View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by University of Zagreb Medical School Repository

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Ines Mesar

Izrazenost Wnt 4 u presadenim bubrezima

DISERTACIJA

Zagreb, 2019.


https://core.ac.uk/display/242088613?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Ines Mesar

Izrazenost Wnt 4 u presadenim bubrezima

DISERTACIJA

Zagreb, 2019.



Disertacija je izradena u Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju Klini¢koga
bolnickog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Disertacija pod nazivom ,,Izrazenost Wnt 4 u presadenim bubrezima” 105 stranica, 22 tablice, 32 slike

Voditelj istrazivanja: prof. dr. sc. Nikolina Basi¢-Juki¢, dr.med.

Zahvaljujem svojoj profesorici i mentorici prof.dr.sc. Nikolini Basi¢ Jukic koja mije omogucilaizradu ove
doktorske disertacije, na strpljenju, nesebi¢nom djeljenju znanjaiiskustava te svim savjetima kojimame
kontinuirano upucivala kako u znanstvenom tako i svakodnevnom klini¢kom radu.

Posebno se zahvaljujem kolegicidr.sc. Vesni Furi¢ Cunkona ustupanju baze podataka te svim savjetimai
iskustvima koja je nesebi¢no podijelila sa mnom.

Velika zahvala prof.dr.sc. Marijani Cori¢ na struénoj pomodi pri patohistoloskoj pripremi i analizi materijala.

Hvala prof.dr.sc. Petru Kesu kojime je uz prof. Nikolinu Basi¢ Juki¢ uveo u svijet nefrologije i nadomjestanja
bubrezne funkcije te pruzao potporu u cijelokupnom mom radu.

Hvala mom suprugu Vedranu na svoj podr$cii pomocéikoju mi je pruzio tijekom izrade ove doktorske
disertacije.

Posebna zahvala mojim roditeljima bez kojih sva ova postignuca ne bi bila moguca.



POPIS KRATICA

ABMR - akutno odbacivanje posredovano protutijelima (eng. antibody mediated rejection)

APD - automatizirana peritonealna dijaliza (eng. automatic peritoneal dialysis)

BMP — kostani morfogenetski protein (eng. bone morphogenetic protein)

CAPD - kontinuirana ambulantna peritonealna dijaliza (eng. continuous ambulantory peritoneal
dialysis)
CNI - inhibitori kalcineurina (eng. calcineurin inhibitors)

CyA - ciklosporinA

DAB - diaminobenzidin

DKK - Dickkopf protein

DSA - donor specifi¢na protutijela (eng. donor specific antibody)
EMT - epitelno mezenhimalne tranzicije

FGF — faktor rasta fibroblasta (eng. fibroblast growth factor)

Fspl — fibroblast specifi¢ni protein 1(eng. fibroblast specific protein 1)

GDNF - neurotropni faktor porijekla glijadina (eng. gliadin derived neurotropic factor)

GF - glomerularnafiltracija

HD - hemodijaliza

HLA —humanileukocitni antigeni (eng. human leucocyte antigen)

IFTA - intersticijska fibroza i tubularna atrofija

KBB - kroniéne bubrezne bolesti



KBZ - kroni¢no bubrezno zatajenje

LEF — faktor koji vezZe limfoidni stimulans ( eng. lymphoid enhancer —binding factor)

LRP5 —receptor za lipoprotein niske gustoce (eng. low-density lipoprotein receptor-related protein
5)

MM — podudarnost ( eng. mismatch)

MMF - mikofenolatmofetil

MMP-7 - matriks metaloproteinaza 7 ( eng. matrix metalloproteinase 7)

mTOR —lijek kojiinhibiramTOR kinazu (eng. mammalian target of rapamycin)

NBF - nadomjestanja bubrezne funkcije

PAI-1-aktivator plazminogena 1 (eng. plasminogen activator inhibitor-1)

Pax2 — uparenigeni 2 (eng. paired box gene 2)

PD - peritonealna dijaliza

protein FKBP - protein koji veze FK506 (eng. FK506 binding protein)

RAS sustav —renin angiotenzin sustav

RET — receptor za tirozin kinazu (eng. receptor tyrosin kinase)

sFRPs—topiviFrizzeld povezaniproteini(eng. soluble Frizzeld related proteins)

TCF —T stani¢ni faktor (eng. T cell factor)

TCMR - akutno odbacivanje posredovano T limfocitima (eng. T-cell mediated rejection)

TGF beta 1 —transformirajuci faktor rasta betal ( eng. transforming growth factor beta 1)

TORC 1-koaktivatortranskripcije za CREB1 (eng.transcriptional coactivatorfor CREB1)



TRPC 6 —prolazni receptorski kanal, ¢lan 6 pododbitelji C ( eng. transient receptor potential cation

chanell, subfamily C, member 6)

Tx - transplantacija bubrega

VDR -receptor zavitamin D (eng. vitamin D receptor)

Wnt—(eng.wingless-type MMTYV integration site family)

WT1-proteinWilmstumora (engl. Wilmstumor protein)
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1. UVOD | SVRHARADA

Bubrezi (lat. ren, gr. nephro) su parni organi mokra¢nog sustava. Obzirom na iznimnu
vaznost u odrzavanju homeostaze organizma, bubrezi spadaju u vitalne organe. Sve do
otkrica metoda nadomjestanja bubrezne funkcije, prvenstveno hemodijalize, a potom i
peritonealne dijalize te transplantacije bubrega, Zivot nije bio moguc¢ u slu€aju zatajenja
bubrezne funkcije ili porodajnih anomalija s nerazvijenim ili neodgovarajuce razvijenim
bubrezima. Postupnim razvojem moderne medicine prezivljenje i kvaliteta zivota oboljelih od
bubreznih bolesti se zna¢ajno popravlja, s naglaskom na postupnom razvoju transplantacije,
¢ime se postiZze znacCajan napredak u lije€enju bubreznog zatajenja. Sam razvoj dobre kiruske
tehnike ne bi bio dovoljan da ga nije pratio razvoj moderne imunologije i suvremenih, vrlo
potentnih imunosupresivnih lijekova. Lijekovi koji danas stoje na raspolaganju gotovo su u
potpunosti iskorjenili hiperakutna odbacivanja presadka, uvelike se smanijio broj akutnih
odbacivanja, no i dalje, unato€ suvremenoj terapiji unatrag posljednjih 20 godina, nema
napretka u prosjecnoj duljini prezivljenja presatka. Velik dio presadenih bubrega gubi se zbog
kroni¢nih promjena u parenhimu organa za koje se pretpostavlja da su s jedne strane
posljedica neZeljenih u€inaka immunosupresivnih lijekova, a s druge strane kasnih kroni¢nih
imunolos$kih zbivanja. U ovom istrazivanju ¢éemo istraziti neke od ¢imbenika za koje se smatra
da bi mogli biti odgovorni za proces ostecenja i slabljenja funkcije presadenih bubrega. 1z
postojece literature jasno je da obitelj Wnt (od eng. wingless-type MMTYV integration site
family) genaima klju¢nu ulogu u embionalnom razvoju bubrega. U daljnim istrazivanjima
pretpostavljena je i njihova uloga tijekom zivota prilikom ozljede bubrega te procesa
reparacijeilifibroze. Obzirom da u dosadasnjimistrazivanjima nije jasna njihova uloga niti
izraZenost u transplantiranim bubrezima to je bila glavna tema ovog istrazivanja. Pratili smo
izrazenost Wnt 4 u tkivu zdravih (nativnih) bubrega te u tkivu kiruski odstrajenih
transplantiranih bubrega u ovisnosti o razli€itim Cimbenicima za koje smatramo da mogu

imati utjecaja na njegovu izrazenost.



1.1. RAZVOJ, GRADA | FUNKCIJEBUBREGA

1.1.1. Embrionalni razvoj bubrega

Nefrogeneza, odnosno razvoj bubrega, oznaCava embrionalni nastanak bubrega. Razvoj
bubrega odvija se u tri uzastopne faze, a po zavrSetku svake od njih nastaje sve kompleksniji
organ. PoCetak stvaranje nefrona zapocinje u 4. tiednu embrionalnog razvoja iz osnove koju
nazivamo intermedijarni mezoderm. U podrucju vrata iz intermedijarnog mezoderma nastaju
nefrotomi iz kojih se razvijaju rudimentarni sekretorni kanali¢i koji nemaju sekretornu
funkciju, a nazivamo ih pronefros (predbubreg). Krajem 4. tiedna embrionalnog razvoja
iSCezava pronefros a iz prsnog, slabinskog i kriznog intermedijarnog mezoderma oblikuju se
sekretorni kanali¢i mezonefrosa (prabubrega) koji spajanjem ¢ine nefrogene tracke u koje
urastaju kapilare Cineci klupko (glomerul). Nefrogeni tracci koji okruzuju glomerul Cine
osnovu Bowmanove Cahure. Lateralni krajevi kanali¢a se ulijevaju u zajednicki odvodni kanal
— kanal mezonefrosa ili Wolffov kanal koji zavrSava u kloaki. Sredinom 2. mjeseca
embrionalnog razvoja gornji dio mezonefrosa poc€inje propadati, a potkraj drugog mjeseca
iSCezava vecina mezonefrosa. Zacetak definitivnog bubrega ili metanefrosa nastaje u 5.
tiednu iz dvije osnove: metanefrogenog mezderma i mokra¢ovodnog pupoljka.
Mokracovodni pupoljak nastaje iz donjeg dijela Wolffova kanala te urasta u metanefrogeno
tkivo Cinecitako primitivnu bubreznu nakapnicu (pelvis renalis) kojadjeleci se daje osnovu
velikih bubreznih vréeva (lat. Calyces renales majores) ¢ijom podjelom nastaje 12 ili vise
generacija kanali¢a, Ciji razvoj traje sve do 5. mjeseca embrionalnog razvoja. Kanali¢i 5.
generacije postaju sabirni kanali¢i. Oko distalnog kraja svakog kanalica zgusne se
metanefrogeni mezoderm, a pod indukcijom kanali¢a stvaraju se bubrezni mjehurici iz kojih
nastaju kanali¢i koji obuhvate klupko kapilara koje €ine glomerul. Glomerul sa pripadaju¢im
kanalicem je osnova nefrona. Na proksimalnom kraju svakog nefrona nalazi se Bowmanova
Cahura dok se na distalnom kraju sekretorni kanali¢i izduZuju i savijaju te na taj nacin

formiraju proksimalni zavijeni kanali¢, Henleovu petlju i distalni zavijeni kanali¢ (1).



1.1.2. Molekularni aspekti embrionalnog razvojabubrega

U podrucju urastanja ureteralnog pupoljka u metanefrogeni mezenhim dolazi do
procesa mezenhimalno-epitelne tranzicije. U tom procesu dolazi do kondenzacije i aktivacije
mezenhimalnih stanica kao kljuénog procesa nefrogeneze. Za aktivaciju navedenog procesa
do sada je temeljem istraZivanja na Zivotnjskim modelima, dokazano da klju¢nu ulogu, medu

ostalim genima, ima i nekoliko gena iz obitelji Wnt.

Nastupa recipro¢ni induciraju¢i dogadaj izmedu epitela mokracnog pupoljka i
mezodermalnog mezenhima. Za urastanje mokra¢nog pupoljka i njegovu daljnju
diferencijaciju su potrebni GDNF (od engl. gliadin derived neurotropic factor), neurotropni
¢imbenik nastao iz glijadinai stvaranje receptoratirozin kinaze RET (od engl. receptor tyrosin
kinase). Mezodermalnom mezenhimu su potrebni WT1 (od engl. Wilms tumor protein) i Pax2

(od engl. paired box gene 2) kako bi odgovorio na indukciju.

Proces zapocinje djelovanjem Cimbenika transkripcije WT1 koji izrazavaju stanice
mezoderma. WT1 utjeCe na proizvodnju GDNF. Od ostalih klju¢nih gena u ovoj fazi razvoja
potrebno je spomenuti Wnt, BMP (od engl. bone morphogenetic protein) i FGF (od engl.
fibroblast growth factor). Kanonski signalni Wnt put koji je posredovan beta kateninom
klju€an je u fazi zapocinjanja mezenhimalno epitelne transformacije kojom nastaju nefroni, a
utom procesu pratiseizrazenost Wnt9B i Wnt 6 koji utje€u naizrazenost PAX2iWnt4. Pod
utjecajem PAX2 stanice mezenhima se zgu$njavaju, a zbog izrazenosti Wnt 4 dolazi do
epitelizacije i stvaranja bubreznih mjehuri¢a u koje urasta kapilarno klupko tvoreci na taj

nacin glomerule (2,3,4,5,6)(slikal).
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Slika 1. Molekularnirazvojbubrega. Genikojisu odgovornizakontrolu razvoja bubrega. Prilagodeno
prema: 7

1.1.3. Grada i histologijabubrega

Bubrezi su dvije Zlijezde smjestene u razini od prvog do tre¢eg lumbalnog kraljeSka s
lijeve i desne strane uz straznju stjenku trbusne Supljine. Bubreg odraslog ¢ovjeka je 10 - 12
cmdug,5-6cmsSiroki4cmdebeo, atezi300g. Sambubregobavijenjevezivnom cahuromi
masnim tkivom. Svojim izgledom bubrezi podsjec¢aju na zrno graha. U konkavitetu medijalnog
rubanalazise hilus kroz kojiu bubreg ulazibubrezna arterijai Zivci, aizlazibubreZnavena,
limfne Zile i mokracovod. ProSireni gornji dio mokracovoda nazivamo bubrezna nakapnica od
koje polaze velikibubreznivr€evikojise granaju u nekoliko malih bubreznih vréeva. Unutar
bubrega razlikujemo koru i srz. Unutar srzi se nalaze piramide od kojih polaze srzni tracci koji
sadrze nekoliko sabirnih cjev€ica i nefrona. Baze piramida su usmjerene prema bubreznoj
povrsini, a vrhovi strSe u sinus bubrega kao bubrezne papile. Oko bubreznih papila nalaze se

bubreznivrc€evikojise premabubreZznom sinusu spajaju u bubreznu nakapnicu (8).

Funkcionalna jedinica bubrega je nefron. U svakom bubregu nalazimo milijun nefrona.
Nefron Cini bubrezno tjeleSce, proksimalni zavijeni kanali¢, Henleova petlja i distalni zavijeni
kanali¢. Bubrezno tjeleSce, proksimalni i distalni kanali¢ se nalaze u kori bubrega dok se

Henleova petlja nalazi u srzi.

Bubrezno tjeleSce sastoji se od klupka kapilara (glomerul) kojega obavija dvostruka
Bowmanova ¢ahura. lzmedu dva slojaBowmanove ¢ahure dolazi do stvaranja glomerularnog

filtrata. Vanjski, odnosno parijetalni dio Bowmanove ¢ahure graden je od jednoslojnog

4



ploCastog epitela dok visceralni dio obavija glomerularne kapilare, a €ine ga podociti.
Karakteristika podocita su viSestruki izdanci, odnosno nozice, koje se medusobno isprepli¢u,
a prostor izmedu dviju nozica podocita predstavlja filtracijsku povrsinu €ija Sirinaiznosi 25
nm. Filtracijska barijera izmedu lumena kapilara glomerula i podocita je bazalna membrane,
nakojoj elektronskim mikroskopom razlikujemo srediSnji gusti sloj—lamina densa, koju sa
svake strane okruzuje elektronski svjetliji sloj — lamina rara. Razlika potjece od razli¢itog
biokemijskog sastava. Lamina densa sadrzi gusti sloj kolagenatipa IV koji predstavlja filter za
Cestice vece od 10 nm, dok anionska mjesta u obje lamine rare djeluju na negativno nabijene
bjelanCevine te se one samo oskudno propustaju. Izmedu kapilara glomerula nalaze se
mezangijske stanice, one sintetiziraju amorfni matriks i podupiru stijenku kapilara. U
bubreznom tjeleScu razlikujemo dva pola: Zilni kroz koji prolaze dovodna i odvodna arteriola
te mokracni pol na koji se nastavlja proksimalni zavijeni kanali¢. Proksimalni kanali¢i su
oblozZeni jednoslojnim kubi¢nim ili cilindri€nim epitelom, imaju Sirok lumen i okruzeni su
peritubularnim kapilarama. Na proksimalni zavijeni kanali¢ se nastavlja debeli silazni dio
Henleove petlje koji se postupno suzava. Tanki krak silazne i uzlazne petlje prekriven je
jednoslojnim ploCastim epitelom, koji se u debelom uzlaznom kraku nastavlja u jednoslojni
kubi€ni epitel, poput onog koji oblaze i distalni kanali¢. Distalni kanali¢i se nastavljaju u
sabirne kanali¢e koje se spajaju u sabirne cjevcice koje se na vrhu piramide otvaraju u
bubrezne vréeve. 1z bubreznih vréeva mokracéa se sakuplja u nakapnicu iz koje se odvodi
pomocéu mokracovoda. Razlikujemo kortikalne nefrone koji ¢ine vecinu, te u manjem broju
(svega 1/7 od svih nefrona) jukstamedularne nefrone koji su odgovorni za stavaranje
gradijenta hipertoni¢nosti u srzi bubrega $to omogucuje bubregu stvaranje koncentrirane

mokrace. Karakteristika jukstamedularnih nefrona su vrlo duge Henleove petlje (9).



1.1.4. Funkcije bubrega

Funkcije bubrega su od vitalnog znaCenja za odrzavanje homeostaze organizma. Uredna

bubrezna funkcija uklju€uje ekskrecijsku, metaboli¢ku i endokrinu funkciju.

Osnovna funkcija bubrega je ekskrecijska, $to podrazumijeva filtriranje krvi, ¢ime se iz
organizma odstranjuju Stetni proizvodi metabolizma, toksini, lijekovi te vidak soli i tekucCine.
Kakobimogliodgovarajucefiltriratikrv potrebanimje velik protok krvi, takodakrozbubrege
u minuti protice 1,2 L krvi §to iznosi 21% sréanog minutnog volumena. Ova bubrezna funkcija
neophodna je za odrzavanje ravnoteze elektrolita i tekuéina u organizmu te za regulaciju

krvnog tlaka.

Druga vazna funkcija bubrega je metaboli¢ka, odnosno odrzavanje acido-bazne ravnoteze,
pomocu sekrecije vodikovih iona te reapsorpcije i stvaranja bikarbonatnih iona. Ve¢ivrlo
mali otkloni acido-bazne ravnoteze dovode do klini¢ki znacajnih poremecaja koji mogu

bolesnika vitalno ugroziti.

Osim §to je klju€an organ za izlu€ivanije Stetnih tvari iz organizma odnosno za procis¢avanje
krvi, bubreg ima vaznu endokrinu ulogu jer se u hjemu izlu€uje nekoliko vrlo vaznih hormona.
Unutar jukstaglomerularnih stanica aferentnih arteriola sintetizira se renin koji pokrece
sustav renin-angiotenzin-aldosteron, izuzetno vazan u regulaciji krvnog tlaka. Slijedeci vazan
hormon je eritropoetin koji je neophodan za odgovaraju¢u hematopoezu. Osim toga, u
bubregu se stvara aktivni oblik vitamina D hidroksilacijom u 1,25 dihidrokolekalciferol, koji je
klju€an za regulaciju kalcija i fosfata u organizmu, odlaganje kalcija u kosti te proizvodnju

parathormona (10).

1.1.5. Zatajenje bubreznefunkcije

U ovisnostio vremenskom razdoblju u kojem dode do oStecenja bubrega koje posljedicno
uzrokuje zatajenje bubrezne funkcije razlikujemo akutno i kroni¢no zatajenje bubrega.
Akutno bubrezno zatajenje ili akutno ostecenje bubrega je u vecini sluajeva reverzibilno,
ukoliko se na vrijeme adekvatno lije€i. Kroni¢no bubrezno zatajenje (KBZ) ili zavrsni stadij
kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB) obiljeZzava ireverzibilan gubitak funkcionalnog tkiva bubrega
koje postupno napreduje sve do zavréne faze bubreznog zatajenja kada zivot nije moguc bez

metoda nadomjestanja bubrezne funkcije.



Zatajenje bubrezne funkcije obiljeZeno je smanjenjem glomerularne filtracije Sto se ocituje
smanjenjem diureze te povecanjem otpadnih produkata metabolizma u krvi, prvenstveno
ureje i kreatinina. Uz navedeno mogu biti prisutne hematurija, odnosno proteinurija, ovisno
o uzroku bubreznog zatajenja. Obzirom na sredi$nju ulogu bubrega u odrzavanju homeostaze
elektrolita i tekuc¢ine u organizmu dolazi do volumnog opterecenja, do poremecaja
koncentracije elektrolita, prvenstveno kalija, te do povecanja kiselosti krvi zbog uloge
bubrega u odrzavanju acido-bazne ravnoteze. Daljnjim napredovanjem bubreznog zatajenja

dolazi do poremecaja kalcija i fosfata u organizmu te do razvoja anemije (11,12).

1.1.5.1. Akutno ostecenje bubrega

Akutno oStecenje bubrega obiljeZeno je naglo nastalim smanjenjem glomerularne filtracije
unutar nekoliko satiilidana. Ukrvise prati porastStetnih proizvoda metabolizma—dusi¢nih
spojeva. Izlu€ivanje mokrace moze biti viSe od 3 litre dnevno, pa sve do oligurije i anurije.
Uzroci akutnog ostecenja bubrega mogu biti viSestruki, a djelimo ih prema mjestu nastanka
na prerenalne, intrinzine i postrenalne. Do prerenalnog akutnog ostecenja bubrega dolaziu
slu¢aju smanjenja perfuzije bubrega zbog hipovolemije u slu¢aju dehidracije ili obilnih
krvarenja, zbog smanjenja efektivhog volumena, zbog kardijalnih bolesti koje dovode do
smanjenja ejekcijske frakcije il zbog gubitka tekucine u treci prostor. Intrinzicno oStecenje
bubrega nastaje zbog oStecenja bubreznog parenhima, a moze zahvatiti bilo koji dio
funkcionalne jedinice bubrega od glomerula do tubula ili krvnih Zila bubrega. Naj¢eS¢i oblik
intrinzicnog ostecenja je akutna tubularna nekroza. Postrenalno akutno oSte¢enje bubrega

posljedica je mehanitke opstrukcije u otjecanju mokracée (11,12,13).



1.1.5.2. Kroni¢no bubrezno zatajenje

Kroni¢no bubrezno zatajenje (KBZ) predstavlja oSte¢enje bubrezne funkcije praceno
smanjenjem glomerularne filtracije ispod 60 ml/min/1,73 m? povrsSine tijela, tijekom
najmanje 3 mjeseca. Temeljem veliine glomerularne filtracije razlikujemo 5 stupnjeva KBZ
(tablica 1). Bubrezno oSteCenje moze se manifestirati patohistoloSkim promjenama u tkivu
bubrega dobivenom biopsijom, patoloskim sastojcima u mokraci, poput proteinurije ili
hematurije, ili promjenjenim izgledom bubrega na dijagnostickim slikovnim metodama

(13,14).

Tablica 1. Stupnjevi kroni€nog bubreznog zatajenja (15)

Stupanj Glomerularna filtracija

bubreZnog ( mil/min/1.73 m?)

zatajenja

1 > 90, patoloski nalaz u
mokraci

2 60-89

3 30-59

4 15-29

) <15

Posljednjih desetljec¢a biljezi se povecana pojavnost KBZ u svijetu pa tako i u Hrvatskoj,
ponajviSe zbog povecane ucCestalosti Secerne bolesti i arterijske hipertenzije kao naj¢esc¢ih
uzroka zatajenja bubrezne funkcije (slika 2). Istrazivanja provedena na razli€itim rasamaiu
razlicitim dijelovima svijeta pokazala su da jedna od 10 odraslih osoba ima neki oblik
oStecenja bubrega. U Hrvatskoj od kroniéne bubrezne bolesti boluje 4500 osoba, a prema
podacima Hrvatskog registra nadomjestanja bubrezne funkcije 930 bolesnika na milijun

stanovnika zahtjeva nadomjestanje bubrezne funkcije (16,17,18).



M Dijabeticka nefropatija

m Zilne bolesti bubrega

m Glomerulonefritis

M Pijelonefritis

M Policisti¢na bolest bubrega
M Intersticijski nefritis

m Endemska nefropatija

™ Ostalo

Nepoznato

Slika 2. Ucestalost pojedinih uzroka kroni¢ne bubreZne bolestiu novih bolesnika na dijalizi 2008.
godine u Hrvatskoj (u postocima). Prilagodeno prema: 19

Kroni¢na bubrezZna bolest predstavlja jedan od vodecih javnozdravstvenih problema u svijetu.
Cimbenici rizika za nastanak kroniéne bubrezne bolesti su pozitivna obiteljska anamneza,
starija zivotna dob, urodena ili ste€ena smanjena bubrezna masa, Se¢erna bolest, arterijska
hipertenzija, hiperlipidemija/dislipidemija, ucestale infekcije mokrac¢nih kanala, bubrezni

kamenci, upotreba nefrotoksicnihlijekova.

Unato€ poboljSanju tehnologije te kliniCkom i znanstvenom napretku u lijeCenju metodama
nadomjestanja bubrezne funkcije, sve je veéa u€estalost nebubreznih komplikacija koje bitno
utje€u na pobol i smrtnost ovih bolesnika. Najvaznije su sr€anozilne komplikacije koje su
odgovorne za 40 — 60 % smrti bolesnika s kroniénom bubreznom bolesti. Cimbenici rizika za
sr¢ano-zilne bolesti u bolesnika sa kroniénom bubreznom bolesti obuhvacaju sve one
Cimbenike koji pogoduju nastanku ishemijske bolesti srca, kroni¢nog zatajivanja srca i
hipertrofije lijeve klijetke. Brojni su ¢imbenici rizika od kojih samo opci, nazoc¢ni i u op€oj
populaciji, ne mogu objasniti visoku pojavnost sréano-zilnih bolesti u ovih bolesnika. Osim
opc¢ih ¢imbenika rizika, znac€ajni su riziéni Cimbenici specifiéni za kroni€no bubrezno zatajenje,

Cesto se oznacuju i kao “uremijski” Cimbenicirizika, a navedeni su u tablici 2 (20).



Tablica 2. Sr€ano-zilni Cimbenici rizika u bolesnika s kroni¢nim bubreznim zatajenjem (20)

Op¢i €imbenici rizika

“Uremijski” ¢imbenici rizika

Posebni ¢imbenici rizika na

dijalizi

Starija dob

Muski spol

Arterijska hipertenzija
Dijabetes

PusSenje cigareta
Dislipidemija
Tjelesna neaktivnost
Menopauza
Psihosocijalni stres
Obiteljska anamneza

Proteinurija
(mikroalbuminurija)
Upala

Pothranjenost
Disfunkcija endotela
Oksidativni stres
Anemija

Poremecaj mineralnog
metabolizma

Razgradni produkti
metabolizma

glukoze
Hiperhomocisteinemija
Trombogeni ¢imbenici
PoviSen izvanstani¢ni volumen

Intradijaliticka hipotenzija
Doza isporucene dijalize
Promjene ravnoteze elektrolita
Bioinkompatibilne membrane
OneciScenje dijalizata

Kroni¢no bubrezno zatajenje 1.1 2. stupnja obi¢no ne daje simptome specificne za bubreznu

bolest, no moze se javiti poviSeni krvnitlak i otok ekstremiteta u slu€aju zna¢ajnog gubitka

serumskih bjelancevina. Simptomi koji karakteriziraju kroni¢nu bubreznu bolest javljaju se u

3. i4. stupnju KBZ, a uklju€uju: opcu slabost i umor, smanjenje apetita, anemiju kroni¢ne

bubrezne bolesti, poremecaje elektrolita, prvenstveno hiperkalemiju, razvoj metabolicke

acidoze te poremecaj metabolizma kalcijaifosfora, vitamina D i paratireoidnog hormona.

Daljnjim napredovanjem bolesti uremijski sindrom postaje sve izrazeniji jer bubrezi postupno

gube i egzokrinu i metaboli¢ku i endokrinu funkciju te ukoliko se u 5. stadiju, odnosno

zavrSnomstadijuKBZ, nezapo¢ne nadomjestanje bubrezne funkcije nastupasmrt(13,21,22).
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1.2. METODE NADOMJESTANJA BUBREZNE FUNKCIJE

Dijaliza i transplantacija bubrega predstavljaju suvremene metode nadomjestanja bubrezne
funkcije (NBF). PoCetak nadomjesnog lije€enja ovisi o brojnim ¢imbenicima i klinickom stanju
bolesnika. Buducida ne postoji suglasje o vremenu zapoc€injanja nadomjesnog lijeenja,
bolesniku sa GF manjom od 15 ml/min predlaze se da zapo¢ne s nadomjesnim lijeCenjem uz
obavezan individualni pristup (23). No, neovisno o vrijednosti GF, u bolesnika koji unato¢
adekvatnom konzervativhom lijeCenju imaju hiperkalijemiju, krvarenje, hipervolemiju,
hipertenziju, perikarditis, mucninu, u€estalo povracanije ili znake progresivne neuropatije,
treba zapoceti nadomjesno lije€enje. U praksi, vec¢ina bolesnika zapocinje s nadomjestanjem
bubrezne funkcije kada GF padne ispod 10 ml/min. Cimbenici koji odreduju mogucdiizbor
metode nadomjesnog lijeCenja KBZ su dob, motiviranost, pokretljivost, samostalnost,
obiteljska pomoc¢, prihvacanje bolesti, radna sposobnost, Secerna bolest, Zilna bolest,
respiratorna bolest, prethodne operacije, suradljivost bolesnika te hepatitis B i C (24).
Najbolji pristup lijeCenju NBF nije samo izbor nadomjesne metode, vec¢ je potrebno
razmiSljati o ukupnom produljenju Zivota bolesnika. Procjene kvalitete Zivota bolesnika su

neodvojivi dio ukupne skrbi o bubreznim bolesnicima.

Od metoda nadomjestanja bubrezne funkcije imamo na raspolaganju hemodijalizu,

peritonealnu dijalizu i transplantaciju bubrega (tablica 3).

Tablica 3. Metode nadomjeStanja bubrezne funkcije

Metoda nadomjestanja bubrezne funkcije | Vrsta nadomjesnog lije€enja

Hemodijaliza (HD) HD u centru
HD u satelitskom centru
Kuc¢na HD
Peritonealna dijaliza (PD) Kontinuirana ambulantna PD (CAPD)

Automatizirana PD (APD)

Transplantacija bubrega (Tx) Tx od umrle osobe
Tx od Zivuceg srodnika
Tx od nesrodne Zivuée osobe
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1.2.1. Hemodijaliza

Hemodijaliza je metoda u kojoj do uklanjanja Stetnih tvari iz organizma dolazi prilikom
prolaska krvi bolesnika kroz filter dijaliznog aparata — ,umjetni bubreg® kroz koji u suprotnom
smjeru teCe dijalizna tekucina. Procesom difuzije preko polupropusne membrane Stetne tvari
pretezito male molekularne tezine prelaze sukladno koncentracijskom gradijentu. Tekucina
nakupljena izmedu dva dijalizna tretmana uklanja se procesom ultrafiltracije koji je
kontroliran razlikom u hidrostatskim tlakovima na membrani dijalizatora. Za postupke
hemodijalize potrebno je osigurati krvoZilni pristup. Nedostaci lijec¢enja hemodijalizom su
upotreba heparina, potreba za osiguranjem krvozilnog pristupa, epizode hipotenzije tijekom

samog postupka, potreba za vrlo strogim rezimom prehrane i unosa tekucine.

1.2.2. Peritonealnadijaliza

Tijekom peritonealne dijalize difuzija je takoder glavni mehanizam uklanjanja Stetnih
produkata, no kao endogena dijalizna polupropusna membrana Kkoristi se peritoneum. Kako
bi bilo moguce provoditi peritonealnu dijalizu potrebno je uvesti peritonealni kateter u
peritonealnu Supljinu, te se putem tog katetera u peritonealnu Supljinu utace dijalizna
otopina i istaCe dijalizat. Tijekom svake izmjene difuzijom, ovisno o koncentracijskom
gradijentu, se uklanjaju otpadne tvari male molekularne tezine, dok se ultrafiltracija vode
postize razlikom u osmotskom tlaku hipertoni¢nog dijalizata i ekstracelularne tekucine.
Postupakradibolesnik samiliuzpomoc¢aparata, aponavljase u ciklusima svakih nekoliko
sati. Prednost peritonealne dijalize nad hemodijalizom je relativno konstantna koncentracija
ureje, kreatinina i elektrolita u krvi. Postupna i kontinuirana ultrafiltracija doprinosi boljoj
kontroli krvnog tlaka, a obzirom da ovu metodu dijalize provodi sam bolesnik u ku¢nim
uvjetima ima odredenu neovisnost i bolju kvalitetu Zivota. Najvaznija komplikacija

peritonealne dijalize je razvoj bakterijskog peritonitisa.
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1.2.3. Dugoro€ne posljedice lije¢enjadijalizom

Kako je veéranije navedeno, ova populacija bolesnika je pod povec¢anim rizikom zarazvoj
kardiovaskularnih bolesti (tablica 2). Takoder se moze razviti bubrezna kostana bolest, gdje
razlikujemo dvije glavne skupine poremecaja kostanog metabolizma: 1. Visok koStani obrtaj
(osteitis fibroza cistica) i 2. Nizak kostani obrtaj (adinamicna kosti osteomalacija) (25,26).
Posljedice su bolovi u kostima, patoloSke frakture te kalcifikacije mekih tkiva s posebnim

naglaskom na vaskularne kalcifikacije (27).

Uremijska neuropatija moze biti razli€itih stupnjeva teZine, od blage senzorne neuropatije

pracene bolovima u nogamaili ,nemirnim“nogama pa sve do uremijske encefalopatije (28).

Moze doci do razvoja amiloidoze zbog nakupljanja beta2-mikroglobulina koji se nakuplja u
razli¢itim tkivima, najCesce u podrucju zapeséa, gdje uzrokuje nastanak sindroma karpalnog
kanala (29). SteCena cisti¢na bolest bubrega moze se javiti nakon nekoliko godina lije¢enja
dijalizom, a karakterizira ju pojava multiplih, bilateralnih cista u kroni€no promjenjenim
bubrezima. Ciste se mogu inficirati, krvariti, uzrokovati bolove, a postoji i opasnost od njihove
maligne alteracije (30). Konac¢no, kod bolesnika moze doc¢i do gubitka krvozilnog pristupa
kada nije moguce nastaviti sa dotadasnjom metodom nadomjestanja bubrezne funkcije, a

navedeno moze vitalno ugroziti bolesnika.

1.2.4. Transplantacija bubrega

Iz do sada opisanih metoda nadomjestanja bubrezne funkcije mozemo zakljuciti da niti jedna
od navedenih metoda ne nadomjesta bubreznu funkciju u cjelosti, a bolesnici su ovisni o
uCestalim terapijskim tretmanima. Kako bi se lije€enje ove skupine bolesnika poboljsalo
razvijena je transplantacija bubrega kao jedina metoda nadomjestanja funkcije bubrega koja
vraca bubreznu funkciju u cijelosti (31). To je oblik lijeCenja koji bolesnicima omogucava
kvalitetu Zivota najblizu onoj koju su imali sa funkcionalnim bubregom i danas se smatra
metodom izbora u lije€enju. Apsolutne kontraindikacije za transplantaciju bubrega su aktivna
infekcija i maligna bolest (32,33). Bubreg se moze transplantirati sa zivog srodnog ili

nesrodnog darivatelja te sa umrle osobe.
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Prema podacima Eurotransplanta preZivljenje bolesnika godinu dana nakon transplantacije
bubrega sa Zivog davatelja iznosi 95%, a usporedivo visoko je i ono od preminulog davatelja.

Prezivljenje presatka nakon 3 - 5 godina iznosi 70-90% (34,35).

1.2.5. Imunologijatransplantacije
Ljudski organizam posjeduje vrlo sloZen i visoko specijalizirani imunoloski sustav Cija je
osnovnaulogaprepoznavanje stranih antigenate pokretanjaimunoloske reakcije naantigene
u svrhu o€uvanja bioloSkog integriteta. Taj sustav nazivamo glavnim sustavom tkivne
podudarnosti (od eng. Major Histocompatibily Complex). U ¢ovjeka on proizvodi povrSinske
stani¢ne proteine poznate pod nazivom sustav HLA (od eng. Human Leucocyte Antigen)
pomocu kojeg nas organizam razlikuje vlastito od tudeg (36). Obzirom da je prilikom
transplantacije organa imunoreakcija usmjerena prema stranim antigenima na
transplantiranom bubregu imunogenetika je nezaobilazna u podrudju transplantacije. Kako bi
se smanjilaimunoloSka reakcijaitime produljilo prezivljenje presatka potrebno je prilikom
transplantacije organa voditi racuna o podudarnosti u ranije navedenim HLA antigenima
izmedu primatelja i darovatelja. Razlikujemo gene I. klase histokompatibilnosti HLA-A, Bi C
koji se nalaze na svim stanicama sa jezgrom i trombocitima, te gene Il. klase
histokompatibilnosti HLA-DR, DP i DQ koji su izrazeni na limfocitima B, monocitima-
makrofazima i dendritickim stanicama (37,38). Predtransplantacijsko odredivanje broja i
specificnosti protutijelana HLA itestkrizne reakcije od klju€ne su vaznosti za spre€avanje
reakcija hiperakutnog i akutnog odbacivanja presatka (39). U analizi HLA podudarnosti
primatelja i darovatelja njihovi se antigeni usporeduju na temelju nepodudarnosti, kratica
MM (od eng. mismatch) za lokuse HLA A, B i DR. Temeljem toga broj nepodudarnosti na
svakomlokusumozeiznostiod 0-2,azasvatrilokusabrojnepodudarnostimoze bitiod 0-6

(40,41).

Osim $to je vazno odrediti antigene i podudarnost u sustavu HLA, vazno je odrediti i
postojanje protutijela na HLA u serumu primatelja. Do razvoja HLA protutijela moZe dodi
prilikom lije€enja transfuzijama krvnih pripravka, tijekom trudnoce te tijekom prethodnih
transplantacija (42,43). Postojanje HLA protutijela je kontraindikacija za transplantaciju,

odnosno predstavljaju neprihvatljive antigene darovatelja.
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Nakon $to je odreden profil HLA antigena i eventualno postojanje HLA protutijela, u zavrdnoj
fazi, prije same transplantacije, potrebno je u€initii test krizne reakcije (eng. cross match).
Reakcija se sastoji od izlaganja limfocita darovatelja serumu potencijalnog primatelja. Ukoliko
je rezultat negativan, znaci da u serumu primatelja ne postoje specifiCna protutijela na

antigene darivatelja.

1.2.6. Imunosupresivni lijekovi

Razvojem moderne transplantacijske medicine do$lo je do velikog napretka u razumjevanju
imunologije transplantacije. To je bio temelj za daljnji napredak u razvoju lijekova kojima
mozemo suprimirati imunoloSke odgovore organizma na prisustvo stranih antigena (slika 3).
Danas najveci izazov u lijeCenju bolesnika sa transplantiranim bubregom predstavlja
propisivanje odgovarajuce doze imunosupresivne terapije, jer s jedne strane ta terapija treba
biti dovoljno ucinkovita da sprijeci pokretanje imunoloskih reakcija, a s druge strane valja
voditi racuna o nezeljenim posljedicama imunosupresivne terapije, poput razvoja infekcija i
malignih oboljenja. Razvojem modernih lijekova postepeno se smanjuje stopa hiperakutnih i
akutnih odbacivanja, ali raste postotak komplikacija koje su izravnha posljedica

imunosupresivne terapije.
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Slika 3. Prezivljenje presatka i postotak akutnih odbacivanja u odnosu na otkri¢e

imunosupresivnih lijekova. Prilagodeno prema: 70

U nasem transplantacijskom centru, temeljem dosadasnjih spoznaja i prema KDIGO
smjernicama, koristi se indukcijska terapija, a potom trojna imunosupresivna terapija.
Temeljem imunolo$kog rizika odabire se terapija indukcije. U nadem centru na raspolaganju
nam stoje poliklonska protutijela Thymoglobulin ili Grafalon, a sastoje se od protutijela protiv
komponenti T stani¢nog receptora, molekula razreda HLA 1. i ll. te adhezijskih molekula i
citokinskih receptora (44). Obi¢no se koriste kod bolesnika s visokim imunolo$kim rizikom, te
kao terapija odbacivanja rezistentnih na steroide. Druga mogucnost u indukcijskoj terapiji su
monoklonska protutijela, kod nas dostupna iskljuCivo kao nedeplecijsko monoklonsko
protutijelo basiliximab koje je usmjerenona CD25, Stoje dioreceptora zainterleukin 2 (45).
Ovo protutijelo je standardna indukcijska terapija u nasem centru, osim u pojedinim
sluc¢jevima, kao Sto je ranije navedeno, kada se u terapiji koriste poliklonska protutijela
(46,47). Imunosupresivni lijekovi razlikuju se prema mehanizmu djelovanja na pojedinom
mjestu u staniCnom ciklusu. Mjesto djelovanja pojedinih imunosupresivnih lijekova prikazno

je naslici 4 (48).
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Slika 4. Mehanizam djelovanja imunosupresivnih lijekova na stanice obrambenog sustava.

Prilagodeno prema: 48

Danasnji standard imunosupresivne terapije sastoji se od tri razliCite vrste lijekova, obi¢no je

to kombinacija inhibitora kalcineurina (glavni predstavnik ove skupine je takrolimus i, danas

manje upotrebljavan, ciklosporin), mikofenolat mofetila i kortikosteroida. U kompleksnoj

kaskadi unutarstani¢ne signalizacije kalcineurin je odgovoran za pokretanje transkripcije

interleukina 2, proupalnog limfokina koji dovodi do aktivacije T limfocita (49). Kortikosteroidi

imaju protuupalne ucinke te blokiraju antigen-prezentirajuce stanice u prikazu aloantigena T

limfocitima (50). Antiproliferativni lijekovi, poput mikofenolat mofetila i azatioprina, ko¢e

proliferaciju gotovo svih stanica jer prekidaju sintezu nukleotida nepohodnih za stani¢nu

proliferaciju (51,52).
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lako su inhibitori kalcineurina (CNI) odgovorni za ,revoluciju® u transplantaciji i danas su
zlatni standard terapije, oni imaju i neZeljene ucinke koji su ponekad toliko izrazeni da je lijek
potrebno zamjeniti. Nezeljeni u€inci pojedinih imunosupresivnih lijekova prikazani su u tablici
4. Tu se prvenstveno misli na nefrotoksi¢nost, neurotoksic¢nost te povecani rizik od sréano-
zilnih i malignih bolesti (53,54). Lijekovi kojima je moguée zamjeniti CNI u imunosupresivnoj
terapiji odrzavanja su mTOR inhibitori. Oni se vezu u stanici na citoplazmatski protein FKBP
(od engl. FK506 binding protein), a potom se taj kompleks veze za TORC 1 (od engl.
transcriptional coactivator for CREB1) ¢ime dolazi do blokade stani€énog metabolizma, rasta i

proliferacije. Predstavnici ove skupine lijekova su sirolimus i everolimus (55).

Tablica 4. Nezeljeni ucinci imunosupresivnih lijekova (53,54)

Lijek Nezeljeni u¢inak

Kortikosteroidi Povecanie tjelesne teZine, povecanje krvnog tlaka,
steroidni dijabetes, osteoporoza, strije

Ciklosporin PoviSen krvni tlak, nefrotoksi¢nost, tremor -
neurotoksi¢nost, hirzutizam, hipertrofijagingiva,
dijabetes

Takrolimus Povisen krvni tlak, dijabetes, neurotoksicnost,
nefrotoksi¢nost

MMF Nadutost, mu¢nina, povracanje, proljev, citopenija
(leukopenija)

MmTOR Povecani krvnitlak, citopenije, hiperlipidemija, edemi,
usporeno cjeljenje rana, limfokele

1.2.7. Komplikacije lijeéenjatransplantacijom
Komplikacije lije€enja transplantacijom su brojne. Dijelimo ih na imunoloske (akutno,
odnosno kroni¢no odbacivanje posredovano stanicama ili protutijelima) i neimunoloske
(infekcije, rane i kasne kiruske komplikacije), te nezeljene ucinke trajnog uzimanja

imunosupresivnih lijekova.

18



Najteza komplikacija je gubitak presatka. On moze biti rani, nastao tijekom prvih 6 mjeseci po

transplantaciji, ili kasni, koji se javlja nakon navedenog perioda. Rani gubitak presatka

naj¢esce je posljedica imunoloskog zbivanja, poput hiperakutnog ili akutnog odbacivanja, ili

kiruskih komplikacija, u smislu stenoze ili tromboze krvnih Zila bubrega (56). Naj¢eS¢i uzrok

kasnog gubitka presatka je smrt primatelja s funkcioniraju¢im presatkom, a potom kroni¢na

disfunkcija presatka (56,57,58). NajceS¢e komplikcije lijeCenja transplantacijom bubrega

prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Komplikacije lije€enja transplantacijom bubrega

Kiruske Imunoloske Ostalo
Stenoza arterije presatka | Hiperakutno odbacivanje Smrt s funkcionalnim
presatkom

Tromboza arterije/vene Akutno odbacivanje

presatka .
e Stanicno

[0 Humoralno

Kroni¢na disfunkcija presatka

Limfokela Kroni¢no odbacivanje

e Stani¢no
[0 Humoralno

Infekcije

Urinom

Toksicnost lijekova

Stenoza uretera

Povrat osnovne bolesti

1.2.8. Kiruske komplikacije

Rani gubitak presatka zbog tromboze iznosi 2-7% (59). Tromb nastaje obi¢no unutar 48 sati

od transplantacije, bilo u arteriji ili veni presatka. Obi¢no nastaje na mjestu ozljede krvne Zile

klemom ilina mjestu postojanja aterosklerotskog plaka, ukoliko postoji pritisak kolekcijom

(hematomililimfokela) naZiluizvana (60). Ukolikodode dorazvojatromboze, bilo arterijeili

vene, nastupa ireverzibilan gubitak presatka te ga se mora kiruski ukloniti.
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Stenoza bubrezZne arterije javlja se u 3 - 12,5% slu€ajeva. Ona se moze ocitovati vrlo rano u
posttransplantacijskom tijeku, ali i unutar prvih mjesec dana po transplantaciji. Posljedica je
ozljede klemom ili pogreske prilikom kreiranja anastomoze krvnih zila. Ukoliko je bubrezna
arterija dugacka, stenoza moze nastati na mjestu presavinuca. Stenozu je moguce rjeSavati
perkutanom transluminalnom angioplastikom ili otvorenim kiruskim putem uciniti

reanastomozu (61).

1.2.9. Imunoloske komplikacije

U rane imunoloSke komplikacije spada hiperakutno odbacivanje presatka, koje danas gotovo
uopce ne vidamo. Hiperakutno odbacivanje posljedica je aktivacije postojecih protutijela
primatelja na antigene endotelnih stanica i mikrovaskulature presatka. Dolazi do aktivacije
kaskade sustava komplementa i do stvaranja tromba u mikrocirkulaciji bubrega. Terapija je

hitno kirusko uklanjanje prestaka (62).

U prvom tjednu nakon tranplantacije pa sve do kraja prvog tromjesecja, moze se javiti akutno
odbacivanje presatka posredovano ili stanicama ili protutijelima. Odbacivanje posredovano
protutijelima javlja se zbog od ranije prisutnih slabo specificnih protutijela koja stvaraju
senzibilizirani B limfociti (63). Ipak, najéeSc¢a reakcija odbacivanja koju danas vidamo u prvom
tromjesecju po transplantaciji je odbacivanje posredovano T limfocitima (stani¢no). Klinicki
na razvoj odbacivanja presatka upucuje pogorsanje funkcije presatka u smislu porasta
dusicnih supstanci u krvi, smanjenje diureze, razvoj febriliteta ili bolnost i napetost te
povecanje presatka (64). Tezina akutnog odbacivanja je histopatoloska dijagnoza i temelji se
na histoloskoj analizi materijala biopsije presatka koja se koristi Banff klasifikacijom za

odredivanje vrste i teZine odbacivanja, $to je klju¢no u donoSenju daljnjih terapijskih odluka.
Banff klasifikacija

Biopsija bubrega je ,zlatni standard® u postavljanju dijagnoze disfunkcije presatka (65).
Adekvatan uzorak tkiva bubrega treba sadrzavati dva cilindra kore i dijela medule te najmanje

10glomerulai2arterije. Zadovoljavajuciuzorak sadrzinajmanje 7 glomerulail arteriju.
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Prilikom patohistoloSke analize rutinski se rade tri metode: 1. svjetlosna mikroskopija, 2.
imunoflorescentna mikroskopija i 3. elektronska mikroskopija. Temeljem patohistoloSke
dijagnoze odreduje se terapijski pristup svakom pojedinom bolesniku. 1z potrebe za
standardizacijom patohistoloskih nalaza nastala je klasifikacija iz Banff-ajos 1993. godine, od
tada se svakih nekoliko godina revidira i nadopunjuje, a posljednja je revizija u€injena 2017.
godine. Pomoc¢u Banff klasifikacije analiziraju se pojedine morfoloSke promjene u tkivu
bubreznog presatka. Semikvantitativno se od 0-3 boduju upala intersticija, tubulitis
(zahvacenost kanalica upalom), arteritis (upala stijenke arterija), glomerulitis (upala
glomerula), intersticijska fibroza, atrofija kanali¢a, fibrointimalno zadebljanje stijenke arterija,
transplantacijska glomerulopatija, proSirenje mezangijskog matriksa, arteriolarna hijalinoza,
peritubularnikapilaritis (upala u peritubularnikapilarama) te depoziti C4d u peritubularnim

kapilarama (66,67,68).

Tablica 6. Patohistolo$ki nalaz biopsije bubrega, skoriranje prema Banff klasifikaciji (66,67,68)

i0 - <10%
i1-10-25%
i2 - 26-50%
i3 ->50%

t0 - nema mononuklearnih upalnih stanica
t1-1-4

t2 - 5-10

t3->10

vO - nema arteritisa
v1 - intimalni arteritis u <25% lumena
v2 -intimalni arteritis >25% lumena

v3 - transmuralni arteritis ili nekroza medije
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g0

gl - <25%
g2 - 25-75%
g3 - >75%

ptcO-nemaznacajnog kapilaritisa
ptcl - do 4 upalne stanice
ptc2 - 5-10 upalnih stanica

ptc3 - >10 upalnih stanica

ti0 - <10% kortikalnog parenhima
til - 10-25%

ti2 - 26-50%

ti3 - >50%

C4do

C4d1 - 1-9%
C4d2 - 10-50%
C4d3 - >50%

i-IFTAO0-<10%
i-IFTA1-10-25%
i-IFTA2-26-50%
i-IFTA3->50%
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cg0 - nema duplikature GBM niti svjetlosnom niti
elektronskom mikroskopijom
cgla-nemaduplikature GBM svjetlosnom, no
elektronskom mikroskopijom zahvacene do 3
glomerularne kapilare

cglb-1-25% nasvjetlosnoj mikroskopiji

cg2 - 26-50%

cg3 - >50%

mmO
mml - <25% neskleroziranih glomerula
mm2-26-50% neskleroziranih glomerula

mm3 - >50% neskleroziranih glomerula

ah0
ahl-1arteriolanodularnahijalinoza
ah2 - >1 arteriole nodularna hijalinoza

ah3-1i>arteriole hijalinoza u Citavom opsegu
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cv0

cvl - <25%
cv2 - 26-50%
cv3 - >50%

ci0 - <5%
cil - 6-25%
Cci2 - 26-50%
ci3 - >50%

ct0o

ctl - <25%
ct2 - 26-50%
ct3 - >50%

Nakon bodovanja prema gore navedenoj tablici histoloSki nalaz biopsije presatka svrstava se
u odredenu dijagnostiCku kategoriju prema Banff klasifikaciji: 1) normalan nalaz; 2)
promjene posredovane protutijelima; 3) granicne promjene; 4) akutno odbacivanje
posredovano T limfocitima; 5) intersticijska fibroza i tubularna atrofija; 6) ostale promjene

koje nisu posljedica odbacivanja (tablica 7).
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Tablica 7. Banff klasifikacija - dijagnostiCke kategorije za biopsije bubreznog presatka (67,68)

1.Normalno

2.Promjene posredovaneprotutijelima
Akutno/Aktivno ABMR ( sva tri kriterija trebaju biti prisutna)

1. histoloskiznakovi akutnog ostecenja tkiva - mikrovaskularna upala (g>0 i/ili ptc>0),
intimalniilitransmuralniarteritis (v>0), akutno oste¢enje tubulabez drugog
evidentnog uzroka

2. znakovi trenutne ili skorasnje interakcije protutijela sa endotelom
(barem jedna od tri navedene)

e C4d bojenje u peritubularnim kapilarama
e Umjerena mikrovaskularna upala (g+ptc >2)
e Povecana ekspresija molekularnih markeraindikativnih za oSte¢enje endotela

3. seroloski dokaz donor specificnih protutijela (DSA)

Kroniéno aktivno ABMR (sva tri kriterija trebaju biti prisutna)
1. morfoloSki dokaz kroni¢ne ozljede tkiva (jedna ili viSe navedenih znacajki)
e transplantacijska glomerulopatija (cg>0)
e znacajne duplikature bazalne membrane peritubularnih kapilara
e novonastala intimalna fibroza bez ranijin znakova TCMR
2. znakovitrenutne ili skorasnje interakcije protutijela sa endotelom
(barem jedan od tri navedena)
e C4d bojenje u peritubularnim kapilarama
e Umjerena mikrovaskularna upala (g+ptc >2)
e Povecana ekspresija molekularnin markeraindikativnih za oSte¢enje endotela
3. Seroloski dokaz donor specifi¢nih protutijela (DSA)
C4d bez znakova odbacivanja

e C4d bojenje u peritubularnim kapilarama

e (=0, ptc=0, cg=0, v=0, ne nalazise duplikatura bazalne membrane peritubularnih
kapilara, ne nalazi se akutno tubularno ostecenje

e nemaznakova akutnog stani€nog odbacivanja niti granicih promjena
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3.Grani¢ne promjene—-sumnjanaakutno odbacivanje posredovano Tlimfocitima
Primjenjuje se kadane postojiintimalniarteritisuzfokalno postojanje tubulitisas

minimalnom infiltracijom intersticija (i0iliil) ili (i2, i3) s blagim tubulitisom (t1)

4.Akutnoodbacivanjeposredovano Tlimfocitima
IA-i2ilii3 i fokalno umjereni tubulitis (t2)
IB-i2 ili i3 i fokalno teski tubulitis (t3)
[IA-blagi do umjereni intimalni arteritis (v1)
[IB-teski intimalni arteritis (v2)
[ll-trasnmuralni arteritis ili nekroza medije (v3)
Kroni€éno aktivno odbacivanje posredovano T limfocitima - fibroza intime arterija s

infiltracijom mononukleara u fibrozu, stvaranje neointime

5.Intersticijskafibrozaitubularna atrofija (stupanj)
l. blaga intersticijska fibroza i tubularna atrofija (<25% kore)
Il. umjerena intersticijska fibroza i tubularna atrofija (26-50% kore)

. teSka intersticijska fibroza i tubularna atrofija (>50% kore)

6.0stale promjene koje nisu posljedica odbacivanja
BK virus nefropatija
Posttransplantacijska limfoproliferativna bolest
Nefrotoksi¢nost kalcineurina
Akutna tubularna nekroza
Povrat osnovne bolesti
Pijelonefritis

Lijekom uzrokovan intersticijski nefritis

Kratice: TCMR, akutno odbacivanje posredovano T limfocitima (eng. T-cell mediated rejection), ABMR, akutno

odbacivanje posredovano protutijelima ( eng. Antibody mediated rejection)
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1.2.10. Ostale komplikacije (kroni€na disfunkcija presatka, infekcije)

Najcesc¢i uzrok gubitka presatka godinu dana od transplantacije je smrt s funkcioniraju¢im

presatkom, naj¢eScée kao posljedica velikog kardiovaskularnog dogadaja (58).

Od ostalih komplikacija lije€enja transplantacijom potrebno je naglasiti veliki brojinfekcija
kojima su ovi bolesnici skloni, obzirom na trajno uzimanje imunosupresivnih lijekova.
UcCestalost sepse je 41,5 puta veca u odnosu na opc¢u populaciju. Infekcije su drugi najcesci
uzrok smrtnosti u bolesnika sa bubreznim presatkom, odmah nakon sréano-Zilnih bolesti (69).
Prepoznavanje infekcije u ovih bolesnika moze biti otezano obzirom da je klini¢ka slika Eesto
izmjenjena zbog oslabljenog imunoloskog odgovora. Spektar infektivnih oboljenja je Sirok, od
bakterijskih patogena, preko gljivicnih do €itavog niza virusa. Vjerojatnost od infektivhog
oboljevanja ovisi 0 ukupnoj imunosupresivnoj terapiji. UCestalost infektivnih komplikacija je
viSa u ranom posttransplantacijskom razdoblju, kada se bolesnicima daju visoke doze
imunosupresiva. Aliisto tako u bolesnika kod kojih dolazi do epizoda akutnih odbacivanja
koje je potrebno lijeciti visokim dozama kortikosteroida, te podizanjem doze ukupne
imunosupresivne terapije. Nisu svi patogeni jednako zastupljeni u posttransplantacijskom
periodu, postoji shema pojavnosti infekcija ovisno o vremenskom periodu od transplantacije
(slika 5).
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VVremenska skala pojave infekcija nakon transplantacije

Stupan] imunosupresije |

| OPORTUNISTICKE STECENE

Nozokomijalne

Uzrokovane

operacijom Steéene okoliéne infekcije
Kasne virusne infekcije (posebno kod
poviienja doze imunosupresije

Cdiff

Oportunisticke infékcije
Komplikacije anastomoza
Dobivene od / Reaktivacija latentnih infekcija 19
Cdiff

donora

Mjeseci nakon transplantacije

Slika 5. Infekcije u posttransplantacijskom razdoblju.
Prilagodeno prema: 71

U slu€aju kad kod bolesnika pomoéu antimikrobnih lijekova nije moguce kontrolirati infekciju,
pokusava se smanijitiimunosupresivnu terapiju, u prvom redu dozu mikofenolat mofetila.
Ukoliko ni to ne dovede do odgovarajuceg terapijskog odgovora, te ukoliko se procijeni da je
kod bolesnika do$lo do razvoja Zivotno ugroZavajuce infekcije, postavlja se indikacija za hitno

kirusko uklanjanje presatka.

Kroni€éna disfunkcija presatka o€ituje se sporim, progresivnim gubitkom bubrezne funkcije
nakon jedne ili viSe godina po transplantaciji. U 20% bolesnika s presadenim bubregom
razvije se kroni¢na disfunkcija presatka nakon 10 godina od transplantacije. Klinicki dolazi do
postupnog povecéanja serumskog kreatinina, smanjenja glomerularne filtracije, razvoja ili

povecanja proteinurije i pogorsanja arterijske hipertenzije.
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Definitivna dijagnoza se postavlja biopsijom presatka, a temeljni je patohistoloski nalaz
nespecificna intersticijska fibroza i tubularna atrofija (IFTA) (71). U patofiziologiji oSte¢enja
presatka razlikujemo imunoloske i neimunoloske ¢imbenike koje smo podijelili u odnosu na
vrijeme od transplantacije u kojemu su mogli imati Stetan ucinak, odnosno doprinjeti
oStecenju presatka. Od imunoloskih Cimbenika vazno je naglasiti imunoloski status bolesnika
prije samog zahvata, odnosno njegovu senzibilizaciju (postojanje specificnih protutijela u krvi
bolesnika od ranije) i broj nepodudarnosti HLA izmedu primatelja i darovatelja. Nakon
transplantacije u obzir je potrebno uzeti epizode odbacivanja presatka, bilo stani¢nog bilo
posredovanog protutijelima. S druge strane, nalazimo ¢itav niz neimunoloskih ¢imbenika. U
perioperativnom razdoblju valja misliti na karakteristike darovatelja bubrega (dob i
anamnestiCke podatke) i duljinu hladne ishemije, $to moze dovesti do odgodene funkcije
presatka. U kasnijem razdoblju po transplantaciji ponovno se javlja Citav niz ¢imbenika koji
mogu ostetiti bubreg uklju€ujuéi arterijsku hipertenziju, hiperlipidemiju, te nefrotoksicne
uc€inke imunosupresivnih lijekova, prvenstveno inhibitora kalcineurina. Vrlo vazan ¢imbenik
je suradljivost bolesnika u redovitom uzimanju imunosupresivne terapije. Upravo je ovaj
¢imbenik jedan od najvaznijih u razvoju ,de novo“ donor specifi¢nih protutijela i nastanka

odbacivanja posredovanog protutijelima(58).

Bez obzira na uzrok osteéenja, posljedica je upala, a presadak je infiltriran B i T limfocitima te
makrofagima i razvija se proliferativni odgovor posredovan kemokinima, citokinima i
¢imbenicimarasta. Kasnije procesom epitelno mezenhimalne tranzicije (EMT) dolazi do
razvoja fibroze. Tijekom tog procesa epitelne stanice tubula bubrega poprimaju karakteristike
mezenhimalnih stanica. Smatra se da je upravo ovaj proces EMT odgovoran za gubitak

nefronairazvojfibroze (72,73).

Danas mozemo vec u ranim stadijima uociti aktivaciju genakoji su odgovorni zarazvoj
fibroze, a na protokol biopsijama moguce je uociti pocetne morfoloSke promjene koje
ukazuju narazvojkroni¢ne disfunkcije presatka. Stoga je moguce reagirati modifikacijom

imunosupresivneiostale terapije, te Cimbenikarizika za nastanak ostecenja.

No, danas se sve viSe orijentiramo na one ¢imbenike rizika za nastanak fibroze koji se javlja

rano, poput presadivanja organa sa $to boljom HLA podudarnosti, $to krace vrijeme hladne
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ishemije, rano otkrivanje i lijeCenje akutnih odbacivanja, te kontinuirani rad sa bolesnicima u

svrhu postizanja sto bolje suradljivosti.

1.2.11. Kirusko uklanjanje presatka
Podjeljena su misljenja o indiciranosti kiruSkog uklanjanja presatka Cija je funkcija zatajila.
Odluka se donosi vazuci potencijalnu koristi neZeljene ucinke za svakog pojedinog bolesnika.
Afunkcionalan presadak jos uvijek moze imati o€uvanu ekskrecijsku funkciju kojaje vaznaradi
odrzavanja ravnoteZe tjelesnih tekucina i odrzavanja funkcije mokracnog mjehura, osobito
ukoliko se radi o bolesniku kod kojega se planira retransplantacija bubrega. Osim navedenog
oCuvana moze bitii endokrina funkcija. Apsolutne indikacije za kiruSko uklanjanje presatka su
zivotno ugrozavajuce infekcije, afunkcionalni presadak u kojemu se javljaimunoloski odgovor,
prijete¢aruptura presatka, trombozarenalne arterije ilivene, tumori presatkairezistencija
na eritropoetin (74). Prilikom kiruSkog uklanjanja presatka mogu¢ je imunosni podrazaj same
operacije te razvoj reaktivnih protutijela. Protutijela se javljaju u nesenzibiliziranih bolesnika i
dosezu svoj maksimum nekoliko mjeseci nakon kiruSkog uklanjanja presatka (75). U obzir
prilikom odluke o kiruSkom uklanjanju presatka treba uzeti i rizik od anestezije i samog

operativnog zahvata.
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1.3. DOSADASNJE SPOZNAJE O Wnt

1.3.1. Obitelj Wntgena

Obitelj Wnt (od engl. wingless-type MMTYV integration site family) sastoji se od strukturno
povezanih gena kojima je zajednicko kodiranje signalnih sekretornih proteina. Poznato je 19
¢lanova Wntobitelji. Zaneke od tih proteina je dokazano datijekom embrionalnog razvoja
sudjeluju u razvoju bubrega i determinaciji Zzenskog spola. Poznata je njihova uloga u procesu

oStecenja i oporavka bubreznog tkiva. NajceSce spominjanije Wnt4 (2,3).

1.3.2. Signalni put djelovanjaWnt

Mehnizam kojim Wnt sekretorni proteini djeluju ukljuCuje vezanje za frizzeld (Fz)
transmembranske receptore i ko-receptore na membrani stanica $to dovodi do aktivacije niza
unutarstanicnih signala te aktivacije transkripcije ciljanih gena. Wnt svoje djelovanje moze
ostvariti na dva nacina: beta katenin ovisnim putem (kanonski put) i beta katenin neovisnim
putem (ne kanonski put) (3,76). Beta katenin ovisan put povezan je sa frizzeld
transmembranskim receptorima i u sluaju vezanjaWnt za receptor dolazi do fosforilacije
LRP5 ( low-density lipoprotein receptor-related protein 5) koja pokrece niz unutarstani¢nih
signala koji rezultiraju defosforilacijom beta katenina. Na taj nacin on postaje stabilaniulaziu
jezgru gdje se vezeiaktivira procestranskripcije TCF (T cellfactora) i LEF (lymphoid enhancer
—binding factor) koji stimuliraju transkripciju ciljanih gena (77,78). Beta katenin neovisan put
takoder moze biti posredovan frizeld receptorima, a ukljucuje i male Rho GTP-aze i c-Jun N-
kinaza aktivaciju (79). Drugi moguc¢i mehanizam djelovanja posredovan je fosfolipazom C i
dovodi do povecanja unutarstani¢nog kalcija koji onda aktivira Ca/kalmodulin — ovisnu
protein kinazu, protein kinazu C i nuklearni faktor aktivacije T stanica (79). Upravo je ovaj put
djelovanja zasluzan za proces mezenhimalno-epitelne transformacije tijekom nefrogeneze
(80). Wnt signalni put je strogo kontroliran, pa tako postoje antagnosti Wnt koji uklju€uju
SFRPs (od engl. soluble Frizzeld related proteins), Wnt faktor inhibicije i obitelj Dickkopf
proteina (DKK) (77).
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U novijimistrazivanjima se spominje daiKlothomoze direktnim vezanjem naWntinhibirati
njihovu aktivnost (81,82). Vazno je spomenuti da beta katenin ovisan put moze biti aktiviran i
drugim signalnim molekulama osim Wnt: TGF beta 1 (transforming growth factor beta 1),

angiotensin Il, integrini i ostali profibrogeni faktori (83,84).

O

Ciljni geni:
Snaill, PAI-1,
MMP-7, RAS, itako dalje

Slika 6. Shematski prikaz signalnog puta Wnt/beta katenin
Prilagodeno prema: 88

1.3.3. UlogaWntgenaurazvoju urogenitalnog sustava

Mokracni i spolni sustav razvijaju se iz intermedijarnog mezoderma smjestenog duz straznje
stijenke trbusne Supljine. Tijekom embrionalnog razvoja nastaju tri razlicite generacije
bubrega: pronefros (predbubreg), mezonefros (prabubreg) i metanefros (definitivni bubreg).
Razvoj definitivnog bubrega zapocinje u 5. tiednu embriogeneze urastanjem mokra¢ovodnog

pupoljka u metanefrogenimezenhim.
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Dolazi do kondenzacije i agregacije mezenhimalnih stanica koje potom epiteliziraju i tvore
jednostavne tubule. Daljnjom morfogenezom i diferencijacijom dolazi do uspostave
funkcionalnih nefrona (5,85). Glikoproteini Wnt obitelji kljuéni su autoregulatori
mezenhimalno-epitelne transformacije i nastanka tubula bubrega. Ukoliko ne dode do
njihove aktivacije izostaje kondenzacija i agregacija mezenhimalnih stanica koja je najvazniji
dogadaj u procesu nefrogeneze (86). Misevi kod kojih je mutacijom induciran nedostatak
nekog od Wnt-a, poglavito Wnt4i9, umiru unutar 24 sata od okota zbog ageneze bubrega
(5,85). Nasuprot tome, u miSeva kod kojih nedostaje isklju€ivo Wnt 4 dolazi do urastanja
ureteralnog pupoljka u mezenhimalno tkivo, no izostaje mezenhimalno epitelna
transformacija, $to opet za posljedicu ima anomalije bubreznog razvoja (87,88). MoZzemo
zakljucitidaje obiteljWnt, osobito Wnt4, svojevrstan autoinduktor mezenhimalno epitelne
tranzicije i samim time razvoja funkcionalnog nefrona. Vjerojatno izvanstani¢ni okoli$ u kojem
stanica prima signal igra vrlo vaznu ulogu u odabiru puta u procesu aktivacije. Wnt bi mogao
biti vrlo vazan Cimbenik u nastanku bubreznih anomalija, no do sada postoje samo opisani
eksperimentalni podaci na miSevima (89,90). Takoder je potvrdena uloga Wnt 4 u nastanku
anomalija spolnog sustava. U miSeva koji imaju mutaciju Wnt 4 ne dolazi do razvoja
Mullerove cijevi Sto posljedi¢no dovodi do virilizacije, primarne amenoreje i hipergonadizma
(91,92). Vanioi suradnici prou€avali su nedostatak Wnt-a na misjim modelima. Uocili su da su
i muski i Zzenski miSevi imali jednake anomalije bubrega i nadbubreznih Zlijezda, no iskljucivo
kod Zenskih miSeva doslo je doanomalija u razvoju gonadaisteroidogeneze. Stogaje Wnt

klju€an i u determinaciji Zzenskog spola (93).

Tablica 8. Uloga mutacije gena obitelji Wnt u razvoju pojedinih oboljenja

Gen Oboljenje

wntl Schizofrenija

wnt3 Tetra amelija

wWnt4 Ostecenje bubrega, razvojne anomalije

mokracnogispolnogsustava, policisticna
bolest bubrega

Wntba Leukemija
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1.3.4. PretpostavljenaulogaWntunastankububreznefibrozeiglomeruloskleroze

U odraslom bubregu, nakon diferencijacije, Wnt/beta katenin signalni put nije
aktivan, no postoje spoznaje da se taj put aktivira nakon ostecenja bubrega i Cesto suraduje
sa ostalim patoloskim signalnim putevima u procesu nastanka bubrezZne bolesti (94). Obzirom
nado sadapoznatu ulogu Wnt-aurazvoju bubrega pretpostavlja se da se isti putaktivirau
procesu reparacije bubreznog tkiva tijekom akutnog osSte¢enja bubrega. Na
eksperimentalnom modelu akutnog oStecenja bubrega, odnosno ishemijsko - reperfuzijskog
oStecenja u Stakora, koje je postignuto klemanjem renalne arterije tijekom jednog sata,
Teradaisuradnicisu verificiraliznaCajnuizrazenostWnt4 veétrisata nakonishemije do 24
sata sveukupnog trajanja njegove izrazenosti. Imunohistokemijskim metodama najveca
izrazenost Wnt 4 zabiljezena je u podrucju proksimalnih kanali¢a. Obzirom na navedeno,
pretpostavlja se da Wntigra znacajnu ulogu u kontroli procesa regeneracije kanalica prilikom
akutnog ostecéenja bubrega (95). Prisutnost Wnt u odraslog mi$a inace se moze naci samo u
podrudju epitela distalnih sabirnih kanali¢a. Postoje istrazivanja Surendrana i suradnika o
ekspresiji Wnt 4 tijekom tubulointersticijske fibroze na eksperimentalim misijim modelima.
Putem cetiri mehanizma oSteCenja bubrega (unilateralna ureteralna opstrukcija,
administracija folne kiseline, oStecenje tubulointersticija uzrokovano direktnim razaranjem
bubreznog tkiva iglom, policisti¢na bolest bubrega) potaknut je proces tubulointersticijske
fibroze. Na navedenim modelima uocena je najveca lzrazenost Wnt 4 u podrucjima fibroznih
lezija uintersticijskim fibroblastima §to govori u prilog njegove uloge u patogenezirenalne
fibroze (96). Ukoliko se blokira aktivacija Wnt/beta kateninskog puta nakon ostecenja
bubrega, ostecenje ¢e bitiznacajno vece, doci ce do apoptoze stanica kanali¢a, a samimtime
povecava se i smrtnost nakon ishemijskog ili toksi¢nog akutnog o$tecenja bubrega (93). No,
ukoliko dode do kontinuirane aktivacije Wnt/beta kateninskog puta dolazi do progresije u
kroni¢nu bubreZnu bolest. Smatra se da je upravo ovakva kontinuirana aktivacija Wnt/beta
kateninskog puta osnova u nastanku razlicitih fibroznih kroni¢nih bubreZnih bolesti poput
opstruktivne nefropatije, dijabetiCke nefropatije, policistiCne bolesti bubrega i kroni¢ne

glomerulopatije presatka (97,98,99).
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Iz navedenog mozemo zakljuiti da je ovaj signalni put klju¢an za oporavak nakon akutnog
oStecenja bubrega. No, njegova kontinuirana aktivacija dovesti ¢e do razvoja fibroze
bubreznog tkivaikroni¢ne bubrezne bolesti. Za sada jos nije poznato ima li klju¢nu ulogu
jedan odredenipripadnik Wntobiteljiilije nekoliko njih potrebno za gore navedene procese

u razvojufibroze.

Temeljem navedenog pretpostavljeno je da iste one molekule koje reguliraju nefrogenezu
sudjeluju u patofiziologiji tubulointersticijskih bolesti, ali i u procesu oporavka bubreznog
tkiva nakon oStecenja. Za sada joS uvijek nije razjaSnjeno kada ¢e Wnt djelovati protektivno
na bubrezni parenhim, a kada ¢e sudjelovati u procesu bubreznog ostecenja. Moguce je da
odgovor lezi u razliitim signalnim putevima kojima se moze pokrenuti kaskada
unutarstani¢nih odgovora ili u izvanstani¢nim uvjetima koji imaju mogucnost usmjeravanja
daljnjeg razvoja dogadaja. Ne smije se zaboraviti nitiinterakcija s moguéim inhibitorimaili

aktivatorima Whnt ili njegovih signalnih molekula.

Mehanizam kojim Wnt/beta katenin signalni put dovodi do nastanka fibroze je aktivacija
cilinih gena, prije svega onih odgovornih za proliferaciju, poput c-Myc i cyclin D1 (97,98).
Ciljni geni su fibronektin, Fsp1 (od engl. fibroblast specific protein 1), Snaill, MMP-7 (od engl.
matrix metalloproteinase-7), PAI-1 (od engl. plasminogen activator inhibitor-1) i komponente
sustava renin - angiotenzin (99). Snalill je klju¢an transkripcijski faktor koji regulira proces
epitelno mezenhimalne transformacije (EMT). Njegov mehanizam djelovanja je usmjeren na
supresiju E-cadherina zbog €ega izostaje adhezija epitelnih stanica $to je prvi korak u procesu
EMT (100,101). Drugi cilini gen je MMP-7, sekretorna cink kalcij ovisna endopeptidaza koja
razgraduje komponente ekstracelularnog matriksa poput elastina i sindekana, djeluje na Fas
ligand, TNF alfa i E kadherin. Aktivnost MMP-7 je direktno ovisna o Wnt/beta kateninu i u
buduénosti bi mogao koristiti kao biomarker bubrezne aktivnosti Wnt/beta katenina, a
takoder je dokazana poveznica sa tezinom fibroznih lezija (102). PAI-1 (od engl. plasminogen
aktivator tip 1) je glikoprotein akutne faze. Pod utjecajem Wnt/beta katenina dolazi do
njegove pojacane ekspresije u tubularnim stanicama gdje potic¢e indukciju TGF beta,

mobilizaciju upalnih stanica i miofibroblasta i nataj nacin dovodidofibroze (103).
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Jedan od mogucih mehanizama putem kojih Wnt/beta katenin dovodi do nastanka fibroze u
bubregu je putem RAS sustava koji dovodi do povecéanja oksidativnog stresa, ekspresije TGF
beta i nastanka fibroze. Postoje istrazivanja kojima je dokazano da RAS sustav posjeduje
TCF/LEF vezna mjesta na koja se veze beta katenin. To u buduc¢nosti otvara terapijske
mogucnosti putem djelovanjana RAS sustav u smislu spre¢avanja nastankafibroze u bubregu
(104).

Glomeruloskleroza je Cest zajednicki ishod vecine bubreznih bolesti. Prema novijim
istrazivanjima postoje dokazi da Wnt/beta katenin dovodi do oStecenja i disfunkcije podocita,
razvoja proteinurije i glomeruloskleroze. Postoji nekoliko eksperimentalnih misjih modela
gdje je dokazano da se blokadom Wnt sprjeCava razvoj proteinurije. Blokadu Wnt se postize
primjenom endogenog antagonista Wnt DKK1 i paracalcitola (83). Nacin na kojiWnt/ beta
katenin dovodi do disfunkcije podocita je putem regulatornih molekula poput Snaill, TRPC 6
(od engl. transient receptor potential cation chanell, subfamily C, member 6), receptora tip |
zaangiotenzinlliWilmsovtumor 1. U tubularnim stanicama beta katenin poti¢e ekspresiju
Snailla to uzrokuje dediferencijaciju epitelnih stanicaiproces EMT (105). TRPC6 se nalazina
podocitima, a aktivira ga visoka vrijednost Sec¢era u krvi, naravno njegova aktivacija je ovisna
o0 Wnt/beta kateninu. Ovim je mehanizmom moguée objasniti na koji nadin dijabetes

uzrokuje proteinuriju (106).
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Slika 7. Shematskiprikaz uloge Wntu nastanku fibroze bubrega
Prilagodeno prema: 88

1.3.5. Moguce terapijske strategije usmjerene na Wnt

Vodediuzrok disfunkcije presatka verificiran histopatoloSkom analizom je intersticijska fibroza
i tubularna atrofija (IFTA) (107). U postupan gubitak funkcije presatka uklju¢eni su svi dijelovi
bubreznog parenhima: krvne Zile, glomeruli, intersticij i tubuli, no glavni €imbenik je IFTA
(108). Proces epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) je jedan od glavnih puteva koji vode
do gubitka nefronairazvojafibroze (109). U procesu EMT stanice epitela tubula gube svoj
fenotip karakteristi¢an za epitel i poprimaju karakteristike stanica mezenhima. Jedan od
glavnih profibrotskih faktora je TGFB1 (od engl. transforming growth factor) koji regulira EMT.
Uc€inci TGFB1 su viSestruki. Glavni je induktor stvaranja izvanstani¢nog matriksa, sudjeluje u
regulaciji stani¢nog rasta, diferencijacije, stvaranja citokina i moduliranja stani¢ne imunosti.
TGFB1 potiCe intersticijsku fibrozu procesom EMT Sto je jedan od glavnih putova gubitka
nefrona i razvoja fibroze (110,111,112). U posljednje vrijeme zapocela su ispitivanja nekih

novih glikoproteina u procesu bubrezne fibroze patakoiglikoproteina iz obitelji Wnt.

Do sada je prepoznato nekoliko mogucih ciljnih mehanizama kojima se smanjuje aktivnost
Wnt/betakateninainatajnacin intersticijskafibroza. Jedan od njih je Klotho kojiveze
nekoliko Wnt tijekom oStecenja bubregai na taj se nacin smanjuje aktivnost beta katenina

(113). Drugi moguci antagonist Wnt je vec ranije spomenuti DKK1 (77).
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Takoder je dokazano da agonistireceptora za vitamin D (VDR), poput parakalcitola, imaju
renoprotektivan ucinak u kroni¢noj bubreznoj bolesti jer smanjuju oStecenje podocita i
nastanak proteinurije sto postizu blokadom Wnt/beta katenina. Nacin na koji dolazi do
blokade beta katenina je ulazak VDR u jezgru, nakon aktivacije parakalcitolom, gdje

interferiraju sa beta kateninom prilikom aktivacije ciljnih gena (114).

Obzirom da je nekoliko razli€itih Wnt-a povezano sa moguénosScu nastanka bubrezne bolesti,
terapijski je nemoguce djelovati na sve njih. Zato se upravo beta katenin razmatra kao dobra
terapijska opcija jer su svi Wnt signalni putevi ovisni 0 njemu. Za sada je prepoznata molekula
ICG-001 koja moZe selektivno inhibirati beta katenin/TCF vezanu transkripciju gena jer se

beta katenin prilikom ulaska u jezgru stanice veze za TCF/LEF transkripcijski faktor (113).

Obzirom da je najcesc¢i uzrok gubitka funkcije presadka bubrega IFTA, bolje razumijevanje
procesa koji do nje dovode moglo bi otvoriti nove terapijske mogucnosti s ciljem pobolj$anja
prezivljenja primatelja i presatka. Potrebno je daljnjim istrazivanjima razjasniti mehanizme

nastanka odredenih bubreznihbolesti.
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2. HIPOTEZA

Postoji povecanaizrazenost Wnt4 u presadenim u odnosu na zdrave bubrege, arazlikuje se u

odnosu na uzrokgraftektomije.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéiciljrada

Ispitati povezanost uzorka izrazenosti Wnt 4 i uzroka poremecaja funkcije presatka bubregaii

posljedi¢nog kirurS§kog odstranjenja.

3.2.  Specificni ciljevi
1. odrediti opce karakteristike populacije bolesnika kojima je u€injeno kirursko

uklanjanje presatkabubrega.

2. naosnovi dobivenog uzorka izrazenosti Wnt 4 i analize karakteristika populacije
pretpostaviti njegovu ulogu u poremecaju funkcije presatka bubrega koji rezultira

kirurSkim uklanjanjem presadaka.
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4. MATERIJALI IMETODE

4.1. ISPITANICI

U istrazivanje smo ukljucili 59 bolesnika kojima je zbog zavr$nog stadija zatajenja
bubrezne funkcije ucinjena transplantacija bubrega sa umrle osobe. Uzorci za
imunohistokemijsko bojenje i patohistoloSku analizu dobiveni su iz parafinskih kocki tkiva
presadenih bubrega koji su iz ispitanika, zbog razlicitih indikacija, kiruski uklonjeni u razli€itim

vremenskim razdobljima od transplantacije bubrega.

Za sve ispitanike prikupili smo osnovne podatke pregledom povijesti bolesti arhiviranih u
Klinici za unutarnje bolesti KBC Zageb. Prikupljeni su podaci o spolu, dobi bolesnika u
trenutku transplantacije, osnovnoj bubreznoj bolesti, naCinu i duljini nadomjestanja
bubrezne funkcije prije transplantacije bubrega, imunosupresivnoj terapiji, postojanju
infekcije virusom hepatitisa B ili C, patohistoloSki nalaz biopsije bubrega prije kiruskog
uklanjanja, indikacije zbog koje je u€injeno kirusko uklanjanje presatka te patohistoloski

nalazi nakon kirur§kog uklanjanja presatka.
4.2. KONTROLNA SKUPINA

Kao kontrolna skupina uzeti su uzorci zdravog tkiva bubrega, dobiveni nefrektomijom
bolesnika s lokaliziranim tumorom bubrega. U kontrolnoj skupini analizirana su 24 uzorka. Za
analizu smo Kkoristili tkivo uzeto s najudaljenijeg mjesta od sijela tumora, histoloskih

karakteristika zdravog tkivabubrega.
4.3. METODE

Svi uzorci ispitivane skupine dobiveni su kiruskim uklanjanjem presatka bubrega u razli€itim
vremenskim periodima od transplantacije bubrega. Uzorci tkiva su odmah po kiruskom
uklanjanjurezaninaveli€inu1:1:0,5cm, apotomsufiksiraniu 10% puferiranom formalinu,
dehidrirani u rastu¢em nizu alkohola, provedeni kroz ksilol i uklopljeni u parafinske kocke na

60°C.
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4.3.1. Priprema patohistoloSkogmaterijala

Iz parafinskih blokova rezani su rezovi debljine 4-5 um. Nakon fiksacije na staklu,
deparafinirani su u ksilolu i rehidrirani u silaznom nizu alkohola. Nakon navedenih postupaka
usljedilo je razotkrivanje antigena u PT LINK-u uz koriStenje Dako pufera,3in 1“pH9.0 na
temperaturi od 97 °C kroz 20 minuta, nakon ¢ega je uslijedilo ispranje u puferu En Vision

FLEX Wash Buffer pH 7.6. Tako pripremljeni preparati dalje su imunohistokemijski bojani.

4.3.2. Postupak imunohistokemijskogbojenja

Uzorci pripremljeni prema gore opisanom nacinu inkubirani su sa misjim monoklonskim
protutijelom Wnt 4 (B-6), proizvodac¢a Santa Cruz u razrijedenju 1:50 na sobnoj temperaturi
kroz 30 minuta, te sa mi§jim poliklonskim protutijelom anti-C4d proizvoda¢a Abcam u
razrijedenju 1:100 na sobnoj temperaturi kroz 30 minuta. Blokiranje tkivne peroksidaze je
postignuto 3% vodikovim peroksidom (En Vision FLEX plus K8000) tijekom 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Vizualizacijski kit koji se koristio je EnVision FLEX plus K8000 uz
inkubaciju na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Kao kromogen koristili smo DAB
(diaminobenzidin) tijekom 10 minuta na sobnoj temperturi. Nastala pozitivna reakcija bila je
smede boje. Potom su stakalca kontrastno obojana hematoksilinom. Cijeli postupak
imunohistokemijskog bojenja proveden je u aparatu Autostain Dako. Radi se o aparatu koji
ima automatizirani sustav za bojenje preparata parafinskih ili smrznutih rezova, citoloskih
uzoraka i razmaza stanica. Sastoji se od integrirane aparature za bojanje i programske
podrSke koja sa prikladnim reagensima omogucava automatizirano imunohistokemijsko i

imunocitokemijsko bojanje.
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4.3.3. Mikroskopiranje

Svi preparati bojani imunohistokemijskom metodom na Wnt 4 i C4d mikroskopirani su, a
izrazenost Wnt 4 i C4d procijenjeni su semikvantitativnom metodom. Uzorci bojani na Wnt 4
su bodovani prema raspodieli pozitivnih stanica, u rasponu bodova od 0 do +++, prema
protokolu: +++ viSe od 75 % stanica je pozitivno; ++ 50-74% pozitivnih stanica; 1+ 10-49 %
pozitivnih stanica; i 0 ako je < 10 % stanica pozitivho. Analizirano je 8 vidnih polja

mikroskopa, pripovecaniju x 400, s najmanje 500 stanica svakog uzorka.

Procijenjen je postotak kortikalnih peritubularnih kapilara pozitivan imunohistokemijski na
C4d, koji je analiziran na najmanje 8 vidnih polja mikroskopa, pri povecanju x 400. Koriten je
Banff sustav skoriranja (C4d0—0%, C4d1-1-9%, C4d2-10-50%, C4d3->50%).

4.3.4. Etiénost istrazivanja

Istrazivanije je retrospektivno, uzorcii podaci o ispitanicima prikupljani su pregledom arhive
Zavoda za nefrologiju, arterijsku hipretnziju, dijalizu i transplantaciju, Zavoda za patologiju te
Zavoda za tipizaciju tkiva KBC-a Zagreb. Osigurana je privatnost bolesnika uklju¢enih u

ispitivanje (medicinska tajna) kao i zastita tajnosti podataka.

Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo KBC Zagreb i Eticko povjerenstvo Medicinskog

fakulteta Sveucilista uZagrebu.

4.3.5. Statisticka obradapodataka

StatistiCka obrada podataka izvrSena je licenciranim programom STATISTICA StatSoft inc.
(Serial number AGA304B211928E61). Promatrani parametri opisani su deskriptivnom
statistikom i frekvencijskim tablicama. Za testiranje statistiCke razlike izmedu skupina u
odnosunadobkoridtenjet-testzanezavisne uzorke, azatestiranjerazlike uodnosunadob
hi-kvadrat test i Yates korekcija. Za testiranje statistiCke razlike izmedu dvije kategorije
opisnihparametara u odnosu naparametre s cjelobrojnim vrijednostimakoristen je Mann-
Whitney U test, a zatestiranje statistiCke razlike izmedu triili viSe kategorija Kruskal-Wallis

ANOVA.
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Za testiranje statistiCke razlike izmedu dvije kategorije opisnih parametara u odnosu na
numeriCke parametre koristen je t-test za nezavisne uzorke, a za testiranje statisticke razlike
izmedu triili viSe kategorija analiza varijance ( ANOVA). StatistiCka povezanost parametara s
cjelobrojnim vrijednostima i numeriCkih parametara testirana je Spearman rang korelacijomii
regresijskom analizom. Prezivljenje presatka je analizirano Kaplan-Meierovom metodom.
Rezultati dobiveni statistickom obradom prikazani su grafi¢ki i tabli¢no. StatistiCko testiranje
provedeno je na razini zna€ajnosti od 95% (a=0,05). To znaci, da je pouzdanost statistiCkih
rezultata dobivenih na ovom uzorku 95%, a dozvoljena statisticka pogreska najviSe 5% (0,05).
Ako je p-vrijednost, dobivena statistiCkim testiranjem, manja od statistiCke pogreske 0,05
(p<0,05) tada postoji statisticki znacajna razlika izmedu promatranih pokazatelja, a ako je

p>0,05 tada ta razlika nije statisticki znacajna.
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5. REZULTATI

5.1. OBILJEZJA ISPITANIKA

Prosjecna dob bolesnika u trenutku transplantacije bila je 40,3 godine. Od 59 ispitanika, 51%

su bili muskarci. NadomjeStanje bubrezne funkcije hemodijalizom je bilo zastupljeno u 91%

ispitanika. Prosjecno trajanje nadomjestanja bubrezne funkcije prije transplantacije bubrega

iznosiloje 182,4 mjeseca. ObiljeZja ispitivane skupine detaljnije su prikazana utablici9.,a

raspodjela osnovne bolesti ispitanika prikazana je u tablici 10.

Tablica 9. Obiljezja ispitivane skupine

Obiljezje Vrijednost
Dob u trenutku transplantacije 40.3 godine
Spol 51% muskarci 49% Zene

Nadomjestanje bubrezZne funkcije prije
transplantacije

91% HD 9% PD

Duljina nadomjestanja bubrezne funkcije
(mjeseci) prije transplantacije

182,4 mjeseca

Infekcija hepatitsom B 7%
Infekcija hepatitisom C 14 %
Broj ranijih transplantacija

0 88%
1 8.5%
2 3.5%

Tablica 10. Raspodjela osnovne bolesti u ispitivanoj skupini

Osnovna bolest bubrega |Broj ispitanika/%
Kroni¢ni GNF bez biopsije [32 54,2
VUR+litijaza 7 11,9
SLE 4 6,8
FSGS 4 6,8
Policisti¢na bolest bubrega (4 6,8
Membranoproliferativni GNF (3 5,1
IgA 2 3,4
DM 1 1,7
TTP 1 1,7
Sy Goodpasture 1 1,7
Ukupno 59 100,0
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Indikacije za kirurSko uklanjanje presatka ukljucivale su zivotno ugrozavajuca stanja poput
krvarenjailitromboze krvnih Zila presatka, teSke infekcije zbog kojih je bila nuzna potpuna
obustava imunosupresivne terapije, razvoj akutnog odbacivanja presatka nakon zatajenja
njegove funkcije i nakon sto je kod bolesnika zapoceto nadomjestanje bubrezne funkcije
dijalizom. Od ostalih indikacija tu je razvoj rezistentne hipertenzije ilianemije kod koje nije
bilo klinickog odgovora na lije€enje visokim dozama eritropoetina u bolesnika kod kojih je
nastupila kroni¢na insuficijencija presatka i koji su zapoceli nadomjestanje bubrezne funkcije
nekom od metoda dijalize. Podjela indikacija za kirusko uklanjanje presatka navedena je u

tablici 11.

Tablica 11. Indikacije za kiruSko uklanjanje prestaka

Uzrok kiruskoguklanjanjapresatka |Broj(%
kroni¢na disfunkcijapresatka 22 (37,3
Zivotno ugrozavajuca infekcija |11 |18,6
tromboza krvnih Zila presatka 9 15,3
Zivotno ugrozavajuce krvarenje (7 |11,9
akutno odbacivanje 7 (11,9
tumor presatka 2 34
povrat osnovne bolesti 1 (1,7
Ukupno 59 [100,0

Za potrebe istrazivanja indikacije za kirurSko uklanjanje presatka prema vremenu nakon
transplantacije mozemo podijeliti na rane (do mjesec dana nakon transplantacije), srednje (1

do3mjesecaodtransplantacije)ikasne (viSe od 3mjesecanakontransplantacije) (121).

Medurane indikacije ubrajaju se trombozakrvnih Zila ilikrvarenje koje nije moguce kirurski
lijeciti. Indikaciju u srednjem vremenu nakon transplantacije mogu predstavljati akutno
odbacivanje ubolesnika s potencijalno smrtonosnim infekcijama, alii promjene nakrvnim
zilama koje nije moguce kirurski lijeciti. U kasne indikacije ubrajamo zlo¢udne novotvorine
bolesnika koji radi toga ne mogu nastavitiimunosupresivno lijecenje te sve one indikacije
koje se javljaju u bolesnika koji su nakon zatajivanja funkcije presatka ponovno zapoceli s

nadomjestanjem bubrezne funkcije nekom od metoda dijalize.
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Analizom duzine preZivljenja presatka, odnosno vremena proteklog od transplantacije do
kiruskog uklanjanja presatka uo¢eno je da je prosje¢no preZivljenje presatka bilo 38,6

mjeseci. Raspodjelaispitanika premaduZzinitrajanjapresatkaizrazenoumjesecimaprikazana

je na slici8.

Broj 2z

ispitanika
30
25
204
15
10
5 L
o 1 1

domjesec dana 1do 3 mjeseca vife od 3 misseca

Prezivljenje presatka |

Slika 8. Raspodijela broja ispitanika ovisno o duljini prezivljenja presatka
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Kod svihispitanika, odnosno kiruski uklonjenih presadaka, patohistoloSkom analizom utvrden
je stupanj odbacivanja i prosirenost kroni¢nih promjena prema Banff klasifikaciji. Obzirom da
su podaci prikupljani iz arhive, odnosno povijesti bolesti ispitanika, patohistoloski nalazi
starijeg datuma su odredeni prema Banff klasifikaciji iz 2007 godine, a ostali prema
revidiranoj Banff klasifikaciji iz 2013. godine. Prilikom analize u obzir su uzete karakteristike
donora bubrega: dob, spol, uzrok smrti. Podaci su dobiveni pregledom arhive Zavoda za

tipizaciju tkiva KBC-a Zagreb te baze Eurotransplanta.

Prosje¢na dob donora bubrega bila je 49,8 godina. Sa 68% su bili zastupljeni muskarci, njih
40, dok je svega 32% donora bubrega bilo Zenskog spola, njih 19. Svi ispitanici su primili
bubreg od donora sa kucaju¢im srcem obzirom da se u nasoj ustanovi ne prihvacéaju bubrezi

donora sa nekucajuc¢im srcem. Uzrok smrtidonora prikazan je u tablici 12.

Tablica 12. Uzrok smrti donora.

Uzrok smrti Broj (%
Subarah_nmdalno 20 [33.9
krvarenje

Trauma 16 |27,1
Intracert_ebralno 15 |254
krvarenje

.Kar.dlovaskularnl 7 11.9
incident

Sréani arest 1 1,7
Ukupno 59 |100,0

Obzirom na vaznost podudarnosti izmedu donora bubrega i primatelja, kako za planiranje
imunosupresivne terapije tako i za kasnije prezivljenje presatka i razvoj komplikacija u smislu

odbacivanja presatka, u analizu su uzete i HLA podudarnosti.
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Utablicama13.i14. prikazan je brojukupnih podudarnosti poispitanicimakaoiizdvojene

podudarnosti u skupiniDR.

Tablica 13. Ukupan broj podudarnosti u ispitivanoj skupini.

Brojpodudarnosti (ukupno) [Broj ispitanikal%

2 10 16,9
3 25 42,4
4 18 30,5
5 6 10,2
Ukupno 59 100,0

Tablica 14. Podudarnost u DR skupini

Podudarnost DR|Broj ispitanika%

0 4 6,8

1 41 69,5
2 14 23,7
Ukupno 59 100,0

Za sve ispitanike prikupljeni su podaci o protokolu imunosupresivnog lije¢enja, odnosno jesu

liprimiliindukcijskuterapijuikoju, te kakav je bio protokolterapije odrzavanja (tablica 15.).

Tablica 15. Raspodjela indukcijske terapije kod ispitanika

indukcijaatg 1, basiliximab 2,bezindukcije 0|Broj ispitanika/%

0 35 59,3
1 4 6,8

2 13 22,0
Nije poznato 7 11,9
Ukupno 59 100,0

Svi su ispitanici imali trojnu imunosupresivnu terapiju odrzavanja koja se sastojala od
kortikosteroida koji su imali svi ispitanici, inhibitora kalcineurina (ciklosporina ili takrolimusa),
s tim da je kod nekih bolesnika u tijeku lijeCenja jedan inhibitor kalcineurina zamjenjen
drugim te mikofenolat mofetila ili azatioprina kao treceg lijeka. Zastupljenost pojedinih

lijekova po ispitanicima prikazana je u tablicama 16.i17.
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Tablica 16. Raspodjela mikofenolata i azatioprina kod ispitanika

Antiproliferativni |Broj o

. N [
lijek ispitanika
Mikofenolat 47 79.2
Azatioprin 12 20.8
Ukupno 59 100,0

Tablica 17. Raspodijela ciklosporina i takrolimusa kod ispitanika

'“h'_b”of Broj ispitanika(%
kalcineurina

Ciklosporin |43 72,9
Takrolimus |14 23,7
Nije poznato |2 3,4
Ukupno 59 100,0

Za analizu utjecaja trajanja hladne ishemije naizrazaj Wnt 4 i prezivljenja presatka prikupljeni
su podaci o 31 bolesniku iz registra Eurotransplanta (za ranije transplantirane bolesnike
nismo uspjeli prikupiti podatke). Bolesnici su podijeljeni u dvije skupine, prvo prema trajanju
hladne ishemije, krae i duze od 16 sati (12 vs 19 bolesnika), te premaizrazaju Wnt 4, slabom
(Oil)tejakom (2i3) (13 vs 18 bolesnika).

5.2.  IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE NA Wnt 4

Imunohistokemijskim bojanjem prikazana je izrazenost Wnt 4 u tkivu kiruski odstranjenih
transplantiranih bubrega te u zdravom tkivu bubrega kontrolne skupine. U zdravom tkivu
bubrega kontrolne skupine pokazana je snazna izrazenost Wnt 4 koji je bio pozitivan u vise od
50 % stanica (++), a kod vecCine uzorakai u vise od 75 % stanica (+++) proksimalnih, distalnihi

kanali¢a srzi.

50



Kod uzoraka u kojima je bojanjem prikazana izraZzenost Wnt 4 uocen je citoplazmatski
pozitivitet epitelnih stanica proksimalnih, distalnih i kanali¢a srzi, dok su stanice Bowmanove
Cahure i glomerula bile negativne. Za razliku od kontrolne skupine izrazenost Wnt 4 u
ispitivanoj skupini bio je statisti¢ki znacajno manji, izrazenost Wnt4 u ispitivanoj skupinite
utjecaj drugih mogucih faktora na njegovu izrazenost analizirati Cemo dalje u tekstu. Primjeri

imunohistokemijskog bojanja uzoraka na Wnt 4 prikazani su na slici 9.

Wnt 4 - Wnt 4 + Wnt 4 ++ Wwnt 4 +++

A
7 e,
i ) 1
ik im,/ 2
N

Imunohistokemijsko Citoplazme epitelnih Epitel kanalica pokazuje | Jaki citoplazmatski

bojanje sWnt 4 je stanica kanali¢a blago su | umjerenicitoplazmatski | pozitivitet epitelnih

negativno pozitivne na Wnt 4 pozitivitet na Wnt 4 stanica kanali¢a na Wnt
4.

Slika 9. Primjeri imunohistokemijskog bojanja uzoraka na Wnt 4.

5.2.1. Usporedbaizrazenosti Wnt 4 uispitivanojikontrolnojskupini

|zrazenost Wnt 4 statisticki je (p<0,05) znac€ajno viSa u kontrolnoj u odnosu na ispitivanu
skupinu. Prilikom analize rezultata uzeli smo u obzir dobne karakteristike pojedinih skupina, iz
dobivenih podataka mozemo vidjeti da je dob kontrolne skupine statistic¢kiznaCajno viSau

odnosu na ispitivanu skupinu (slika 10.; tablica 18.).
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Slika 10. Mann-Whitney U test pokazuje da su vrijednosti Wnt 4 statisti¢ki znac¢ajno vise u kontrolnoj

skupini nego kod ispitanika (p<0,05). Dob kontrolne skupine je statisti¢ki zna¢ajno viSa u odnosu na

ispitivanu skupinu.

Tablica18. Studentovt-test za nezavisne uzorke pokazuje daje dob u kontrolnoj skupini
statisticki znac¢ajno viSa od dobi ispitanika (p<0,05).

Raspodijela ispitanika po dobi prema skupinama

Dob N [Prosjek [Medijan [Minimum |Maximum (Std.Dev.
Ispitanici (u trenutku transplantacije)59{40,3 43,0 13 68 14,42
Kontrola 2456,8 |57,5 31 79 12,42

Dob ima utjecaja naizrazenostWnt4, jer kao $to je prikazanonaslici 11, izrazenost Wnt4

statistiCki znac¢ajno raste s dobi kontrolne skupine.
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Spearman Rank Order Correlations R=0,258, p<0,05
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Slika 11. IzraZzenost Wnt 4 raste s dobi kontrolne skupine.

5.2.2. Obiljezjaispitivaneskupineprijetransplantacijebubregaiutjecajnaduljinu
prezivljenja presatkaiizrazenost Wnt 4
Da bividjeli $to sve moze utjecati na duljinu prezivljenja presatkaiizrazenost Wnt 4 u tkivu
kiruski uklonjenog presatka analizirali smo ¢imbenike za koje se smatra da imaju na to
utjecaja. Prije svega smo u obzir uzeliosnovnu bolest bubrega te metodu nadomjestanja
bubrezne funkcije prije transplantacije. 1z tablice 10 (str. 45) vidimo da viSe od 50 % ispitanika
u trenutku zapocinjanja nadomjestanja bubrezne funkcije nije imalo postavljenu dijagnozu
osnovne bubrezne bolesti ve¢ su vodeni pod dijagnozom kroni¢ni glomerulonefritis bez
biopsije. Za bolesnike kojima je postavljena dijagnoza osnovne bolesti nije nadena statisticki

znacajna razlika izrazenosti Wnt 4 u ovisnosti 0 osnovnoj bolesti.

Bubrezna funkcija je kod vecine ispitanika nadomjedtana hemodijalizom. Samo kod 5
ispitanika bubrezna funkcija je nadomjestana peritonejskom dijalizom. Niti u te dvije skupine

nije nadena znacajna razlika u izrazenosti Wnt 4.
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Prosjecno trajanje nadomjestanja bubrezne funkcije dijalizom prije transplantacije iznosilo je
182,4 mjeseca (najkrace 6,3 mjeseca, a najduze 383,5 mjeseci). lzrazenost Wnt 4 medu

ispitanicima se nije razlikovala u odnosu na duljinu dijalize prije transplantacije.

Petero ispitanika je imalo ranije jednu (tablica 9, str. 45), a dvoje ispitanika dvije
transplantacije bubrega, te smo kod njih u obzir uzeli utjecaj ranijih transplantacija na duljinu
prezivljenja presatka i izrazenost Wnt 4. Kao $to je prikazano na slici 12, nije nadena razlika
niti u duljini prezivljenja presatka niti u izrazenosti Wnt 4 kod ispitanika koji su imali jednu ili

dvije transplantacije u odnosu na one kod kojih se radilo o prvoj transplantaciji.
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Slika 12. Mann-Whitney U test pokazuje da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu ispitanika
bez ranijih transplantacija i ispitanika sa jednom ili dvije ranije transplantacije u odnosu na duljinu

prezivljenja presatka i izrazenost Wnt 4 (p>0,05).
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Cetiri bolesnika su imali infekciju virusom hepatitisa B, a osmero bolesnika je imalo infekciju
virusom hepatitisa C (tablica 9, str. 45). Kao $to je vidljivo na slici 13, nije nadena statisticki
znacajnarazilika u duljini prezivljenja presatkaniti uizrazenosti Wnt4 kod bolesnika kojisu
imali hepatitis B infekciju u odnosu na one bez infekcije. Kod onih bolesnika koji su imali
hepatitis C infekciju nije nadeno razlike u izraZzenosti Wnt 4 u odnosu na one koji nisu imali

infekciju, no postoji statistiCki znacajna razlika u duljini prezivljenja presatka.
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Slika 13. Mann-Whitney U test pokazuje da ne postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu ispitanika

kojinisuimalihepatitis B iispitanikakojisuimali hepatitis B uodnosunaduljinu prezivljenja presatka

iizrazenostWnt 4 (p>0,05). Ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu ispitanika koji nisu imali

hepatitis C i ispitanika koji su imali hepatitis C u odnosu na izrazenost Wnt 4 (p>0,05), ali postoji

statistiCki znaCajna razlika u odnosu na duljinu prezivljenja presatka (p<0,05) .
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Za potrebne daljnje analize izrazenosti Wnt 4, duljinu prezivljenja presatka podijelili smo u tri
skupine, ovisno o vremenskom razdoblju koje je proteklo od transplantacije do kiruskog
uklanjanja presatka. Prvu skupinu €ine oni presatci koji su uklonjeni unutar mjesec dana od
transplantacije, u drugoj skupini su oni koji su uklonjeni unutar jedan do tri mjeseca nakon
transplantacije, a u tre¢oj skupini su oni koji su bili u primatelju duZe od tri mjeseca po
transplantaciji (slika 8, str. 47). Analizom smo dobili statisticki znacajno veéu izrazenost Wnt 4

uuzorcimabubregakojisu uklonjeniu prvom mjesecu nakontransplantacije (slika 14).

int 4

o Median
. [] 2Eme-75%
do 3 mjsseca T Min-Max
FreZivljavanje presatka

do mjesec dana vise od 2 mjeseca

Slika 14. Kruskal-Wallis ANOVA pokazuije daje izrazenost Wnt 4 statisticki znac¢ajno veéa kod

presatka do mjesec dana od transplantacije nego nakontoga (p=0,052).
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5.2.3. Obiljezjadarovateljaorganaiutjecajnaduljinu prezivljenja presatka

i izrazenost Wnt4

Daljnjom analizom ispitivane skupine u obzir smo uzeli obiljezja darovatelja bubrega, Sto u
velikoj mjeri utje€e na kvalitetu i duljinu preZivljenja presatka. Prosje¢na dob darovatelja bila
je 49,8 godina (najmanja 16, anajveca 69 godina), 67,8% je bilo muSkog spola. Regresijskom
analizom pokazano je da duljina prezivljenja presatka statistiCki zna€ajno pada s porastom

dobidarovatelja, dok izrazenost Wnt 4 ne korelira dobi darovatelja (slika 15.).

Dob davatelja :prefivijenje presatea: r* = 0,1245; r=-0,32528; p=0,0081 Dobdavatelja:Wnt: *=0,0009; r=0,0300; p = 0,5217
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Slika 15. Prezivljenje presatka znacajno opada s dobi darovatelja (A), dok nije uocen utecaj dobi

darovatelja naizrazenost Wnt 4 (B).
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U obzirje uzetiuzrok smrtidarovatelja (tablica12, str48). I1zslike 16 je vidljivo da je duljina
prezivljenja presatka duza kod traume (50 mjeseci) nego kod ostalih uzroka ( 34 mjeseca)
smrtidarovatelja. T -testom za nezavisne uzorke nije dokazano da je ovarazlika statisticki
znacajna. Najvjerojatnije zato jer je brojtrauma (16) znatno manjinego brojostalih uzroka

smrti darovatelja (43).
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Slika 16. Utjecaj uzroka smrti darovatelja bubrega na prezivljenje presatka i izraZenost Wnt 4.

5.2.4. UtjecajHLApodudarnostinaduljinu prezivljenjapresatkaiizrazenost\Wnt4

U obzir smo uzeli ukupan broj podudarnosti u lokusima A, B i DR (tablica 13, str.49), posebno
smo izdvojili broj podudarnosti u skupini DR koja se smatra najimunogenijom (tablica 14, str
49.). NajviSe je bolesnika imalo 3 ili 4 podudarnosti, dok je najmaniji broj podudarnosti

iznosio 2. Nitko od ispitanika nije imao 6/6 podudarnosti (tablica 13, str. 49).

U skupini DR vecina ispitanika imala je 1 podudarnost, a samo 4 ispitanika nisu imala

podudarnost u DR skupini (tablica 14.).

Spearmanrang korelacijanije pokazala statistiCkizna¢ajnu povezanostukupne podudarnostii

podudarnostiu DR sduljinom prezivljenja presatka, izrazenostiwnt4iC4d (p>0,05).
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5.2.5. Utjecajimunosupresivneterapijenaduljinu prezivljenjapresatkaiizrazenost

Wnt 4

lako neophodna, imunosupresivna terapija ima nezeljene ucinke, poput dobro poznate
nefrotoksi¢nosti, najviSe opisivane uz dugotrajnu upotrebu inhibitora kalcineurina. No i ostali
lijekovi, odnosno terapijski rezimi, mogu uvelike utjecati na funkciju presadenog organa i na
njegov patohistolo$ki nalaz. Odgovaraju¢a razina imunosupresivne terapije nuzna je za sto
bolju i dugotrajniju funkciju presadenog organa, ali je i odgovorna za pobol i duljinu
prezivljenja bolesnika. U nasoj grupi ispitanika analizirali smo imunosupresivne lijekove te
njihov utjecaj na duljinu prezivljenja presatka, komplikacije u smislu akutnih odbacivanja,

lije€enje akutnih odbacivanjainakojinacin se to sve odrazava naizrazenostWnt4.

U nasem centru standardna imunosupresivna terapija se sastoji od tri lijeka: inhibitora
kalcineurina, mikofenolat mofetilaili mikofenolat natrijaili (danas vrlorijetko) azatioprinate
koritikosteroida. Prije samog transplantacijskog postupka u posljednje vrijeme se primjenjuje
indukcijskaterapija, ovisno o imunoloskom profilu bolesnika, antitimocitnim globulinom ili
inhibitorima interleukina 2. No, kao S$to je vidljivo iz rezultata dobivenih analizom
imunosupresivne terapije (tablica 15, str. 49), nisu svi ispitanici primili indukcijsku terapiju
obzirom da se prijanjih godina, prema protokolu centra, indukcijska terapija davala samo u

bolesnika sa procijenjenim visim imunoloskim rizikom.

5.2.5.1. Indukcijskaterapija
Vecinaispitanika, nije primilaindukcijskuterapiju. Od onih kojisuprimilituterapijuvecinaje
dobila inhibitor interleukina 2, dok su samo 4 ispitanika primila antitimocitni globulin (tablica

15, str. 49).
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5.2.5.2. Inhibitori kalcineurina

Prema analiziranim podacima 43 ispitanika su primala ciklosporin, 14 bolesnika je bilo ¢itavo
vrijeme na terapiji takrolimusom, dok je kod 7 ispitanika tijekom lijeCenja ciklosporin
zamjenjen takrolimusom, nakon epizode akutnog odbacivanja presatka. Statistickom
analizomnije nadenarazllikauizrazenostiWnt4 kod bolesnikakoji su uzimali ciklosporinu
odnosu na one koji su uzimali takrolimus. Takoder nije nadena statistiCki znacajna razlike u
izrazenosti Wnt 4 kod onih bolesnika kojima je ciklosporin zamjenjen takrolimusom (slika

17.).

nt 4

0.0
o Median
[] 25%-75%

0 f " Min-Ma=x

prevodenje cya-tac

Slika 17. Utjecaj inhibitora kalcineurina na izraZzenost Wnt 4. Mann-Whitany U test pokazuje da ne
postoji statisticki zna€ajna razlika izmedu ispitanika koji su Citavo vrijeme bili na terapiji ciklosporinom

(0) u odnosu na ispitanike kojima je ciklosporin zamjenjen takrolimusom (1) (p=0,334).
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5.2.5.3. Antiproliferativni lijekovi

Pregledom medicinske dokumentacije utvrdeno je da je 47 ispitanika u terapiji primalo
mikofenolat mofetil ili mikofenolat natrij kao antiproliferativni lijek, dok je njih 12 u terapiji
kao antiproliferativni lijek dobivalo azatioprin, a kod 7 ispitanika je tijekom lijeCenja

mikofenolat zamjenjen sa azatioprinom zbog razlicitih indikacija.

Kao sto je vidljivo i iz slike 18. izrazenost Wnt 4 se nije statisti¢ki znac¢ajno razlikovala kod
ispitanika koji su u terapiji imali mikofenolat u odnosu na one koji su bili na terapiji

azatioprinom.
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Slika 18. Utjecaj antiproliferativnih lijekova na izrazenost Wnt 4. Mann-Whitany U test
pokazuje da ne postoji statistiCki znacajna razlika u izraZzenosti Wnt 4 kod ispitanika koji su

imali mikofenolat u terapiju 0 odnosu ha one sa azatioprinom (p=0,183).
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Statistickiznacajne razlike uizrazenostiWnt4 nije nadeno nikod onih bolesnika kojimajeu

nekoj od faza lije€enja mikofenolat zamjenjen azatioprinom $to je prikazano na slici 19.
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Slika 19. Utjecaj zamjene antiproliferativnih lijekova na izrazenost Wnt 4. Mann-Whitany U test
pokazuje da ne postoji statistiCki zna€ajna razlika u izrazenosti Wnt 4 izmedu ispitanika koji su Citavo
vrijeme bili na terapiji mikofenolatom (0) u odnosu na one kojima je mikofenolat zamjenjen

azatioprinom (1) (p=0,313).

Kod onih bolesnika kojima je tijekom lijecenja mikofenolat zamjenjen azatioprinom u
usporedbi sa bolesnicima koji su bili isklju€ivo na mikofenolatu t-test za nezavisne uzorke
pokazao je da postoji statistiCki znacajna razlika u preZivljavanju presatka u skupini bolesnika
kojisuuterapijidobiliazatioprin (p<0,05), dok ne postoji statisti¢kiznacajnarazlika u duljini
prezivljenja presatka kod onih ispitanika kojima je ciklosporin zamjenjen takrolimusom

(p>0,05) (slika 20.).
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Slika 20. Utjecaj zamjene imunosupresivne terapije naduljinu prezivljenja presatka. CyA, ciklosporin
A, tac-takrolimus, mmf-mikofenolat, aza-azatioprin. T-test za nezavisne uzorke pokazuje da postoji
statisti¢ki znacajna razlika u prezivljavanju presatka kod onih bolesnika kojim je mikofenolat
zamjenjen azatioprinom (1) u odnosu na one koji su isklju¢ivo dobivali mikofenolat u terapiji (0)
(p<0,05). Nije nadena statistiCki znacajna razlika u prezivljenju presatka kod bolesnika koji su uzimali
ciklosporin (0) uodnosu na one kojima je ciklosporin zamjenjentakrolimusom (1)(p>0,05).

5.3.  IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE NAC4d

Imunohistokemijskim bojanjem prikazana je izrazenost C4d u tkivu kiruski odstranjenih
transplantiranih bubrega te u zdravom tkivu bubrega kontrolne skupine. Svi uzorci kontrolne
skupine bili su negativni na C4d. Kod osam uzoraka ispitivane skupine imunohistokemijskim
bojanjem na C4d uocen je citoplazmatski pozitivitet endotelnih stanica glomerularnih i
peritubularnih kapilara (slika21). Kod 5 uzoraka histoloS§kom analizom utvrdeno je akutno
odbacivanje posredovano protutijelima, a kod 3 uzorka se radilo o kronicnom aktivhom
odbacivanju posredovanom protutijelima (tablica 19, str. 69). Daljnje analize nisu radene

obzirom na mali broj uzoraka.
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Imunohistokemijsko bojanje na C4d pokazuje

Slika 21. Imunohistokemijsko bojenje na C4d.

5.4.  INDIKACIJE ZA KIRUSKO UKLANJANJE PRESATKA

Kao Sto je ve€ navedno u tablici 11, str. 46, najceSc¢a indikacija za kirusko uklanjanje presatka

bila je kroni¢na disfunkcija presatka sa 37,3%, na drugom mjestu se nalazi zivotno

ugrozavajucainfekcija sa 18,6%, dok su natre¢em mjestutromboze bubrezne vene sa 15,3%.

Kako bi dobili skupine ispitanika dovoljno velike za daljnju statistiCku obradu uzroke kiruskog

uklanjanja presatka podjelili smo u dvije velike skupine: kroni¢nu disfunkciju presatka, te

ostale uzroke koji su obuhvacali infekcije, krvarenja i tromboze krvnih Zila presadaka. U

navedene dvije skupine indikacija za kirusko uklanjanje presatka usporedili smo izrazenost

Wnt4 (slika 22). Nije nadena znacajna razlika u usporedivanim skupinama.
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Slika 22. 1zrazenost Wnt 4 u odnosu na indikacije za kirusko uklanjanje presatka. Mann-

Whitany U test pokazuje da ne postoji statistiCki znacajna razlika u izrazenosti Wnt 4 izmedu

dvije skupine indikacija za graftektomiju p=0,172.

Usporedili smo i dvije skupine uzroka kiruskog uklanjanja presatka sa brojem ukupne HLA

podudarnostiipodudarnostiu DR skupini. Nititu nije nadenaznacajnarazlika (slika23).
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Slika 23. Utjecaj broja HLA podudarnosti naindikacije za kirusko uklanjanje presatka. Mann-Whitany
U test pokazuje da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika ukupne HLA podudarnosti i indikacija za
graftektomiju p=0,280. Takoder ne postoji statisti¢ki znacajne razlike niti u utjecaju broj podudarnosti
u DR skupini u odnosu na uzrok graftektomije p=0,458. Stupac 0 oznacava kroni¢nu insuficijenciju
prestaka i povrat osnovne bolesti kao uzrok za graftektomiju, dok stupac 1 oznacava infekcije,

krvarenja i tromboze kao uzrok graftektomije.

5.5.  ANALIZA FUNKCIJE PRESATKA, PATOHISTOLOSKIH NALAZA | EPIZODA
ODBACIVANJA PRIJE KIRUSKOG UKLANJANJA PRESATKA

Kod vecine ispitanika, njih 76,3%, uspostavljena je odmah uredna funkcija presatka.
Statistickom obradom (Mann-Whitney U Test) pokazano je da ne postoji statisti¢ki zna€ajna
povezanost odgodene funkcije presatka sa brojem HLA podudarnosti, podudarnosti u skupini
DR, izraZenosti Wnt 4 i C4d (p>0,05).

Pregledom povijesti bolesti utvrdeno je da je nalaz biopsije prije kiruskog uklanjanja presatka
zbog pogorsanja funkcije presatka imalo 28 ispitanika. U tablici 19 su prikazani patohistolosSki

nalazi tih biopsija.
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Tablica 19. Nalazi biopsije prije kiruskog uklanjanja presatka

Nalaz biopsije Broj ispitanika
Akutno odbacivanje posredovano stanicama (16

Akutno odbacivanje posredovano protutijelima |5

Kroni€no aktivho ABMR 3

Kroni¢no aktivho odbacivanje posredovano T- |1

limfocitima

Uredan nalaz 4

Izrazena toksi€nost inhibitora kalcijneurina 3
Transplantacijska glomerulopatija 3

Daljnjom analizom prikupljenih podataka usporedili smo patohistoloSke nalaze biopsije
ucinjenje prije kiruskog uklanjanja presatka s patohistoloskim nalazima kiruski odstranjenih

presadaka.

Od 28 ispitanika koji su imali nalaz biopsije prije kiruSskog uklanjanja presatka na
patohistoloskim nalazima kiruski uklonjenih presadaka njih 14 je imalo znakove akutnog
stani¢nog odbacivanja, dok je raspodjela kroni¢nih promijena te toksicnosti CNI bila
usporediva sa ranijim nalazom biopsije. Neki su bolesniciimali vise patohistoloskih promjena

koje su se medusobno preklapale na nalazu biopsije tablica 19.

Takoder smo pratili utjecaj lijeCenja epizoda akutnog odbacivanja prije kiruskog uklanjanja
presatka na izrazenost Wnt 4 u uzorcima kiruski uklonjenih presadaka te na duljinu
prezivljenja presatka. 28 ispitanika je imalo zbog indikacije u€injenu biopsiju presatka prije
kiruskog uklanjanja. Kod 16 bolesnika pronadene su promjene u smislu akutnog odbacivanja
posredovanog stanicama, a kod 5 bolesnika akutno odbacivanje posredovano protutijelima.
Potom smo analizirali terapiju koju su primili u sklopu lijeCenja akutnog odbacivanja. U obzir
smo uzeli broj primljenih bolusa kortikosteroida te lijeCenje terapijskom izmjenom plazme

bolusa), a 4 bolesnika su lijeCena plazmaferezom.

Broj primljenih bolusa bio je statistiCki znacajno povezan sa izrazenosti Wnt 4 i duljinom

preZivijenja presatka (p<0,05) (slika 24).
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Slika 24. Utjecaj lijeGenja akutnog odbacivanja bolusima kortikosteroida na izrazenost Wnt 4 i
preZivljenje presatka. Nadena je statistic¢ki znaCajna povezanost promatranih parametara (slika lijevo),
bolesnicikojisuprimili1-3bolusai>3bolusasuimalimanjuizrazenostWnt4 uodnosunabolesnike
kajinisu lije€eni bolusima (p=0.0167). Bolesnici koji su primili 1-3 bolusa i >3 bolusa suimali dulje
prezivljenje presatka u odnosu na one koji nisu lije€eni bolusima koritkosteroida ( slika desno)
(p=0.007).

5.6. NALAZHISTOLOGIJE NAKON KIRUSKOG UKLANJANJA PRESATKA

Zbog lakSe statisticke obrade podataka patohistolo$ke nalaze podjelili smo u dvije skupine:
one kod kojih su nadene akutne promjene $to podrazumjeva akutno odbacivanje
posredovano stanicama ili protutijelima, te skupinu uzoraka na kojima su nadene kroni¢ne
promjene u smislu intersticijske fibroze i atrofije tubula (IFTA) te promjene uzrokovane

primjenom imunosupresivne terapije.
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5.6.1. Akutnepromjeneu patohistoloSkomnalazu nakon kiruskoguklanjanja

presatka

U 44.1% uzoraka nadene su akutne promjene u smislu odbacivanja presatka. U 24 je uzorka
verificirano akutno odbacivanje posredovano stanicama. U dva uzorka nalaz je bio suspektan
na akutno odbacivanje posredovano stanicama, dok su samo u jednom uzorku pronadene

promjene koje upucéuju na akutno odbacivanje posredovano protutijelima (tablica 20).

Tablica20.Raspodjelapatohistoloskih nalaza prema postojanjuiliodsutnostiakutnog

odbacivanja, uz subanalizu samih akutnih odbacivanja.

Akutne promjene Broj ispitanika (%
nema akutnih promjena u smislu odbacivanja |33 55,9
graniéne promjene suspektne na odbacivanje |2 2,4
TCMR IA 1 1,7
TCMR 1A 4 6,8
TCMR IIB 17 28,8
TCMR Il 1 1,7
ABMR 1I1B 1 1,7
Ukupno 59 100,0

Potom smo analiziraliimalinalaz akutnog odbacivanja utjecajanaizrazenostWnt4iC4d.
Nije dokazana razlika u izrazenosti Wnt 4 kod ispitanika s potvrdenim akutnim odbacivanjem
uodnosu na uzorke ispitanika bez akutnog odbacivanja (slika 25). Izrazenost C4d je bilaviSau

bolesnika sa odbacivanjem posredovanim protutijelima (1 bolesnik).
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Slika 25. Mann-Whitney U Test pokazuje da ne postoji statisti¢ki znacajna povezanost akutnog
odbacivanja sa izrazeno$¢u Wnt 4 (p>0,05).

5.6.2. Kroniéne promjene u patohistoloSkom nalazu nakon kiruskog uklanjanja

presatka

Kod 50.8 % ispitanika nisu nadene kroni¢ne promjene. U druge polovice ispitivanih uzoraka
su nadene promjene u smislu intersticijske fibroze i atrofije tubula sa najvecom
zastupljenosScu IFTA-e stadija Il i lll. Kod jednog dijela uzoraka su opisane nespecificne

kroni¢ne promjene koje nisu svrstane niti u jednu kategoriju (tablica 21).

Tablica21. Patohistoloskinalaz kroni¢nih promjenauuzorcimakiruski odstranjenih

presadaka.

Kroni¢ne promjene Broj ispitanika (%
nema kroni€énih promjena 30 50,8
IFTA I 12 8,5
IFTA I 9 5,1
Kroni¢ne promjene nespecificirane |5 15,3
IFTA | 3 20,3
Ukupno 59 100,0
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Radi daljnje statisticke analize uzorke smo podijelili u dvije velike kategorije, one kod kojih su
nadene kroni¢ne promjene (tu smo ukljucili i uzorke s opisanim nespecificnim promjenama)

te uzorke u kojima nije nadeno kroni¢nih promjena (tablica 22).

Tablica22. Raspodjelaispitanikau dvije skupine, ovisno oizrazenostikroni¢nih promjenana

uzorcima kiruski uklonjenih presadaka.

Kroni€ne promjene Broj ispitanika |%
izrazene kroni¢ne promjene |29 49,2
nema kroniénih promjena |30 50,8
Ukupno 59 100,0

Na tako podijeljenim uzorcima analizirali smo imali li pojava kroni¢nih promjena utjecaja na
izrazenost Wnt 4 i C4d. Mann-Whitney U Test pokazuje da ne postoji statisticki znacajna

povezanost kroni€¢nih promjena saizrazenostiWnt4iC4d (p>0,05) (slika 26).
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Slika 26. Utjecaj prisutnosti patohistoloskih kroni¢nih promjena naizrazenostWnt4iC4d. Mann-

Whitany U test pokazuje da ne postoji statistiCki znacajna razlika u izrazenosti Wnt 4 u odnosu na

patohistolosku prisutnost kroni¢nih promjena (p=0,970). Takoder ne postoji statisticki znacajnarazlika

uizrazenosti C4d u odnos na patohistolosku prisutnost kroni¢nih promjena (p=0,153).

Ispitalismoimalistarosttransplantiranog organautjecajanapojavu kroni¢nih promjenate

imaju li utjecaja kroni¢ne promjene na duljinu prezivljenja presatka. T-test za nezavisne

uzorke pokazuje postojanje statistiCki znacajne razlike u dobi darovatelja i duljini preZivljenja

presatka kod izrazenih kroni¢nih promjena i kada nema kroni¢nih promjena (p<0,05) (slika

27).
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Slika 27. Utjecaj dobi darovatelja presatka na prisutnost kroni¢nih promjena (graf liijevo), kroni¢ne
promjene i duljina prezivljenja presatka (graf desno). T- test za nezavisne uzorke pokazuje statisti¢ki
znacajnuraliku uizrazaju kroni¢nih promjenauodnosunadob darovatelja presatka p=0,027.

S obzirom na dobivene rezultate utjecaja dobi darovatelja presatka na prisutnost kroni¢nih
promjena dodatno smo analizirali meduodnos dobi darovatelja organa i pojave akutnog
odbacivanja, te ispitali utje€e li akutno odbacivanje na duljinu prezivljenja presatka. T-test za
nezavisne uzorke pokazao je da ne postoji zna€ajna razlika u dobi darovatelja i pojavi akutnih
odbacivanja te da prezivljenje presatka nije zna¢ajno duze kod bolesnika koji nisu imali
odbacivanje (p>0,05) (slika28).
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Slika 28. Usporedbom dobi donora i patohistolo$ki verificiranih akutnih odbacivanja T testom za
nezavisne uzorke nije nadena statisti¢ki zna€ajna razlika (p=0.159) (slika lijevo). PatohistoloSkom
analizom verificirana akutna odbacivanja nisu imala utjecaj niti na duljinu prezivljenja presatka (slika
desno) (p=0.092).

5.6.3. Patohistoloski nalaz toksi¢nosti lijekova na uzorcima kiruski uklonjenih

presadenih bubrega

Obzirom na poznato nefrotoksi¢no djelovanje imunosupresivnih lijekova, prije svega
inhibitora kalcineurina, u uzorcima kiruski uklonjenih bubrega analizirali smo nalaze
specificne zatoksic¢nost kalcineurinate imaliizrazena toksi¢nost kalcineurina utjecaja na
izrazajWnt4. Kod 20,3 % ispitanih uzoraka nadeni su znakovi kalcineurinske toksi¢nosti.
Mann-Whitney U Test pokazuje da ne postoji statisti¢ki zna¢ajna povezanost toksi¢nosti
kalcineurina saizrazenosti Wnt 4 (p>0,05), dok postoji statistiCki znaCajna povezanost nalaza
toksi¢nosti kalcineurina saizrazenosti C4d (p<0,05) (slika 29). C4d je statisticki znacajno visi

kod ispitanika s verificiranom toksicnoscu kalcineurina.
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Slika 29. Utjecaj toksi¢nosti kalcineurina naizrazenost Wnt 4 i C4d. Mann-Whitney U Test pokazuje
da ne postoji statisticki znagajna povezanost izraZzenosti Wnt 4 i toksi¢nosti kalcineurina (p=0,829),
dok postoiji statisti¢ki zna¢ajna povezanost izrazenosti C4d i prisutnosti toksi¢nosti kalcineurina
(p=0,008). CyA.

T-test za nezavisne uzorke pokazuje da postoji statisticki znacajna razlika u dobi davatelja i
prezivljavanja presatka izmedu toksi¢nosti CyA i bez znakova toksi¢nosti CyA (p<0,05) (slika

30).
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Slika 30. Lijevo: utjecajdobidonora naizrazenost toksi¢nostikalcineurina. T-test zanezavisne uzorke
pokazuje da postoji statistiCki zna€ajna razlika u dobi darovatelja obzirom na prisutnost toksi¢nosti
kalcineurina (p=0,0006). Desno: T-test za nezavisne uzorke pokazuje da presadci sa duljim
prezivljenjem imaju izrazenije promjene zbog toksi¢nosti kalcineurina (p=0,028).
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5.6.4. Trajanje hladneishemijeinjen utjecaj naduljinu prezivljenja presatkai
izrazenost Wnt 4
Obzirom na dostupnost podataka iz Eurotransplanta od 2007. godine, analizirali smo ukupno
31 bolesnika s podacima o trajanju hladne ishemije. Ispitanike smo podijelili u dvije skupine.
Prvu skupinu s trajanjem hladne ishemije duze od 16 sati (12 ispitanika) i drugu skupinu s
trajanjem hladne ishemije kracom od 16 sati (19ispitanika). Bolesnici s trajanjem ishemije
duzZom od 16 sati su imali veéu izrazenost Wnt 4 u odnosu na skupinu bolesnika s ishemijom
kracom od 16 sati (x2 test p=0.002). Drugih znacajnih statistiCkih razlika, usporedujuci ove
dvije skupine, nismo pronasli, osim znacajno vise dobi darovatelja u skupini bolesnika s
trajanjem ishemije kracom od 16 sati (p<0.001). Nismo pronasli zna¢ajnu razliku u vremenu

preZivljenja presatkaizmedu dvije skupine bolesnika (p>0.05, logrank 1.78) (slika31).
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Slika 31. Utjecaj duljine hladne ishemije na duljinu prezivljenja presatka. Kaplan-Meier survival
analiza preZivljenja pokazuje da ne postoji statistiCki znacajna razlika u utjecaju duljine hladne

ishemije na duljinu prezivljenja presatka (p>0.05, log rank 1.78).
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Kada smo ispitanike podijelili u skupine prema izrazenosti Wnt 4, skupinu sa slabijom
izraZzenosti (0i1; 13 ispitanika) te skupinu s jakom izrazenosti (2 3; 18 ispitanika), izrazenost
Wnt4 je bila statistiCki znacajnija kod trajanja hladne ishemije duze od 16 sati (p=0.047),a
nije bila statisti¢ki zna€ajno povezana niti s dobi primatelja niti s dobi darovatelja (svi p>0.05).
Vrijeme prezivljenja presatka je bilo znac¢ajnije duze u bolesnika s jacom izrazaenosti Wnt 4

(0.7 vs 3.2 mjeseci; p=0.01, log rank 6.69) (slika 32).
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Slika 32. Duljina prezivljenja presatka ovisno o izrazenosti Wnt 4. Kaplan-Meier survival
analiza prezivljenja pokazuje da postoji statistiCki znaCajna razlika u utjecaju jaCine Wnt4

izrazenosti naduljinu prezivljenja presatka ((0.7 vs 3.2 mjeseci; p=0.01, log rank 6.69).
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6. RASPRAVA

U ovom radu analizirali smo izrazenost Wnt 4 u uzorcima kiruski odstranjenih transplantiranih
bubrega. Ispitivanu skupinu €inilo je 59 ispitanika kojima je, zbog razvoja zavrsnog stadija
kroni¢ne bubrezne bolesti, kao metoda nadomjestanja bubrezne funkcije ucinjena
transplantacija bubrega. U istraZivanje smo ukljucili one ispitanike kojima je, zbog razli€itih
indikacija, ucinjeno kirusko uklanjanje bubreznog presatka. U ovom retrospektivnom
istrazivanju prikupljenisu uzorcitkiva bubregakoji sutransplantiraniikiruski odstranjeniiz
bolesnika u periodu od 1988. godine do lipnja 2015. godine. Gotovo polovici ispitanika
transplantacija bubrega je u€injena nakon pristupanja Republike Hrvatske Eurotransplantu u

kolovozu 2007. godine.

Vazno je istaknuti dugo vremensko razdoblje u kojem su ispitivani uzorci sakupljeni, obzirom
datoima velikog utjecaja na dobivene rezultate, prvenstveno na trajanje nadomjestanja
bubrezZne funkcije dijalizom, kao i prilikom analize imunosupresivne terapija koju su bolesnici

dobivali.

Analizirali smo i izrazenost Wnt 4 u kontrolnoj skupini u koju su uklju€eni uzorci tkiva bubrega
dobiveninefrektomijom kod bolesnika s lokaliziranim tumorima bubrega veli¢ine do 4 cm.
Uzorak zanaSe istrazivanje uzetje samjesta najudaljenijeg od tumora, a histoloskijeimao
karakteristike zdravogtkivabubrega. Smatra se daje kod veli¢ine tumorado 4 cmdovoljno
uciniti postedni zahvat (tzv. nephron sparing surgery), buduci da se povrat bolesti javljau
svega 0-3% ispitanika, bolest nije uznapredovala, multifokalna pojavnostjavlja se do 5%

sluCajeva te se smatra da je okolno tkivo zdravo (116,117,118).

Iz osnovnih podataka prikupljenih o ispitanicima vidimo da je njih 51% bilo muskog spola,
prosjecna dob ispitanika u trenutku transplantacije iznosila je 40,3 godine. Najucestalija
vodeca dijagnoza osnovne bolesti bila je kroni¢ni glomerulonefritis bez ucinjene biopsije, u

54,2 % ispitanika.

Uglavnom se radi o nedifiniranoj osnovnoj bubreznoj bolesti. Smatra se da je ona originalno
bubreznog podrijetla. No obzirom da su se bolesnici prezentirali u ve¢ poodmakloj fazi

bolesti, biopsija nijeucinjena.
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Na drugom mjestu, prema zastupljenosti, nalazi se vezikoureteralni refluks sa 11,9%. Ostale
bolesti zastupliene s malim brojem ispitanika ukljucivale su biopsijom dokazani
membranoproliferativni glomerulonefritis, policisticnu bolest bubrega, sistemski lupus,
tromboti¢nu trombocitopeni¢nu purpuru, IgA nefropatiju, sindrom Goodpasture i Se¢ernu
bolest. Interesantno, od 59 ispitanika samo se kod jednog radilo o Se¢ernoj bolesti kao
uzroku zatajenja funkcije bubrega, sto nije u skladu sa ucestaloS¢u dijabeticke nefropatije kao
vodecéeg uzroka zatajenja bubrezne funkcije (119, 120). Porast dijabetiCke nefropatije kao
uzroka zavrsnog stadija KBB posljedica je kontinuirana povecanja ukupne pojavnosti
(prevalencije) Secerne bolesti, posebno tipa 2, koji se javlja u 85-90% slu¢ajeva oboljelih,
produljenja zivotnog vijeka oboljelih i €injenice da je i kod njih danas moguce uspjesno
nadomijestiti bubreznu funkciju (120,121). Prema podacima Hrvatskog registra
nadomjestanja bubrezne funkcije iz 2012. godine 29 % bolesnika kojima je potrebno
nadomjestanje bubrezne funkcije su bolesnici sa Secernom bolesti, slijedi ju vaskularna
bolest te glomerulonefritisi. Na§ podatak o samo jednom ispitaniku s dijabeticCkom
nefropatijom kao osnovnom bole$¢u bubrega vjerojatho mozemo objasniti ¢injenicom da su
prije 2007. godine, odnosno prije ulaska Republike Hrvatske u sustav Eurotransplanta, liste
¢ekanja na presadivanje bubrega bile izrazito duge, a prosjecno vrijeme Cekanja na dijalizi za
ispitivanu skupinuiznosilo je 182,4 mjeseca, te suvjerojatno tibolesnicioboljeliiumrli prije

same mogucénosti za transplantaciju od posljedica komplikacija osnovne bolesti.

Bubrezna funkcija prije transplantacije je u vecine bolesnika (91%) nadomjestana

hemodijalizom, dok je kod samo 9% ispitanika koriStena peritonealna dijaliza.

Prema podacima Hrvatskog registra za nadomjestanje bubrezne funkcije, 2012. godine u
Republici Hrvatskoj je bubrezna funkcija nadomjestana u 58,7 % bolesnika hemodijalizom, u
4,1 % peritonejskom dijalizom, a 37,2 % bolesnika je imalo funkcionirajuci presadak (120).
Jednu raniju transplantaciju je imalo 8,5% ispitanika, a njih 3,5% dvije prethodne
transplantacije bubrega. Navedeni podaci uzeti su u razmatranje tijekom tumacenja

dobivenih rezultata.

Svi ispitanici su primili organ od mozdano mrtvog darovatelja. Ovi su podaci u skladu sa
statistikom nasSeg transplantacijskog centra gdje je 92% transplantacija od preminulog

darovatelja, a 8% od zivog, srodnog ili nesrodnog darovatelja.
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Kao $to je ve¢ spomenuto, uzorci ispitivane skupine dobiveni su nakon kiruskog uklanjanja
presadenih bubrega iz bolesnika. U nasoj ustanovi indikacije za kirusko uklanjanje presatka
ukljuCuju: Zzivotno ugrozavajuce infekcije kada je potrebna potpuna obustava
imunosupresivne terapije; zivotno ugrozavajuca stanja poput masivnih krvarenja ili tromboze
krvnih Zila presatka; razvoj akutnog odbacivanja nakon zavrénog zatajenja funkcije presatka
kada je vec kod bolesnika zapo€eto nadomjestanje bubreZne funkcije nekom od metoda
dijalize; razvoj rezistentne hipertenzije ili anemije neosjetljive na lijecenje eritropoetinom kod
zavrSnog stadija zatajenja funkcije presatka. Prema literaturi, 80% bolesnika s
transplantiranim bubregom prebolitijekom prve godine po transplantaciji neku infekciju, a
imunosupresivno lijeCenje se smatra glavnim rizi€nim ¢imbenikom, osobito u ranom

posttransplantacijskom razdoblju kada je imunosupresivna terapijaintenzivnija (122,123).

Prema na8im podacima, najéesca indikacija za kirusko uklanjanje presatka bila je kroni¢na
disfunkcija presatka (37,3%), potom zivotno ugrozavajucainfekcija (18,6%), na trecem mjestu
je tromboza krvnih Zila presatka (15,3%), na ¢etvrtom mjestu su Zivotno ugrozavajuce
krvarenje i akutno odbacivanje (11,9%). Prema literaturnim podacima, nakon prve godine po

transplantaciji, 50% presadaka gubi se zbog kroni¢ne disfunkcije presatka (58).

Ucestalost posjedinih indikacija za kirusko uklanjanje presadaka razlikuje se prema vremenu
proteklom od transplantacije do uklanjanja presatka. Vecina ispitivanih uzoraka dobivena je
kiruskim uklanjanjem presadaka u periodu vise od trimjeseca od transplantacije, Stojeiu
skladu sanaj¢es¢omindikacijomzauklanjanje presatka, kronicnomdisfunkcijom presatka. Na
drugom mjestu se nalazi uklanjanje presadaka u periodu unutar mjesec dana od
transplantacije zbog krvarenja odnosno tromboza krvnih zila bubrega. U literaturi se navodi
da zbog tromboze arterije ili vene bubrega dolazi do gubitka 2-7% presadaka u ranom
posttransplantacijskom razdoblju, obi¢no unutar prvih 48 sati (124,125). Na treCem se mjestu
nalaze indikacije u srednjem vremenu (unutar 1-3 mjeseca po transplantaciji) koje uklju€uju
Zivotno ugrozavajuce infekcije ili razvoj akutnih odbacivanja koja nije bilo moguce lijeciti
medikamentozno. Imunosuperesivna terapija je jedan od najvaznijih Cimbenika rizika za

razvoj infekcije u ranom posttransplantacijskom razdoblju ( 126).

Buduci da se radilo o skupini graftektomiranih presadaka prosjecno preZzivljenje presadaka

bilo je nisko, 38,6 mjeseci.
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To je o€ekivano zna€ajno manje nego u ostatku populacije bolesnika s transplantiranim
bubregom. Naime, prema posljednjim dostupnim podacima naseg centra jednogodisSnje
prezivljenje presatka iznosi 96%, a primatelja 98 %. Prema posljednjim podacima iz 2017.
godine petogodiSnje prezZivijenje presatka u naSem centru je 85%, a desetogodisSnje 62%.
Prema literaturi jednogodisSnje preZivljenje presadenih bubrega u Europi iznosi 91%,

petogodisnje 77% a desetogodisnje 56% (127).

Prema dobivenim rezultatima, kod vecine uklonjenih presadaka doslo je do razvoja kroni¢ne
disfunkcije presatkate je u skladu stime hipoteza ovogradabilaistraziti utjecajizrazenosti
Wnt 4 na razvoj kroni¢nih promjena u kirurski uklonjenim presadenim bubrezima. Temeljem
dosadasnijih istraZivanja znamo da je kroni¢na disfunkcija vodecéi uzrok kasnih gubitaka
presadenih bubrega, a karakterizira ju progresivna tubularna atrofija i intersticijska fibroza
kao i mikrovaskularna i glomerularna ostecenja sto se ocCituje postupnim pogorsanjem
funkcije presatka u mjesecima ili godinama nakon transplantacije (69). Incidencija varira od
23% u prvih pet posttransplantacijskih godina, pa sve do 60 % nakon 10 godina po
transplantaciji (128, 129,130).

Za sada se terapija zasniva na agresivnom lijeCenju hipertenzije i dijabetesa te modifikaciji
imunosupersivne terapije u smislu minimizacije inhibitora kalcineurina. To su sve nespecifi¢ni
terapijski postupci. Potrebna je usmjerena terapija kako bi se ogranicilo napredovanje
tubularne atrofije i intersticijske fibroze (131). Dodatne histopatolo$ke promjene koje govore
u prilog kroniciteta su: transplantacijska glomerulopatija, podvostru¢enje bazalnih
membrana glomerularnih kapilara (cg), proSirenje matriksa mezangija (mm), kroni¢ne
promjene na arterijama (cv) i hijalinoza arteriola(ah)(132). Do razvoja intersticijske fibroze i
tubularne atrofije dovode kombinacija imunolo$kih i neimunolo$kih zbivanja (72). Pod
imunoloSka zbivanja ubrajamo odbacivanja posredovana stanicama ili protutijelima te
infekcije, prije svega citomegalovirusom i BK poliomavirusom. Od neimunoloskih zbivanja
utjecaj imaju kvaliteta doniranog organa, na koju utjeCe dob darovatelja i komorbiditeti,
vrijeme hladne ishemije, razvoj odgodene funkcije presatka, imunosupresivno lijeCenje te
Cimbenici zavisni od samog primatelja organa poput dijabetesa, arterijske hipertenzije,

osnovne bubrezZne bolesti te suradljivosti u uzimanju terapije.
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Kao konacan rezultat bilo kojeg od navedenih zbivanja ili viSe njih zajedno dolazi do inicijalne
ozljede tubularnih epitelnih stanica koja rezultira upalom, koja potom moze pokrenuti proces
epitelno-mezenhimalne tranzicije (133,134). Mi smo u nasem istrazivanju u obzir uzeli gore
navedene moguce imunoloSke i neimunoloske Cimbenike te analizirali njihov utjecaj na

izrazenost Wnt4.

Imunohistokemijskim bojanjem prikazali smo izrazenost Wnt 4 u tkivu kirudki ukolonjenih
presadenih bubrega kao i u zdravom tkivu bubrega kontrolne skupine. Prema naSim
rezultatimau zdravom tkivu bubrega kontrolne skupineizrazenostWnt4 je snazna. U svim
uzorcima vise od 50 % stanica, a kod vecine uzoraka i u preko 75% stanica proksimalnih,
distalnih i kanali¢a srzi pokazan je pozitivitet na Wnt 4. U odnosu na kontrolnu skupinu, u
ispitivanoj skupini izrazenost Wnt 4 je bila znacajno manja. Kako bismo pokusali donijeti
zakljucke o mogucim faktorima koji utje€u na izrazenost Wnt 4 analizirali smo brojne
Cimbenike. Prije svega, analizirali smo dob ispitanika i kontrolne skupine. Dob kontrolne
skupine je znac¢ajno visa (prosije€no 56,8 godina) u odnosu na ispitanike Cija je prosje€na dob

bila 40,3 godine u trenutku transplantacije.

Iz navedenih rezultata mozemo zaklju€iti da se Wnt 4 normalno nalazi u zdravom tkivu
bubrega. Temeljem dosadasnjih podataka ne moZzemo zakljuciti ima li njegova izraZzenost
pozitivan utjecaj na funkciju bubrega ili se njegova pojavnost moze dovesti u vezu sa
starenjem organa i postupnim opadanjem bubrezne funkcije kao normalnog fizioloSkog
procesa starenja. Primjerice, Klotho ima zastitnu ulogu, a poznato je da inhibira Wnt signalni
put (135). Povezanost Wnt 4 i Klotha u procesu starenja bubrega tek treba istraziti. Kada smo
koreliralidob sajaCinom izraZzenosti Wnt 4 u kontrolnoj skupini pokazano je da se njegova
izrazenost povecava sa staro$c¢u. Kada usporedujemo dob kao moguci Cimbenik koji utjeCe na
izrazenostWnt4 utkivu bubrega ondau obzirmoramo uzetiidob darovateljabubregakoja
je prosjecCno iznosila 49,8 godina Sto je znaCajno manje u odnosu na dob kontrolne skupine.
Koreliraju¢i dob darovatelja organa sa izrazenosti Wnt 4 nismo dobili statistiCki znaCajne
razlike, §to upucuje da se izrazenost Wnt 4 pona$a drugacije u presadenom organu za razliku
od zdravog tkiva bubrega. Moguci razlozi uklju€uju promjene izrazenosti uslijed patoloskih
promjena u presatku, ali i zbog primjene imunosupresijske terapije. Dob darovatelja ima
statistiCki znacajan utjecaj na duljinu prezivljenja presatka, Sto je i o€ekivani rezultat obzirom

na bolju kvalitetu organa mladeg darovatelja s manje komorbiditeta.
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Utjecaja na izrazenost Wnt 4 nije imao ni uzrok smrti darovatelja. Uzrok smrti darovatelja
imao je statistiCki zna€ajan utjecaj na duljinu prezivljenja presatka gdje su znacajno dulje
prezivljenje imali oni presadci darovatelja umrlih zbog traume. To se mozZe objasniti znacajno
nizom dobi darovatelja stradalih zbog traume i time optere¢enih sa znatno manje
komorbiditeta u odnosu na darovatelje umrle zbog intrakranijalnog krvarenja. Nakon $to smo
u obzir uzeliobiljeZja darovatelja koja mogu imati utjecaja naizrazenost Wnt4 u presatku,
pokusalismo analiziratiiobiljezja primatelja kojabimogla utjecatinapromjenuizrazenosti
Wnt 4. Prije svega, tu smo obratili paznju na osnovnu bubreznu bolest primatelja koja je
uzrokovala zatajenje bubrezne funkcije, duljinu nadomjestanja bubrezne funkcije prije
transplantacije te metodu kojom je bubrezna funkcijanadomjestana. Kao sto je veciranije
spomenuto, vrlo veliki broj ispitanika nije imao jasno definiranu dijagnozu osnovne bolesti,
njih 54,2% su se vodili pod dijagnozom kroni¢nog glomerulonefritisa bez biopsije, dok za
ostaleispitanike, odnosno njihove osnovne bolesti, analizom nije pokazanaznacajnarazlikau

izrazenosti Wnt4.

Vrijeme provedeno na dijalizi prije transplantacije bilo je izrazito dugo s prosjekom od 182,4
mjeseca. To objasnjavamo Cinjenicom da je vecina uzoraka ispitivane skupine iz vremena
kada Republika Hrvatska nije bila ¢lanica Eurotransplanta i kada je lista Cekanja na
kadaveri¢nu transplantaciju bubrega bila izrazito duga. Nije nadeno razlike u izrazenosti Wnt
4 ovisno o vremenu nadomjestanja bubrezne funkcije prije transplantacije. Utjecaja na
izrazenost Wnt 4 nije imala niti metoda kojom je bubrezna funkcija nadomjestana, u preko
90% ispitanika bubrezna funkcija nadomjestana je hemodijalizom, tek kod njih nekoliko je
nadomjestana peritonealnom dijalizom. Kroni¢na infekcija virusom hepatitisa B ili C nije
imala utjecaj naizrazenost Wnt4. No, oniispitanici koji su imali kroni¢nu infekciju virusom
hepatitisa C su imali zna€ajno krace preZivljenje presadenog bubrega. Navedeno je u skladu
sapodacimaizliterature gdje se smatra dainfekcija HCV pogoduje nastanku transplantacijske
glomerulopatije, a ponekad je teSko razlikovati transplantacijsku glomerulopatiju od

hepatitisom C uzrokovanog membranoproliferativnog glomerulonefritisa (136).

Poznat je vrlo vazan utjecaj imunoloskih zbivanja na duljinu prezivljenja presatka, prije svega
prisutnost anti HLA protutijela kod senzibiliziranih bolesnika (137,138). Neki od nasih
ispitanika suimaliiza sebe jednuiili dvije ranije transplantacije bubrega, no navedeno nije

imalo utjecaja naizrazenost Wnt4 u presatku kao niti na duljinu prezivljenja presatka.
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Osim broja ranijih transplantacija, analizirali smo i utjecaj HLA podudarnosti izmedu
darovatelja i primatelja na izrazenost Wnt 4 i duljinu preZivljenja presatka. Najveci broj
ispitanika imao je ukupno 3 ili 4 podudarnosti u lokusima A, B i DR. Posebno smo izdvoijili broj
podudarnosti u lokusu DR za koji se smatra da je najimunogeniji (139,140). Nije utvrdena
povezanost broja ukupnih podudarnosti, niti podudarnosti u DR, sa duljinom prezivljenja

presadaka, kao niti s izrazenosti Wnt 4 u ispitivanim uzorcima.

Svi ispitanici su primali trojnu imunosupresivnu terapiju koja se sastojala od inhibitora
kalcineurina (ciklosporin ili takrolimus), antiproliferativnog lijeka (mikofenolat ili azatioprin) i
kortikosteroida. Indukcijsku terapiju nije primila vecina ispitanika, njih 71,2% $to je u skladu
savremenom kada su tiispitanici transplantirani. Naime, tada se, prema protokolu naseg
centra, indukcijska terapija davala iskljuCivo bolesnicima s procijenjenim visokim
imunoloskim rizikom. Danas je rezim imunosupresivne terapije drugaciji te se prema KDIGO
smjernicama preporuca primjena indukcijske terapije antagonistima IL-2 receptora T
limfocita kod svih bolesnika osim u onih sa visokim imunoloskim rizikom, kada se preporuca
primjena antitimocitnog globulina (32). Prema navedenim smjernicama takrolimus i
mikofenolat su lijekoviizbora u imunosupresiji (141,142). Od onih bolesnika koji su primili
indukcijsku terapiju njih 22% je primilo inhibitor interleukina 2 basiliximab, a svega 6,8%
antitimocitni globulin. Nismo na$li razlike u duljini preZivljenja presadaka kod ispitanika koji
nisu dobili indukcijsku terapiju u odnosu na one koju su je primili. Indukcijska terapija nije
imala utjecaja niti na izrazenost Wnt 4. Kao inhibitor kalcineurina 44 bolesnika su primala
ciklosporin, Sto je takoder u skladu s vremenom kada je transplantacija u€injena i kada je
ciklosporin bio jedini dostupan inhibitor kalcineurina. Kod 7 ispitanika je tijekom lijecenja
ciklosporin zamjenjen takrolimusom. No, uzimanje bilo kojeg od inhibitora kalcineurina nije
imalo utjecaja na izrazenost Wnt 4. Kao antiproliferativni lijek 43 ispitanika su primala
mikofenolat mofetil, a 9 azatioprin, dok je kod 7 ispitanika tijekom lije¢enja mikofenolat
mofetil zamjenjen azatioprinom zbog razli¢itih indikacija. Odabir antiproliferativnog lijeka nije

imao utjecaja na izrazenost Wnt 4.

lzrazenostWnt4 se uispitivanim uzorcimanije razlikovalanitiovisno o indikaciji za kirusko
uklanjanje presatka. Analizom funkcije presadaka, odnosno postojanja odgodene funkcije
presatka, ustanovljeno je da je kod 76,3% ispitanika funkcija presatka odmah uspostavljena.

No, to nije imalo utjecaja naizrazenost Wnt 4.
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Kod 28 ispitanika uc€injena je biopsija presatka prije kiruskog uklanjanja presatka. Indikaciju za
biopsiju presatka predstavljalo je pogorSanje funkcije presatka u smislu porasta serumskog
kreatininailirazvoja proteinurije. Kod 16 ispitanika, kojima je u€injena biopsija, nadeno je
akutno odbacivanje posredovano stanicama, kod 5 akutno odbacivanje posredovano
protutijelima, dok su po tri ispitanika imala izrazenu toksi¢nost inhibitora kalcineurina i
znakove kroni¢ne transplantacijske glomerulopatije. Analizom navedenih podataka nasli smo
da su oni bolesnici kojima je akutno odbacivanje lije¢eno bolusima kortikosteroida imali
znacajno dulje prezivljenje presatka, a izrazenost Wnt 4 je u tim uzorcima bila znacajno visa.
Kod onih bolesnika kojima je zbog akutnog odbacivanja posredovanog protutijelima u€injena
terapijska izmjena plazme nije uoceno razlike uizrazenosti Wnt 4 u odnosu na uzorke kod

kojih nije zabiljezeno akutno odbacivanje.

Analizom histolo$kih nalaza nakon kiruskog uklanjanja presatka kod 44,1% ispitivanih uzoraka
pronadene su akutne promjene u smislu akutnog odbacivanja jacine od grani¢nih promjena
pa sve do odbacivanja Ill stupnja. U uzorcima u kojima su nadene promjene u smislu
odbacivanja, u odnosu na uzorke u kojima nije bilo znakova odbacivanja, nije nadeno razlike
u izrazenosti Wnt 4. 49,2% ispitanika je imalo odredeni stupanj kroni¢nih promjena, u
rasponu od gradusa ldo lll. No, nalaz kroni¢nih promjena nije imao utjecaja naizrazenost
wnt 4. Kod 20,3 % ispitivanih uzoraka verificirani su histopatoloSkom analizom znakovi
toksi¢nostiinhibitora kalcineurina, no to nije imalo utjecaja naizrazenost Wnt 4. Temeljem
navedenih rezultata mozemo zakljuciti da se nakon duljeg vremenskog perioda, izrazenost
Wnt 4 u transplantiranom bubregu gubi i ne ovisi 0 akutnim odnosno kroni¢nim zbivanjima u

presatku.

To moze biti posljedica s jedne strane razvoja kroni¢nih promjena, a s druge strane primjene
imunosupresivne terapije. Nema literaturnih podataka o utjecaju imunosupresivne terapije
naizrazenostWnt4. No, sve je viSe podataka o izazivanju tolerancije djelovanjem naWnt

signalne puteve (143, 144,145,146). Tobi moglo bitizna€ajnoi za transplantacijsku medicinu.
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Kada smo kiruski uklonjene presadene bubrege podijelili u tri skupine, ovisno o vremenu
proteklom od transplantacije kada su uklonjeni iz bolesnika, izrazenost Wnt 4 bila je najve¢a
u onim uzorcima koji su uklonjeni iz bolesnika u kratkom vremenskom razdoblju od
transplantacije, unutar mjesec dana od transplantacije. Temeljem navedenog mozemo
zakljuc€iti da duljim prezivljenjem presatka izrazenost Wnt 4 u tkivu pada, StoviSe njegova
izraZzenost je niZiveciuonimuzorcima tkiva bubrega uklonjenim unutar prvog mjeseca po
transplantaciji u odnosu na kontrolnu skupinu. Moguce da je inicijalna ozljeda, odnosno
hladna ishemija, ta koja doprinosi vec¢oj izrazenosti Wnt4 u bubreznim stanicama. U literaturi
mozZemo naci podatak da je upravo ozljeda tubularnih stanica po€etna tocka u procesu
propadanja bubreznog presatka (142). Nakon ishemije i upale stanice tubula odumiru
apoptozom. Apoptoza stanica je potrebna da bi se bubreg mogao remodelirati i regenerirati.
No, kada broj stanica koje odumru prede regenerativni kapacitet bubrega nastupa slabljenje
funkcije bubrega i brze napreduje gubitak presatka (147,148,149). Nedavnim istrazivanjima
spoznalo se da je ozljeda tubularnih epitelnih stanica povezana sa razvojem fibroblasta koji
imaju svojstva poput miocita u intersticiju bubrega (150). Tubularne epitelne stanice kao
odgovor na ozljedu prolaze kroz fenotipske promjene procesom epitelno-mezenhimalne
tranzicije. Za proces epitelno-mezenhimalne tranzicije je dokazano da se javljaiu drugim
kroni¢nim bubreznim bolestima povezanim sa fibrozom, kao i u epitelnim stanicama drugih
organa. Proces epitelno-mezenhimalne tranzicije je dobro poznat i opisan tijekom
embrionalnog razvoja gdje dolazi do tranzicije mezenhimalnih u epitelne stanice. U
transplantiranom bubregu dolazi do disregulacije ovog procesa (151). Prema nedavnim
istrazivanjima, potvrdeno je da je eksperimetalnim tretiranjem sa BMP 7 (bone
morphogenetic protein 7) doslo do smanjenja fibroze i poboljSanja bubrezne funkcije (152).
tubula i nastanak fibroze (153). Takoder je poznato da ciklosporin poti¢e proces epitelno

mezenhimalne tranzicije in vitro u kulturama stanica proksimalnih tubula (154,155).

U biopsijama humanih uzoraka potvrdena je prisutnost procesa epitelno-mezenhimale
tranzicije, osobito u onim uzorcima gdje je vodeci histoloski nalaz bio tubularna atrofija i
intersticijska fibroza (156,157). Biopsije bubreznih presadaka ucinjene tri mjeseca nakon
transplantacije su pokazale da su u 40% uzoraka markeri epitelno-mezenhimalne tranzicije

biliizraZeni. Dakle, to je proces koji zapocinje vrlo rano po ucinjenoj transplantaciji.
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Osobita povezanostizrazenosti markera epitelno-mezenhimalne tranzicije uo€enaje kod onih
uzorka kod kojih su nadeni znakovi akutnog odbacivanja te onih uzoraka kod kojih je vrijeme
hladne ishemije bilo produljeno (158). Dosadasnjim istrazivanjima o ulozi gena obitelji Wnt u
nastanku fibroze u bubregu na eksperimentalnim Zivotinjskim modelima pretpostavljene su
dvije opre¢ne funkcije Wnt-a kao odgovora na ozljedu bubrega. S jedne strane opisanaje
najjaca izrazenost Wnt 4 unutar 24 sata od ishemijsko-reperfuzijske ozljede i tu se
pretpostavilo da je njegova aktivacija klju¢na u procesu regeneracije bubreznog tkiva (95). S
druge strane, Surendran i suradnici dokazali su najvecu izrazenost Wnt 4 na uzorcima tkiva
Zivotinja gdje su pomocu razli€itih mehanizama uzrokovali nastanak tubularne atrofije i
intrsticijske fibroze. Temeljem navedenog pretpostavila se njegova uloga u nastanku fibroze
bubrega (96). Hladna ishemija per se, to€nije njeno trajanje, je neovisan faktor rizika za
odgodenu funkciju i gubitak presatka (158,159). Kao glavni patofizioloski uzrok gubitka
presatka se navodi akutna tubularna nekroza (160,161,162). Rizik raste s trajanjem hladne
ishemije. Prema istrazivanju Opelza i suradnika (163) kao kriti€no vrijeme navodi se 18 sati
hladne ishemije. Postoje i oprecni rezultati nekih istrazivanja, u odnosu na ranije navedene,
koji pokazuju da trajanje hladne ishemije ne mora dovesti do kraceg Zivota bubreznog
presatka (163,164). S tim se slaZu i rezultati naseg istrazivanja koji su pokazali kako trajanje
hladne ishemije, ¢ak i produzeno, ne dovodi do znacajno kraceg prezivljenja presatka.
Rezultati dobiveni nasim istrazivanjem su potvrdili vaznost izrazenosti Wnt 4 kao vjerojatnog
faktora u regeneraciji bubreznog tkiva te posljedi¢no tome u preZivljenju presatka i njegovu
pojacanu izrazenost kod produzenog trajanja hladne ishemije. Terada i suradnici (95) su
svojim istrazivanjem na miSevima pokazali poja¢anu izrazenost Wnt 4 kod ishemije
bubreznog tkiva te njegovu ulogu u oporavku stanica bubreznih tubula i kod akutne

tubularne nekroze.

Kuncewich i suradnici (165) su slicne rezultate pokazali na humanim modelima oporavka
hepatocita nakon ishemijske ozljede jetre, te su predloZili uvodenje agonista Wnt receptora
koji bi mogli doprinijeti oporavku od ozljede nakon perioda ishemije. lako je Wnt 4 u nasoj
skupinibolesnika bio zna€ajnoizrazen s porastom dobi, njegova najznacajnija povezanostje s
trajanjem hladne ishemije. Prema nasim rezultatima, a uvidom u dostupnu literaturu, ovo je
prvi dokaz u ljudi o ulozi jaCe izrazenosti Wnt 4 i boljem prezivljenju bubreznog presatka kao

Cimbenika regeneracije tkiva nakon perioda ishemije.
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To otvara Citavo podrucje istraZivanja uvodenja moguce terapije Wnt agonista u lijeCenju
ishemijske ozljede bubrega u transplantiranih bolesnika, a moguce i kod ishemijskih ozljeda
bubrega opcenito. Osim te hipoteze, ne moze se iskljuciti niti moguci utjecaj nekog od
imunosupresiva na izrazenost Wnt 4, prije svega inhibitora kalcineurina. Nadalje, mozda u
ranom razdoblju nakon transplantacije imunosupresivna terapija, ali i imunoloski sustav
primatelja ne stignu djelovati naizrazenostWnt4 zbog ¢ega vrijednost ostaje slicnaonoju

zdravim bubrezima.

Vazno je napomenuti da se obitelj Wnt gena sastoji od 19 do sada poznatih ¢lanova €ija uloga
jo$ nije razjasnjena. Mi smo nase istrazivanje ogranicili na Wnt 4, temeljem gore navedenih
istrazivanja na Zivotinjama, gdje je upravo Wnt 4 opisan kao kljuan za regeneraciju odnosno
oporavak funkcije bubrega. Uloga ostalih ¢lanova Wnt obitelji nije poznata i ostaje razjasniti
da li kontinuirana aktivacija Wnt beta kateninskog signalnog puta ili potpuni gubitak Wnt vodi
unastanakfibrozeikojiod lanova obiteljiWntgena, ilinekoliko njih, sukljuéniunavedenom
procesu. Temeljem nasih rezultata mozemo zakljuciti da se u tkivu presadenih bubrega vrlo
rano gubiizrazenost Wnt 4, dok u zdravom tkivu bubrega je on prisutan i korelira sa staroS¢u.
Temeljem toga bi se mogla pretpostaviti njegova uloga u odrzavaniju strukture i funkcije
bubrega. No, svakako su potrebna dodatna daljnjaistraZzivanjaibiopsije velikog broja uzoraka
bubreznih presadaka, moguce €akiu razli€itim vremenima trajanja hladne ishemije, kako
bismo vidjeli u kojem trenutku se njegova izrazenost gubi. Isto tako potrebno je istraziti
ostale ¢lanove Wnt obitelji, jer Wnt 4 mozda samostalno nema funkciju, ve¢ u koordinaciji sa

ostalim ¢lanovima obitelji dolazi do njegove aktivacije ili supresije.
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7. ZAKLJUCCI

Ovim istrazivanjem nismo potvrdili hipotezu da postoji poveéana izrazenost Wnt 4 u presade
nimuodnosunazdrave bubrege.VeénaprotivizrazenostWnt4 je ve¢au zdravimnegou
transplantiranim bubrezima.

1. Utkivu presadenih bubregavrlo rano se gubiizrazenostWnt4, dok je u zdravom tkivu
bubrega on prisutan i korelira sa staro§¢u. Temeljemtoga bi se mogla pretpostaviti njegova
uloga u odrzavaniju strukture i funkcije bubrega tijekom Zivota.

2. Dob darovatelja organa nije znacajno korelirala sa izrazenosti Wnt 4. Toupucuje da se
izraZzenost Wnt 4 pona$a drugacije u presadenom organu u odnosu na zdravo tkivo bubrega.
3. ZnacCajno dulje prezivljenje imaju presatci darovatelja umrlih zbog traume Sto je
najvjerojatnije uzrokovano znac¢ajno nizom dobi darovatelja stradalih zbog traume i sa znatno
manje komorbiditeta u odnosu na druge darovatelje.

3. Broj ukupnih podudarnostii podudarnosti u DR nije povezan sa duljinom prezivljenja
presadaka kao niti s izrazenosti Wnt 4.

4. Terapijaindukcije nema utjecaj naizrazenost Wnt 4 niti prezivljavanje transplantiranih
bubrega. Niti jedan inhibitor kalcineurina nema utjecaj naizrazenost Wnt 4 kao i niti jedan
antiproliferativni lijek.

5. Skupina bolesnika kojima je akutno odbacivanje lije¢eno bolusima kortikosteroida je imala
znacajno dulje prezivljenje presatka i vecu izrazenost Wnt 4.

6. Izrazenost Wnt 4 bila je najveca u onim uzorcima tkiva bubrega koji su uklonjeni iz
bolesnika u kratkom vremenskom razdoblju od transplantacije odnosno unutar mjesec dana
odtransplantacije. Duljimprezivljenjem presatkaizrazenostWnt4 utkivu pada,anjegova
izraZzenostje niza ve¢iuonim uzorcima tkiva bubrega uklonjenim unutar prvog mjeseca po
transplantaciji u odnosu na kontrolnu skupinu.

7. Bolesnici s trajanjem ishemije duzom od 16 sati su imali jaCu izrazenost Wnt 4 u odnosu na
skupinubolesnikasishemijomkracomod 16 sati. No,samotrajanje hladneishemije, Caki
produzeno, ne dovodido znacajnije kraceg prezivljenja presatka. Vrijeme prezivljenja

presatka je bilo znacajno duze u bolesnika s jaCom izrazenosti Wnt 4.
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8. SAZETAK

Postupnim razvojem moderne medicine prezivljenje i kvaliteta Zivota oboljelih od bubreznih
bolesti se zna¢ajno popravlja. Velik dio presadenih bubrega se gubi zbog kroni¢nih promjena
u parenhimu presatka za koji se pretpostavlja da su s jedne strane posljedica nezeljenih
u€inaka imunosupresivnih lijekova, a s druge strane kasnih kroni¢nih imunoloskih zbivanja.
ObiteljWnt (od eng. wingless-type MMTYV integration site family) genaimaklju¢nu ulogu u
embionalnom razvoju bubrega. Pretpostavljena je i njihova uloga tijekom zivota prilikom
ozljede bubrega, te procesa oporavka od ozljede ili procesa fibroze. U dosadasnjim
istrazivanjima, nije jasna njihova uloga niti izrazenost u transplantiranim bubrezima. Cilj ovog
istrazivanja je bio analizirati postoji li poveéana izrazenost Wnt 4 u presadenim u odnosu na
zdrave bubrege, te razlikuje li se u odnosu na uzrok graftektomije. Pratili smo izraZzenost Wnt
4 utkivu zdravih (nativnih) bubregate u tkivu kiruski odstrajenih transplantiranih bubregau
ovisnosti o razli¢itim ¢imbenicima, za koje smatramo da mogu imati utjecaja na njegovu
izrazenost. U istrazivanje smo ukljucili 59 bolesnika kojima je zbog zavr$nog stadija zatajenja
bubrezne funkcije ucinjena transplantacija bubrega s umrle osobe. Kao kontrolna skupina
uzeti su uzorci zdravog tkiva bubrega, dobiveni nefrektomijom 24 bolesnika s lokaliziranim
tumorom bubrega. Dobivenirezultati nisu potvrdilinasu hipotezu, ve¢ suprotno, temeljem
nas$ih rezultata mozemo zakljuditi da se u tkivu presadenih bubrega vrlo rano gubiizrazenost
Wnt4 dok je uzdravomtkivu bubregaon prisutanikorelirasastaroséu. Temeljemtogabise
mogla pretpostaviti njegova uloga u odrzavanju strukture i funkcije bubrega. Nase istraZivanje
je pokazalo kako trajanje hladne ishemije, ¢ak i produzeno, ne dovodi do znacajnije kra¢eg
prezivljenja presatka. Potvrdena je poja¢ana izrazenost Wnt 4 kod produzenog trajanja
hladne ishemije, te njegova vaznost kao vjerojatnog faktora u regeneraciji bubreznog tkiva i
posljedicno tome prezivljenja presatka. Prema nasim rezultatima, a uvidom u dostupnu
literaturu, ovo je prvi dokaz u ljudi o ulozi jaCe izrazenosti Wnt 4 i boljem preZivljenju
bubreznog presatka kao faktora regeneracije tkiva nakon perioda ishemije. To otvara €itavo
podrudje istraZzivanja uvodenja moguce terapije Wnt agonista u lije€enju ishemijske ozljede
bubrega u transplantiranihbolesnika.

Klju¢ne rijeci: transplantacija bubrega, hladna ishemija, Wnt4 gen, prezivljenje prestka, graftektomija,
imunosupresivna terapija
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9. SUMMARY

Expression of Wnt 4 in transplant kidneys

With the gradual development of modern medicine the overall survival and quality of life of
patients with chronic kidney disease significantly improved. Kidney transplantation
significantly enhanced the treatment of end-stage renal disease patients. However, many
transplanted kidneys are lost due to chronic graft changes caused by immunosupression
therapy or occurence of late chronic immunologic response. The family of Wnt (wingless-
type MMTYV integration site family) genes are constituted of 19, till now, described members.
Some of this proteins are present in kidney development but also in the process of kidney
injury and reparation. Due to this published results itis assumed that the same molecules
responsible for the regulation of nephrogenesis also participates in the patophysiology of
tubulointerstitial kidney disease. It is still not clear which Wnt gene is responsible for
protection and which fordamage especially in transplanted kidneys. The aim of this study
was to analyze whether Wnt 4 expression is increased in transplanted kidneys compared to
healthy kdiney samples and is it dependable of different causes of graftectomies. In this
study we have included 59 kidney transplanted patients from deceased donors and 24
nephrectomized patients due to localised kidney tumours as a control group. The obtained
results did not confirmed our hypothesis. On the contrary, the Wnt 4 expression was
significantly lower in the kidney transplanted patients group compared to healthy kidney
tissue samples which was strongly correlated with age. Although the Wnt 4 expression was
correlated with higher age, its most independent and significant correlation was with longer
cold ischemia time. This are, at least to our knowledge, the first results which reported
higherWnt4 expression and better kidney graft survival and its possible role asanfactorin
kidney graft regeneration especially in prolonged ischemia time and acute tubular necrosis.
These results emphasize the importance on future studies of different Wnt receptors

agonists as a novel therapy in treating tissue ichemia injuries.

Keywords: kidney transplantation, cold ischemia, Wnt4 gene, graft survival, graftectomy,
immunossupresive therapy
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