravnoteza izmedu svih krvnih stanica
Sto je regulirano izlu¢ivanjem humoralnih ¢imbenika. Takoder se javlja i kompenzatorno
povecanje u sintezi stanica koje je potaknuto njihovim gubitkom ili pove¢anom potrebom za
njima. Tako se npr. javljaju pretece eritrocita s jezgrom kod gubitka krvi [78] ili kod poveéanih
potreba za kisikom, ili pak zbog manjka pojedinih metabolita (u fazi oporavka, npr. za vrijeme
nadoknade preparata Zeljeza ili vitamina). Nedostatak metabolita kao patogeni poticaj najprije 1
najcesce zahvaca eritrocitnu lozu. lako mogu biti zahvacene 1 ostale stanice, eritrociti su zbog
svoje najbrze produkcije najranjivije stanice na manjak metabolita. Nedostatak zeljeza brzo
dovodi do sniZenja hemoglobina u eritrocitima dok ¢e manjak vitamina B12 i/ili folne kiseline
rezultirati u sloZenim poremecajima u sintezi stanica. Konacno ¢e ove promjene utjecati i na

ostale stani¢ne loze [79].

U kostanoj srzi se svakodnevno stvara 1.75x10'! eritrocita i 7x10' leukocita, uz moguénost

viSestrukog povecanja produkcije u slucaju potrebe.

In vitro se iz prastanica mogu stvarati kolonije diferenciranih stanica. Mijeloidna progenitorna
stanica se moZe diferencirati u megakariocite, vrlo velike, multinuklearne stanice koje se dijele u
manje dijelove stvaraju¢i trombocite, u eritroblaste, koji se kasnije umnazaju i diferenciraju u
eritrocite, zatim u mijeloblaste koji se diferenciraju u neutrofile, eozinofile i bazofile (imaju
segmentiranu jezgru pa se nazivaju polimorfonuklearnim leukocitima), monoblaste (pretece
monocita) 1 dendriticke stanice [80] Granulociti, monociti 1 dendriticke stanice imaju mogucnost

ingestije Cestica, mikroorganizama i tekucine u svrhu obrane organizma te se nazivaju fagocitima
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(od grcke rijeci “phago’” = jesti). Kao odgovor na topive medijatore nazvane citokini, leukociti
migriraju iz krvi u tkiva, gdje popravljaju oste¢eno tkivo 1 uklanjaju bakterije, parazite i mrtve

stanice koje poticu upalu. Nakon migracije u tkiva, krvni monociti se diferenciraju u makrofage.

Najvaznije stanice imunoloskog sustava su limfociti, koji nastaju iz zajednicke prastanice u
kostanoj srzi. Razlikuju se dvije vrste limfocita: T limfociti, koji su odgovorni za stani¢ni
imunoloski odgovor i B limfociti, koji stvaraju protutijela (humoralni imunoloski odgovor).
Treci tip stanica su NK (engl. natural killer) stanice, takoder dio limfati¢nog sistema. One su
povezane s T limfocitima, ali je njihovo podrijetlo 1 dalje nepotpuno razja$njeno obzirom da
stanica jest oslobadanje litickih granula koje sadrze protein perforin i razliCite proteaze

inducirajuci smrt stanice. Osim toga, mogu unistiti 1 stanice obloZene protutijelima [79].

Sve krvne stanice nastaju iz zajednicke, pluripotentne mati¢ne stanice koStane srzi. Mogu se
otkriti u fetalnoj jetri ve¢ od 8. tjedna gestacije. Mati¢na stanica daje pretece stanica
mijelopoetskog i1 limfaticnog sustava. Eritrociti, granulociti i trombociti imaju zajednicke
prastanice, dok se limfaticni sustav rano razvija u specificne stani¢ne linije. Od 13. tjedna
gestacije neke mati¢ne stanice migriraju u timus i koStanu srZ (primarni limfni organi) gdje se
nastavljaju umnazati 1 diferencirati. T limfocitima je potreban prolaz kroz timus za konacno
sazrijevanje, dok B limfociti dovrSavaju svoj razvoj u koStanoj srzi. T limfociti (oznaceni
antigenom CD?3) diferenciraju se u dvije subpopulacije ovisno da li na povrSini nose CD4 ili
CDS8 antigen. Antigen CD4 obiljeZzava populaciju pomo¢nickih T limfocita (Th), a antigen CD8
je karakteristi¢an za populaciju citotoksicnih T stanica (Tc). U timusu se strogo kontroliranim
mehanizmima omogucuje prezivljenje samo T limfocitima koji preko svojih receptora (7CR,
engl. T cell receptor) prepoznaju odgovarajuéu MHC molekulu (od eng. major
histocompatibility complex) s kojom stvaraju adekvatnu vezu (¢ime je omoguceno prepoznavanje
stranih antigena) a nisu usmjereni na vlastite antigene. Sve ostale T stanice koje ili ne mogu
pomocu svog receptora prepoznati MHC molekulu, a time i npr antigen virusa na povrsini
zarazene stanice koji se prezentira upravo u vezi s MHC molekulom, ili pak stanice koje se
prejako vezu te prepoznaju autoantigene kao strane, budu uniStene signalom za apoptozu. Za
razliku od T limfocita, B limfociti mogu sazrijevati u plazma stanice koje stvaraju veliki broj

protutijela [77].
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1.3.1 Eritrocitopoeza

Prastanica eritrocita

Prva kolonija u ljudi iz koje ¢e daljnjom diferencijacijom nastati eritrociti je BFU-E koja ima
karakteristicnu morfologiju ploda duda. U slucaju prisutnosti EPO, u kombinaciji s jo§ jednim
¢imbenikom stimuliranja kolonija, SCF, IL-3 ili GM-CSF, tada ¢e iz njih nastati subpopulacija
stanica nazvana CFU-E iz kojih dalje nastaju proeritroblasti, zatim zreliji eritroblasti i nekoliko

enukleiranih retikulocita [81].

U uvjetima in vitro, za ovaj je proces potrebno oko 14 dana. Medutim, treba napomenuti da jos
uvijek nije mogu¢ uzgoj krvotvornih mati¢nih stanica in vitro, te o njihovoj funkcijskoj
sposobnosti mozemo samo indirektno zakljucivati iz nekoliko in vitro testova od kojih su
najvaznija dva: kratkotrajni uzgoj stanica koStane srzi koji sluzi za procjenu funkcijske
sposobnosti krvotvornih prastanica i dugotrajna kultura stanica koStane srzi, kao najbolja

aproksimacija funkcije krvotvornih mati¢nih stanica [74, 82].

U koStanoj se srzi takoder nalaze zrelije CFU-E stanice koje pod utjecajem EPO stvaraju male

kolonije eritroblasta ve¢ za sedam dana [82].

Pretece i1 zrele stanice

Oko jedne tre¢ine populacije stanica koStane srzi zdravog djeteta starijeg od 3 godine 1 odrasle
osobe cCine eritroidne preteCe, odnosno eritroblasti. Najranije prepoznatljivi oblici su
proeritroblasti. Ove se stanice dijele 1 sazrijevaju preko bazofilnih, polikromatskih 1
ortokromatskih stanica do retikulocita. Kako bi se to dogodilo, dolazi do smanjenja veli€ine
stanice, kondenzacije i izbacivanja jezgre te nakupljanja hemoglobina. Svaki proeritroblast u
prosjeku formira osam retikulocita, a srednje vrijeme potrebno da se od faze proeritroblasta

pojave retikulociti u cirkulaciji je oko pet dana [82].

U kostanoj srzi nalaze se dvije vrste postnatalnih mati¢nih stanica: krvotvorne i mezenhimne.
Krvotvorne mati¢ne stanice odgovorne su za za proizvodnju i odrZavanje svih zrelih krvnih
stani¢nih loza, dok mezenhimne maticne stanice i njihovi derivati (fibroblastne, osteoblastne,

adipocitne i1 hondrocitne prastanice) ¢ine stromu koStane srzi [83]. Stroma koStane srzi ¢ini
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mikrookolinu za krvotvorne maticne stanice stvarajuci fizicku potporu ali i brojne citokine koji
su nuzni za prezivljenje, rast i diferencijaciju krvotvornih mati¢nih stanica u usmjerene

prastanice te potom u diferencirane krvotvorne stanice [76, 84, 85]. (Slika 6).

GATA1 Riok3
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7-9 dana, 9-16 stanicnih ciklusa

Slika 6. Prikaz transkripcijskih ¢imbenika i ¢imbenika rasta koji sudjeluju u eritropoezi.

Prilagodeno prema [82].
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1.4 KRONICNO ZATAJIVANJE FUNKCIJE BUBREGA

1.4.1 Definicija

Kroni¢no zatajivanje bubrezne funkcije (KZB) definira se oste¢enjem bubrega ili glomerularnom
filtracijom (GF) manjom od 60 mL/min/1.73 m?% bez obzira na uzrok tijekom najmanje 3

mjeseca (tablica 1).

Tablica 1. Kriteriji kroni¢nog zatajenja bubrega

Ostecéenje bubrega trajanja > 3 mjeseca, definirano poremecajem strukture ili funkcije bubrega, s
ili bez smanjenja GF, a koje moze uzrokovati smanjenje GF, dokazano:

e patohistoloskim pregledom ili
e biljezima bubreznog oStecenja, ukljucivo poremecaje sastava urina ili krvi ili

e slikovnom pretragom

GF < 60 mL/min1.73 m” trajanja > 3 mjeseca, s ili bez oste¢enja bubrega

Prilagodeno prema [86].

Sve bolesnike s transplantiranim bubregom treba smatrati bolesnicima s KZB, neovisno o
vrijednosti GF, te prisutnosti ili odsutnosti pokazatelja oSte¢enja bubrega (albuminurija,
poremecaj sedimenta urina, laboratorijskih nalaza krvnih parametara ili patoloski nalaz slikovnih
pretraga). Osnova za ovakvo razmi$ljanje temelji se na oSteCenju nativnih bubrega primatelja,
pretpostavljenom oSteCenju transplantata na osnovi istrazivanja protokolarnih biopsija, te
potrebom za dozivotnom zdravstvenom skrbi uzrokovanom komplikacijama bolesti koja je

dovela do terminalnog zatajenja bubrega i kronicnom nefropatijom alografta [86].
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1.4.2 Klasifikacija

Tezina ostecenja bubrezne funkcije klasificira se u pet stadija ovisno o veli¢ini GF (tablica 2). Za

svaku godinu nakon 30. godine Zivota GF sa smanjuje u prosjeku za 1 mL/min na 1.73 m”.

Tablica 2. Klasifikacija kroni¢nog zatajenja bubrega

Stadij GF mL/min na 1.73 m2

0 >90 uz ¢imbenike rizika za KZB

1 <90 uz dokazano oStecenje bubrezne funkcije (proteinurija, poremecaj sedimenta

urina, biokemijskih pretraga krvi ili urina)

2 60-89
3 30-59
4 15-29
5 <15

Prilagodeno prema [86].

Najpouzdanije metode za mjerenje GF ukljucuju primjenu radiokativno obiljeZenih supstanci
(1251, 51Cr-EDTA, 99Tc-DTPA). Klirens kreatinina je korisna alternativa u nedostatku gore
navedenih markera. Glomerularna filtracija se takoder moZe procjenjivati na osnovi Cockcroft-
Gault jednadZbe za nekorigirani klirens kreatinina ili MDRD (od eng. Modification of Diet in
Renal Disease) Study koja omogucuje procjenu korigirane GF. No to¢nijom se pokazala Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) jednadZba posebno ukoliko je GF >60
mL/min/1.73 m* [87]. Ove se dvije metode mogu koristiti kao adekvatna zamjena ukoliko se
primjenjuju lijekovi sa Sirokim terapijskim rasponom, u suprotnom su potrebna mjerenja GF koja
su koriStena u istrazivanju farmakodinamike lijekova [86]. No treba imati na umu ogranicenja u

tjelesnim karakteristikama bolesnika koja su navedena u Tablici 3.
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Tablica 3. Klinicke osobitosti kod kojih je potrebno mjerenje klirensa radi procjene GF

e Kirajnosti koje ukljucuju dob i indeks tjelesne mase
e Trudnoca

e Bolesti miSica

e Paraplegija ili tetraplegija

e Vegetarijanska prehrana

e Brzo pogorsanje bubrezne funkcije

e Prije doziranja znacajno toksi¢nih lijekova koji se izlucuju
bubrezima

e Prije darivanja bubrega

Klini¢ka istrazivanja koja ukljucuju procjenu GF

Prilagodeno prema [86].

1.4.3 Cimbenici rizika

U svrhu smanjenja pojavnosti 1 ucestalosti KZB u prvom je redu potrebno prepoznati ¢cimbenike
rizika koji povecavaju podloznost oSte¢enju bubrezne funkcije (starija dob, kroni¢na bolest
bubrega u obiteljskoj anamnezi, prirodena ili steCena manja bubreZna masa, stanja primarne
hiperfiltracije, sréanozilne bolesti, slabiji socio-ekonomski status), dakle prije pojave same
bolesti, a zatim prepoznavanju i dobroj kontroli ¢imbenika koji dovode do direktnog oStecenja
bubrezne funkcije kao $to su u prvom redu Secerna bolest, arterijska hipertenzija 1 metabolicki
sindrom [86]. U tablici 4 navedeni su ¢imbenici rizika koji pogoduju ili direktno uzrokuju

oStecenje bubrezne funkcije.
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Tablica 4. Klasifikacija ¢imbenika rizika kroni¢nog zatajenja bubrezne funkcije i njenog ishoda

Zarazvoj KZB

Za pogorSanje KZB
Kod terminalnog
KZB

Direktno dovode do
oSte¢enja  bubreznog
parenhima

Dovode do pogorsanja

vec¢ postojeceg KZB

Dovode do povecanja
pobola i  smrtnosti

bolesnika s KZB

Cimbenici rizika Definicija Primjeri
Za podloznost KZB Povecavaju podloznost Starija dob, kroni¢na bolest bubrega u
zarazvoj] KZB obiteljskoj anamnezi, prirodeno ili steceno
smanjenje  bubrezne mase, slabiji socio-

ekonomski status

Se¢erna bolest (DM), arterijska hipertenzija,
autoimune bolesti, sistemske infekcije, infekcije
ili kamenci mokra¢nog sustava, toksi¢nost
lijekova, nasljedne bolesti

Visoka proteinurija, slabo kontrolirana arterijska
hipertenzija, slaba kontrola glikemije (DM),
moguce dislipidemija i puSenje

Slaba doza isporucene dijalize (Kt/V), anemija,
hiperfosfatemija, hipoalbuminemija, privremeni

krvozilni pristup, opterecenje teku¢inom

Prilagodeno prema [86].

Posebnu paznju zasluzuju sréanoZilne bolesti (SZB) kao komplikacija KZB, posebno stoga jer su

sr¢anozilni incidenti znacajno ¢e$¢i nego terminalno zatajivanje bubrega ovih bolesnika, jer je

KZB neovisan ¢imbenik rizika za razvoj SZB, i u konacnici, jer se dobrom kontrolom KZB

mogu sprijeciti ili pravodobno lijegiti SZB kao najvazniji uzrok smrtnosti ovih bolesnika.

Izvjes€e radne grupe za Cardiovascular Disease in Chronic Renal Disease iz 1998.godine

preporucuje da se bolesnici s KZB smatraju visoko rizicnim za razvoj SZB te da se vecina

zahvata koji su uc¢inkoviti u op¢oj populaciji trebaju primjeniti na ove bolesnike [88]. §to je

potvrdeno 2003. izvjeS¢em American Heart Association Councils [89]. te smjernicama Joint

National Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood

Pressure [90]. 1 kona¢no smjernicama od strane National Kidney Foundation [91].
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Osim takozvanih tradicionalnih ¢imbenika rizika za razvoj sréanozilnih bolesti ovih bolesnika
koji se javljaju u opcoj populaciji (starija dob, muski spol, arterijska hipertenzija, povisen HDL
kolesterol, snizen LDL-kolesterol, Secerna bolest, puSenje, smanjena tjelesna aktivnost,
menopauza, KZB u obitelji, hipertrofija lijeve klijetke), znacajni su i ¢imbenici rizika specifi¢ni
za KZB kao §to su pothranjenost, disfunkcija endotela, oksidativni stress, hiperhomocisteinemija

[92, 93].

1.4.4 Ucestalost i pojavnost

KZB je svjetski javnozdravstveni problem sa sve vecom ucestalosti i pojavnosti, visokim
troSkovima lijeCenja 1 loSim ishodom §to ukljucuje terminalno bubrezno zatajenje,

kardiovaskularne bolesti i prijevremenu smrt [94].

Pojavnost razlicitih stadija KZB je usporediva u razli¢itim dijelovima Europe $to je pokazao De
Jong 1 sur. analizom studija North Trondelag Health Study (HUNT), ,,Prevention of Renal and
Vascular Endstage Disease* (PREVEND) i ,,Estudio Epidemiologico de la Insuficiencia Renal
en Espana“ (EPRICE). Pojavnost stadija 1 i 2 KZB nalazi se u rasponu od 5.3% do 7%. Stadij 3
ima sli¢nu pojavnost u rasponu od 4.5 do 5.3%, dok je za stadij 4 pojavnost vrlo niska 1 krece se
0d 0.1 do 0.4% [86]. Do 2006 godine objavljena je studija Hallan i suradnika o pojavnosti KZB
u Norveskoj iz HUNT II studije koja je ukljucivala 65 181 odraslog bolesnika [96].

Rezultati o pojavnosti i u€estalosti pojedinih stadija KZB u Sjedinjenim DrZavama dobiveni su iz
Third National Health and Nutrition Examination survy (NHANES III) koje je pokazalo da 6.3
% opce populacije ima stadij 1 12 KZB, 4.3% ima stadij 3, dok 0.2% opc¢e populacije ima stadij
410.2% ima stadij 5 [97].

Bolesnici koji imaju stadij 1 1 2 dosegnu zavrSni stadij bubreznog zatajenja otprilike jednako
Cesto kao 1 bolesnici sa stadijem 3,gdje je rizik terminalnog zatajenja bubrega u ranijim stadijima
bubreznog zatajenja otprilike 25 do 45 puta veci u odnosu na bolesnike koji nemaju KZB. Rizik
razvoja terminalnog bubreznog zatajenja je zapanjujuc za stadije 4 1 5, gdje bolesnici imaju 100
do 1000 puta vec¢i rizik nastanka terminalnog zatajenja bubrega u usporedbi s bolesnicima u
stadijima 1 do 3 [95]. U skladu s podacima iz svjetske literature u R. Hrvatskoj od kroni¢ne

bolesti bubrega boluje ili ima povecani rizik oko 450 000 osoba. Prema podacima Hrvatskog
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registra nadomjeStanja bubrezne funkcije 2011. incidencija KZB je 113.3 bolesnika/milijun
stanovnika, a nadomjestanje bubrezne funkcije bilo je potrebno u 4 348 bolesnika Sto odgovara

pojavnosti od 980 bolesnika/milijun stanovnika [98].

1.4.5 Patogeneza

Smanjenje GF dovodi do velikog broja komplikacija kao Sto su hipertenzija, anemija,

pothranjenost, bolest kostiju, neuropatija i u konacnici smanjenja kvalitete Zivota.

Kroni¢no zatajivanje funkcije bubrega moze biti posljedica djelovanja zastitnih mehanizama
organizma specificnih za osnovu bolest, npr. djelovanja imunih kompleksa i posrednika upale u
odredenim tipovima glomerulonefritisa ili izloZenosti toksinima u intersticijskim bubreznim
bolestima. Drugi mogué¢i mehanizam ostecenja bubrezne funkcije nastaje u bubrezima s
dugotrajno smanjenom bubreznom masom gdje zbog hiperfiltracije i kompenzatorne hipertrofije
preostalih nefrona dolazi do oSte¢enja bubrezne funkcije. U konacnici ova kratkotrajna
prilagodba hipertrofijom 1 hiperfiltracijom postane nedostatna jer povecani tlak i protok dovode
do sekundarne skleroze i razaranja preostalih nefrona. Povecana aktivnost RAS pridonosi i
pocetnoj prilagodnoj hiperfiltraciji 1 posljedicnoj neprilagodenoj hipertrofiji 1 sklerozi,
prvenstveno putem TGF- B1 (eng. transforming growth factor pI) ali i Cimbenika rasta

trombocita [99, 100].

Kroni¢no zatajenje bubrega u 1. i 2. stadiju (GF > 60 mL/1.73 m?) je uglavnom bez simptoma,
no ¢imbenici koji su doveli do zatajenja bubrega djeluju i dalje istim intenzitetom ukoliko ostanu
neprepoznati. Bolest koja je dovela do zatajenja moze biti simptomatska, npr. edemi u
nefrotskom sindromu ili hipertenzija kao posljedica bolesti bubreznog parenhima. U ovim se
stadijima bubrezno oSte¢enje moze otkriti albuminurijom u 2 od 3 uzorka urina $to se definira

kao albumin > 30 mg/dU ili omjer albumin/kreatinin > 300 mg/g [86].

Daljnjim smanjenjem GF prema stadiju 3 ili 4 (GF 15-59 mL/1.73 m?) dolazi do poremecaja
homeostaze elektrolita, u prvom redu hiperfosfatemije, posljedicne hipokalcemije, smanjuje se
koncentracija vitamina D3 (zbog smanjene aktivnosti 1-alfa-hidroksilaze u bubrezima, malih

rezervi vitamina D 1 pojacane razgradnje aktivnog hormona, te smanjene ekspresije receptora za
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vitamin D) [101], te dolazi do kompenzatornog, sekundarnog hiperparatireoidizma (SHPT)
[102]. Takoder zbog oste¢enja bubrezne funkcije dolazi i do poremecaja acido-bazne ravnoteze u
prvom redu smanjenim izlu€ivanjem amonijaka. Acidoza nastaje pri smanjenju GF <20 mL/min
kada zbog gubitka nefrona dolazi do nedovoljne sinteze amonijaka, smanjene regeneracije
bikarbonata u tubulima i smanjene sposobnosti izlucCivanja vodika. Tezina acidoze moze biti
pojacana i katabolizmom te povecanim unosom bjelancevina, a time i optereCenjem organizma
kiselinama. Ovakav poremecaj ravnoteze dalje pogoduje poremecaju kostanog metabolizma koji
se ne smije promatrati samo u odnosu na kost ve¢ u odnosu na poremec¢aj metabolizma minerala
1 izvan koStanog sustava, ukljuCuju¢i krvne zile. U posljednje se vrijeme termini "bubrezna
osteodistrofija" i "bubrezna bolest kosti" zamjenjuju terminom "KZB - poremecaj minerala 1
kosti". Time se opisuje Sirok spektar klinickih sindroma koji se javljaju zbog sistemskog
poremecaja minerala i kosti, a rezultat je oStecenja bubrezne funkcije koji se moze manifestirati
kao jedan ili kombinacija slijede¢ih poremecaja: 1. poremecaj kalcija, fosfora, PTH 1
metabolizma vitamina D, 2. poremecajima pregradnje kosti, mineralizacije, volumena, linearnog
rasta ili snage te 3. kalcifikatima krvnih Zzila ili mekog tkiva [103]. Poremecaji s niskom
kostanom pregradnjom ukljucuju adinamicnu bolest kosti i osteomalaciju, nekada su bili vrlo
rijetki poremecaji no sada se sve ¢eS¢e susrecu i povezuju s pretjeranom upotrebom vitamina D,

upotrebom kalcija za regulaciju hiperfosfatemije i pretjeranom supresijom PTH [103].

Metabolicka neravnoteZa koja se javlja u stadijima 3 1 4 KZB pracena je i1 klinickim znakovima
te se u ovim stadijima bolesti javljaju simptomi od strane gotovo svih organskih sustava.
NajizraZeniji su smanjen apetit, slabost, umor, nemogucénost obavljanja svakodnevnih aktivnosti

1 nalaz normocitne anemije.

Normocitna, normokromna, neregenerativna anemija posljedica je u prvom redu smanjenog
stvaranja eritropoetina zbog gubitka bubreznog parenhima ali se javlja 1 zbog usporenja
eritropoeze zbog relativne neosjetljivosti eritroidne loze na eritropoetin u uremic¢noj sredini 1
hemolize uvjetovane uremijskim toksinima. PogorSanju anemije pridonose manjak folata i
zeljeza, malnutricija, sekundarni hiperparatireoidizam, krvarenje 1 infekcije [104-106].

Bolesnici u zavrSnom stadiju KZB razvijaju uremijski sindrom koji je posljedica gubitka
bubrezne funkcije: ekskretorne, metaboli¢ke i endokrine. Gubitak ekskretorne funkcije rezultira
nakupljanjem organskih spojeva, kao Sto su karbamid, cAMP, poliamini, kratinin, gvanidin,

mokracna kiselina. Toksi¢no djelovanje imaju spojevi koji su topivi u vodi, vezani za proteine,
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elektricno nabijeni, spojevi gvanidina, poliamini, mioinozitol, indoli i molekule srednje veli¢ine 1
oni dovode do simptoma uremije. Ovi spojevi utjeCu na agregaciju trombocita, povecavaju

koncentracije lijekova u krvi i pridonose anemiji [107, 108].

Hiperkalijemija se pojavljuje kasno jer se pri GF > 5 mL/min kalij uglavnom uspijeva odstraniti
ekskrecijom u distalnom tubulu posredstvom aldosterona. Hiperkalemiju uzrokuju povecan unos
kalija hranom, katabolizam proteina, hemoliza, krvarenje, transfuzija krvi, metabolicka acidoza,
lijekovi koji inhibiraju ulaz u stanice i njegovu ekskreciju (ACE inhibitori, blokatori

angitenzinskih receptora (ATR) i diuretici koji Stede kalij) [109].

Ako bolest uznapreduje do stadija 5, bolesnici imaju izrazite simptome, koji su obuhvaceni
uremijskim sindromom, a ovakvo stanje zavrSava smréu osim ako se ne nadomjesti funkcija

bubrega bilo dijalizom bilo transplantacijom.
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1.5 TRANSPLANTACIJA BUBREGA

Od 1954. kada je ucinjena prva transplantacija bubrega Zzivog donora u Bostonu, doslo je do
dramati¢nog napretka transplantacije, od jo§ nedokazane metode kojom se spaSava Zivot, do prve
linije lijeCenja bolesnika s terminalnim zatajenjem bubrega. Bolesnici koji su lijeCeni

transplantacijom imaju 68% manji rizik od smrti nego bolesnici koji se lijece dijalizom [110].

Uspjeh transplantacije ovisi o imunosupresiji obzirom da tijelo primatelja prepoznaje transplantat

kao strano tijelo koje u konacnici bude i odbac¢eno od imunoloskog sustava primatelja.

Imunosupresivni lijekovi imaju usku terapijsku Sirinu i brojne nuspojave. Uz to su snazni
inhibitori T 1 B stani¢ne funkcije zbog ¢ega je njihova upotreba povezana s potencijalno zivotno

ugrozavajuc¢im infekcijama.

Dvije su grupe povrsinskih antigena odgovorne za prezivljenje alografta. To je glavna grupa
krvnih ABO glikolipida koji su meta prirodno postoje¢im hemaglutininskim protutijelima. U
posljednje je vrijeme sve viSe izvje$¢a o uspjesSnoj transplantaciji organa inkompatibilnih krvnih

grupa, a sve zahvaljujuéi napretku imunosupresivne terapije [111].

Druga grupa antigena vaznih u transplantaciji organa su glavni antigeni tkivne podudarnosti,
MHC, koji se nalaze na svim stanicama sisavaca. Stupanj uspjeSnosti transplantacije s
nesrodnog, kadaveri¢nog davatelja u direktnoj je vezi s brojem MHC nepodudarnih antigena
izmedu davatelja 1 primatelja. Geni unutar MHC grupe fizicki su grupirani u tri regije, a kodiraju
bjelancevine na povrSini stanice kao i antigene na ljudskim leukocitima, HLA (eng. human
leukocyte antigens) koji imaju klju¢nu ulogu u razlikovanju "svog" od "tudeg".U prvoj grupi
nalaze se geni koji kodiraju teSke polipeptidne lance za HLA-A, HLA-B i HLA-C antigene koji su
identificirani kao ciljevi aloprotutijela, a u konacnici i stani¢no posredovanog imunog odgovora.
Ovi se antigeni nalaze na povrSini svih stanica s jezgrom. U drugoj grupi nalaze se geni koji
kodiraju i alfa i beta lanac HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ molekula. Za razliku od antigena prve
grupe koji se nalaze na povrsini svih stanica s jezgrom, pa tako i T 1 B limfocita, antigeni grupe
I imaju znaajno ogranienu proSirenost na monocite, makrofage, endotelne stanice,

Langerhansove stanice koze i aktivirane (ali ne i mirujuée) T limfocite [112].

40



Komplikacije nakon uspjesne transplantacije bubrega takoder su brojne zbog dugotrajne
izloZenosti bolesnika imunosupresiji, problema ne samo akutnog odbacivanja, koje je sada razlog
vrlo malom broju gubitka presadenog bubrega [113], ve¢ i kroni¢nog odbacivanja alografta te

infekcija, kardiovaskularnih bolesti, malignoma.

Sam operacijski zahvat ima svoje kirurSke komplikacije od kojih je najces¢a krvarenje, a javlja
se u 1-5% ovisno o rizicnim ¢imbenicima prije zahvata (upotreba inhibitora zgruSavanja,
plazmafereza, ranije transplantacije te odgodena funkcija grafta i potreba za hemodijalizom).
Takoder u ranom postoperacijskom razdoblju treba misliti i na trombozu ili stenozu arterije
grafta koje se napretkom kirurSke tehnike javljaju u manje od 3% zahvata, ali mogu biti fatalne

za prezivljenje grafta [114].
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1.5.1 Imunosupresivni lijekovi

Napredak u nasem razumijevanju stanicnih i molekularnih mehanizama koji sudjeluju u
odbacivanju alografta prati i razvoj imunosupresivnih lijekova. Sve je veéi broj dostupnih
imunosupresivnih lijekova koji djeluju na razli¢ite faze imunoloskog odgovora na graft. Svi oni
dovode do nespecificne imunosupresije (osim betalacepta, specificnog T stanicnog inhibitora.
odobrenog za imunosupresiju bolesnika s transplantiranim bubregom 2011.) i svaki od njih ima
svoje specifine nuspojave, a koriste se za intenzivnu imunosupresiju u prvim danima nakon

transplantacije (indukcija), odrzavanje i zaokret ve¢ postoje¢eg odbacivanja alografta. [116].

Jo$ 1954 godine Murray i sur. izveli su prvu transplantacija bubrega. No ona je u to vrijeme bila
moguca jedino zbog toga S§to su davatelj i primatelj bili jednojaj¢ani blizanci. Moderna era
imunosupresije zapocela je otkricem da 6-merkaptopurin (6-MP) moze inducirati imunolosku
nereaktivnost na strani protein u zeceva, §to se nastavilo istrazivanjem koje je pokazalo

produzeno prezivljenje pasa s transplantiranim bubregom [116].

Nesto kasnije Elion i Hitchings koji su radili u Burroughs Wellcome laboratoriju u New Yorku
uspjeli su sintetizirati viSe nukleotidnih analoga, od kojih se svojom ucinkovitoséu i
podnosljivosti posebno isticao azatioprin (AZA). Ubrzo je zapocela i njegova upotreba u
klinickoj praksi. No nije bio dovoljno ucinkovit da sprijeci veliki broj gubitaka grafta zbog
odbacivanja. Tek je kombinirana upotreba AZA 1 kortikosteroida u ranim 1960. pokazala kako je
ucinkovita imunosupresija postala realnost [117]. Iako se preZivljenje grafta poboljsalo, kasnih
1970ih jedva je prelazilo 50% nakon godinu dana. Sljede¢ih 25 godina ova su dva lijeka bila
okosnica imunosupresije. Otkrice ciklosporina (CyA) 1976. godine, te njegova klini¢ka upotreba,
posebno u kombinaciji s AZA 1 kortikosteroidima omogucila je daljnji napredak transplantacije

solidnih organa 1 prezivljenje presatka od 8 do 95% nakon prve godine [117, 118].

Sljedeca dva lijeka identificirana su kasnih 1980ih, poznati kao takrolimus (FK506) i sirolimus
(rapamicin). Njihovo je daljnje istraZivanje jedno vrijeme prekinuto zbog letalnog vaskulitisa
koji su uzrokovali na pse¢em modelu, no ubrzo se uvidjelo da se vaskulitis javlja samo u pasa te
se takrolimus uveo u klini¢ku upotrebu kao iznimno potentan imunosupresiv koji se u pocetku

koristio kod teskih oblika odbacivanja transplantirane jetre [116].
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Daljnja su istrazivanja potvrdila kako je takrolimus u svom djelovanju i nuspojavama vrlo slican
ciklosporinu, no s ipak nesto izrazenijim neuroloskim i dijabetogenim ucinkom [119, 120].
Konaé¢no su 1990ih u klini¢cku praksu uvedeni mikofenolat mofetil (MMF) koji je sintetski
derivat mikofenolne kiseline (MPA, eng. mycophenolic acid) proizvedene iz plijesni Penicillium
glaucum, te sirolimus i everolimus, zajedno s dva anti-CD25 monoklonalna protutijela,
daclizumabom 1 basiliximabom. Iako je MMF inicijalno istrazivan zbog svojih antivirusnih i
antibiotskih svojstava, kasnije je pokazano njegovo imunosupresivno djelovanje kako na
eksperimentalnim modelima, tako i od 1995.godine u klini¢koj upotrebi [121]. Lijekovi koji se
koriste u imunosupresiji nakon transplantacije solidnih organa mogu se podijeliti u nekoliko
grupa o kojima ¢e biti rije¢i dalje u tekstu. To su kortikosteroidi, antiproliferativni lijekovi,
kalcijneurinski inhibitori, mTOR inhibitori, te poliklonalna i monoklonalna antilimfocitna
protutijela i posljednji kod kojeg je 2011. zavrsila 1 III faza klinickog ispitivanja, specificni

blokator T limfocita [121].

1.5.1.1 Kortikosteroidi (prednizolon, prednizon, metil prednizolon)

Kortikosteroidi se jo$S wuvijek naSiroko smatraju vaznim sastavnim dijelom vecine
imunosupresivnih protokola i gotovo se univerzalno koristi kao prva linija lije€enja akutnog
odbacivanja alografta. Dva glavna kortikosteroida koja se koriste za prevenciju akutnog
odbacivanja su prednizolon i prednizon. Prednizon se u jetri metabolizira u aktivni sastojak,
prednizolon. Oba lijeka imaju wuglavnom glukokortikoidno djelovanje 1 minimalno
mineralokortikoidno djelovanje. Kao prva linija u lijjecenju ve¢ nastalog akutnog odbacivanja
grafta koristi se u najve¢em broju centara visoka doza metil prednizolona primjenjenog
intravenski. Kortikosteroidi imaju brojne protuupalne i imunomodulatorne u€inke [122]. kao Sto
su supresija proizvodnje prostaglandina, smanjenje otpustanja histamina 1 bradikinina kao 1
smanjenje kapilarne propusnosti. Njihovo vezanje za receptor u konacnici dovodi do smanjene
proizvodnje citokina, ukljucujuéi IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a. Takoder remete funkciju
monocita/makrofaga te smanjuju broj cirkuliraju¢ih CD4 + T stanica. Nuspojave steroida vrlo su
dobro poznate. Dijabetogeni u¢inak zbog poremecenog metabolizma ugljikohidrata dovodi do

redistribucije masti s ekstremiteta na trup i do centralne pretilosti. Gubitak proteina iz miSica
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ekstremiteta  uzrokuje  proksimalnu slabost, javlja se krhkost kapilara. Zbog
mineralokortikoidnog djelovanja dolazi do zadrzavanja tekuéine, hipokalijemije i hipertenzije.
Dugotrajna terapija kortikosteroidima dovodi do supresije funkcije nadbubrezne zlijezde, a druge
dobro poznate komplikacije ove terapije su i psihoza, katarakta, glaukom, zelucani ulkus,

osteoporoza, oslabljeno zacjeljivanje rana i druge [122,123].

1.5.1.2 Antiproliferativni lijekovi

1.5.1.2.1 Inhibitori sinteze purina — azatioprin i mikofenolna kiselina

Azatioprin (AZA) se u tijelu metabolizira u 6-merkaptopurin (6MP), nakon ¢ega se konvertira u
6-tiouri¢nu kiselinu, 6-metil-MP i 6-tiogvanin (6TG). Ovi spojevi su kompetitivni inhibitori kako
de novo, tako i pomo¢nog puta za sintezu nukleozida ¢ime zaustavljaju replikaciju DNA.
Poluvrijeme Zivota AZA 1 6MP je oko 2 sata ali uz znacajne razlike izmedu bolesnika, ali i kod
pojedinog bolesnika. Usprkos tome lijek se dozira prema tjelesnoj masi. Postoji polimorfizam
gena koji sintetizira enzim tiopurin S-metil transferazu (TPMT, eng. tiopurin S-metil
transferase), a koji omogucuje pretvaranje 6MP u 6-metil-MP. Ovo je vazno jer u slucaju
polimorfizma koji dovodi do smanjene funkcije enzima dolazi do akutne mijelosupresije [124].
Ovaj se polimorfizam nalazi u 10% populacije, od kojih su 0.5% homozigoti 1 kod njih nastaje
tezak oblik mijelosupresije inducirane azatioprinom. Upravo je mijelosupresija glavna nuspojava
terapije AZA koja je ovisna o dozi. Od nuspojava se jo§ navode oSteCenje jetre, kolestatska
Zutica, venookluzivna bolest. Takoder se nesto ceSce javljaju kozne reakcije koje se obi¢no

manifestiraju kao nespecifi¢an osip [117].

Mikofenolat mofetil (MMF) 1 natrij-MMF (MPS, eng mycophenolate sodium) se vrlo brzo u jetri
pretvaraju u aktivni sastojak, mikofenolnu kiselinu (MPA). Ciljno mjesto MPA je inozin
monofosfat dehidrogenaza (IMPDH), koja sudjeluje u de novo sintezi gvanozin nukleotida.
Vecina stanica ima i pomo¢ni put sinteze gvanina, no limfociti imaju moguénost samo de novo
sinteze. Na taj nacin je gotovo selektivno blokirana proliferacija limfocita. Postoje dvije
izoforme enzima IMPDH. To je tip I koji se uglavnom nalazi u stanicama u mirovanju, 1 tip Il
koji je izrazen u populaciji aktiviranih limfocita, a kojeg inhibira MPA [117, 125]. Nuspojave su

slicne 1 za MMF 1 za MPS. NajceS¢e su gastrointestinalne nuspojave, mucnina, povracanje,
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bolovi u trbuhu, a najces¢a je proljev koji je glavni uzrok smanjenja doze lijeka u bolesnika. Za
vrijeme terapije moze se javiti 1 supresija kostane srzi. Takoder je sve vise izvjeS¢a o povecanoj
incidenciji virusnih infekcija, kao Sto su citomegalo (CMV) ili herpes zoster (VZV) virusne

infekcije u odnosu na placebo ili bolesnike lijeCene AZA. [125, 126].

Nekoliko je istrazivanja dovelo do sli¢nih rezultata usporedujuéi uc¢inkovitost MMF u odnosu na
AZA (177, 183). Veliko randomizirano istrazivanje od strane TMMRTSG grupe (Tricontinental
Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group) pokazalo je da su bolesnici koji suu
terapiji imali MMF imali 1 manju incidenciju odbacivanja (16 1 20% u odnosu na 36%), rjede su
lijeceni zbog zatajenja grafta unutar 6 mjeseci od transplantacije (35 1 38% u odnosu na 50%)), te
se javila manja potreba za koriStenjem antilimfocitnih protutijela zbog teSkih ili steroid
rezistentnih epizoda odbacivanja (5 i 9% u odnosu na 15.4%). Danas je u protokolima za
imunosupresiju nakon transplantacije bubrega MMF veinom zamijenio AZA kao

antiproliferativni lijek [117].

1.5.1.2.2 mTOR inhibitori (sirolimus, everolimus)

Sirolimus (SRL) 1 everolimus (EVL) pripadaju grupi lijekova koji se nazivaju mTOR inhibitori
(mTOR, engl. mammalian target of rapamycin). Rije¢ je o serin-treonin kinazi ukljuc¢enoj u
singnalni put fosfatidilinozitol 3-kinaza /protein kinaza B. Sirolimus nastaje kao produkt
fermentacije aktinomicete Streptomyces hygroscopicus, dok je everolimus njegova kemijska
modifikacija sintetizirana radi potrebe bolje apsorpcije lijeka. SRL i EVL se veZu na imunofilin
FKBPI2 (eng FK binding protein 12), no za razliku od takrolimusa, ne dovode do inhibicije
kalcijneurina ve¢ visoko specifi¢no inhibiraju mTOR ¢ime djeluje na unutarstani¢nu signalizaciju
potrebnu za nastavak stani¢nog ciklusa 1 stani¢nu proliferaciju [128]. Kona¢ni ucinak je blokada
aktivacije T stanica onemugucuju¢i da stanicni ciklus iz G1 prijede u S fazu. Osim svog
imunosupresivnog ucinka, m7OR inhibitori inhibiraju fibroblastne faktore rasta S$to moze
rezultirati u oteZanom zacjeljivanju rana. Vjerojatno je sli¢an ucinak na proliferaciju glatkih
miSiénih stanica odgovoran za uocenu proliferaciju intime nakon angioplastike. SRL 1 EVL
imaju sli¢ne nuspojave, §to je 1 za o€ekivati obzirom na sli¢nu kemijsku strukturu. Nuspojave se
mogu podijeliti na metaboli¢ke, hematoloske, koZne, te na nuspojave zbog inhibicije ¢imbenika

rasta [117, 129]. Glavna metabolicka nuspojava je poviSenje serumske koncentracije kolesterola
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1 triglicerida, zatim porast mokrac¢ne kiseline i 'jetrenih’ enzima. Supresija sve tri krvne loze je
Cesta, s anemijom koja je pogorSana prisustvom kroni¢nog bubreznog zatajenja i prekidom
terapije eritropoetinom. Od koznih promjena, u prvom redu je rije¢ o aknama i ulceracijama usne
Supljine. Proljev, periferni edemi i stvaranje limfocela takoder su dobro poznate nuspojave ovih
lijekova uz sve ceS¢a izvjeS¢a o pneumonitisu [130] povezanom uz terapiju sirolimusom ili

everolimusom.

Tablica 5. Nuspojave antiproliferativnih lijekova

Mikofenolna kiselina mTOR inhibitori

Anemija ++ o+
Mikrocitoza - ++

Neutropenija -+ Tt
Trombocitopenija +/- T+
Hiperkolesterolemija - t
Hipertrigliceridemija - +++

Proljev -+ +

Prilagodeno prema [117]

1.5.1.3 Kalcijneurinski inhibitori (ciklosporin, takrolimus)

Ciklosporin (CyA) je ciklicki polipeptid dobiven iz gljivice Tolypocladium inflatum. Njegova
ucinkovitost i toksi¢nost proizlaze iz inhibicije kalcijneurina, serin-treonin fosfataze. Obzirom da
je CyA lipofilan, jednostavno difundira kroz membranu ciljnih stanica kao $to su T limfociti,
gdje stvaraju kompleks s ciklofilinom, unutarstani¢nim proteinom. Upravo je ovaj kompleks
odgovoran za inhibiciju aktivnosti kalcijneurina, dovode¢i do prekida normalnog, o kalciju
ovisnog, unutarstani¢nog signaliziranja unutar T limfocita. Kao posljedica, aktivacija T limfocita
preko povrSinskih receptora ne dovodi do aktivacije kalcijneurina preko kalcij-kalmodulina, ne
dolazi do transkripcije gena za sintezu pro-upalnih citokina kao §to su /L-2, IL-3, IL-4, IFN-y i
T'NF-o 1 nema aktivacije niti proliferacije T limfocita [117, 118, 132]. Takrolimus (FK506) se za
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razliku od ciklosporina veze na 12 kDa intracelularnog imunofilina FK506 (ve¢ spomenuti

FKBP12), takoder dovode¢i do inhibicije kalcijneurina.

Kalcijneurinski i mTOR inhibitori se metaboliziraju preko citokrom P450 oksidaze u jetri i
crijevima, stoga lijekovi koji interferiraju s ovim enzimom djeluju 1 na koncentraciju
ciklosporina 1 takrolimusa kod pojedinog bolesnika. Kalcijneurinski inhibitori su vezani uz Sirok
spektar nuspojava, a vecina najvaznijih su ovisni o dozi lijeka i javljaju se u organima gdje je
najvisa koncentracija kalcijneurina, odnosno u mozgu i bubregu [132] Najces¢i su
nefrotoksi¢nost 1 neurotoksicnost, dijabetogeni ucinak, hepatotoksicnost. Iako oba lijeka dijele

neke nuspojave ovisne o dozi, postoje 1 neke znacajne razlike (Tablica 6)

Tablica 6.. Nuspojave kalcijneurinskih inhibitora

Ciklosporin A Takrolimus

Nefrotoksicnost ++ T+
Arterijska hipertenzija -+ 4+

Tremor ++ -+
Dezorijentacija +/- +
Novonastala Sec¢erna bolest +/ - +
Hirzutizam ++ -
Hiperplazija desni ++ -

Prilagodeno prema [117]

CyA 1 FK-506 su nefrotoksi¢ni i upravo je to glavna nuspojava ovih lijekova nakon
transplantacije bubrega. Djelomi¢no se javlja zbog vazokonstrikcije aferentne arteriole sa
posljedi¢nim smanjenjem prokrvljenosti 1 glomerularne filtracije [134, 135] Ove su promjene
reverzibilne ukoliko se ukine primjena kalcijneurina. Dugoro¢na upotreba ovih lijekova dovodi
do kroni¢nih, ireverzibilnih promjena karakteriziranih intersticijskom fibrozom i obliteracijom
arteriola. Cini se da je navedena pojava manje izraZena uz takrolimus kao i hipertenzija koja se

¢esto javlja kao nuspojava lijeCenja [117, 135].
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Za razliku od nefrotoksi¢nosti i hipertenzije, neurotoksi¢nost se ceS¢e javlja uz terapiju
takrolimusom. Najces¢e se ocituje kao tremor i glavobolja koji se pogorSavaju 2 sata nakon
uzimanja lijeka kada je i njegova koncentracija u krvi najviSa. Mogu se javiti i nesanica, psihoza,
halucinacije i poremecaji svijesti, ali ipak znatno rjede [117]. CyA je bio glavna okosnica
imunosupresije kroz 1980e i rane 1990e. Za to vrijeme provedeno je nekoliko velikih,
multicentricnih istraZivanja koja su pokazala znacajno poboljsanje u prezivljenju grafta od oko
50% sa AZA na oko 70 do 90% sa CyA [138, 139]. Prvi je put bilo moguce posti¢i dobro
prezivljenje grafta u senzibiliziranih bolesnika koji su transplantirani po drugi put. Omogucilo je
1 napredak u transplantaciji drugih solidnih organa. Godine 1986 Opelz je publicirao podatke iz
europske baze podataka o nefrotoksi¢nosti CyA, a ta je spoznaja dovela do smanjivanja doze
CyA u lije¢enju i uvodenje trojne terapije zajedno sa AZA 1 steroidima kako bi se minimalizirala

toksi¢nost i povecala uc¢inkovitost imunosupresivne terapije [ 140].

Najvece randomizirano kontrolirano istrazivanje o upotrebi takrolimusa (287 bolesnika) i CyA
(273 bolesnika) u kombinaciji s AZA 1 steroidima [141]. Pokazalo je znacajno niZu incidenciju
biopsijom dokazanih odbacivanja nakon perioda od 6 mjeseci u FK506 grupi u odnosu na CyA
grupu (19.6% u odnosu na 37.3%). U slucaju da je doSlo do akutnog odbacivanja grafta,
vjerojatnije je bilo ovisno o steroidima u bolesnika lije¢enih FK506 nego sa CyA (9.4% u odnosu
na 21%). Nije bilo znacajnije razlike u preZivljenju grafta nakon 6 mjeseci. Na osnovu nekoliko
istrazivanja, preporuceno je takrolimus ukljuciti kod bolesnika koji su visoko imunoloski rizicni,
npr. senzibilizirani ranijim transplantacijama i1 kod bolesnika s odgodenom funkcijom grafta
[142]. I dalje se nastavlja tendencija smanjenja kalcijneurinskih inhibitora u imunosupresivnim

protokolima [129].

1.5.1.4 Polikonalna i monoklonalna antilimfocitna protutijela (daclizaumab, basiliximab)

Poliklonalna protutijela jo§ se uvijek koriste u transplantaciji solidnih organa, no potiskuju ih
monoklonalna protutijela iz viSe razloga. Poliklonalna protutijela sadrZe protutijela usmjerena na
razliCite povrSinske molekule izrazene na T 1 B limfocitima, NK stanicama i makrofazima.
Primjena ovakvih protutijela dovodi do brze i1 snazne deplecije limfocita u vecine bolesnika [116,

117]. Takozvana reakcija na prvu dozu vida se kod gotovo 80% bolesnika i moze biti

48



uzrokovana ksenogenim bjelanCevinama ili inicijalnom aktivacijom T stanica i posljedi¢nim

otpustanjem citokina [117].

Najcesca reakcija je febrilitet koja je sve rjeda s ¢eS¢im primjenama protutijela. Ostale reakcije
ukljucuju osip, trombocitopeniju i rijetko anafilakticki Sok. Obi¢no se 30-60 min prije primjene u
terapiji daje kombinacija steroida, antihistaminika i paracetamola. Anti limfocitna protutijela jos§
se koriste, posebno u terapiji steroid rezistentne epizode akutnog odbacivanja grafta 1 uCinkovita

suu 70-96% bolesnika [143].

U usporedbi s preparatima koji sadrze poliklonalna protutijela, monoklonalna protutijela (mAb,
engl. monoclonal antibodies) imaju jedno, dobro definirano ciljno mjesto na koje se vezu,
standardizirana su i ne sadrze nepotrebne bjelancevine. Muronab-CD3 (OKT3) je monoklonalno
protutijelo koje se veze na CD3 molekulu na T stanicama. Unutar nekoliko minuta od primjene
OKTS3 dolazi do masivne lize T stanice i duboke limfodeplecije [144]. Nakon 3-5 dana, mogu se
detektirati cirkuliraju¢i T limfociti, no ne eksprimiraju CD3 biljeg [145] koji je esencijalan za
prenosenje signala nastalog vezanjem antigena na 7CR. Kada se OKT3 inicijalno veze na CD3,
dolazi do T stani¢ne aktivacije, citolize i masivnog otpustanja citokina $to dovodi do plu¢nog
edema i akutnog respiratornog distres sindroma [117] te je potrebna premedikacija. Klinicki se
muronab-CD3 koristi 1 za indukciju imunosupresije 1 za lijeCenje steroid rezistentnog
odbacivanja grafta [147]. CD25 monoklonalno protutijelo je alfa lanac receptora za IL-2 (IL-2R),
koji je normalno izrazen na aktiviranim T limfocitima. Dva monoklonalna CD25 protutijela
odobrena su za klinicku praksu, baziliksimab 1 daklizumab, a koriste se i kod nas. Posljednjih

nekoliko godina daklizumab je povucen iz proizvodnje zbog finacijskih interesa proizvodaca.

Kada se jednom primjene, protutijela ostaju u cirkulaciji nekoliko tjedana, ovisno o drugim
imunosupresivnim ljekovima koje bolesnik prima. U kombinaciji sa CyA 1 steroidima receptori
ostaju blokirani oko 7 tjedana dok je uz dodatak AZA ili MMF ucinkovitost produzena na 50,
odnosno 59 dana [148, 149]. Za razliku od OKTS3, baziliksimab i daklizumab ne dovode do
reakcije nakon prve doze, 1 imaju vrlo malo nuspojava direktno vezanih za samo protutijelo. U
konacnici, ova se dva mAb koriste u indukcijskoj terapiji transplantacije bubrega i nemaju
mjesto u lijeenju steroid rezistentnog akutnog odbacivanja, jer su u tom slu¢aju aktivni /L-2R

niskog afiniteta kojima nedostaje alfa podjedinica.
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1.5.1.5 Selektivni inhibitor T stanica

Belatacept (ranije poznat pod nazivom LEA29Y) je najnoviji lijek, za sada jedini u grupi
selekivnih inhibitora T stanica koji je odobren za upotrebu od strane Ameri¢ke i Europske
agencije za lijekove 2011. u imunosupresiji nakon transplantacije bubrega. Rije¢ je o proteinu
kojeg Cine Fc fragment ljudskog IgG1 imunoglobulina koji je vezan za ekstracelularnu domenu
CTLA-4, klju¢nu molekulu za stimulaciju T limfocita ¢ime selektivno blokira njihovu aktivaciju.
U¢inkovitost mu je istrazena u klini¢koj studiji BENEFIT i BENEFIT EXT koja je 3 godine
pratila 1209 ukljucenih bolesnika, a kontraindiciran je u bolesnika seronegativnih na EBV
obzirom na znacajniju incidenciju posttransplantacijskog limfoproliferativnog poremecaja u

odnosu na CyA [146].

Imunosupresivni protokoli osmisljeni su kako bi sprijeCili odbacivanje grafta, a najcesce se
sastoje u kombinaciji tri lijeka: kortikosteroida, kalcijneurinskog inhibitora (CyA, takrolimus) i

jednog od antiproliferativnih lijekova (MMF ili AZA).
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1.5.2 Hematoloske komplikacije nakon transplantacije

1.5.2.1 Posttransplantacijska anemija

Nakon uspjesne transplantacije bubrega, vrijednosti hemoglobina postupno rastu te dosezu
referentne vrijednosti unutar 6-12 tjedana [150]. Anemija se povezuje sa sréanozilnim
komplikacijama u bolesnika sa kroni¢nim bubreznim zatajivanjem, posebno sa hipertrofijom
lijeve klijetke 1 poviSenim rizikom od smrtnog ishoda u odnosu na bolesnike bez anemije.
[151,152]. Takva povezanost anemije sa loSim stanjem sréanozilnog sustava nastavlja se i nakon

transplantacije bubrega [153, 154].

Posttransplantacijska anemija (PTA) u Europi se definira kao vrijednost hemoglobina niza od
120 g/L u Zena i vrijednost hemoglobina niza od 135 g/L u muskaraca [105]. Danas postoji svega
nekoliko studija koje su istrazivale posttransplantacijsku anemiju i teSko ih je usporedivati
upravo zbog razlika u definiciji anemije. Prema studiji Yorgina i sur. [156] kasna
posttransplantacijska anemija definirana kao hematokrit <33% javlja se u 30% bolesnika. Njena
se prevalencija povecava nakon transplantacije te se moze na¢i u 26% bolesnika nakon 5 godina.
Cak 62.5% bolesnika koji se prebaceni s terapije azatioprinom na terapiju mikofenolat mofetilom
postalo je anemi¢no. Glavni razlog za anemiju u ovoj studiji bila je smanjena egzokrina funkcija
presatka. Druga, retrospektivna studija Mixa 1 sur. pokazala je da ¢ak 36% bolesnika nakon 4
godine od transplantacije ima hematokrit nizi od 36% S§to je znacajno vise nego nakon godinu
dana kada je anemija bila prisutna u 21% bolesnika. Svega 12% od 240 bolesnika iz ove studije
ima odredene pokazatelje koji procjenjuju rezerve zeljeza [157]. Najveca studija objavljena na
temu postratransplantacijske anemije bila je europska studija koja je obuhvatila 4263 bolesnika.
Anemija je bila definirana kao vrijednost hemoglobina manja ili jednaka 120 g/LL u Zena,
odnosno 130 g/L u muskaraca, pri ¢emu je cak 36% ispitanika zadovoljilo navedene kriterije
[158]. Opcenito se PTA moze podijeliti na ranu i kasnu, ovisno o vremenu nastanka. Najcesc¢i
uzroci rane PTA su gubitak krvi tijekom operativnog zahvata, postoperativna krvarenja, upale,
odgodena funkcija presatka, indukcijska terapija s posljedicnom supresijom koStane srzi. Ne
smije se zaboraviti niti nagli prekid primjene lijekova koji stimuliraju eritropoezu, a bolesnici su

ih primali za vrijeme dijalize [159, 160].
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Takoder se moze razviti hemoliticka anemija u 9-40% primatelja grafta kod manjih
inkopatibilnosti ABO sustava krvnih grupa primatelja i davatelja, a zbog sindroma prolaznog
limfocita [161]. Ako bolesnik krvne grupe A primi bubreg davatelja krvne grupe 0 ili bolesnik
krvne grupe AB primi bubreg davatelja koji je ili A ili B krvne grupe, hemoliticka anemija javlja
se u 14-20% slucajeva. Klinicki se hemoliticka anemija javlja unutar 3-22 dana nakon
transplantacije, a spontani oporavak se ocCekuje unutar 7-10 dana [162]. Medutim, ukoliko
anemija perzistira kod bolesnika s uspostavljenom funkcijom transplantiranog bubrega, potrebno
je razmisljati o postojanju zarista infekcije, gastrointestinalnog krvarenja, nedostatku zeljeza i/ili
vitamina B12. Medu lijekovima vaznu ulogu imaju antiproliferativni lijekovi AZA 1 MMF koji
inhibiraju¢i sintezu purina dovode do supresije koStane srzi [163]. no tada je anemija pracena
leukopenijom i trombocitopenijom. Sirolimus dovodi do anemije interferiraju¢i s metabolizmom
zeljeza [164], ciklosporin i takrolimus mogu dovesti do PTA uzrokujuéi hemoliti¢ko uremijski
sindrom [165]., kao 1 ACE inhibitori 1 inhibitori ATR o ¢emu je ranije bilo govora. Najces¢i
uzrok kasne PTA je loSa funkcija presatka zbog nedostatne sinteze eritropoetina [166] ili zbog
rezistencije na eritropoetin [104]. Obzirom na Sirok spektar razli¢itih patoloskih stanja koja
nastaju kao posljedica anemije nakon transplantacije bubrega, lijeCenje u prvom redu treba biti

etiolosko kad god je to moguce [167].

Uvodenje eritropoetina u lijecenje anemije u bolesnika s kroni¢nim zatajivanjem bubrega dovelo
je do znacajnog smanjenja morbiditeta ove grupe bolesnika [168]. Omogucilo je izbjegavanje
ucestalih transfuzija koncentrata eritrocita, ¢ime se 1 smanjilo opterecenje teku¢inom bolesnika
na dijalizi. Ispravljanje anemije u bolesnika s KZB dovodi do normalizacije udarnog volumena,
boljeg podnoSenja napora i smanjivanja hipertrofije lijeve klijetke, te u kona¢nici smanjenje

ucestalosti bolni¢kog lijecenja 1 smrtnosti [ 169].

Smjernice za lijeCenje anemije bolesnika s kroni¢nim bubreznm zatajivanjem, kako za vrijeme
lijecenja dijalizom, tako i nakon transplantacije organa publicirane su od strane viSe stru¢nih
drustava u svijetu, a najpoznatije su NKF-KDOQI (National Kidney Foundation-Kidney Disease
Outcome Quaility Iniciative), KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcome) 1 ERBP
(European Renal Best Practice) koja je do 2008. bila poznata kao EBPG (European Best

Practice Guidelines).
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1.5.2.2 Posttransplantacijska eritrocitoza

Medu primateljima organa, posttransplantacijska eritrocitoza (PTE) se definira kao hematokrit

iznad 51% koji se javlja nakon kirur§kog zahvata.

Epidemiologija

PTE se javlja nakon uspjesne transplantacije bubrega, a najcesce se javlja u prvih 8-24 mjeseci
nakon operativnog zahvata. Ucestalost PTE se krec¢e od 8-15% [169-172] iako postoje izvjeséa i
o jako visokoj prevalenciji od 22.2% [173].

Etiologija i patogeneza

U znacajnom je broju slucajeva eritropoeza stimulirana pojacanim stvaranjema EPO u nativnim
bubrezima [174, 175]. U jednoj studiji, koncentracija EPO u serumu bila je povisena kod Sest od
sedam bolesnika sa PTE [176]. Selektivna kateterizacija vena nativnih i transplantiranog bubrega
kod tri ispitanika pokazala je srednju serumsku vrijednost EPO 40.9 1 13.0 mU/mL. Kod jednog
od bolesnika bilateralna nefrektomija dovela je do izljecenja PTE. No, serumske vrijednosti EPO
ne pokazuju izravnu povezanost s nastankon PTE. Naime, u Broxovoj studiji [177]. koja je u
usporedivala serumske vrijednosti EPO kod transplantiranih koji su razvili PTE 1 onih koji nisu

razvili PTE nije utvrdena statisti¢ki znacajno visa koncentracija serumskog EPO.

Medutim, ¢ini se kako su za razvoj PTE odgovorni drugi faktori neovisni o EPO, jer kod njih
koncentracija EPO u plazmi moZe biti u granicama referentnih vrijednosti ili ¢ak primjereno
suprimirana zbog policitemije [178-180]. Cini se da su jo§ nedefinirani ¢imbenici, a koji nisu
povezani s EPO, odgovorni u preostalim slu¢ajevima, obzirom da koncentracija EPO u plazmi

moze biti normalna ili ¢ak adekvatno suprimirana [176, 178].

To je i pokazano kroz studiju u koju je bilo uklju¢eno 15 bolesnika, a kod kojih je serumska
koncentracija EPO bila poviSena samo u jednog, unutar referentnog intervala u sedam i sniZzena u
sedam bolesnika [181]. Cimbenici neovisni o EPO mogu ili povecati osjetljivost na eritropoetin
ili direktno poticati eritropoezu [172]. Na primjer, poviSena koncentracija /GF-1 ili bjelan¢evina

koje ga vezu (IGFBP 1 i 3) mogu potaknuti razvoj PTE [171, 174]. U jednoj seriji koja je
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obuhvatila 40 primatelja organa s ili bez PTE, poboljsanje PTE uz ACE inhibitor direktno je u

vezi sa snizenim koncentracijama IGF-1 [181].

Opazanje da se stimulacija eritroidnih prete¢a serumom bolesnika na hemodijalizi koji su razvili
eritrocitozu moze djelomicno blokirati anti /GF-1 antitijelima, dozvoljava zakljucak da je IGF-1
fizioloski aktivan u eritropoezi [180]. Takoder se smatra da aktivacija angiotenzin II receptora 1
(AT|R) moze pojacati stvaranje EPO u transplantatu ili povecati osjetljivost eritroidnih preteca
na eritropoetin [180]. Osim toga, jasna je uloga stenoze bubrezne arterije koja posljedi¢no

dovodi do ishemije bubreznog parenhima i poveéanja produkcije EPO [181].

Zamije¢eno je da se PTE znacajno ceSce javlja kod bolesnika kod kojih nije ucinjena
nefrektomija nativnih bubrega, kao i kod onih koji su imali primjerenu eritropoezu prije
transplantacije $to se vidi u vrlo maloj ili nikakoj upotrebi lijekova koji stimuliraju eritropoezu za

vrijeme dijalize [171].

Policisti¢ni bubrezi su takoder povezani s pojatanom eritropoezom. Nije posve jasan razlog, ali
bi se mogao objasniti ishemijom bubreznog intersticija 1 kompenzatornim povecanjem
produkcije EPO. Karcinom bubreznih stanica, hepatocelularni karcinom, hemangioblastom,

feokromocitom i miomi maternice na sli¢an su na¢in povezani s eritropoezom.

Tako su prvi izvjestaji govorili u prilog razvoju PTE zbog bubreZne ishemije uslijed stenoze
bubrezne arterije [184], nastavak istraZivanja to nije potvrdio. Wickre i sur. [185] usporedivali
su klinicka obiljeZja bolesnika s (53 bolesnika) 1 bez PTE (49 bolesnika). Incidencija PTE bila je
17%. Prikazali su porast tromboembolijskih dogadaja (18.9%) kod bolesnika sa PTE, usprkos
venepunkcijama, u odnosu na bolesnike koji nisu razvili PTE (0%), $to nije potvrdeno u drugim
istrazivanjima [186]. Kao rizi¢ni ¢imbenici za PTE tada su uoceni puSenje, Sec¢erna bolest i
vrijeme bez odbacivanja grafta, ali ne 1 stenoza arterije grafta. Takoder, uloga PTE na
prezivljenje grafta ostaje nerazjaSnjena. Kolonko i sur [187] nisu nasli povezanost izmedu PTE i1
rizika od gubitka grafta ili bolesnika. Kiberd [169] je pokazao odli¢no prezivljenje bolesnika s

PTE, no uz upitno dugoro¢no prezivljenje grafta.

Dijagnostic¢ka obrada

lako pojacano stvaranje EPO, snizen goralatid (tetrapeptid koji inhibira eritropoezu) ili poviSena

koncentracija IGF-1 mogu dovesti do PTE, ovi parametri nisu u $iroj upotrebi u smislu rutinskog
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mjerenja kod bolesnika. Obzirom da je karcinom bubreznih stanica potencijalno fatalno stanje,
preporuca se u inicijalnom pristupu bolesniku s PTE uliniti ultrazvuéni pregled nativnih i
transplantiranog bubrega, kao i citolosku analizu uzorka urina u tri navrata kako bi se iskljucila
moguénost postojanja tumorskog procesa bubrega. U slucaju da je bolesnik zarazen hepatitisom
B ili C 1 na taj naCin u grupi bolesnika s poviSenim rizikom za razvoj hepatocelularnog
karcinoma, preporucuje se uciniti ultrazvucni pregled jetre i koncentraciju alfa-feto-proteina u
serumu. U primarnom pristupu se ne rade slikovne pretrage za isklju¢enje hemangioblastoma,
feokromocitoma ili mioma uterusa ukoliko ne postoji dodatna indikacija koja bi upuéivala na

jedno od navedenih stanja osim eritrocitoze [169, 197].

Lijecenje

Cilj lijecenja bolesnika s PTE je sniziti koncentraciju hemoglobina ispod 175g/L u
normotenzivnih bolesnika [189]. ACE inhibitori su za sada prva i najucinkovitija terapija.
Ucinkovitost ACE inhibitora 1 blokatora AT;R pokazana je u sistematskom pregledu osam
randomiziranih istrazivanja koja su ukljucivala 231 bolesnika. Lije¢enje bilo ACE inhibitorima
ili antagonistima AT;R doveli su do znacajnog pada hematokrita u usporedbi s kontrolnom
grupom (-4.3%). Niske doze ACE inhibitora (za pocetak 2.5 mg enalaprila dnevno ili 12.5 mg
kaptoprila 2 puta na dan) dovode do sniZenja hematokrita unutar refrentnog interval za dob i spol
kod gotovo svih bolesnika s PTE unutar 2-6 tjedana od pocetka lijecenja [172, 190-192]. Veza
izmedu ACE inhibitorima potaknutog sniZzenja hematokrita 1 pada u serumskoj koncentraciji
EPO prikazana je u nekih bolesnika koji su kod uvodenja terapije imali povisene ili primjerene
vrijednosti EPO u serumu [193]. No ipak ova povezanost nije uniformna, obzirom da su ACE
inhibitori ucinkoviti 1 kod bolesnika s adekvatno suprimiranom koncentracijom EPO ili kod
bolesnika kod kojih nije doSlo do pada EPO za vrijeme lijecenja [194]. Da je rije¢ i o EPO
neovisnom ucinku govori opazanje kako ukidanje ACE inhibitora kod bolesnika s PTE dovodi

do postupnog porasta hematokrita ali bez prateceg porasta u koncentraciji EPO [195].

Nuspojave su kao i1 kod pacijenata lijecenih zbog arterijske hipertenzije, u prvom redu suhi
kaSalj, koji se javlja u oko 10% slucajeva 1 rijetko zahtijeva kratkotrajni prekid lijeCenja ACE
inhibitorima. Antagonist AT|R, losartan, se takoder pokazao uspjesnim u lijec¢enju PTE [196,

197], ali uz nesto blaZe sniZzenje hematokrita u odnosu na ACE inhibitore i u€inak koji se javlja
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najces¢e unutar § tjedana od uvodenja lijeka. Obzirom na ceste relapse PTE preporuke su da se
zapoceta terapija daje trajno [197]. Ucinak ACE inhibitora moze biti posredovan Ac-SDKP
(goralatidom), tetrapeptidom koji inhibira eritropoezu [183].

U literaturi se od klini¢ki ispitanih i primijenjenih terapijskih moguénosti nalazi se teofilin kao
samostalna 1 dopunska terapija ACE inhibitorima. Teofilin djeluje kao antagonist adenozina.
Adenozin potice otpustanje EPO, a mozda i osjetljivost kostane srzi na EPO. Teofilin ima usku
terapijsku Sirinu i nije ucinkovit kao ACE inhibitori [198, 199], no u onih bolesnika koji su
razvili teze nuspojave na ACE inhibitore, on je za sada jedina klini¢ki provjerena terapijska
alternativa. Osim teofilina, ispitana je ucinkovitost i drugog metiksantina, aminofilina, no

aminofilin ne dovodi do sniZenja koncentracije hemoglobina kod bolesnika sa PTE [200].

Sirolimus, kako je ve¢ ranije spomenuto, dovodi do supresije koStane srzi i posljedi¢no do
anemije, naj¢eSce kratko nakon uvodenja u terapiju. Ovaj se ucinak moze iskoristiti 1 u lije¢enju

PTE te kalcijneurinski inhibitor zamijeniti sirolimusom [201].

Venepunkcije kao terapija preporucuju se samo u slucaju neuspjeha medikamentnog lijecenja ili

simptomatske eritrocitoze kada nismo u moguénosti ¢ekati ucinak terapije.
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HIPOTEZA

Temeljna hipoteza ovog rada jest da bolesnici nakon transplantacije bubrega koji su razvili
eritrocitozu imaju promijenjenu razinu citokina /L-3 u odnosu na bolesnike kod kojih je
postavljena dijagnoza posttransplantacijske anemije i bolesnike s urednom crvenom krvnom
slikom, a temelji se na spoznaji da beta lanac IL-3R funkcionalno i fizicki djeluje na EPOR ¢ime

modulira njegovo djelovanje i dovodi do PTE.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Temeljni ciljevi provedenog istrazivanja jesu sljedeci:

1. identificirati rizicne ¢imbenike za razvoj eritrocitoze u bolesnika nakon transplantacije

bubrega u Republici Hrvatskoj

2. ispitati razinu citokina /L-3 1 eritropoetina u bolesnika koji su razvili PTE i usporediti je s

nalazom u kontrolnim grupama

Kontrolne grupe ¢ine bolesnici s transplantiranim bubregom koji imaju vrijednosti crvene krvne
slike u referentnom intervalu za dob 1 spol te bolesnici koji 1 6 mjeseci od transplantacije
zadovoljavaju kriterije za posttransplantacijsku anemiju prema smjernicama Europskog drustva

za nefrologiju (ERA/EDTA, engl. European renal association)

Posttransplantacijska eritrocitoza je ¢imbenik rizika za razvoj sr€anoZilnih bolesti, a etiologija
samog poremecaja nije posve jasna. Ovim se istrazivanjem po prvi put ispituje razina /L-3 u
bolesnika s PTE i usporeduje s navedenim kontrolnim grupama ¢ime se doprinosi razumijevanju
etiologije PTE.

Osim toga, identifikacija rizicnih c¢imbenika odgovornih za razvoj eritrocitoze nakon
transplantacije bubrega omogucuje adekvatan i1 pravovremen pocetak lijeCenja 1 prevenciju
posljedica krvozilnih bolesti nastalih zbog povecane gustoc¢e krvi (eritrocitoze), odnosno

smanjenje morbiditeta i u konacnici mortaliteta bolesnika s transplantiranim bubregom.
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4.1. ISPITANICI

U istrazivanje je uklju¢eno 90 bolesnika kod kojih je zbog terminalnog bubreznog zatajenja
ucinjena transplantacija kadaveri¢nog bubrega. Svi bolesnici lijeCeni su 1 praceni u Zavodu za
nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju, Klinike za unutarnje bolesti, KBC

Zagreb. Bolesnici su podijeljeni u tri grupe ovisno o nalazima crvene krvne slike.

Ispitivana grupa

Ispitivanu grupu c¢ini 30 bolesnika kod kojih je postavljena dijagnoza PTE, a nakon iskljucenja
sekundarnih uzroka policitemije, kao §to su stenoza arterije presatka, pluéne bolesti ili
neoplazma nativnih bubrega. Takoder im prije uzimanja uzoraka krvi nije ordiniran inhibitor

RAS sustava u terapiji PTE.

Kontrolne grupe
Kontrolu ¢ine dvije grupe po 30 bolesnika.

Prvu grupu cine bolesnici kod kojih perzistira anemija (definirana prema smjernicama
Europskog nefroloskog drustva 1 Europskog druStva za dijalizu 1 transplantaciju (ERA/EDTA) iz
2009. kao hemoglobin u muskaraca <135 g/L neovisno o dobi, a u Zena 125 g/L, takoder
neovisno o dobi, to¢nije menopauzi. Ukljucni kriterij bila je anemija koja perzistira i 6 mjeseci
od transplantacije uz GF > 60 mL/min/1.73m” kada je manja vjerojatnost da je anemija

posljedica nedovoljne sinteze EPO iz presatka.

Drugu grupu ¢ine bolesnici s nalazima crvene krvne slike unutar referentnih vrijednosti 6

mjeseci nakon transplantacije neovisno o GF.

Niti jedan bolesnik nije bio na nadomjesnoj terapiji bilo Zzeljezom, bilo lijekovima koji

stimuliraju eritropoezu (analozi humanog eritropoetina).
Grupe se ne razlikuju prema spolu i dobi.
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4.2. METODE

Pregledana je dokumentacija svih bolesnika s transplantiranim bubregom koji se lijecCe u Zavodu
za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju kako bi se identificirali bolesnici
sa PTE. Na redovnoj kontroli u ambulanti za transplantirane bolesnike Zavoda odabrano je prvih
30 bolesnika sa PTE, nakon ¢ega su prema dobi i spolu ispitivane grupe odabrani bolesnici iz

kontrolnih grupa, takoder prema redoslijedu dolaska na redovnu kontrolu.

4.2.1. Pristanak za sudjelovanje u ispitivanju

Ispitivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Zagreb (Ur. broj: 01-
600/10-1-2007), te Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Ur.broj

04-797-2007), a svi su bolesnici potpisali obavjesteni pristanak za sudjelovanje u ispitivanju.

4.2.2. IstraZivani parametri

Kod svih bolesnika istrazivani su klini€ki i1 laboratorijski parametri kao moguc¢i ¢imbenici rizika

za nastanak PTE.

Klini¢ki parametri (na dan uzimanja uzorka periferne venske krvi za laboratorijske parametre):
e dob
e spol
e indeks tjelesne mase
e vrijednosti krvnog tlaka
e postojece sr¢anoZzilne bolesti
e dijagnoza bolesti koja je dovela do terminalnog zatajenja bubrega
e vrijeme provedeno na dijalizi prije transplantacije
e imunosupresivni protokol
e broj antihipertenzivnih lijekova (ukljucujuéi i diuretike)

e broj lijekova za kontrolu hiperlipidemije
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postojanje stenoze arterije presatka (kolor dopler bubreznih arterija)

vrijeme od transplantacije u kojem se javila PTE za ispitivanu grupu

Laboratorijski parametri

broj eritrocita (E)
koncentracija hemoglobina (Hb)
hematokrit (Htc)
broj leukocita (Lkc)
broj trombocita (Trc)
C reaktivni protein (CRP)
ureja
kreatinin
korigirani klirens kreatinina prema tjelesnoj povrsini
lipidogram
e ukupni kolesterol
e trigliceridi
e HDL- kolesterol
e LDL- kolesterol
acidobazni status (pH, parcijalni tlak kisika i1 ugljikova dioksida (pO, 1 pCO,))
koncentracija ukupnog i ioniziranog kalcija i fosfata (Ca, PO,”)
ukupna alkalna fosfataza (ALP)
koncentracija intaktnog paratireoidnog hormona (iPTH)
koncentracija eritropoetina

koncentracija /L-3

Promatrani laboratorijski parametri u svih su bolesnika odredeni iz uzorka venske krvi dobivene

punkcijom periferne vene uvijek izmedu 8 1 9 sati ujutro radi u literaturi opisanih diurnalnih

varijacija u kocentraciji eritropoetina.
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Za odredivanje biokemijskih parametara u serumu (ureja, kreatinin, ukupna alkalna fosfataza,
kalcij, fosfat, CRP, kolesterol, trigliceridi, HDL kolesterol, LDL kolesterol) koristeni su
originalni reagensi tvrtke Roche, a odredivanje je provedeno na potpuno automatiziranom
biokemijskom analizatoru Cobas 6000 tvrtke Roche. Uzorci krvi su prije analize centrifugirani 7
minuta na 3000 okretaja/min.

Kompletna krvna slika je radena na hematoloSkom analizatoru Unicel Dx4800 tvrtke Beckmann
Coulter.

Odredivanje acido-baznog statusa radeno je na uredaju Rapidlab 1265 tvrtke Siemens.

Bolesnicima je krv za odredivanje koncentracije eritropoetina vadena u epruvete bez
antikoagulansa. Nakon koaugulacije serum se odvaja i pohranjuje na najmanje -15°C do analize

ELISA (engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) testom.

Krv za odredivanje koncentracije /L-3 vadila se takoder u epruvete bez antikoagulansa. Uzorci su
centrifugirani 10 minuta na 3000 okretaja/min nakon ¢ega je nadtalog (serum) svakog uzorka
odvojen u dvije kriotube i smrznut na -70°C do obrade svih uzoraka takoder ELISA testom.

Analiza citokina /L-3 ucinjena je u Klinic¢koj jedinici za stanicnu imunodijagnostiku 1 postupke

in vitro imunologiju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb.

Kao 1 za gore navedene citokine, krv za analizu PTH se vadi u epruvete bez antikoagulansa koje
se odmah po vadenju stavljaju u led obzirom na termolabilnost bioloski aktivnog PTH. Uzorci se
centrifugiraju te se serum odvaja i pohranjuje na najmanje -20°C do analize IRMA (engl.
ImmunoRadioMetric Assay) testom. Princip IRMA testa vrlo je slican ELISA testu koji je opisan
u daljnjem tekstu, s razlikom da je drugo protutijelo obiljezeno radioizotopom, a ne enzimom, te
se koncentracija ispitivanog parametra mjeri gama brojacem.

Analiza PTH radena je u Klinickoj jedinici za pripremu radiofarmaka i radioimunologiju

Klini¢kog zavoda za nuklearnu medicinu 1 zastitu od zracenja KBC Zagreb.
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Tablica 7. Referentne vrijednosti ispitivanih parametara za bolesnike nakon transplantacije

bubrega

muskarci zene
Htc % <51.0 <51.0
Hb g/L >135 >120
Lke x10° /L 3.4-9.7 iste
Tre x10° /L 158-424 iste
CRP mg/L <5.0 iste
ureja mmol/L 2.8-8.3 iste
kreatinin umol/L 79-125 63-107
klirens kreatinina mL/min/1.73m> >90 iste
Kolesterol mmol/L <5.0 iste
Trigliceridi mmol/L <1.7 iste
HDL-kolesterol mmol/L >1.2 iste
LDL-kolesterol mmol/L <3.0 iste
Ca mmol/L 2.14-2.53 iste
PO,> mmol/L 0.87-1.49 iste
iPTH pmol/L <12.1 iste
EPO mU/mL 4.2-32.9 iste

Prilagodeno prema KDOQI smjernicama za lijjecenje bolesnika s KZB [202]

Analiza citokina EPO i IL-3 metodom ELISA

Koncentracija eritropoetina 1 /L-3 odredena je metodom enzimskog imunoeseja ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) koriste¢i komercijalne kitove (Biomerica za EPO 1 R&D
Systems za /L-3). U ovom testu koristi se tehnika kvantitativnog sendvi¢ enzimskog imunoeseja
(Slika 7.). Citokini se odreduju u mikrotitar plo¢ama prethodno oblozenim monoklonskim
protutijelima EPO odnosno /L-3. Dodaje se uzorak seruma te standardi. Nakon inkubacije s

uzorkom, citokini se vezuju na protutijela ploce, dok se druge komponente uzorka uklanjaju
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ispiranjem 1 aspiracijom. Sada se u mikrotitar plo¢e dodaje drugo protutijelo specificno za EPO
odnosno /L-3 koje je vezano za enzim. Nakon inkubacije i ispiranja viSka protutijela dodaje se
supstrat enzima te se razvija boja Ciji je intenzitet proporcionalan razini vezanog citokina.
Razvitak boje zaustavljen je dodavanjem Stop otopine (sulfatna kiselina) te se intenzitet boje
moze izmjeriti spektrofotometrom. Koncentracija citokina se odreduje iz standardne krivulje
koja se dobije mjerenjem intenziteta boje od ranije poznatih koncentracija citokina standarda.
Svaki uzorak za /L-3 odredivan je dvostruko kako bi se izbjeglo odstupanje unutar samog testa

$to nije bilo potrebno za EPO obzirom da se radi o uobi¢ajenoj metodi u KBC Zagreb.

ok o
supstrat enzima ﬂ‘nﬂt
drugo protutijelo (
vezano za enzim ‘
y o 2

ciljni protein & A
\
rotutuelo J( - § i Al
Y > \ \ ;I
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Slika 7. Princip ELISA testa. Preuzeto sa http://www.elisa-antibody.com/ELISA-

Introduction/protocol

Slijede podatci specifi¢ni za test svakog od odredivanih citokina.

Analiza razine /L-3 ucinjena je komercijalnim kitom R&D Systems Quantikine — Human /L-3

Immunoassay, Catalog Number D3000, koji detektira /L-3, a test traje 4.5 sata.

IL-3 protutijelo na mikrotitarskoj plo¢i je mi§je monoklonsko protutijelo, dok je anti /L-3
konjugat s peroksidazom poliklonsko protutijelo. Kao supstrat koristen je vodikov peroksid i
kromogen (tetrametil benzidin). Stop otopina je sulfatna kiselina. Rezultat reakcije ocitavao se

spektrofotometrom na 540 nm valne duzine. Osjetljivost testa za IL-3 je 7.4 pg/mL.
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Analiza razine EPO ucinjena je komercijalnim kitom Byomerica, EPO (Erythropoietin) ELISA,
Catalog Number 7025, koji detektira 165 aminokiselinski lanac bioloski aktivnog EPO. EPO
protutijelo na mikrotitarskoj plo¢i je mi§je monoklonsko protutijelo kao i anti /L-3 konjugat s
peroksidazom. Kao supstrat koristen je tetrametil benzidin. Stop otopina je sulfatna kiselina.
Rezultat reakcije ocitavao se spektrofotometrom na 450 nm valne duzine. Osjetljivost testa za

EPO je 1.2 mU/mL. Referentne vrijednosti za eritropoetin u serumu su 4.3-32.9 mU/mL.

Analiza bioloski aktivnog intaktnog PTH (iPTH) ucinjena je komercijalnim kitom Immunotech,
a Beckman Coulter Company, IRMA PTH, ref A11930, koji detektira samo intaktni PTH koji
sadrzi 1-84 aminokiseline. Koriste se dva protutijela specificna za razlicite epitope na PTH. Prvo
poliklonalno protutijelo vezano je na ¢vrstu podlogu (staklene epruvete) i specifi¢no je za PTH
39-84. Drugo je protutijelo monoklonalno, specificno za PTH 1-34 i obiljezeno radiokativnim
jodom (I-125). Rezultati se ocitavaju gama broja¢em podeSenim na I-125. Osjetljivost testa je
0.07 pmol/L. Referentne vrijednosti za iPTH kod bolesnika s transplantiranim bubregom su

do12.1 pmol/L [202].
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4.3. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Podaci su obradeni deskriptivnim metodama, prikazani tabli¢no i1 graficki, a distribucije
kvantitativnih obiljeZja testirane na normalnost Kolmogorov-Smirnovljevim testom (razina
p<=0,05 bit ¢e smatrana znaCajnom) i na homogenost varijanci razli¢itih grupa. Za prikaz
podataka koriStene su mjere centralne tendencije i1 rasprSenosti primjerene nadenim raspodjelama
(medijan i raspon te centilne vrijednosti u slu¢aju raspodjela koje nisu normalne, a aritmeticka

sredina i standardna devijacija u slu¢aju normalnih raspodjela).

Za testiranje razlike kvantitativnih varijabli izmedu dviju (viSe) grupa ispitanika koristen je
Studentov t-test (analiza varijance), a u slucaju da raspodjele nisu normalne neparametrijski
Mann-Whitney-ev U test (Kruskall-Wallis ANOVA). Za testiranje razlike zavisnih skupova
podataka koriSten je Studentov t-test za zavisne uzorke ili neparametrijski Wilcoxon-ov test za
zavisne uzorke. Za testiranje proporcija koristen je y” test (varijanta za nezavisne i zavisne
uzorke).

Statisticka analiza varijabli radena je u programskom paketu MATLAB 8.0.0.783 (R2012b).
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S. REZULTATI
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5.1. OSNOVNA OBILJEZJA BOLESNIKA

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 90 bolesnika koji su podijeljeni u tri grupe Anemija, Normala i
Eritrocitoza ovisno o vrijednosti hematokrita, a osnovna obiljezja bolesnika prikazana su u

Tablici 8.

Tablica 8. Osnovna obiljezja bolesnika po grupama

BMI (kg/m?) **
dob (godine) **

vrijeme provedeno na

26.37 (24.58-28.52)
51.0 (37.0-56.0)
3.58 (1.99-6.22)

26.76 (24.51-28.98)
52.0 (48.0-62.0)
3.96 (3.11-9.53)

Ime varijable Anemija Normala Eritrocitoza
Broj pacijenata* 30 30 30

Muski/spol * 22 (73.3) 27 (90) 27 (90)

TT (kg) ** 77.0 (69.0-87.0) 83.0 (70.0-94.0) 82.0 (75.0-88.0)
TV (m) ** 1.72 (1.65-1.77) 1.76 (1.69-1.81) 1.7 (1.68-1.81)

27.55 (25.51-28.93)
52.0 (47.0-61.0)
5.31 (1.67-8.92)

dijalizi ** (godine)

vrijeme razvoja | - - 9.55 (7.47-22.0)

eritrocitoze**

(mjeseci)

*Rezultati prikazuju broj bolesnika i % **Rezultati prikazuju medijan i interkvartilni raspon

TT-tjelesna tezina, TV-tjelesna visina, BMI-indeks tjelesne mase

Ispitivanu grupu kod kojih je postavljena dijagnoza PTE ¢inilo je 30 bolesnika ¢iji je medijan
dobi 52 godine (47-61), od kojih je 27 (90%) muskaraca. Kontrolne grupe statisticki se ne

razlikuju po dobi niti po spolu u odnosu na ispitivanu grupu.

Medijan vremena provedenog na dijalizi bolesnika nije bio statisticki znacajno razli¢it izmedu
grupa. U grupi Anemija medijan vremena provedenog na dijalizi prije transplantacije bubrega
iznosio je 3.58 godina, uz raspon od 1.99-6.22 godine, u grupi Normala 3.96 godina uz raspon
3.11-9.53 godine, a u ispitivanoj grupi medijan vremena bio je 5.31 godinu na dijalizi prije

transplantacije.
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Medijan vremena u kojem su bolesnici nakon transplantacije bubrega razvili eritrocitozu iznosi

9.55 mjeseci, uz Sirok interkvartilni raspon od 7.47 do 22 mjeseca.

Slijede graficki prikazi osnovnih obiljezja bolesnika u obliku grafova (engl. boxplot). Svaka

kutija predstavlja interkvartilni raspon, a crvena linija unutar kutije je medijan.
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Slika 8. Graficki prikaz indeksa tjelesne mase bolesnika (izraZzenog u kg/mz) izmedu grupa.
Medijan za grupu Anemija iznosi 26.37 (24.58-28.52), za grupu Normala 26.76 (24.51-28.98), te
za grupu Eritrocitoza 27.55 (25.51-28.93)
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Slika 9. Graficki prikaz dobi bolesnika (izraZzene u godinama) izmedu grupa. Medijan za grupu
Anemija iznosi 51.0 (37.0-56.0), za grupu Normala 52.0 (48.0-62.0), te za grupu Eritrocitoza
52.0 (47.0-61.0)
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Slika 10. Graficki prikaz vremena provedenog na dijalizi prije transplantacije bubrega (izrazenog
u godinama) izmedu grupa. Medijan za grupu Anemija iznosi 3.58 (1.99-6.22), za grupu

Normala 3.96 (3.11-9.53) te za grupu Eritrocitoza 5.31 (1.67-8.92)
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5.2. ERITROCITOZA I ISTRAZIVANI BIOKEMIJSKI PARAMETRI

U tablici 9. navedeni su svi ipitivani biokemijski parametri te njihov medijan i interkvartilni

raspon.

Tablica 9. Istrazivani biokemijski parametri izmedu grupa

Ime varijable

Anemija

Normala

Eritrocitoza

IL3 pg/mL

EPO mU/mL
ALP IU/L

Erc x10'? /L

Hb g/L

Htc %

Lke x10” /L

Tre x10° /L
Kreatinin pmol/L
Ureja mmol/L

Korigirani klirens
kreatinina L/min/1.73m’

Kolesterol mmol/L
Trigliceridi mmol/L
HDL-kolesterol mmol/L
LDL-kolesterol mmol/L
Ca ionizirani mmol/L
Ca ukupni mmol/L

PO,> mmol/L

CRP mg/L

iPTH pmol/L

9.56 (8.85-10.3)

8.5 (5.0-13.0)

61.5 (53.0-82.0)
4.04 (3.79-4.37)
120.5 (114.0-126.0)
36.65 (33.7-37.9)
6.75 (5.5-8.3)
209.0 (175.0-262.0)
140.0 (123.0-173.0)
8.65 (7.4-10.3)
70.95 (62.1-84.3)

5.5 (4.5-5.7)

1.8 (1.33-2.63)
1.5 (1.16-1.78)
2.9 (2.4-3.5)
1.32 (1.22-1.41)
2.48 (2.35-2.64)
1.01 (0.82-1.13)
1.2 (0.6-3.9)
6.65 (3.9-10.6)

8.85 (8.17-9.56)
7.5 (5.0-12.0)

71.5 (63.0-83.0)
4.73 (4.57-5.01)
146.0 (140.0-154.0)
43.6 (41.4-46.0)
6.15 (4.7-7.4)

179.0 (162.0-211.0)
122.5 (117.0-150.0)
7.5 (5.8-9.4)

69.55 (61.0-79.8)

5.25 (5.0-6.0)
2.08 (1.05-2.49)
1.41 (1.2-1.87)
2.9(2.7-3.2)
1.32 (1.23-1.38)
2.54 (2.49-2.65)
0.91 (0.83-1.01)
1.55 (0.7-2.4)
8.9 (6.8-13.2)

8.85 (8.17-9.56)
7.0 (3.0-10.0)

90.0 (66.0-109.0)
5.91 (5.75-6.07)
173.5 (171.0-178.0)
52.55 (52.0-53.8)
6.35 (5.6-8.6)

177.0 (155.0-211.0)
136.0 (117.0-155.0)
7.35 (6.1-8.8)

63.75 (52.4-89.9)

5.5 (4.8-6.0)
1.96 (1.44-2.62)
1.34 (1.14-1.52)
3.15 (2.7-3.76)
1.4 (1.21-1.61)
2.67 (2.42-2.79)
0.87 (0.73-0.93)
1.3 (0.9-3.4)
12.3 (6.8-22.4)

Rezultati su prikazani kao medijan 1 interkvartilni raspon
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Gore navedene distribucije biokemijskih parametara prikazane su u daljnjem tekstu graficki

u obliku ‘boxplotova’. Boxplotovi pokazuju 5 podataka: medijan, prvi kvartil, tre¢i kvartil,
raspon podataka (minimum i maksimum u podacima) i podatke koji su od prvog ili treceg
kvartila udaljeniji viSe od jednog i pol interkvartilnog raspona. Svaka kutija predstavlja
interkvartilni raspon, a crvena linija unutar kutije je medijan. Usjeci u kutiji predstavljaju
intervale povjerenja za medijan koji sluze za usporedbu medijana s drugim grupama. Ako se
interval definiran tim usjecima ne preklapa s intervalom druge grupe, onda se medijani tih dviju
grupa razlikuju pri nivou znacajnosti 5%. Horizontalne linije koje vire izvan kutija predstavljaju

raspon podataka, a sa crvenim plusevima oznaceni su podatci koji znacajno odstupaju unutar

grupe.
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Slika 11. Graficki prikaz varijable eritropoetin (izraZene u mU/mL) izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 8.5 (5.0-13.0), u grupi Normala 7.5 (5.0-12.0), te u grupi
Eritrocitoza 7.0 (3.0-10.0)
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Slika 12. Graficki prikaz ispitivane varijable citokin IL3 (izrazene u pg/mL) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 9.56 (8.85-10.3), u grupi Normala 8.85 (8.17-9.56), te u grupi
Eritrocitoza 8.85 (8.17-9.56).
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Slika 13. Graficki prikaz ispitivane varijable ukupna alkalna fosfataza (izraZzene u U/L) izmedu

grupa. Medijan u grupi Anemija iznosi 61.5 (53.0-82.0), u grupi Normala 71.5 (63.0-83.0), te u
grupi Eritrocitoza 90.0 (66.0-109.0).
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Slika 14. Graficki prikaz ispitivane varijable broj eritrocita (izraZene x10'%) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 4.04 (3.79-4.37), u grupi Normala 4.73 (4.57-5.01), te u grupi
Eritrocitoza 5.91 (5.75-6.07)
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Slika 15. Graficki prikaz ispitivane varijable hematokrit (izrazene u %) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 36.65 (33.7-37.9), u grupi Normala 43.6 (41.4-46.0), te u grupi
Eritrocitoza 52.55 (52.0-53.8)
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Slika 16. Graficki prikaz ispitivane varijable hemoglobin (izrazene g/L) izmedu grupa
Medijan u grupi Anemija iznosi 5.91 (5.75-6.07), u grupi Normala 146.0 (140.0-154.0), te u

grupi Eritrocitoza 173.5 (171.0-178.0)
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Slika 17. Graficki prikaz ispitivane varijable broj leukocita (izrazene x10°) izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 6.75 (5.5-8.3), u grupi Normala 6.15 (4.7-7.4), te u grupi
Eritrocitoza 6.35 (5.6-8.6)
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Slika 18. Graficki prikaz ispitivane varijable broj trombocita (izrazene x10”) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 209.0 (175.0-262.0), u grupi Normala 179.0 (162.0-211.0), te u

grupi Eritrocitoza 177.0 (155.0-211.0)
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Slika 19. Graficki prikaz ispitivane varijable kreatinin (izraZzene u pmol/L) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 140.0 (123.0-173.0), u grupi Normala 122.5 (117.0-150.0), te u

grupi Eritrocitoza 136.0 (117.0-155.0)
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Slika 20. Graficki prikaz ispitivane varijable ureja (izrazene u mmol/l) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 8.65 (7.4-10.3), u grupi Normala 7.5 (5.8-9.4), te u grupi

Eritrocitoza 7.35 (6.1-8.8)

160

korigirani klirens (ml/ml/1.73m2)

Anemija Normala Eritrocitoza

140
120}

100}

(00]
o

(o))
o

B
o

2 5

:

i

Slika 21. Graficki prikaz ispitivane varijable korigirani klirens kreatinina (izraZene u

mL/min/1.73m?) izmedu grupa. Medijan u grupi Anemija iznosi 70.95 (62.1-84.3), u grupi
Normala 69.55 (61.0-79.8) , te u grupi Eritrocitoza 63.75 (52.4-89.9)
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Slika 22. Graficki prikaz ispitivane varijable kolesterol (izrazene u mmol/L) izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 5.5 (4.5-5.7), u grupi Normala 5.25 (5.0-6.0), te u grupi
Eritrocitoza 5.5 (4.8-6.0)
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Slika 23. Graficki prikaz ispitivane varijable trigliceridi (izrazene u mmol/L izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 1.8 (1.33-2.63) ,u grupi Normala 2.08 (1.05-2.49), te u grupi
Eritrocitoza 1.96 (1.44-2.62)
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Slika 24. Graficki prikaz ispitivane varijable HDL-kolesterol (izrazene u mmol/L) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 1.5 (1.16-1.78), u grupi Normala 1.41 (1.2-1.87), te u grupi
Eritrocitoza 1.34 (1.14-1.52)
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Slika 25. Graficki prikaz ispitivane varijable LDL-kolesterol (izraZene u mmol/L) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 2.9 (2.4-3.5), u grupi Normala 2.9 (2.7-3.2), te u grupi

Eritrocitoza 3.15 (2.7-3.76)
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Slika 26. Graficki prikaz ispitivane varijable ionizirani kalcij (izrazene u mmol/L) izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 1.32 (1.22-1.41), u grupi Normala 1.32 (1.23-1.38), te u grupi
Eritrocitoza 1.4 (1.21-1.61)
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Slika 27. Graficki prikaz ispitivane varijable ukupni kalcij (izrazene u mmol/L) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 2.48 (2.35-2.64), u grupi Normala 2.54 (2.49-2.65), te u grupi
Eritrocitoza 2.67 (2.42-2.79)
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Slika 28. Graficki prikaz ispitivane varijable fosfat (izraZzene u mmol/L) izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 1.01 (0.82-1.13), u grupi Normala 0.91 (0.83-1.01), te u grupi
Eritrocitoza 0.87 (0.73-0.93)
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Slika 29. Graficki prikaz ispitivane varijable CRP (izrazene u mg/L) izmedu grupa.
Medijan u grupi Anemija iznosi 1.2 (0.6-3.9), u grupi Normala 1.55 (0.7-2.4), te u grupi
Eritrocitoza 1.3 (0.9-3.4)
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Slika 30. Graficki prikaz ispitivane varijable intaktni PTH (izrazene u pmol/l) izmedu grupa.

Medijan u grupi Anemija iznosi 6.65 (3.9-10.6), u grupi Normala 8.9 (6.8-13.2), te u grupi
Eritrocitoza 12.3 (6.8-22.4)
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U Tablici 10. prikazani su biokemijski parametri koji su pokazali statisticki znacajnu razliku
izmedu bolesnika u grupi Eritrocitoza i kontrolnih grupa (Wilcoxon rank sum test, ekvivalent
Mann-Whitney U-testu). Varijable s normalnom razdiobom su testirane dodatno ANOVA testom
koji je dodatno pokazao znacajnu razliku izmedu grupa Normala/Eritrocitoza samo za varijablu
iPTH, a za grupe Anemija/Eritrocitoza nije pokazao dodatnih razlika izmedu varijabli.

Jasno je vidljiva i razlika u broju eritrocita te hemoglobinu i hematokritu na osnovu kojih su

bolesnici bili ukljuceni u pojedinu grupu.

Tablica 10. Biokemijski parametri koji su pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu grupa

Varijabla Anemija — Eritrocitoza Normala - Eritrocitoza
IL3 p= 0.007 0.437

EPO p= 0.189 0.377

ALP p= 0.0001 0.023

Erc p= 0.0001 0.0001

Hb p= 0.0001 0.0001

Htc p= 0.0001 0.0001

Tre p= 0.02 0.652

ureja p= 0.034 0.859

Ca uk p= 0.039 0.304

PO,* p= 0.015 0.162

iPTH p= 0.001 0.09, ANOVA p=0.04

IL3-citokin IL3, EPO-eritropoetin, ALP-ukupna alkalna fosfataza, Erc- eritrociti, Hb-hemoglobin, Htc-
hematokrit, Tre-trombociti, Ca uk- ukupni kalcij, PO, - fosfat, iPTH-intaktni paratireoidni hormon

Citokin IL3 analiziran je u parnom serumu kako bi se izbjegle razlike u rezultatima. Korelacijski
koeficijent izmedu IL3 i IL3 parni bio je vrlo velik (0.9859) pa je u statistickoj analizi bilo

potrebno koristiti samo jednu od te dvije varijable.

Vrijednosti citokina IL3 znacajno se razlikuju (p=0.007) izmedu grupa Anemija i Eritrocitoza,
gdje je medijan vrijednosti serumskog IL3 od 8.85 pg/mL u grupi Eritrocitoza znacajno nizi od
medijana od 9.56 pg/mL u serumu bolesnika u kontrolnoj grupi Anemija, Sto nije dokazano za

vrijednost eritropoetina koja ne pokazuje statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivane i
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kontrolnih grupa (p=0.189 =za grupe Anemija/Eritrocitoza te p=0.377 za grupe

Normala/Eritrocitoza).

Uz znacajnost od p=0.001 razlikuju se serumske vrijednosti ukupne alkalne fosfataze koja je
znacajno visa u grupi bolesnika koji su razvili PTE (90 U/L) u odnosu na bolesnike iz grupe
Anemija (61.5 U/L) ali je takoder statisticki znacajno visa 1 od vrijednosti AF bolesnika u drugoj
kontrolnoj grupi Normala (p=0.023) $to ju €ini ¢cimbenikom rizika za razvoj PTE.

Bolesnici iz ispitivane grupe Eritrocitoza imaju statisticki znacajno manji broj trombocita u
odnosu na bolesnike u grupi Anemija (p=0.02), a medijan im iznosi 177 x10°/L u odnosu na 209

x10°/L u grupi Anemija.

Bolesnici koji su razvili PTE imaju medijan vrijednosti ureje 7.35 mmol/L (6.1-8.8) Sto je
znacajno niza vrijednost u odnosu na kontrolnu grupu bolesnika koji su razvili anemiju nakon
uspjesne transplantacije bubrega kod kojih je medijan serumske vrijednosti ureje 8.65 mmol/L

(7.4-10.3) (p=0.034).

SrediSnja vrijednost ukupnog serumskog kalcija u ispitivanoj grupi je 2.6 mmol/L (2.41-2.81) Sto
je znacajno visa vrijednost u odnosu na bolesnike iz grupe Anemija (p=0.039) kod kojih je

srediSnja vrijednost Ca uk 2.52 mmol/L (2.42-2.61).

Takoder je dokazana znacajno niza koncentracija serumskog fosfata u grupi bolesnika s PTE u
odnosu na bolesnike iz kontrolne grupe Anemija (p=0.015). SrediSnja vrijednost koncentracije P
u grupi Eritrocitoza je 0.87 mmol/L (0.73-0.93), a u grupi Anemija 1.01 mmol/L uz interkvartilni
raspon 0.82-1.13 mmol/L.

Posljednji biokemijski parametar koji je uz ukupnu AF pokazao najznacajniju razliku izmedu
grupa je iPTH koji je viSi u ispitivanoj grupi bolesnika s PTE u odnosu na bolesnike s
posttransplantacijskom anemijom (p=0.001), a u ispitivanoj grupi mu je medijan 12.3 pmol/L u

odnosu na 6.65 pmol/L u kontrolnoj grupi.
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5.3. KLINICKA OBILJEZJA BOLESNIKA S ERITROCITOZOM

Na osnovu podataka u Tablici 11. moze se zakljuciti da su dijagnoze osnovne bolesti koja je

dovela do terminalnog zatajenja bubrega gotovo identi¢no rasporedene po grupama, a i broj

pojavljivanja pojedine dijagnoze medu svim bolesnicima redovito je manji od 5 osim najcesce

dijagnoze - kroni¢ni glomerulonefritis bez biopsije koji se pojavljuje u 9 (30%) bolesnika s PTE.

Izmedu grupa ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojedine dijagnoze (Wilcoxon

signed rank test; za par Anemija-Eritrocitoza p=1, a za par Normala-Eritrocitoza p=0.774).

Tablica 11. Dijagnoza osnovne bubrezne bolesti po grupama

Dijagnoza Anemija Normala Eritrocitoza
Zatajenje bubrega, etiologija nepoznata 3 (10) 1(3) 5(17)
Glomerulonefritis bez biopsije 9(30) 10 (33.3) 9 (30)
Nefrotski sindrom s fokalnom 0 0 1(3)
glomerulosklerozom

IgA nefropatija 3 (10) 3 (10) 2(6.7)
Membranoproliferativni GN tip [ 0 2(6.7) 2 (6.7)
Glomerulonefritis s biopsijom 2(6.7) 3 (10) 1(3)
Pijelo-intersticijalni nefritis (nespecificirani) 2 0 0
Pijelo-intersticijalni nefritis zbog VUR-a bez 1(3) 3 (10) 1(3)
opstrukcije

Pijelo-intersticijalni nefritis zbog urolitijaze 0 0 1(3)
Analgeti¢na nefropatija 0 0 1(3)
Policisti¢ni bubrezi, adultni tip 2 (6.7) 3 (10) 3(10)
Cisti¢na bubrezna bolest-drugi specifirani tip 1(3) 0 0
Alportov sindrom 0 1(3) 0
Oligomeganefronic¢na hipoplazija 1(3) 0 0
Renalna-vaskularna bolest — nespecificirana 1(3) 0 0
Renalna-vaskularna bolest zbog hipertenzije 3(10) 2(6.7) 2(6.7)
(ne primarna vaskularna bolest)

Dijabetes melitus tip I 2(6.7) 0 1(3)
Sistemski eritemski lupus 0 1(3) 0
Purpura Henoch-Schonlein 0 0 1(3)
Endemska nefropatija 0 1(3) 0

Rezultati prikazuju broj bolesnika i %.
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Bolesnici iz ispitivane grupe Eritrocitoza imali su srediSnju vrijednost arterijskog tlaka 140/80
mmHg kao i u grupi Normala, $to je u odnosu na kontrolnu grupu Anemija znacajno visa
sistoliCka komponenta arterijskog tlaka (p=0.025) ¢iji medijan iznosi 130/80 mmHg. Nije
nadeno razlike u dijastoliCkom arterijskom tlaku izmedu grupa (p=0.192 za grupe

Anemija/Eritrocitoza, te p=0.246 za grupe Normala/Eritrocitoza).

Graficki prikaz sistolickog i dijastolickog arterijskog tlaka prikazan je na Slici 311 32
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Slika 31. Graficki prikaz varijable sistolickog arterijskog tlaka (izrazenog u mmHg) izmedu

grupa. Medijani 1 interkvartilni rasponi nalaze se u Tablici 12
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Slika 32. Graficki prikaz varijable dijastolickog arterijskog tlaka (izraZzenog u mmHg) izmedu

grupa. Medijani i interkvartilni rasponi nalaze se u Tablici 12
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U ispitivanoj grupi bolesnika 10 (33.3%) ih je imalo epizodu akutnog odbacivanja prije pojave
PTE, §to se statisticki ne razlikuje u odnosu na grupu Anemija (y’-test, p=0.242) gdje je 6
bolesnika imalo epizodu akutnog odbacivanja, te 7 bolesnika iz grupe Normala (y’-test,
p=0.390). Sr¢anozilne bolesti (infarkt miokarda, kardiomiopatija, poremecaji sr¢anog ritma,
koronarna bolest, stenoze perifernih krvnih zila) su se javile u 5 (16.7%) bolesnika s PTE §to se
takoder znaGajno ne razlikuje u odnosu na kontrolne grupe Anemija (y’-test, p=0.227) i
Eritrocitoza (y*-test, p=0.717). Takoder se komorbiditeti (koji isklju€uju sréanoZilne bolesti) ne

javljaju znacajno ¢esce u grupi Eritrocitoza u odnosu na kontrolne grupe.

U Tablici 12. nalaze se klinic¢ke karakteristike bolesnika po grupama.

Tablica 12. Klinicke karakteristike bolesnika po grupama

Varijabla Anemija Normalni Eritrocitoza

RR sistolicki ** 130.0 (125.0-140.0) 140.0 (130.0-140.0) | 140.0 (130.0-150.0)
RR dijastolicki ** 80.0 (80.0-90.0) 80.0 (80.0-90.0) 80.0 (80.0-90.0)
akutno odbacivanje * | 6 (20) 7(23) 10 (33.3)

sr¢ano zilne bolesti * | 2 (6.7) 3(10) 5(16.7)
komorbiditeti * 6 (20) 3 (10) 5(16.7)

*Rezultati prikazuju broj bolesnika i % ; **Rezultati prikazuju medijan i interkvartilni raspon
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5.4. OSOBITOSTI TERAPIJE BOLESNIKA S ERITROCITOZOM

Gotovo 97% bolesnika koji su razvili PTE u terapiji imaju antihipertenzivnu terapiju (Sto
ukljucuje 1 diuretik), a Sto se statisticki znacajno ne razlikuje od nalaza da svi bolesnici iz grupe
koristenje antihipertenziva niti u odnosu na bolesnike s PTA (y’test, p=0.161).

No obradom podataka dokazana je statisticki cCeSca terapija lijekovima za kontrolu
hiperlipidemije u ispitivanoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu Anemija (y’-test, p=0.045). Cak
25 (83.3%) bolesnika u ispitivanoj grupi ima antilipemik u odnosu na 18 (60%) bolesnika u grupi
anemicnih bolesnika. Znac¢ajna razlika nije nadena u koristenju antilipemika u odnosu na grupu u
kojoj bolesnici imaju crvenu krvnu sliku unutar referentnih vrijednosti (y*-test, p=0.079).

Svi su bolesnici bili na trojnoj imunosupresivnoj terapiji koja je ukljucivala antiproliferativni
lijek koji je u svim slucajevima bio MMF (mikofenolat mofetil), kalcijneurinski inhibitor koji je
u 90% bolesnika s PTE bio CyA (ciklosporin), a u ostalih 10% Tac (takrolimus) te
kortikosteroid. Imunosupresivna terapija takoder se ne razlikuje izmedu grupa (Wilcoxon signed
rank test, p=1). Specificnu terapiju eritrocitoze, odnosno venepunkcije zahtijevalo je zbog
subjektivnih smetnji ak 53.3% bolesnika.

U tablici 13. prikazana je terapija bolesnika ovisno o grupama

Tablica 13. Terapija bolesnika ovisno o grupama

Terapija Anemija Normalni Eritrocitoza
antiproliferativni lijek 30 (100) 30 (100) 30 (100)
(mikofenolat mofetil)
kalcijneurinski inhibitor

- ciklosporin 29 (96.7) 28 (93.3) 27 (90)

- takrolimus 1(3.3) 2(6.7) 3(10)
kortikosterodi 30 (100) 30 (100) 30 (100)
venepunkcije - - 16 (53.3)
antilipemik 18 (60) 19 (63.3) 25(83.3)
antihipertenzitiv 26 (86.7) 30 (100) 29 (96.7)

Rezultati prikazuju broj bolesnika i %.
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5.5. OVISNOST HEMATOKRITA O PROMATRANIM VARIJABLAMA

Provedena analiza o utjecaju svih promatranih varijabli na vrijednost hematokrita dala je sljedece
rezultate:

N-faktorska ANOVA analiza promatranih varijabli izdvojila je sistolicki arterijski tlak
(p=0.026), serumsku koncentraciju alkalne fosfataze (p=0.007) te koncentraciju ureje (p=0.034)
kao statistiCki znacajne varijable koje utjecu na vrijednost hematokrita, dok je daljnja regresijska
analiza potvrdila gore navedene varijable te dodatno izdvojila statisticki znacajan utjecaj
koncentracije serumskog iPTH (p=0.0005), IL3 (p=0.017), EPO (p=0.039), HDL-kolesterola
(p=0.003) te koristenje antilipemika u terapiji (p=0.035) na vrijednost hematokrita u svih

bolesnika. U tablici 14. prikazane su varijable koje znac¢ajno utje€u na hematokrit.

Tablica 14. Promatrane varijable koje znacajno utjecu na hematokrit

Promatrane varijable Test p
Sistolicki arterijski tlak ANOVA 0.026
AF 0.007
ureja 0.034
IL3 dodatna regresijska | 0.017
EPO analiza 0.039
iPTH 0.0005
HDL-kolesterol 0.003
korisStenje antilipemika 0.0006
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Na Slici 33. prikazana je ovisnost hematokrita o varijablama navedenim u Tablici 14.

Slika 33. Utjecaj znacajnih varijabli na razinu hematokrita.
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Zelena linija pokazuje ocekivanu vrijednost hematokrita, dok je s crvenim linijama oznacen 95%

interval pouzdanosti za hematokrit. Rastuca zelena linija pokazuje da hematokrit raste s porasti

varijable (sistolicki arterijski tlak, ukupna AF, iPTH te koriStenje antilipemika), dok padajuca

ima suprotno znacenje, dakle Sto je visa koncnteracija IL3, EPO, ureje te HDL-kolesterola to je

niza vrijednost hematokrita. Vertikalnom plavim linijama prikazane su odabrane vrijednosti za

svaku pojedinu varijablu. Te vrijednosti rezultiraju o¢ekivanom vrijednos¢u hematokrita od

priblizno 40%, horizontalna plava linija.

U daljnjem tesktu je na Slika34 prikazana ovisnost hematokrita o parovima varijabli EPO i IL3

te IL3 1 koriStenje antilipemika, gdje se moZe zakljuciti da pri padu hematokrita dolazi do porasta

EPO 1 1L3 , te da porast hematokrita prati primjena antilipemika (0-NE, 1-DA).
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Slika 34. Analiza utjecaja parova varijabli IL3/EPO te IL3/Antilipemik na hematokrit

Prikazane su vrijednosti hematokrita samo za promjenu parova promatranih varijabli. Utjecaj

ostalih varijabli je anuliran pa je izlazna varijabla nazvana ,,prilagodeni hematokrit*.
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5.6. PTH KAO CIMBENIK RIZIKA ZA RAZVOJ ERITROCITOZE

Slika 35 opisuje ovisnost pojave eritrocitoze o serumskoj vrijednosti paratirecoidnog hormona

dobivene poopcenim linearnim regresijskim modelom za predvidanje pojave eritrocitoze.
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Slika 35. Utjecaj iPTH na pojavu eritrocitoze

Zelenom bojom je oznacena predvidena vrijednost vjerojatnosti pojave Eritrocitoze, a s crvenim
linijjama njeni 95% interval pouzdanosti. Prikazana je centralna vrijednost PTH (isprekidana
plava linija) za koju je procijenjena vjerojatnost pojave eritrocitoze priblizno 0.6 (sitno

isprekidana plava linija).
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6. RASPRAVA
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6.1. OSNOVNA OBILJEZJA BOLESNIKA

Posttransplantacijska eritrocitoza jedna je od komplikacija nakon uspjeSne transplantacije
bubrega, a javlja se u 8-15% bolesnika, najceS¢e unutar 2 godine od transplantacije [170]. Iz
naseg je istrazivanja vidljivo da je srediSnje razdoblje u kojem su bolesnici iz ispitivane grupe
razvili eritrocitozu 9.55 mjeseci, odnosno u rasponu od 7.47-22.0 mjeseca Sto se slaze s

rezultatima ostalih provedenih istrazivanja [170-172].

Etiologija PTE je multifaktorijalna, a do sada su u moguéu etiologiju ukljuceni povisen
eritropoetin koji je najcesée podrijetlom iz nativnih bubrega, stenoza bubrezne arterije, pusenje,
te vrijeme bez odbacivanja grafta [170]. Cimbenik oko kojeg se jednoglasno slazu svi autori jest
muski spol, pri ¢emu se androgeni smatraju odgovornima za stimulaciju eritropoeze [170-173].
Muskarci bazalno imaju vise vrijednosti hematokrita u odnosu na zene, a grupa autora pokazala
je kako su potrebne vise doze eritropoetina kako bi se postigle ciljne vrijednosti hemoglobina u
muskaraca koji su lije¢eni hemodijalizom, nego u Zena [204]. Takoder je dokazano kako
testosteron direktno potice eritropoezu stimuliraju¢i EPO ili druge hematopoetske ¢imbenike
rasta, te da je potrebno u anemi¢nih muskaraca s kroni¢nim zatajivanjem bubrega razmisljati i o
mogucem hipogonadizmu [205]. Nasi rezultati pokazuju da je od 30 bolesnika u ispitivanoj

grupi, ¢ak 27 muskaraca (90%) Sto takoder odgovara svim do sada provedenim istrazivanjima.

Za izdvojiti je indeks tjelesne mase koji u svakoj od grupa pokazuje kako je ve¢ina bolesnika
pretilo prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije koja definira pretilost kao BMI u
rasponu od 25 do 29.9 kg/m”. Sredi¥nja vrijednost BMI u grupi Eritrocitoza iznosi 27.55 kg/m?,
u grupi Anemija 26.37 kg/m” te 26.76 kg/m® u grupi Normala bez zna&ajne razlike izmedu grupa.
Poznato je kako kod 10-20% bolesnika dolazi do porasta tjesne tezine u prvoj godini nakon
transplantacije [206, 207]. NajceS¢i razlozi tome su bolje subjektivno osjecanje, ukidanje
ograniCenja u prehrani, smanjena tjelesna aktivnost, te porast apetita koji je najvjerojatnije
uvjetovan kortikosteroidima u terapiji [208]. Isti su autori pokazali i znafajnu povezanost
pretilosti s pojavom hiperlipidemije ovih bolesnika. Vrlo je vjerojatno da su i nasi bolesnici
razvili pretilost uglavnom nakon transplantacije, no kako u ovom istrazivanju nije analizirana

tjelesna tezina prije transplantacije bubrega, o tome mozemo za sada samo pretpostavljati.
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U dijelu istrazivanja o ¢imbenicima rizika za razvoj PTE Cesto se javlja policisti¢na bolest
bubrega [170-173], Sto nije potvrdeno u naSem istrazivanju. Iz Tablice 11. u rezultatima koja
prikazuje dijagnoze prema grupama bolesnika, vidljivo je kako nema statisticki znacajne razlike
u etiologiji kroni¢nog bubreznog zatajenja niti povezanosti pojedine dijagnoze s razvojem PTE,
no treba uzeti u obzir i velik broj bolesnika kod kojih nije poznata etiologija bubreznog zatajenja

od ¢ak 17% u ispitivanoj grupi bolesnika.

6.2. ERITROCITOZA KAO CIMBENIK RIZIKA ZA SRCANOZILNE
BOLESTI

Arterijska hipertenzija je vrlo cesta medu primateljima bubrega. Njezina multifaktorska
patogeneza ukljucuje medudjelovanje genetskog zapisa darivatelja 1 primatelja s vise okoliSnih
¢imbenika koji su prethodili transplantaciji (etiologija bubreznog zatajenja, vrijeme provedeno
na dijalizi, vrlo ¢esto pridruzene kardiovaskularne bolesti s aterosklerozom i arteriosklerozom,
imunosupresivni protokol, funkcija presatka ali i1 kirurSke ili terapijske komplikacije) [209].
Posttransplantacijska hipertenzija znacajan je ¢imbenik koji multiplicira pozitivnu korelaciju -
kroni¢no bubrezno zatajivanje - sr¢anoZilna bolest te je potrebna ¢im bolja kontrola arterijskog
tlaka ovih bolesnika [92, 93, 209]. Prije uvodenja ciklosporina u imunosupresiju, prevalencija
arterijske hipertenzije u bolesnika s PTE bila je 55%, da bi izvjeS¢a iz postciklosporinske ere
govorila u prilog povecanju prevalencije na oko 80% [178, 185, 199, 210], §to se ne razlikuje
zna€ajno od prevalencije u opcoj populaciji (oko 50% 1 70% u pre- 1 postciklosporinskom

razdoblju) [211].

Kako ciklosporin, uz steroide, koje u terapiji imaju svi bolesnici uklju€eni u ovo istraZzivanje, kao
nuspojavu u znacajnoj mjeri imaju i arterijsku hipertenziju [117], uz ve¢ prikazanu pretilost
gotovo svih bolesnika koja je znacajno €eS¢e udruzena s hipertenzijom [212], ne iznenaduje
nalaz visokih vrijednosti arterijskog tlaka, odnosno koristenja antihipertenziva u 26 od 30
(86.7%) bolesnika u grupi Anemija, 29 od 30 (96.7%) u grupi Eritrocitoza, do koristenja

antihipertenziva u svih bolesnika u grupi Normala.
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Analiza varijable arterijskog tlaka, odnosno njegove sistolicke komponente (ali ne i dijastolicke),
pokazala je statisticki znacajnu razliku u njihovim vrijednostima izmedu ispitivane grupe i

kontrolne grupe Anemija §to je graficki prikazano na slici 31. i slici 32. u rezultatima.

Sredi$nji arterijski tlak u grupi Anemija iznosi 130 mmHg uz raspon od 125-140 mmHg, dok je
u grupi Eritrocitoza srediSnja vrijednost sistolickog tlaka 140 mmHg uz raspon od 130-150
mmHg, naravno uz antihipertenzivnu terapiju. Iz navedenog se moze zakljuciti da je hipertenzija
jednako ucestala izmedu grupa, no da ju je teze kontrolirati u ispitivanoj grupi bolesnika ¢emu
moze biti uzrok povecana viskoznost krvi uslijed hiperlipidemije i policitemije $to sve dovodi do
poremecaja protoka krvi [213]. Tromso studija iz sjeverne Norveske [214] u kojoj je istrazivan
utjecaj PTH 1 izludivanja kalcija urinom na arterijsku hipertenziju na 8 128 pojedinaca
primjerene bubrezne funkcije i normokalcijemije pokazala je jasan utjecaj PTH na hipertenziju,

no jo$ uvijek nepoznatog mehanizma.

Analiza podataka o koriStenju antihipertenziva nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu
ispitivane i1 kontrolnih grupa, odnosno gotovo svi bolesnici u svim grupama imaju u terapiji
antihipertenziv $to je i ofekivano obzirom na imunosupresivni protokol i1 ucestalost arterijske
hipertenzije u transplantiranih bolesnika kao zasebnog ¢imbenika rizika za ishemijsku bolest srca

odnosno kongestivnog sréanog zatajenja $to su u svom istrazivanju pokazali Riggato 1 sur. [154].

Analiza prikupljenih podataka pokazala je znacajnu razliku u pojavi antilipemika u terapiji
izmedu ispitivane grupe Eritrocitoza i kontrolne grupe Anemija u korist ispitivane grupe, $to se
nije pokazalo u meduodnosu grupa Eritrocitoza 1 Normala, kao niti za ostalu ispitivanu terapiju
bolesnika s posttransplantacijskom eritrocitozom (antihipertenzivi te trojna imunosupresivna
terapija). Hiperlipidemija je vrlo Cesta u bolesnika s KZB i ima svoje specifi¢nosti koje se
manifestiraju hipertrigliceridemijom, povisenim serumskim LDL-kolesterolom i snizenim HDL
kolesterolom koji je jedini ¢imbenik rizika za sréanoZzilnu bolest u stanjima dislipidemije [215],
a koji je u naSem istraZivanju izdvojen kao ¢imbenik koji djeluje na koncentraciju hematokrita.
Zbog gore navedenog statini su vrlo Cesta terapija nakon transplantacije bubrega. No dosada$nja
istrazivanja pokazuju kako statini ipak ne ublaZzavaju oksidativni stres, upalu, manjak HDL

kolesterola ili sr¢anozilnu smrtnost [216].
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Nekoliko istrazivanja pokazalo je vaznost kolesterola za adekvatnu proliferiraciju eritroidnih
prastanica u slucajevima kompenzatorno pojacane eritropoeze, kao Sto je sluc¢aj u kroni¢nim
anemijama s visokim stupnjem proliferacije eritroidnih stanica (talasemija, kongenitalna
diseritropoetska anemija tip I, sferocitoza) [217,218]. Kolesterol, to¢nije njegova distribucija
unutar eritroidnih preteca, kljucna je za njihovo sazrijevanje izbacivanjem jezgre.

Medutim isto je tako u eksperimentalnom modelu na miSevima pokazano kako povecana
koncentracija kolesterola dovodi do supresije eritropoeze u kostanoj srzi [219]. Kako su sva do
sadasnja istrazivanja usmjerena na povezanost hipokolesterolemije u stanjima pojacane
eritropoeze kao adaptacijskog mehanizma na anemiju (hipoksiju), statisticki znacajnu razliku u
koriStenju antilipemika na razini znacajnosti od 5% u korist ispitivane grupe moZe se objasniti
povecanom potroSnjom kolesterola u kontrolnoj grupi Anemija. Odnosno, znacajno rjede
koriStenje antilipemika u kontrolnoj grupi Anemija najvjerojatnije je posljedica pojac¢ane potrebe
za kolesterolom zbog pojacane aktivnosti koStane srZi kako bi se kompenzirala anemija. U tom je
slucaju 1 potreba za antilipemicima manja nego u ispitivanoj grupi.

No moguce je da u slu¢ajevima neadekvatne ili nekontrolirane eritropoeze, kao $to je to u sluc¢aju
PTE, je hiperkolesterolemija samo dodatni mehanizam kojim se pokuSava suprimirati
eritropoeza [220]. Ovakvo bi razmi$ljanje moglo objasniti statisti¢ki znacajno ceS¢u upotrebu
antilipemika u ispitivanoj grupi, odnosno da je hiperkolesterolemija kao posljedica
imunosupresivne terapije ovih bolesnika dodatno povecana kompenzatornim povecanjem u
svrhu smanjenja neadekvatne eritropoeze bolesnika s PTE ¢ime je potrebna 1 veca upotreba

antilipemika u terapiji.

Treba napomenuti da istraZivanja u posljednjih nekoliko godina [221,222] navode kako
hiperlipidemija povecava rizik za stvaranje produkata oksidacije lipida koji se tada nakupljaju u
subendotelnim prostorima krvnih Zila i kosti a koji suprimiraju osteogenezu u kulturama stanica 1
potiCu razgradnju kosti u miSeva. Isto je istrazivanje dovelo do zakljucka kako hiperlipidemija
inducira hiperparatireoidizam S$to moze djelomi¢no objasniti 1 rezultate naSeg istrazivanja u
kojima se ALP 1 iPTH znacajno razlikuju izmedu grupa 1 javljaju se kao ¢imbenici rizika za PTE
Sto je graficki prikazano na slici 2. u rezultatima.

Grupe se medusobno statisticki znacajno ne razlikuju po ucestalosti krvozilnih bolesti koje

uklju€uju 1 tromboembolijske incidente. lako su Wickre 1 sur. prikazali porast tromboembolijskih
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dogadaja (18.9%) kod bolesnika s PTE, usprkos venepunkcijama, u odnosu na bolesnike koji
nisu razvili PTE (0%) [185], to nije potvrdeno u drugim istraZivanjima [186].

Takoder nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti komorbiditeta (iskljucujuéi osnovnu
bolest koja je dovela do terminalnog zatajenja bubrega i krvozilne bolesti kao moguée

komplikacije PTE ili posttransplantacijske anemije).

Iako su Kessler i sur. [171] te Wickre i sur. [185] pokazali kako je jedan od ¢imbenika koji
utjecu na pojavu eritrocitoze i vrijeme bez odbacivanja grafta, takav nalaz nije potvrden u nasem
istrazivanju. ObjaSnjenje ovakvog rezultata je moguce 1 u napretku imunosupresivne terapije i
sve manjem broju akutnih odbacivanja u svim grupama primatelja bubrega, obzirom da

navedena istrazivanja datiraju iz 1996. i 1983. godine.

6.3. ERITROCITOZA I ISTRAZIVANI BIOKEMIJSKI PARAMETRI

Interleukin-3 je pleiotropni Cimbenik rasta koji stimulira proliferaciju, diferencijaciju 1
prezivljenje pluripotentnih hematopoetskih mati¢nih stanica kao i velik broj drugih progenitora
specificnih za pojedinu lozu [55,56]. Rezultati dobiveni analizom koncentracije citokina IL-3 u
serumu bolesnika ukljuenih u istrazivanje, pokazuju statisti¢i znacajno niZu koncentraciju
citokina IL-3 u ispitivanoj grupi bolesnika s PTE (Slika 12 u Rezultatima) u odnosu na bolesnike
s PTA, §to se moZe djelomi¢no objasniti spoznajom da beta lanac IL-3R funkcionalno i fizicki
djeluje na EPOR ¢ime modulira njegovo djelovanje [203] Sto je 1 osnovna hipoteza ovog
istrazivanja. Na taj nacin bi IL-3 u sluc¢ajevima kada PTE nije uvjetovana hipersekrecijom EPO
mogao djelovati 1 preko receptora za EPO zbog Cega su potrebne i njegove nize serumske
koncentracije za isti u¢inak. No treba uzeti u obzir i moguc¢nost da u dijela bolesnika dolazi do
modulacije EPOR ili djelovanja hematopoetskih ¢imbenika rasta (IL-3) uslijed primjene

imunosupresivne terapije.

Ovakav se rezultat moZe objasniti i potrebom za veom koncentracijom hematopoetskih
¢imbenika rasta u stanjima pojacane hematopoeze, odnosno u ovom slucaju kod bolesnika s

posttransplantacijskom anemijom [212]. ZnaCajnost ovog rezultata je tim veca §to je svim
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statistiCkim metodama odbacena znacajna razlika izmedu grupa u koncentraciji eritropoetina.
Stovise, medijani za varijablu EPO su vrlo sli¢ni izmedu grupa $to je vidljivo iz Tablice 9. u
prikazu Rezultata. Ovakvi rezultati koji ne govore u prilog eritrocitozi kao posljedici povec¢anog
luCenja eritropoetina iz nativnih bubrega slazu se i s rezultatima Broxove studije [177] te
istrazivanjima Glicklicha 1 sur. koji su istrazivali utjecaj inhibicije RAS na vrijednost EPO u
bolesnika s PTE 1 pokazali kako ne dolazi do pada serumskog EPO uz remisiju PTE na terapiji
ACE inhibitorima [223]. Graficki prikaz varijable EPO ovisno o grupama (Slika 11 u
mU/mL) koji imaju izrazito poviSene vrijednosti serumskog eritropoetina kao fizioloski,
kompenzacijski odgovor na anemiju, dok se od 30 ispitivanih bolesnika u grupi Eritrocitoza
samo u 2 bolesnika javlja znacajno povecana serumska vrijednost EPO koja bi mogla biti
odgovorna za PTE (EPO 31 i 37 mU/mL). U tom je slu¢aju povecano lucenje EPO

najvjerojatnije podrijetlom iz nativnih bubrega jer niti jedan na$ bolesnik nije binefrektomiran.

Hiperkalcijemija je od ranije poznata kao ¢imbenik koji dovodi do hipertenzije Sto su prikazali
Sabanayagam i sur. na 3437 odraslih osoba [224]. Takoder su pokazali kako je s hipertenzijom
statisticki znac¢ajno povezana samo koncentracija ukupnog, a ne i ioniziranog kalcija, §to se slaze
1 s naSim istrazivanjem kojim nismo dokazali znafajnu razliku u vrijednostima ioniziranog
kalcija medu grupama. Ovaj bi mehanizam mogao biti 1 odgovoran za teze kontroliranu
hipertenziju u bolesnika s PTE. Hiperkalcemija se u naSem istraZivanju statisti¢ki znacajno ¢esce
javlja u grupi Eritrocitoza u odnosu na Anemija §to se slaze 1 s istrazivanjem Kurelle i sur. [224]
koji su na 283 bolesnika od kojih su 73 razvila PTE, pokazali da je hiperkalcemija snazan
neovisan prediktor porasta hematokrita, odnosno da je povezan s razvojem posttransplantacijske
eritrocitoze. Do sli¢nih su rezultata dosli 1 Akcay 1 sur. [225]. No u niti jednom od dosadaSnjih
istrazivanja uz hiperkalcemiju nije dokazan hiperparatireoidizam, $to je u naSem istraZivanju i
dokazano. Hiperkalcemija se javlja u ¢ak 5-15% bolesnika nakon transplantacije bubrega i to
najceS¢e uzrokovana sekundarnim hiperparatireoidizmom (SHPT) [213], Sto odgovara i
incidenciji PTE, no jo$ nije dokazano da regulacija hiperkalcemije dovodi do remisije bolesti.
Pojavnost hiperkalcemije (Ca>2.43 mmol/L) u nasem istrazivanju je 46.7%, od kojih je 38.1%
(16/42) u grupi Eritrocitoza Sto takoder odgovara dosadaSnjim ispitivanjima o pojavnosti

hiperkalcemije te utjecaju kalcija na pojavu PTE. ZnaCajno visok broj bolesnika s
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hiperkalcemijom u nasem istrazivanju uvjetovan je dijelom i specificnim odabirom bolesnika,
odnosno tre¢inom bolesnika s eritrocitozom koji se uglavnom nalaze u prvoj godini nakon
transplantacije, a nisu analizirani podatci o vremenu nakon transplantacije za ostale bolesnike.
Hiperkalcemija nakon transplantacije bubrega nije uvjetovana samo SHPT, ve¢ je nekoliko
istrazivanja potvrdilo povezanost hiperkalcemije kako s pove¢anom pregradnjom kosti tako 1 s
adinami¢nom kosti bolesnika s KZB. Drugi mogu¢i mehanizam koji potiCe razvoj
hiperkalcemije, posebno u prvoj godini nakon transplantacije bubrega kada je hiperkalcemija
najcesca [226], jest porast koncentracije kalcitriola zbog pojacane sinteze u bubreznim tubulima
Cija je sinteza i1 dalje potaknuta SHPT 1 niskim serumskim P. Takoder je nakon korekcije
uremi¢nog miljea nakon uspjesne transplantacije pojacana osjetljivost kosti na PTH. Kako se kod
ve¢ine bolesnika PTE manifestira u prve 2 godine od transplantacije, moguéi uzrok u dijela
bolesnika kod kojih dolazi do spontane remisije bolesti moze biti i hiperkalcemija koja ima
tendenciju pada nakon prve godine, te potencijalno tako dovodi do remisije bolesti. U posljednje
se vrijeme javlja sve viSe istraZivanja kako kalcij doprinosi stimulaciji sinteze EPO u suradnji sa
RAS ¢ija je inhibicija okosnica terapije PTE [227], dok su Schafer i sur. [228] u in vitro studiji
pokazali kako lijekovi koji dovode do povecanja ioniziranog kalcija oponaSaju u¢inak EPO na
ekspresiju c-myb gena (engl. c-myeloblastosis), protoonkogena koji sudjeluje u negativnoj

regulaciji hematopoeze, te aktiviraju sintezu hemoglobina u eritroleukemi¢nim stanicama ovce.

Koncentracija fosfata pokazala se statisticki znacajno razli¢itom izmedu grupa Eritrocitoza 1
Anemija, s viSim vrijednostima u grupi Anemija, §to se moZe objasniti i znacajnom razlikom u
vrijednostima paratireoidnog hormona (kao i za vrijednost ukupnog kalcija) izmedu ove dvije

grupe ¢iji je medijan u grupi Anemija 6.65 pmol/L (3.9-10.6), dok je medijan iPTH u grupi
Eritrocitoza 12.3 pmol/l uz raspon od 6.8-22.4 pmol/I.

Varijabla koja se pokazala statisticki znacajno razli¢itom izmedu ispitivane grupe i1 obje
kontrolne grupe je vrijednost ukupne alkalne fosfataze (ALP) koja je time identificirana kao
riziéni ¢imbenik za razvoj eritrocitoze. ALP sluzi kao biokemijski pokazatelj koStane pregradnje
1 koristi se za pracenje bolesti koStanog metabolizma u bolesnika s KZB [229] Za razliku od PTH
koji nastaje u paratireodinim zlijezdama i utje¢e na koStani metabolizam, serumska AF dolazi iz

same kosti 1 odrazava aktivnost koja se zbiva unutar kosti. Rastuce vrijednosti AF najcesce se u
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nefroloSkih bolesnika vide u pogorSanju stupnja kostane pregradnje [230]. Grupa autora [231]
radila je istrazivanje na 74 zdrava dobrovoljca kojima su analizirali parametre crvene krvne slike
1 kostanih biomarkera prije, te 10 i 20 tjedana nakon intenzivnog vjezbanja i usporedivali su ih s
nalazima kontrolne grupe koja nije bila podvrgnuta intenzivnim treninzima. Ocekivano je doslo
do porasta ukupnog broja eritrocita i hematokrita u ispitivanoj grupi, ali 1 uz znacajan porast
vrijednosti kosStane alkalne fosfataze. Autori su zakljucili kako je eritrocitopoeza povezana s
porastom biomarkera koStane pregradnje Sto objasSnjavaju i mogucom ekstramedularnom
eritropoezom u kostima, §to bi u naSem slucaju objasnilo zasto je samo ova varijabla uz iPTH
znacajno razli¢ita izmedu obje kontrole grupe, vjerojatno kao posljedica intenzivne eritropoeze u
bolesnika sa PTE. No kako smo dokazali i statisticki znacajno poviSen iPTH izmedu grupa,
moguce je da je barem dijelom povisena vrijednost ALP u grupi Eritrocitoza posljedica povecane
osteoblasti¢ne aktivnosti u sklopu renalne osteodistrofije, Sto bi i§lo u prilog razmisljanju tome
da nasi bolesnici s PTE imaju povecanu koStanu pregradnju, a ne adinamicnu bolest kosti ili
osteomalaciju. Kako alkalna fosfataza moZe biti povecana i kao rezultat poremecaja jetrene
funkcije [232] koja nije bila ukljuena u nase istrazivanje treba s oprezom uzeti rezultat znacajne

razlike u vrijednostima ALP medu grupama.

Analiza broj trombocita pokazala je takoder zna€ajnu razliku izmedu ispitivane i kontrolne grupe
Anemija, odnosno niZe vrijednosti u bolesnika s PTE, Sto je bilo za ocekivati obzirom da u
slu¢ajevima patoloske eritropoeze u koStanoj srzi dolazi 1 do smanjenja broja megakariocita koji
su potisnuti eritroidnim preteCama [233]. Isti autori su pokazali kako trombocitopenija nije
uzrokovana niti manjkom trombopoetinske mRNA niti manjkom samog ¢imbenika rasta u

plazmi.

6.4. OVISNOST HEMATOKRITA O PROMATRANIM VARIJABLAMA

Varijable koje su izdvojene ANOVA testom kao statisti¢ki znacajnima za vrijednost hematokrita
su sistolicki arterijski tlak (p=0.026), serumska koncentracija alkalne fosfataze (p=0.007) te
koncentracija ureje (p=0.034), dok je daljnja regresijska analiza pokazala statisticki znacajan

utjecaj koncentracije serumskog PTH (p=0.0005), IL3 (p=0.017), EPO (p=0.039), HDL-
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kolesterola (p=0.003) te koriStenje antilipemika u terapiji (p=0.035) Sto je prikazano u Tablici

14. u Rezultatima.

Na Slici 34. u Rezultatima prikazana je ovisnost hematokrita o EPO i IL-3 gdje je vidljivo da
koncentracije EPO 1 IL-3 rastu kod niskih vrijednosti hematokrita Sto je oc¢ekivano obzirom na
pojacanu eritropoezu u stanjima anemije i1 potrebu za ve¢im koncentracijama hematopoetskih

¢imbenika rasta.

Kako je ve¢ ranije reCeno, hiperlipidemija je vrlo cesta u bolesnika i1 manifestira se
hipertrigliceridemijom, poviSenim serumskim LDL-kolesterolom i snizenim HDL-kolesterolom.
Kako je ve¢ navedeno u raspravi o antilipemicima u terapiji nakon transplantacije, homeostaza
kolesterola je vrlo vazna kako za sazrijevanje eritrocita, tako i za odrzavanje stanja mirovanja
hematopoetskih mati¢nih stanica i multipotentnih progenitornih stanica [234]. Isti su autori na
zivotinjskom modelu pokazali kako miSevi s manjkom ABCAIl (engl. ATP-binding (ABC)
cassette transporter) i ABCG]1 transportera koji omogucuju izlazak kolesterola iz makrofaga te
stvaranje HDL-kolesterola, manifestiraju dramatican porast u mobilizaciji hematopoetskih
maticnih stanica te ekstramedularne hematopoeze koja bi u nasem istrazivanju mogla djelomi¢no
objasniti poviSenje ALP u grupi s PTE. Ovaj se proces mogao ne samo zaustaviti ve¢ usmjeriti u
suprotnom smjeru poviSenjem koncentracije HDL-kolesterola. Takve je rezultate objavila i druga
grupa autora [235] koja je dodatno pokazala kako stimulacija mijeloidnih prastanica u kosStanoj
srzi “wild type’” miSeva IL-3 ili GM-CSF znacajno smanjuje izrazaj ABCAl 1 ABCGI1
transportera te posljedi¢no tome potice mobilizaciju hematopoetskih mati¢nih stanica. Na istom
su modelu dokazali povecanje broja stanica u koStanoj srzi koje izrazavaju B podjedinicu
receptora za IL-3 za 2-5 puta, ovisno o manjku ABCA1 1/ili ABCG1 transportera. U konacnici su
zakljucili kako povecan sadrzaj kolesterola u stanicama zbog nedostatka transportera koji bi
omogucili njegovo iskorisStavanje u sintezi HDL-kolesterola dovodi do povecanog izrazaja f3
podjedinice receptora za IL-3/GM-CSF koji zatim dovodi do povecane aktivacije Ras/Erk
signalnog puta 1 povecanog proliferativnog odgovora na IL-3 1 GM-CSF §to bi moglo dodatno
objasniti rezultate naSeg israzivanja i znac¢ajno manju koncentraciju IL-3 u grupi s PTE u kojoj je

znacajno ¢esce koristenje antilipemika u odnosu na grupu Anemija.

105



Sljedeca varijabla koja je pokazala statisticki znaCajnu razliku izmedu ispitivane grupe i grupe
Anemija je ureja koja je znacajno viSa u bolesnika s posttransplantacijskom anemijom. U
ispitivanoj grupi srednja vrijednost ureje iznosi 7.35 mmol/L (6.1-8.8), dok je kod anemic¢nih
bolesnika srednja vrijednost 8.65 mmol/L uz raspon od 7.4-10.3. Ureja je takoder izdvojena i kao
¢imbenik koji djeluje na vrijednost hematokrita. Poznato je iz viSe istrazivanja kako se PTE
najcesce javlja zbog pogorsanja bubrezne funkcije, odnosno zbog smanjene sinteze EPO, §to smo
mi u naSem istrazivanju pokusali izbje¢i iskljucujuéi bolesnike kod kojih je korigirani klirens
kreatinina bio ispod 60 mL/min/1.73m?. No isto je tako poznato da sama anemija pogor§ava
bubreznu funkciju Sto za bolesnike s PTE nije dokazano, naprotiv oni imaju vrlo dobru funkciju
grafta usprkos policitemiji [185] Sto bi objasnilo nizu koncentraciju ureje u ispitivanoj grupi
bolesnika. Takoder je poznato kako uremi¢ni milje inhibira funkciju kostane srzi [104, 108] Sto

moze doprinositi anemiji u kontrolnoj grupi.

6.5. iPTH KAO CIMBENIK RIZIKA ZA RAZVOJ ERITROCITZE

Eksperimentalna in vitro istrazivanja jasno su pokazala esencijalni znacaj kalcija u fizioloskoj,
ali 1 u poremecenoj eritropoezi. No, javlja se sve viSe razmiSljanja kako se za klinicke
manifestacije u slucaju hiperkalcijemije (nefrokalcinoza, skraceno prezivljenje grafta, krvozilne
kalcifikacije, pankreatitis, eritrocitoza) mozda djelomi¢no moZe okriviti i sam paratireoidni
hormon [226]. Autori koji su prikazali pojavu policitemije u slucaju karcinoma paratireoidnih
zlijezda takoder navode mogucénost da 1PTH potice eritropoezu ne posljedicnom
hiperkalcemijom, ve¢ direktno poticuci sintezu ili aktivnost drugih hematopoetskih ¢imbenika
rasta [236]. Coppolino i sur. [237] istrazivali su utjecaj iPTH na hematopoetske i endotelne
maticne stanice u 80 uremicnih bolesnika, te su dokazali kako iPTH dovodi do znacajnog
porasta CD34+ stanica. Tome u prilog bi iSlo 1 naSe istraZivanje koje je jasno izdvojilo iPTH kao
riziéni ¢imbenik za razvoj PTE $to se vidi i na Slici 30 u Rezultatima gdje je prikazan utjecaj

iPTH na pojavu PTE.
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Koncentracija ukupnog kalcija koja je znaCajno veca u ispitivanoj grupi takoder samostalno
dovodi do porasta hematokrita ¢ime doprinosi utjecaju iPTH, ali se prema nasim podatcima jos
uvijek ne moze nazvati cimbenikom rizika §to nije dokazano niti od strane drugih autora.

Ta ¢injenica namece ideju da bi se mozda boljom kontrolom sekundarnog hiperparatireodizma
mogla bolje kontrolirati 1 pojacana eritropoeza u 8-15% bolesnika kod kojih se javlja. Do sada se
smatralo kako je paratireoidektomija najbolje rijeSenje u slucaju hiperparatireoidizma nakon
transplantacije, no treba poceti razmisljati i o kalcimimeticima, ali uz oprez obzirom na ionako
velik broj lijekova koje ovi bolesnici primaju.

Regidor 1 sur. [238] su na 73 960 bolesnika na hemodijalizi dokazali povezanost koncentracije
alkalne fosfataze u serumu s rizikom od kardiovaskularne smrti ne objaSnjavaju¢i mogucu
patogenezu. lako KDOQI smjernice o poremecéajima kosti i minerala u bolesnika s kroni¢nim
zatajivanjem bubrega [202] na osnovi opseznog sistematskog pregleda literature daju detaljne
upute o ciljnim vrijednostima serumskog kalcija, anorganskog fosfora, produkta CaxP i
koncentracije iPTH ovih bolesnika, vrlo su oskudne informacije o alkalnoj fosfatazi, a nema
podataka o pozeljnom rasponu ALP u serumu ovih bolesnika. Kako je naSe istrazivanje
identificiralo ukupnu alkalnu fosfatazu kao ¢imbenik rizika za razvoj eritrocitoze, bit ¢e potrebna
dodatna istrazivanja s znaCajnijim usmjerenjem na AF kao ¢imbenika koji sudjeluje u eritropoezi

bolesnika nakon transplantacije bubrega.
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7. ZAKLJUCAK
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ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata istrazivanja zakljucila sam sljedece:

1. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj eritrocitoze nakon transplantacije bubrega su

e ukupna alkalna fosfataza

e paratireoidni hormon

2. Varijable koje znac¢ajno utjecu na vrijednost hematokrita su

e citokin /L-3

e eritropoetin

e sistolicki arterijski tlak

e ukupna alkalna fosfataza
* ureja

e HDL-kolesterol

e paratireoidni hormon

e terapija antilipemicima
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SAZETAK

Uvod: Posttransplantacijska eritrocitoza (PTE) definira se kao povecanje vrijednosti hematokrita
primatelja iznad 51%. Javlja se u 8-15% bolesnika, najées¢e unutar 2 godine od transplantacije.
Kod 25% bolesnika dolazi do spontane remisije bolesti. Etiologija PTE je multifaktorska. Smatra
se da je u brojnim slucajevima eritrocitoza uvjetovana hipersekrecijolm eritropoetina (EPO)
najcesc¢e iz nativnih bubrega. Poremecaj renin-angiotenzin sustava (RAS) smatra se najvaznijim
¢imbenikom rizika. Ostali poznati ¢imbenici su muski spol, puSenje te vrijeme bez odbacivanja
grafta. LijeCenje PTE inhibicijom RAS sustava uspjesno je u 90% bolesnika.

Ispitanici i metode: U istraZivanje je ukljuc¢eno 90 bolesnika nakon transplantacije bubrega koji
se lijece 1 prate u Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju, Klinike
za unutrasnje bolesti, KBC Zagreb. Bolesnici su podijeljeni u tri grupe: bolesnike koji su razvili
PTE, bolesnike koji su razvili posttransplantacijsku anemiju (PTA, Hb <135 g/L. u muskaraca,
Hb < 120 g/L u zena), te bolesnike s urednim nalazima crvene krvne slike (CKS). Istrazivana je
razlika u koncentraciji eritropoetina, paratireoidnog hormona, IL-3, biokemijskih i klinickih
parametara koji se analiziraju na redovitim kontrolama.

Rezultati: 90% bolesnika s PTE bili su muskarci, srediSnje dobi 51 godinu. SrediSnje razdoblje
razvoja PTE je 9.55 mjeseci (7.47-22.0) od transplantacije. Hiperkalcemija (p=0.039) 1
hipofosfatemija (p=0.015) su znacajno ¢eS¢e u bolesnika s PTE nego u bolesnika s PTA. Intaktni
paratireoidni hormon (iPTH) i ukuona alkalna fosfataza (ALP) znacajno su visi u PTE grupi u
odnosu na bolesnike s PTA (p=0.001, p=0.0001) te bolesnike s urednom CKS (p=0.04, p=0.023).
Znacajno je visa koncentracija IL-3 u grupi s PTA u odnosu na bolesnike s PTE. Nismo nasli
razlike u vrijednostima EPO izmedu grupa. Sistoli¢ki arterijski tlak bio je zna¢ajno visi u grupi
bolesnika s PTE i normalnom CKS u odnosu na bolesnike s PTA (p=0.025). Znac¢ajno je cesca
upotreba antilipemika u grupi s PTE nego u grupi s PTA (p=0.0006), dok nema znacajne razlike
u upotrebi antihipertenziva koja se krec¢e od 86.7% u grupi s PTE do 100% u grupi s normalnom
CKS.

Zakljucak: Nase istrazivanje je izdvojilo iPTH i ALP kao ¢imbenike rizika za razvoj PTE, dok
eritropoetin, sistolicki arterijski tlak, ureja, 1L-3, HDL-kolesterol te terapija antilipemicima

pokazuju znacajan utjecaj na vrijednost hematokrita.
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ABSTRACT

Risk factors for development of erythrocytosis after kidney transplantation

Zeljka Mustapié, 2013

Introduction: Posttransplant erythrocytosis (PTE) is a persistently elevated hematocrit level
greater than 51% that occurs in 10% to 15% of graft recipients, usually within 24 months from
engraftment. Spontaneous remission of PTE is observed in 25% of patients. Excess
erythropoietin (EPO) production, usually from native kidneys may play an important role in
etiolgy, but the most important factor in developing PTE include renin-angiotensin system
(RAS). Other predisposing factors are male gender, smoking and rejection-free course.

Inactivation of the RAS represents the most effective therapeutic modality in 90% of patients.

Patients and methods: We enroled 30 patients with PTE, 30 patients with posttransplant anemia
(PTA) and 30 patients with normal RBC after kidney transplantation at Department of
nephrology, arterial hypertension, dialysis and transplantation, UHC Zagreb. PTA was defined as
hemoglobin (Hb) <135 g/L in male and Hb<120 g/L in female recipients. We evaluated EPO,
parathyroid hormone (IPTH), interleukin-3 (IL-3) and routine biochemical and clinical findings

at regular outpatient control.

Results: 90% of patients with PTE were male, with median age of 51 years (37.0-56.0). Median
time for PTE development was 9.55 months after engrafment (7.47-22.0). Hypercalcemia
(p=0.039) and hypophosphatemia (p=0.015) were more frequent in PTE group than in PTA
group. IPTH and alkaline phosphatase (ALP) were significantly more elevated in PTE group
than in PTA group (p=0.001, p=0.0001) and in normal RBC group (p=0.04, p=0.023). Serum IL-
3 levels were increased in PTA group compared to others. Baseline serum EPO levels were
similar for all patients. Systolic BP in PTE and normal RBC group was higher than in PTA group
(p=0.025). Patients with PTE had more frequent statins in therapy than PTA patients (p=0.0006),
while antihypertensive therapy showed no differencies between groups. 86.7% patients in PTA

group, 96.7% in PTE and all patients with normal RBC had antihypertensive therapy.

Conclusion: Our results identified iPTH and ALP as risk factors for development of
erythrocytosis after kidney transplantation, and sistolic BP, EPO, IL-3, BUN, HDL-cholesterol

and statin therapy as factors significantly influencing hematocrit level.
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