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ABMR- odbacivanje posredovano antitijelima (engl. Antibody Mediated
Rejection)
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ATO- akutno tubularno osteéenje

ATP- adenozin trifosfat
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CAN- kroni¢na nefropatija presatka (engl. Chronic allograft nephropathy)
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DGF- odgodena funkcija presatka engl. Delayed Graft Function
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KDIGO- engl. Kidney Disease Improving Global Outcomes



MHC- glavni kompleks tkivne histokompatibilnosti (engl. Major
Histocompatibility Complex)

KIM-1 molekula bubrezne ozljede-1 (engl. Kidney Injury Molecule-1)

MMP-3 matriks metaloproteinaza-3 (engl. Matrix Metalloproteinase-3)

NAD- nikotinamid adenin dinukleotid (engl. Nicotinamide adenine dinucleotide)
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dinucleotide phosphate)
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1 UvOoD

Bubrezi filtriraju plazmu i iz filtrata uklanjaju otpadne tvari metabolizma, nadziru
volumen i sastav tjelesnih tekuc¢ina. Svake minute bubrezi filtriraju oko 1,100 mL
krvi u minuti. Bubrezi su hormonalno aktivni, lu¢e hormone kao $to su eritropoetin,
renin, kalcitriol (1).

Akutno osteéenje bubrega (AOB) je naglo smanjenje bubrezne funkcije.

Uslijed smanjene glomerularne filtracije u krvi raste koncentracija zavr$nih
spojeva metabolizma duSika, ureje 1 kreatinina. Poremecena je regulacija
elektrolita, acido-bazne ravnoteZze i vode. Razvija se oligurija, stanje kada je
volumen izlu¢enog urina manji od 400 ml u 24 sata.

Akutni poremecaj bubrezne funkcije moze tijekom vremena dovesti do razvoja
kroni¢ne bubrezne bolesti i posljedi¢no do disfunkcije organa.

Bubreg je izrazito osjetljiv na nedovoljnu opskrbu kisikom. U parenhimu bubrega
tijekom ishemije dolazi do propadanja funkcije nefrona zbog narusSenih
biokemijskih procesa koji osiguravaju nesmetano funkcioniranje stanica (1-4).
Postupak transplantacije bubrega je idealan model za proucavanje mehanizma
akutnog bubreznog oSteéenja i oporavka. Tijekom transplantacije bubrega bitno je
Sto krace vrijeme ishemije presatka te brzi oporavak funkcije presatka bubrega sto
¢e direktno utjecati na njegovo dugoro¢no prezivljenje. Prilikom transplantacije
presadak bubrega je izlozen ishemiji pocevsi od eksplantacije kada je prekinuta
cirkulacija pa sve do trenutka ugradnje presatka bubrega i uspostave ponovnog
protoka krvi kroz bubreg. Uspostavom protoka krvi u presatku bubrega aktivira se
slijed dogadaja koji pogorSava bubreznu funkciju, dolazi do akutnog ishemijsko-
reperfuzijskog oStecenja bubrega. Ishemija i reperfuzija (engl. ischemia and
reperfusion, I/R) u bubrezima uzrokuje brojna oSteCenja epitelnih stanica
proksimalnih tubula te njihovu apoptozu i nekrozu.

Brojna istrazivanja su pokazala da I/R u bubrezima inducira ekspresiju molekule
bubrezne ozljede-1 (engl. kidney injury molecule-1, KIM-1) na razini mRNA i
proteina. KIM-1 je glikoprotein eksprimiran na Cetkastoj membrani
dediferenciranih epitelnih stanica proksimalnih tubula koje preuzimaju ulogu
endogenih fagocita. Ima vaznu ulogu u uklanjanju apoptotskih i nekroti¢nih stanica

koje su nastale uslijed I/R oStec¢enja. Tako su u epitelnim stanicama proksimalnih
1



kanali¢a, koje cksprimiraju protein KIM-1, identificirana apoptotska tjelesca.
Drugim rije¢ima, vezuci se na apoptotske stanice preko imunoglobulinske-domene,
epitelne stanice na kojima je eksprimirana KIM-1 preuzimaju ulogu endogenih
fagocita. Pretpostavlja se da je posljedica fagocitoze apoptotskih stanica
posredovanom KIM-1 stvaranje protu-upalnih citokina neophodnih za pravilan
tijek imunoloSkog odgovora, te oporavak/homeostazu bubreznog tkiva nakon I/R
oStecenja (6, 7).

Ekspresija proteina KIM-1 nije uofena u normalnom bubreznom tkivu te Dbi
aberantna ekspresija KIM-1 mogla biti zna¢ajna U prou¢avanju mehanizma akutnog
tubularnog ostecenja i regeneracije (8).

Nadalje, rezultati novijih istrazivanja su ukazali na korelaciju izmedu razine
ekspresije proteina KIM-1 i znakova bubrezne funkcije; u bubrezima s veom
ekspresijom proteina KIM-1 uoc¢ena je redukcija karbamida i kreatinina u serumu
te porast glomerularne filtracije, tj. bolji oporavak funkcije bubrega tijekom
vremena dok smanjena ekspresija proteina KIM-1 stoga moze povecati ucestalost
kroni¢nog oStec¢enja bubrega (8).

Istrazivanja su pokazala da reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen
species; ROS) poticu ekspresiju matriks metaloproteinaze-3 (engl. matrix
metalloproteinase 3; MMP-3) u intersticiju bubrega. MMP-3 sudjeluje u procesu
odvajanja ektodomene proteina KIM-1 s povrsine epitelnih stanica proksimalnih
tubula i sudjeluje u razgradnji proteina izvanstani¢nog matriksa. Istrazivanja I/R
oStecenja provedena na miSevima pokazala su kolokalizaciju te povecanu
ekspresiju proteina KIM-1 i MMP-3 u S3 segmentima proksimalnih tubula bubrega
(9, 10).

Takoder, I/R oStecenje moZe dovesti i do intersticijske fibroze i tubularne atrofije
(engl. interstitial fibrosis and tubular atrophy; IF/TA) koje uzrokuju smanjenje
bubrezne funkcije te gubitak presatka bubrega. Nadalje, upala koja se javlja
tijekom IF/TA uzrokuje loSije prezivljenje bubreznog presatka, iako se moze
nalaziti ispod praga za akutno odbacivanje prema Banff kriterijima (11).

Takav oblik akutnog odbacivanja, koje se javlja unutar prve godine nakon
transplantacije karakterizira upalna infiltracija intersticija mononuklearnim

stanicama bez vidljivog propadanja funkcije presatka (12).



Za dugoro¢no prezivljenje bubreznog presatka osobito je Stetna slaba funkcija
bubrega tijekom prvog tjedna nakon transplantacije, tzv. odgodena funkcija
presatka (OFP) te zahtijeva uporabu dijalize unutar sedam dana od transplantacije
(13).

Stoga, mehanizmi I/R oSte¢enja 1 regeneracije imaju vaznu ulogu u ocuvanju
kvalitete i funkcije bubreznog presatka. Kako tijekom transplantacije presadak
bubrega prolazi I/R oSte¢enje, moze nam posluziti kao model za proucavanje

mehanizma AOB i oporavka transplantiranog bubrega.

Povezanost ekspresije proteina KIM-1 i MMP- tijekom I/R oSte¢enja u bubrezima
ljudi nije dovoljno istrazena (9).

Nase istrazivanje je provedeno na uzorcima protokolarnih i indikacijskih biopsija
transplantiranih bubrega. Uzorci su pripremljeni i obojeni prema standardnim
metodama pripreme histoloSkog preparata za dijagnostiku svjetlosnim
mikroskopom. Kako bi se utvrdila ekspresija proteina KIM-1 i MMP-3 uzorci
biopsija obojani su imunohistokemijskim metodama. Ukupna funkcija bubrega
izrazena je kao mjera vrijednosti serumskog kreatinina te procjenom glomerulske
filtracije pomoéu MDRD jednadzbe ( engl. modification of diet in renal disease;
MDRD).

Akutno odbacivanje bubreZnog presatka i kroni¢ne promjene analizirani su prema
medunarodnim kriterijima Banff klasifikacije (11, 12).

Dobiveni podaci statisticki su obradeni pomoc¢u neparametrijskih testova, Mann-
Whitney U testa i koriStenjem testa usporedbe parova po Durbin-Conoveru, a
razina znacajnosti postavljena je pri vrijednosti p<0,05.

Ova disertacija pruza izvorni znanstveni doprinos u razumijevanju povezanosti
ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3u transplantiranim bubrezima nakon I/R
oStecenja. Dobiveni rezultati omogucit ¢e bolje razumijevanje patofizioloSke uloge
proteina KIM-1 i MMP-3 u AKI te u oporavku tubula i cjelokupne funkcije ljudskih
bubrega.



Budu¢i se ekspresija KIM-1 znacajno povecava nakon I/R oStecenja u odnosu na
zanemarivo malu ekspresiju u bubrezima zdravih osoba, KIM-1 moze posluziti kao
biomarker u prouc¢avanju mehanizma AKI i regeneracije bubrega.

Hipoteza ovog istrazivanja je da su ckspresije proteina KIM-1 i MMP-3 nakon
akutnog ishemijsko-reperfuzijskog oSte¢enja presatka bubrega povezane s
oporavkom tubula i1 funkcijom bubreznog presatka u prvoj godini nakon
transplantacije. Pretpostavlja se da je ekspresija proteina KIM-1 u proksimalnim
tubulima transplantiranih bubrega povezana s boljim oporavkom od akutnog
tubularnog oSte¢enja, dok je povecana ekspresija proteina MMP-3 povezana s

produzenim oStec¢enjem.

Glavni cilj istrazivanja bio je utvrditi povezanost ekspresije proteina KIM-1 i
MMP-3 u uzorcima iglenih biopsija presadaka bubrega nakon akutog ishemijsko-
reperfuzijskog ostecenja, tj. u odgodenoj funkciji presatka te u oporavku funkcije
bubrega 12 mjeseci nakon transplantacije.
Ciljevi istrazivanja za odrediti:
1. Odrediti ekspresiju proteina KIM-1 i MMP-3 u nultim biopsijama
transplantiranih bubrega s akutnim tubularnim osteé¢enjem.
2. Promjenu ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3 unutar 14 dana nakon
transplantacije bubrega s akutnim tubularnim oste¢enjem.
3. Odrediti ekspresiju proteina KIM-1 i MMP-3 u biopsiji transplantiranog
bubrega prilikom epizode akutnog stani¢nog odbacivanja.
4. Odrediti prognosticki znacaj ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3

nabubreznu funkciju.



2 LITERATURNI PREGLED

2.1 Oblici akutnog oStec¢enja bubrega

Akutno oStecenje bubrega moze biti prijebubrezno, bubrezno i postbubrezno.
Prijebubrezno akutno oSteéenje bubrega je reakcija na smanjeni protok krvi kroz
bubreg. Naj¢esc¢e se javlja uslijed popustanja sréane funkcije i manjka
izvanstanic¢ne tekucine. Prijebubrezni uzroci ¢ine 50-80% akutnog oStecenja
bubrega, reverzibilni su, osim u slué¢aju dugotrajne hipoperfuzije koja dovodi do
ishemije tubula s razvojem ishemijske akutne tubularne nekroze i nemoguénosti
oporavka bubrezne funkcije nakon ispravljanja hemodinami¢koga poremecaja.
Ishemijske promjene najvise utjeCu na vanjski dio srzi bubrega. Promjene
karakteristicne za akutno tubularno os$tecenje su privlacenje upalnih stanica s i
infiltracijom bubreznog parenhima, intraglomerulska tromboza, opstrukcija
lumena bubreznih kanali¢a te produzeni oporavak bubrezne funkcije.

Upalna reakcija je potaknuta stvaranjem citokina uslijed oksidativnog stresa i
reaktivnih kisikovih i dusikovih radikala (5, 14).

Bubrezno, intrinzi¢no oste¢enje zahvaca bubrezni parenhim, etioloski se dijeli na
ishemijski ili nefrotoksi¢ni oblik. U 90% slucajeva radi se o akutnom tubularnom
oStec¢enju uslijed smanjenja cirkulacije krvi kroz tkivo bubrega u patofizioloskim
situacijama kao §to su infekcije i sepse.

Nefrotoksi¢no akutno bubrezno osStecenje moze biti i posljedica utjecaja tvari iz
organizma (mioglobin, hemoglobin nakon traume, stani¢ni sadrZzaj nakon raspada
tumora, Kkristali uratne kiseline, oksalat ili kalcij), brojnih lijekova (npr.
aminoglikozidni antibiotici, cisplatina, vankomicin), primjene kontrastnih
sredstava u radiologiji, opojnih droga, biljnih i Zivotinjskih toksina, teskih metala
i organskih otapala.

Intrinzi¢no oStecenje bubrega moze se podijeliti prema primarnom mjestu
oStecenja bubreznog parenhima: glomerula, tubula, intersticija ili krvnih zila.
Akutne upalne promjene poput glomerulonefritisa i intersticijkog nefritisa mogu
progredirati u tesko funkcijsko ostec¢enje bubrega (15, 16 ).



PostbubreZzno oStecenje se javlja nakon opstrukcije kanalnog sustava bubrega.
Najcesce je prisutna fizicka blokada protoka urina. Sam tijek oSteéenja i oporavak
funkcije bubrega ovisi o vremenu u kojem ¢e se otkloniti uzrok opstrukcije,
najée$ée je to kamenac unutar mokraénog sustava. Osim kamenca, opstrukciju
mogu uzrokovati tumor, gnojni sadrzaj te krvni ugrusci. OSteéenje stanica tubula
nastaje ubrzo nakon opstrukcije kanalnog sustava bubrega, raste intratubularni tlak
koji uzrokuje dilataciju kanalnog sustava bubrega i atrofiju parenhima. U fazi kada
se izjednace intratubularni tlak i tlak glomerularne filtracije sve manje se stvara

urina jer se urinarni filtrat reapsorbira u intersticij i limfne zile bubrega (1-4, 17).

2.2 Procjena funkcije bubrega

Metode kojima procjenjujemo funkciju bubrega su odredivanje koncentracije
kreatinina u serumu, glomerulske filtracije i diureze. Vrijednosti serumskog
kreatinina ne rastu dok nije izgubljeno vise od 50% funkcionalnih glomerula, stoga
je teSko postaviti ranu dijagnozu akutnog oSteéenja bubrega. Referentne
vrijednosti koncentracije kreatinina u serumu su izmedu 64 i 104 pmol/L.

Za procjenu stupnja akutnog oSteéenja bubrega koriste se klasifikacije: RIFLE,
AKIN i KDIGO (17).

Klasifikacija RIFLE (engl. Risk, Injury, Failure, Loss, End stage renal disease)
dijeli akutno oSteCenje bubrega prema porastu vrijednosti kreatinina jednako ili
viSe od 50 % od osnovne vrijednosti i/ili pad glomerularne filtracije jednako ili
viSe od 25 % i/ili smanjenje izlucene mokrac¢e manje od 0.5 ml/kg tjelesne teZine/h

tijekom 6 ili viSe sati (Tablica 1.)



Tablica 1. Klasifikacija RIFLE* za akutno oStecenje bubrega.

* RIFLE: klasifikacija rizika, oSte¢enja, zatajenja i gubitka bubrega (engl. Risk,

GF Izlu¢ivanje urina
Risk (rizik) 1 kreatinin 1,5 x ili Urin < 0,5 mL/kg/h tijekom 6 sati
| GF>25%
Injury (o$tecenje) 1 kreatinin do 2 x ili | Urin < mL/Kkg /h tijekom 12 sati
| GF>25%
Failure (zatajivanje) | 1 kreatinin do 3 x ili | Urin < 0.3 mL/kg /h tijekom 24 sata ili
kreatinin>353,6 anurija tijekom 12 sati
umol/L ili
| GF>75%
Loss (gubitak) Prezentno AOB, potpuni gubitak funkcije >4 tjedna
ESRD (zavrsni stadij uremija
KBB)

*Injury, Failure, Loss, End stage renal disease), GF - glomerulska filtracija; AOB
- akutno oSteéenje bubrega, ESRD (engl. End Stage Renal Disease), KBB, kroni¢na
bubrezna bolest;

mL/kg/h — mL / kg tjelesne tezine / sat. Prilagodeno prema Kes P. I sur. (17.).

Klasifikacija AKIN (engl. Acute Kidney Injury Network) modificirana je verzija

klasifikacije RIFLE akutnog oStecenja bubrega (Tablica 2).

Tablica 2. Klasifikacija AKIN za akutno o$te¢enje bubrega

Stadij AOB-a | Kreatinin u serumu Izlu¢ivanje urina

1. Apsolutno povecanje >26,5 umol/L ili < 0,5 ml/kg tjelesne tezine/h
Kreatinin 1,5-2x od osnovne vrijednosti tijekom > 6 sati

2. kreatinin 2-3 x od osnovne vrijednosti < 0,5 ml/kg tjelesne tezine/h

tijekom > 12 sati

3. kreatinin >3 x od osnovne vrijednosti ili < 0,5 ml/kg tjelesne tezine/h
kreatinin > 353,6 pmol/L s apsolutnim tijekom > 24 sata ili anurija
povecanjem za > 44,2 umol/L ili tijekom 12 sati
nadomjeStanje bubrezne funkcije dijalizom

* Klasifikacija AKIN (engl. Acute Kidney Injury Network), AOB - akutno oSteenje
bubrega, * mL/kg/h — mL / kg tjelesne tezine / sat; prilagodeno prema Kes P. | sur.
(17.).




Klasifikacija po KDIGO-u (engl. Kidney Disease Improving Global Outcomes)
modificirana je verzija koja objedinjuje obje prethodne klasifikacije RIFLE i AKIN
(Tablica 3).

Prema klasifikaciji KDIGO razlikuju se tri stadija akutnog oStec¢enja bubrega.
Stadij 1 karakterizira porast serumske koncentracije kreatinina za 1,5 do 1,9 puta
od pocetne vrijednosti koja je jednaka ili visa od 26,5 pmol/L, uz izlucivanje
mokra¢e manje od 0,5 ml/kg tjelesne tezine/h tijekom 6 do 12 sati.

U stadiju 2 porast koncentracije kreatinina iznosi 2,0 do 2,9 puta viSe od pocetne
vrijednosti uz izlu¢ivanje mokra¢e manje od 0,5 ml/kg tjelesne tezine/h tijekom
vise od 12 sati.

U stadiju 3 koncentracija kreatinina je 3,0 puta veéa od pocetne vrijednosti,
odnosno iznosi jednako ili viSe od 353,6 pmol/L, uz izlu€¢ivanje mokrace manje od

0,3 ml/kg tjelesne tezine/h tijekom vise od 24 sata ili anurija (17-19).

Tablica 3. Klasifikacija KDIGO za akutno oStecenje bubrega

Stadij AOB-a | Kreatinin u serumu Izlu¢ivanje urina

1. Porast kreatinina za >26,5 umol/L unutar | < 0,5 ml/kg tjelesne
48 sati ili porast kreatinina od osnovne tezine/sat tijekom > 8 sati
vrijednosti za 1,5-1,9 X unutar 7 dana

2. Porast kreatinina od osnovne vrijednosti < 0,5 ml/kg/sat tijekom > 16
za 2,0-2,9 x unutar 7 dana sati

3. Porast kreatinina od osnovne vrijednosti < 0,3 ml/kg/sat tijekom 24
za vise od 3 x unutar 7 dana ili sata ili anurija tijekom 12
nadomjestanje bubreZne funkcije sati
dijalizom

* KDIGO (engl. Kidney Disease Improving Global Outcomes), AOB - akutno
oStecenje bubrega, mL/kg/h — mL / kg tjelesne tezine / sat; prilagodeno prema Kes
P. Isur. (17.).

Procjena glomerularne filtracije (engl. Estimated Glomerular Filtration Rate,
eGFR) je procjena volumena krvi koji protjece u minuti kroz krvne zile glomerula

2 | a izraunava se s pomodéu jednadzbe za MDRD (engl.

u povrSini 1,73 m
Modification of Diet in Renal Disease). Jednadzba se temelji na umnosku
koncentracije serumskog kreatinina i varijabli dob, spol i rasa.

eGFR (mI/min/1,73 m?)= 175 x [kreatinin u serumu (mg/dL)] "+*** x [dob] "*2%3 x

(1,212 afroamerikanci) x (0,742 zenski spol)) (17).



Pri akutnom oStecenju bubrega upotreba jednadzbe MDRD moZze dovesti do
pogreske u procjeni funkcije bubrega jer se radi o akutnom zbivanju u vrlo kratkom
vremenu nedovoljno da bi doSlo do povecanja koncentracije kreatinina u serumu a

koja se moze odrediti laboratorijskim testovima (17).

U pocetnoj fazi oporavka funkcije bubrega prvo se uspostavlja glomerulska
filtracija, a tek kasnije funkcija tubula. Tijekom pra¢enja oporavka funkcije
bubrega svakodnevno se mjeri koncentracija kreatinina u serumu, iako taj test ima
niskuosjetljivost i specifi¢nost u procjeni oporavka funkcije bubrega.

Vecina biomarkera, kao i molekula bubrezne ozljede-1, pokazali su se korisnima
samo ako je bilo poznato vrijeme oStecenja i etiologija glomerularne filtracije.
Vecina biomarkera nije specificna za pojedini oblik akutnog oSteCenja bubrega
(AOB). Nastoji se pronaci dijagnostic¢ki osjetljiv i specifican biomarker koji ¢e
pouzdano identificirati AOB.

Kako bi se izbjeglo teze oSteéenje parenhima i razvoj kroniéne bubrezne bolesti te
postigao $to brzi oporavak funkcije bubrega potrebna je rana detekcija akutnog
oStecenja bubrega. Klju¢nu ulogu u tome imaju biomarkeri bubrezne ozljede (14).
Problem AOB-a je $to se radi o klinickom sindromu koji je posljedica niza drugih
sindroma poput kardiorenalnog, hepatorenalnog, nefrotoksi¢nog 1 septi€nog
sindroma kao i akutnog intersticijskog nefritisa te ne postoji jedan biomarker za
detekciju AOB-a, odnosno niti jedan biomarker se do sada nije pokazao dovoljno
osjetljiv za cijeli spektar uzroka AOB-a (20).



2.3 HistoloSka grada bubrega

Bubreg je paran organ, okruzen vezivnom kapsulom. Sastoji od kore (lat. cortex
renalis) debljine oko jedan centimetar te srzi (lat. medulla renalis) koju ¢ine 8
dol18 piramida bubrega. Kora bubrega smjeStena je periferno, supkapsularno, te se
proteze izmedu piramida medule prema hilusu bubrega (21).

Osnovna funkcionalna jedinica bubrega je nefron. Svaki bubreg sadrzi od 1 do 4
milijuna nefrona. Nefron je struktura koju ¢ine: glomerul (bubrezno tjelesce), iz
kojeg izlazi sekretorni proksimalni zavijeni tubul, nastavlja se u dio nazvan
Henleova petlja, koja je gradena od silaznog i uzlaznog kraka te se nakon toga
nastavlja u distalni zavijeni tubul koji se nastavlja na sabirne tubule sa zavrSetkom

U bubreznim vréevima koji se spajaju u bubreznu nakapnicu (2), (Slika 1).
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Slika 1. Grada nefrona. Oznacena je grada nefrona po segmentima uz smjestaj po
regijama bubreznnog parenhima uz krvne zile vanjske medule (preuzeto i

prilagodeno prema Bonventre i sur. 2013. (2)).
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Glomerul ili bubrezno tjeleSce gradeno je od klupka krvnih kapilara, kojeg obavija
glomerularna (Bowmanova) kapsula. Bazalna membrana kapilara nalazi se izmedu
fenestriranih endotelnih stanica glomerula, koje se nalaze s unutarnje strane
membrane, podocita, epitelnih stanica koje se nalaze s vanjske strane membrane.
Glomerularna filtracijska barijera ukljucuje tri sloja:epitelne stanice glomerula,
bazalnu membranu i fenestrirane endotelne stanice; te predstavlja posljednju
barijeru prolasku proteina u urinarni filtrat (21).

Funkcionalno sekretorni tubul pocinje u glomerulu kao proksimalni zavijeni tubul,
a graden je od jednoslojnog kubi¢nog ili cilindri¢nog epitela koji na svojoj
apikalnoj povr$ini ima Cetkastu membranu od brojnih mikrovila. Na bazalnim i
lateralnim dijelovima stani¢ne membrane smjeStene su brojne Na/ K- ATPazne
pumpe vazne za aktivni prijenos natrija kroz membrane stanica (21).

Epitelne stanice tubula imaju obilnu citoplazmu i brojne mitohondrije. Na
stani¢noj povrSini prisutni  su mikrovili koji tvore cetkastu = membranu
karakteristicnu za tubule. Mikrovili povecavaju funkcionalnu povrSinu membrane
stanice prilikom apsorpcije i sekrecije tvari (17, 22).

Proksimalni zavijeni tubul nastavlja se u dio nazvan Henleova petlja, koja je
gradena od silaznog debelog kraka, tankog zavijenog segmenta i debelog uzlaznog
kraka te se nakon toga nastavlja u distalni zavijeni tubul.

Distalni zavijeni tubul graden je od jednoslojnog kubiénog epitela, a razlikuje se
od proksimalnog zavijenog kanali¢a po tome S§to te tubularne stanice na svojim
apikalnim povrsinama nemaju ¢etkastu membranu od mikrovila. Distalni zavijeni
kanali¢ u jednom dijelu prilijeze uz dovodnu arteriolu glomerula. To podruéje
naziva se macula densa, a sadrzi stanice koje su osjetljive na koncentraciju iona u
plazmi i volumen vode u kanali¢ima ¢ime je regulirano otpustanje renina u krvotok.
Stanice macule dense i dovodne arteriole ¢ine jukstaglomerularni aparat (21).
Izmedu kanali¢a u parenhimu bubrega nalazi se intersticij, a koji ¢ini oko 8%
bubreznog parenhima. Intersticij je graden od vezivog tkiva kojeg ¢ine fibroblasti
I kolagena vlakna. Osim vezivnog tkiva, u intersticiju su smjestene male krvne Zile
¢ije endotelne stanicesintetiziraju prostaglandine i prostacikline te endokrine
stanice koje sudjeluju u sintezi renina i eritropoetina; sto sve utje¢e na protok krvi

kroz bubrezni parenhim (1, 21).
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2.4 Akutno ishemijsko-reperfuzijsko osteé¢enje presatka bubrega

Postupak transplantacije bubrega je idealan model za proucavanje mehanizma
akutnog bubreznog oStecenja i njegovog oporavka. Presadak bubrega tijekom
postupka transplantacije prolazi kroz ishemijsko-reperfuzijsko ostecenje koje je
jedno od ¢imbenika akutnog oSteéenja tubula (1, 23-25).

Dugotrajna nedovoljna opskrba tkiva bubrega kisikom uzrokuje oStecenje epitelnih
stanica tubula, zbog toga disfunkcija bubrega traje i nakon uklanjanja
hemodinamskog poremecaja.

U pocetnoj, ishemijskoj fazi, smanjuje se protok krvi kroz bubreg na minimum te
se uslijed nedostatka kisika i hranjivih tvari mijenja unutarstani¢na koncentracija
iona, potroSen je staniéni adenozin-trifosfat (ATP), posljedicno se stvaraju
slobodni kisikovi radikali (2, 17, 23-26).

Vazokonstrikcija krvnih zila unutar bubrega uzrokuje smanjenje protoka i
raspodjelu krvi u bubreZnom parenhimu ponajvise u vanjskom dijelu bubrezne srzi.
Ostecéene epitelne stanice tubula privlace upalne stanice koje infiltriraju okolno
tkivo, uzrokujuci lokalno ostecenje oslobadanjem slobodnih kisikovih radikala,
proteaza i daljnjom proizvodnjom upalnih citokina. Poveéava se koncentracija
raznih citokina 1 kemokina koji imaju znacajnu ulogu u upali. Medudjelovanje
leukocita i endotela uzrokuje dilataciju krvozilne mreze s posljediénom
kongestijom bubrezne srzi $to dodatno smanjuje regionalni protok krvi u srzi
bubrega. Ostecene epitelne stanice mogu zacepiti lumen tubula na dva osnovna
na¢ina, povecanjem volumena stanice bubrenjem i vakuolizacijom, ili se mogu
odljustiti u lumen, a $to uzrokuje vracanje filtrata prema glomerulu i porast tlaka
unutar tubula. Za oporavak funkcije epitelnih stanica i strukture tubula potrebno
je ukloniti odljusteni staniéni detritus u lumenu da bi se osigurala nesmetana

proto¢nost urinarnog filtrata kroz tubule (17, 27).

Slijedi stadij pogorsanja funkcije bubrega u kojem, tijekom maksimalno trajanja

tri dana, perzistiraju ishemija tkiva i primarni upalni odgovor. Upalni odgovor na

13



oStecenje endotelnih stanica malih krvnih Zila i vrijeme trajanja ishemije ne
pruzaju brzi oporavak nakon vracanja protoka krvi kroz bubreg.

Zbog nekroze i apoptoze dolazi do oStecenja i smrti stanica. Stanice bubreznog
epitela rijetko podlijezu ¢istoj nekrozi i uglavnom se radi o reverzibilnim
oStec¢enjima epitelnih stanica tubula.

U fazi odrzavanja koja traje od 3. do 8. dana od pocetka ishemijskog oStecenja,
postupno se oporavljaju stanice tubula, prisutan je oporavak i proliferacija stanica
endotela i1 epitela tubula. Uspostavlja se prijaSnja struktura i funkcija stanica,
krvotok se normalizira no perzistira slaba funkcija bubrega unato¢ prestanku
ishemije.

Oko osmog dana od pocetka ishemije slijedi faza oporavka funkcije bubrega. U
ovoj fazi moze do¢i do naglog povecanja izluCenog urina jer stanice tubula nisu u

stanju odrzavati homeostazu soli i vode (17, 27).

2.4.1 Stani¢ne promjene tubula uslijed ishemije-reperfuzije

-----

oStec¢enje. U unutarbubreznom zatajenju funkcije uzrokovanom hipoperfuzijom,
prisutno je strukturalno tubularno oStecenje koje izostaje kod prijebubreznog
zatajenja funkcije bubrega.

Ishemijsko Stecenje bubrega najizrazenije je u S3 segmentu proksimalnog tubula.
U proksimalnim tubulima uslijed ishemijsko-reperfuzijskog ostecenja dolazi do
poremecaja uskih medustani¢nih spojeva, promjene polariteta epitelnih stanica,
gubitka Cetkaste povrSine, promjene polozaja integrina i Na*/K*-ATPazne pumpe
na povrsini epitelnih stanica te dilatacije lumena tubula.

Ishemija smanjuje stanicni ATP, a posljedi¢no se inaktivira Na'/K*-ATPaza.
Uslijed prestanka aktivnosti Na*/K*-ATPazne pumpe raste razina natrija u
citoplazmi stanice i javlja se stani¢ni edem, a nakupljanjem Kkalcija u
mitohondrijima pospjeSuje se stvaranje slobodnih kisikovih radikala (eng. Reactive
Oxigen Species, ROS). U lumenu proksimalnih tubula formiraju se cilindri
odljustenih epitelnih stanica, neutrofilnih granulocita i filtriranih, precipitiranih
bjelancevina u lumenu koji se nazivaju zrnati proteinski cilindri. Takvi cilindri

uzrokuju opstrukciju i dilataciju tubula te dolazi do redukcije glomerularne
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filtracije. Jedna od znacéajnijih morfolo$kih promjena u intrinzicnom oSte¢enju je
upravo dilatacija lumena tubula. Epitelne stanice koje su nadene u lumenu tubula
mogu se ponovno priévrstiti na bazalnu membranu tubula i rediferencirati (2, 4,
24, 28, 29) (Slika 2).
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Slika 2. Uslijed ishemijsko-reperfuzijskog oStecenja javljaju se morfoloske
promjene u proksimalnim tubulima: gubitak polariteta, gubitak cetkaste membrane,
premjesStanje integrina i Na*/K*-ATPaze na apikalnu povrSinu epitelnih stanica
proksimalnih tubula. Vijabilne i nevijabilne stanice odvajaju se u lumen tubula te
njihovo nakupljanje u cilindre wuzrokuje opstrukciju lumena i smanjenje

glomerularne filtracije (preuzeto i prilagodeno prema Schrier i sur. 2004. (24)).

Ishemijsko akutno oSte¢enje proksimalnih tubula mozZe se uoc¢iti patohistoloSkom

analizom protokolarnih biopsija presatka bubrega nakon transplantacije (4, 30).
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Prisutnost cilindara i epitelnihstanica tubula u urinu potvrduje tubularno stani¢no

oStecenje i smrt stanica apoptozom i/ili nekrozom (2).

Zbog ishemije mijenja se organizacija citoskeleta endotelnih stanica arteriola,
prekida se integritet endotelnih medustani¢nih uskih spojeva peritubularnih
kapilara, dolazi do funkcionalnog poremecaja barijere endotelnih stanica i
povecane vaskularne permeabilnosti (31-33). Uspostavom ponovnog protoka krvi,
reperfuzijom, u presatku bubrega aktivira se slijed dogadaja koji pogorSava
bubreznu funkciju. Uslijed naglog porasta razine Kkisika u parenhimu bubrega
stvaraju se velike koli¢ine slobodnih kisikovih radikalau mitohondrijima epitelnih
stanica a koji uzrokuju lipidnu peroksidaciju i karbonilaciju proteina.Rezultat je
oSte¢enje mitohondrija s daljnjim otpuStanjem slobodnih radikala i1 aktivacije
apoptotskog puta s posljedi¢nim propadanjem epitelnih stanica tubula (34, 35).
Ishemija uzrokuje intersticijsku upalu 1 oSte¢enje malih krvnih zila koju
karakterizira bubrenje endotelnih stanica s posljediénom okluzijom malih krvnih
zila te dolazi do izostanka ponovnog protoka krvi, pojava fenomena ,,no-reflow*.
Redukcija krvotoka tijekom reperfuzije pogorsava hipoksiju i doprinosi opseznoj
stani¢noj smrti epitelnih stanica tubula dominantno u podrucju vanjskog dijela
srzi bubrega (29, 32, 36).

Glavnu ulogu u patofiziologiji akutnog ostecenja bubrega imaju endotelne stanice
i glatke miSi¢ne stanice mikrocirkulacijskog sustava. Endotelne stanice doprinose
patologiji ishemijskog AOB. Pojacana interakcija izmedu endotelnih stanica i1
leukocita u cirkulaciji je posljedica pojacane ekspresije adhezivnih molekula na
endotelnim stanicama kao $to su VCAM-1, ICAM-1 i E-selektini na oSte¢enim
endotelnim stanicama i pojacana ekspresija L-selektina na leukocitima. Aktiviraju
se leukociti, dolazi do opstrukcije kapilara i venula, transmigracija leukocita,
stvaranje citokina i ubrzano proupalno stanje (2).

Ishemija i reperfuzija dovode do aktivacije programirane stani¢ne smrti, apoptoze
(nuklearna fragmentacija, bubrenje plazmatske membrane, skupljanja stanice i
gubitka potencijala i integriteta mitohondrijske membrane), autofagijom povezane
stani¢ne smrti (citoplazmatska vakuolizacija, gubitak organela i akumulacija

vakuola s membranskim vretenima) i nekroza (progresivno bubrenje stanice i
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organela, ruptura plazmatske membrane i curenje lizosomskih enzima u
izvanstani¢ni prostor) (17, 26).

Oppong i suradnici (25) su analizirali utjecaj akutnog oStecenja tubula tijekom
reperfuzije na ishod funkcije bubrega. Analizirali su akutne promjene tubula prema
novom, standardiziranom sistemu. Prema njihovim saznanjima, akutno oStecenje
tubula ne korelira s odgodenom funkcijom presatka, akutnim odbacivanjem, niti s
prezivljenjem presatka. Suprotno tome, umjereno do tesko kroni¢no oStecenje
parenhima povezano je sa smanjenom glomerularnom filtracijom 5 godina nakon
transplantacije (25).

Kroni¢éna hipoksija uslijed oStecenja endotelnih stanica moze utjecati na
kontinuirano oSte¢enje tubularnog epitela i razvoju tubulointersticijske fibroze
(31, 32, 37).

Akutna tubularna nekroza (engl. Acute Tubular Necrosis, ATN) je pojam koji se
Cesto navodi u studijama bez jasno definiranog sustava stupnjevanja oSteéenja, a,
glavni uzroénici su ishemija i nefrotoksi¢ni agensi. Ukljucuje i intrinzi¢ni uzrok
disfunkcije organa koji ¢esto ne korelira s histoloskim strukturalnim promjenama
bubreznog parenhima. (25, 38).

Akutne i1 kroni¢ne promjene bubrega analizirane su prema kriterijima iz Banff
klasifikacije (39-41).

Nekroti¢ne stanice izrazito su imunostimulatorne i dovode do infiltracije upalnih
stanica i stvaranja citokina. Ovaj sterilni imuni odgovor uklju¢uje signalne
dogadaje kroz molekule koje prepoznaju uzorke, kao §to su TLR ( engl. Toll Like
Receptor ), pokretanje 1 aktivacija imunih stanica urodenog i1 steCcenog imunog

sustava i aktivaciju sistema komplementa (31).
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2.4.2 Posrednici upale

Neutrofilni leukociti (neutrofili) se javljaju u akutnoj upali, transmigracijom
prolaze kroz stijenku krvne zile i nastavljaju kretanje usmjereno kemotakti¢nim
tvarima kroz medustaniéne prostore, prema mjestu upale. Infiltracija neutrofila
znacajno je povezana s dugotrajnom hladnom ishemijom i s odgodenom funkcijom
presatka. Zivotni vijek im je genski programiran i iznosi dva do &etiri dana.
PoviSene koncentracije serumskog kreatinina 3 do 6 mjeseci nakon transplantacije
takoder su povezane s prisutno§éu neutrofila i trombocita u bubreznom parenhimu
nakon reperfuzije. Slobodni kisikovi radikali oStecuju tkiva peroksidacijom lipida
i aktivacijom endotelnih stanica. Dolazi do funkcionalnog i strukturalnog
stani¢nog oStecenja (42).

Neutrofili se smatraju primarnim medijatorima ozljede ¢ija aktivacija vodi u
otpustanje slobodnih kisikovih radikala, raznih proteaza i dovodi do ozljede
bubreznog tkiva. Po aktivaciji makrofagi otpuStaju proteoliticke enzime 1
proupalne citokine. Imunoloski odgovor posredovan s TLR 4 povezan je i s
bubreznom fibrozom.

Makrofagi su u bubregu smjesteni u tubularnom intersticiju i mezangiju glomerula.
Osnovna uloga makrofaga je CiS¢enje intersticijskog okolisa od stani¢nog
detritusa. Makrofagi se javljaju u bubregu unutar 30 minuta od reperfuzije, vrhunac
infiltracije neutrofila i makrofaga je tijekom 24-48 sati i poviSene vrijednosti traju
sve do minimalno Sestog dana nakon reperfuzijskog osStec¢enja. Uklanjaju stanicni
detritus i apoptotske stanice, sudjeluju u smanjenju ozljede i poti¢u obnovu tkiva.
Nakon fagocitiranja nekroti€nih ostataka dolazi do promjene u ekspresiji
povrsinskih proteina te produkcije citokina i proupalnih ¢imbenika (43-45).
Makrofagi i dendriti¢ne stanice imaju vaznu ulogu u urodenom i ste¢enom imunom
odgovoru na akutno ishemijsko-reperfuzijsko oStecenje, izrazavaju veliki broj
stani¢nih povrSinskih proteina poput proupalnih citokina kao S§to su interleukini:
IL-1a, IL-6, IL-12 i faktor tumorske nekroze-alfa (45).

Mosser i suradnici u svojoj studiji proucavali sufunkciju makrofaga u ishemijsko-

reperfuzijskom modelu oSte¢enja bubrega te su pokazali daaktivacija makrofaga
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korelira s popravkom oSte¢enog parenhima bubrega a ne sa samim oSteéenjem
parenhima (44).

Infiltracija makrofaga i lokalna proliferacija korelira s tezinom oStecenja
glomerula i tubulo-intersticija (46).

Rezultati studije Sang-Kyung Jo pokazali su da makrofagi imaju vaznu ulogu u
ishemijsko-reperfuzijskom ostecenju. Makrofagi sudjeluju u bubreznom ostecenju
stvaranjem brojnih proupalnih citokina: interleukin-6,faktor tumorske nekroze-a,

interleukin-1 B, i interferon-vy, te proteolitickih enzima koji oSte¢uju tkivo (47).

2.4.3 Odgodena funkcija presatka bubrega

Odgodena funkcija presatka je specificni oblik akutnog oStecenja transplantiranog
bubrega. Prisutan je spori oporavak funkcije presatka bubrega u prvih desetak dana
od transplantacije. Funkcija bubrega mjeri se vrijednostima kreatinina u serumu,
procjenom glomerularne funkcije i diurezom. Sporiji strukturalni i funkcionalni
oporavak presatka bubrega nakon transplantacije posljedica je teze ishemijsko-
reperfuzijske ozljede i trajanja OFP. Smatra se da produzeni oporavak funkcije
presatka negativno utje¢e na njegovo dugorocno prezivljenje. Prema rezultatima
studije Castro Filho i sur. patohistoloSkom analizom biopsija presadaka bubrega
koji imaju i odgodenu funkciju i akutno odbacivanje, najéesce je prisutno akutno
oStecenje tubula, a zatim po pojavnosti slijede akutno odbacivanje 1 grani¢no
odbacivanje.  Takvi presatci imaju 5-godisnju stopu prezivljenja 34%, prema
podacima za Sjedinjene Americke Drzave (13, 48-54).

2.4.4 Regeneracija

Nakon akutnog oSteéenja, epitel tubula bubrega obnavlja se s prezivjelim
intrinzi¢nim  epitelnim stanicama. Dediferencirane progenitorne stanice
naseljavaju oSteé¢ena ogoljela mjesta tubula i time obnavljaju strukturu i funkciju
tubula (55-56). Rezultati istrazivanja koje su proveli Humphreys i sur. (57) ukazuju
da su nakon akutnog oSte¢enja uocCene nove epitelne stanice stvorene diobom

prezivjelih koje zamjenjuju oStec¢ene i nekroti¢ne stanice.
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2.5 Biopsije bubrega

Prema kriterijima iz Banff klasifikacije iglena biopsija tkiva bubrega mora imati
najmanje sedam glomerula i jednu arteriju, odnosno optimalno deset glomerula i
dvije arterije.

Nulte biopsije bubreznog presatka su biopsije koje se provode tijekom same
transplantacije bubrega, bilo prije, ili nakon uspostave protoka u presatku bubrega.
Svrha nultih biopsija je utvrdivanje pocetnog histoloskog stanja presatka, moze se
utvrditi porijeklo lezije,da li je lezija novonastala ili je prenijeta od darivatelja,
kako bi se kod idu¢ih kronoloSki poredanih protokolarnih biopsija mogao
usporediti histoloski nalaz bubrega te procijeniti funkcija presatka, utvrditi stupanj
regeneracije tubula te predvidjeti ishod, prezivljenje presatka bubrega (58-62).
Primjer korisnosti uzimanja protokolarnih biopsija je nalaz grani¢nog
odbacivanja, a kao $to su uoc¢ili Wilkinson i suradnici u svojoj studiji, tes su
zakljucili da polovica epizoda odbacivanja moze biti bez funkcionalnih znakova
oStecenja, te moze proc¢i nezapazeno. Protokolarne biopsije su korisne i U
procjenjivanju kroni¢nih promjena koje mogu utjecati na funkciju i1 prezivljenje
presatka (59-62).

Patohistoloska analiza biopsije bubrega ima vaznu ulogu u dijagnozi odbacivanja
i ispravnom lije¢enju u indikacijkoj biopsiji presatka koja se uzorkuje zbog
funkcionalnih znakova oste¢enja, pogotovo ako je uzorkovanje pravovremeno.(63,
64).

Indikacije za biopsiju bubrega ukljucuju kontinuirano poviSene vrijednosti
kreatinina u serumu, smanjenje eGFR i oliguriju (65-67).

U ranom poslije-transplantacijskom razdoblju indikacijska biopsija presatka
potrebna je kako bi se mogli definirati uzroci akutnog ostecenja bubrega, radi li
se samo o OFP , ili je prisutno akutno odbacivanje (12, 16).

U postupku transplantacije bubrega bitno je $to kraée vrijeme ishemije te brzi
oporavak funkcije presatka bubrega jer isti uvjetuju njegovo dugoroéno
prezivljenje (2, 4).

Prema ovome, akutno oSteéenje bubrega je Cesta komplikacija u svim fazama
transplantacije i razdoblju nakon transplantacije te je prisutan veliki rizik za

odgodenu funkciju bubrega, sve do propadanja funkcije i gubitka presatka bubrega.
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Stoga je velika potreba za ranim, pouzdanim i u¢inkovitim bioloSkim markerima
akutnog oStecenja bubrega (38).

Idealan marker trebao bi biti neinvazivan, lako mjerljiv u uzorcima krvi i urina,
pouzdan, visoko osjetljiv i specifiCan za AOB. Trebao bi predvidjeti stupanj
oSte¢enja i ujedno brzinu oporavka funkcije presatka bubrega, no da li takav

marker postoji (14)?

2.6 Biomarkeri za detekciju akutnog oSteenja bubrega

De Oliveira i suradnici navode u preglednom ¢lanku iz 2019. godine problematiku
mjerenja vrijednosti kreatinina u serumu (engl. Serum Creatinine, SCr) kao
markera za akutno oStecenje bubrega. PoviSene razine kreatinina mogu se javiti U
ishemijskim ozljedama, no isto tako i u toksi¢nim ozljedama, opstruktivnim
promjenama i u kroni¢nim bolestima bubrega. Takoder u literaturi je zamijecena
znaCajnija povezanost vremenskog trajanja povisenih vrijednosti serumskog
kreatinina s morbiditetom i mortalitetom nego sam porast kreatinina. Iz svega
navedenog moze se zakljuciti da vrijednost kreatinina u serumu nije specifi¢ni
marker za akutno oStec¢enje tubula (16, 68).

Do sada su proucavani biomarkeri u urinu i serumu za akutno oStecenje tubula:
molekula bubrezne ozljede-1 (engl. Kidney Injury Molecule-1), neutrofilni
lipokalin vezan uz gelatinazu (engl. Neutrophil-gelatinase-associated lipocalin,
NGAL), cistatin C, interleukin-18 (IL-18), jetreni tip proteina koji veze masne
kiseline (engl. Liver-type fatty acid-binding protein, L-FABP), inzulinu sli¢an
faktor rasta vezuci protein (engl. Insulin like growth factor-binding protein 7,
IGBP7), tkivni inhibitor metaloproteinaze-2 (engl. Tissue inhibitor of
metallproteinases-2, TIMP-2), kalprotektin, urinarni angiotenzinogen i mnogi

drugi ¢iji se broj stalno povecava (15, 69, 70).
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2.7 Imunoloski odgovor na presadak bubrega

Imunost je podijeljena na urodenu i ste€enu. Urodena imunost predstavlja prvu
liniju obrane protiv patogena, nije specifi¢na, Cine ju fizi¢ke barijere (koza,
sluznica) i stanice upalnog odgovora. Reakcije na antigene su nespecifi¢ne.
Sudjeluje u aktivaciji steCenog imunog odgovora (71-74).

Stec¢ena imunost je specificna, nakon senzibilizacije na odredeni antigen.
Imunoloskom memorijom u ponovnom susretu dolazi do reakcije sa specifi¢nim
antigenom (64, 65, 72).

Antigeni u presatku bubrega poznati su kao glavni kompleks tkivne podudarnosti
( engl. Major Histocompatibility Complex, MHC ). Kod ljudi je ova skupina
povrsinskih stani¢nih proteina poznata kao humani leukocitni antigen ( HLA, engl.
Human Leukocyte Antigen ) kodirani su na kratkom kraku kromosoma 6, a glavna
uloga im je prezentacija antigena T limfocitima.

Reakcija odbacivanja presatka bubrega je imunoloSka reakcija primatelja
usmjerena prema molekulama HLA i ostalim antigenima izraZzenima na povrsini
stanica stranog transplantiranog organa. Prisutna su dva mehanizma imunoloSkog
odgovora: stani¢ni i humoralni. T-limfociti imaju glavnu ulogu u stani¢nom obliku
odbacivanja presatka, dok je humoralni odgovor posredovan protutijelima (63, 64).
Prema brzini nastanka reakciju odbacivanja mozemo podijeliti na hiperakutnu,
akutnu 1 kroni¢nu.

Hiperakutno odbacivanje presatka bubrega dogada se iznimno brzo, unutar prva 24
sata od transplantacije. Patohistoloski su karakteristi¢cne tromboze velikih krvnih
zila u presatku i krvarenja u okolno tkivo. Hiperakutno odbacivanje je uzrokovano
humoralnim odbacivanjem, prethodno postoje¢im protutijelima domacina koja se
vezu na antigene u endotelu presatka (67, 75, 76).

Akutna reakcija odbacivanja posredovana protutijelima, humoralno odbacivanje,
dogada se veé¢inom u prva tri tjedna nakon transplantacije, dok se akutna reakcija
posredovana stanicama najc¢eS¢e dogada u prva tri mjeseca.

Kroni¢no odbacivanje presatka bubrega javlja se nakon nekoliko mjeseci ili ¢ak
nekoliko godina nakon transplantacije. Moze biti posredovano protutijelima ili

stanicama.
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Smatra se da je kroni¢no odbacivanje posljedica kontinuiranih epizoda akutnog
odbacivanja uz pridruzene neimunoloske kroni¢ne c¢imbenike, S$to rezultira

fibrozom, propadanjem funkcije i krajnje gubitnom presatka (64, 67, 75).

2.7.1 Odbacivanje posredovano stanicama

vvvvv

odbacivanja, moze se javiti sedam dana do tri mjeseca nakon transplantacije. T-
limfociti, senzibilizirani pomo¢nicki CD4+ T limfociti i citotoksiéni CD8+ T
limfociti infiltriraju presadak bubrega, prepoznaju antigene HLA darivatelja, koje
im predocuju dendriti¢ne stanice. Reakcija se odvija na povrSini endotelnih stanica
krvnih Zila te na povrS$ini tubularnih epitelnih stanica (64, 67, 76-79).

Akutno stani¢no odbacivanje po Banff klasifikaciji ukljucuje: intersticijsku upalu
(1), tubulitis (t), intimalni arteritis (v) i glomerulitis (g).

Grani¢ne promjene odbacivanja i T stani¢no posredovano odbacivanje su dvije
kategorije definirane u Banff klasifikaciji. Minimalan prag za dijagnozu grani¢nih
promjena akutnog odbacivanja revidiran je na Banff konferenciji 2019.g. i iznosi
vrijednost intersticijske upale 1 i vrijednost tubulitisa 1 (iltl).

T stanicno odbacivanje je podijeljeno u T stani¢no odbacivanje gradus 1.
(intersticijsko odbacivanje) i T stani¢no odbacivanje gradus II/111 (vaskularno
odbacivanje) (12, 67).

Kroni¢no stani¢no odbacivanje u histopatoloSkom nalazu najceS¢e sadrzava
intersticijsku fibrozu, atrofiju tubula i transplantacijsku glomerulopatiju (77, 80,
81). Stupanj intersticijske upale i fibrozne promjene, znacajno su poviSene u
kasnom, nego u ranom akutnom stani¢nom odbacivanju. Te promjene su faktor

rizika za dugoroc¢no lose prezivljenje presatka bubrega (11, 66).
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2.7.2 Odbacivanje posredovano protutijelima

Odbacivanje posredovano protutijelima (engl. Antibody Mediated Rejection,
ABMR), ili humoralno odbacivanje, karakerizira specifi¢no prepoznavanje antigena
i uniStavanje stanica presatka. To rezultira gubitkom funkcije presatka u prvim
tjednima nakon transplantacije, a ne moze se razlikovati od stani¢nog odbacivanja
zbog slabog izrazaja ili nedostatka specifi¢nih patohistoloSkih promjena tkiva.
Humoralno odbacivanje moze se razviti i godinama nakon transplantacije, Cesto
potaknuto smanjenjem imunosupresije (11, 81).

Odgovorno je za polovicu epizoda akutnih odbacivanja bubrega i za viSe od
polovice slucajeva zatajenja presatka (12).

Akutno humoralno odbacivanje moze nastati u bilo koje vrijeme zajedno s akutnim
ili kroni¢nim stani¢nim odbacivanjem.

Klasifikacija akutnog humoralnog odbacivanja prema Banff kriterijima revidirana
je 2017. godine, a ukljucuje: odlaganje komplementa C4d u peritubularnim
kapilarama, cirkuliraju¢a protutijela specifi¢na za donora i morfoloske dokaze za
akutno ostecenje tkiva. Treba napomenuti da u 40-50% slucajeva dijagnoza nije
pozitivna na bojanje depozita komplementa C4d. Takoder i detekcija protutijela
specifi¢nih za donora moze biti negativna u akutnom humoralnom odbacivanju.
Patohistoloske promjene karakteristiéne za akutno humoralno odbacivanje su
fibrinoidna nekroza uz nakupljanje neutrofila u stijenkama arterija i u
peritubularnim kapilarama. Cesta je i tromboza glomerularnih kapilara, a sigurni
znak reakcije odbacivanja posredovanog protutijelima jest nalaz nakupljanja
komponente komplementa C4d u stijenkama peritubularnih kapilara (66, 67, 75,
82, 83).

Akutno humoralno i  staniéno odbacivanje c¢esto se istovremeno nadu u
histopatoloSkom nalazu biopsije presatka bubrega, a takav nalaz ukazuje na loSiju
prognozu funkcije i prezivljenja presatka (80).

Kriteriji za dijagnozu kroni¢nog aktivnog humoralnog odbacivanja su prisutnost
kroni¢nog ostecenja tkiva sa cirkuliraju¢im protutijelima specifi¢cnih za donora i

odlaganjem komplementa C4d (40, 76).
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2.8 Molekula bubreZne ozljede-1

Molekula bubrezne ozljede je transmembranski glikoprotein tip I koji je izraZzen na
mikrovilima Cetkaste membrane epitelnih stanica proksimalnih tubula bubrega
nakon ishemijskog ili toksi¢nog oStecenja (6-8).

Tijekom proslih dvadesetak godina objavljeni su radovi u kojima je analizirana
ekspresija KIM-1 kao biomarkera akutnog tubularnog osStecenja, c¢imbenika u

regeneraciji epitela tubula bubrega i oporavka bubrezne funkcije.

2.8.1 Struktura i smjestaj molekule bubrezZne ozljede

Ichimura i sur. su prvi identificirali KIM-1 te mu odredili strukturu i smjestaj kao
transmembranskom proteinu tip 1. Sadrzi ekstracelularnu domenu koja je
sastavljena od domene sli¢ne imunoglobulinu i visoko O-glikozilirane mucinske
subdomene, koja nam ukazuje na moguéu ulogu u stani¢noj adheziji. Unutar stanice
se nalazi relativno kratki citoplazmatski rep (6, 7, 84).

KIM-1 poznat je i kao T-limfocitna imunoglobulin mucinska domena-1 ( engl. T-
cell imunoglobulin mucin domain-1, TIMD-1), jer ga eksprimira u niskim
vrijednostima aktiviranih subpopulacija CD4+ T stanica. Nadalje, izrazen je i na
hepatocitima kao transmembranski protein, stani¢ni receptor-1 virusa hepatitisa A
( HAVCR-1) (6).
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Slika 3. Shematski prikaz molekule bubrezne ozljede-1. Prikazan je segment
ektodomene koji je blizu stani¢éne membrane i podru¢je odvajanja molekule. SP,
signalni peptid; Ig, imunoglobulin domena; MUCIN, mucinska domena; trokuti
predstavljaju mjesta glikolizacije; TM, transmembranska domena; CITO
DOMENA, citoplazmatska domena (Preuzeto i prilagodeno prema Zhang i sur.
2007. (87) i Jiayu Song i sur. 2019. (97)).

2.8.2 Funkcija molekule bubrezne ozljede-1

Epitelne stanice proksimalnih tubula bubrega s eksprimiranim receptorom KIM-1
poprimaju fagocitna svojstva te se mogu vezati na specificne epitope koji su
izrazeni na povrsini apoptotskih epitelnih stanica (6, 84-85).
Studija koju su objavili Yang i suradnici po prvi puta je pokazala da su prezivjele
epitelne stanice proksimalnih tubula s izrazenim receptorom KIM-1 fagocitirale
ostatke apoptotskih, nekroti¢nih stanica i na taj su nacin sudjelovale u uklanjanju
opstrukcije lumena tubula. Time se smanjuje potreba za profesionalnim fagocitima,
makrofagima i dendriti¢énim stanicama. Ujedno se smanjuje upala i urodeni imuni
odgovor u akutnom ishemijskom ostec¢enju bubrega (86).
U fazi regeneracije, nakon ishemijskog oStecenja, pretpostavlja se da mehanizmi
koji odvajaju ektodomenu KIM-1 posreduju u aktiviranju i migraciji prezivjelih
dediferenciranih stanica na ogoljela mjesta bazalne membrane i obnavljaju
kontinuirani epitelni sloj (6, 88, 86, 89).
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Nakon ishemijskog oStecenja u tubulima bubrega Stakora Ichimura i sur. potvrdili
su konfokalnim slikama internalizaciju apoptotskih tjeleSaca unutar epitelne
stanice koja eksprimira KIM-1. Takvim specificnim djelovanjem KIM-1 mozda
doprinosi ne samo u ciS¢enju ostataka oStecenih i mrtvih stanica, ve¢ 1 u

regeneraciji epitela i obnove funkcije tubula (6).

2.8.3 Ekspresija molekule bubrezne ozljede -1

Ekspresija molekule bubrezne ozlijede-1, KIM-1, poviSena je nakon ishemijske
ozljede bubrega i dominantno je lokalizirana na apikalnoj povrsini prezivjelih
epitelnih stanica u proksimalnim tubulima. Bazalna strana epitela nije sadrzavala
molekule KIM-1 ¢ak i kad je uoc¢eno znac¢ajno morfolosko osteéenje tubula (6-8).
Johnson i suradnici su rezultatima analize ekspresije KIM-1 na stanicama
proksimalnih tubula u skupinama s akutnim tubularnim oS$teéenjem i akutnim
humoralnim odbacivanjem presatka bubrega dokazali da je akutno oStecenje tubula
vazna sastavnica akutnog humoralnog odbacivanja (90).

Ekspresija proteina KIM-1 korelira sa stupnjem oS$teCenja tubula,
tubulointersticijskom upalom i fibrozom i jedan je od najboljih pokazatelja
funkcije presatka bubrega 6 mjeseci nakon biopsije (8, 90-94).

Humphreys 1 sur. su u studiji istrazili funkcionalne posljedice kroni¢ne ekspresije
molekule KIM-1 u imortaliziranim epitelnim stanicama tubula bubrega. U modelu
u kojem je molekula KIM-1 izrazena kroni¢éno u odsutnosti bilo kojeg
stimulacijskog oSte¢enja pokazali su da kroni¢na ekspresija molekule KIM-1
dovodi do upale i tubulointersticijske fibroze (88).

Peng i suradnici proucavali su ekspresiju urinarne KIM-1 u zdravoj populaciji te
su prema rezultatima donijeli zaklju¢ak da razina molekule KIM-1 raste sukladno
zivotnoj dobi (95).

Osim u akutnoj ishemiji, ekspresija KIM-1 znaajno je poviSena u raznim
bubreznim bolestima kao S§to su arterijska hipertenzija, glomerulonefritisi, U
autosomno dominantnoj policisti¢noj bubreznoj bolesti, karcinomu bubreznih
stanica, kroni¢noj nefropatiji presatka bubrega te kod akutnog i kroni¢nog

odbacivanja presatka bubrega (6, 83, 96-99).
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Prisutnost akutnog tubularnog oSte¢enja potvrdena je eksprimiranom molekulom
KIM-1 . Kada je akutno tubularno oste¢enje morfoloski umjereno do tesko, svi
segmenti proksimalnih tubula ( S1 do S3 ) su ¢esto zahvaceni. Blage histopatoloske
promjene najbolje se potvrduju prisutno$§éu molekula KIM-1 u proksimalnim
tubulima (91). Molekule KIM-1 se tijekom vremena razmjeste od apikalnog dijela
po cijeloj citoplazmi epitelnih stanica S1/S2 segmenta proksimalnih tubula (102).
Zhang i suradnici su u studiji pokazali da prisutnost ekspresije molekule KIM-1
senzitivno i specifiéno identificira oSte¢enje proksimalnih tubula, a intenzitet
ekspresije molekule KIM-1 korelira sa stupnjem oStecenja bubrezne funkcije (8).
Nije bilo razlike u morfologiji epitelnih stanica proksimalnih tubula bubrega
izmedu onih koje su eksprimirale KIM-1 i onih koje nisu eksprimirale molekule
KIM-1. Ovo ukazuje da je ekspresija KIM-1 senzitivnija od histoloske analize u
detekciji niskog stupnja oste¢enja proksimalnog tubula. Kod dokazanog akutnog
tubularnog ostec¢enja ekspresija KIM-1 je detektirana kod svih slucajeva.
Ekspresija KIM-1 karakteristi¢no je razmjes§tena uzduz plazmalemalne povrSine
proksimalnog tubularnog epitela i proSirena je u lateralne dijelove staniéne
membrane kada su pokidane ¢vrste veze.. Zhang i suradnici su primijetili da je i
kod upalne infiltracije i tubulitisa ekspresija KIM-1 lokalizirana na apikalnim
povrSinama proksimalnih tubula. Upalne stanice, ukljucujuéi limfocite, monocite i
plazma stanice, bile su u cijelosti negativne na ekspresiju molekule KIM-1 (8).
Metode hibridizacije in situ i imunohistokemijske metode otkrile su da je KIM-1
eksprimirana u proliferativnim regenerativnim epitelnim stanicama u
proksimalnim tubulima. Podaci o strukturi i ekspresiji ukazuju da je KIM-1
adhezivna molekula epitelnih stanica koja je regulirana u stanicama koje su
dediferencirane i prolaze replikaciju (7).

U biopsijama bubrega ljudi, stanice koje eksprimiraju CD24 predstavljaju stanice
tubula koje imaju poremeéenu morfologiju i ekspresiju markera. Nakon akutnog
oStecenja tubula, ove stanice postaju brojnije. Podaci studije Smeetsa ukazuju da
stanice koje eksprimiraju CD 24 predstavljaju prolazno dediferencirane stanice
tubula koje su ukljucene u regeneraciju (101).

Epitelne stanice proksimalnih tubula s eksprimiranom KIM-1 mogu regulirati

imuni odgovor upalnih stanica sekrecijom kemotakti¢nih faktora i ujedno mogu
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imati ulogu u patogenezi tubulointersticijske upale tijekom kroni¢nog bubreznog
oStecenja sekrecijom kemokina/citokina.lzrazenost KIM-1 je prisutna u IgA
nefropatiji. Intenzivnija ekspresija KIM-1 povezana je s brzom progresijom bolesti
(95).

Zhang i suradnici su u studiji analizirali poviSene koncentracije odcijepljene
ektodomene proteina KIM-1 u uzorcima urina pacijenata s ishemijskim akutnim
tubularnim os$te¢enjem te ju korelirali s uzorcima urina pacijenata s drugim
oblicima akutnog ili kroni¢nog zatajenja. Odcijepljena ektodomena proteina KIM-
1 moze se detektirati u urinu pacijenata s akutnim tubularnim oSteenjem unutar
12 sati nakon inicijalnog ishemijskog oSte¢enja 1 moze posluziti kao koristan
biomarker za ostecenje proksimalnih tubula (87).

Skupina autora zakljucila je u istrazivanjima da je urinarna razina KIM-1korisna u
procjeni tezine akutnog oSte¢enja tubula i ima prognosticku vrijednost koja je
sli¢na ili ¢ak bolja nego konvencionalni markeri, volumen urina, razina Kreatinina
u serumu (SCr) i ureja u krvi (BUN) (83, 92-95).

Van Timmeren i suradnici su pronasli da je visoka urinarna ekskrecija ektodomene
KIM-1 prediktor gubitka presatka, bez obzira na dob donora, klirens kreatinina i

proteinuriju (94).
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2.9 Matriks metaloproteinaze

Brojne studije potvrdile su ulogu matriks metaloproteinaza (engl. matrix
metalloproteinase, MMP) u ishemijskom oS$te¢enju bubrega. Nadene su poviSene
razine MMP-a u renalnim tubulima i u intersticiju. Mali broj radova je objavljen o
ekspresiji i djelovanju matriks metaloproteinaze-3 (MMP-3) u transplantiranim
bubrezima te je cilj ovog istrazivanja bio upoznati ulogu MMP-3 u ishemijsko-
reperfuzijskom ostecenju i regeneraciji presatka bubrega.

Lim i suradnici su po prvi puta na primarnim humanim kulturama stanica
proksimalnih tubula proucavali stani¢nu ekspresiju i odvajanja ektodomene KIM-
1 uz pomo¢ matriks metaloproteinaze-3. Zatim su na miSevima koji su podvrgnuti
ishemiji bubrega analizirali ekspresiju KIM-1 i MMP-3 na stanicama proksimalnih
tubula. Pruzili su dokaze in vitro i in vivo da je matriks metaloproteinaza-3
odgovorna za odvajanje ektodomene molekule KIM-1. Dvostrukim
imunohistokemijskim bojenjem dokazali su kolokalizaciju proteina MMP-3 i KIM-
1. U ljudi nije istrazena povezanost ekspresije MMP-3 sa stupnjem akutnog
oStec¢enja i oporavkom bubrega (9).

Punsawad i suradnici su 2017.9. objavili rezultate ekspresije proteina KIM-1 i
MMP-3 na tkivima akutno oSteé¢enih bubrega pacijenata preminulih od malarije.
Bila je prisutna znacCajna pozitivna korelacija ekspresije KIM-1 i parametara
bubreZzne funkcije u akutnom oSteenju bubrega, snaZna pozitivna korelacija
izmedu ekspresije proteina KIM-1 i tubularne nekroze te ekspresije MMP-3 (102).
Rodrigo i suradnici su mjerili koncentraciju MMP-2 i MMP-3 u serumu nakon
transplantacije bubrega kod kojih se razvila kroni¢na nefropatija. Rezultati su
utvrdili da su povisene koncentracije u serumu proMMP-3 u pozitivnoj korelaciji
s vrijednostima kreatinina u serumu i povi$ene vrijednosti proMMP3 u bubrezima
s akutnim odbacivanjem (103).

Ulogu matriks metaloproteinaza u ishemijsko-reperfuzijskom ostec¢enju podupire
nekoliko studija, ukljucujuéi nalaz da su MMP-2 i -9 poviSene u renalnim tubulima
I u intersticiju nakon 1-3 dana od ishemijsko-reperfuzijskog oste¢enja kod Stakora.
Matriks metaloproteinaza-3 je ekspresirana u ljudskom bubregu u glomerulu i u

nekim tubularnim epitelnim stanicama (103, 104).
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Ovi podaci podupiru hipotezu da matriks metaloproteinaze sudjeluju u akutnom
bubreznom oste¢enju i uklju¢ene su u promjene glomerula, povisuju permeabilnost

vaskularnog endotela i tubularnih epitelnih stanica (105-110).

2.9.1 Definicija matriks metaloproteinaza

Matriks metaloproteinaze su velika skupina proteolitickih enzima koji sadrze ion
cinka na aktivnom mjestu, remodeliraju komponente ekstracelularnog matriksa i
cijepaju brojne proteine na stani¢noj povrsini (104, 107, 111, 112).

Gross i Lapiere su objavili 1962. godine otkri¢e prvih matriks metaloproteinaza,
opisali su aktivnost kolagenaze u metamorfozi punoglavca (113).

Prva ljudska metaloproteinaza izolirana je 1972. godine iz fibroblasta reumatoidne
sinovije, a imala je sli¢na svojstva kao i kolagenaza punoglavca koju su u svom

radu ranije objavili Gross i Lapiere (111).

2.9.2 Struktura matriks metaloproteinaza

Prototip MMP sastoji se od: prodomene koja je gradena od oko 80 aminokiselina,
kataliticke domene koja ima oko 170 aminokiselina, te sadrzi linker peptid
varirajuée duzine koji se naziva i zglobna regija, a sastoji se od hemopeksin
domene koja ima oko 200 aminokiselina. Matriks metaloproteinaze se sintetiziraju
unutar stanice kao proenzimi sa signalnim peptidom odgovornim za aktivacijom
ekstracelularno..

Prodomena se sastoji od cisteinskog ostatka koji sprje¢ava vezanje i odvajanje
supstrata dok kataliticka domena sadrzi vezajuce mjesto sastavljeno od tri histidina
koje koordinira s jednim cinkom i odgovorno je za enzimatsku aktivnost proteaze
(111, 113).

2.9.3 Podjela matriks metaloproteinaza prema strukturi i djelovanju

MMP kraljeSnjaka se mogu podijeliti u Sest skupina ovisno o strukturi i

specifi¢nosti supstrata na koji djeluju:
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1.Kolagenaze

MMP-1, MMP-8, MMP-13 i MMP-18 smjesStene su u ovu grupu. Glavno svojstvo
ovih enzima je sposobnost cijepanja intersticijskih kolagena 1, Il i IIl na
specificnom mjestu tri Cetvrtine od N-terminalnog kraja. Kolagenaze takoder mogu
razgraditi brojne molekule izvanstani¢nog matriksa.

2.Gelatinaze

U ovoj grupi su gelatinaza A (MMP-2) i gelatinaza B (MMP-9). One razgraduju
denaturirani kolagen i gelatin.

3.Stromelizin

Stromelizin 1 (MMP-3) i stromelizin 2 (MMP-10) razgraduju razli¢ite komponente
ekstracelularnog matriksa i bazalne membrane.

4 Matrilizini

Matrilizin 1 (MMP-7) i matrilizin 2 (MMP-26) su endometaze koje razgraduju
komponente ECM a MMP-7 djeluje i na molekule na stani¢noj povrsini.
5.Membranski tip MMP

Sest je membranskih MMP, &etiri su tip I transmembranskih proteina, a dvije MMP
su usidreni proteini (MMP-17 i MMP-25).

6.0stale MMP

Sedam MMP nije klasificirano u prethodne skupine. Metaloelastaze (MMP-12) su
veéinom izrazene u makrofagima i bitne su za migraciju makrofaga (110, 112).
Do sada je identificirano 24 MMP u kraljeSnjaka, od kojih su 23 pronadene u ljudi.
Od trenutno poznatih matriks-metaloproteinaza, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-
13 i MT-1-MMP su opSirno proucavane u bubregu (107).

2.9.4 Funkcija matriks metaloproteinaza

Matriks metaloproteinaze, skupni naziv matriksini, su proteinaze koje sudjeluju u
u brojnim bioloskim procesima: embriogenezi, remodeliranju ekstracelularnog
matriksa, popravku tkiva te u angiogenezi. Gubitak kontrole aktivnosti moze
rezultirati oboljenjima, kao §to su artritis, ateroskleroza, intersticijsku fibroza i

invazivno stani¢no pona$anje (107, 109, 111, 113).
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2.9.5 Matriks metaloproteinaza-3

Matriks metaloproteinaza-3 (MMP-3), ili stromelizin-1, razgraduje razlicite
komponente ekstracelularnog matriksa i bazalne membrane. UkljuCena je u
odvajanje proteinskih ektodomena sa stani¢ne povrSine i tako moze proteoliticki
aktivirati druge matriks metaloproteinaze (106, 111).

Matriks metaloproteinaza-3 je povisena u lokaliziranoj wupali na mjestu
vaskularnog pristupa. Endotelne stanice arterija i vena mogu stvarati MMP-3, te
su zabiljezene povisene razine MMP-3 u vaskularnim poremecajima. Sli¢no je i
kod reumatoidnog artritisa gdje poviSene razine MMP-3 odrazavaju lokalnu
sinovijalnu upalu (114).

MMP-3 potice fibrozu aktiviranjem epitelnih stanica i generiranjem stanica koje

su po funkciji sli¢ne miofibroblastima (115).

‘ PRO ][ CAT ‘]@[ Hpx ]

Slika 4. Struktura matriks-metaloproteinaze-3. S, signalni peptid; PRO,
prodomena; CAT, kataliticka domena; Zn, cink aktivno mjesto; z, zglobna regija;

Hpx, hemopeksin (Preuzeto i prilagodeno prema: Visse i sur. 2003. (109)).
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2.9.6 Matriks metaloproteinaze u bubregu

Ulogu matriks metaloproteinaza u ishemijsko-reperfuzijskom osteéenju potvrdilo
je nekoliko studija, uklju¢ujuc¢i nalaz da su MMP-2 i -9 poviSene u renalnim
tubulima i u intersticiju u ishemiji kod S$takora te 1-3 dana nakon reperfuzije.
Povisena aktivnost MMP-9 povezana je s degradacijom okludina u endotelnim
stanicama S$to povecava vaskularnu permeabilnost.

Ovu hipotezu potvrduju nalazi da inhibitori MMP umanjuju poviSenu
mikrovaskularnu permeabilnost nakon IR (104).

Basile i suradnici su u svojoj studiji takoder potvrdili imunofluorescentnim
bojenjem ekspresiju MMP-2 i 9 u tubulointersticijskom podru¢ju bubrega Stakora
koji su podvrgnuti akutnom ishemijskom bubreznom os$te¢enju (116).

Brojne studije potvrduju ulogu matriks metaloproteinaza u akutnom bubreznom
oSte¢enju tijekom ishemije 1 reperfuzije, izmjerene su poviSene ekspresije
navedenih proteina u tubulima i intersticiju. Sudjeluju u promjenama glomerula,
povecavaju permeabilnost vaskularnog endotela i tubularnih epitelnih stanica.
Pojacana ekspresija i aktivnost matriks metaloproteinaza identificirana je u
brojnim patoloSkim procesima kao $to su glomeruloskleroza, tubulointersticijska
fibroza, dijabeti¢ka nefropatija, policisticna bolest bubrega i karcinom bubreznih
stanica (9, 104-109, 117).

U bubregu je MMP-3 eksprimirana u mezangijalnim stanicama, podocitima
glomerula, intersticiju i u epitelnim stanicama proksimalnih tubula.

Lim i suradnici su pruzili dokaze in vitro i in vivo da je MMP-3 potaknuta
reaktivnim oblicima kisika odgovorna za odvajanje KIM-1 ektodomene u
primarnim humanim kulturama epitelnih stanica tubula. Odvajanje ektodomene je
precizno regulirani proces koji ukljucuje kaskade unutarstani¢nih signalnih puteva,
aktivno se regulira ekspresija 1 funkcija povrSinskih molekula i na taj se nacin

modulira §iroki raspon stani¢nih i fiziolo$kih procesa (9, 117).

Kunugi i suradnici su identificirali imunohistokemijskom analizom MMP-2 i 9 u

peritubularnom intersticiju i kapilarama nakon akutnog oSteéenja tubula.
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Aktivnosti MMP-2 i 9 znacajno su poviSene od 2 do 24 sata, s najve¢om aktivnosti

u 6 sati nakon reperfuzije (118).

Tradicionalno se smatralo da matriks metaloproteinaze imaju antifibroti¢ku ulogu
u razvoju i progresiji kroni¢ne bubrezne bolesti. Sada se to promijenilo, s novom
paradigmom da MMP imaju ulogu u inicijaciji fibroti¢nih poremecaja u bubregu.
MMP-3 i MMP-9 poticu epitelno-mezenhimsku tranziciju s posljedi¢cnom
konverzijom epitela u fibroblasti¢ni ili miofibroblasti¢ni fenotip stanice(113).
Sanders i suradnici su u biopsijama bubrega zabiljezili povisenu ekspresiju matriks
metaloproteinaze-2,-3,-9 u glomerulima 1 tubulointersticiju kod aktivnog
nekrotiziraju¢eg glomerulonefritisa (119).

Matriks metaloproteinaze su vazne u sustavu regulacije homeostaze
ekstracelularnog matriksa.

U kroni¢noj nefropatiji bubreznog presatka koja je karakterizirana prekomjernim
nakupljanjem ekstracelularnog matriksa uocena je redukcija aktivnosti tj
smanjenje izrazenosti MMP-1,2,3 i 9 te povecanje regulacije tkivnih inhibitora
MMP-2 i 3 (10, 120).

Rodrigo i suradnici su analizirali poviSene koncentracije proMMP-2 i proMMP-3
u serumu pacijenata s kroni¢nom transplantacijskom nefropatijom, usporedujuci ih
s koncentracijama kod presadaka sa stabilnom funkcijom, epizodom akutnog
odbacivanja te kod zdravih donora. HistoloSko obiljezje kroni¢nog bubreznog
odbacivanja je progresivna fibroza u kojoj vaznu ulogu ima preobrazaj
ekstracelularnog matriksa. PoviSene razine ovih metaloproteinaza odrazavaju
promjene glomerularnog i intersticijskog ekstracelularnog matriksa u kroni¢noj
transplantacijskoj nefropatiji i time ukazuju na ulogu u patogenezi ovog stanja
(103).

Podaci studije Preston i suradnika ukazuju da su prisutne poviSene razine MMP-2
i MMP-3 u serumu dijaliziranih pacijenata. Budu¢i da dijaliza moze biti povezana
s lokalnom i sistemskom upalom, poviSene razine MMP-3 u hemodijaliznoj grupi

mogu posluziti kao marker za kroni¢nu, lokalnu upalu (114).
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2.9.7 Regulacija matriks metaloproteinaza

Inaktivni oblici matriks metaloproteinaza smjeSteni su u epitelnim stanicama
proksimalnih i distalnih tubula i sabirnih kanali¢a. Glomerularna ekspresija
matriks metaloproteinaza takoder se javlja intracelularno u epitelnim i
mezangijalnim stanicama (10).

U normalnim, fizioloskim uvjetima, aktivnost MMP je regulirana na razini
transkripcije te izvanstani¢ne aktivacije prekursora pro-MMP proteinazama (109,
112, 121).
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Uzorci biopsija

Istrazivanje je bilo retrospektivno, anonimizirano i provedeno u dvije zdravstvene
ustanove, u Klini¢koj bolnici Dubrava i Klini¢koj bolnici Merkur. Analizirani su
uzorci biopsija presadaka bubrega uklopljenih u parafinske blokove iz arhive
Klinickog zavoda za patologiju Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu.

Podaci o funkciji presatka bubrega, prikupljeni su iz baze podataka
Transplantacijskog centra za solidne organe Klinicke bolnice Merkur.
Istrazivanje se provodilo uz odobrenje Eti¢kog povjerenstva KB Merkur i KB
Dubrava uz posStivanje etickih nacela i1 bioeti¢kih principa koji su u skladu s
Deklaracijom iz Helsinkija i Deklaracijom iz Istanbula.

S obzirom da je istrazivanje retrospektivno, nije trazeno potpisivanje posebnog
informiranog pristanka. Svi bolesnici potpisali su informirani pristanak u trenutku
stavljanja na listu cekanja za transplantaciju bubrega, u kojem pristaju na
koristenje podataka prikupljenih prilikom standardnih medicinskih postupaka u
svrhu istrazivanja i analize.

U istrazivanju se nisu koristili podaci koji bi otkrili identitet ili ugrozili privatnost
bolescnika. Prikupljeni podaci bili su dostupni voditelju istraZivanja. Svaki
bolesnik dobio je jednistven broj, a pravi identitet radi zaStite podataka bio je
poznat samo istrazivacima.

Kao kriterij za adekvatnost uzorka koriStena je Banff klasifikacija patohistoloskih
promjena u presatku bubrega (minimalno 10 glomerula po uzorku) tj. koriSteni su
oni uzorci kojima je mogao biti odreden Banff skor akutnog tubularnog oStecenja.
Bioptati presatka bubrega bili su podijeljeni po skupinama prema vremenu
uzorkovanja u odnosu na dan transplantacije: nulta biopsija, protokolarne biopsije
nakon 6 mjeseci i nakon 12 mjeseci od transplantacije presatka bubrega te kod
odgodene funkcije presatka indikacijske biopsije uzorkovane od 7 do 14 dana

nakon transplantacije.
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Biopsija bubrega se izvodila pod kontrolom ultrazvuka pomocu biopsijskog
uredaja, koaksijalnom iglom od 16-Gaugea, ili 18-Gaugea tj promjera, 1,651 1,27
mm (123).

3.2 Priprema uzoraka

Uzorci su pripremljeni i obojeni prema standardnim metodama pripreme
histoloSkog preparata za dijagnostiku svjetlosnim mikroskopom.

Za svjetlosnu mikroskopsku analizu uzorci biopsija su fiksirani u 4%-tnom
puferiranom formalinu, dehidrirani u alkoholu, izbistre se u ksilolu te su uklopljeni
u parafin. Uklopljeni u parafin, uzorci su pomo¢u mikrotoma uzduzno narezani na
debljinu od 4 mikrometra. Nakon toga su obojeni metodom hemalaun-eozinom,
zatim specijalnim-histokemijskim bojenjem metodom PAS (engl. Periodic acid-
Schiff) te metodom bojenja po Masson-trikrom (122, 123).

Metoda PAS je specijalno histokemijsko bojenje koja se temelji na reakciji
oksidacije u prisutnosti perjodne kiseline i Schiffovog reagensa. Molekule s
glikolnim grupama pod utjecajem perjodne kiseline stvaraju aldehide na koje
djeluje Schiffov reagens te budu obojani ljubic¢asto. Metodom PAS analiziraju se
nesupstituirani  polisaharidi, neutralni mukopolisaharidi, mukoproteini i
glikoproteini, glikolipidi i fosfolipidi (122, 123).

Proces PAS metode: deparafinacija u supstitutu ksilen; rehidracija u 100%-tnom
alkoholu, 95%-tnom alkoholu, destiliranoj vodi; tretman 0.8% otopinom Perjodne
kiseline; ispiranje tekucom vodom te destiliranom vodom; tretman Schiff
reagensom i sulfitnom otopinom; ispiranje teku¢om vodovodnom vodom; bojenje
Hematoksilinom; ispiranje teku¢om vodovodnom vodom; dehidracija u 70%-tnom,

95%-tnom i 100%-tnom alkoholu; bistrenje supstitutom ksilena (122, 123).

Metodom Masson Trhichrome_je specijalno histokemijsko bojenje misi¢nih i
kolagenskih vlakana u tkivima pri ¢emu se boja Aniline Blue veZe za kolagen
daju¢i mu karakteristicno plavo obojenje. Koristi se za vizualizaciju povecanog
nakupljanja kolagena koje se veze uz zamjenu funkcionalnog tkiva s oziljkastim

tkivom, ali i za razlikovanje glatkih miSié¢nih vlakana i kolagena.
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Proces Masson Trhichrome metode: deparafinacija u supstitutu ksilena; rehidracija
u 100%-tnom, 95%-tnom alkoholu i destiliranoj vodi; tretiranje Bouinovom
otopinom; ispiranje teku¢om vodovodnom vodom i destiliranom vodom; bojenje
Hematoksilinom, Weigert A 1 Feri reagensom, Weigert B; ispiranje tekucom
vodovodnom vodom; bojenje Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin reagensom; ispiranjee
destiliranom vodom; tretman PTA-PMA reagensom bez ispiranja; bojenje Aniline
Blue reagensom ; ispiranje destiliranom vodoma; tretman 1%-tnom otopinom
octene Kkiseline; dehidracija 95%-tnim, 100%-tnim alkoholom; bistrenje
supstitutom ksilena (122-124).

3.2.1 Imunohistokemijsko bojenje

Proces deparafiniranja i demaskiranja antigena provodi se kuhanjem u puferu ,,3 u
1“ pH 9.0. (Antigen Retreival Solution high pH, DM 828, Agilent Technologies,
Dako, USA) u uredaju PT Link koriste¢i otopine Dako Wash Buffer x (Code S3006)
i otopinu za demaskiranje proteina (Target Retrieval Solution, High pH (Link)
(K800421-2; Agilent Dako Technologies, USA) ili Target Retrieval Solution, Low
pH (Link) (K800521-2; Agilent Dako Technologies, USA)) na +80 C/20 min prema
uputama proizvodaca.

Pri imunohistokemijskoj analizi kori$tena su protutijela TIM-1 (Abcam, UK, Anti-
TIM 1, ab78494, zec¢je poliklonalno, razrjedenje 1:100) i MMP-3 (Abcam, UK,
Anti-MMP3, ab52915, ze¢je monoklonalno, razrjedenje 1:100), koriste¢i set za
vizualizaciju izrazaja navedenih proteina LSAB HRP (Link System-HRP (DAB+))
protokolom, dvostupanjskom imunohistokemijskom tehnikom bojenja. Protokol se
temelji na HRP-obiljezenom polimeru koji je konjugiran sa sekundarnim
antitijelima. Oznaceni polimer ne sadrzZi avidin ili biotin. Posljedi¢no, nespecifi¢no
bojenje koje nastaje zbog endogene aktivnosti avidin-biotina u jetri, bubrezima,
limfoidnom tkivu i kriostatskim presjecima je eliminirano ili znac¢ajno smanjeno.

Aktivnost nespecifi¢cne endogene peroksidaze blokira se inkubacijom uzorka s
dvostrukim endogenim enzimskim Dblokom. Uzorak se zatim inkubira s
odgovaraju¢e misjim 1ili zec¢jim primarnim antitijelom, nakon cega slijedi
inkubacija s obiljeZzenim polimerom koriste¢i preporuc¢enu inkubaciju prema

uputama  proizvodaca. Bojenje se dovrSava inkubacijom s = 3,3'-
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diaminobenzidinskim (DAB+) supstratnim kromogenom, S$to rezultira smedim
obojenjem antigena. Hematoksilin se koristio kao kontrastno bojenje, plavo
bojenje jezgara cCime se stvara optimalna vizualna razlika izmedu smede
kromogene boje DAB i plave boje hematoksilina. To olakSava poboljSanu
vizualizaciju tkiva na preparatima, procjenu morfologije tkiva i identifikaciju
obojenih struktura i stanica (124).

Ekspresija proteina KIM-1 u stanicama primarno je membranska i citoplazmatska,
dok je protein MMP-3 primarno eksprimiran u citoplazmi i izvanstani¢nom
matriksu. Uc¢injena je analiza intenziteta ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3 na

serijskim rezovima biopsije bubrega.

3.3 Analiza preparata

Rutinsku patohistolosku analizu uzoraka biopsija presadaka bubrega izvrSio je
patolog D.G.LJ. u Klini¢kom zavodu za patologiju Klini¢ke bolnice Dubrava u
svrhu potvrde/isklju¢ivanja akutnog oStecenja tubula, odgodene funkcije presatka
i akutnog  stani¢nog  odbacivanja. Histoloske  preparate  obradene
imunohistokemijskim bojenjem u Klinici za patologiju u Klini¢koj bolnici Merkur
analizirao je patolog A.S. metodom slijepog pokusa.

Pri analizi preparata koriSteni su mikroskopi Olympus BX 51 (Olympus Europa SE
& Co. KG).

Promatrane su patohistoloSke promjene u akutnom tubularnom osteéenju (ATO),
koje su kvantificirane postotkom tubula koji pokazuju stani¢no ostecenje, gubitak
mikrovila, stvaranje odljevnih cilindara i dilataciju tubula i to prema: 0, nijedan;
1, 1%-25%; 2, 26%-45%; 3, 46%-75%; 4, >76%. Po svakom preparatu analizirano
je najmanje 10 vidnih polja (povecanja x200).

Numericki sustav ocjenjivanja promjena za svaki histolo§8ki dio bubreZznog
parenhima kao: 0, nema patoloskih promjena; 1, blage promjene; 2, umjerene

promjene; 3, umjereno teske promjene i 4, teSke promjene bubreznog parenhima.

Analizirano je akutno stani¢no odbacivanje presatka bubrega i kroni¢ne promjene

prema Kriterijima Banff klasifikacije.
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Banff klasifikacija je prva standardizirana medunarodna klasifikacija
patohistoloSke analize biopsija bubreznih presadaka objavljena 1993.godine.
Skupina patologa, nefrologa i transplantacijskih kirurga sastala se 1991. godine u
Banffu u Kanadi i formulirali su nomenklaturu i klasifikaciju patologije bubreznog
presatka (41).

Klasifikacija promjena bioptata je uklju¢ivala analizu intersticija, tubula, krvnih
zila 1 glomerula. Patohistolo$ki nalaz biopsije bubreznog presatka moze biti:
normalan nalaz, hiperakutno odbacivanje, grani¢ne promjene, akutno odbacivanje,
kroni¢na nefropatija presatka te promjene koje nisu posljedice odbacivanja.

U patohistoloSkoj analizi biopsije tkiva presatka bubrega odredena su obiljezja
akutnog oStecenja presatka s ukupnim skorom: intersticijska upala (oznaka “i”),
tubulitis (oznaka “t”); glomerulitis (0znaka “g”) i intimalni arteritis (oznaka “v”);
zatim kroni¢ni skorovi intersticijska fibroza (oznaka “ci”); tubularna atrofija
(oznaka “ct”) i peritubularni kapilaritis (oznaka “ptc”).

Prema Banff klasifikaciji iz 2019. godine (41) kriteriji za akutne histopatoloske
promjene intersticija i tubula bubrega, donja granica za suspektno, grani¢no,
stani¢no odbacivanje je definirana: intersticijska upala (oznaka “i””) >1 i tubulitis
(oznaka “t”) >t1. Nadalje, akutno stani¢no odbacivanje tip I je >i2>t2, te Kkriterij
za akutno stani¢no odbacivanje tip II je intimalni arteritis (oznaka “v”) po
skorovima v1, v2 i v3.

Analizirali smo ekspresiju proteina KIM-1 i MMP-3 prilikom epizode akutnog

odbacivanja, tj analizirali smo sve uzorke s granicom >il1>t1.

Prema Banff klasifikaciji iz 2019. godine (41) kriteriji za kroni¢ne histopatoloske
promjene intersticija i tubula bubrega su: intersticijska fibroza (oznaka “ci”
atrofija tubula (oznaka “ct”); novonastala fibroza intime arterija uz suzenje lumena
(oznaka “cv”), s ukupnim skorom kroni¢nog aktivnog odbacivanja >i2>t2 i
komponentom intersticijska fibroza i tubularna atrofija ( IF/TA).

U Banff klasifikaciji iz 2001.g. istaknuta je povezanost nakupljanja komponente
komplementa C4d s kra¢im prezivljenjem presatka. Imunoekspresija komplementa
C4d na peritubularnim kapilarama (ptc) prihvacéena je kao marker za odbacivanje

posredovano protutijelima sa skorovima od 1 do 3.
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Patohistoloski, akutno stani¢no odbacivanje definirano je kao: intersticijska upala
(oznaka “i”); tubulitis (oznaka “t”); intimalni arteritis (oznaka “v”) i glomerulitis
(oznaka “g”).

Za dijagnozu akutnog odbacivanja uz intersticijsku upalu (oznaka “i”), potreban je
i nalaz tubulitisa (oznaka “t”) ili arteritisa (oznaka “v”).

Patohistoloski se kroni¢no stani¢no odbacivanje definira kao: intersticijska fibroza
(oznaka “ci”); atrofija tubula (oznaka “ct”); novonastala fibroza intime arterija uz

suzenje lumena (oznaka “cv”) (41).

Analizirali smo progresiju kroni¢nih histolo$kih promjena u disfunkciji presatka:
intersticijsku fibrozu (oznaka “ci”) i tubularnu atrofiju (oznaka “ct”).
Stupnjevanje stadija IF/TA (39, 40):

Stadij 1 IF/TA karakterizira blaga fibroza intersticija (od 6 do25% kortikalnog
podruc¢ja) i blaga atrofija tubula (do 25%). U stadiju 2 IF/TA prisutna je umjerena
fibroza intersticija (od 26 do50%) i umjerena atrofija tubula (od 26 do50%), dok
je u stadiju 3 IF/TA prisutna jaka intersiticjska fibroza (vise 0d50% kortikalnog
podruéja) i tubularna atrofija (vise 0d50% kortikalnih tubula).

Kvantifikacija kriterija za mononuklearnu stani¢nu intersticijsku upalu “i”:

i0, nema mononuklearnog stani¢nog infiltrata intersticija; i1, od 10 do25 %
mononuklearni stani¢ni upalni infiltrat parenhima; i2, od 26 do50 %
mononuklearni stani¢ni upalni infiltrat parenhima; i3, vise od 50% mononuklearni
stani¢ni upalni infiltrat parenhima (12).

Kvantifikacija kriterija za tubulitis “t”: t0, nema mononuklearnog stani¢nog
infiltrata u tubulima; t1, nakupine s 1 do4 mononuklearnog stani¢nog infiltrata po
tubulu; t2, nakupine s 5 do10 mononuklearnog stani¢nog infiltrata po presjeku
tubula; t3, nakupine s vise 0d10 stanica mononuklearnog stani¢nog infiltrata po
presjeku tubula.

Vecina studija koristila je pojedinacne histoloSke promjene za procjenu kroni¢nih
promjena i prezivljenje presatka, a neke su koristile slozene kroni¢ne skorove koji
su se sastojali od zbroja pojedinacnih  Banff  vrijednosti (12,
61).Imunohistokemijski pozitivno bojenje na KIM-1 i MMP-3 definirano je kao

crveno-smede granulirano obojenje u neatrofi¢cnim proksimalnim tubulima (102).
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Ekspresija proteina KIM-1 i MMP-3 u analiziranim uzorcima tkiva bubrega
odredivana je semikvantitativno, odredeno vrijednostima od 0 do 4+ na pozitivhom
obojenju u citoplazmi, ili na stani¢noj membrani epitelnih stanica tubula:

0, nema bojenja;

1+, slabo granulirani pozitivitet fokalno prisutan na luminalnoj povrsini
neatrofi¢nih proksimalnih tubula;

2+, slabo granulirani pozitivitet okruzuje cijelu cirkumferenciju luminalne
povr§ine neatrofi¢nih proksimalnih tubula;

3+, umjereno granulirani pozitivitet okruzuje cijelu cirkumferenciju luminalne
povrSine neatrofi¢nih proksimalnih tubula i $iri se u medustani¢ne prostore |
lateralno;

4+, jako granulirani pozitivitet okruzuje cijelu cirkumferenciju luminalne

povrsine neatrofi¢nih proksimalnih tubula i lateralno (8, 94, 97).

3.4 Gradacija vrijednosti kreatinina i glomerularne filtracije

Pri odredivanju vrijednosti serumskog kreatinina koriStene su standardne
laboratorijske metode laboratorija u KB Merkur. Vrijednosti kreatinina u serumu
izrazene su u pmol/l u definiranim periodima nakon transplantacije: nulta biopsija,
7-10 dana od transplantacije, 6 mjeseci i 12 mjeseci od transplantacije.

BubreZzna funkcija procijenjena je vrijednostima serumskog kreatinina te
izracunom procjene glomerulske filtracije (engl. Estimated Glomerular Filtration
Rate, eGFR) MDRD formulom (engl. Modification of Diet in Renal Disease).
Procjena glomerulske filtracije GF

eGFR (mI/min/1,73 m?)= 175 x [kreatinin u serumu (mg/dL)] "+*°* x [dob] "*:293 x
(1,212 afroamerikanci) x (0,742 Zenski spol)) (16)

Vrijednosti kreatinina u serumu (umol/L) podijelili smo po gradusima: u gradusu
I. vrijednosti kreatinina su manje ili jednake 100 umol/L; u gradusu II, vrijednosti
kreatinina su od 101do 200 pumol/L; u gradusu Ill, vrijednosti kreatinina su od
201do400 pmol/L; u gradusu IV vrijednosti se kreé¢u od 401do600 umol/L te u

gradusu V vrijednosti kreatinina su ve¢e od 600 umol/L.
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Vrijednosti procijenjene glomerulske filtracije (ml/min) podijelili smo po
gradusima: u gradusu | vrijednosti glomerulske filtracije su veée ili jednake 90
ml/min; u gradusu Il vrijednosti su od 60 do 89 ml/min; vrijednosti glomerulske
filtracije u gradusu Il su od 30 do 59 ml/min; u gradusu IV vrijednosti su od 15
do 29 ml/min te u gradusu V vrijednosti glomerulske filtracije su manje ili jednake

15 ml/min.

3.5 Statisticke metode

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Numericke varijable testirane su na
normalnost raspodjele Shapiro-Wilksovim testom. Numeri¢ke vrijednosti
prikazane su kao srednja vrijednost, medijan i standardna devijacija. Kolmogorov-
Smirnovljevim testom potvrdena je raspodjela kvantitativnih podataka koja
znacajno odstupa od normalne raspodjele te su se u daljnjoj statistickoj analizi
koristili odgovarajuci neparametrijski testovi: Mann-Whitney U test ponavaljajuca
mjerenja ANOVA, usporedbe parova Durbin-Conover). Za usporedbu grupa prema
nominalnim kategorijskim varijablama koriSten je y2 test. Korelacije izmedu dvije
kontinuirane varijable analizirane su Pearsonovom korelacijom.

Razlike u kvantitativnim vrijednostima izmedu ispitivanih skupina u pojedinim
vremenima mjerenja analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, dok su razlike u
kategorijskim vrijednostima analizirane Fisher-Freeman-Haltonovim testom.
Razlike u zavisnim mjerenjima (dinamika promjene mjerenih vrijednosti unutar
pojedinih skupina) analizirane su Friedmanovim testom s tim da u ovu analizu nije
uzeta vrijednost 7 dana nakon transplantacije budu¢i da su te vrijednosti bile
dostupne samo za skupine s odgodenom funkcijom presatka (OFP). Sve P
vrijednosti manje od 0,05 su smatrane statisticki znacajnima.

U analizi se koristila programska podrSka: The jamovi project (2022.), Jamovi
(Version 2.3), R Core Team (2021.) R: A Language and environment for statistical
computing (Version 4.1)Pohlert T. (2018.), PMCMR: Calculate Pairwise Multiple
Comparisons of Mean Rank Sums. R package, IBM SPSS Statistics za Windows,
verzija 29.0.1.
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4 REZULTATI

4.1 Uzorci tkiva

U istrazivanje je ukljuéen 31 presadak bubrega koji su transplantirani pacijentima
s kroni¢nim terminalnim zatajenjem funkcije bubrega, alociranim unutar zaklade
medunarodne organizacije Eurotransplant. Temelji se na cetiri op¢a nacela:
oc¢ekivani rezultat nakon presadivanja, razina hitnosti koju su ustanovili stru¢njaci,
vrijeme Cekanja i nacionalno uravnotezena raspodjela organa kojima se nastoji
optimalno iskoristiti raspolozive organe donora (125).

Prva skupina uzoraka biopsija bile su 31 nulta biopsija koje su c¢inile dvije
podskupine. U prvoj podskupini bilo je 12 nultih biopsija transplantiranih bubrega
s akutnim oSte¢enjem tubula s ouvanom primarnom funkcijom presatka. U drugoj
podskupini bilo je 19 nultih biopsija transplantiranih bubrega s akutnim oSte¢enjem
tubula kod kojih se razvila odgodena funkcija presatka te su uzorkovane
indikacijske biopsije 7 dana nakon transplantacije.

U trecoj skupini bile su 31 biopsija bubrega s grani¢nim i akutnim stani¢nim
odbacivanjem.

Ucinjena je analiza intenziteta ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3
imunohistokemijskim bojenjem u uzorcima biopsija presadaka bubrega. Izmjerene
su vrijednosti kreatinina u serumu i vrijednosti procijenjene glomerulske filtracije.
Analizirana je korelacija intenziteta ekspresije KIM-1 i MMP-3 s rezultatima gore
navedene semikvantiativne patohistoloske analize akutnog oStecenja tkiva bubrega
kao i korelacija s vrijednostima kreatinina u serumu i procijenjene glomerulske
filtracije.Vrijednosti kreatinina u serumu (pumol/L) uzorkovane su prilikom
postupka transplantacije, zatim u sluc¢aju OFP uzorkovan je 7 dana nakon
transplantacije, 6 mjeseci i 12 mjeseci nakon transplantacije.

Kontrolna skupina su 10 uzoraka zdravog tkiva bubrega u pacijenata kojima je
kiruruski odstranjen bubreg zbog tumora. Uzorci kontrolne skupine bili su
oznaceni oznakom “K1, K2...” od strane istrazivaca.

Protokolarne biopsije presadaka bubrega s primarnom funkcijom bubrega.
Uzorkovane su nulte biopsije, biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije 1 12
mjeseci nakon transplantacije. Provedena je analiza intenziteta ekspresije KIM-1 i
MMP-3 imunohistokemijskim bojenjem (Tablica 4.).
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Tablica 4. Uzorci protokolarnih biopsija presadaka bubrega s primarnom
funkcijom bubrega. Analiza intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1

(KIM-1) i matriks metaloproteinaze-3 (MMP-3) imunohistokemijskim bojenjem.

KIM-1 Gradus Nulta biopsija 6 mjeseci 12 mjeseci
n=21 n=20 n=21
0 0 4 3
1 7 7 7
2 9 4 6
3 4 2 3
4 1 3 2
MMP-3 Gradus Nulta biopsija 6 mjeseci 12 mjeseci
n=21 n=20 n=21
0 0 1 0
1 6 11 10
2 7 7 7
3 8 1 4
4 0 0 0

* KIM-1 gradus, gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-
3 gradus, gradus intenziteta ekspresije matriks metaloproteinaze-3. Nulta biopsija,
uzorak nulte biopsije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije;
12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka
biopsija presadaka bubrega.

U skupini protokolarnih biopsija presadaka bubrega s primarnom funkcijom
bubrega provedena je patohistoloska analiza akutnog tubularnog oStecenja
(ATO)Uzorkovane su nulte biopsije, biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije i 12

mjeseci nakon transplantacije. (Tablica 5).

Tablica 5. Uzorci protokolarnih biopsija presadaka bubrega s primarnom

funkcijom bubrega. Patohistoloska analiza tezine akutnog tubularnog oStecenja

(ATO).
ATO Gradus Nulta biopsija 6 mjeseci 12 mjeseci
n=19 n=21 n=21
0 0 7 5
1 11 12 9
2 6 1 3
3 1 1 4
4 1 0 0
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*ATO gradus, tezina akutnog tubularnog oStecenja; Nulta biopsija, uzorak nulte
biopsije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mjeseci,
uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija

presadaka bubrega.

Provedena je analiza kreatinina u serumu prilikom postupka transplantacije tj.
nulte biopsije, na dan biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije i na dan biopsije 12

mjeseci nakon transplantacije (Tablica 6.).

Tablica 6. Uzorci vrijednosti gradusa koncentracije kreatinina u serumu u vrijeme

uzimanja protokolarnih biopsija presadaka bubrega s primarnom funkcijom

bubrega.
SCr gradus Gradus Nulta biopsija 6 mjeseci 12 mjeseci
n=20 n=21 n=21
0 0 3 10
1 3 17 7
2 1 1 4
3 6 0 0
4 10 0 0

*SCr gradus, gradacija vrijednosti koncentracije Kkreatinina u serumu; Podjela
vrijednosti koncentracije kreatinina u serumu (umol/L) po gradusima: Gradus |
<100 pmol/L, Gradus Il 101-200 umol/L, Gradus Il 201-400 umol/L, Gradus IV
401-600 umol/L,Gradus V > 600 umol/L. Nulta biopsija, uzorak nulte biopsije; 6
mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mjeseci, uzorak
biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija presadaka
bubrega.

Provedena je patohistoloska analiza akutnih promjena u uzorcima protokolarnih
biopsija presadaka bubrega s primarnom funkcijom bubrega: uzorkovane su nulte
biopsije, biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije i 12 mjeseci nakon
transplantacije. Provedena je patohistoloska analiza akutnih promjena presatka
bubrega: intersticijski upalni infiltrat (i), tubulitis (t), glomerulitis (g) i intimalni

arteritis (v) skorirani iprema Banff klasifikaciji (Tablica 7.).
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Tablica 7. Banff skor akutnih promjena u uzorcima protokolarnih biopsija

presadaka bubrega s primarnom funkcijom bubrega.

Banff skor patohistoloskih Nulta biopsija 6 mjeseci 12 mjeseci
promjena akutnog stani¢nog n=19 n=21 n=21
odbacivanja
Intersticijski upalni infiltrat (i)
0 19 17 14
1 0 4 6
2 0 0 0
3 0 0 1
Tubulitis (t)
0 19 17 12
1 0 3 5
2 0 1 3
3 0 0 1
Glomerulitis (g)
0 19 21 18
1 0 0 2
2 0 0 0
3 0 0 1
Intimalni arteritis (v)
0 19 21 21
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0

* i skor, gradus tezine intersticijskog upalnog infiltrata; t skor, tezina promjena
tubulitisa; g skor, tezina promjena glomerulitisa; v skor, tezina promjena
intimalnog arteritisa. Nulta biopsija, uzorak nulte biopsije; 6 mjeseci, uzorak
biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci

nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija presadaka bubrega.

Provedena je patohistoloska analiza kroni¢nih promjena uzoraka protokolarnih
biopsija presadaka bubrega s primarnom funkcijom bubrega: intersticijska fibroza
(ci) i tubularna atrofija (ct) skorirani prema Banff klasifikaciji. Uzorkovane su

nulte biopsije, biopsije 6 mjeseci i 12 mjeseci nakon transplantacije (Tablica 8).
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Tablica 8. Banff skor kroni¢nih promjena intersticijske fibroze i tubularne atrofije

u uzorcima protokolarnih biopsija presadaka bubrega s primarnom funkcijom

bubrega.
Banff skor Nulta biopsija 6 mjeseci 12 mjeseci
patohistoloskih n=19 n=21 n=21
kroni¢nih upalnih
promjena
Intersticijska fibroza
(ci)
0 15 13 5
1 4 8 9
2 0 0 7
3 0 0 0
Tubularna atrofija
(ct)
0 14 8 2
1 5 13 12
2 0 0 7
3 0 0 0

* ci skor, tezina kroni¢ne promjene intersticijske fibroze; ct skor, tezina kroni¢ne
promjene tubularne atrofije. Nulta biopsija, uzorak nulte biopsije; 6 mjeseci,
uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mjeseci, uzorak biopsije 12
mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija presadaka bubrega.

Analiza protokolarnih biopsija presadaka bubrega s primarnom funkcijom bubrega.
Uzorkovane su nulte biopsije, biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije i 12
mjeseci nakon transplantacije. Provedena je analiza intenziteta ekspresije KIM-1 i
MMP-3 imunohistokemijskim bojenjem (Tablica 9.).

Tablica 9. Uzorci biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega.
Provedena je analiza intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1 (KIM-1)

i matriks metaloproteinaze-3 (MMP-3) imunohistokemijskim bojenjem.

KIM-1 Gradus intenziteta Nulta 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
imunohistokemijskog biopsija n=16 n=16 n=16
bojenja n=16
0 0 0 1 0
1 8 6 5 3
2 6 6 5 3
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3 2 3 3 6
4 0 1 2 4
MMP-3 Gradus intenziteta Nulta 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
imunohistokemijskog biopsija n=16 n=16 n=16
bojenja n=16
0 0 0 0 0
1 1 2 6 4
2 10 13 8 7
3 5 1 2 5
4 0 0 0 0

* KIM-1 gradus, gradus ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus,
gradus ekspresije matriks metaloproteinaze-3. Nulta biopsija, uzorak nulte
biopsije; 7 dana, indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana
nakon transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije;
12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka

biopsija presadaka bubrega.

Provedena je patohistoloska analiza protokolarnih biopsija presadaka bubrega s
odgodenom funkcijom bubrega. Uzorkovane su nulte biopsije, indikacijska
biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon transplantacije, biopsije 6
mjeseci nakon transplantacije i 12 mjeseci nakon transplantacije. Provedena je

patohistoloSka analiza akutnog tubularnog ostec¢enja (ATO) (Tablica 10.).

Tablica 10. PatohistoloSska analiza akutnog tubularnog oSte¢enja (ATO) u

uzorcima biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega.

ATO Gradus Nulta biopsija 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
n=16 n=16 n=16 n=16
0 0 0 9 14
1 5 3 6 1
2 9 8 1 1
3 2 4 0 0
4 0 1 0 0

* ATO gradus, tezina akutnog tubularnog ostec¢enja; Nulta biopsija, uzorak nulte
biopsije; 7 dana, indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana
nakon transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije;
12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka

biopsija presadaka bubrega.
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Provedena je analiza kreatinina u serumu prilikom postupka transplantacije tj.

nulte biopsije, 7 dana nakon transplantacije, na dan biopsije 6 mjeseci nakon

transplantacije i na dan biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije (Tablica 11.).

Tablica 11. Provedena je analiza koncentracije kreatinina u serumu po gradusima

u vrijeme uzimanja biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega.

SCr Gradus Nulta biopsija 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
n=13 n=13 n=15 n=15
1 0 0 0 0
2 0 0 1 2
3 2 2 12 11
4 3 4 2 2
5 8 5 0 0

* SCr gradus, gradacija koncentracije kreatinina u serumu; Nulta biopsija, uzorak
nulte biopsije; 7 dana, indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7
dana nakon transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon
transplantacije; 12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n,

broj uzoraka biopsija presadaka bubrega.

Provedena je patohistoloska analiza akutnih promjena u uzorcima protokolarnih
biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega: uzorkovane su nulte
biopsije, indikacijske biopsije zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon
transplantacije, biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije i 12 mjeseci nakon
transplantacije. Provedena je patohistolo$ka analiza akutnih promjena presatka
bubrega: intersticijski upalni infiltrat (i), tubulitis (t), glomerulitis (g) 1 intimalni

arteritis (v) skorirani iprema Banff klasifikaciji (Tablica 12.).

Tablica 12. Uzorci biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega.
Patohistoloska analiza akutnih promjena: intersticijski upalni infiltrat (i), tubulitis

(1), glomerulitis (g) i1 intimalni arteritis (v) skorirani prema Banff klasifikaciji.
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* 1 gradus, gradus teZine intersticijskog upalnog infiltrata; t gradus, teZina

promjena tubulitisa; g gradus, tezina promjena glomerulitisa; v gradus, teZina
promjena intimalnog arteritisa. Nulta biopsija, uzorak nulte biopsije; 7 dana,
indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon
transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12
mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija
presadaka bubrega.

Provedena je patohistoloSka analiza kroni¢nih promjena uzoraka protokolarnih

biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega: intersticijska fibroza
(ci) i tubularna atrofija (ct) skorirani prema Banff klasifikaciji. Uzorkovane su
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nulte biopsije, indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon

transplantacije, biopsije 6 mjeseci i 12 mjeseci nakon transplantacije (Tablica 13).

Tablica 13. Uzorci biopsija presadaka bubrega s odgodenom funkcijom bubrega.
PatohistoloSka analiza kroni¢nih promjena: intersticijska fibroza (ci) i tubularna

atrofija (ct) skorirani prema Banff klasifikaciji.

Banff skor Nulta biopsija 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
patohistoloskih n=16 n=16 n=16 n=16
kroni¢nih
upalnih
promjena
Intersticijska
fibroza (ci)
0 14 13 6 4
1 2 3 8 9
2 0 0 2 1
3 0 0 0 2
Tubularna
atrofija (ct)
0 11 10 4 4
1 5 6 10 9
2 0 0 2 1
3 0 0 0 2

* ci skor, tezina kroni¢ne promjene intersticijske fibroze; ct skor, tezina kroni¢ne
promjene tubularne atrofije. Nulta biopsija, uzorak nulte biopsije; 7 dana,
indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon
transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12
mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija

presadaka bubrega.

Provedena je analiza nultih biopsija presadaka bubrega kod kojih se nakon
transplantacije javila epizoda grani¢nog akutnog i akutnog staniénog odbacivanja
prema Banff kriterijima patohistoloSke analize. Provedena je patohistoloSka
analiza i1 gradacija akutnog tubularnog oSteCenja (ATO) te analiza intenziteta
ekspresije KIM-1 i MMP-3 imunohistokemijskim bojenjem. Dva uzorka nultih
biopsija su uklonjena iz analize zbog neadekvatne kvalitete materijala prema
kriterijima Banff klasifikacije. (Tablica 14.).
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Tablica 14. Uzorci 29 nultih biopsija transplantiranih bubrega kod kojih se tijekom
12 mjeseci javila epizoda grani¢nog akutnog i akutnog stani¢nog odbacivanja
prema Banff kriterijima patohistoloske analize. Provedena je patohistoloska
analiza 1 gradacija akutnog tubularnog oSte¢enja (ATO) te imunohistokemijska
analiza intenziteta obojenja na molekulu bubrezne ozljede-1 (KIM-1) i matriks

metaloproteinazu-3 (MMP-3) i gradacija.

Gradus ATO broj uzoraka | KIM-1 broj uzoraka | MMP-3 broj uzoraka
0 0 0 0
1 12 14 7
2 13 12 10
3 3 2 12
4 1 1 0

*Gradus, prema patohistoloskoj analizi tezina akutnog tubularnog oste¢enja (ATO)
te gradacija intenziteta imunohistokemijskog obojenja stanica proksimalnih tubula
transplantiranih bubrega na molekulu bubrezne ozljede-1 (KIM-1) i matriks
metaloproteinazu-3 (MMP-3).

Provedena je analiza intenziteta ekspresije KIM-1 i MMP-3 imunohistokemijskim
bojenjem u indikacijskim biopsijama presadaka bubrega 7 dana nakon
transplantacije, 9 protokolarnih biopsija 6 mjeseci nakon transplantacije i 12
protokolarnih biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije u kojima je
patohistoloSkom analizom potvrdena epizoda grani¢nog akutnog ili akutnog

stani¢nog odbacivanja prema Banff kriterijima (Tablica 15).

Tablica 15. Uzorci biopsija presadaka bubrega u kojima je patohistoloskom
analizom potvrdena epizoda grani¢nog akutnog ili akutnog stani¢nog odbacivanja

prema Banff kriterijima. Provedena je analiza intenziteta ekspresije molekule

bubrezne ozljede-1 (KIM-1) i matriks metaloproteinaze-3 (MMP-3)
imunohistokemijskim bojenjem.
KIM-1 Gradus 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
0 0 1 0
1 6 4 1
2 3 4 5
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3 1 0 3
4 0 0 3
MMP-3 Gradus dana 6 mjeseci 12 mjeseci
0 0 0 0
1 6 7 2
2 2 2 6
3 2 0 4
4 0 0 0

* KIM-1 gradus (+), gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1;

MMP-3 gradus (+), gradus intenziteta ekspresije matriks metaloproteinaze-3; 7

indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon

presadaka bubrega.

akutnog stani¢nog odbacivanja prema Banff kriterijima (Tablica 16).

transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12

mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija

Provedena je patohistoloska analiza akutnih promjena: intersticijski upalni infiltrat
(1), tubulitis (t), skorirani prema Banff klasifikaciji u indikacijskim biopsijama
presadaka bubrega 7 dana nakon transplantacije, 9 protokolarnih biopsija 6 mjeseci
nakon transplantacije i 12 protokolarnih biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije

u kojima je patohistoloSkom analizom potvrdena epizoda grani¢nog akutnog ili
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Tablica 16. PatohistoloSka analiza uzoraka biopsije prema Banff klasifikaciji na
skorove intersticijske upale (i) i tubulitis (t) za odredivanje grani¢nog odbacivanja

i akutnog stani¢nog odbacivanja, kriterij odabira je i>1 1 t>1.

Skor i 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci

1 5 4 9

2 4 4 1

3 1 1 2
Skor t

1 6 4 5

2 1 2 4

3 3 3 3

* skor “1”, skor tezine intersticijskog upalnog infiltrata; skor “t”, teZina promjena
tubulitisa; g gradus, tezina promjena glomerulitisa; v gradus, tezina promjena
intimalnog arteritisa; 7 dana, indikacijska biopsija zbog odgodene funkcije
bubrega 7 dana nakon transplantacije; 6 mjeseci, uzorak biopsije 6 mjeseci nakon
transplantacije; 12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije; n,

broj uzoraka biopsija presadaka bubrega.

Provedena je analiza procijenjene glomerulske filtracije. Vrijeme uzorkovanja 7

dana, 6 mjeseci i 12 mjeseci nakon transplantacije bubrega (Tablica 17)

Tablica 17. Procijenjena glomerulska filtracija (eGFR) u skupini uzoraka biopsija

transplantiranih bubrega s epizodom grani¢nog i akutnog stani¢nog odbacivanja.

eGFR 7 dana 6 mjeseci 12 mjeseci
1 0 0 1
2 0 3 3
3 1 4 8
4 4 2 0
5 5 0 0

*eGFR, gradus procijenjene glomerulske filtracije; 7 dana, indikacijska biopsija
zbog odgodene funkcije bubrega 7 dana nakon transplantacije; 6 mjeseci, uzorak
biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mjeseci, uzorak biopsije 12 mjeseci

nakon transplantacije; n, broj uzoraka biopsija presadaka bubrega.
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Provedena je analiza intenziteta ekspresije KIM-1 i MMP-3 imunohistokemijskim
bojenjem u Kontrolnoj skupini 10 nefrektomiranih bubrega zbog maligne tvorbe,
angiomiolipoma te policisticne bolesti bubrega. Uzorci zdravog tkiva
imunohistokemijski su obradeni za ekspresiju molekule KIM-1 i MMP-3 (Tablica
18)

Tablica 18. Kontrolna skupina 10 nefrektomiranih bubrega.

Uzorak SCr gradus KIM-1 gradus | MMP-3 gradus | Osnovna bolest
() ()

K1 1 0 1 RCC

K2 1 0 2 RCC

K3 1 1 1 RCC

K4 N/A 0 1 RCC

K5 1 0 2 Angiomiolipom
K6 1 0 1 ADPKD

K7 1 0 2 RCC

K8 1 0 2 RCC

K9 1 0 1 RCC

K10 2 0 1 RCC

* Uzorci su uzeti iz zdravog tkiva nefrektomiranih bubrega zbog karcinoma
bubreznih stanica (engl. Renal Cell Carcinoma, RCC), angiomiolipoma i
autosomno dominantne policisticne bolesti bubrega (engl. Autosomal Dominant
Polycystic Kidney Disease, ADPKD). SCr, kreatinin u serumu; KIM-1, molekula

bubrezne ozljede-1, MMP-3, matriks metaloproteinaza-3; N/A-nije analizirano
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Slika 5. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije KIM-1
imunohistokemijskim bojenjem. Ne nalazi se ekspresije KIM-1. T-tubul bubrega,

G-glomerul. Povecanje 200x. Broj biopsije 366/13.

Slika 6. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije KIM-1
imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko smede obojenje, gradus 1+,
slabo granulirani pozitivitet fokalno prisutan na luminalnoj povrsini neatrofi¢nih
proksimalnih tubula. T- tubul, G-glomerul. Crna strelica: slabo granulirano
obojenje stanica tubula. Povecanje 200x. Broj biopsije 127/14.
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Slika 7. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije KIM-1
imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko smede obojenje, ekspresije
KIM-1 gradus 2+. Slabo granulirani pozitivitet okruzuje cijelu cirkumferenciju
luminalne povr§ine neatrofi¢nih proksimalnih tubula. T-tubul. Crna strelica: slabo

granulirano obojenje stanica tubula. Povecanje 200x. Broj biopsije 133/14.

Slika 8. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije KIM-1
imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko smede obojenje, ekspresija
KIM-1 gradus 3+. Umjereno granulirani pozitivitet okruzuje cijelu cirkumferenciju

luminalne povrSine neatrofi¢nih proksimalnih tubula i §iri se u medustani¢ne
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prostore i lateralno. T-tubul. Crna strelica: umjereno granulirano obojenje stanica
tubula. Povecanje 200x. Broj biopsije 142/14.

Slika 9. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije KIM-1
imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko smede obojenje, ekspresija
KIM-1 gradus 4+. Jako granulirani pozitivitet okruzuje cijelu cirkumferenciju
luminalne povr$ine neatrofi¢nih proksimalnih tubula i lateralno. T-tubul, G-
glomerul. Crna strelica: jako granularno obojenje stanica tubula. Povecanje 200x.
Broj biopsije 180/15.
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Slika 10. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije MMP-
3 imunohistokemijskim bojenjem. Ne nalazi se ekspresije MMP-3.. G-glomerul, T-
tubul., nema obojenja MMP-3, gradus 0. Povecanje 200x. Broj biopsije 366/13.

Slika 11. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije MMP-
3 imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko crveno-smede obojenje
slabo granulirano obojenje, ekspresija MMP-3, gradus 1+. T-tubul. Crna strelica:
obojenje stanica tubula. Povecanje 200x. Broj biopsije 444/11.
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Slika 12. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije MMP-
3 imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko crveno-smede obojenje,
slabo granulirano pozitivno obojenje cijele cirkumferencije, ekspresija MMP-3,
gradus 2+. T-tubul. Crna strelica: obojenje stanica tubula. Povecanje 200x. Broj
biopsije 142/14.
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Slika 13. Uzorak biopsije presatka bubrega. Analiza intenziteta ekspresije MMP-
3 imunohistokemijskim bojenjem. Imunohistokemijsko crveno-smede obojenje.
Umjereno granulirano obojenje cijele cirkumferencje, ekspresija MMP-3 gradus
3+. T-tubul, G-glomerul. Crna strelica: obojenje stanica tubula. Povecéanje 200x.
Broj biopsije 180/15.
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Analiziran je 31 presadak transplantiranih bubrega pri ¢emu je utvrdeno da su svi
promatrani parametri (ATO, KIM-1 i MMP-3 gradus) bili nepravilno distribuirani
(Shapiro-Wilk test). Isto je primije¢eno i u analizi bioptata nakon Sest 1 12 mjeseci
pri ¢emu je izostavljeno iz analize 9 uzoraka 6 mjeseci nakon transplantacije i
izostavljeno je iz analize 10 uzoraka 12 mjeseci nakon transplantacije zbog

suboptimalne kvalitete za analizu prema Banff klasifikaciji (Tablica 19).

Tablica 19. Karakteristike uzoraka biopsija transplantiranih bubrega.

ATO KIM- | MMP- | ATO KIM- | MMP- | ATO KIM- | MMP-
gradus |1 3 gradus | 1 3 gradus | 1 3
nulta | gradus | gradus | 6 mj gradus | gradus | 12 mj | gradus | gradus
bx nulta | nulta | bx 6 mj 6 mj bx 12mj | 12 mj
bx bx bx bx bx bx
N 31 31 31 22 22 22 21 21 21
N/A 0 0 0 9 9 9 10 10 10
Srednja 1,45 1,77 2,19 1,18 1,82 1,86 1,28 1,71 1,71
vrijednost
Medijan 1,00 2,00 |[200 1,00 150 [2,00 |1,00 200 |2,00
Standardna | 0,506 |0,884 |0,749 (0,395 |1,33 (0,899 |1,030 |1,161 |O0,765
devijacija
Minimum 1 0 1 1 0 0 0 0 1
Maksimum | 2 4 3 2 4 3 3 4 3
Shapiro- 0,635 |0,878 [0,798 |0,474 |0,877 |0,866 |0,395 |0,831 |0,815
Wilk W
Shapiro- <0,001 | 0,002 | <0,001 | <0,001 | 0,011 | 0,007 |<0,001 0,012 | 0,015
Wilk p

*N, broj uzoraka biopsija transplantiranih bubrega; nulta bx, uzorci nultih biopsija;
6 mj bx, biopsija 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mj bx, biopsija 12 mjeseci
nakon transplantacije; ATO  gradus, patohistoloski gradus akutnog
tubularnogoste¢enja; KIM-1 gradus, gradus intenziteta ekspresije molekule
bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus intenziteta ekspresije matriks-

metaloproteinaze-3, N/A, nije analizirano.
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Navedene su srednje vrijednosti i medijani promatranih parametara u uzorcima
nultih biopsija presadaka bubrega po skupinama s primarnom funkcijom i s
odgodenom funkcijom. Analizirani su gradusi intenziteta ekspresije molekule
bubrezne ozljede-1, matriks metaloproteinaze-3, patohistoloski gradus akutnog
tubularnog oStecenja, vrijednosti i gradusi vrijednosti koncentracije kreatinina u
serumu te gradus procijenjene glomerularne filtracije. Podjednake su srednje
vrijednosti gradusa ekspresije KIM-1 i MMP-3 u obje skupine nultih biopsija uz

podjednake srednje vrijednosti gradusa akutnog oSte¢enja tubula. (Tablica 20).

Tablica 20. Karakteristike uzoraka nultih biopsija transplantiranih bubrega s
primarnom funkcijom presatka i nultih biopsija s odgodenom funkcijom presatka
(OFP).

OFP KIM-1 | MMP-3 | ATO | SCr SCr eGFR
NE=0 gradus | gradus | gradus gradus | gradus
DA=1
Srednja 0 2,00 2,05 1,55 558 4,15 4,65
vrijednost 1 1,58 2,32 1,71 711 2,86 3,29
Medijan 0 2,00 2,00 1,00 600 4,50 5,00
1 1 2 2 705 2,50 3,50
Stand. 0 0,858 0,826 0,826 | 233 1,09 0,875
dev. 1 0,692 0,582 0,686 | 209 1,75 1,77
Min. 0 1 1 1 113 2 2
1 1 1 1 342 1 1
Maks. 0 4 3 4 915 5 5
1 3 3 3 1048 5 5

*OFP, odgodena funkcija presatka, NE = 0-nije prisutna OFP; DA = 1-prisutna je
OFP; KIM-1 gradus, gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1;
MMP-3 gradus, gradus intenziteta ekspresije matriks-metaloproteinaze-3; ATO
gradus, patohistoloSki gradus akutnog tubularnog oSte¢enja; SCr, serumski
kreatinin, SCr gradus, gradus vrijednosti serumskog kreatinina; eGFR,
procijenjena glomerulska filtracija; Stand. dev, standradna devijacija; Min,

minimalna vrijednost; Maks, maksimalna vrijednost.
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Uzorci presadaka transplantiranih bubrega viseg patohistoloskog gradusa ATO
imali su znacajno vecée vrijednosti SCr-a i nize vrijednosti eGFR-a u odnosu na
uzorke presadaka s nizim patohistoloSskim gradusom ATO, dok kod ostalih
promatranih parametara nisu primijeéene razlike. Analiza po Mann-Whitney U
testu (Tablica 21).

Tablica 21. Povezanost vrijednosti gradusa akutnog tubularnog oStecenja s
gradusima ekspresije molekule bubrezne ozljede-1 i matriks metaloproteinaze-3 te

vrijednostima kreatinina u nultim biopsijama.

p vrijednost
KIM-1 bx0 gradus 0,115
MMP-3 bx0 gradus 0,322
ATO bx0 gradus 0,335
SCr bx0 0,083
SCr bx0 gradus 0,031
eGFR bx0 gradus 0,008
Ha},l0¢u1

* KIM-1 bx0 gradus, gradus ekspresije molekule bubrezne ozljede-1 u nultoj
biopsiji; MMP-3 bx0 gradus, gradus ekspresije matriks-metaloproteinaze-3 u
nultoj biopsiji; ATO bx0 gradus, patohistoloSki gradus akutnog tubularnog
oStec¢enja u nultoj biopsiji; SCr bx0, koncentracija serumskog kreatinina u vrijeme
transplantacije; SCr bx0 gradus, gradus vrijednosti koncentracije serumskog
kreatinina u vrijeme transplantacije; eGFR bx0 gradus, gradus procijenjene
glomerulska filtracija u vrijeme transplantacije.P vrijednost <0,05, statisticki

znacajna.

Prema naSim rezultatima analizom snage korelacije prema Pearson r pokazatelju u
nultim biopsijama nije bilo statisticki znacajnih korelacija izmedu analiziranih
varijabli: patohistoloSkog gradusa ATO, gradusa intenziteta ekspresije KIM-1 i
gradusa intenziteta ekspresije MMP-3 (Tablica 22).
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Tablica 22. Povezanost izmedu gradusa akutnog tubularnog oSteé¢enja (ATO),
gradusa ckspresije molekule bubrezne ozljede-1 i gradusa ekspresije matriks-

metaloproteinaze-3 u nultim biopsijama.

Nulta biopsija ATO gradus KIM-1 gradus MMP-3 gradus
ATO gradus Pearson's r -
df -
p-vrijednost -
KIM-1 gradus Pearson's r -0,212 -
df 29 -
p-vrijednost 0,253 -
MMP-3 gradus | Pearson's r 0,201 -0,284 -
df 29 29 -
p-vrijednost 0,277 0,121 -

*ATO gradus, patohistoloski gradus akutnog tubularnog osteéenja;; KIM-1gradus,
gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus
intenziteta ekspresije matriks-metaloproteinaze-3. P vrijednost <0,05, statisti¢ki

znacajna.

Gradus ATO 6 mjeseci nakon transplantacije bio je znacajno nizi, a 12 mjeseci
nakon transplantacije nije pronadena statisticki znacajno niza vrijednost.
Analizirana je dinamika promjene akutnog tubularnog oStecenja po usporedbi u
parovima (Durbin-Conover) tako da je statisticki znacajna promjena izmedu
patohistoloSkog gradusa ATO nultih biopsija i patohistoloSkog gradusa ATO u
biopsijama 6 mjeseci nakon transplantacije bila P = 0,003.

Statisticki nema znacajne promjene izmedu patohistoloskog gradusa ATO u
uzorcima biopsije 6 mjeseci nakon transplantacije i uzorcima biopsije 12 mjeseci

nakon transplantacije (Tablica 23).

Tablica 23. Promjene gradusa akutnog tubularnog oSteéenja (ATO) tijekom 12

mjeseci.
ATO gradus p vrijednost
nulta bx- 6 mj bx 0,003
nulta bx- 12 mj bx 0,075
6 mj bx- 12 mj bx 0,176
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* ATO gradus, patohistoloski gradus akutnog tubularnog ostec¢enj; nulta bx, nulta
biopsija; 6 mj bx, biopsija 6 mjeseci nakon transplantacije bubrega; 12 mj bx,
biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije bubrega. P vrijednost <0,05, statisti¢ki

znacajna.

Analiza nultih biopsija kod kojih se razvila OFP. U analizi je nedostajalo 5
uzoraka koncentracije kreatinina u serumu na dan transplantacije. Takoder su
nedostajal 2 patohistoloSka nalaza nultih biopsija. Utvrdeno je da su gradus
koncentracije kreatinina u serumu, gradus vrijednosti procijenjene glomerulske
filtracije, Banff skor intersticijskog upalnog infiltrata, Banff skor tubulitisa,
patohistoloski gradus akutnog tubularnog oStecenja, gradus intenziteta ekspresije
molekule bubrezne ozljede-1 i gradus intenziteta ekspresije matriks-
metaloproteinaze-3 bili nepravilno distribuirani prema Shapiro-Wilk testu
(Tablica 24).

Tablica 24. Karakteristike nultih biopsija kod kojih se razvila odgodena funkcija

presatka.
SCr eGFR |i t ATO KIM-1 | MMP-3
gradus | gradus gradus | gradus | gradus
N 14 14 19 19 17 19 19
N/A 5 5 0 0 2 0 0
Srednja 2,86 328 |0 0 1,71 1,58 2,31
vrijednost

Medijan 2,50 3,50 0 0 2,00 1,00 2,00
Standardna | 1,75 1,77 0 0 0,69 0,69 0,58

devijacija

Minimum 1 1 0 0 1 1 1
Maksimum |5 5 0 0 3 3 3
Shapiro- 0,816 |0,788 |/ / 0,789 |0,751 |0,744
Wilk W

Shapiro- 0,007 | 0,003 |/ / <0,001 | <0,001 | <0,001
Wilk p

*N, broj uzoraka; SCr gradus, gradus koncentracije kreatinina u serumu; eGFR
gradus, gradus vrijednosti procijenjene glomerulske filtracije; i,Banff skor
intersticijskog upalnog infiltrata; t,Banff skor tubulitisa; ATO gradus,
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patohistolo$ki gradus akutnog tubularnog oSteéenja; KIM-1 gradus,gradus
intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus
intenziteta ekspresije matriks-metaloproteinaze-3, P vrijednost <0,05, statisticki

znacajna; N/A, nije analizirano.

U indikacijskim biopsijama 7 dana nakon transplantacije, bubrezi s OFP imali su
znacajno vecée graduse eGFR-a (5.0 vs. 3.5), i (1 vs. 0), t (1 vs. 0) te nize graduse
intenziteta ekspresije MMP-3 (medijan je isti = 2, no prosjeci su 1.89 vs. 2.39). U
ostalim promatranim parametrima nisu pronadene razlike izmedu nultih biopsija i
biopsija 7 dana nakon transplantacije. U analizi je nedostajalo 5 uzoraka
koncentracije kreatinina u serumu na dan transplantacije. Tijekom
imunohistokemijske obrade 1 uzorak obraden na KIM-1 i 1 uzorak obraden na
MMP-3 je bio neadekvatne kvalitete te je izostavljen iz analize. (Tablica 25) (Slika
14).

Tablica 25. Karakteristike uzoraka biopsija s odgodenom funkcijom presatka 7

dana nakon transplantacije.

SCr eGFR |i t ATO | KIM-1 | MMP-3
gradus | gradus gradus | gradus | gradus
(*) )
N 14 14 19 19 19 18 18
N/A 5 5 0 0 0 1 1
Srednja 421 | 4,79 0,84 | 0,79 194 189 |1,89

vrijednost
Medijan 450 |5,00 1,00 | 1,00 200 |[200 [2,00
Standardna | 0,97 | 0,58 0,89 | 0,98 1,08 |090 |047

devijacija

Minimum | 2 3 0 0 0 1 1
Maksimum | 5 5 3 3 4 4 3
Shapiro- 0,794 0,438 |0,823 0,758 |0,924 |0,836 | 0,642
Wilk W

Shapiro- 0,004 | <0,001 | 0,002 | <0,001 | 0,134 | 0,005 | <0,001
Wilk p

*N, broj uzoraka; SCr gradus, gradus koncentracije kreatinina u serumu; eGFR

gradus, gradus vrijednosti procijenjene glomerulske filtracije; “i”, Banff skor
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intersticijskog upalnog infiltrata; “t”, Banff skor tubulitisa; ATO gradus,
patohistoloSki gradus akutnog tubularnog oSte¢enja; KIM-1 gradus, gradus
intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus
intenziteta ekspresije matriks metaloproteinaze-3; P vrijednost <0,05, statisti¢ki

znacajna; N/A, nije analizirano.

Srednja vrijednost
w

) | [ | |
1 | I
0
SCr SCr eGFR eGFR i i7 t t7 ATO ATO KIM-1 KIM-1 MMP-3 MMP-3
gradus gradus gradus gradus dana dana gradus gradus gradus gradus gradus gradus
7 dana 7 dana 7dana (+) (+)7 (+) (+)7
dana dana

Slika 14. Parametri funkcije transplantiranih bubrega kod kojih se razvila
odgodena funkcija presatka. Srednje vrijednosti analiziranih parametara sa
standardnim devijacijama u nultim biopsijama presadaka i 7 dana nakon
transplantacije.* SCr, serumski kreatinin; eGFR, procijenjena glomerulska
filtracija; 1, intersticijska upala; t, tubulitis; ATO, akutno tubularno oStecenje;

KIM-1, molekula bubrezne ozljede-1; MMP-3, matriks metaloproteinaza-3.

Analiza promjene parametara u skupini s odgodenom funkcijom presatka prema
Wilcoxon testu. Prema naSim rezultatima izmedu nultih biopsija presadaka i

biopsija 7 dana nakon transplantacije postojala je znacajna promjena vrijednosti:
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gradusa eGFR (P=0,01), Banff skora intersticijskog upalnog infiltrata (P=0,003),
Banff skora tubulitisa (P=0,005) i gradusa intenziteta ekspresije MMP-3 (P=0,03)
izmedu nultih biopsija presadaka i biopsija 7 dana nakon transplantacije (Tablica
26).

Tablica 26. Promjene parametara izmedu nultih biopsija presadaka i biopsija 7

dana nakon transplantacije u skupini s odgodenom funkcijom presatka.

N T Z P
SCr gradus 11 11,00000 1,956039 0,050461
eGFR gradus 9 1,50000 2,487865 0,012852
i 11 0,00000 2,934058 0,003346
t 10 0,00000 2,803060 0,005062
ATO gradus 14 37,00000 0,973035 0,330536
KIM-1 gradus 11 20,00000 1,155841 0,247747
MMP-3 gradus 9 4,50000 2,132456 0,032970

* SCr gradus, gradus koncentracije kreatinina u serumu; eGFR gradus, gradus
vrijednosti procijenjene glomerulske filtracije; “i”, Banff skor intersticijskog
upalnog infiltrata; “t”, Banff skor tubulitisa; ATO gradus, patohistoloski gradus
akutnog tubularnog oS$tecenja; KIM-1 gradus, gradus intenziteta ekspresije
molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus intenziteta ekspresije matriks
metaloproteinaze-3; P vrijednost <0,05, statisti¢ki znacajna.

Prema rezultatima prikazanima u Tablici 27 nije bilo statisticki znacajne
povezanosti izmedu patohistoloskog gradusa ATO, gradusa intenziteta ekspresije
KIM-1 i gradusa intenziteta ekspresije MMP-3 u nultim biopsijama ispitanika s
OFP.

Tablica 27. Povezanost izmedu gradusa akutnog tubularnog oStecenja (ATO),
gradusa ckspresije molekule bubrezne ozljede-1 (KIM-1) i gradusa ekspresije
matriks-metaloproteinaze-3 (MMP-3) u nultim biopsijama presadaka s odgodenom
funkcijom.

Nulta biopsija ATO gradus KIM-1 gradus MMP-3 gradus
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ATO gradus Spearman R
t (N-2)
P

KIM-1 gradus Spearman R -0,091
t (N-2) -0,355
P 0,727

MMP-3 gradus | Spearman R 0,267 -0,165
t (N-2) 1,07 -0,690
P 0,299 0,499

*ATO gradus, patohistoloski gradus akutnog tubularnog o§teé¢enja; KIM-1gradus,

gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus

intenziteta ekspresije matriks-metaloproteinaze-3. P vrijednost <0,05, statisti¢ki

znacajna.

Prema nasim rezultatima postojala je znacajna razlika u gradusu ekspresije MMP-

3 koji je bio znacajno visi s poveéanjem patohistoloSkog gradusa ATO u biopsijama

7 dana nakon transplantacije (Tablica 28).

Tablica 28. Povezanost izmedu gradusa akutnog tubularnog oSteé¢enja (ATO),

gradusa eckspresije molekule bubrezne ozljede-1 (KIM-1) i gradusa ekspresije

matriks-metaloproteinaze-3 (MMP-3) u biopsijama 7 dana nakon transplantacije.

Bx 7 dana ATO gradus KIM-1 gradus MMP-3 gradus
ATO gradus Spearman R
t (N-2)
P
KIM-1 gradus Spearman R 0,393
t (N-2) 1,711
P 0,106
MMP-3 gradus | Spearman R 0,663 0,119
t (N-2) 3,539 0,482
P 0,003 0,636

* ATO gradus, patohistoloski gradus akutnog tubularnog oste¢enja; KIM-1gradus,

gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus

intenziteta ekspresije matriks-metaloproteinaze-3. P vrijednost <0,05, statistic¢ki

znacajna.
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Analizom snage korelacije prema Pearsonu, gradusi intenziteta ekspresije KIM-1 i
MMP-3 rasli su slabo u usporedbi s patohistoloSkim gradusom ATO. A znacajno
je povezan porast gradusa intenziteta ekspresije MMP-3 s porastom gradusa
intenziteta ekspresije KIM-1 u biopsijama 6 mjeseci nakon transplantacije,
p<0,002 (Tablica 29).

Tablica 29. Povezanost izmedu gradusa akutnog tubularnog oStec¢enja (ATO),
gradusa ckspresije molekule bubrezne ozljede-1 i gradusa ekspresije matriks-

metaloproteinaze-3 u biopsijama 6 mjeseci nakon transplantacije.

Bx 6 mj ATO gradus KIM-1 gradus MMP-3 gradus
ATO gradus Pearson's r -
df -
p-vrijednost -
KIM-1 gradus Pearson's r 0,069 -
df 19 -
p-vrijednost 0,765 -
MMP-3 gradus | Pearson's r 0,193 0,621 -
df 19 20 -
p-vrijednost 0,402 0,002 -

*Bx 6 mj, biopsija 6 mjeseci nakon transplantacije; ATO gradus, patohistoloski
gradus akutnog tubularnog oStec¢enja; KIM-1gradus, gradus intenziteta ekspresije
molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus intenziteta ekspresije

matriks-metaloproteinaze-3. P vrijednost <0,05, statisticki znacajna.

Usporedbom gradusa izmedu parova ATO nulta biopsija i biopsija 12 mjeseci od
transplantacije te uzorci biopsija uzetih 6 mjeseci od transplantacije i biopsija 12
mjeseci od transplantacije nije nadena znacajna promjena vrijednosti gradusa

akutnog oStecenja tubula.
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Analizom snage korelacije prema Pearsonu gradus intenziteta ekspresije KIM-1
korelira s patohistoloskim gradusom ATO, dok je povecéanje gradusa intenziteta
ekspresije MMP-3 bilo slabo povezano s padom patohistoloskog gradusa ATO u
biopsijama 12 mjeseci od transplantacije. Izmedu gradusa intenziteta ekspresije
KIM-1 i MMP-3 slaba je povezanost. Nema statisticki znacajnih povezanosti
izmedu analiziranih varijabli u biopsijama 12 mjeseci od transplantacije (Tablica
30) (Slika 15).

Tablica 30. Povezanost izmedu gradusa akutnog tubularnog oSteé¢enja (ATO),
gradusa ckspresije molekule bubrezne ozljede-1 i gradusa ekspresije matriks-

metaloproteinaze-3 u biopsijama 12 mjeseci nakon transplantacije.

Bx 12 mj ATO gradus KIM-1 gradus MMP-3 gradus
ATO gradus Pearson's r -
df -
p-vrijednost -
KIM-1 gradus Pearson's r 0,169 -
df 13 -
p-vrijednost 0,548 -
MMP-3 gradus | Pearson's r -0,413 0,383
df 13 13
p-vrijednost 0,126 0,159

*Bx 12 mj, biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije; ATO gradus, patohistoloski
gradus akutnog tubularnog oStec¢enja; KIM-1gradus, gradus intenziteta ekspresije
molekule bubreZzne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus intenziteta ekspresije

matriks-metaloproteinaze-3. P vrijednost <0,05, statisticki znacajna.
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Slika 15. Parametri funkcije transplantiranih bubrega s primarnom funkcijom
presatka. Srednje vrijednosti analiziranih parametara sa standardnim devijacijama
u nultoj biopsiji, 6 mjeseci i 12 mjeseci nakon transplantacije. ATO, akutno
tubularno ostecenje; bx, biopsija; KIM-1, molekula bubrezne ozljede-1; MMP-3,

matriks-metaloproteinaza-3.
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Pojavnost OFP-a bila je veca u presadaka s veé¢im gradusom intersticijske upale u
indikacijskim biopsijama 7 dana nakon transplantacije. Gradus intersticijske upale
bio je znacajno veci u biopsijama 7 dana nakon transplantacije u odnosu na biopsije
6 i 12 mjeseci nakon transplantacije (Tablica 31).

Tablica 31. Promjene Banff skora intersticijskog upalnog infiltrata tijekom 12

mjeseci.
p vrijednost
i bx0 —i OFP 7d bx <,001
i bx0 —ibx 6 mj 0,007
i bx0 — i bx 12 mj 0,034
i OFP 7d bx —i bx 6 mj 0,197
i OFP 7d bx —i bx 12 mj 0,061
i bx 6 mj—ibx 12 mj 0,545

*«j» Banff skor intersticijskog upalnog infiltrata; bx0, nulta biopsija; OFP 7d bx,
odgodena funkcija presatka biopsija 7 dan nakon transplantacije; bx 6 mj, biopsija
6 mjeseci nakon transplantacije; bx 12 mj biopsija 12 mjeseci nakon

transplantacije. P vrijednost <0,05, statisti¢ki znac¢ajna.

Pojavnost OFP-a bila je veca u presadaka s ve¢im Banff skorom tubulitisa u
indikacijskim biopsijama 7 dana nakon transplantacije. Banff skorom tubulitisa bio
je znacajno veci u biopsijama 7 dana nakon transplantacije u odnosu na biopsije 6

i 12 mjeseci nakon transplantacije (Tablica 32).

Tablica 32. Promjene Banff skora tubulitisa tijekom 12 mjeseci.

p vrijednost
t bx0 —t OFP 7d bx <,001
t bx0 —t bx 6 mj 0,004
t bx0 —thbx 12 mj 0,013
t OFP 7d bx —t bx 6 mj 0,540
t OFP 7d bx —t bx 12 mj 0,294
t bx 6 mj —t bx 12 mj 0,661

*«t» Banff skor tubulitisa; bx0, nulta biopsija; OFP 7d bx, odgodena funkcija

presatka biopsija 7 dana nakon transplantacije; bx 6 mj, biopsija 6 mjeseci nakon
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transplantacije; bx 12 mj, biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije. P vrijednost

<0,05, statisticki znacajna.

Prema naSim rezultatima nije utvrdena znacCajna statisticka povezanost izmedu

OFP-a i Banff skora glomerulitisa medu uc¢injenim biopsijama tijekom 12 mjeseci

nakon transplantacije (Tablica 33).

Tablica 33. Promjene Banff skora glomerulitisa tijekom 12 mjeseci.

p vrijednost

g bx 0 — g OFP 7d bx
gbx0—-gbx6mj

gbx 0—gbx 12 mj

g OFP 7d bx — g bx 6 mj
g OFP 7d bx — g bx 12 mj
g bx 6 mj—gbx 12 mj

1,000
1,000
0,163
1,000
0,163
0,163

* ¢

g”, Banff skor glomerulitisa; bx0, nulta biopsija; OFP 7d bx, odgodena funkcija

presatka biopsija 7 dana nakon transplantacije; bx 6 mj, biopsija 6 mjeseci nakon

transplantacije; bx 12 mj biopsija, 12 mjeseci nakon transplantacije. P vrijednost

<0,05, statisticki znacajna.
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Utvrdena je znacajna razlika izmedu gradusa intimalnog arteritisa u nultim
biopsijama i indikacijskim biopsijama 7 dana nakon transplantacije (p=0,010) te
znacajna razlika gradusa intimalnog arteritisa izmedu indikacijskih biopsija 7 dana
nakon transplantacije i biopsijama 6 mjeseci nakon transplantacije (p=0,010).
Pojavnost OFP bila je ¢e$¢a u presadaka bubrega s ve¢im gradusom intimalnog

arteritisa u biopsijama 7 dana nakon transplantacije (Tablica 34.).

Tablica 34. Promjene Banff skora intimalnog arteritisa tijekom 12 mjeseci.

p vrijednost
v bx 0 —v OFP 7d bx 0,010
v bx 0 —v bx 6 mj 1,000
vbx0-vbx12mj 0,508
v OFP 7d bx — v bx 6 mj 0,010
v OFP 7d bx — v bx 12 mj 0,050
v OFP 7d bx — v bx 12 mj 0,508

*«y”, Banff skor intimalnog arteritisa; bx0, nulta biopsija; OFP 7d bx, odgodena

funkcija presatka biopsija 7 dana nakon transplantacije; bx 6 mj, biopsija 6 mjeseci
nakon transplantacije; bx 12 mj biopsija, 12 mjeseci nakon transplantacije. P

vrijednost <0,05, statisti¢ki znacajna.
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Postojala je statisti¢ki znacajna razlika Banff skora intersticijske fibroze izmedu

biopsija 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije, u odnosu na nultu biopsiju. Pojavnost

OFP-a bila je ve¢a u presatcima s ve¢im skorom intersticijske fibroze u biopsijama

6 i 12 mjeseci nakon transplantacije (Tablica 35.).

Tablica 35. Promjene Banff skora intersticijske fibroze tijekom 12 mjeseci.

p vrijednost

ci intersticijska fibroza bx 0 — ci OFP 7d bx
ci intersticijska fibroza bx 0 — ci bx 6 mj

ci intersticijska fibroza bx 0 — ci bx 12 mj
ci OFP 7d bx —ci bx 6 mj

ci OFP 7d bx — ci bx 12 mj

ci bx 6 mj —ci bx 12 mj

0,413
<,001
<,001
<,001
<,001
0,105

*

ci”, Banff skor intersticijske fibroze; bx0, nulta biopsija; OFP 7d bx, odgodena

funkcija presatka biopsija 7 dana nakon transplantacije; bx 6 mj, biopsija 6 mjeseci

nakon transplantacije; bx 12 mj, biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije. P

vrijednost <0,05, statisticki znacajna.
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Postojala je statisticki znaCajna razlika izmedu Banff skora tubularne atrofije

izmedu ucinjenih biopsija 6 i 12 mjeseci nakon transplantacije u odnosu na nultu

biopsiju, a pojavnost OFP-a bila je vec¢a u presatcima s tubularnom atrofijom nakon

6 i 12 mjeseci (Tablica 36.).

Tablica 36. Promjene Banff skora intersticijske fibroze tijekom 12 mjeseci.

p vrijednost

ct bx 0 — ct OFP 7d bx

ct bx 0 — ct bx 6 mj
ctbx 0 —ct bx 12 mj

ct OFP 7d bx — ct bx 6 mj
ct OFP 7d bx — ct bx 12 mj
ct bx 6 mj - ct bx 12 mj

0,313
0,002
<,001
0,031
0,006
0,500

* «ct”, Banff skor tubularne atrofije; bx0, nulta biopsija; OFP 7d bx, odgodena

funkcija presatka biopsija 7 dana nakon transplantacije; bx 6 mj, biopsija 6 mjeseci

nakon transplantacije; bx 12 mj biopsija, 12 mjeseci nakon transplantacije. P

vrijednost <0.05, statisticki znacajna.
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Gradusi intersticijske upale i gradusi tubulitisa znacajno su se razlikovali izmedu
mjerenja ucinjenih kod nultih biopsija i onih nakon 6 i 12 mjeseci.

Gradus glomerulitisa nije bio znacajno razli¢it u uéinjenim biopsijama nakon 6 i
12 mjeseci u odnosu na nultu biopsiju.

Gradus intimalnog arteritisa znacajno se razlikovao izmedu ucinjenih nultih
biopsija i onih nakon 6 i 12 mjeseci.

Gradusi intersticijske fibroze i tubularne atrofije znacajno su se razlikovali

izmedu mjerenja uc¢injenih kod nultih biopsija i onih nakon 6 i 12 mjeseci (Tablica

37).
Tablica 37. Promjene analiziranih Banff skorova tijekom 12 mjeseci.
Banff skor e df p
i 141 |3 0,003
t 126 |3 0,006
g 300 |3 0,392
Vv 860 |3 0,035
ci 275 |3 <0,001
ct 157 |3 0,001

*«j», Banff skor intersticijske upale; “t”, Banff skor tubulitisa; “g”, Banff skor
glomerulitisa; “v”, Banff skor intimalnog arteritisa; “ci”, Banff skor intersticijske

fibroze; “ct”, Banff skor tubularne atrofije; p vrijednost <0,05 statisticki znac¢ajna.

Analiziran je ukupno 31 uzorak transplantiranog bubrega u kojem je tijekom 12
mjeseci patohistoloSkom analizom wutvrdeno grani¢no 1 akutno stani¢no
odbacivanje. Utvrdeno je da su svi promatrani parametri (gradusi intenziteta
ekspresije KIM-1 i MMP-3 te gradus vrijednosti eGFR) bili nepravilno
distribuirani (Shapiro-Wilk test) (Tablica 38).
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Tablica 38. Karakteristike skupine uzoraka transplantiranih bubrega s grani¢nim i

akutnim stani¢nim odbacivanjem.

KIM-1 | MMP- | eGFR | KIM-1 | MMP- | eGFR | KIM-1 | MMP- | eGFR
gradus | 3 gradus | gradus | 3 gradus | gradus | 3 gradus
7 dana | gradus | 7 dana | 6 mj gradus | 6 mj 12mj | gradus | 12 mj
bx 7 dana | bx bx 6 mj bx bx 12mj | bx
bx bx bx
N 10 10 6 9 9 9 12 12 12
N/A 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Srednja 1,50 1,40 4,5 1,33 1,22 2,89 2,67 2,17 2,58
vrijednost
Medijan 1,0 1,0 5,0 1,0 1,0 3,0 2,5 2,0 3,0
Standardna | 0,707 | 0,699 |0,837 |0,707 |0,441 |0,782 |0,985 |0,712 | 0,668
devijacija
Minimum |1 1 3 0 1 2 1 1 1
Maksimum | 3 3 5 2 2 4 4 3 3
Shapiro- <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
Wilk p

*N, broj uzoraka

biopsija transplantiranih bubrega; 7 dana bx, biopsija 7 dana

nakon transplantacije; 6 mj bx, biopsija 6 mjeseci nakon transplantacije; 12 mj bx,

biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije; KIM-1 gradus, gradus intenziteta

ekspresije molekule bubrezne ozljede-1; MMP-3 gradus, gradus intenziteta

ekspresije matriks

metaloproteinaze-3;

eGFR gradus,

gradus vrijednosti

procijenjene glomerulske filtracije; P vrijednost <0,05, statisticki znacajna; N/A,

nije analizirano.
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Prema rezultatima analize promjene vrijednosti gradusa intenziteta ekspresije
KIM-1 i MMP-3 sa skorovima akutnih promjena, intersticijskim upalnim
infiltratom i tubulitisom te promjene gradusa eGFR u transplantiranim bubrezima
s akutnim bubreznim odbacivanjem utvrdeno je statisticki znaCajno poboljSanje
bubrezne funkcije te porast gradusa MMP-3 i KIM-1 nakon 12 mjeseci. Vrijednost
skora intersticijske upale i tubulitisa nije se razlikovao u praéenju ispitanika po

mjesecima (Tablica 39).

Tablica 39. Usporedba parova prema vremenima uzorkovanja transplantiranih

bubrega s grani¢nim i akutnim stani¢nim odbacivanjem.

X df | p
Skor i 237 |2 0,306
Skor ,,t* 0,18 |2 0,914
KIM-1 gradus 869 |2 0,013
MMP-3 gradus 969 |2 0,008
eGFRgradus 1456 |2 <0,001

* Skor “i”, Banff skor intersticijskog upalnog infiltrata; Skor “t”, Banff skor
tubulitisa; KIM-1 gradus, gradus intenziteta ekspresije molekule bubrezne ozljede-
1; MMP-3 gradus, gradus intenziteta ekspresije matriks metaloproteinaze-3; eGFR
gradus, gradus vrijednosti procijenjene glomerulske filtracije;, p vrijednost <0,05,

statisti¢ki znacajna
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5 RASPRAVA

Molekula bubrezne ozljede-1 je transmembranski glikoprotein izrazen na
prezivjelim dediferenciranim epitelnim stanicama proksimalnih tubula bubrega
nakon ishemijskog oSte¢enja. U brojnim radovima je dokazano da ekstracelularna
domena proteina KIM-1 ima ulogu u stani¢noj adheziji i fagocitozi ostataka
apoptotskih i nekroti¢nih stanica. Na taj nacin sudjeluju u uklanjanju opstrukcije
lumena tubula.

U fazi regeneracije, nakon ishemijskog oStecenja, matriks metaloproteinaza-3
(MMP-3) sudjeluje u mehanizmima odvajanja ektodomene KIM-1 te posreduje u
aktiviranju 1 migraciji prezivjelih dediferenciranih stanica na ogoljela mjesta
bazalne membrane i time obnavljaju kontinuirani epitelni sloj (5, 6, 89, 92)
Akutno oStecenje presatka bubrega i akutno odbacivanje ¢esto nisu pravovremeno
prepoznati te je dugoro¢no prezivljenje presatka uz te komplikacije
nezadovoljavajuce. Zbog postupnog kroni¢nog propadanja funkcije koje rezultira
gubitkom presatka bubrega potrebna je rana procjena funkcije i pravodobno

lijecenje akutnog oSteéenja i akutnog odbacivanja presatka bubrega

Potrebno je razjasniti ulogu KIM-1 i MMP-3 u ishemijsko reperfuzijskom
oSte¢enju transplantiranog bubrega radi pravovremenog prepoznavanja akutnog
tubularnog oSte¢enja i akutnog odbacivanja, omogucavanju brzog procesa
regeneracije tubula 1 uspostavljanja funkcije presatka bubrega te dugorocnog

prezivljenja.

Vecina dosadasnjih studija proucavala je urinarne i serumske razine KIM-1, te
ekspresiju na povrsini kultura stanica humanih i misjih stanica proksimalnih

tubula.

Prema naSim spoznajama ovo je prva studija koja proucava ekspresiju KIM-1 i
MMP-3 na uzorcima biopsija transplantiranih bubrega od nulte biopsije do biopsije
12 mjeseci nakon transplantacije. Analizirali smo povezanost povisenih ekspresija
molekula KIM-1 i MMP-3 s gradusom akutnog tubularnog ostecenja i vrijednosti

kreatinina u serumu.
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StatistiCkom analizom dobivenih podataka potvrdili smo da su korelacije izmedu
gradusa vrijednosti KIM-1 i MMP-3 statisticki zna¢ajne do uzorka 6 mjeseci nakon

trasnsplantacije.

Oporavak tubula mozemo pratiti analizom gradusa akutnog tubularnog oSteéenja i
vrijednostima kreatinina u serumu tijekom 12 mjeseci nakon transplantacije.

Ekspresija  KIM-1 korelira sa stupnjem akutnog oSteCenja  tubula,
tubulointersticijskom upalom i fibrozom i jedan je od najboljih pokazatelja
funkcije presatka bubrega 6 mjeseci od transplantacije (7, 96, 97, 99, 100).

U radu koji je objavio Humphreys promatrana je kroni¢na ekspresija KIM-1 na
imortaliziranim stanicama koja je rezultirala tubularnom intersticijskom fibrozom

i upalom (88).

Do sada je objavljen mali broj radova o0 MMP-3 na transplantiranim bubrezima te
je cilj naseg istrazivanja bio bolje upoznati ulogu MMP-3 u ishemijskom oS§te¢enju
I regeneraciji presatka bubrega.

Lim i suradnici su prvi dokazali da MMP-3 posreduje u procesu odvajanja
ektodomene KIM-1 sa stanica proksimalnih tubula u primarnim humanim
stani¢nim kulturama. Takoder su na miSjem pokusnom modelu ishemijsko-
reperfuzijskog ostecenja analizirali ekspresiju KIM-1 i MMP-3 na stanicama
proksimalnih tubula. Time su pruzili in vitro i in vivo dokaze da je MMP-3
odgovorna za odvajanje KIM-1 (9).

Rodrigo i suradnici su mjerili koncentraciju MMP-2 i MMP-3 u serumu nakon
transplantacije bubrega kod kojih se razvila kroni¢na nefropatija. Objavili su
rezultate koji potvrduju da su povisene serumske koncentracije proMMP-3 u
pozitivnoj korelaciji s vrijednostima kreatinina u serumu i da su takoder poviSene
u bubrezima s epizodom akutnog odbacivanja (103).

Bonventre je naveo ulogu matriks metaloproteinaza u proteolizi tubularnih stanica
tijekom akutnog ishemijsko-reperfuzijskog (I/R) oste¢enja u bubregu (2).

Ulogu matriks metaloproteinaza u I/R osteéenju potvrdilo je nekoliko studija,
ukljucujuéi nalaz da su MMP-2 i -9 poviSene u renalnim tubulima i u intersticiju

nakon 1-3 dana od I/R ostec¢enja kod Stakora.
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Matriks metaloproteinaza-3 je eksprimirana u ljudskom bubregu u glomerulu i u
nekim tubularnim epitelnim stanicama (106).

Punsawad 1 suradnici su 2017.g. objavili rezultate analize ekspresije KIM-1 i
MMP-3 na tkivima akutno oSte¢enih bubrega pacijenata preminulih od malarije.
Bila je prisutna znacajna pozitivna korelacija izmedu ukupnog skora ekspresije
KIM-1 i akutne tubularne nekroze te ekspresije MMP-3 (102).

Prikazali smo analizu ekspresije MMP-3 u nultim biopsijama, te 6 i 12 mjeseci
nakon transplantacije. Analizirali smo da li postoji povezanost ekspresije MMP-3
i ekspresije KIM-1.

Nulte biopsije (n=31) podijelili smo u dvije skupine: s primarnom funkcijom
presatka (n=17) i s odgodenom funkcijom presatka, (n=14). Podjednake su srednje
vrijednosti gradusa ekspresije KIM-1 (2,00 vs. 1,58) i gradusa ekspresije MMP-3
(2,05 vs. 2,32) u obje skupine nultih biopsija uz podjednake srednje vrijednosti i
gradusa ATO (1,55 vs. 1,71).

U uzorcima svih nultih biopsija srednja vrijednost gradusa ekspresije KIM-1 bila
je 1,77, srednja vrijednost gradusa ekspresije MMP-3 bila je 2,19, a gradus ATO
imao je srednju vrijednost 1,45. uz nepravilnu distribuciju prema Shapiro Wilk
testu.

Analizom uzoraka nultih biopsija po Mann-Whitney U testu: uzorci nultih biopsija
presadaka bubrega koji su imali loSije tj vise graduse akutnog tubularnog ostecenja
imali su znacajno viSe vrijednosti kreatinina (p=0,031) i nize vrijednosti eGFR-a
u odnosu na uzorke s nizim gradusom akutnog tubularnog oste¢enja (p=0,008), dok
kod gradusa ekspresije KIM-1 (p=0,115) i ekspresije MMP-3 (p=0,322) nisu
primijecene razlike.

Usporedbom parova po Durbin-Conover analizi gradus akutnog tubularnog
oSte¢enja znacajno je nizi tijekom analize u biopsiji uzetoj 6 mjeseci nakon
transplantacije (p=0,003) u usporedbi s analizom tezine oStecenja u nultoj biopsiji
te se moze zakljuciti da je doSlo do znacajnog oporavka strukture tubula.

Prema Pearson r pokazatelju KIM-1 i MMP-3 gradusi vrlo slabo rastu s gradusom
akutnog oStecenja tubula, dok je pove¢anje MMP-3 gradusa ekspresije povezano s

povecanjem KIM-1 gradusa ekspresije u biopsijama 6 mjeseci nakon
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transplantacije. Statisticki je prisutna znacajna povezanost izmedu gradusa KIM-1
i MMP-3, p<0,002.

Usporedbom gradusa izmedu parova ATO nulta biopsija i biopsija 12 mjeseci od
transplantacije (p=0,075) te izmedu uzoraka biopsija uzetih 6 mjeseci od
transplantacije i biopsija 12 mjeseci od transplantacije (p=0,176) nije nadena
znacCajna promjena vrijednosti gradusa akutnog oStecenja tubula.

Nije bilo statisti¢ki znacajnih korelacija (Pearson r) izmedu analiziranih varijabli
KIM-1, ATO i MMP-3 u biopsijama 12 mjeseci nakon transplantacije.

NasSa studija potvrduje analizom ekspresije imunohistokemijskog bojenja da je
KIM-1 i MMP-3 ekspresija nadena u stanicama proksimalnih tubula s akutnim

bubreznim ostecenjem.

Prema cilju analize odgodene funkcije presatka pratili smo promjenu ekspresije
KIM-1 i MMP-3 unutar 7 dana od transplantacije u uzorcima presadaka s akutnim
tubularnim oSte¢enjem kod kojih se razvila OFP.

Schroppel i sur. su u prvoj prospektivnoj studiji analizirali povezanost ekspresije
KIM-1 u preimplantacijskim biopsijama s funkcijom transplantiranog bubrega
Nisu pronasli pozitivnu korelaciju izmedu ekspresije KIM-1 i pojave OFP, no
ekspresija KIM-1 imala je znacajnu pozitivnu korelaciju sa stupnjem intersticijske
fibroze (92).

Analizom povezanosti parametara u nultim biopsijama presadaka koji su razvili
epizodu OFP nije uoCena statistiCcki znaajna povezanost izmedu analiziranih
varijabli: navedi varijable i vrijednosti.

Wilcoxonovim testom analizirali smo da li je prisutna povezanost izmedu promjena
parametara nultih biopsija i biopsija 7 dana nakon transplantacije uzoraka s OFP.
U udéinjenim biopsijama nakon 7 dana presatci bubrega s OFP su imali znacajno
vece graduse eGFR-a (5,0 vs. 3,5), intersticijska upala (1 vs. 0), tubulitis (1 vs. 0)
te nize graduse ekspresije MMP-3 (medijan je isti = 2, no prosjeci su 1,89 vs. 2,39).
U ostalim promatranim parametrima nisu pronadene razlike izmedu nultih i
biopsija 7 dana nakon transplantacije, u uzorcima bubrega s OFP.

Analizirali smo povezanost parametara u biopsijama presadaka bubrega s OFP
uzorkovanima 7 dana nakon transplantacije. Gradus ekspresije MMP-3 bio je
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znacajno visi s povecanjem ATO gradusa, dok nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika
u povezanosti ostalih varijabli u biopsijama koje varijable i vrijednosti.

Gradus intersticijske fibroze bio je znacajno razli¢it izmedu ucinjenih biopsija
nakon 6 i 12 mjeseci u odnosu na nultu biopsiju. Pojavnost OFP-a bila je veca u
bolesnika s ve¢im gradusom intersticijske fibroze u biopsiji nakon 7 dana te nakon
6112 mjeseci.

Ponavljaju¢a mjerenja ANOVA (neparametrijska): Gradus tubularne atrofije
znacajno se razlikovao izmedu ucinjenih nultih biopsija 1 onih nakon 6 1 12
mjeseci.

Usporedba parova (Durbin-Conover): Postojala je znacajna razlika izmedu gradusa
tubularne atrofije izmedu ucinjenih biopsija nakon 6 i 12 mjeseci u odnosu na
nultu, a pojavnost OFP-a bila je veca u ispitanika s tubularnom atrofijom nakon 6

i 12 mjeseci.

Malyszko i sur. analizirali su povezanost ekspresije urinarnog KIM-1 s funkcijom
presatka bubrega. I uspjesna transplantacija bubrega povezana je s oSte¢enjem

bubrega, $to se ocituje s povisenim urinarnim KIM-1 i niskom eGFR (85).

Song i sur. (97) su istrazili ekspresiju molekule KIM-1 u biopsijama
transplantiranih bubrega i potvrdili su znacaj ekspresije molekule KIM-1 kao
biomarkera u akutnom oSte¢enju bubrega. Odabrali su 52 uzorka s poviSenim
vrijednostima kreatinina u serumu. Ekspresija KIM-1 pozitivno je korelirala s
tezinom upalnih promjena tubula bubrega u akutnom stani¢nom odbacivanju.
Uzorke biopsija rasporedili su u skupine prema Banff kriterijima: skupina s
akutnim stani¢nim odbacivanjem, skupina s kroni¢nim aktivnim humoralnim
odbacivanjem, skupina s kroni¢nim aktivnim stani¢nim odbacivanjem te skupina s
grani¢nim lezijama/odbacivanjem. Rezultati njihovog istrazivanja ukazuju na
znacajnu korelaciju ekspresije KIM-1 i vrijednosti kreatinina u serumu (p=0,0028).
Snazna ekspresija KIM-1 detektirana je u 66,7% bubreznog uzorka u akutnom
stanicnom odbacivanju, U 88,9% bubreznog uzorka s kroni¢nim odbacivanjem i u

30,8% bubreznog tkiva s grani¢nim lezijama.

89



Zhang i sur. (8) su analizirali povezanost vrijednosti parametara funkcije bubrega
s ekspresijom proteina KIM-1 u biopsijama transplantiranih bubrega. Prema
histoloSkom nalazu podijelili su uzorke biopsija transplantiranih bubrega u tri
skupine: skupina jedan su bile protokolarne biopsije bez histoloSkog nalaza ATO,
u drugoj skupini su bile biopsije u kojima je uo¢eno ATO te tre¢a skupina biopsija
u kojima je histoloski nadeno ACR. Parametre funkcije bubrega, kreatinin i ureju
u serumu te eGFR analizirali su na dan biopsije, a zatim 6, 12 i 18 mjeseci nakon
biopsije. Vrijednosti kreatinina i ureje u serumu bile su znacajno poviSene a eGFR
zatno niza u skupinama s ATO i1 ACR u suporedbi s grupom bez histoloski
dokazanog ATO. Uzorci biopsija presadaka bubrega koji su na dan biopsije imali
razine ekspresije KIM-1 (2+ ili 3+) imali su bolji oporavak funkcije tijekom
vremena, redukciju kreatinina i porast eGFR.

Smatra se da su visoke razine ekspresije KIM-1 dobar prognosti¢ki znak. Razlog
smanjenja funkcije bubrega bio je akutni i ukljucuje tubule koji su u mogucénosti
stvarati obilnu ekspresiju KIM-1 recepora. Transplantirani bubrezi s niskim
vrijednostima ekspresije KIM-1 mozda odrazavaju viSe kroni¢ne promjene i time

manju reverzibilnost funkcije.

Simié Ogrizovi¢ i sur. su u retrospektivnoj studiji proudavali vaznost ekspresije
KIM-1 u predvidanju bubrezne funkcije u raznim bolestima bubrega tijekom tri
godine nakon biopsije bubrega. U studiji je pokazana snazna povezanost izmedu
ekspresije KIM-1 i tubulointersticijske upale i fibroze, ali nije zabiljezena
povezanost ekspresije KIM-1 i tubulointersticijske atrofije. Ekspresija KIM-1 bila
je najbolji prediktor za funkciju bubrega 6 mjeseci nakon biopsije bubrega (93).
Kod akutnog bubreznog oStecenja postoji rizik za razvoj kroni¢ne bubreZne bolesti.
Pretpostavlja se da je mehanizam prijelaza iz akutnog oSte¢enja u kroni¢nu
bubreznu bolest povezan s poremec¢enim procesom cijeljenja u koji su ukljucene
epitelne stanice tubula, fibroblasti, miofibroblasti, fibrociti i imunoloske stanice
(93).

Nogare i suradnici (89) su proucavali ekspresiju mRNA molekule KIM-1 te
ekspresiju KIM-1 u epitelnim stanicama proksimalnih tubula transplantiranih

bubrega s patohistoloSkom dijagnozom intersticijske fibroze i tubularne atrofije.
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Uzorke biopsija podijelili su po skupinama u kojima je izrazeno akutno tubularno
oSte¢enje, akutno odbacivanje, skupina s nefrotoksi¢nosti kalcineurinskim
inhibitorom te skupina s intersticijskom fibrozom i tubularnom atrofijom. Gradusi
imunohistokemijskog obojenja KIM-1 2+ i 3+ bili su prisutni u 50% uzoraka s
IF/TA, u usporedbi s 11%, 22% i 25% u CIN, ATN i AR. Medijan ekspresije KIM-
1 u skupini s IF/TA bio je (1,5 (1,0-2,0)) to je znatno viSe u usporedbi s
ekspresijom u skupini s ATO (1,0 (0,0-1,50)), u skupini s akutnim odbacivanjem (
1,0 (1,0-2,0)) ili akutnom nefrotoksinénosc¢u (0 (0,0-0,0)) (P=0,012).

Prema Lai i sur. glavni okida¢ za kroni¢nu upalu je kontinuirani staniéni i
humoralni aloimuni odgovor u presatku koji vodi do upale tubulointersticija i
progresivnog suzavanja krvnih Zila presatka (77).

Nasi rezultati analize povezanosti skorova akutnih parametara intersticijske upale
i tubulitisa u skupini transplantiranih bubrega s epizodom OFP bili su veéi u
biopsijama 7 dana nakon transplantacije nego nakon 6 i 12 mjeseci.

Analizirali smo povezanost odgodene funkcije transplantiranih bubrega s razvojem
kroni¢nih promjena parenhima bubrega, intersticijske fibroze (ci) i tubularne
atrofije (ct). Prema nasim podacima gradusi intersticijske fibroze bili su znacajno
razli¢iti u analizi uzoraka biopsija 7 dana OFP i biopsija 6 mjeseci (p<0,001) i 12
mjeseci (p<0,001) nakon transplantacije bubrega. Istom analizom po Durbin-
Conoveru, gradusi tubularne atrofije bili su znacajno razli¢iti u analizi uzoraka
biopsija 7 dana OFP i biopsija 6 mjeseci (p=0,031) i 12 mjeseci (p<0,006) nakon

transplantacije bubrega.

Cilj nam je bila analiza intenziteta ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3 u skupini
uzoraka biopsija presadaka bubrega s grani¢nim i akutnim stani¢nim odbacivanjem
prema Banff kriterijima.

Johnson i suradnici su analizom ekspresije KIM-1 na stanicama proksimalnih
tubula u skupinama s akutnim tubularnim o$teCenjem i akutnim humoralnim
odbacivanjem presatka potvrdili dobivenim rezultatima da je akutno oStecenje
tubula vazna sastavnica akutnog humoralnog odbacivanja. U skupini s akutnim
oStec¢enjem tubula intenzitet ekspresije bio je od 1+ do 3+, a u skupini s akutnim

humoralnim odbacivanjem intenzitet ekspresije bio je od 0,5+ do 3+ (90).
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Prema naSim podacima, usporedbom gradusa procijenjene glomerularne filtracije
u uzorcima s akutnim bubreznim odbacivanjem 12 mjeseci nakon transplantacije
utvrdeno je statisticki znac¢ajno poboljSanje bubrezne funkcije (p<0,001). Srednja
vrijednost eGFR u uzorcima 7 dana nakon transplantacije bila je 4,5 a u uzorcima
12 mjeseci nakon transplantacije srednja vrijednost bila je 2,58. Analizirana je
ekspresija molekule KIM-1 u biopsijama s akutnim stani¢nim odbacivanjem.
Uocen je statisti¢ki znacajan porast gradusa intenziteta ekspresije molekule KIM-
1 u biopsijama s ACR 12 mjeseci nakon transplantacije (p=0,013) te statisti¢ki
znaCajan porast gradusa ekspresije MMP-3 (p=0,008). Gradusi intersticijske upale
(1) 1 tubulitisa (t) nisu se znacajno razlikovali od nulte biopsije pa sve do biopsije
12 mjeseci nakon transplantacije.

Srednja vrijednost gradusa ekspresije molekule KIM-1 u biopsiji 7 dana nakon
transplantacije bila je 1,50 a srednja vrijednost gradusa ekspresije molekule MMP -
3 bila je 1,40. Za usporedbu, srednje vrijednosti gradusa ekspresija 12 mjeseci
nakon transplantacije bili su za KIM-1 2,67,a za MMP-3 2,17.

Porast ekspresije MMP-3 moze predvidjeti ACR i time moze posluziti kao koristan

biomarker za akutno odbacivanje i disfunkciju bubrega.

Analizirali smo povezanost odgodene funkcije transplantiranih bubrega s razvojem
kroni¢nih promjena parenhima bubrega, intersticijske fibroze (ci) i tubularne
atrofije (ct). Usporedbom parova po Durbin-Conoveru gradusi intersticijske
fibroze bili su znacajno razlic¢iti u analizi uzoraka biopsija 7 dana OFP i biopsija
6 mjeseci (p<0,001) i 12 mjeseci (p<0,001) nakon transplantacije bubrega. Istom
analizom po Durbin-Conoveru, gradusi tubularne atrofije bili su znaéajno razli¢iti
u analizi uzoraka biopsija 7 dana OFP i biopsija 6 mjeseci (p=0,031) i 12 mjeseci
(p<0,006) nakon transplantacije bubrega.

Siedlecki i sur. (13) su metaanalizom 34 studije dobili rezultate da su pacijenti s
OFP imali 49% vecu incidenciju akutnog odbacivanja u usporedbi sa 35%

incidencijom kod pacijenata bez OFP.
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Prema analizi funkcije 834 presatka Giral-Classe i sur. (48) dosli su do zakljucka
da OFP koja traje dulje od 6 dana izrazito smanjuje dugorocno prezivljenje
presadaka.

Patohistoloski nalaz biopsije presaka s OFP, koje su proveli Castro Filho i sur.
(49) govori da je u 42,1% pronadeno ATN, u 26,9% akutno odbacivanje te u 25,5%
grani¢no akutno odbacivanje.

U preglednom ¢lanku Ponticelli i sur. (53) su analizom presadaka bubrega iznijeli
podatke da najveéi utjecaj na OFP imaju tezina IRI, kvaliteta presatka uz
posttransplantacijsko razdoblje.

Donnelly i sur. (51) su proucavali po skupinama razna vremena trajanja OFP i
korelaciju s funkcijom presatka tj vrijednosti kreatinina u serumu te zakljucili da
slaba funkcija presatka u OFP mozZe biti odraz tezine IRI. Sporija regeneracija
tubula nakon AKI vodi u fibrozu. Postavli su hipotezu da duzina trajanja OFP ovisi
o tezini IRI i o kvaliteti presatka. Sli¢ne je rezultate s duzim OFP dobio i Phillips
nakon analize podataka prikupljenih u registru Velike Britanije o transplantiranim
bubrezima. Kratka odgodena funkcija presatka ne utjeCe na dugoro¢no prezivljenje
kao OFP koja traje duze od 2 tjedna (52).

Ovo je prva retrospektivna studija koja analizira korelacije ekspresije KIM-1 i
MMP-3 u epizodama OFP i ACR u biopsijama transplantiranih bubrega, i prati
oporavak funkcije mjerenjem eGFR u prvih 12 mjeseci nakon transplantacije.
Nakon transplantacije odgodena funkcija presatka je rani pokazatelj kvalitete
bubrega, trajanja ishemije te djelovanja upale i imunoloSkog odgovora na
transplantirani organ.

Ovim istrazivanjem smo planirali definirati povezanost teZine ATO 1 ekspresije
KIM-1 i MMP-3 kao potencijalnih biomarkera oSteCenja bubrega te vjerojatnosti
za razvoj OFP 1 ACR te moguénosti oporavka strukture 1 funkcije bubrega.
Biopsije u kojima je histoloski dokazano graniéno akutno stani¢no odbacivanje i
akutno stani¢no odbacivanje prema Banff kriterijima takoder su analizirane na SCr
te ekspresije KIM-1 i MMP-3 te su primijecene statisticki znacCajne promjene

ekspresije i korelacije.
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Ogranic¢enja naSeg istrazivanja su relativno malen broj uzoraka bubrega i

vremensko razdoblje od samo 12 mjeseci u kojem je praéena funkcija bubrega.
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6 ZAKLJUCAK

Ovom disertacijom ostvarili smo doprinos u boljem razumijevanju povezanosti
ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3 u transplantiranim bubrezima nakon I/R
oStecenja. Dobiveni rezultati omogudit ¢e bolje razumijevanje patofizioloSke uloge
proteina KIM-1 i MMP-3 u akutnom I/R oS$teé¢enju bubrega te oporavku strukture i

funkcije humanih bubrega.

1. Uzorci nultih biopsija presadaka bubrega koji su imali viSe patohistoloske
graduse ATO imali su znaéajno povisene graduse koncentracije Kkreatinina u
serumu i nize vrijednosti eGFR-a u odnosu na uzorke s nizim patohistolo§kim
gradusom ATO, dok kod ekspresije KIM-1 i MMP-3 nisu primije¢ene znacajne

razlike.

2.

U skupini transplantiranih bubrega s OFP, u uzorcima7 dana nakon transplantacije
gradusi ekspresije MMP-3 bili su znacajno visi s poveéanjem patohistoloSkog
gradusa ATO.

3. U prvih 6 mjeseci nakon transplantacije znacajna je povezanost izmedu gradusa
ekspresija KIM-1 i MMP-3 te gradusa koncentracije serumskog kreatinina.

4. U razdoblju od 6 mjeseci pa do 12 mjeseci nakon transplantacije nije nadena
znaCajna razlika u promjeni gradusa ekspresije proteina KIM-1 i MMP-3 te u

gradusima koncentracije kreatinina u serumu.

5. Pojavnost intersticijske fibroze i tubularne atrofije je veca u skupini presadaka
koji su imali epizodu OFP, zabiljezeni su veé¢i gradusi intersticijske fibroze i
tubularne atrofije u biopsijama 7 dana nakon transplantacije bubrega te nakon 6 i

12 mjeseci nakon transplantacije.
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6. Prisutno je poboljsanje bubrezne funkcije: smanjenje gradusa koncentracije
kreatinina, porast eGFR te porast ekspresije proteina MMP-3 i KIM-1 u uzorcima
s akutnim stani¢nim odbacivanjem 12 mjeseci nakon transplantacije. Porast
ekspresije MMP-3 moze predvidjeti ACR i time moZe posluziti kao koristan

biomarker za akutno odbacivanje i disfunkciju bubrega.

7. Budu¢i da je ekspresija KIM-1 bila znacajno povisena nakon I/R o$tecenja u
nultim biopsijama transplantiranih bubrega u odnosu na zanemarivo malu
ekspresiju u zdravim bubrezima, KIM-1 moZe posluziti kao biomarker u

proucavanju mehanizma AKI i regeneracije bubrega.
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