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POPIS OZNAKA | KRATICA (abecednim redom)
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1. UVOD

1.1. TRANSPLANTACIJA JETRE

Prva transplantacija jetre u ljudi u¢injena je ne tako davne 1963. godine. Slijedeca dva desetljeca
bila su obiljezena raznim poteskocama: od pronalaska adekvatnih donora, pravovremenim
odabirom primatelja, utvrdivanjem optimalnog kirurSkog operativnog pristupa i
imunosupresivnog lijecenja, pa do borbe s infekcijom kao komplikacijom zahvata®. Napredak na
svakom od ovih polja transformirao je transplantaciju od eksperimentalne metode do
standardnog postupka u lijecenju zavrsnog stadija bolesti jetre te nekih oblika karcinoma jetre.
Trenutno se u svijetu provodi vise od stotinu transplantacijskih programa u preko 80 zemalja.
Jednogodinje prezivljenje bolesnika prelazi 80% i u stalnom je porastu?.

Unato¢ tome i danas se transplantacijska medicina susre¢e S nizom prepreka: velikim
nesrazmjerom izmedu broja donora i primatelja te sve ¢eS¢om potrebom za retransplantacijom;
primateljima koji na transplantaciju dolaze s uznapredovalim kroni¢nim bolestima; posljedicama
dugotrajnog lijeGenja imunosupresivima; porastom incidencije pretilosti te nealkoholnog
steatohepatitisa (NASH) kao indikacije za transplantaciju; reinfekcijom presatka virusom
hepatitisa C (HCV) i jo§ uvijek nedovoljno poznata biologija ponasanja hepatocelularnog
karcinoma®?.

Jetra i srce nisu, za razliku od bubrega i gusterace, a pogotovo tankog crijeva ,,imunogeni‘
organi te se prilikom transplantacije ¢esto ne uzima u obzir tkivna podudarnost (HLA tipizacija).
Dovoljno je da primatelj i davatelj imaju identi¢nu ili podudarnu krvnu grupu. lako je
transplantaciju moguce uspjesno izvesti i u sluc¢aju kada primatelj i davatelj imaju razlicite krvne
grupe, takve se transplantacije u svijetu iznimno rijetko izvode®.

Bolje prezivljenje bolesnika nakon transplantacije je povezano s boljom postoperacijskom skrbi
te s razvojem selektivnijih imunosupresivnih lijekova, kojima se najc¢esce sprecava aktivacija T-
limfocita’. Danas se imunosupresivno lije¢enje pokusava individualizirati. Primjenjuju se
protokoli prilagodeni klinickom stanju bolesnika, a razvijaju se i nove generacije lijekova s
manje neZeljenih pojava i toksi¢nog djelovanja’.

Ideal transplantacijske medicine bio bi dostignut kroz postizanje potpune klinicke tolerancije na
presadak, koja se definira kao normalno funkcioniranje presatka u potpunom odsustvu
imunosupresivnih lijekova. Postoje opisani izdvojeni slucajevi spontanog nastanka tolerancije
koji su uzrokovani izvrsnom HLA podudarnos¢u izmedu donora i primatelja ili postupnim
smanjivanjem imunosupresivnih lijekova uslijed nesuradljivosti bolesnika®. Medutim, postoje
bezbrojna ogranicenja za postizanje tolerancije. Kao prvo, tu je nase izrazito slabo poznavanje
mehanizama akutnog i kroni¢nog odbacivanja presatka. Kao drugo, ne zna se koje stanice i
signalni putovi sudjeluju u njezinom nastanku, pa stoga jo$ uvijek nije identificiran biljeg koji
toleranciju definira’ .



U meduvremenu, na putu do tog ideala, trebali bismo se usredotociti na otkrivanje mehanizama
stani¢nog odbacivanja presatka jetre, kako bi se doslo do sveobuhvatnog poboljsanja kvalitete i
sigurnosti u lijecenju bolesnika.

1.1.1. IZBOR BOLESNIKA

Transplantacija jetre je etablirana metoda lije¢enja zavr$nog stadija bolesti jetre (ciroze) kao i
akutnog zatajenja jetre. Transplantat jetre mozZe se dobiti sa Zivog donora i s kadavera™. Veéina
transplantacija danas ukljucuje kadavera a naj¢esce se radi 0 mozdano mrtvim donorima, iako je
u porastu i broj transplantacija s kardijalno mrtvih donora. Jednogodisnje prezivljenje bolesnika
nakon transplantacije od kadaveri¢nih donora je preko 85%, a desetogodis$nje prezivljenje do
66%™'?. Transplantacija sa zivog donora pojavila se kao odgovor na manjak organa u zemljama
u kojima ne postoji ili nije razvijen donorski program. U Europi on ¢ini samo 4,3% od ukupnog
broja transplantacija jetri u odraslih bolesnika®.

Bolesnici u terminalnoj fazi bolesti jetre koji ispunjavaju Kriterije za transplantaciju jetre
prijavljuju se na Nacionalnu listu za transplantaciju jetre. Republika Hrvatska clanica je
Eurotransplanta’®, organizacije koja na europskoj razini koordinira i izmjenjuje donirane organe.
Procjena mjesta bolesnika na listi izracunava se prema bodovanju MELD (MELD- od engl. The
Model for End-Stage Liver Disease) i reevaluira svaka tri mjeseca. MELD za cilj ima procjenu
kratkoro¢nog mortaliteta bolesnika s cirozom, na temelju bodovanja tri parametra — ukupni
bilirubin, kreatinin i parametar koagulacije izrazen kroz INR (INR- od engl. International
Normalized Ratio)™.

MELD (broj bodova) = 10{0.957 log (serumski kreatinin) + 0.378 log (ukupni bilirubin) + 1.12
log (INR) + 0.643}

Prema predtransplantacijskim bodovima MELD, kandidati za transplantaciju jetre se prema
riziku dijele na one s niskim (<15), srednjim (16-25) i visokim (>25) rizikom smrtnosti‘*>. MELD
je dobar pokazatelj tromjese¢nog prezivljenja bolesnika s kroni¢nom bolesti jetre, neovisno o
etiologiji. Naravno, ako bolesnik ima neku pridruzenu bolest, koja onemogucava transplantaciju,
onda je i procijenjena tromjesetna smrtnost veca (Tablica 1.).



Tablica 1. Tromjesecni mortalitet procijenjen kroz bodove MELD™®

MELD ) 10-19 20-29 30-39 > 40
Mortalitet samo uz 1.9% 6.0 % 19.6 % 52.6 % 71.3%
bolest jetre

Mortalitet za bolest 29% 7.7 % 23.5% 60.2 % 79.3 %
jetre i pridruzenu

bolest

Od sije¢nja 2016. godine bodovanje MELD se izmijenilo i ukljucuje i razinu natrija u serumu
(tzv. MELD/Na)"’

MELD/Na= [0.025 x MELD x (140 — Na)] + 140

(Napomena: za izmjernu vrijednost natrija u serumu Na< 125 mmol/L se ra¢una kao 125, a Na>
140 mmol/l se rac¢una kao 140)

Razlog tome je Sto izrazita hipo- i/ili hiper natremija znatno utje¢u na mortalitet bolesnika.
Interpretacija MELD/Na bodovanja za tromjese¢no prezivljenje u potpunosti je ista kao i za
MELD (Tablica 2.).

Tablica 2. Interpretacija bodovanja MELD/Na'’

Bodovi Mortalitet (%0)
MELD/Na >40 71,3
MELD/Na 30-39 52,6
MELD/Na 20-29 19,6
MELD/Na 10-19 6,0
MELD/Na <9 1,9

U bolesnika s hepatocelularnim karcinomom (HCC) bodovanje i stavljanje na listu za
transplantaciju radi se prema Milanskim kriterijima. Prema njima, bolesnik s hepatocelularnim
karcinomom prilikom stavljanja na listu mora zadovoljiti sljedece kriterije: veli¢ina jednog
izdvojenog tumora <50 mm, <3 tumora od kojih je najveci <30 mm te odsutnost ekstrahepatalnih
metastaza i intavaskularne invazije. Neke zemlje (na primjer, Velike Britanije i Sjedinjenih
Americkih Drzava) pokusale su proSirenjem Milanskih kriterija omoguciti transplantaciju jetre



za veéi broj bolesnika sa HCC-om (UK i UCSF kriteriji)'®*°, ali obzirom na logije rezultate
ishoda i prezivljenja, Milanski kriteriji zasad ostaju zlatni standard.

1.1.2. DONORI

Donori organa su bolesnici u kojih je utvrdena mozdana smrt, pod uvjetom da je i obitelj pristala
na postupak doniranja. Osobitosti donora vazan su ¢imbenik uspjesnosti transplantacije i
postoperativnog oporavka primatelja. Zbog sve vece potrebe za presacima jetre, kriteriji za izbor
donora su se zadnjih godina mijenjali u smislu prosirenja istih te danas govorimo o proSirenim
kriterijima Kkoji ukljucuju i tzv. marginalne donore. Marginalnim donorima smatraju se osobe
starije od 65 godina, s nalazom steatoze u doniranoj jetri ve¢im od 30%, te anti-HBVc (HBVc-
od engl. Hepatitis B Virus Core Antigen) pozitivni donori*® 2.

Stratifikacija rizika od strane donora sadrzana je u indeksu rizika donora (DRI - od engl. Donor
Risk Index), koji obuhvaca procjenu sedam Kkarakteristika: dob donora, uzrok smrti, rasu,
doniranje nakon sréane smrti, parcijalnu transplantaciju (tzv. split-liver), visinu donora i lokaciju
organa. On takoder obuhvaéa i vrijeme hladne ishemije organa (Tablica 3.)%, ¢ija duljina
nepovoljno utjeCe na kvalitetu presatka i poslijetransplantacijski tijek. Porast DRI obrnuto je
proporcionalan prezivljenju presatka i uspjesnosti oporavka nakon transplantacije®*.

1.1.3. INDIKACIJE

Ciroza jetre je terminalni i ireverzibilni stadij kroni¢ne bolesti jetre. Etiologija ovog poremecaja
je raznolika, a kao vode¢i uzrok u nasoj populaciji navodi se kroni¢na konzumacija alkohola.
Slijede infektivni uzro¢nici, prvenstveno hepatitis B i C te karcinomi (hepatocelularni i
kolangiocelularni te izolirane metastaze neuroendokrinih tumora u jetri), kolestatski poremecaji
(primarna i sekundarna bilijarna ciroza), toksi¢na osStecenja, sarkoidoza, autoimune bolesti te
nepoznati uzroci (kriptogena ciroza) (Tablica 4.)* .



Tablica 3. Parametri vezani uz izratun DRI, prema Feng i sur.?®

PARAMETRI

Dob

<40

40-49

50-59

60-69

>69

Uzrok smrti

Trauma

Anoksija

Cerebrovaskularni incident

Ostalo

Rasa

Crna

Bijela

Ostalo

Donor nakon kardijalne smrti

Da

Ne

Parcijalni (engl.split) presadak jetre

Da

Ne

Visina donora

Unijeti visinu u centimetrima

Lokacija organa

Lokalna

Regionalna

Nacionalna

Vrijeme hladne ishemije

Unijeti vrijeme u satima

KONACNI ZBROJ

Preuzeto s mrezne stranice: https://gastro.cchmc.org/calculators/donor-risk-index/

Donor Risk Index for Liver Transplantation Calculator, Cincinnati Children’s Hospital Medical

Centre



https://gastro.cchmc.org/calculators/donor-risk-index/

Tablica 4. Indikacije za transplantaciju jetre

STANJE

MOGUCI UZROCI

Akutno zatajenje jetre

Hepatitis A

Autoimuni hepatitis

Akutni hepatitis B i C (fulminantni oblik)
Kriptogeno zatajenje

Wilsonova bolest

Budd-Chiari sindrom

Lijekovi (npr. paracetamol)

Akutna masna infiltracija jetre u trudno¢i
Reyev sindrom

Ciroza kao posljedica kroni¢nih bolesti jetre

Kroniéna infekcija virusom hepatitisa B i C
Alkoholna bolest jetre

Autoimuni hepatitis

Kriptogena bolest jetre

Nealkoholni steatohepatitis

Zlocudne bolesti jetre

Hepatocelularni karcinom

Metastaze neuroendokrinih tumora u jetri
Neuroendokrini tumor gusterace
Epiteloidni hemangioendoteliom
Kolangiokarcinom

Metabolic¢ke bolesti

Wilsonova bolest

Nasljedna hemokromatoza

Nedostatak alfa-1 antitripsina

Bolesti nakupljanja glikogena

Cisti¢na fibroza

Crigler-Najjar sindrom

Galaktozemija

Hiperoksalurija (tip 1)

Obiteljska homozigotna hiperkolesterolemija

Vaskularne bolesti

Hemofilija Ai B
Budd-Chiari sindrom
Veno-okluzivne bolesti

Kolestatske bolesti

Sekundarni bilijarni kolangitis
Primarni sklerozirajué¢i kolangitis
Sekundarna bilijarna ciroza
Bilijarna atrezija

Alagille sindrom

Bylerova bolest

Ostalo

Policisti¢na bolest jetre u odraslih
Nodularna regenerativna hiperplazija
Carolijeva bolest

Amiloidoza

Sarkoidoza

Teska trauma jetre

Tezak oblik ,,graft-versus-host* bolesti
Refrakterni ascites

Perzistentni pruritus

Kroni¢na jetrena encefalopatija




1.1.4. KONTRAINDIKACIJE

Kontraindikacije za transplantaciju jetre mogu biti apsolutne i relativne. Navedene su u Tablici
5-33735.

Tablica 5. Kontraindikacije za transplantaciju jetre

Apsolutne kontraindikacije Teska kardiopulmonalna bolest
Ekstrahepatalna maligna bolest
Aktivna konzumacija alkohola/ droga
Akutni alkoholni hepatitis

Aktivna infekcija/ sepsa

Nedostatak psihosocijalne pomo¢i
Mozdana smrt

Relativne kontraindikacije Uznapredovala dob bolesnika
Infekcija virusom HIV
Kolangiokarcinom

Difuzna tromboza portalne vene

1.1.5. KOMPLIKACIJE

Postoperativni tijek bolesnika nakon transplantacije jetre moze varirati od jednostavnog do
izrazito kompliciranog. Ishod ovisi 0 brojnim ¢imbenicima: 0 statusu primatelja, ¢cimbenicima
donora te 0 samom tehni¢kom izvodenju kirurskog zahvata *.

Mogu se podijeliti na:
e Primaran izostanak funkcije presatka
e Kirvarenje

e Komplikacije vezane za pojedine organske sustave (sréane, pluéne, bubrezne,
neuroloske)

e Vaskularne komplikacije (stenoza ili tromboza jetrene arterije ili portalne vene)
e Infekcije
e Odbacivanje

e Zloc¢udna oboljenja



Njihovo pravovremeno otkrivanje i lijeenje je klju¢an ¢imbenik za bolje prezivljenje.

1.1.6. IMUNOSUPRESIVNO LIJECENJE

Efektivna imunosupresija oznacava lijeCenje koje sprecava odbacivanje presatka od strane
imunoloskog sustava, te istodobno odrzava imunolosku kontrolu nad nastankom infekcija i
neoplazmi®. lako mehanizam nije do kraja razjasnjen, presadak jetre rjede se odbacuje u odnosu
na druge presadene organe. Transplantirana jetra ne zahtjeva striktnu HLA podudarnost, a moze
imati i zastitni u¢inak na druge organe ako su transplantirani u isto vrijeme®".

Idealno, dugorocan cilj bila bi uspostava imunoloske tolerancije. Drugim rije¢ima, promijeniti
imunoloski sustav primatelja da odrzava funkciju presatka bez imunosupresije uz odrzavanje
otpornosti prema infekcijama®. Nazalost, samo malom broju bolesnika (~ 20%) je uspjesno
ukinuta imunosupresija. Vecina bolesnika s ukidanjem ovih lijekova dozivi epizodu odbacivanja,
stoga stalno trebaju bar malu dozu imunosupresiva (1S)*4°*. Najces¢e su to inhibitori
kalcineurina (CNI- od engl. calcineurin inhibitors), antimetaboliti, inhibitori mete rapamicina u
sisavaca (MTOR- od engl. Mammalian Target of Rapamycin), kortikosteroide i protutijela. Svi
oni, na razli¢itim mjestima, inhibiraju aktivaciju T-limfocita, Sto za posljedicu ima izostanak
proliferacije T-limfocita i izostanak lu¢enja citokina koji sudjeluju u procesu odbacivanja.

Inhibitori kalcineurina: Ovi lijekovi c¢ine o0snovu odrzavanja imunosupresije. Glavni
predstavnici su ciklosporin i takrolimus. Djeluju na nacin da blokiraju transkripcijske procese u
T-limfocitima koji su nuzni za stvaranje citokina te na taj nacin selektivno inhibiraju
proliferaciju i aktivaciju T-limfocita.

Ciklosporin se najc¢esce koristi u transplantaciji srca i plu¢a. Moze se primijeniti samostalno, ali
se uobicajeno Koristi zajedno s drugim lijekovima (npr. azatioprinom, prednizonom) i tada se
primjenjuje u nizoj dozi. Pocetna doza se nedugo nakon transplantacije smanjuje do doze
odrzavanja. Lijek se metabolizira putem enzima citokrom P-450 3A. Njegova koncentracija u
krvi je pod utjecajem brojnih drugih lijekova koji se metaboliziraju na isti nac¢in. Najozbiljnija
nuspojava je nefrotoksi¢nost. Ciklosporin uzrokuje vazokonstrikciju aferentnih arteriola s
posljedicnom refrakternom hipoperfuzijom glomerula sto dovodi do ostecenja glomerularnog
aparata i, naposljetku, kroni¢nog zatajenja bubrega. Osim toga, limfomi B-stanica i poliklonalna
proliferacija B-limfocita su ces¢i u bolesnika koji primaju visoke doze ciklosporina ili
kombinaciju ciklosporina i drugih imunosupresivnih lijekova usmjerenih protiv T-limfocita, sto
je vjerojatno povezano s akutnom EBV (EBV- Epstein-Barr virus) infekcijom. Ostale nezeljene
pojave su hepatotoksi¢nost, refraktorna hipertenzija, povecana incidencija drugih tumora te
manje teSke popratne pojave kao sto su hipertrofija gingive i hirzutizam.

Takrolimus je najéesée koristen lijek kod transplantacije bubrega, jetre, gusterae i crijeva. S
primjenom se moze zapoceti U vrijeme transplantacije ili nakon zahvata. Doziranje treba
prilagoditi ovisno o koncentraciji lijeka u krvi, koja je pod utjecajem interakcije s istim



lijekovima kao i ciklosporin. Takrolimus moze biti koristan u slucajevima kada je ciklosporin
neuc¢inkovit ili kad uzrokuje neprihvatljive nezeljene u¢inke. NeZeljene pojave takrolimusa su
slicne onima ciklosporina. Postedniji je za bubreznu cirkulaciju od ciklosporina, ali ¢esce izaziva
dijabetes i limfoproliferativne poremecaje®’.

Inhibitori metabolizma purina: Naj¢esc¢e su objedinjeni pod nazivom ,,antimetaboliti®, buduci
da svojom kemijskom strukturom nalikuju na osnovne gradevne elemente DNA, odnosno na
stani¢éne metabolite (purinske i pirimidinske baze, folnu kiselinu). Zbog toga interferiraju s
njihovom sintezom i sprecavaju proliferaciju B- i T-limfocita.

Najpoznatiji predstavnici ove skupine lijekova su azatioprin i mikofenolat mofetil.

S primjenom azatioprina zapocinje se u vrijeme postupka transplantacije. Vecina bolesnika ga
trajno dobro podnosi. Najozbiljnije nezeljene pojave su depresija kostane srzi i rijetko hepatitis.
Cesto se koristi zajedno s malim dozama ciklosporina™®.

Mikofenolat mofetil (MMF), prolijek koji se metabolizira u mikofenolatnu kiselinu, reverzibilno
inhibira inozin monofosfat dehidrogenazu, enzim koji je dio puta sinteze gvaninskih nukleotida i
bez kojeg nema proliferacije limfocita. MMF se primjenjuje uz ciklosporin i kortikosteroide kod
transplantacije bubrega, srca ili jetre. Najces¢e nuspojave su leukopenija, muc¢nina, povracanje i
proljev*®.

Rapamicini ili mTOR inhibitori: Ovi lijekovi blokiraju kinazu mTOR (mTOR - od engl.
Mammalian Target of Rapamycin), enzim uklju¢en u proces diobe stanica. Njihovo djelovanje
dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa i inhibicije odgovora limfocita na stimulaciju
citokinima. Svojim mehanizmom djelovanja oni se nadopunjuju s kalcineurinskim inhibitorima.
Glavni predstavnici ove skupine su sirolimus i everolimus.

Sirolimus se uglavnom primjenjuje uz ciklosporin i kortikosteroide. Najvecu korist od njegove
primjene imaju bolesnici sa zatajenjem bubrega, kod kojih se kalcineurinski inhibitor moze u
potpunosti izostaviti, ili se moze nastaviti primjenjivati uz inhibitor mTOR u nizoj, manje
toksi¢noj dozi. Nuspojave sirolimusa su hiperlipidemija, usporeno cijeljenje rana te supresija
kostane srzi s leukopenijom, trombocitopenijom i anemijom.

Everolimus se obi¢no primjenjuje u prevenciji odbacivanja transplantiranog srca. Nuspojave su
sli¢ne kao kod primjene sirolimusa®’.

Kortikosteroidi: Vezu se na glukokortikoidne receptore, koji se nalaze na gotovo svim
stanicama. Vezanjem na receptore utjecu na sintezu DNA i RNA, inhibiraju sekreciju IL-1 iz
makorofaga i IL-2 iz T-limfocita. S njihovom primjenom zapocinje se u vrijeme transplantacije i
to u visokoj dozi, koja se potom postupno smanjuje do doze odrzavanja. U pojedinih bolesnika
moze Se U potpunosti ukinuti®.

Imunosupresivni Ig (imunoglobulini): Glavni predstavnici su antilimfocitni globulin (ALG) i
antitimocitni globulin (ATG), koji su frakcije zivotinjskog protuseruma usmjerenog protiv



humanih limfocita odnosno stanica timusa (T- i B-limfociti, plazma stanice). Ova poliklonalna
protutijela suprimiraju stani¢nu imunost. Humoralna imunost ostaje sacuvana. Koriste se zajedno
s drugim imunosupresivnim lijekovima, $to omogucuje da se potonji primjenjuju u nizim, manje
toksi¢nim dozama. Cesto se upotrebljavaju u kontroli akutnih epizoda odbacivanja ¢ime se
poboljsava stopa prezivljenje transplantata. Primjena u vrijeme transplantacije moze smanjiti
incidenciju odbacivanja ¢ime se odgada primjena nefrotoksi¢nog ciklosporina. Primjena visoko
proc¢is¢enih serumskih frakcija je u velikoj mjeri smanjila incidenciju nuspojava (npr.
anafilaksije, serumske bolesti, glomerulonefritisa potaknutog kompleksom antigen—protutijelo)*.

Monoklonska protutijela (mAB): usmjerena protiv T-limfocita osiguravaju visu koncentraciju
anti—T—stani¢nih protutijela i nekoliko nevaznih serumskih proteina u odnosu na imunoglobuline
(ALG i ATG). S obzirom na mehanizam djelovanja postoje dvije osnovne skupine mAB.

Prva skupina su deplecijska mAB koja dovode do destrukcije limfocita (muromonab-CD3 ili
OKT3), dok je druga skupina usmjerena na blokiranje specifi¢cnih mehanizama imunoloskog
odgovora, bez destrukcije limfocita (nedeplecijska mAB; declizumab, basiliksimab).

Deplecijsko protutijelo misa, mAb OKT3, je trenutno jedino dostupno za klini¢ku primjenu.
OKT3 inhibira vezanje antigena za T-stani¢ni receptor (TCR), s posljedi¢nom imunosupresijom.
Primarno se koristi za kontrolu epizoda akutnog odbacivanja. Moze se takoder koristiti u vrijeme
transplantacije kako bi se smanjila incidencija ili odgodila reakcija odbacivanja. Medutim, koristi
od profilakticke primjene se moraju procijeniti u odnosu na nuspojave, koje ukljucuju tesku
infekciju citomegalovirusom (CMV) i stvaranje neutraliziraju¢ih protutijela. Teske nuspojave
ograni¢avaju primjenu OKT3 u pojedinim reakcijama odbacivanja. Prilikom prve primjene,
OKT3 se veze za kompleks TCR-CD3, ¢ime aktivira stanicu i poti¢e otpustanje citokina, koji
uzrokuju vruéicu, rigor, mialgiju, artralgiju, muc¢ninu, povracanje i proljev. Prethodna primjena
kortikosteroida, antipiretika i antihistaminika moze ublaziti ove simptome. Reakcija na prvu
dozu rjede ukljucuje bol u prsistu, dispneju i bronhospazam, vjerojatno zbog aktivacije
komplementa. Ponavljana primjena je povezana s povec¢anom incidencijom B- stani¢nih
limfoproliferativnih poremecaja potaknutih infekcijom EBV.

Nedeplecijska mAB inhibiraju proliferaciju T-limfocita blokirajuci uc¢inak IL-2, kojeg izlucuju
aktivirani T-limfociti. Basiliksimab i daklizumab se sve vise koriste u lijeCenju akutnog
odbacivanja bubrega, jetre i presatka crijeva, ili kao dodatak imunosupresivnom lijeCenju u
vrijeme transplantacije. Jedina poznata nuspojava je anafilaksija, Pojedine studije ukazuju da
daklizumab, primjenjen s ciklosporinom, MMF-om i Kkortikosteroidima poveéava stopu
smrtnosti. Osim toga, iskustva s protutijelima na receptor IL-2 su ogranicena i nije moguce
iskljuciti povecani rizik od pojave limfoproliferativnih bolesti*.

Odluka o izboru lijekova ovisi 0 medicinskoj povijesti bolesti svakog bolesnika ponaosob kao i
iskustvu i afinitetima pojedinog centra za transplantaciju (Tablica 6). Vec¢ina protokola
kombinira lijekove s razlicitim mehanizmom djelovanja na T-limfocite, kako bi se prilagodila
adekvatna doza, a izbjegle nuspojave i razvoj toksic¢nosti. Trenutno se u vecini centara (95%)
protokoli temelje na kalcineurinskim inhibitorima (ciklosporin i takrolimus). Njihov glavni
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51,52

nedostatak je sto dugoro¢no povecavaju rizik od nastanka ostecenja bubrega®°“, metaboli¢kih

promjena®’, neurotoksi¢ni su i pogoduju nastanku malignoma de novo™.

Tablica 6. Najcesci protokol uvodenja imunosupresivnih lijekova pri transplantaciji jetre

1. | KALCINEURINSKI INHIBITORI i/ili  MTOR INHIBITORI
- ciklosporin A (Neoral, Sandimmune) = sirolimus (Rapamune)
- takrolimus (Prograf, Advagraf) = everolimus (Afinitor, Zortress)

2. |ANTIMETABOLITI
= natrij mikofenolat ili mikofenolat mofetil (Cell Cept, Myfortic)
- azatioprim (Imuran)

3. KORTIKOSTEROIDI
- prednisolon (Solu Medrol, Decortin)

Zbog tog razloga razvijaju se protokoli i agensi koji bi selektivno inducirali toleranciju
transplantata na specificni antigen, a da pri tome ne suprimiraju druge aspekte imunoloskog
odgovora. Za sada su se dvije strategije pokazale obecavaju¢ima: 1) Blokada T-stani¢nih
kostimulacijskih putova primjenom citotoksi¢nog T-limfocitom udruzenog antigena 4 (CTLA—4;
od engl.cytotoxic T lymphocyte—associated antigen 4) i fuzijskog proteina 1gG1°*; 2) Indukcija
kimerizma (koegzistencija imunoloskih stanica primatelja i davatelja pri ¢emu se stanice
transplantata prepoznaju kao vlastite) primjenom nemijeloablaticnog predtransplantacijskog
lije¢enja (npr. ciklofosfamid, zracenje timusa, ATG i ciklosporin) koje uzrokuje prolazni
nestanak T-limfocita, usadivanje mati¢nih hematopoetskih stanica davatelja s posljedi¢nim
nastankom tolerancije na solidni organ istog davatelja®.

1.1.7. METODE NADZORA PRESATKA JETRE

Procjena funkcije presatka jetre zapocCinje za vrijeme transplantacije. Ono ukljucuje
makroskopski izgled reperfundirane jetre, boju, konzistenciju, te sposobnost nove jetre da
regulira glikemiju, metabolizam laktata i nastanak CO,, procjenu kvalitete i koli¢ine zuci te
porast tjelesne temperature. Edem presatka, neuobicajena boja, nenormalno stvaranje CO,,
oligoanurija, nemoguc¢nost povisivanja tjelesne temperature, hemodinamska nestabilnost te
abnormalnosti u koncentraciji glukoze, laktata i kalija u serumu, sve su to znakovi neadekvatne
funkcije presatka >®*".
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Nakon zavrsetka operacijskog zahvata nadzor se kontinuirano nastavlja u Jedinici intenzivnog
lijeCenja (JIL). Ono se sastoji od laboratorijskin parametara, ultrazvuénog pracenja presatka i
eventualne biopsije jetre ovisno o indikaciji (prema klinickom stanju bolesnika i pojedinim
laboratorijskim parametrima).

Za laboratorijsku analizu uzimaju se kompletna krvna slika: leukociti (L), eritrociti (E),
hemoglobin (Hgb), hematokrit (Htc), trombociti (Trc), eozinofili (Eo), analize plinova i
acidibazni status, koagulacijski profil: protrombinsko vrijeme (PV), internacionalni omjer
protrombinskog vremena (INR), aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV),
fibrinogen, te biokemijska analiza seruma: Na*, K*, Ca**, Mg?*, CI', urea, kreatinin, glukoza,
ukupni i direktni bilirubin, aspartat-aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT),
gama glutamil transferaza (GGT), alkalna fosfataza (ALP), C-reaktivni protein (CRP) , laktati.

Porast vrijednosti transaminaza (AST i ALT) upucuje na osteCenje hepatocita, dok povisene
vrijednosti ALP i GGT upozoravaju na oS$tecenje Stanica Zzucnih kanalica i Kkolestazu.
Koagulacijski parametri (PV), kolinesteraza (ChE) i kolesterol odrazavaju sintetsku funkciju
hepatocita dok bilirubin i laktati ukazuju na njihovu aktivnost u detoksikaciji.

Biokemijski funkcionalni testovi jetre imaju Siroku primjenu u klinickoj medicini. Sluze za
neinvazivnu dijagnostiku te u nadzoru lijeCenja bolesti jetre. Medutim, nisu specifi¢ni i dovoljno
osjetljivi za otkrivanje akutnog odbacivanja, i ne koreliraju s njegovom tezinom>®°.

Znacajan dio poslijetransplantacijske evaluacije ¢ini jo$ jedna neinvazivna metoda, koja rano i
jednostavno uz krevet bolesnika moze upozoriti na razne komplikacije, To je ultrazvuk presatka
jetre upotrebom obojenog Dopplera. Ultrazvuk pokazuje strukturu i gusto¢u parenhima,
prohodnost vaskularnih anastomoza, Sirinu velikih Zu¢nih putova te eventualne tekuce
intraabdominalne kolekcije upucuju¢i na postojanje ascitesa, biloma ili hematoma pa i na
unutarnje abdominalno krvarenje®® ®. Kao pomo¢ u procjeni propusnosti krvozilnih anastomoza
sluzi indeks rezistencije (Rl — od engl. Resistention Index). Niski indeks vida se u stenozi ili
trombozi jetrene arterije, sto se dodatno potvrduje angiografijom. Vrlo nizak Rl udruzen s
naglim porastom transaminaza jetre i loSom sintetskom funkcijom presatka upucuje na njegovu
primarnu nefunkcionalnost. Sumnja na nekrozu ili odbacivanje potvrduje se histoloskim
pregledom bioptickog materijala®.

Histoloska procjena igra vaznu ulogu u dijagnostici i nadzoru disfunkcije presatka jetre.
Indikacije za biopsiju jetre ukljuc¢uju abnormalne vrijednosti transaminaza jetre, bilo zbog
porasta u odnosu na pocetne vrijednosti, bilo zbog izostanka normalizacije nakon transplantacije.
Osim toga, mnogi centri provode protokolarne biopsije u unaprijed zadanom vremenskom
periodu, bez obzira na razinu transaminaza®.

Spektar bolesti koji se javljaju u posttransplantacijskoj patologiji jetre je Sirok i moze Se
podijeliti u tri osnovne kategorije®®:
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e Novonastale (de novo) abnormalnosti nakon transplantacije (najces¢e prouzrokovane
kirurskim komplikacijama, ¢imbenicima vezanim uz donora, ishemijsko-reperfuzijske
ozljede, tromboze jetrene arterije i slicno)

e Ponovna pojava osnovne bolesti (primarni sklerozirajuci hepatitis, reinfekcija virusom
hepatitisa C)

e Odbacivanje (akutno i kroni¢no).

Biopsija jetre ostaje zlatni standard za dijagnostiku akutnog i kroni¢nog odbacivanja®’. Veéina
centara koristi medunarodno prihvaéene kriterije Banff za dijagnozu i procjenu ovih entiteta, o
Gemu ée biti vise rije¢i u poglavlju o odbacivanju®®®.

Trenutno, imunosupresija se moze pratiti preko razine kalcineurinskih inhibitora u krvi
(ciklosporin i takrolimus). Medutim, njihovo doziranje i ciljne koncentracije variraju od centra
do centra’® ™, Isto tako, kalcineurinski inhibitori imaju veliku farmakokineti¢ku varijabilnost te
je teSsko predvidjeti koncentraciju koja se moze posti¢i davanjem ili izostavljanjem odredene
doze lijeka’®. U nekih bolesnika niska razina lijeka moze uzrokovati odbacivanje presatka, dok
kod nekih bolesnika moze imati toksi¢ne ucinke. Do danas nije nadena korelacija izmedu
izmjerene koncentracije lijeka u krvi, odbacivanja i dugoro¢nog prezivljenja presatka’™.

1.2. ODBACIVANJE PRESATKA

Odbacivanje presatka dogada se kao rezultat humoralnog (posredovanog protutijelima) i
celularnog (stani¢nog) odgovora od strane primatelja na specificne antigene prisutne u tkivu
donora. Ti antigeni su poznati kao glavni kompleks tkivne podudarnosti (MHC- od engl. Major
Histocompatibility Complex). U ljudi je ova skupina molekula nazvana humani leukocitni
antigen (HLA- od engl. Human Leukocyte Antigen) i nalazi se na kratkom kraku kromosoma 6p.

Molekule MHC podijeljene su u dvije klase. Klasa I molekula obi¢no je izraZzena na svim
stanicama s jezgrom, dok je klasa Il izrazena samo na specijaliziranim antigen-prezentiraju¢im
stanicama (APC- od engl. Antigen-Presenting Cells), kao sto su dendriticke stanice, makrofagi i
aktivirani B-limfociti. Fizioloska funkcija MHC- molekula je prezentacija antigenskih peptida T-
limfocitima, koji mogu prepoznati antigen samo kada je u kompleksu s MHC- molekulom.
Molekule MHC klase | odgovorne su za predstavljanje antigenskih peptida iz stanice (npr.
antigena unutarstani¢nih virusa, tumorskih antigena) CD8+ T-limfocitima. Klasa 1l molekula
prezentira izvanstaniéne antigene (npr. izvanstani¢ne bakterije) CD4+ T-limfocitima (Slika 1.)".
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Slika 1. Osnovna struktura i funkcija MHC molekula. Prilagodeno prema izvoru: Clarkson MR i
76
sur.

1.2.1. MEHANIZMI ODBACIVANJA

Imunoloski odgovor na transplantirani organ sastoji se i od stani¢nog (posredovanog
limfocitima) i od humoralnog (posredovanog protutijelima) mehanizma. lako su i ostale vrste
stanica uklju¢ene u odbacivanje, T-limfociti su srediSnje stanice u odbacivanju presatka.
Reakcija odbacivanje sastoji se od dvije faze: senzibilizacije i efektorne faze.

Faza senzibilizacije: U ovoj fazi CD4+ i CD8+ T-limfociti preko svojih receptora prepoznaju
aloantigene izrazene na stanicama stranog presatka. Potrebna su dva signala za prepoznavanje
antigena. Prvi osigurava interakciju receptora T-limfocita sa antigenom koji su mu prezentirale
MHC molekule, a drugi osigurava interakciju kostimulativnih receptora (CD28+) s antigen
prezentirajuéim stanicama’®.

Efektorna faza: Brojni neimunoloski mehanizmi doprinose odbacivanju presatka. Ozljeda tkiva
ili ishemija izazivaju nespecificnu upalnu reakciju, a samim time i porast kemokina i citokina
koji dodatno dovode do ekspresije MHC klase Il. To u konacnici ima za posljedicu povecanu
prezentaciju antigena T-limfocitima. Nakon aktivacije, CD4+ T-limfociti pokrecu razvoj
hipersenzitivnosti preko makrofaga i pomazu produkciju protutijela preko B-limfocita.
Aktivirani CD8+ T-limfociti pokrecu stani¢no posredovanu citotoksi¢nost ili, alternativno,
apoptozu’’.
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Vaznu ulogu u akutnom i kroni¢nom odbacivanju solidnih organa c¢ine i NK-stanice (NK- od
engl. natural killer; stanice prirodne ubojice) koje imaju sposobnost samostalnog
prepoznavanja stranih antigena (aloantigena), bez da su im oni prezentirani preko MHC
molekula. Imaju izrazito jak efektorni mehanizam i mogu izazvati unistenje stanica i apoptozu.
Nedavna istrazivanja pokazala su da se NK-stanice aktiviraju odmah nakon infiltracije u
presadak. Isto tako, bolesnici koji imaju imunoglobulinske receptore slicne NK-stanicama imaju
manji rizik od nastanka odbacivanja, zbog toga to oni inhibiraju donorske MHC molekule™.

lako T-limfociti imaju klju¢nu ulogu u akutnom odbacivanju, pojacano stvaranje proupalnih
medijatora u presatku se pojavljuje prije odgovora T-limfocita. Ovaj oblik upalnog odgovora
pojavljuje se vrlo rano nakon transplantacije organa i odvija se preko urodenog imunoloskog
odgovora. Glavnina odgovora odvija se preko Toll-like receptora (TLR). Mehanizam urodene
imunosti nije dovoljno jak da samostalno izazove odbacivanje. Medutim, ima veliku ulogu u
adaptaciji organizma na presadak i moze imati veliku ulogu u spre¢avanju nastanka tolerancije
na presadak’®.

1.2.2. VRSTE ODBACIVANJA
S obzirom na brzinu nastanka odbacivanja dijele se na: hiperakutne, akutne i kronic¢ne.

1. Hiperakutno odbacivanje: Javlja se obi¢no unutar prva 24 sata nakon transplantacije. Dobar
primjer je odbacivanje presatka jako prokrvljenih organa (npr. bubrega i srca) zbog
nepodudarnosti krvnih grupa. lzrazito rijetko se dogada zbog univerzalno prihvacenog
pretransplantacijskog unakrsnog probira (tzv. cross-match) kojim se utvrduje krvna grupa i
provodi HLA- tipizacija primatelja i davatelja te se utvrduje preosjetljivost primatelja na
antigene davatelja. Ovaj odgovor se dogada tako brzo da tkivo gotovo nikada ne bude
prokrvljeno. Karakteriziraju ga tromboze velikih krvnih zila u presatku i krvarenja u okolno
tkivo, koja pocinju unutar par minuta do par sati nakon transplantacije. Uzrokovano je
prethodno postoje¢im protutijelima domacina koja se vezu na antigene u endotelu presatka
(humoralno odbacivanje). Prepoznavanje antigena aktivira sustav komplementa i priljev
neutrofila. Molekule lipida iz endotela i trombocita poticu koagulaciju i upalne promjene koji
u konacnici dovode do ozljede tkiva uslijed ishemije i mikrovaskularne tromboze®. Bubreg

odbacivanja objasnjava se djelovanjem Kupfferovih stanica i samog presatka. Kupfferove
stanice imaju sposobnost fagocitiranja imunih kompleksa, sto sprijecava upalnu reakciju.
Presadak jetre izlucuje topljive MHC-I antigene koji se vezu na MHC-I protutijela i
neutraliziraju ih® 8.

2. Akutno odbacivanje: Najcesce pocinje unutar prvog tjedna od transplantacije, u 15-25%
bolesnika®®. Nastaje zbog nepodudarnosti u antigenima HLA. Ovi su antigeni polimorfni, i
stoga je vjerojatnost za savrieno preklapanje donora i primatelja izuzetno mala®. Akutno
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odbacivanje odvija se posredovanjem T-limfocita. Proces odbacivanja pocinje njihovom
diferencijacijom, koja rezultira stvaranjem protutijela, za $to je potrebno priblizno tjedan
dana. T-limfociti dovode do razgradnje stanica presatka ili lu¢e citokine koji privlace druge
upalne stanice. Posljedica je nekroza tkiva. Najprije stradaju endotelne stanice dobro
prokrvljenog tkiva. U jetri primarno zahvaca interlobularne Zu¢ne vodove i vaskularni
endotel, ponajvise portalne i hepatalne vene, a rijetko hepatalne arterije i njene ogranke®’.
Rizik od akutnog odbacivanja najvisi je u prva tri mjeseca nakon transplantacije, a snizava ga
imunosupresivno lijeenje U dozi odrzavanja®®. Rano akutno odbacivanje lijeci se
jednokratnim visokim dozama kortikosteroida. Ove epizode odbacivanja ne utjecu toliko
negativno na sam presadak niti na ishod bolesti, osim u bolesnika s virusom hepatitisa C. U
njih je ishod nesto losiji zbog toga sto steroidi pogoduju pojacanoj replikaciji virusa *°.

3. Kroni¢no odbacivanje: Javlja se nakon par mjeseci ili par godina nakon transplantacije.
Moze biti posredovano i protutijelima (humoralno) i/ili stanicama (celularno). Njegova
prevalencija (prema protokolarnim biopsijama) varira izmedu 5% nakon prve godine pa do
20% nakon pet godina od transplantacije. Kroni¢no odbacivanje karakterizira zacepljenje
arterija presatka, koje je posljedica proliferacije glatkih misi¢nih stanica i proizvodnje
kolagena od strane fibroblasta. Ova ubrzana ateroskleroza dovodi do fibroze presatka,
ishemije i smrti stanica. Specifi¢na histopatoloska slika ovisi o transplantiranom organu. Kod
transplantacije srca se kroni¢no odbacivanje manifestira kao ubrzana ateroskleroza
koronarnih arterija; kod pluca kao obliteriraju¢i bronhiolitis; kod bubrega kao fibroza i
glomerulopatija; a kod jetre kao sindrom nestajanja Zucnih vodova™. U patohistoloskom
preparatu odbacenog tkiva jetre najée$ce su zahvacéeni portalni tracci, perivenularne regije i
arterije. Za postavljanje to¢ne dijagnoze najkorisniji su parametri promjene na epitelnim
stanicama zuc¢nih vodova, osteéenje i gubitak zu¢nih vodova, i perivenularna fibroza.

Fibrozne lezije nastaju bez o¢itog drugog uzroka (vaskularna ozljeda ili infekcija). Pretpostavlja
se da je kroni¢no odbacivanje u stvari rezultat kontinuiranog produzenog niza epizoda akutnog
odbacivanja. Ta hipoteza se temelji na spoznaji da je fibroza presatka sli¢na fibrozi koja prati
prirodno zacjeljivanje rana® %,

Slijede¢i ¢imbenici poveéavaju rizik od kroni¢nih odbacivanja®™:
e Prethodna epizoda akutnog odbacivanja
e Neadekvatna imunosupresija
e Pocetno odgodena funkcija presatka
o Cimbenici povezani s donorom (npr. dob, hipertenzija)

e Reperfuzijska ozljeda organa
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e Dugo vrijeme hladne ishemije
o Cimbenici povezani s primateljem (npr. dijabetes, hipertenzija, hiperlipidemija)
e Posttransplantacijske infekcije (npr. citomegalovirus).

Vecina primatelja mora uzimati imunosupresivne lijekove cijeli zivot, iako niti to nije garancija
da nece do¢i do kroni¢nog odbacivanja i zatajenja presatka. Sve to dovodi do povecane potrebe
za retransplantacijom. Stoga je kljuc¢no rano identificirati primatelje koji ¢e imati najvise koristi
od tog postupka®®*’.

1.2.3. KLINICKI | LABORATORIJSKI PARAMETRI ODBACIVANJA

Nakon svake transplantacije dolazi do imunoloske aktivacije u organizmu primatelja. Medutim,
samo kod manjeg broja bolesnika dolazi i do klinickog manifestiranja odbacivanja. Akutnu
reakciju odbacivanja mogu pratiti i simptomi sli¢ni infekcijama gornjih disnih putova. Porast
tjelesne temperature nespecifican je znak koji moze biti takoder posljedica infekcije, atelektaze
pluca i/ili reakcije na imunosupresivno lije¢enje. Reakcija odbacivanja uzrokuje akutno, najcesce
asimptomatsko pogorsanje funkcije presatka jetre. Ono moze biti pra¢eno porastom vrijednosti
bilirubina i transaminaza i pogorSanjem sintetske funkcije u vidu niskih vrijednosti PV-a,
albumina i ChE®.

Vecina rutinskih testova (npr. odredivanje vrijednosti transaminaza, PV-a, albumina, ChE) koji
se koriste u procjeni presatka jetre su pojedinacno nespecificni. Medutim, njihova kombinacija
poveéava dijagnosticku ucinkovitost. Korisni su jer mogu otkriti prisutnost problema, ali
nazalost ne i sam problem. Moraju se interpretirati u kontekstu klinicke slike bolesnika®.

1.2.3.1. Uloga eozinofila u odbacivanju

U posljednjem desetljecu postoji sve veci broj studija koji naglasava ulogu eozinofila u akutnom
odbacivanju, bilo da se oni nalaze u perifernoj krvi, bilo u samom presatku jetre. Postoji znacajan
porast postotka eozinofila u presatku za vrijeme odbacivanja, razmjerno onom u perifernoj krvi.
To bi znacilo da eozinofili aktivno sudjeluju u postupku odbacivanja, a ne da samo
migriraju®®'®. Isto tako, brza pojava eozinofila (unutar 2-4 dana) nakon lijeSenja epizode
odbacivanja pokazatelj je losije prognoze u odnosu na prezivljenje presatka'®’. To¢na uloga
eozinofila u dijagnosticiranju i predvidanju odgovora na lijecenje odbacivanja tek mora biti
dokazana.
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1.2.3.2. Biljezi odbacivanja

Razni biljezi su analizirani kako bi se identificirao biljeg specifican za odbacivanje ili
toleranciju, nakon transplantacije jetre. Uglavnom su analizirani pro-upalni i imunoregulatorni
citokini te drugi proteini povezani s upalom. Medutim, vecina njih nije specifi¢na za akutno
odbacivanje. Samo je nekoliko biljega validirano, uglavnom na analizi uzoraka periferne krvi, u
kojoj NK stani¢ne molekule najvise obecavaju, dok se uloga CD4 + CD25 + Foxp3 + T-
limfocita mora dodatno definirati. Do danas je jedino Cylex ImmuKnow Assay komercijalno
dostupan test za procjenu imunoloskog statusa transplantiranih bolesnika'®'®. Njime se
kvantificira adenozin trifosfat proizveden u CD4 + T- stanicama nakon stimulacije donor
nespecificnim mitogenom in vitro. Jos uvijek se ne primjenjuje u sirokoj klini¢koj praksi.

1.2.4. BIOPSIJA JETRE- HISTOPATOLOSKI NALAZ

U vecini slucajeva, biopsija se izvodi zbog promjene u razini enzima jetre (abnormalnosti u
jednoj ili vise funkcija jetre), zbog promjena uocenih slikovnim metodama (ultrazvuk), za
pracenje nalaza u odnosu na ranije biopsije ili kao dio protokola u nekim centrima za
transplantaciju. Godine 1997. je za odredivanje akutnog stani¢énog odbacivanja Klasifikacija
Banff postala siroko prihvaéena (Tablica 7.). Usvajanje ovog standardiziranog patohistoloskog
sustava pomaze U utvrdivanju stadija odbacivanja i predvidanja potrebe za dodatnim lije¢enjem
protiv odbacivanja'®.

Akutno odbacivanje mikroskopski je obiljezeno: 1) predominantno mononuklearnim, ali
mijeSanim upalnim inflitratom koji sadrzi i blasticne ili aktivirane limfocite, neutrofile i
eozinofile, 2) subendotelnom upalom portalne 1/ili terminalnih hepatalnih venula, i 3) upalom i
oSte¢enjem zuénih vodova. Za postavljanje dijagnoze potrebno je da uzorak sadrzi minimalno
dva navedena obiljezja. U prilog akutnome odbacivanju ide i oStecenje vise od 50% zuénih
vodova ili centralnih vena, kao i pronalazak mononuklearnog upalnog infiltrata ispod endotelnih
stanica portalnih i centralnih vena.
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Tablica 7. Semikvantitativno odredivanje stupnja odbacivanja- Klasifikacija Banff

GLOBALNA PROCJENA KRITERIJ

Neodredeno Portalni upalni infiltrat ne ispunjava kriterije za
dijagnozu akutnog odbacivanja

Blago Infiltrati karakteristicni za odbacivanje prisutni
u malom broju jetrenih trijada i ograni¢eni Su na
portalni prostor

Umjereno Infiltrat karakteristican za odbacivanje prisutan
u vecini ili u gotovo svim trijadama

Tesko Kao i umjereno uz prisutnu umjereno do tesku
upalu perivenularno, koja se proteze na jetreni
parenhim i dovodi do nekroze hepatocita

Nakon globalne procjene, dodatno se za kvantifikaciju odbacivanja procjenjuju tri posebne
karakteristike: portalna upala, ostecenje Zuénih vodova i upala u venulama (subendotelna upala).
Svakoj kategoriji pridruzi se stupanj tezine upalnog procesa (bodovanje od 1 do 3) kako bi se
dobio konacan zbroj, koji ¢ini Indeks aktivnosti odbacivanja (RAI- od engl. Rejection Activity
Index) (Tablica 8.)'%.

Prema toj klasifikaciji se akutno stani¢no odbacivanje dijeli na blago (RAI 3-4), umjereno (RAI
5-6) i tesko odbacivanje (RAI >7). Blago i umjereno odbacivanje zastupljeno je u gotovo 95%
slu¢ajeva. Mnogi c¢imbenici odreduju ucestalost akutnog stani¢énog odbacivanja: vrsta
transplantacije, vrsta imunosupresije, perioperativni ¢imbenici (ishemija, infekcija), vrsta
nadzora nakon transplantacije i osobitosti donora (dob, jetra od kadaveri¢nog ili Zivog donora)®.

| dalje je najveci problem za patologa razlikovanje rekurentne infekcije HCV i akutnog
odbacivanja, zbog toga sto se histoloske karakteristike ova dva entiteta preklapaju. Akutno
stani¢éno odbacivanje karakteriziraju mjeSani upalni infiltrati s izraZzenim razaranjem zuc¢nih
kanalica te portalna upala malih vena, dok reinfekciju HCV obiljezava portalna infiltracija

mononuklearima, nekroze te manje izrazeno oste¢enje zu¢nih vodova i upalni infiltrat venula'®®
108
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Tablica 8. Kvantitativno odredivanje stupnja odbacivanja- Rejection activity index (RAI)

koja se siri u perivenularni parenhim i povezana je s nekrozom
hepatocita

KATEGORIJA KRITERIJ OCJENA
Portalna upala A) Limfocitna infiltracija ukljucuje mali broj portalnih prostora 1
B) Prosirenje na veci broj portalnih prostora, s pokojim blastom, 2
neutrofilom i eozinofilom
C) Znacajna prosirenost na ve¢inu ili sve portalne prostore. Upalni 3
infiltrat ¢ine brojni blasti, neutrofili i eozinofili; Sirenje u
periportalni parenhim
Upala/ostecenje A) Maniji broj zu¢nih kanali¢a infiltriran upalnim stanicama; 1
Zzuénih vodova prisutne blage reaktivne promjene poput pove¢anog omjera jezgre
i citoplazme u epitelnim stanicama kanali¢a
B) Vecina kanalica infiltrirana je upalnim stanicama. Prisustvo 2
degenerativnih promjena: nuklearni pleomorfizam, promjena
polariteta i citoplazmatska vakuolizacija epitela
C) Kao pod ,,B“, uz to $to veéina kanali¢a prikazuje degenerativne 3
promjene u lumenu
Upala endotela A) Subendotelna limfocitna infiltracija koja ukljucuje neke 1
vena portalne i/ili jetrene vene
B) Subendotelna infiltracija koja ukljucuje veé¢inu ili sve portalne 2
i/ili jetrene vene
C) Kao pod ,,B*“ s umjerenom ili teskom perivenularnom upalom 3

20




1.2.5. LIJECENJE ODBACIVANJA

Prije pocetka lijeCenja izrazito je vazno definirati postojanje i stupanj akutnog stani¢nog
odbacivanja zbog toga S$to i lijeCenje ima nezeljene pojave. Isto tako, lijeGenje blagog
odbacivanja je povezana sa slabijim prezivljenjem presatka®.

LijeCenje ASO-a ovisi o tezini odbacivanja, odnosno RAIl-indeksu i odgovoru na pocetno
lijeCenje. Lijecenje blagog odbacivanja (RAI 3-4) ovisi o vrsti imunosupresivnih lijekova koju
bolesnik uzima. Na primjer, ako bolesnik uzima ciklosporin, tada se ciklosporin moze zamijeniti
takrolimusom, a ako bolesnik uzima takrolimus ¢ija je razina u serumu supterapijska, tada je
potrebno povisiti dozu. Uz to u lije¢enje se moze dodati mikofenolat mofetil ili se njegova doza
moze povisiti. U svim je sluc¢ajevima potrebno pozorno pratiti vrijednosti enzima jetre u serumu.
U bolesnika kod kojih se ne potvrdi snizavanje njihove razine indicirano je ponoviti biopsiju
presatka. Ako nije doslo do histoloskog oporavka, treba zapoceti lijeCenje visokim dozama
kortikosteroida. U bolesnika sa srednje teSkim i teskim ASO-om (RAI >4) optimalno lijecenje
temelji se na visokim dozama kortikosteroida'®. Obitno to ukljucuje intravensku primjenu
metilprednizolona u dozi od 500 mg do 1.000 mg tijekom jednog do tri dana i postupno
snizavanje doze do 20 mg tijekom sedam dana. Odgovor na pocetno lije¢enje vazan je ¢imbenik
U odredivanju trajanja lijeCenja.

U vedini centara za transplantaciju u lije¢enju akutnog stani¢nog odbacivanja koriste se visoke
doze kortikosteroida. Nuzni su u lije¢enju umjerenog i teskog odbacivanja'*, zbog toga $to
inhibiraju aktivaciju limfocita (koji su inducirani antigenom presatka) na nacin da blokiraju
oslobadanje citokina IL-1 i IL-6 iz makrofaga te blokiraju oslobadanje IL-2, ¢imbenika rasta
limfocita. Osim toga, kortikosteroidi imaju i protuupalna svojstva. Smanjuju migraciju neutrofila
I monocita na mjesto upale i sprecavaju aktivaciju stanica stabiliziranjem membrana lizozima.
Konacno, visoke doze kortikosteroida imaju izravni citotoksi¢ni u¢inak.

Sve to objasnjava ucinkovitost kortikosteroida u lijecenju akutnog odbacivanja gdje sudjeluje
Sirok raspon upalnih i imunoloskih efektornih mehanizama. Medutim, brojne nezeljene pojave
(pojacana osjetljivost na infekcije, otezano cijeljenje rana, hiperglikemija), razlog su za oprez
prilikom primjene. Narocit oprez je potreban u lijeenju akutnog odbacivanja kod primatelja sa
hepatitisom C, jer davanje kortikosteroida u bolusu moze potaknuti pojacanu replikaciju virusa i
time aktivirati osnovnu bolest u presatku. Svako znacajnije akutno odbacivanje mora se lijeciti
zbog toga sto je svaka epizoda akutnog odbacivanja korak blize kroni¢nom odbacivanju i
kona¢nom gubitku funkcije presatka.

U vise od 80% bolesnika s ASO-om koji su lije¢eni visokim dozama kortikosteroida dolazi do
normalizacije biokemijskih i histoloskih pokazatelja unutar tri do pet dana po zapo€injanju
lijeCenja. Promjena u vrijednosti AST-a mozda je najbolji laboratorijski pokazatelj odgovora na
lijecenje te se pad za 50% moze verificirati ve¢ nakon prve doze metilprednizolona. S druge

strane, oporavak ALT-a obi¢no kasni za AST-om te se normalizira za sedam ili vise dana™™®.

21



U bolesnika s povisenim enzimima jetre, usprkos provedenom lijeCenju visokim dozama
kortikosteroida potrebno je ponoviti biopsiju presatka. Ako i dalje postoje elementi odbacivanja
presatka, postavlja se dijagnoza steroid- neosjetljivog odbacivanja. Steroid- neosjetljivo
odbacivanje javlja se u manje od 10% bolesnika s ASO-om te se za lijecenje koriste
timoglobulin, protutijela na anti-interleukin-1 receptor (muromonab-CD3 (OKT3) ili
basiliksimab), mikofenolat mofetil ili takrolimus®.

Bolesnici koji ne reagiraju na visoke doze kortikosteroida ili u kojih je to neprihvatljiv rizik,
koristi se lije¢enje monoklonalnim protutijelima, najée$¢e basiliksimab i daklizumab™*. Oni se
vezu na alfa podjedinicu receptora za IL-2 (anti-CD25). Imunosupresiju postizu kompetitivnim
antagonizmom na IL-2 aktiviranih i proliferiranih T-limfocita. Dodatak monoklonskih protutijela
moze znacajno smanjiti stopu akutnog odbacivanja, bez povecavanja doze imunosupresivnih

lijekova (kalcineurinskih inhibitora i kortikosteroida)a'**.

1.3. VIRUS HEPATITISA C (HCV)

1.3.1. EPIDEMIOLOGIJA, DIJAGNOSTIKA | LIJECENJE HCV-a

Virus hepatitisa C (HCV) malen je (~ 50 nm) oblozen virus, koji se sastoji od jednostrukoga
pozitivnog lanca ribonukleinske kiseline (RNA) (Slika 2.). Pripada rodu hepacivirusa iz porodice
Flaviviridae. Postoji Sest glavnih genotipova virusa HCV. Genotipovi 1 i 4 smatraju se
rezistentnijim na lijeCenje. U Hrvatskoj prevladavaju genotipovi 1 i 3, dok se preostali
genotipovi javljaju znatno rjede. Cirkulacijom dolazi do jetre, u kojoj se veze se za receptore
CD81 i SR-BI u jetrenom tkivu. Ovaj virus, kao i gotovo svi drugi RNA virusi, posjeduje visok
stupanj mutabilnosti, sto rezultira postojanjem brojnih inacica virusa. Ova je sarolikost ujedno i
razlog da ne postoji cjepivo protiv ove bolesti. Odredivanje genotipa HCV-a vazno je zbog
prognoze i odgovora na lijecenje'**,

HCV ¢ini globalni javnozdravstveni problem. Procjenjuje se da je oko 170 milijuna ljudi
zaraZeno ovim virusom, §to &ini 3% svjetske populacije''®. Za Hrvatsku je procjena da je oko
1,7% populacije zarazeno HCV virusom, $to ¢ini vise od 75.000 ljudi. Glavni putevi prijenosa
virusa hepatitisa C su putem zarazene Krvi (intravenska konzumacija droga, transfuzije krvi prije

uvodenja testiranja 1993 g.) i spolni kontakti'™.
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Slika 2. Shema virusa hepatitisa C. Preuzeto i prilagodeno prema izvoru: Centers for Disease
Control and Prevention. Hepatitis C: General Information. 2010.

Toc¢na dijagnoza moguca je samo odredivanjem biljega hepatitisa C. Protutijela na hepatitis C
(anti-HCV) uvijek su prisutna u bolesnika koji su bili u kontaktu s virusom te nisu nuzno odraz i
postojanja bolesti. Za napomenuti je da zaostaju i u bolesnika nakon ucinkovitog lijeCenja.
Potvrda postojanja bolesti moguca je dokazivanjem genetskog materijala virusa (HCV RNA) te
odredivanjem genotipa virusa. Isto tako moguce je utvrditi i broj kopija virusa u cirkulirajucoj
krvi, koji ukazuje na aktivnost virusa te sluzi pracenju ucinkovitosti lijeCenja. Priblizno 80%
akutnih infekcija prelazi u kroni¢nu infekciju bez znacajnijih simptoma. HCV uzrokuje
progresivnu upalnu bolest jetre koja vodi do fibroze tkiva te u konacnici do ciroze jetre.
Bolesnici sa cirozom imaju izrazito visok rizik od nastanka hepatocelularnog karcinoma
(HCC)Me.

Standardni protokol lijeCenja je kombinacija pegiliranog interferona-alfa i ribavirina. Trajanje
lije¢enja i mogucénost izljeCenja hepatitisa C ovisna je o genotipu virusa. Kod zaraze genotipom 2
I 3 lijecenje traje 24 tjedna, a izljecenje se postize u vise od 80% bolesnika. U slucaju zaraze
genotipom 1 i 4 lijecenje traje 48 tjedna, a izljecenje se postize U 45% lijecenih. Bolesnici u kojih
nije doslo do izljecenja postaju kandidati za transplantaciju jetre koja poboljsava kvalitetu zivota.
Nazalost, sama transplantacija ne dovodi do kona¢nog izljeCenja HCV. Reinfekcija virusom
nastaje vrlo brzo, a ponovna progresija bolesti nakon transplantacije je uglavnom ubrzana zbog
primjene imunosupresivnog lije¢enja™>>11°,
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1.3.2. MEHANIZAM 1ZBJEGAVANJA IMUNOLOSKOG ODGOVORA

Vecina oboljelih od HCV je bez simptoma i dugo vremena bolest ostaje neprepoznata. Danas su
prepoznati mnogi ¢imbenici Koji utjeCu na brzi razvoj bolesti: genetski ¢imbenici, zaraza u
starijoj zivotnoj dobi (iznad 40 godina), konzumacija alkohola, pridruzena infekcija drugim
virusom, debljina pa cak i pusSenje. Svaki virus koji dovodi do kroni¢ne infekcije uspjesno
izbjegava imunoloski odgovor doma¢ina'’.

Eliminacija HCV-a u akutnoj fazi ovisi o brzini poticanja urodenog imunoloskog odgovora,
preko sustava interferona (IFN) te odgodene aktivacije adaptivnhog imunoloSkog odgovora.
Urodena imunost preko sustava interferona igra vaznu ulogu u ograni¢avanju infekcije HCV
poticanjem gena ovisnih o interferonu (ISG) ¢iji proteinski produkti inhibiraju replikaciju virusa
i njegovo sirenje (Slika 3.)*% %,

U kroni¢noj fazi infekcije, bijeg od adaptivnog imunoloskog odgovora dogada se zbog mutiranja
virusa. Na taj se nacin izbjegava prepoznavanje preko protutijela i T-limfocita (CD4+ i CD8+).
Prema dosadasnjim istrazivanjima to se dogada na vise razina i ¢ini se da je protein jezgre HCV-
a (HCVc- od engl. hepatitis C virus core protein) klju¢ni modulator funkcija pojedinih vrsta
stanica'?.
e Dendriticke stanice kljuéne su za adaptivni imunoloski odgovor zbog toga Ssto
prezentiraju virusne antigene efektornim T-limfocitima (CD4+ i CD8+).

e Proteasom. Aktivnost unutarstaniénog proteasoma je vazna za preradu antigena i
prezentaciju inficiranih stanica. To je mehanizam putem Kkojeg stanice postaju
prepoznatljive stanicama imunoloskog odgovora. Dokazano je da HCVc dovodi do
stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS- od engl. Reactive oxygen species). Povecana
razina oksidacijskog stresa dovodi do smanjene aktivnosti proteasoma a time i do
smanjenog stvaranja peptida MHC klase | u hepatocitima.

e Aktivnost mitohondrija. Disfunkcija mitohondrija dogada se pri povecanoj razini
oksidacijskog stresa i odgovorna je za ostecenje tkiva. Mitohondriji predstavljaju konaéni
cilj za HCVc, no sam mehanizam jo$ nije jasan. Tako da je ovo vrlo aktivno podrucje
istrazivanja.

e Upalni odgovor. Infekcija HCV je povezana sa povecanom razinom cirkulirajuéih
lipopolisaharida (LPS), koji su snazan promotor upalne reakcije. Nedavno je otkriveno da
je TLRA4 (Toll-like receptor) klju¢an u nastanku zlo¢udnog tumora jetre.
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Slika 3. Jedan od predlozenih mehanizama izbjegavanja imunoloskog odgovora HCV-a.
Bazirano na Wong MT | sur.*® (IFN= interferon; ISG= IFN stimulated gene; MAVS=
mitochondria antiviral signaling protein; NFkB= nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells; STAT= signal transducer and activator of transcription; TLR= Toll-like
receptor)

Vidljivo je da je ucinak HCV-a na stanice domacina visestruk. Preko modulacije razine
oksidacijskog stresa, LPS signalizacije i produkcije citokina stvara mikroklimu koja pogoduje
neadekvatnom odgovoru imunoloskog sustava na virusnu infekciju. Ovo za posljedicu ima sve
vece oSteCenja jetrenog parenhima i proliferacije stanica. Ovi procesi dovode do razli¢itog
stupnja tezine bolesti; od blagih ostec¢enja do ciroze jetre, a u nekih bolesnika i do nastanka
HCC-a'%.

1.3.3. PROBLEMI NAKON TRANSPLANTACIJE

U periodu nakon transplantacije dolazi do stvaranja potpuno nove ravnoteze izmedu HCV-a,
presatka jetre, imunoloSkog odgovora primatelja i imunosupresivnog lije¢enja. Svi ti ¢imbenici
utjeCu na presadak jetre. Gotovo u svih bolesnika dolazi do ponovne infekcije presatka, a
viremija HCV-a dostize, a kod nekih cak 1 prelazi, razinu koja je postojala prije
transplantacije'?*.

Cini se da je imunoloski sustav domaéina (uglavnom posredovan stanicama) presudan i u
kontroli infekcije i u procesu odbacivanja. Dodatni problem vezan je uz ¢injenicu da trenutno ne
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postoji jasno definirano imunosupresivno lijecenje koje bi se moglo preporuciti HCV pozitivnim
primateljima kako bi se sprijecila reinfekcija HCV-om. Ipak, ¢ini se logi¢nim kako svaka
epizoda odbacivanja i povecana razina imunosupresivnih lijekova povecéavaju rizik od recidiva
HCV-a, preko ranije navedenih imunologkih mehanizama'?**%.

Reinfekcija presatka HCV-om i epizoda odbacivanja mogu imati sli¢cne klini¢ke znacajke, kao
Sto je porast enzima jetre. Histopatoloska procjena bioptata jetre i dalje je standardni postupak za
razlikovanje ova dva entiteta. No, razlikovanje nije jednostavno buduc¢i da su ostecenja tkiva
sli¢na i da se histopatoloske slike preklapaju (Slika 4.)'?°. Ipak, od iznimne je vaznosti njihovo
razlikovanje jer je lije¢enje ova dva stanja dijametralno suprotna. HCV pozitivni primatelji koji
razvijaju akutno stani¢no odbacivanje imaju potrebu za povecanjem doze vec prisutnog
imunosuprimirajuc¢eg lijeka ili njegovu zamjenu novom vrstom lijeka. PokuSava se izbjeci
davanje visokih doza kortikosteroida kako se ne bi pogodovalo replikaciji virusa. Bolesnici u
kojih je u pitanju reinfekcija HCV-om imaju korist od smanjenja razine imunosupresivnog
lije¢enja uz eventualno uvodenje antivirusnog lijeka (npr. interferon). Iz toga proizlazi da
neto¢na dijagnoza moze dovesti do lijeCenja koje ne pogoduje prezivljenju presatka jetre, jer su
mehanizmi koji posreduju odbacivanje i reinfekciju razli¢iti (Slika 5.)**" %,

Akutno stanicno odbacivanje

Uredannaia

Slika 4. Histopatoloski nalaz parenhima jetre; A- uredan nalaz, B- akutno stani¢no odbacivanje,
C- recidiv hepatitisa C (poveéanje 100x, HE bojanje prikazuje kroni¢ni upalni infiltrat u
portalnim prostorima u B i C; preuzeto iz arhive Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, KB
Merkur)

26



Bolus kortikosteroida
Epizoda akutnog |::> primjeniti s rezensom
stanitnog odbacivanja - Povedlatidozuili uvesti

3 novu wrstu 1S terapije
% - Emanjitirazinu s

terapije

| HCW reinfekcija | |::> - Razmotriti uvodenje
antivirusne terapije
[interferon)

BIOPSUAJETRE

Slika 5. Diferencijalna dijagnoza: akutno odbacivanje u odnosu na reinfekciju HCV

Do sada su pokrenuta brojna istrazivanja kako bi se pronasli adekvatni biljezi koji bi omogucili
razlikovanje ova dva entiteta. Optimisti¢ni rezultati dobiveni su istrazivanjem potencijala T-
regulatornih stanica (Treg) kao biljega za akutno stani¢no odbacivanje i optimiziranje
imunosupresivnog lijecenja™**. Nedavno je napredak u tehnologiji ,, microarray “ doveo do boljeg
razumijevanja molekularnog profila i regulatornih mehanizama®*. Analizom ekspresije gena
pokazano je postojanje razli¢itih mehanizama u nastanku stani¢nog odbacivanja i reinfekcije
HCV-om. U akutnom stanicnom odbacivanju eksprimirani su geni povezani s aktivacijom
imunoloskog i1 upalnog procesa, apoptozom, sustavom komplementa i receptorima za faktor
rasta, dok je reinfekcija HCV-om predominantno povezana s ekspresijom gena stani¢nog ciklusa
i stani¢nog dijeljenja, s proliferacijom stanica te procesom koagulacije'****2. Medutim, ovi
biljezi tek se trebaju validirati.

Dok se ne pronadu adekvatni biljezi, glavni ciljevi smanjenja stope reinfekcije presatka HCV-om
trebali bi biti usmjereni na prevenciju akutnog stani¢nog odbacivanja i optimiziranje
imunosupresivnog lijecenja.
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1.4. OKSIDACIJSKI STRES

Kisik je najzastupljeniji element u bioloskim sustavima i kriticna komponenta aerobnog zivota.
Stvaranje energije praceno je nastankom reaktivnih kisikovih vrsta (ROS- od engl. Reactive
oxigen species), koje oduzimanjem elektrona okolnim molekulama mogu mijenjati DNA i
ometati normalnu funkciju stanica. ROS nastali tijekom metabolizma igraju vaznu ulogu u
prijenosu signala i aktivnosti gena; utjecu na aktiviranje nuklearnih receptora i njihovih
¢imbenika transkripcije, na funkcioniranje imunoloskog sustava, kao i na proces starenja.
Oksidacijski stres definira se kao nesrazmjer ravnoteze izmedu nastanka ROS-a i
antioksidacijske zastite, koja se sastoji od antioksidansa male molekularne mase (npr. glutationa)
I antioksidacijskih enzima (npr. superoksid-dismutaze).

Slobodni radikali mogu biti stvoreni iz egzogenih izvora (npr. toksini iz okolisa, pusenje,
alkohol, bakterijski toksini, virusi) ili endogeno u nasem organizmu (npr. u mitohondrijima ili
aktivacijom fagocita). ROS proizvode i neki oksidacijski enzimi u stanicama (npr. ksantin-
oksidaza) pod utjecajem ranije navedenih vanjskih ¢imbenika. Isto tako, dvije vrste imunoloskih
stanica, makrofagi i neutrofili, sudjeluju u obrani organizma od mikroorganizama. Ove stanice
sadrze skupinu enzima, NADPH-oksidaza kompleks, koji svojom aktivacijom proizvode radikale
superoksida i vodikovog peroksida. U ovom sluc¢aju mozemo re¢i da je produkcija ROS-a
pozeljna jer ima centralnu ulogu u unistenju stranih patogena*®.

Slobodni radikali uzrokuju izravno ostecenje okolnog tkiva i vaznih biomolekula, kao $to su
DNA, lipidi i proteini. Medutim, osim S§to uzrokuju Stetu putem lipidne peroksidacije i
oksidacijskog oste¢enja molekule DNA, takoder sudjeluju u procesu adaptacije i regulacije
unutarstani¢nih signalnih putova. Takoder, imaju vaznu ulogu u regulaciji tonusa glatkih misica i

baktericidnu funkciju fagocita*®.
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STVARAMIE SLOBCODMIH RADIKALA
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Slika 6. Naj&es¢i izvori oksidacijskog stresa. Prilagodeno prema izvoru: Cadenas E i sur.*

1.4.1. BIOLOSKO DJELOVANJE SLOBODNIH RADIKALA

Oksidacijski stres moze uzrokovati ostecenje na svim molekularnim razinama stanice: na DNA,
proteinima i lipidima. Cesto je vrlo tesko odrediti podetnu todku osteCenja, buduéi da se
mehanizmi preklapaju™*>*%®,
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Slika 7. Biolosko djelovanje slobodnih radikala. Prilagodeno prema izvoru: Adly AAM i sur.'®
(SOD-= superoksid dismutaza; GPx= glutation peroksidaza; GRed= glutation reduktaza)

Ostec¢enje DNA

Slobodni radikali kisika mogu izravno ostetiti molekulu DNA; bilo secer, bilo fosfat, bilo
purinsku ili pirimidinsku bazu. S druge strane, oksidacijsko ostecenje DNA moze biti neizravno
preko porasta kalcijevih iona unutar stanice. Ovim reakcijama mogu se izazvati promjene u
strukturi DNA (npr. izrezivanje baza, mutacije parova baza, delecije, umetanja i amplifikacije

pojedinih slijedova)*®.

Osteéenje proteina

Ostecenje proteina slobodnim radikalima dovodi do inaktivacije i denaturacije proteina poput
enzima i membranskih ionskih transportera. Najcesce zahvaceni enzimi su alfa-1 antiproteaza,
kalmodulin, kalcij-ATPaza, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza i gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza™®. Osjetljivost proteina na slobodne radikale najvise doprinose aminokiseline
koje sadrze sumpor (metionin i cistein).

Lipidna peroksidacija (LPO)

lako lipidna peroksidacija zahvaca brojne stanicne komponente, primarno mjesto oste¢enja su
viSestruko nezasicene masne kiseline (PUFA- od engl. Polyunsaturated fatty acids).
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Peroksidacija PUFA i kolesterola mijenja fluidnost i karakteristike propusnosti stani¢ne
membrane, $to na kraju moze izazvati opsezno ostecenje membrane. Daljnjom razgradnjom
lipida peroksidacijom, dobiva se Siroka paleta spojeva, uklju¢uju¢i malondialdehid (MDA), 4-

hidroksinonenal (HNE) i akrolein (ACR).

U klini¢koj praksi nije moguce izravno mijeriti razinu slobodnih radikala radi njihovog kratkog
poluvremena zivota. Medutim, moguce je evaluirati biljege oksidacijskog stresa. Potraga za
alternativnim neinvazivnim biljezima slobodnih radikala u klini¢kim uzorcima je duga i jos$
uvijek traje’®. Do sada nije pronaden savrseno ucinkovit i koristan biljeg. Medutim, najéesée
pretrage koje se upotrebljavaju navedene su u Tablici 9.2

Tablica 9. Evaluacija oksidacijskog stresa. Prilagodeno prema izvoru: Ho E i sur.'*

MOLEKULSKI POKAZATELJI OKSIDACIJSKOG STRESA

LIPIDNA PEROKSIDACIJA

MDA (malondialdehid)
HNE (4-hidroksinonenal)

ACR (akrolein)

TBARS (od engl.- thiobarbituric acid reactive
substances)- reaktivne vrste tiobarbituratne
Kiseline

Izdahnuti alkali

OKSIDACIJA PROTEINA

Koncentracija karbonila

Oksidativna modifikacija proteina (nitrotirozin,
stvaranje S-glutationa)

OSTECENJE DNA

8-0kso-2-deoksiguanozin

EKSPRESIJA GENA

NRF2 (Nuclear factor (erythroid derived 2)—
related factor 2)

ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

Cikli¢ka voltametrija

Sposobnost uklanjanja vodikovog peroksida

Antioksidacijski kapacitet u serumu (aktivacija
antioksidacijskih enzima poput katalaze,
glutation-peroksidaze 1 (GPX-1) i superoksid-
dismutaze (SOD)

BILJEZI OKSIDACIJSKOG STRESA U
TKIVU

Oksidirani LDL (oxLDL)

ADMA (asimetri¢ni dimetilarginin)
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1.4.2. LIPIDNA PEROKSIDACIJA | BILJEZI OKSIDACIJSKOG STRESA

Oksidacijski stres ¢ini molekulsku podlogu nastanka razli¢itih bolesti, ali i fizioloskih procesa.
Razliku izmedu fizioloskog i patoloskog oksidacijskog stresa odreduje razina utjecaja na tkivo ili
stanicu. Takoder, ista razina oksidacijskog stresa za jednu vrstu stanica moze biti toksi¢na, dok je
za drugu ona tek suprafizioloska, bez Stetnih posljedica'®’. Ukoliko inicijacija LPO nije
kontrolirana obrambenim mehanizmima, zapocet ¢e lan¢anu reakciju koja moze dovesti do
ostecenja okolnih molekula. Dakle, ako nema dovoljno antioksidansa, do¢i ¢e do faze
propagacije i nastanka lanc¢ane reakcije LPO. Zavrsni produkti LPO su reaktivni aldehidi, kao sto
su akrolein (ACR), 4-hidroksinonenal (HNE) i malondialdehid (MDA), koji dovode do
progresije oksidacijskog osteéenja, ostec¢uju stanice i uzrokuju njihovu smrt (Tablica 9.). Dugo
vremena su reaktivni aldehidi (MDA, HNE i ACR) bili smatrani toksi¢nim zavr$nim produktima
LPO. Medutim danas je poznato da imaju iznimno snaznu biolosku ulogu u mnogobrojnim
putevima prijenosa stani¢nih signala u fizioloskim i patoloskim stanjima. Ukljuceni Su u procese
regulacije stani¢nog ciklusa'*.

Zbog svoje kemijske reaktivnosti, reaktivni aldehidi stvaraju kovalentne veze sa
makromolekulama. Osim toga, sluze i kao biljezi LPO tj. oksidacijskog stresa. Za razliku od
reaktivnih slobodnih radikala, reaktivni aldehidi su relativno dugozivuéi (minute u odnosu na ns
za slobodne radikale), sto im omogucuje da djeluju na mjestima udaljenim od mjesta nastanka,
ekstracelularno i/ili intracelularno™®®.

Unatoc tome sto se oksidacijsko ostec¢enje molekula pojavljuje u gotovo svim bolestima ¢ovjeka,
znacajnu patolosku ulogu ima u samo nekima. Odnos izmedu LPO i bolesti se stalno istrazuje, a
odnos izmedu bioloskih ucinaka i kemijskih interakcija LPO su slozeni 1 nedovoljno
definirani'** 4.

1.4.2.1. AKROLEIN (ACR)

Akrolein je najjednostavniji nezasiceni aldehid prisutan u hrani i okolisu. Nastaje iz
ugljikohidrata, biljnih ulja i Zivotinjskih masti, te iz aminokiselina tijekom zagrijavanja hrane i
sagorijevanjem naftnih goriva i biodizela.

O
HEC%)'LH

Slika 8. Strukturni prikaz akroleina. Preuzeto i prilagodeno:
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acrolein
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U organizmu covjeka nastaje dehidracijom glicerola te lipidnom peroksidacijom
visestrukonezasi¢enih masnih kiselina. Glavni endogeni izvor akroleina nastaje razgradnjom
aminokiseline treonina te spermina i spermidina, naro¢ito u stanjima oksidacijskog stresa i upale.
Najveéi egzogeni izvor akroleina je dim cigarete kojemu je ljudski organizam izlozen'.
Akrolein se metabolizira konjugacijom s glutationom, a iz organizma se izlu¢uje urinom u obliku
metabolita merkaptouri¢ne kiseline. Bioloski u¢inak akroleina posljedica je njegove interakcije s
bioloskim makromolekulama, S§to za posljedicu ima nastanak mutacija, promijenjenu
transkripciju gena i modulaciju apoptoze.

1.4.2.2. 4-HIDROKSINONENAL (HNE)

4-hidroksinonenal ili 4-hidroksi-2-nonenal je a,p nezasi¢eni aldehid, koji nastaje kao produkt
LPO u stanicama. HNE nastaje peroksidacijom omega-6 viSestruko nezasi¢enih masnih Kkiselina

(najéesce arahidonska i linolna kiselina)'*2.

OW\/\/\

Slika 9. Strukturni prikaz 4-hidroksinonenala. Preuzeto i prilagodeno:
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4-Hydroxynonenal

Zbog visoke reaktivnosti, HNE stupa u odnos s raznim stani¢énim makromolekulama. Stvarajuci
stabilne konjugate s proteinima, HNE utjeCe na signalne putove koji kontroliraju rast,
diferencijaciju i apoptozu stanica. Upravo zbog toga, ima ulogu u procesu oste¢enja tkiva,
disfunkciji organa i starenja. Uloga HNE-a spominje se i u nastanku kroni¢nih upalnih i
neurodegenerativnih bolesti, akutnog respiratornog distres sindroma (ARDS- od engl. Acute
respiratory distress syndrome), ateroskleroze, dijabetesa i raznih vrsta karcinoma. Nadalje, HNE
se spominje i kao biljeg oksidacijskog stresa, u kojem ima ulogu ,,drugog glasnika“ u regulaciji
brojnih stani¢nih putova**®'*°. Njegova biologka aktivnost ovisi 0 unutarstani¢noj koncentraciji,
koja posljedi¢no tome drugacije modulira stani¢nu smrt, rast i diferencijaciju®*.

HNE se eliminira konjugacijom s glutationon koji se dalje iz stanice izbacuje glutation-S-
transferazom. Mehanizmi odgovorni za odrzavanje unutarstanicne razine HNE-a su neobi¢no
vazni, ne samo zbog sudjelovanja u obrani organizma od oksidacijskog stresa nego i zbog

ukljugenosti u patofiziologiju brojnih bolesti*>,
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1.4.3. ANTIOKSIDANSI - OBRANA STANICE OD OKSIDACIJSKOG STRESA

Kako bi se osigurala homeostaza, stanice posjeduju i snaznu antioksidacijsku obranu protiv
ROS-a. Opcenito, antioksidacijski mehanizmi dijele se na enzimatske i ne-enzimatske sustave.

Enzimatski mehanizmi uz pomo¢ kaskadnih reakcija dovode do potpunog odstranjenja ROS-a.
Glavni enzimi koji pretvaraju ROS u manje reaktivne molekule su superoksid dismutaza,
katalaza i glutation-peroksidaza'. Prema nacinu djelovanja mogu se dodatno podijeliti u dvije
skupine: prva ostvaruje izravnu interakciju sa ROS-om, a druga regulira redoks-reakcije.

Ne-enzimski mehanizmi su manje specifi¢ni u odnosu na enzimatske, ali ¢ine prvu liniju
antioksidacijske obrane. Stoga su vrlo vazni u odgovoru stanice na oksidacijski stres. Glavni
predstavnici su vitamini C i E. Vitamin C reagira s ROS te se stvaraju stabilne molekule koji, u
odnosu na ROS, imaju snizen kapacitet za daljnje izazivanje oksidacijskog oste¢enja. Vitamin E

zaustavlja kaskadu lipidne peroksidacije'*®.

U zdravih osoba, antioksidansi ¢ine primarnu obranu organizma od ROS-a doniranjem elektrona

slobodnim radikalima te ih na taj na¢in inaktiviraju*>*.

1.4.3.1. NUCLEAR FACTOR (ERYTHROID-DERIVED 2)-LIKE 2 (NFE2L2 IL1 NRF2)

NRF2 je ¢cimbenik transkripcije koji regulira ekspresiju antioksidacijskih enzima faze 2. Stanica
suocena s visokom razinom oksidacijskog stresa, mora brzo povecati svoj antioksidacijski
kapacitet kako bi odrzala homeostazu.

Cimbenik transkripcije NRF2 (NRF2- od engl. nuclear factor (erythroid derived 2)-related
factor 2) djeluje kao kljuéni kontrolor u genskoj regulacijskoj mrezi redoks homeostaze. U
fizioloskim uvjetima NRF2 je lociran u citoplazmi, vezan na inhibitorni protein KEAP1 (KEAP
1- od engl. Kelch-like ECH-associated protein 1). Na ovaj se nac¢in NRF2 oznaCava za
degradaciju u proteasomu. Pod utjecajem oksidacijskog stresa, NRF2 signalni put se aktivira,
KEAP1 se oksidira te se NRF2 otpusta i premjesta u jezgru, i veze na elemente ARE (element
aktiviran antioksidansima engl. Antioxidant Response Element) i na taj nacin povecava
transkripciju gena koji kodiraju antioksidacijske enzime. Na ovaj se nacin uspostavlja
homeostaza (Slika 10.)*>*%°.
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Slika 10. Mehanizam aktivacije i djelovanja NRF2. Prilagodeno prema izvoru: Aleksunes LM i
156
sur.

Signalni put KEAP1-NRF2 regulira aktivnost vise od 600 citoprotektivnih gena koji kodiraju
nastanak antioksidacijskih enzima (enzimi koji sudjeluju u sintezi i regeneraciji glutationa),
enzima koji sudjeluju u konjugaciji, proteina koji povecavaju izbacivanje ksenobiotika i njihovih
metabolita iz stanice, enzima koji inhibiraju upalni odgovor, proteina koji stite od toksi¢nosti
teSkih metala, proteina koji sudjeluju u popravku i otklanjanju oste¢enih proteina te proteina koji
reguliraju ekspresiju drugih transkripcijskih faktora i faktora rasta'®"'*®.

Stoga ne cudi da se NRF2 istrazuje kao ciljna molekula u svrhu lije¢enja raznih bolesti:
karcinoma, kroni¢nih upalnih bolesti (kardiovaskularnih i pulmoloskih) i neurodegenerativnih
bolesti'®®. Isto tako potrebno je istraziti aktivaciju NRF2, i njegovu potencijalnu ulogu tijekom
regeneraciji jetre'®%,

1.4.4. POVEZANOST OKSIDACIJSKOG STRESA | BOLESTI

Oksidacijski stres moze uzrokovati ozljedu tkiva putem stani¢ne smrti, a koja se moze pojaviti u

obliku dva mehanizma: nekroze i apoptoze™®.
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Oksidacijski stres je prepoznat kao medijator u nastanku mnogih akutnih i kroni¢nih bolesti,
ukljucujuéi karcinome, kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti, bolesti pluca i
dijabetes. Isto tako, ukljuden je i u normalan proces starenja (Tablica 10.)'*** Medutim,
izravna povezanost oksidacijskog stresa i bolesti jo$ uvijek nije dokazana zbog nedostatnih
metoda identifikacije oksidacijskog statusa u ljudi in vivo.

Tablica 10. Bolesti povezane s prekomjernom produkcijom ROS-a.

BOLESTI | STANJA VEZANE UZ OKSIDACIJSKI STRES:

Kardiovaskularne bolesti

Ateroskleroza

Razni tipovi zlo¢udne bolesti

Dijabetes

Neurodegenerativne bolesti (Parkinsonova, Alzheimerova bolest)

Toksi¢nost teSkih metala

Radijacijska ozljeda

Deficijencija vitamina

Toksi¢nost pojedinih lijekova

Upala

Toksi¢ni efekt dima cigarete

Emfizem

Katarakta

1.4.4.1. OKSIDACIJSKI STRES I INFEKCIJA VIRUSOM HEPATITISAC

Kao $to je reCeno, ravnoteza izmedu ROS-a i antioksidacijskih mehanizama je iznimno vazna.
Medutim, mala koli¢ina ROS-a moze biti poticajna za organizam jer dovodi do aktivacije enzima
i ¢imbenika transkripcije te na taj nacin olakSava komunikaciju izmedu stanica. Evolucijski
gledano, izazov je razviti antioksidacijsku obranu kojom se postize dovoljno zastite, uz
minimalno osteéenje stanica i tkiva.

Potreba za redoks ravnotezom uz minimalna oste¢enja posebno je naglasena prilikom borbe
organizma protiv infekcije pri ¢emu se fagociti oksidacijskim praskom bore protiv patogena.
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Svi patogeni, bez obzira na Klasifikaciju (bakterije, virusi ili paraziti), utjecu na povecanu
fagocitoznu aktivnost u tkivu domacina, §to ukazuje na mikrobicidnu ulogu ROS-a®*. Nasuprot
tome, brojne studije su pokazale povecanu osjetljivost na bakterijske i gljivicne infekcije u osobe
kojima je smanjena ili nedostaje antioksidacijska stani¢na aktivnost (npr. u slucaju infekcija
virusom HIV)*®,

Slobodni radikali imaju vaznu ulogu u uklanjanju patogena, a za nuspojavu imaju ozljedu tkiva
domacina (imunopatologija). To je osobito vidljivo tijekom kroni¢ne upale, jer moze uzrokovati
opsezna oS$tec¢enja tkiva zbog dugotrajnog oksidacijskog stresa. Zbog prisustva slobodnih
radikala regrutiraju se makrofagi i neutrofili, kako bi se zaustavila invazija mikroorganizama.
Unutarstani¢ni patogeni, u koje spada i HCV, inficiraju aktivirane makrofage (fagocite). Zbog
toga se infekcija sistemski Siri organizmom, a proupalni citokini dodatno privla¢e makrofage,
koji se protiv infekcije bore sintezom protuupalnih citokina (IL-10 i TGF-B)'*’.

Budu¢i da jetra ima vaznu ulogu u metabolizmu i u detoksikaciji Stetnih tvari, u virusnoj infekciji
jetre smanjena je sposobnost stanice da metabolizira pro-oksidacijske spojeve. Tijekom bolesti
jetre (kao sto hepatocelularne ili kolestatske bolesti), nastali ROS potic¢e lucenje velikog broja
citokina i ¢imbenika rasta. U kona¢nici dolazi do sve veceg stvaranja ROS-a, a stanica se nalazi
pod Stetnim utjecajem mehanizama pozitivne povratne sprege. Mnogi humani virusi Koji
uzrokuju kroni¢nu infekciju, kao sto je i HCV, manipuliraju ovom delikathom ravnotezom
izmedu pro- i antioksidansa. HCV generira stanje kroni¢nog oksidacijskog stresa koji uzrokuje
oste¢enje tkiva jetre, ali i potice regenerativne procese kako bi se smanjila koli¢ina
odteéenja’®'®®. Medutim, studije su pokazale kako je izmjerena razina oksidacijskog stresa
uvijek visa od razine zastitnih antioksidacijskih parametara®".

lako molekularni mehanizmi patogeneze HCV-a ostaju nejasni, oksidacijski stres se nametnuo
kao glavni pokretad razvoja osteéenja jetre’’*. Sama evaluacija oksidacijskog stresa moze biti
korisna za bolje razumijevanje patogeneze HCV-a. Steatoza jetre jedan je od najvaznijih
patohistoloskih znacéajki u bolesnika s kroni¢nim HCV-om. Nastaje djelovanjem virusa, ali i
zbog ¢imbenika koji su vezani za domaéina®’?.

Promijenjena regulacija i aktivnost biokemijskih puteva uklju¢enih u metabolizma lipida
povezani su s nakupljanjem ROS-a tijekom infekcije virusom HCV. Produkti lipidne
peroksidacije poviseni su u serumu, mononuklearima periferne krvi, i u tkivu jetre oboljelih od
HCV. Virusna infekcija dovodi do smanjenja stani¢ne koncentracije glutationa (GSH) sto za
posljedicu ima oksidaciju stani¢nih makromolekula (proteini, DNA i lipidi). Oksidacijski stres
induciran virusom HCV pridonosi $irenju virusa i modulira translaciju genoma virusa'**"*. Ovaj
nesrazmjer i kroni¢no podrzavanje oksidacijskog stresa u konac¢nici dovodi do nastanka ciroze i
hepatocelularnog karcinoma®".

Infekcija virusom HCV potice stvaranje ROS c¢ime se ,,troSe* antioksidansi u jetri, i na taj se
nacin pogorSava oksidacijski stres. U kombinaciji s drugim aktiviranim signalnim putevima, uz
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poremecaj u metabolizmu lipida i glukoze koji prate perzistentnu HCV infekciju, oksidacijski
stres dovodi do karcinogeneze. Prelazak steatoze u hepatocelularni karcinom je cesta pojava (20-
30%), nastaje relativno brzo i multifokalno zahvaca jetreni parenhim*™®!"". Specifi¢ni Gimbenici
rizika za razvoj HCC-a u kroni¢noj infekciji virusom HCV su: istovremena prisutnost druge
bolesti jetre, genotip virusa, ¢imbenici vezani uz nacin zivota, prekomjerna tjelesna masa i
Secerne bolesti'™®. Najvjerojatnije su sve to razlozi zbog kojih vecina bolesnika ima prisutan
HCC u vrijeme kada se stekne indikacija za transplantaciju jetre, makar on ne mora biti
makroskopski vidljiv.

Slika 11. Dijagram Kkoji prikazuje moguc¢e mehanizme povezanosti HCV-induciranog
oksidacijskog stresa i hepatokarcinogeneze. Prilagodeno prema izvoru: Ivanov AV i sur.!”

Mehanizam djelovanja oksidacijskog stresa ukljucuje nakupljanje ostecene DNA uslijed
povecanog ROS-a i smanjene sposobnosti popravljanja DNA (smanjena regulacija NEIL-1 DNA
glikozilaze) te istovremena aktivacija NRF2/ARE antioksidacijskog obrambenog puta. HCV-
inducirani oksidacijski stres takoder pogoduje razvoju tumora poveéanjem unosa glukoze i
adaptacijom glikolize, preko hipoksijom potaknutog ¢imbenika 1 (HIF-1). Isto tako, promice se
I angiogeneza aktivacijom ciklooksigenaze 2 (COX-2), koja dovodi do povecanog stvaranja
prostaglandina E (PGE2) i vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF). Osim toga, ROS
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aktivira peroksidom potaknut proliferirajuci receptor o (PPAR«) i blokira proapoptoticki kalcijev

ionski kanal Kv2.1, §to takoder pospjesuje karcinogenezu (Slika 11.)*".

1.4.5. OKSIDACIJSKI STRES | TRANSPLANTACIJA JETRE

Stvaranje slobodnih radikala povecano je u vecini stanja koja dovode do insuficijencije jetre,
narogito u akutnom zatajenju jetre*’®, alkoholnoj cirozi'”®, hepatitisu C'*®**®! i nealkoholnom
steatohepatitisu (NASH)'®. Nesrazmjer izmedu stvaranja i odstranjivanja ROS-a rezultira
oksidacijskim stresom, zbog Gega se u hepatocitima nakuplja Ca?*, sintetizira NO, aktiviraju se
kaspaze, povecava se ekspresija citokina te oste¢enje makromolekula (lipida, proteina i DNA).
Izmedu nekoliko predlozenih modela ozljede tkiva, lipidna peroksidacija se ¢ini kao najizgledniji
uzrok hepatocelularnog oste¢enja'®*184,

U primatelja jetre, ROS stvoren prije transplantacije ne eliminira se u potpunosti nakon zahvata i
mozZe biti uzrokom losije funkcije presatka'®. Pokazalo se da je transplantacija jetre samo
djelomi¢no povezana s dugoro¢nim poboljsanjem redoks statusa u bolesnika s terminalnim
stadijem bolesti jetre’®. Biljezi oksidacijskog stresa u bolesnika s cirozom ostali su poviseni i do
mjesec dana nakon transplantacije'®’ %,

Oksidacijski stres u jetri primatelja nakon transplantacije dijelom proizlazi iz ishemijsko-
reperfuzijske ozljede (IRO), postoperativnih komplikacija (odbacivanje, ishemija, infekcija i
kolestaza), imunosupresije te samog primarnog poremecaja jetre Kkoji je doveo do
transplantacije'®’.

Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda (IRO) je naj¢esca pojava i najmanje razjasnjen problem koji se
javlja u bolesnika nakon transplantacije jetre. Njeno postojanje u presatku jetre dovodi do
primarne disfunkcije presatka i akutnog odbacivanja'®. U ranom peritransplantacijskom periodu
sinusoidalne endotelne stanice su posebno podlozne ozljedi. Medutim, usprkos znacajnim
strukturalnim promjenama koje prolaze tijekom ishemije, one ipak ostaju vitalne sve do vremena
reperfuzije’®’. Oksidacijska ozljeda se dogada vrlo brzo i dosize svoju maksimalnu razinu pet
minuta nakon pocetka reperfuzije, a zatim se postepeno smanjuje do normalnih vrijednosti'®%,
Aktivacijom Kupfferovih stanica (stanice koje pripadaju retikuloendotelnom sustavu i imaju
sposobnost fagocitiranja) pokreée se oslobadanje citokina'®®, aktivacija komplementa'®* i
stvaranje ROS-a'®. Prilikom reperfuzije iz Kupfferovih stanica se oslobada TNF-a, dobro
poznati medijator koji sudjeluje u apoptozi stanica **.

Ishemija tkiva najvise utjeCe na energetske rezerve stanice. Smatra se da je pocetni izvor
slobodnih kisikovih radikala sustav hipoksantina i ksantin oksidaze (XO). Tijekom hipoksije se

adenozin-trifosfat (ATP) razgraduje i tako nastaje hipoksantin. Pojacana razgradnja ATP-a
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dovodi do smanjenja energije, a time i do slabijeg funkcioniranja enzima i proteinskih pumpi.
Ovo se posebno odnosi na pumpu za transport kalcija. Smanjenje energije dovodi do povecanog
unutarstani¢cnog nakupljanja Kkalcija, sto za posljedicu ima disfunkciju enzima ksantin-
dehidrogenaze (XDH), koji u normalnim uvjetima razgraduje hipoksantin do uri¢ne kiseline. Pri
tome koristi nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) koji se reducira u NADH. U stanju hipoksije
XDH prolazi korz promjenu te zadrzava enzimatsku aktivnost uz promjenu kofaktora i postaje
ksantin oksidaza (XO). U fazi reperfuzije nagomilani hipoksantin i XO dovode do nastanka

slobodnih radikala, koji pokreéu kaskadu osteé¢enja stanice lipidnom peroksidacijom™®’.
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Metabolicke reakoije
Detoksikacia ANTIOKSIDANS]
Citokrom P450
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Slika 12. Cimbenici oksidacijskog stresa povezani s transplantacijom jetre. Prilagodeno prema
izvoru: Czubkowski P i sur.*®

Upala endotela krvnih zila, oSteCenje Zu¢nih kanali¢a i upalna infiltracija portalnih prostora
limfocitima, neutrofilima i eozinofilima nalaze se u podlozi akutnog odbacivanja presatka
jetre'®®. Eozinofili sadrze eozinofilnu peroksidazu, enzim koji moze katalizirati nastanak visoko
oksidantivnih vrsta koje dovode do stani¢ne ozljede. Infiltracija eozinofila ima klju¢nu ulogu u
patogenezi akutnog odbacivanja, prema nekim autorima, i prediktivnu vrijednost'®°.
Imunosupresivno lijeCenje Se smatra dodatnim c¢imbenikom rizika za povecano Stvaranje
slobodnih radikala. Najces¢e koristeni imunosupresivi dolaze iz skupine kalcineurinskih
inhibitora (CNI), a medu glavnim predstavnicima su ciklosporin A i takrolimus.
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Ciklosporin A (CsA) je imunosupresiv koji se koristi u transplantacijskoj Kirurgiji i za lijeenje
autoimunih bolesti, ponajprije radi svoje sposobnosti da inhibira prijenos signala preko receptora
na T-limfocitima. Dokazano je da CsA moze potaknuti stvaranje ROS-a i lipidnu peroksidaciju
te na taj na¢in uzrokuje nefro-, hepato- i kardiotoksi¢nost*®. U animalnim modelima pokazano je
kako mijenja pro- i antioksidativno stanje u hepatocitima misa, u korist prooksidacijskog
procesa. To izravno dokazuje kako je oksidacijski stres dio mehanizma kojim CsA pogoduje
odteéenju stanice jetre. Ovaj mehanizam mogao bi biti relevantan i in vivo®*.

Takrolimus (Tac) je imunosupresiv iz skupine CNI, koji svoje djelovanje ostvaruje
suprimiranjem proliferacije T-limfocita. Neki autori navode da takrolimus posjeduje
antioksidacijska svojstv, §to je i pokazano, nakon transplantacije bubrega®®?. Takrolimus
smanjuje razinu slobodnih radikala u tkivu jetre nakon teSke ishemijske epizode, suprimira
odgovor citokina, naro¢ito I1L-1 i TNF-o, i sSmanjuje migraciju neutrofila u tkiva®®.

Postoji nekoliko studija u kojima su se usporedivali razli¢iti imunosupresivni lijekovi u odnosu
na nastanak oksidacijske ozljede. Usporedivano je davanje CNI (CsA i Tac), medutim, ni biljezi

oksidacijskog stresa ni antioksidacijski kapacitet se nisu razlikovali izmedu skupina®*.
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2. HIPOTEZA

Parametri lipidne peroksidacije (HNE-histidinski i akrolein-lizinski konjugati) razlikovati ¢e se
izmedu akutnog stani¢nog odbacivanja presatka jetre i recidiva virusne bolesti u odnosu na
njihov intenzitet i mikro lokaciju. Razlika u jacini lipidne peroksidacije mogla bi potaknuti i
razlike u antioksidacijskom odgovoru putem NRF2 transkripcijskog faktora za antioksidacijski
odgovor.

42



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Kako bi mogli razlikovati akutno stani¢no odbacivanje presatka jetre od recidiva virusne bolesti
odredeni su sljedeéi ciljevi u istrazivanju:

1. Odrediti incidenciju akutnog stani¢nog odbacivanja presatka jetre.

2. Odrediti ulogu lipidne peroksidacije u akutnom stani¢nom odbacivanju.

3. Odrediti moguc¢i mehanizam antioksidacijske zastite kao moguceg razlikovnog ¢imbenika
izmedu akutnog stani¢nog odbacivanja i virusne infekcije.

4. Rezultate morfoloske analize i karakteristike izrazenosti ispitivanih biljega usporediti sa
klini¢kim i laboratorijskim pokazateljima: dob, spol, etiologija bolesti, podudarnost krvne grupe i
Rh faktora, MELD (protrombinsko vrijeme, ukupni bilirubin i serumski kreatinin), indeks rizika
donora (DRI), stupanj odbacivanja (RAI), transaminaze u serumu, specificnost
imunosupresivnog lijecenja.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. ISPITANICI

Uzorci su sakupljeni u Klini¢koj bolnici Merkur u Zagrebu uz odobrenje Etickog povjerenstva
KB Merkur (UR.BR. 03/1-3576). Istrazivanje je u potpunosti uskladeno s etickim standardom
Deklaracije iz Helsinkija iz 1975. godine te njezinim modifikacijama iz 1983. godine.

Istrazivanje je retrospektivnog karaktera. Pretrazivanjem baza podataka Bolnickog informatickog
sustava (BIS), baze podataka i arhive Klinike za kirurgiju te Klinickog zavoda za patologiju i
citologiju KB Merkur od 2005. do 2015. godine izdvojeno je 40 bolesnika koji su bili podvrgnuti
transplantaciji jetre, te kojima su ucinjene dvije biopsije jetre, “nulta” i indikacijska biopsija
presatka jetre.

Ovisno o etiologiji, bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: 22 bolesnika sa cirozom
uzrokovanom alkoholom (skupina EtOH) i 18 bolesnika s cirozom uzrokovanom hepatitisom C
(skupina HCV).

Podaci za ovo istrazivanje dobiveni su i na temelju dvije biopsije jetre, ,,nulte i indikacijske
biopsije presatka:

1. ,,nulta” biopsija jetre donora (prije implantacije); te

2. indikacijska biopsija (nekoliko dana nakon transplantacije). Najcesca indikacija za izvodenje
indikacijske biopsije bila je klinicka sumnja na akutno stani¢no odbacivanje, primarno na
temelju porasta vrijednosti transaminaza jetre u serumu i/ili kolestatskih parametara, pri ¢emu
slikovnim metodama (najéesce ultrazvuk jetre s obojanim Dopplerom i CT angiografija) nije
pokazana promjena morfologije.

U istrazivanje nisu ukljuceni bolesnici s hepatocelularnim karcinomom (HCC), bilo da je on
dijagnosticiran prije transplantacije ili naknadno makroskopskom i mikroskopskom
patohistoloskom analizom nativne jetre, kao i bolesnici podvrgnuti retransplantaciji jetre.

Identitet bolesnika ukljucenih U istrazivanje zasti¢en je koriStenjem broja protokola biopsije za
identifikaciju te je poznat samo voditelju istrazivanja. Klini¢ki i laboratorijski podaci, poznati
samo voditeljici istrazivanja, dobiveni su iz osobnih kartona bolesnika Klinike za kirurgiju, te
anestezioloSke intraoperativne liste te liste iz Jedinice intenzivnog lijecenja Odjela za anesteziju,
reanimaciju i intenzivno lijecenje KB Merkur.

Kontrola svakog pojedinog bolesnika u svakoj skupini bila je nulta ,,0° biopsija. Isto tako dvije
skupine ispitanika (EtOH i HCV) sluze kao kontrola jedna drugoj.
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Dokazivanje konac¢nih produkata lipidne peroksidacije metodom imunohistokemije provedeno je
na bioptickom materijalu u Laboratoriju za oksidacijski stres Zavoda za molekularnu medicinu
Instituta Ruder Boskovi¢.

4.2. METODE

U sklopu obrade za stavljanje na listu za transplantaciju organa, bolesnici prolaze temeljitu
obradu (standardna dijagnosti¢ka obrada opisana je u poglavlju Transplantacija). Sve analizirane
podatke preuzela je voditeljica istrazivanja iz medicinske dokumentacije ispitanika te pridruzila
broju protokola biopsije kako su zatim vodeni u daljnjim analizama.

U analizama podataka ovog istrazivanja bili su ukljuceni slijedec¢i parametri:

Parametri primatelja: dob, spol, etiologija ciroze, visina, tezina, indeks tjelesne mase (BMI- od
engl. Body mass index), krvna grupa (KG), bodovi MELD i bodovi MELD/Na (detaljno opisano
u poglavlju Izbor bolesnika).

Parametri_donora: dob, spol, visina, tezina, indeks tjelesne mase (BMI- od engl. Body mass
index), krvna grupa (KG), uzrok smrti, vrijeme hladne ishemije (CIT- od engl. Cold ischemia
time) i vrijeme tople ishemije (WIT- od engl. Warm ishemia time). Svi podaci vezani uz donora
obuhvaéeni su indeksom rizika donora (DRI- od engl. Donor risk index, Tablica 1.). U
transplantaciji organa vrijeme hladne ishemije zapocinje kada se donirani organ ispere i
prezervira hladnom perfuzijskom otopinom i traje sve do trenutka kada organ dosize fiziolosku
temperaturu prilikom procesa implantacije. Od tog trenutka tec¢e vrijeme tople ishemije, koje
zavrSava uspostavom kirurskih vaskularnih anastomoza.

Dodatni podaci i njihovo koristenje:

1. Usporedena je i kompatibilnost primatelja i donora na temelju krvne grupe i Rh faktora te
nalaz tzv. ,,cross-match“-a tj. serolosko testiranje za utvrdivanje postojanja protutijela
primatelja na eritrocite donora.

2. Laboratorijski parametri na dan uzimanja biopsija (nulte i indikacijske): leukociti (L),
eritrociti (E), hemoglobin (Hgb), hematokrit (Htc), trombociti (Trc), eozinofili (Eo),
protrombinsko vrijeme (PV), internacionalni omjer protrombinskog vremena (INR- od
engl. International normalized ratio), aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme
(APTV), fibrinogen, kalij (K), natrij (Na), urea, kreatinin, C-reaktivni protein (CRP),
ukupni bilirubin, aspartat-aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), gama
glutamil transferaza (GGT), alkalna fosfataza (ALP), a nakon transplantacije i
kolinesteraza (ChE), ukupni kolesterol te razina imunosupresije- takrolimus (Tac) ili
ciklosporin (CsA).
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3. Indikacijska biopsija: postojanje akutnog stani¢énog odbacivanja (ASO) i stupanj
odbacivanja izrazen kroz RAI (od engl. Rejection activity index).

4. Mikroskopska analiza uzoraka biopsije tkiva jetre, izvrSena je od strane patologa na
arhiviranom materijalu Klini¢kog zavoda za patologiju i citologiju KB Merkur.

Biopsije su ucinjene u skladu s pravilima asepti¢nog i sterilnog rada. Nulta ,,0° biopsija je
klinasta biopsija presatka jetre uzeta na otvorenom preparatu prije implantacije. Indikacijska
biopsija je iglena biopsija dobivena perkutano u lokalnoj infiltracijskoj anesteziji (2% lidokain)
pod kontrolom ultrazvuka i uporabom automatskog bioptickog uredaja s iglom od 16 gaugea.

Uzorci su pripremljeni i obojeni standardnim metodama. Pogledani su pod svjetlosnim
mikroskopom od strane iskusnog i neovisnog patologa, specijaliziranog u podruéju
transplantacije jetre.

4.2.1. STANDARDNE METODE PRIPREME PATOHISTOLOSKOG PREPARATA

Biopticki materijal fiksiran je u 10% puferiranom formalinu, dehidriran kroz uzlazni gradijent
alkohola (70%, 96%, apsolutni etanol) te je finalno dehidriran u ksilenu. Nakon ksilena, materijal
je prozet parafinom te uklopljen u parafinske kocke. Materijal je iz parafinskih kocki rezan na
rezove debljine 4 pm te su rezovi stavljeni na predmetna stakla i kao takva su se koristila za
bojanja. Za svako bojanje histoloski rezovi na predmetnim staklima su deparafinirani u ksilenu,
te rehidrirani u silaznom gradijentu alkohola (70%, apsolutni etanol, 96% i 70% te PBS).

Hemalaun-eozin bojanje (razlikovanje jezgre i citoplazme): Preparat je obojen Mayerovim
hematoksilinom kroz 5-10 min (bojenje jezgre). Nakon ispiranja teku¢com vodom 10-15 min i
promjene boje iz crvene u plavu, nanesena je 1% kiselo-alkoholna otopina eozina kroz 1-5 min
(bojenje citoplazme).

Masson metoda (upotreba trostrukog bojanja za prikaz kolagena): Najprije se nanese Weigertova
otopina hematoksilina obogaéena Zeljezom kroz 10 minuta (bojanje jezgre u crno). Nakon
ispiranja preparata teku¢om i destiliranom vodom nanese se Biebricheva grimizna alkoholna
otopina fuksina kroz 10 minuta (bojanje citoplazme i misi¢nih vlakana u crveno). Nakon
postupka ispiranja nanese se otopina anilinskog modrila kroz 10 minuta (bojanje kolagena u
plavo).

Metoda po Gomoriju (reakcija srebra za prikaz retikulina): Preparat se tretira hematoksilinom
kroz 5 minuta. Nakon ispiranja se nanese Gomorijevo bojanje kroz 10 minuta (retikulin se boji
crno, a jezgra crveno). Slijedi diferencijacija bojenja upotrebom 0.2% otopine octene kiseline
kroz 1 minutu.
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Berlinsko modrilo (za prikaz Zeljeza): Preparat se na 20 minuta uroni u prethodno pripremljenu
otopinu jednakih djelova 5% kalijevog Zeljenog cijanida i 5% kloridne kiseline. Nakon ispiranja
destiliranom vodom nanese se otopina ,,Nuclear Fast Red otopina na 5 minuta (jezgra se boji
crveno, a zeljezo tj. hemosiderin plavo).

Svi histoloski preparati su po zavrSetku bojanja isprani destiliranom vodom, potom dehidrani
kroz uzlazni gradijent akohola (70%, 96%, apsolutni etanol) i konac¢no dehidrani u ksilenu.
Uzorci su trajno uklopljeni u Kanada balzam.

4.2.2. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE | ANALIZA

Preparati su bojani metodom imunohistokemije. Analizirala se izrazenost pozitiviteta,
lokalizacija i intenzitet ispitivanih biljega akroleina, HNE, i NRF2.

Histoloski preparati rehidrirani su na ranije opisan nacin. Nakon inkubacije od dvije minute u
metanolu preparati su ispirani u fosfathom puferu (PBS) 3 puta po 5 minuta, te je slijedila
hibridizacija ciljnog antigena specifi¢nim protutijelima.

Metoda imunohistokemije vezana uz dokazivanje reaktivnog aldehida akroleina (ACR)
provedena je izvornim misjim monoklonskim protutijelima na akrolein-lizinski konjugat
(pripremljenih u Laboratory of Food and Biodynamics, Graduate School of Bioagricultural
Sciences, Nagoya University, Nagoya, Japan, ljubaznoséu dr. K. Uchide) u razrjedenju 1:40 te
upotrebom metode En Vision. Nakon ispiranja u fosfatnom puferu, preparati su inkubirani dva
sata u prisutnosti primarnih protutijela na akrolein — lizinske konjugate (razrjedenje 1:40). Potom
su isprani u PBS-u 3 puta po 5 minuta, nakon ¢ega je slijedilo blokiranje endogenih peroksidaza
3% vodikovim peroksidom 20 minuta u mraku. Nakon toga su preparati isprani u Tris fosfatnom
puferu (TBS) te inkubirani 30 minuta reagensom En Vision (sekundarno protutijelo, DAKO,
Danska). Nakon ponovnog ispiranja s TBS-om 3 puta po 5 minuta, akrolein-lizinski konjugati
vizualizirani su dodatkom otopine 3,3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorida (DAB, Dako), koji je
kod vezanog primarnog protutijela tj. prisutnog antigena davao smede obojenje. Suvisak DAB
isprao se destiliranom vodom. Za kontrastno bojanje koristila se otopina hemalauna. Nakon
ponovnog ispiranja vodom, slijedila je dehidracija uzlaznim gradijentom akohola (70%, 96%,
apsolutni etanol) i kona¢na dehidracija u ksilenu. Uzorci su trajno uklopljeni u Kanada balzam.

Za odredivanje prisustva HNE-a u stanicama koristeno je monoklonsko protutijelo na anti-HNE-
histidinski konjugat (ustupljeno ljubaznoséu prof. Georga Waega, u razrijedenju 1:10 1%
BSA/PBS), koje je ostavljeno na preparatima preko no¢i na 4°C u vlaznoj komori. Po isteku
inkubacije stanice su isprane 3 puta po 5 minuta s PBS-om, te je zatim djelovanje endogenih
peroksidaza blokirano s 3% vodikovim peroksidom 20 minuta u mraku. Po isteku inkubacije
preparati su isprani u TBS-u te inkubirani 30 minuta reagensom En Vision (sekundarno
protutijelo, DAKO, Danska). Nakon ponovnog ispiranja s TBS-om 3 puta po 5 minuta, HNE-
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histidinski konjugati vizualizirani su dodatkom otopine DAB-a (Dako), koji je kod vezanog
primarnog protutijela tj. prisutnog antigena davao smede obojenje. Suvisak DAB-a isprao se
destiliranom vodom. Za kontrastno bojanje koristila se otopina hemalauna. Nakon ponovnog
ispiranja vodom, slijedila je dehidracija uzlaznim gradijentom akohola (70%, 96%, apsolutni
etanol) i kona¢na dehidracija u ksilenu. Uzorci su trajno uklopljeni u Kanada balzam.

Za odredivanje NRF2, preparati su ostavljeni u citratnom puferu pH 6.0 na temperaturi od 85 °C
30 minuta. Endogene peroksidaze inhibirale su se 3% vodikovim peroksidom tijekom 20 minuta.
Nakon toga su preparati inkubirani primarnim protutijelom anti-NRF2 (ab31163, Abcam, UK;
ustupljeno ljubaznosé¢u dr.sc. Tomislava Oresica), koje je ostavljeno na stanicama preko noci na
4 °C u vlaznoj komori. Po isteku inkubacije preparati su isprani u TBS-u te inkubirani 30 minuta
En Vision reagensom (sekundarno protutijelo, DAKO, Danska). Nakon ponovnog ispiranja s
TBS-0 3 puta po 5 minuta, HNE- histidinski konjugati vizualizirani su dodatkom otopine DAB-a
(Dako), koji je kod vezanog primarnog protutijela tj. prisutnog antigena davao smede obojenje.
Suvisak DAB-a isprao se destiliranom vodom, uz kontrastno bojanje otopinom hemalauna.
Nakon ponovnog ispiranja vodom, slijedila je dehidracija kroz uzlazni gradijent akohola (70%,
96%, apsolutni etanol) i kona¢na dehidracija u ksilenu. Uzorci su trajno uklopljeni u Kanada
balzam.

Prisutnost akroleina, HNE-a i NRF2 u bioptickom materijalu ocitana je semikvantitativno
pomocu fluorescentnog svjetlosnog mikroskopa (tip Olympus BX51 s pripadaju¢om digitalnom
kamerom DP70 i programom za analizu slike).

Temeljne osobitosti izrazenosti molekularnih meta (pozitivitet, lokalizacija i intenzitet)
analizirane su u odnosu na postotak stanica s obojenjem. Ocitanje je izvrSen0 na najmanje 5
vidnih polja velikog povecanja 400x. Analizirana je prisutnost citoplazmatske, nuklearne ili
mjesane izrazenosti. Intenzitet akroleina, HNE-a i NRF2 obojenja bio je zadan na slijedeéi nacin:
0= negativno, 1+= slabo, vidljivo na povec¢anju 400x, 2+= srednje, vidljivo na povecanju 100X i
3+= jako, vidljivo na povecanju 40x.

4.3. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Za statisticku obradu dobivenih podataka primijenjene su standardne metode deskriptivne
statistike za prikaz numerickih (vrijednosnih) varijabli: aritmeticka sredina, standardna pogreska
aritmeticke sredine te prosjek za prikaz zbirnih vrijednosti atributivnih varijabli. Koristeni su

slijededi statisticki testovi: Fisherov egzaktni test, Studentov T test, te x test i one-way ANOVA
za multivarijantnu analizu parametara.

Nadalje, za analizu varijabli vezanih uz osobitosti bolesnika i laboratorijskinh parametara s
varijablama vezanih uz imunohistokemijsko bojanje, koristena je Spearmanova korelacija. Ona
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se koristi kada izmedu varijabli promatranog modela ne postoji linearna povezanost niti
normalna distribucija.

Pri statistickoj analizi koriSten je rac¢unalni program Prism GraphPad, verzija 8.0 (GraphPad
Software, SAD, 2020.).

Za sve testove uzeta je razina znacajnosti p< 0.05.
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5. REZULTATI

5.1. ANALIZA OPCIH PARAMETARA BOLESNIKA KOJIMA JE UCINJENA
TRANSPLANTACIJA JETRE

Podaci o bolesnicima kojima je ucinjena transplantacija jetre prikazani su u Tablici 11.

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 40 bolesnika s transplantacijom jetre, kojima su uzete nulta
(u daljnjem tekstu: O-ta) i indikacijska biopsija u istom periodu hospitalizacije. Ukupna prosje¢na
dob bolesnika iznosila je 54 godine, u rasponu od 39 do 67 godina, a prema spolu je obuhvatila
32 muskaraca i 8 Zena.

Prema etiologiji bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: 22 bolesnika s alkoholnom cirozom
jetre (EtOH skupina) te 18 bolesnika s cirozom jetre uzrokovanom virusom hepatitisa C (HCV
skupina).

Provedenom statistickom analizom skupine su bile usporedive obzirom na dob, spol, BMI,
MELD, parametre donora (DRI, dob i BMI donora), parametre vezane uz ¢in transplantacije
(CIT i WIT), kao i za samu incidenciju akutnog stani¢nog odbacivanja (ASO) (Tablica 11.).

Dijagnoza ASO potvrdena je mikroskopskom analizom bioptickog materijala dobivenog
indikacijskom biopsijom presatka jetre. Indikacijska biopsija u¢injena je onog trenutka kada se
postavila sumnja na ASO zbog abnormalnih vrijednosti laboratorijskih parametara (porast
serumskih vrijednosti jetrenih transaminaza i/ili kolestatskih parametara) uz morfoloski uredan
izgled presatka (dijagnosticiran slikovnim radioloskim metodama).

Ukupna incidencija ASO u promatranom uzorku iznosila je 65% (26 od 40 bolesnika). Razvila
se u 13 bolesnika u EtOH skupini (59.09%) i 13 bolesnika u HCV skupini (72.22%) s ASO. Nije
utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupina (p=0.5103) (Tablica 11.).

U slucaju pojave ASO, odreduje se i stupanj odbacivanja (RAI). Umjereno odbacivanje
dokazano je u 10 bolesnika u EtOH i u 10 bolesnika u HCV skupini. Dodatno su u svakoj
skupini bila tri bolesnika u kojih je doslo do srednje teskog odbacivanja. Nije zabiljezen niti
jedan slucaj teSkog odbacivanja (Slika 13).

Izmedu skupina ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na stupanj odbacivanja presatka
jetre (p=0.5103) (Slika 13.). Razlike u vremenskom periodu unutar kojeg se posumnjalo na ASO
(oznacen kao dan odbacivanja) takoder nisu statisticki znacajne (p=0.4280) (Tablica 11.).
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Tablica 11. Karakteristike bolesnika ovisno o etiologiji ciroze jetre

Parametri EtOH HCV p vrijednost
n= 22 n=18

Dob, godinexSEM 54.59£1.554 53.78+1.805 0.733°

(raspon) (39-67) (40-67)

Spol, n (%)

muski 19 (86.36) 13 (72.22)

Sl 3(13.64) 5 (27.78) 0.4295°

BMI, kg/m*+SEM 27.45+0.9371 26.65+0.8962 0.5391°

(raspon) (20.80-39.90) (22.00-34.30)

MELD, prosjek+SEM 18.82+1.541 17.50+1.846 0.5837*

(raspon) (9-35) (7-40)

CIT, minutexSEM 450.136+32.73 432.333+£30.66 0.6985°

(raspon) (219-875) (240-641)

WIT, minutetSEM 35.23+2.781 33.11+£1.850 0.5496°

(raspon) (20-64) (23-47)

Dob donora, godinexSEM 53.1843.606 48.22+3.751 0.3495°

(raspon) (18-79) (15-68)

BMI donora, kg/m2+SEM 26.60+0.9217 27.10+£0.9909 0.6938

(raspon) (19.50-36.10) (20.10-36.80)

DRI, prosjek+SEM 1.632+0.08173 1.603+0.07739 0.8002°

(raspon) (0.968-2.255) (1.082-2.300)

Odbacivanje, n (%)

ASO 13 (59.09) 13 (72.22) 0.5103"

nonAsSO 9 (40.91) 5 (27.78)

Dan odbacivanja, dan+SEM 27.41+9.268 38.67+10.63 0.4280°

(raspon) (4-147) (1-154)

Inicijalna imunosupresija

CyA+MMF+S 13 (59.09) 16 (88.89)

Tac+tMME+S 9 (40.91) 2 (18.18) 0.0727°

SEM- standardna pogreska aritmeticke sredine; BMI- Body mass index; MELD- Model for end-
stage liver disease; CIT- cold ischemia time; WIT- warm ischemia time; DRI- Donor risk index;
ASO- akutno stani¢no odbacivanje; CyA- ciklosporin, MMF — mikofenolat mofetil; S —

kortikosteroid; Tac — takrolimus

a- usporedba izmedu skupina napravljena je Studentovim t-testom
b- usporedba izmedu skupina napravljena je Fisherovim egzaktnim testom
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Slika 13. Stupanj odbacivanja (RAI) (one-way ANOVA, p=0.2022)

5.2. ANALIZA OPCIH KARAKTERISTIKA IZMEDPU SKUPINE S DOKAZANIM
ODBACIVANJEM (ASO) | SKUPINE BEZ ODBACIVANJA PRESATKA JETRE
(nonASO)

Od ukupnog broja ispitanika (40 bolesnika), u 26 je dokazno odbacivanje presatka jetre (skupina
ASO), a u 14 bolesnika nije bilo elemenata akutnog stani¢nog odbacivanja (skupina nonASO).

Statistickom obradom podataka skupine se ne razlikuju po spolu, ali ima znacajnih razlika u
odnosu na dob i BMI, i u primatelja (p=0.0333; p=0.0204), i u donora (p=0.0177; p=0.0238)
(Tablica 12.). Nadalje, skupine se znacajno razlikuju u odnosu na vrijeme uzimanja indikacijske
biopsije i postavljanja dijagnoze akutnog odbacivanja (p=0.007). Indikacijske biopsije u skupini
ASO ucinjene su u kracem poslijetransplantacijskom periodu, u odnosu na skupinu nonASO.
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Tablica 12. Karakteristike bolesnika s akutnim stani¢nim odbacivanjem

Parametri ASO nonASO p vrijednost
n= 26 n=14

Dob, godinetSEM 52.42+1.448 57.57+1.683 0.0333*

(raspon) (39-67) (48-67)

Spol, n (%)

muski 21 (80.77) 11 (78.57) >0.999°

Zenski 5(19.23) 3(21.43)

BMI, kg/m2+SEM 26.00+0.6867 29.11+1.204 0.0204*

(raspon) (20.80-34.30) (23.60-39.90)

MELD, prosjek+SEM 18.42+1.354 17.86+2.299 0.8218°

(raspon) (10-40) (7-35)

CIT, minutexSEM 445.2+25.47 436.5+44.69 0.8568°

(raspon) (238-738) (219-875)

WIT, minute:SEM 34.42+2.116 34.00+£3.104 0.9089°

(raspon) (20-64) (23-60)

Dob donora, godineSEM 46.50+3.494 59.214+2.512 0.0177°

(raspon) (15-79) (41-69)

BMI donora, kg/m2+SEM 25.72+0.7439 28.84+1.166 0.0238°

(raspon) (19.50-36.80) (22.70-36.10)

DRI, prosjek+SEM 1.566+0.07358 1.718+0.08113 0.2014°

(raspon) (0.9680-2.300) (1.182-2.255)

Dan suspektnog odbacivanja (uzimanja

biopsije), dantSEM 16.08+3.268 62.93+16.32 0.0007*

(raspon) (1-64) (1-154)

Inicijalna imunosupresija

CyA+MMF+S 19 (73.08) 9 (64.29) 0.7201°

TactMMF+S 7 (26.92) 5 (35.71)

KG kompatibilnost, n (%0)

da 15 (57.69) 8 (57.14) >0.999"

ne 11 (42.31) 6 (42.86)

Kompatibilnost u odnosu na spol, n (%)

da 16 (61.54) 12 (85.71) 0.1570"

ne 10 (38.46) 2 (14.29)

SEM- standardna pogreska aritmeticke sredine; BMI- Body mass index; MELD- Model for end-stage liver disease;
CIT- cold ischemia time; WIT- warm ischemia time; DRI- Donor risk index; ASO- akutno stani¢no odbacivanje;
CyA- ciklosporin; MMF — mikofenolat mofetil; S — kortikosteroid; Tac — takrolimus; KG- krvna grupa a- usporedba

izmedu skupina napravljena je Studentovim t-testom
b- usporedba izmedu skupina napravljena je Fisherovim egzaktnim testom
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Prilikom transplantacije jetre, nacelno se postuje pravilo kompatibilnosti u odnosu na krvne
grupame. Medutim, ponekad se zbog hitnosti postupka uslijed rapidnog pogor$anja stanja
bolesnika, ovaj princip ne slijedi. U skupini ASO 11 bolesnik nije imalo kompatibilnu krvnu
grupu s donorom. U skupini nonASO takvih je bolesnika bilo sest.

Dodatno se analizirala i kompatibilnost u odnosu na spol donora i primatelja. lako to nije uvjet
koji se mora zadovoljiti prilikom alokacije organa, pretpostavlja se da bi nepodudarnost mogla
imati odredene nepovoljne ucinke na tijek lijeCenja bolesnika. Nepodudarnost prema spolu
postojala je i u skupini ASO (10 bolesnika), i u skupini nonASO (dva bolesnika). Razlika nije
statisti¢ki znacajna (Tablica 12.).

Skupine su, u odnosu na spol donora i primatelja, dodatno ras¢lanjene: M-M (muski donor-
muski primatelj, ASO: 14 bolesnika; nonASO: 9 bolesnika), M-F (muski donor-Zenski primatelj,
ASO: 4 bolesnika; nonASO: 0), F-F (Zenski donor-zenski primatelj, ASO: dvije bolesnice;

nonASOQO: tri bolesnice) i kona¢no, F-M (zenski donor-muski primatelj, ASO: Sest bolesnika:
2

nonASO: dva bolesnika). Upotrebom testa x nije pokazana statisticki znacajna razlika izmedu
skupina (p=0.2559).

Zakljucéno, statistickom analizom podataka koji se smatraju moguc¢im rizicima za odbacivanje,
nije dokazana statisticki znacajna razlika. Shodno tome, u ovom se istrazivanju nepostojanje
nekompatibilnost u odnosu na krvne grupe i spol ne moze se smatrati znacajnim ¢imbenikom
rizika u odnosu na odbacivanje presatka jetre.

5.3. ANALIZA LABORATORIJSKIH PARAMETARA IZMEDU SKUPINA ASO i
nonASO

Analizirani su svi dostupni laboratorijski podaci sakupljeni u dva vremenska razdoblja. Prvi
prilikom hospitalizacije, na dan kada je ucinjena transplantacija i uzeta “nulta” biopsija jetre, a
drugi na dan kada se posumnjalo na ASO, neposredno prije uzimanja indikacijske biopsije.

Od laboratorijskin pretraga ucinjene su kompletna krvna slika (L, E, Hgb, Htc, Trc),
koagulacijski profil (PV, APTV, INR, fibrinogen), biokemijska analiza seruma (urea, kreatinin,
glukoza, CRP, ukupni bilirubin, AST, ALT, GGT, ALP, Na*, K, kolinesteraza, kolesterol) te
koncentracija imunosupresivnih lijekova (ciklosporin ili takrolimus) u serumu.

Usporedivani su parametri izmedu ASO i nonASO skupine. Jedina statisticki znacajna razlika
(p=0-0370) dokazana je u odnosu na broj leukocita u indikacijskoj biopsiji, koja je u ASO
skupini bolesnika bila znacajno visa u odnosu na bolesnike u skupini nonASO (ASO 7.918
+0.7889; nonASO 5.044 +1.065; p=0.0370).

Razlike u preostalim navedenim parametrima nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale izmedu
skupina.
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5.4. IZRAZAJNOST AKROLEINA, HNE-a i NRF2 U ODNOSU NA VRIJEME
UZIMANJA BIOPSIJA (NULTA vs. INDIKACIJSKA)

U svih 40 bolesnika su ucinjene dvije uzastopne biopsije jetre: nulta i indikacijska biopsija.
Metodom imunohistokemije dokazivala se reaktivnost za ACR, HNE i transkripcijski ¢imbenik
NRF2. HNE, ACR i NRF2 analizirani su kao postoci pozitivnih citoplazmi i pozitivnih jezgara.
Cimbenik transkripcije NRF2 se normalno nalazi u citoplazmi, a aktivacijom oksidacijskim
stresom translocira se u jezgru. Za napomenuti je kako nekoliko biopsija nedostaje. Uglavnom se
radi o indikacijskim biopsijama u skupini EtOH: 2 biopsije za akrolein, 1 za HNE i 2 za NRF2.
Najvjerojatniji razlozi nedostatka biopsije su tehnicke prirode, buduci da se radi o iglenoj biopsiji
kojom se dobije mali cilindar tkiva (materijal je veli¢ine 2.2 do 2.5 mm).

Analizirane su Kkarakteristike izrazenosti pozitiviteta, lokalizacije i intenziteta ispitivanih
parametara akroleina, HNE, i NRF2 izmedu nulte i indikacijske biopsije svih bolesnika.

Reprezentativne slike bojanja metodom imunohistokemije na akrolein-lizinske konjugate nalaze
se na Slici 14., na HNE-histidinske konjugate na Slici 15.. Pozitivna reakcija na NRF2 prikazana
je na Slici 16.

Slika 14. Akrolein-lizinski konjugati u nultoj i indikacijskoj biopsiji presatka jetre,
reprezentativne slike. A) nulta biopsija (100x); B) indikacijska biopsija bolesnika u skupini
EtOH (100x); C) indikacijska biopsija bolesnika u skupini HCV (100x).
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Slika 15. HNE-histidinski konjugati u nultoj i indikacijskoj biopsiji presatka jetre,
reprezentativne slike. A) nulta biopsija (100x); B) indikacijska biopsija bolesnika u skupini
EtOH (100x); C) indikacijska biopsija bolesnika u skupini HCV (100x).

Slika 16. NRF2 u nultoj i indikacijskoj biopsiji presatka jetre, reprezentativne slike. A) nulta
biopsija (100x); B) indikacijska biopsija bolesnika u skupini EtOH (100x); C) indikacijska
biopsija bolesnika u skupini HCV (100x).
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5.4.1. Hepatociti

Usporedbom izrazaja akroleina u nultoj i indikacijskoj biopsiji, u obje je skupine bolesnika
prikazan njegov snazniji izrazaj (i u citoplazmi i u jezgri), u nultoj biopsiji (Slika 17.). U skupini
EtOH je pokazana znacajna razlika izrazaja s obzirom na jacinu signala u citoplazmi (nulta:
indikacijska; p=0.018), a znacajnost razlike bila je jo§ ve¢a u odnosu na jacinu signala u jezgri
(p<0.001). Sli¢na situacija bila je i u skupini HCV, u kojoj znacajnost razlike izrazenosti
akroleina u citoplazmi iznosi p=0.0006, a u jezgri p<0.0001. Medutim, ako Se izrazaj akroleina
usporeduje izmedu ove dvije skupine bolesnika (EtOH i HCV), statisticki znacajne razlike u
izrazaju akroleina u nultoj i indikacijskoj biopsiji nema.

Izrazaj HNE u jezgrama hepatocita nije znacajno razlicit izmedu EtOH i HCV skupine bolesnika.
Medutim, u obje skupine postoji statisticki znacajna razlika izmedu nulte i indikacijske biopsije u
citoplazmi hepatocita (skupina EtOH: p<0.0001; skupina HCV: p<0.0001). Kao i u slucaju
akroleina, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupina EtOH i HCV, niti u nultoj, niti u
indikacijskoj biopsiji.

Statisti¢ki znacajna razlika izrazenosti NRF2 izmedu nultih i indikacijskih biopsija pokazana je
samo u skupini EtOH, ali samo u slu¢aju smjestaja signala u citoplazmi (p=0.0065). S obzirom
na izrazaj NRF2, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu nultih i indikacijskih biopsija
izmedu skupina.
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Slika 17. Razlike u izraZzenosti ACR, HNE i NRF2 u hepatocitima nulte i indikacijske biopsije, u
odnosu na skupine; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001
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5.4.2. Epitel Zu¢nih vodova

Na Slici 18. prikazana je razlika izrazenosti akroleina, HNE-a i NRF2 u citoplazmi i jezgri
epitela zuénih vodova u nultim i indikacijskim biopsijama, u odnosu na etiopatogenezu primarne
bolesti. Kao i u hepatocitima, znacajna razlika izrazaja akroleina i u citoplazmi, i jezgri, postoji u
obje skupine bolesnika (citoplazma: EtOH p<0.0001, HCV: p=0.0169; jezgra obje skupine
p<0.0001). Ne postoji statisticki znac¢ajna razlika izmedu skupina.

Izrazaj HNE u epitelu Zzu¢nih vodova je statistiCki znacajno razli¢it u citoplazmama obje
promatrane skupine (EtOH p=0.0408; HCV p<0.0001), dok u jezgri nije zabiljezena znatajna
razlika izmedu nulte i indikacijske biopsije. Izmedu skupina nema statisticki znacajne razlike.

Za NRF2 nema znacajne razlike u pozitivitetu ni u citoplazmi ni u jezgri u obje promatrane
skupine.
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Slika 18. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 u epitelu zu¢nih vodova nulte i indikacijske
biopsije, u odnosu na skupine; *p<0.05; ****p<0.0001

5.4.3. Krvne zile
U stanicama endotela krvnih zila jetre niti jedan od biljega nije prisutan u jezgrama stanica (Slika
19). Akrolein je znacajno povisen U citoplazmi stanica, u obje skupine
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(p=0.0004 za EtOH skupinu i p=0.005za HCV skupinu). HNE je =znacajno snizen U
indikacijskim biopsijama u skupini HCV (p=0.023), dok u skupni EtOH nije znacajno
promijenjen. Zanimljivo, NRF2 pozitivitet zabiljeZen je samo u citoplazmi u indikacijskim
biopsijama, dok ga se u nultoj biopsiji uopce ne detektira.
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Slika 19. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 u krvnim zilama jetre nulte i indikacijske
biopsije, u odnosu na skupine; *<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

5.4.4. Stroma

U stromalnim stanicama jetre (Slika 20.) statisticki znacajno povisenje intenziteta u indikacijskoj
biopsiji nalazi se samo za akrolein u obje promatrane skupine (p=0.0002 za EtOH skupinu i
p=0.0009 za HCV skupinu). U biopsijama za HNE i NRF2 intenziteti bojanja nisu pokazali
statisticki znacajnije razlike izmedu nulte i indikacijske biopsije u obje promatrane skupine.
Dodatno je za napomenuti kako je pozitivitet NRF2 bio prisutan u polimorfonuklearnim
neutrofilima i1 Kupfferovim stanicama u svim nultim i indikacijskim biopsijama u obje
promatrane skupine.
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Slika 20. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 u stromi jetre nulte i indikacijske biopsije, u
odnosu na skupine; ***p<0.001

55. ANALIZA AKROLEINA, HNE-a i NRF2 U ODNOSU NA ODBACIVANJE
PRESATKA JETRE (ASO vs. nonASO)

Kako bi se odredila uloga akroleina, HNE-a i NRF2 u odbacivanju presatka jetre te 0 moguc¢noj
ovisnosti o etiologiji, provedena je dodatna analiza izmedu nulte i indikacijske biopsije u odnosu
na prisutnost/odsutnost akutnog stani¢nog odbacivanja (ASO). U skupini s ASO bilo je 26

bolesnika (13 bolesnika u obje podskupine) i 14 bolesnika u nonASO skupini (9 u EtOH i 5 u
HCV skupini).

Reprezentativne slike imunohistokemijskih bojanja na akrolein-lizinske i HNE-histidinske
konjugate u bolesnika s i bez ASO nalaze se na Slici 21.

60



Slika 21. Konjugati u indikacijskim biopsijama presatka jetre, reprezentativne slike. A)
indikacijska biopsija bolesnika s ASO (prisutne portalna upala s infiltratom te oStecenje i
vakuolizacija zucnog epitela) detektirano preko akrolein-lizinskih konjugata (100x); B)
indikacijska biopsija bolesnika s ASO detektirano preko HNE-histidinskih konjugata (100x); C)
indikacijska biopsija bolesnika bez ASO prikazano preko akrolein-lizinskih konjugata (100x).

5.5.1. Hepatociti

U citoplazmama hepatocita postoji izrazita prisutnost akroleina u nultoj biopsiji, bez obzira na
ASO i na etiologiju. Medutim, razlika izmedu nulte i indikacijske biopsije statisticki je znacajna
kod HCV/ASO skupine (p=0.021). U jezgrama je akrolein izrazen u nultoj biopsiji, medutim
dolazi do znacajnog pada kod ASO inonASO,i uEtOH i u HCV podskupini (EtOH/ASO,
HCV/ASO i EtOH/nonASO p<0.0001, a HCV/nonASO p=0.011).

Zarazliku od akroleina, HNE je znacajno snizen u citoplazmama u indikacijskim biopsijama u
EtOH/ASO skupini (p=0.0008), EtOH/nonASO (p=0.010) te u HCV/ASO skupini (p< 0.0001).
Biopsije za NRF2 signalni put u hepatocitima nisu dale znacajne razlike u pozitivitetu izmedu
promatranih skupina (Slika 22.).
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Slika 22. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 signalnog puta u hepatocitima nulte i
indikacijske biopsije, u odnosu na skupine sa i bez ASO; *<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001

5.5.2. Epitel Zuénih vodova

Na slici 23. prikazana je izrazenost akroleina, HNE-a i NRF2 u epitelu zu¢nih vodova u odnosu
na odbacivanje presatka jetre. Akrolein je zna¢ajno snizen u jezgrama kod indikacijskih biopsija
u skupinama EtOH/ASO i EtOH/nonASO (p=0.002 i p<0.0001), dok medu citoplazmama epitela
zu¢nih vodova nema statisticki znacajne razlike.

HNE je znac¢ajno snizen U citoplazmama indikacijskih biopsija kod EtOH/ASO, EtOH/nonASO i
HCV/ASO  (redom p=0.024, p=0.024 i p=0.001). Kod  jezgri epitela zu¢nih  vodova
nema statisticki znacajne razlike.

NRF2 se nalazi u citoplazmama svih skupina, ali bez znacajne razlike, dok se u
jezgrama uopce ne nalazi.
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Slika 23. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 signalnog puta u epitelu zu¢nih vodova nulte i
indikacijske biopsije, u odnosu na skupine sa i bez ASO; *<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
****p<0.0001

5.5.3. Krvne zile

U stanicama endotela krvnih zila jetre (Slika 24.) znacajno povecanje akroleina u indikacijskim
biopsijama vidi se u citoplazmi EtOH/nonASO i HCV/nonASO (za  obje skupine
p<0.0001). Akrolein se ne nalazi u jezgri stanica endotela krvnih zila, kao ni HNE.

HNE se nalazi u citoplazmi svih skupina no ne dolazi do znac¢ajne promjene u indikacijskoj
biopsiji.

Zanimljivo, NRF2 nije detektiran ni u jezgri ni u citoplazmi stanica endotela krvnih zila
te stoga nije ni prikazan na slici.
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Slika 24. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 signalnog puta u krvnim Zilama jetre nulte i
indikacijske biopsije, u odnosu na skupine sa i bez ASO; ****p<0.0001

5.5.4. Stroma

U stromalnim stanicama jetre (Slika 25.) znacajno povecanje intenziteta akroleina nalazi se u

skupinama EtOH/nonASO i HCV/nonASO (redom p=0.014

biopsijama.

i p=0.015) u indikacijskim

Za HNE nije detektirana znacajnija promjena intenziteta pozitiviteta, dok se NRF2 ne nalazi ni u
jezgri ni u citoplazmi pa je iz tog razloga on izostavljen iz prikaza.
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Slika 25. Razlike u izrazenosti ACR, HNE i NRF2 signalnog puta u stromi jetre nulte i
indikacijske biopsije, u odnosu na skupine sa i bez ASO; *<0.05
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5.6. KORELACIJE IZMEPU OPCIH VARIJABLI BOLESNIKA, LABORATORIJSKIH
VRIJEDNOSTI | IMUNOHISTOKEMIJSKIH BILJEGA

Korelacija medu pojedinim parametrima utvrdena je Spearmanovom korelacijom. Snaga
korelacije odredena je koeficijentom p i to na slijedeci nacin: 0-0.299 slaba, 0.3-0.599 umjerena,
0.6-0.899 snazna i >0.9 veoma snazna Korelacija.

Znacajne pozitivne korelacijske koeficijente (p uz p<0.05) imali su parovi ispitivanih varijabli s
dokazanim usporednim rastom.

Znacajne negative korelacijske koeficijente (uz p<0.05) imali su parovi ispitivanih varijabli u
kojima se rastom jedne varijable, vrijednost druge varijable smanjivala.

Za parove varijabli s p>0.05 nije nadena statistiCki znacajna korelacija izmedu ispitivanih
varijabli, stoga su one izostavljene iz tabelarnog prikaza.

Detaljnom analizom pronadene su ve¢ do sad dobro poznate i opisane korelacije stoga su one
izostavljene u prikazu. Najbolji primjeri su: MELD veoma snazno Korelira s vrijednostima
bilirubina, kreatinina i koagulacijskim parametrima jer su oni dio formule za izra¢unavanje
MELD-a, vrijednost uree prati vrijednost kreatinina, broj eritrocita snazno korelira s vrijednosti
hemoglobina kao i ASO i sa stupnjem odbacivanja (RAI). Sto se ti¢e imunohistokemijskih
parametara, pozitivitet ispitivanih parametara snazno korelira s intenzitetom eksprimiranosti
kako u nultoj tako i u indikacijskoj biopsiji.

Ostale znacajne korelacije pojedinih parametara prikazane su u Tablicama 13., 14., 15. i 16.
Zasebno su prikazani parametri koji su u pozitivnoj korelaciji i parametri koji su u negativnoj
korelaciji.

Tablica 13. Pozitivna korelacija op¢ih bolesnikovih parametara i laboratorijskih parametara
(Spearmanova korelacija)

Korelirani parametri
Parametar 1 Parametar 2 Koeficijent korelacije p

Etiologija AST nulta 0,342 0,030
Etiologija ALT nulta 0,418 0,007
Etiologija NRF2 indik hepatociti jezgra 0.303 0,014

Dob primatelja ASO 0,339 0,032

Dob primatelja ACR indik zu¢ni epitel citoplazma 0,401 0,012

BMI primatelja ASO 0,350 0,026

Dob donora ASO 0,364 0,021
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Dob donora HNE indik hepatociti jezgra 0,008
0,416

Spol donora HNE indik Zzuéni epitel jezgra 0,041
0,329

BMI donora ASO 0,323 0,042

BMI donora NRF2 indik Zu¢ni epitel 0,027
citoplazma 0,358

CIT NRF2 nulta hepatociti jezgra 0.330 0,037

KG kompatibilnost ACR indik hepatociti citoplazma 0,022
0,370

Spolna kompatibilnost HNE indik zuc¢ni epitel jezgra 0,029
0,349

ASO Dan odbacivanja 0,384 0,014

ASO ACR indik zu¢ni epitel citoplazma 0.371 0,021

ASO HNE indik hepatociti jezgra 0323 0,044

RAI HNE nulta hepatociti citoplazma 0,043
0,321

RAI HNE indik Zzuéni epitel jezgra 0,019
0,373

Dan odbacivanja HNE nulta hepatociti jezgra 0,004
0,439

urea nulta HNE nulta zu¢ni epitel jezgra 0,012
0,390

kreatinin nulta HNE nulta Zuéni epitel jezgra 0,021
0,362

GGT nulta ACR nulta krvne zile citoplazma 0,004
0,439

ALP nulta ACR nulta krvne zile citoplazma 0,014
0,382

urea indik ACR indik hepatociti citoplazma 0,036
0,340

urea indik ACR indik stroma 0,326 0,045

kreatinin indik HNE nulta zu¢ni epitel jezgra 0,019
0,369

AST indik ChE 0,321 0,043

AST indik kolesterol 0,326 0,039

ALT indik ChE 0,423 0,006

66




Tablica 14. Negativna korelacija op¢ih bolesnikovih parametara i laboratorijskih parametara
(Spearmanova korelacija)

Korelirani parametri
Parametar 1 Parametar 2 Koeficijent korelacije p

Etiologija Tacrolimus -0,343 0,030

Etiologija ACR nulta zuéni epitel citoplazma -0.361 0,022

Etiologija ACR nulta Zu¢ni epitel jezgra -0,392 0,012

BMI primatelja RAI -0,361 0,022

BMI primatelja HNE indik Zzu¢ni epitel citoplazma 0,032
-0,343

BMI primatelja HNE indik Zu¢ni epitel jezgra 0,023
-0,362

BMI primatelja NRF2 nulta hepatociti citoplazma 0,014
-0,384

BMI primatelja NRF2 indik hepatociti citoplazma 0,046
-0,326

BMI primatelja NRF2 indik zu¢ni epitel 0,035
citoplazma -0,342

Dob donora RAI -0,365 0,020

WIT ACR indik krvne Zile citoplazma 0,030
-0,351

WIT NRF2 nulta hepatociti citoplazma 0,048
-0,314

WIT NRF2 nulta zu¢ni epitel 0,017
citoplazma -0,374

WIT NRF2 indik hepatociti citoplazma -0.328 0,044

Spolna kompatibilnost | ACR indik stroma -0,444 0,005

RAI kreatinin indik -0,334 0,035

Dan odbacivanja L indik -0,524 0,0005

Dan odbacivanja bilirubin uk indik 0,528 0,0004

Dan odbacivanja AST -0,338 0,003

bilirubin konj nulta HNE indik hepatociti jezgra 0,003
-0,612
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bilirubin uk nulta ACR indik zuéni epitel citoplazma 0,014
-0,395

bilirubin uk nulta HNE nulta hepatociti jezgra -0,332 0,036

GGT nulta ASO -0,343 0,030

L indik ACR indik hepatociti citopl 0,040
indi indik hepatociti citoplazma 0334

L indik HNE indik hepatociti citoplazma 0,025
-0,357

L indik NRF2 nulta zu¢ni epitel 0,035
citoplazma -0,333

AST indik ACR indik Zzucni epitel citoplazma -0,331 0,042

Tablica 15. Pozitivna korelacija imunohistokemijskih parametara (Spearmanova korelacija)

Korelirani parametri

Parametar 1 Parametar 2 Koeficijent korelacije p
ACR nulta hepatociti ACR nulta hepatociti jezgra 0,0004
citoplazma 0,527
ACR nulta hepatociti jezgra | ACR nulta zu¢ni epitel jezgra 0,003
0,451
ACR nulta hepatociti jezgra | ACR nulta krvne Zile citoplazma 0,036
0,331
ACR nulta zuéni epitel | ACR nulta zu¢ni epitel jezgra 0,000001
citoplazma 0,680
ACR nulta Zuéni epitel | ACR nulta krvne Zile citoplazma 0,0008
citoplazma 0,508
ACR nulta zu¢ni epitel ACR nulta krvne zile citoplazma 0,017
jezgra 0,373
ACR indik hepatociti ACR indik hepatociti jezgra 0,031
citoplazma 0,349
ACR indik hepatociti ACR indik zu¢ni epitel citoplazma 0,014
citoplazma 0,395
ACR indik hepatociti ACR indik stroma 0,007
citoplazma 0,426
ACR indik hepatociti HNE indik hepatociti citoplazma 0,010
citoplazma 0,410
ACR indik hepatociti HNE indik zu¢ni epitel citoplazma 0,007
citoplazma 0,425
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ACR indik hepatociti NRF2 indik hepatociti citoplazma 0,002
citoplazma 0,478

ACR indik hepatociti NRF2 indik Zu¢ni epitel 0,019
citoplazma citoplazma 0,378

ACR indik hepatociti ACR indik stroma 0,021
jezgra 0,371

ACR indik zuéni epitel ACR indik stroma 0,008
citoplazma 0,424

ACR indik krvne zile ACR indik stroma 0,002
citoplazma 0,484

ACR indik krvne Zile HNE indik hepatociti jezgra 0,030
citoplazma 0,352

ACR indik krvne zile NRF2 indik hepatociti jezgra 0,022
citoplazma 0,370

HNE nulta hepatociti NRF2 nulta hepatociti citoplazma 0,025
citoplazma 0,353

HNE nulta hepatociti NRF2 nulta Zu¢ni epitel 0,035
citoplazma citoplazma 0,333

HNE nulta zu¢ni epitel NRF2 nulta zuéni epitel 0,0001
citoplazma citoplazma 0,558

HNE nulta zuéni epitel HNE nulta krvne zile jezgra 0,019
jezgra 0,367

HNE nulta zu¢ni epitel NRF2 nulta zu¢ni epitel jezgra 0,035
jezgra 0,334

HNE indik hepatociti HNE indik hepatociti jezgra 0,038
citoplazma 0,333

HNE indik hepatociti HNE indik zu¢ni epitel citoplazma 0,000003

citoplazma 0,670

HNE indik hepatociti NRF2 indik hepatociti citoplazma 0,0004
citoplazma 0,543

HNE indik hepatociti NRF2 indik hepatociti jezgra 0,043
citoplazma 0,330

HNE indik hepatociti NRF2 indik zuéni epitel 0,024
citoplazma citoplazma 0,365

HNE indik hepatociti HNE indik zu¢ni epitel citoplazma 0,009
jezgra 0,410

HNE indik zuéni epitel NRF2 indik hepatociti citoplazma 0,002
citoplazma 0,471

HNE indik Zu¢ni epitel NRF2 indik zuéni epitel 0,002
citoplazma citoplazma 0,484
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HNE indik Zu¢ni epitel NRF2 indik Zu¢ni epitel jezgra 0,033
jezgra 0,345
NRF2 nulta hepatociti NRF2 nulta zu¢ni epitel 0,00002
citoplazma citoplazma 0,615
NRF2 nulta hepatociti NRF2 nulta zu¢ni epitel 0,029
jezgra citoplazma 0,345
NRF2 nulta hepatociti NRF2 nulta zu¢ni epitel jezgra 0,042
jezgra 0,322
NRF2 indik hepatociti NRF2 indik zuéni epitel 0,000001
citoplazma citoplazma 0,698

Tablica 16. Negativna korelacija imunohistokemijskih parametara (Spearmanova korelacija)

Korelirani parametri
Parametar 1 Parametar 2 Koeficijent korelacije p

ACR nulta hepatociti ACR indik zu¢ni epitel citoplazma 0,014
citoplazma -0,395

ACR nulta hepatociti ACR indik krvne Zile citoplazma 0,014
citoplazma -0,393

NRF2 indik hepatociti NRF2 indik zu¢ni epitel jezgra 0,011
citoplazma -0,404

Analizom korelacija dodatno smo potvrdili prethodno dobivene rezultate, narocito glede ASO i
faktora koji utje¢u na njega (dob i BMI donora i primatelja, RAI i broj leukocita prije
indikacijske biopsije). Takoder, imunohistokemijski biljezi prate rezultate dobivene usporedbom
nulte i indikacijske biopsije u promatranim skupinama. Najsnazniju pozitivnu korelaciju imali su
ACR nulta zuéni epitel citoplazma vs. ACR nulta zu¢ni epitel jezgra (p=0,680, p=0,000001),
ACR nulta hepatociti citoplazma vs. ACR nulta hepatociti jezgra (p=0,507, p=0,00048), HNE
indik hepatociti citoplazma vs. HNE indik zuc¢ni epitel citoplazma (p=0,669, p=0,0000031),
NRF2 nulta hepatociti citoplazma vs. NRF2 nulta zu¢ni epitel citoplazma (p=0,615, p=0,000023)
i NRF2 indik hepatociti jetra vs. NRF2 indik zu¢ni epitel citoplazma (p=0,698, p=0,000001).

Upotreba korelacije nam moze omoguciti predvidanje ponasanja ili izrazenosti pojedinog
parametra u patohistolos§kim preparatima za buduce analize.
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6. RASPRAVA

Transplantacija jetre jo§ uvijek je najuspjesnija metoda lijeCenja bolesnika s ireverzibilnim
akutnim ili kroni¢nim zatajenjem jetre. Zahvaljujuéi razvitku kirurskih tehnika i unapredenju
imunosupresivnih protokola, ostvareno je znacajno poboljSanje prezivljenja, kako presatka tako i
primatelja nakon transplantacije jetre. Uvodenje Kalcineurinskih inhibitora, ciklosporina i
takrolimusa znacajno je smanjilo stopu akutnog stani¢nog odbacivanja i uvelike poboljSalo
jednogodisnje prezivljenje primatelja jetre®®?% .

Odbacivanje presatka imunoloska je reakcija na prisutnost stranog organa koja moze dovesti do
disfunkcije i zatajenja presatka®”’. Za dijagnozu i klasifikaciju odbacivanja presatka nuzna je
njegova biopsija, a ovisno o histopatolosko;j slici odbacivanje presatka jetre dijeli se na tri
osnovna tipa: akutno stanicno odbacivanje (ASO), kroni¢no odbacivanje i odbacivanje
posredovano protutijelima®®’.

Danas se u Klini¢koj bolnici Merkur, iz koje su regrutirani svi bolesnici predmetnog istrazivanja,
obavlja preko 90% transplantacija jetre u Republici Hrvatskoj, odnosno izmedu 110 i 120
transplantacija jetre godi$nje. Gotovo sve transplantacije obavljaju se s umrlog davatelja, a
alkoholna bolest jetre najceséa je indikacija za transplantaciju jetre u Klinickoj bolnici Merkur.

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 40 bolesnika s transplantacijom jetre u razdoblju od 2005. do
2015. godine. Bolesnici su morali zadovoljiti izrazito specificne i uske Kkriterije, Sto je
predstavljalo odredeni izazov, te se istrazivanje odvijalo kroz relativno dugi vremenski period od
10 godina.

Obje biopsije, i nulta i indikacijska, morale su biti uzete unutar istog perioda hospitalizacije,
kako bi se osigurao kontrolirani i kontinuirani nadzor nad lije¢njem i dijetetskim rezimom
bolesnika. Time su izbjegnuti vanjski utjecaji unosa potencijalnih toksina, neadekvatnih doza ili
slu¢ajnog izostavljanja doze imunosupresiva, $to bi sve u kona¢nici moglo dovesti do disfunkcije
presatka jetre.

Bolesnici su morali biti stariji od 18 godina, bez prisutnog hepatocelularnog karcinoma (HCC) i
nisu smjeli prethodno imati transplantaciju nekog solidnog organa. Bolesnici s cirozom imaju
izrazito visok rizik od nastanka HCC-a. Povecana razina oksidacijskog stresa i blokada
antioksidacijskih mehanizama, pojacavaju karcinogenezu, odnosno prelazak iz steatoze u
karcinom?®, Kod bolesnika s hepatitisom C, sam virus dodatno povecava razinu oksidacijskog
stresa te je proces karcinogeneze ubrzan. To je razlog zasto je bilo vrlo tesko naci bolesnike s
HCV infekcijom, u vrijeme kada se stekne indikacija za transplantaciju jetre, bez prisutnog
makroskopski vidljivog HCC-a. 1z tog razloga broj bolesnika u skupini HCV je relativno malen.

Isto tako, ne postoji definirani koncensus ni protokol uzimanja biopsija, §to znaci da se niti nulta
niti indikacijska biopsija ne uzimaju rutinski. Nulta biopsija prije implantacije presatka jetre
uzima se kako bi se evaluirale eventualne lezije u doniranom organu, posebice steatoza i fibroza,
ili lezije uzrokovane prezervacijom samog organa*®. Najcesce se izvode kada eksplantacijski
kirurg ima makroskopski suspektan organ s masnom infiltracijom (ako je u vise od 60% jetrenog
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parenhima prisutna makrovezikularna statoza, tada takav organ nije pogodan za transplantaciju),
koja kasnije moze dovesti do odgodene sintetske funkcije presatka ili kod hemodinamski
nestabilnih donora kod kojih cirkulatorna nestabilnost moze dovesti do ishemije potencijalnog
presatka te uzrokovati izrazito snaznu ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu prilikom samog c¢ina
transplantacije, sto ima za posljedicu kolestazu, nekrozu hepatocita i lobularnu infiltraciju
neutrofilima.

Protokolarne indikacijske biopsije se takoder ne rade rutinski. U proslosti su neki
transplantacijski centri provodili protokolarne biopsije rano nakon transplantacije jetre te je cak
do 80% bolesnika imalo histoloske karakteristike ASO-a. Medutim, najveéi dio tako
dijagnosticiranih epizoda ASO-a bile su blage i nisu utjecale na prezivljenje presatka*®?. S
obzirom na Ccinjenicu da limfocitna infiltracija moze oznacavati pocetak razvoja
imunotolerancije, ne preporuca se lijeciti odbacivanje ako je postavljeno samo na temelju
biopsije. Stoga su protokolarne biopsije napustene te se danas samo bolesnici s klinickom
sumnjom na ASO podvrgavaju biopsiji presatka.

Unato¢ unapredenju imunosupresivnih protokola i ¢injenici da se radi o imunoprivilegiranom
organu, ASO je joS uvijek Cesta komplikacija nakon transplantacije jetre koja se javlja u 10% do
30% primatelja®!. U najveéem boju slutajeva ASO se pojavljuje unutar par mjeseci od
transplantacije jetre. Epizode ranog ASO ne utje¢u znacajno na dugoro¢no prezivljenje presatka
jetre. Nasuprot tome, kasni nastup ASO (3-6 mjeseci nakon transplantacije) povezan je s losijim
prezivljenjem presatka®*?.

Ukupna incidencija ASO u predmetnom istrazivanju iznosila je 65%, a prema etioloSkim
skupinama ono je iznosilo 59.1% u bolesnika s alkoholnom bolesti jetre i 72.2% u bolesnika s
hepatitisom C. Skupine se medusobno nisu razlikovale po dobi, spolu, BMI-u i MELD-u.
Prosje¢na dob bolesnika koji su podvrgnuti transplantaciji jetre iznosila je 54 godine, $to je
usporedivo s podacima iz svjetske literature®*®. Takoder, dostupni podaci sugeriraju da indikacija
za transplantaciju jetre moze biti povezana s ve¢im rizikom za ASO, pri ¢emu se pokazalo da su
primarni sklerozirajuci kolangitis i autoimuni hepatitis povezani s visim rizikom. Kod bolesnika
s kolestatskim autoimunim bolestima incidencija ASO iznosi 49%, kao i kod bolesnika s
hepatitisom C (49%), Sto je znatno vise nego kod alkoholne bolesti jetre (27%) ili kod bolesnika
s kroni¢nom infekcijom virusom hepatitisa B (19%)**. Dodatno, veca je vjerojatnost da ée
bolesnici koji su podvrgnuti retransplantaciji imati ASO?*.

Medicinska literatura u Republici Hrvatskoj koja se bavi istrazivanjem ASO nakon
transplantacije jetre jako je siromasna. Do sada je iznjedrila dva relevantna rada, izradena u KB
Merkur na bolesnicima s alkoholnom bolesti jetre. Prvo istrazivanje referira incidenciju ranog
ASO od 19.3%, gdje su bolesnici s ASO imali znacajno vise vrijednosti jetrenih enzima: AST
186 vs. 163 U/L (p<0.001), ALT 404 vs. 366 U/L (p=0.01), GGT 584 vs. 258 U/L (p<0.001), AP
195 vs. 86 U/L (p<0.001) i bilirubina 69 vs. 51 umol/L (p=0.01) odnosu na skupinu bez ASO,
medutim njihova sintetska funkcija presatka nije bila naruena®’®. Drugo istraZivanje, ono
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Ostoji¢ i suradnika provedeno je u KB Merkur od 2009. do 2017. godine na 215 bolesnika
transplantiranih radi alkoholne ciroze jetre, od kojih je njih 24% imalo i hepatocelularni
karcinom (HCC). U tom uzorku incidencija ranog ASO kod alkoholne bolesti jetre iznosila je
27.4%". Incidencije ranog ASO u oba istraZivanja u skladu su sa svjetskom literaturom.

lako je naSe istrazivanje radeno na sli¢noj populaciji, u istoj klini¢koj bolnici u sli¢cnom
vremenskom periodu (djelomic¢no se i preklapaju), incidencija ranog ASO u skupini EtOH bila je
znaCajno visa. Postoji vise razloga koji mogu objasniti dobivene rezultate. Prvo, nase
indikacijske biopsije radene su u istoj hospitalizaciji kada je ucinjena i transplantacija jetre, dok
je u istrazivanju Ostoji¢ i suradnika vec¢ina bolesnika otpustena kucéi te su indikacijske biopsije
uCinjene prilikom rutinske kontrole nakon dobivenih patoloskih laboratorijskin nalaza.
Pretpostavka je da su nasi bolesnici bili kontinuirano praceni te iz tog razloga bolje klinicki
procijenjeni. Odnosno na osnovu vise parametara (klinicke slike i laboratorijskih vrijednosti)
pomno je razmotrena odluka o izvodenju indikacijske biopsije samo u onih bolesnika za koje
smo predmnijevali da imaju ASO.

Drugo, u istrazivanju Ostoji¢ i suradnika bili su ukljuceni i bolesnici s HCC-om. Poznato je kako
bolesnici s HCC-om ¢esto razviju ranu disfunkciju presatka, najcesc¢e radi lose preoperativne
kondicije primatelja, a rjede radi intraoperativne ozljede presatka. Isto tako, bolesnici s HCC-om
imaju losije ukupno prezivljenje nakon transplantacije jetre u odnosu na bolesnike bez HCC-a?*®.
Pretpostavka je da bolesnici s HCC-om razviju ranu disfunkcija presatka koja se ocituje
abnormalnim vrijednostima jetrenih enzima i/ili smanjenoj sintetskoj funkciji, sto odgovara i
slici ranog ASO. Posljedi¢no tome se i indikacijska biopsija ¢esce izvodi, ali bez potvrde ASO.
Za incidenciju ASO medu bolesnicima s hepatitisom C nema podataka u Republici Hrvatskoj.
Nase istrazivanje je pionirsko i prvo takvog tipa kojim potvrdujemo incidenciju ASO u bolesnika
s HCV-om. Incidencija je ocekivano visa nego u skupini EtOH, i puno visa u usporedbi sa
svjetskom literaturom, najvjerojatnije iz istih razloga kao i za skupinu EtOH. Nase istrazivanje
moze posluziti kao temelj za nova, buduca istrazivanja na puno ve¢em uzorku.

Usporedujuci skupine sa i bez akutnog stani¢nog odbacivanja, znacajna razlika detektirana je
vezano za dob i BMI primatelja i donora, kao i za dan suspektnog ranog odbacivanja. Upravo je
mlada Zivotna dob primatelja i donora vazan faktor u odbacivanju presatka jetre. Nase
istrazivanje poklapa se s podacima iz relevantne svjetske literature.

U jednoj od najvaznijih ranih studija iz podrucja transplantacije jetre iz 1998. godine koja je
ispitivala rizicne ¢imbenike za ASO Weiser i suradnici na 762 ispitanika identificirali su mladu
zivotnu dob primatelja, uredne vrijednosti kreatinina i povisene vrijednosti AST-a primatelja
prije transplantacije jetre, HLA-DR nepodudarnost, vrijeme hladne ishemije dulje od 15 h i dob
donora (stariji od 30 godina) kao nezavisne prediktore za razvoj ASO-a'®®
2016. godine koje je ispitivalo rizi¢ne ¢cimbenike ASO-a provedenom na 42.508 ispitanika Kuhet
1 suradnici ustanovili su da je mlada Zivotna dob dominantni ¢imbenik rizika za ASO, pri ¢emu
bolesnici koji su stari izmedu 18 i 25 godina imaju tri puta veci rizik za ASO u odnosu na

. U istraZivanju iz
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bolesnike starije od 40 godina. U istom istrazivanju utvrdili su da su zivotna dob primatelja visa
od 70 godina (omjer izgleda, engl. odds ratio, OR 0,68) te dob primatelja od 65 do 69 godina
(OR 0,70) najznacaniji protektivni ¢imbenici®®®. Nadalje, poznato je da Afroamerikanci imaju
znacajno visi rizik za ASO*”,

Isto tako, studija koju su proveli Onaca i suradnici pokazuje kako bolesnici stariji od 60 godina
pokazuju veéu incidenciju ASO ako su njihovi donori imali manje od 50 godina®°. Najbolje
objasnjenje toj pojavi je Cinjenica kako imunoloski odgovor postupno slabi s godinama i da su
presadci mladih donora vise imunogeni. 1z tog razloga, kod bolesnika starijih od 60 godina
moglo bi se razmisljati 0 smanjivanju doze imunosupresivnih lijekova, kako bi se smanjila
incidencija nuspojava i komplikacija vezanih uz lijecenje.

U postupcima transplantacijske medicine, previsok ili prenizak indeks tjelesne mase je od
izrazito velikog znacenja jer znacajno povisuje rizik od nastanka komplikacija i nezeljenih
efekata.

Vecina kandidata na listi za transplantaciju jetre ima povisen BMI. Pretile osobe cesto imaju
komorbiditete poput Se¢erne i koronarne bolesti, metabolickog sindroma i opstruktivne apneje u
snu, $to negativno utjeGe na ishode lijeCenja nakon transplantacije. Ti bolesnici se teze
oporavljaju nakon kirur§kog zahvata, skloniji su tromboembolijskim incidentima, i samim time
je boravak u bolnici produzen.

Prema podacima Nunez i suradnika poviseni BMI povezan je s povecanim rizikom od ASO
nakon transplantacije bubrega i srca??!. Jetra je nesto specifi¢niji organ. Za razliku od bubrega i
srca ona je imunoprivilegirana te odredeni broj bolesnika dugoro¢no nakon transplantacije moze
razviti i toleranciju na presadak, odnosno stanje koje ne zahtijeva uzimanje imunosupresivnih
lijekova.

Godine 2015. Bambha i suradnici proveli su opseznu studiju na 45.551 bolesnika s
transplantacijom jetre o utjecaju BMI na ishod transplantacije. Zakljuéili su kako povisene
vrijednosti BMI nisu povezane s povecanim rizikom od smrti ili gubitka organa®?. Medutim,
nedostaju podaci o utjecaju BMI na ASO. Prema studiji Qiang i suradnika, zenski spol (engl.
hazard ratio, 2.801; P = 0.024) i visoki BMI primatelja (hazard ratio, 1.005; P = 0.049) su dva
nezavisna prediktora ranog ASO??. Flabouris i suradnici iznose teoriju kako su bolesnici s
visokim BMI subdozirani, te stoga lakSe dozivljavaju epizode ASO. Jednom kad se
farmakodinamika i farmakokinetika imunosupresivnih lijekova podesi prema BMI-u primatelja,
onda je i rizik i incidencija ASO znatno niza®**.

U naSem istrazivanju primatelji s nizim BMI, imali su znacajno vec¢u incidenciju ranog ASO
(26.00+£0.69 vs. 29.11£1.20, p=0.0204). Nazalost, nase podatke nismo mogli usporediti sa
slicnim referencama u dostupnoj literaturi.

Dvije znacajne studije provedene na ukupno 93.832 bolesnika navode kako izrazito pothranjeni i
morbidno pretili bolesnici imaju povisenu stopu mortaliteta unutar 90 dana od
transplantacije?#??*. Ukupno petogodisnje prezivljenje iznosi 73.9% za primatelje s normalnom
tjelesnom tezinom, za pothranjene ono pada na 71.1%, kao i za izrazito pretile na 71.5%%%.
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Pothranjeni bolesnici imaju povecan rizik smrtnog ishoda i gubitka presatka nakon
transplantacije jetre, narocito ako imaju i nizak MELD, dok to nije slu¢aj kod pretilih bolesnika.
Ono s ¢ime bi mogli povezati nizi BMI s incidencijom ASO u naSem istrazivanju je kondicija
bolesnika s kojom pristupaju transplantaciji jetre. Poznato je da ciroza jetre u uznapredovaloj fazi
iscrpljuje organizam. Ceste su endotoksemije radi spontanog bakterijskog peritonitisa §to za
posljedicu ima pokretanje adrenergickog sustava, hipermetabolizam i sarkopeniju (gubitak
misiéne mase iz skeletnih migica)*.

U engleskom govornom podruéju postoji odli¢an izraz frailty, koji najbolje opisuje stanje takvih
bolesnika, a koji se na hrvatski prevodi kao slabost ili krhkost. On ne ozna¢ava samo nizak BMI
odnosno pothranjene bolesnike, nego se odnosi na opce stanje ili kondiciju bolesnika. Obuhvaca
gubitak tjelesne tezine uslijed sarkopenije, umor, losu toleranciju napora, fizicku i kognitivhu
usporenost. Tako da i bolesnici s urednim BMI mogu razviti ovaj sindrom, ¢ime bi mogli
objasniti rezultate u nasem istrazivanju. Pretpostavka je da bolesnici s nizom, ali jo§ uvijek
urednom vrijednosti BMI ako imaju sindrom krhkosti, onda je i vec¢i rizik od razvoja ASO,
unato¢ urednoj razini imunosupresije. Ova pretpostavka otvara prostor za buduca prospektivna
klinic¢ka istrazivanja, jer sindrom krhkosti se mora objektivizirati, klinicki prepoznati i izmjeriti.
Kod bolesnika sa sindromom krhkosti trebalo bi se pokusati optimizirati nutritivni status prije
transplantacije ili smanjiti vrijeme ¢ekanja na transplantaciju, te nakon transplantacije obratiti
dodatnu pozornost na moguce epizode ASO.

U posljednja dva desetljeca dogada se porast pretilih bolesnika, a posljedi¢éno tome i pretilih
donora. BMI donora jedan je od kriterija koji se uzima prilikom odluke je li donor prihvatljiv. |
pretili donori s BMI> 35 kg/m® nisu kontraindicirani kao donori organa, jer nije nadena
povezanost takvog BMI s prezivljenjem kod adultnih transplantacija. Prilikom odabira takvog
donora, moramo imati na umu da ¢e takvi donori najées¢e imati Steatozu jetre, koja je neovisni
prediktor gubitka presatka®’.

Nema literaturnih podataka o donorima s niskim BMI te njihovoj povezanosti s prezivljenjem
bolesnik i presatka, kao ni povezanosti s ASO. Ovo istrazivanje referira povezanost nizeg BMI s
incidencijom ranog ASO i prvo je tog tipa u medicinskoj literaturi. Najvjerojatniji uzrok tome je
uska povezanost BMI i spola donora. Najve¢i broj donora s nizim BMI u skupini s ASO je bilo
mlade od 50 godina. Radi li se o slucajnosti ili pravilu, trebalo bi potvrditi u budué¢im
istraZivanjima na ve¢em uzorku.

U zadnjih nekoliko godina objavljen je wveliki broj znanstvenih istrazivanja na temu
nekompatibilnosti spolova izmedu donora i primatelja te njezinog utjecaja na ishod
transplantacije. Navode kako je spolna nekompatibilnost izmedu donora i primatelja neovisan
faktor rizika za ASO. Narocito se to pokazalo za zenske donirane organe koji idu muskim
primateljima prilikom transplantacije jetre??®?* i srca?*’. Konkretno, u nedavnoj retrospektivnoj
studiji, Schoening i suradnici procjenjuju¢i ucinak spolnih razlika na dugoro¢no prezivljenje
presatka nakon transplantacije jetre, utvrdili su da je kombinacija zena donor-muskarac primatel]
pokazala najgore prezivljenje presatka®'. Sugerirali su da bi ovaj dogadaj mogao biti uzrokovan
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smanjenom "kvalitetom" donorica (davateljice su bile znatno starije, umirale su znatno ¢esce od
cerebrovaskularnih uzroka, a rjede od traume) i nepovoljne karakteristike muskih primatelja
(veca ucestalost hepatocelularnog karcinoma u muskoj skupini primatelja). Zanimljivo je da je u
studijama provedenim na Zzivotinjskim modelima dokazano da jetra Zenki Stakora pokazuje
poveéanu razinu acidoze tijekom ishemije u usporedbi s jetrom muzjaka $takora. Cini se kako je
ova spolna razlika u metabolickom odgovoru jetre na ishemiju posredovana estrogenom i mogla
bi imati znaGajan utjecaj na ishod transplantacije®®*?**, Budu¢i da je slian spolno ovisni
metabolicki odgovor utvrden i u funkciji miokarda®*, ne moze se iskljugiti moguénost da bi ova
spolna razlika mogla utjecati na transplantaciju srca. Syn i suradnici takoder dovode u korelaciju
zenski spol donora kao ¢imbenik rizika za nastanak progresivne fibroze nakon transplantacije
jetre i sugeriraju da je taj nalaz povezan s manjim nekompatibilnostima antigena
histokompatibilnosti**>. Nasuprot tome, Candinas i suradnici smatraju kako je vjerojatnije da ¢e
primateljice razviti kroni¢no odbacivanje presatka jetre ako je donor bio muskarac, a ne zena
(9,4% prema 1,4%)**. Poznato je da su imunoloki odgovori kod Zena snazniji od onih u
muskaraca i da je ucestalost imunoloski posredovanih bolesti ve¢a kod zena®’. Transplantacija
jetre dovodi do aktiviranja kaskade komplementa prilikom nastanka reperfuzijsko-ishemijske
ozljede u transplantiranoj jetri®*®. Isto tako je zabiljezena povecana koncentracija mikrosomalnih
oksidativnih enzima kod muskaraca te razli¢iti broj estrogenskih i androgenih receptora u
hepatocitima kod musakaraca i Zena”>. Sve to moze doprinijeti utjecaju spola na klini¢ki ishod
nakon transplantacije jetre. U ovom istrazivanju nije dokazano da nepodudarnost izmedu spola
donora i primatelja utjece na incidenciju ASO, a samim time ni na prezivljenje presatka jetre.

Funkcija presatka jetre neinvazivno se nadzire standardnim laboratorijskim pretragama poput
ukupnog bilirubina, transaminaza jetre i kolestatskih enzima u serumu. Dodatno se analizira broj
leukocita i eozinofila, kao i razina imunosupresivnih lijekova u krvi. Na taj na¢in pokuSavaju se
detektirati subklinicke ozljede parenhima jetre i predvidjeti pojavu moguceg odbacivanja
presatka. Smisao potrage za neinvazivnim biljezima ASO-a je individualizacija
imunosupresivnog lijeenja u svrhu smanjivanja nuspojava i izbjegavanja komplikacija uslijed
dugoro&nog uzimanja imunosupresivnog lije¢enja®®.

U sli¢nom nastojanju analizirani su dostupni laboratorijski parametri bolesnika uzetih u vrijeme
uzimanja nulte i indikacijske biopsije izmedu skupina sa i bez ASO. Cilj je bio ustanoviti postoji
li neki biokemijski biljeg koji bi mogao ukazati na postojanje ASO. Rezultati su pokazali
znacajniju razliku samo u broju leukocita u trenutku kada se posumnjalo na ASO i kada se
odlucilo za izvodenje indikacijske biopsije za potvrdu, odnosno odbacivanje sumnje na ASO.
Bolesnici s dokazanim ASO imali su visi broj leukocita, makar jos uvijek u referentnom
intervalu vrijednosti, u odnosu na skupinu bez ASO.

Leukociti ¢ine vaznu komponentu obrane organizma od infekcija, a proizvode ih hematopoetske
mati¢ne stanice u kostanoj srzi. Leukocitoza odnosno povecan broj leukocita (>10 x10%/1) &esto
se vidi u bolesnika s akutnim ili kroni¢nim infekcijama, ali i nakon stresa, konvulzija,
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operativnog zahvata ili upotrebe kateholamina (npr. adrenalina) i steroida u lijeGenju. Nasuprot
tome, imunosupresivno lijeCenje bazirano na kalcineurinskim inhibitorima i/ili mikofenolat
mofetilu ¢esto rezultira s padom broja leukocita. Helfritz i suradnici su pokazali porast broja
leukocita >20 x10%1 rano nakon transplantacije jetre koji je bio je pra¢en gubitkom presatka i
poveéanom smrtnosti unutar godine dana (30% naspram 13%)%*!. Taj podatak moze ukazivati na
razvoj infekcije u vrlo ranoj fazi nakon transplantacije jetre, makar nije bilo znacajnijih razlika u
drugim infektivnim biljezima poput C-reaktivnog proteina ili prokalcitonina. Isto tako, nije
pronadena korelacija izmedu broja leukocita i broja epizoda ASO. Rezultati ovog rada pokazuju
znaCajnije poviSen broj leukocita u trenutku postavljanja indikacije za biopsiju jetre radi
suspektnog ASO, ali je taj broj jos uvijek bio u referentnim vrijednostima. U bolesnika s
dokazanim ASO nije pronadena razlika izmedu bolesnika u skupini EtOH i skupini HCV. Iz tog
se razloga poviseni broj leukocita ne moze povezati s reinfekcijom presatka virusom hepatitisa
C, ve¢ s epizodom ASO. Dodatna potvrda za to dobivena je i time §to nije pronadena razlika u
razini CRP-a prilikom indikacijske biopsije, koji je jedan od infektivnih biljega. U nastojanju da
se odredi uniformna definicija klinicke sumnje na ASO, Rodriguez- Peralvarez i suradnici
istrazivali su rizi¢ne ¢imbenike za ASO na 142 bolesnika u ispitivanoj skupini i na 328 ispitanika
u validacijskoj skupini te su ustanovili da su vrijednosti bilirubina iznad 68,4 umol/L, povisene
vrijednosti eozinofila u krvi >0,4x10° u prvih 10 dana od transplantacije jetre i >0,1x10° nakon
10 dana od transplantacije jetre rizi€ni ¢imbenici za srednji do teski ASO 1 mogu se koristiti kao
objektivni kriteriji za trijazu bolesnika koji imaju indikaciju za biopsiju jetre?*?. Ovo istraZivanje
nije pokazalo eozinofiliju ni hiperbilirubinemiju kao pogodne biljege za predikciju ASO. Moguci
razlog tome je izostanak teskog oblika ASO-a u nasih bolesnika, koji dobro korelira s ova dva
parametra.

Nakon transplantacije jetre bolesnici moraju dozivotno uzimati imunosupresivne lijekove kako bi
se sprije¢ilo odbacivanje presatka. Kako je prethodno navedeno, uvodenje kalcineurinskih
inhibitora (ciklosporina i takrolimusa) dovelo je do znacajnog smanjenja stope ASO-a i znacajno
se poboljsalo jednogodisnje prezivljenje bolesnika. Vecina epizoda ASO-a javlja se u prvih pet
do 30 dana nakon transplantacije jetre, no epizoda ASO-a moze se javiti ve¢ drugog dana nakon
operacije pa do godinu dana od transplantacije jetre?®®?*. Obzirom da je ASO klini¢ki znac¢ajan
dogadaj koji ugrozava prezivljenje i presatka i primatelja, zbrinjavanje bolesnika nakon
transplantacije solidnih organa usredotoceno je na njegovo sprecavanje. lako ciklosporin i
takrolimus imaju slican mehanizam aktivnosti, postoje studije koje govore 0 razliCitim
incidencijama ASO obzirom na izbor inicijalnih imunosupresivnih lijekova. U meta-analizi 16
randomiziranih klini¢kih studija takrolimus se pokazao superiornijim od ciklosporina nakon
analiza prezivljenja primatelja i presatka te akutnog stani¢nog odbacivanja i steroid- rezistentnog
odbacivanja**. Medutim, u meta-analizi koja je obuhvatila 9 randomiziranih studija bolesnika s
HCV-om, nije zabiljezena razlika u prezivljenju bolesnika i presatka vezana uz izbor inicijalnog
kalcineurinskog inhibitora®**. Ovo istrazivanje nije pokazalo razliku izmedu skupina s i bez
ASO, neovisno o etiologiji, vezano uz vrstu inicijalnih imunosupresivnih lijekova koristenih
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nakon transplantacije jetre. Indukcijsko imunosupresivno lijeCenje nakon transplantacije
sastojalo se od visokih doza kortikosteroida te postupnog snizavanja njihove doze prema
protokolu do potpunog prekida tri mjeseca nakon transplantacije jetre. LijeCenje odrzavanja
imunosipresije sastojalo se od takrolimusa ili ciklosporina te mikofenolat mofetila, ¢ije doze su
se postupno titrirale uz svakodnevno mjerenje serumskih koncentracija takrolimusa i
ciklosporina. Ciljane serumske koncentracije bile su u preporucenim referentnim intervalima u
obje promatrane skupine, za ciklosporin one iznose od 150 do 200 ng/mL, a za trakrolimus od 8
do 10 ng/mL u prva tri mjeseca od transplantacije’*. Najvjerojatnije je ovakav nain titriranja
doza i kontinuirani nadzor serumskih koncentracija imunosupresivnih lijekova razlog izostanka
epizoda teskog ASO-a. Ocigledno je da razloge pojave ASO-a moramo traziti drugdje, a ne u
vrsti i koncentraciji inicijalnih imunosupresivenih lijekova.

Oksidacijski stres, neravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih slobodnih radikala i antioksidacijske
obrane, jedan je od glavnih dogadaja koji utje¢u na ishod presatka tijekom peritransplantacijskog
perioda. Oksidacijski stres povezan je s nekolicinom patoloskih stanja poput sarkopenije i
sindroma krhkosti te nastanka kardiovaskularnih bolesti, kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca,
kroni¢ne renalne insuficijencije, neurodegenerativnih bolesti i nastanka karcinoma®*®. Kandidati
za transplantaciju organa ulaze u sam akt transplantacije s poviSenom razinom oksidacijskog
stresa, koji je povezan s upalom i terminalnom fazom zatajivanja organa. Razina oksidacijskog
stresa dodatno se povecava uslijed ishemije i reperfuzije organa prilikom transplantacije, a nakon
transplantacije i radi uvodenja imunosupresivenog lije¢enja®*’. Poveznost oksidacijog stresa i
transplantacije organa najbolje je proucena na bolesnicima s transplantacijom bubrega. ROS
stvoren prije transplantacije, nakon samog postupka nije odmah u potpunosti eliminiran. Prema
podacima dobivenih od primatelja bubrega sa zivog donora, smanjenje razine oksidacijskog
stresa zapocinje neposredno nakon transplantacije i kontinuirano se nastavlja unutar prvih mjesec
dana nakon transplantacije®®®. Potpuna remisija moguca je samo ako dode do normalizacije
funkcije transplantiranog bubrega. Sli¢an scenarij dogada se i nakon transplantacije jetre. Vecina
znanja o oksidacijskom stresu u transplantaciji jetre prikupljena je na animalnim modelima, dok
je broj studija na ljudima limitiran. Samo su ¢etiri studije uéinjene u klini¢kim uvjetima, od cega
je samo jedna mijerila serumsku razinu malondialdehida (MDA), produkta lipidne
peroksidacije®*®, dok su ostale studije koristile reducirani glutation (GSH) kao biljeg ili su mjerili
ukupnu razinu ROS-a u cirkulaciji, ali nijedna u tkivu jetre. Mnogo je faktora koji ogranicavaju
normalizaciju razine oksidacijskog stresa i samim time povecéavaju incidenciju disfunkcije
organa i doprinose moguc¢em nastanku odbacivanja organa. Mozdana smrt donora uzrokuje
hemodinamsku nestabilnost u sistemskoj cirkulaciji i poti¢e proizvodnju slobodnih radikala koji
uzrokuju ozbiljno oste¢enje donorskog tkiva. Reperfuzija uzrokuje pojavu oksidacijskog stresa
ve¢ za vrijeme prezervacije doniranog organa i povezana je s neposrednom, ali i dugoro¢nom
funkcijom organa, te presadak postaje osjetljiv na akutno odbacivanje?’. U jetri, sinusoidalne
endotelne stanice su naroCito podlozne ozljedi. Prilikom reperfuzije dolazi do regrutacije
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Kupfferovih stanica, a zatim slijedi oslobadanje citokina, aktivacija komplementa i stvaranje
ROS-a, sto u konacnici dovodi do razaranja membrane i smrti stanice. Nadalje, ROS igra
viSestruku ulogu u upalnom odgovoru nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede, na na¢in da
inducira proupalne gene, pojac¢anu ekspresiju antioksidacijskih enzima, regulira protok kroz jetru
I regeneraciju hepatocita. U jednoj studiji na Stakorima, uoCeno je dramaticno smanjenje
antioksidacijskog kapaciteta u tkivu za vrijeme tople ishemije”. Treba napomenuti da je vrijeme
tople ishemije kriti¢nije za indukciju oksidacijskog stresa u kadaveri¢nih u odnosu na zive
donore. Studija Thorata i suradnika navodi smanjenu antioksidacijsku razinu i povec¢anu razinu
lipidne peroksidacije kod bolesnika ¢ije stanje zahtijeva transplantaciju jetre, u odnosu na zdravu
populaciju. Za vrijeme reperfuzije dodatno je zabiljezen pad antioksidacijskih mehanizama i
porast produkata lipidne peroksidacije, u ovom slu¢aju MDA, U ovom istrazivanju vrijeme
tople ishemije nije povecalo incidenciju akutnog odbacivanja presatka jetre. Moguc¢i razlog tome
je relativno krace vrijeme tople ishemije u odnosu na druge centre, gdje je zabiljezeno trajanje
ishemije duze od 40, a ponegdje i duze od 50 minuta®. Nasuprot tome, kod bolesnika
transplantiranih u KB Merkur, vrijeme tople ishemije iznosilo je nesto ispod 35 minuta. Iz toga
se moze zakljuciti da se izvrsnom kirur§kom tehnikom smanjuje vrijeme tople ishemije, a samim
time se i skracuje vrijeme prilikom kojeg nastaje ostecenje tkiva presatka. Time se u konacnici,
smanjuje i mogucnost nastanka akutnog odbacivanja presatka. Zanimljiva je studija Augusto i
suradnika koji su evaluirali oksidacijski stres u kasnoj fazi nakon transplantacije jetre®”.
Kandidati su bili podijeljeni u tri skupine: zdravi ispitanici, bolesnici s cirozom jetre koji se
nalaze na listi za transplantaciju i bolesnici kojima je ve¢ ucinjena transplantacija jetre, ali je od
nje proslo najmanje 12 mjeseci. Razinu oksidacijskog stresa mjerili su preko koncentracija GSH,
MDA i vitamina E u plazmi. Razina GSH i MDA u plazmi bila je znacajnije niza u bolesnika
nakon transplantacije jetre u odnosu na druge dvije skupine. Nije bilo znacajnije razlike u
koncentraciji GSH i MDA izmedu zdravih kandidata i bolesnika s cirozom jetre. Skupina s
cirozom jetre i skupina nakon transplantacije imale su gotovo identi¢no niske razine vitamina E u
serumu. Ova studija pokazuje kako je kasna faza transplantacije jetre povezana sa smanjenjem
lipidne peroksidacije, koja je obiljeZzena nizim vrijednostima MDA, dok snizena razina GSH i
vitamina E u odnosu na zdravu populaciju govori o tome da se oksidacijska ravnoteza ne postize
jo§ dugo nakon transplantacije. Pretpostavka je da ¢e se i drugi aldehidi, produkti lipidne
peroksidacije, poput akroleina i HNE-a nalaziti u transplantiranoj jetri te da ¢e im razina biti
povisena, makar je dostupna literatura izrazito siromasna po tom pitanju. HNE je ve¢ opisan kao
stabilni biljeg lipidne peroksidacije u bolestima jetre, iako nedostaju podaci za transplantaciju
jetre?®. Isto tako, vizualizacija HNE-a imunohistokemijskim metodama u biopsijama jetre ve¢ je
prethodno vrlo jasno opisana®*. U nealkoholnoj masnoj infiltraciji jetre i nealkoholnom
steatohepatitisu HNE je lokaliziran u citoplazmi sinusoidalnih endotelnih stanica i hepatocitima,
predominantno u onima oko centralne vene jetrenog parenhima. Isto tako, stupanj upale i
nekroze kao i stadij fibroze znacajno koreliraju sa stupnjem izrazenosti HNE-a. Za razliku od
toga, nedostaju dokazi direktne povezanosti akroleina u bolestima jetre i njegove izrazenosti U
jetrenom parenhimu. Lipidna peroksidacija primarno je ustanovljena u krvi (plazmi i serumu) i
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rijetko je mjerena direktno u tkivu jetre. Za sada je nejasno da li izmjerena razina lipidne
peroksidacije u krvi stvarno dobro reflektira i stanje u samom jetrenom parenhimu. Rad Podszun
i suradnika jedan je od prvih koji je kvantificirao detekciju HNE-a kao produkta lipidne
peroksidacije u samom jetrenom parenhimu kod bolesnika s nealkoholnom masnom infiltracijom
jetre®>.

Slicna su bila i nasa nastojanja gdje smo u nultim i indikacijskim biopsijama jetre
imunohistokemijskim metodama vizualizirali razinu akroleina i HNE-a u jetrenom parenhimu, te
mijerili razinu antioksidacijske zastite preko antioksidacijskog transkripcijskog ¢imbenika NRF2.
Misljenja smo da je mjerenje ovih biljega direktno u samom parenhimu pouzdanije za
dokazivanje povezanosti same transplantacije jetre, a naroCito ASO u presatku jetre, i
oksidacijskog stresa. U buducim istrazivanjima mogla bi se traziti korelacija izrazenosti ACR i
HNE u parenhimu jetre i u cirkulaciji, sto bi rezultiralo manje invazivnim i elegantnijim
dokazivanjem oksidacijskog stresa u transplantiranih bolesnika, narocito za epizode ASO-a.

U naSem radu dokazali smo prisutnost produkata lipidne peroksidacije, konkretno akroleina i
HNE-a, direktno u samom parenhimu jetre i u nultoj i indikacijskoj biopsiji. Ta ¢injenica govori
0 tome da bolesnici ulaze u sam akt transplantacije s povisenom razinom oksidacijskog stresa,
koji zaostaje jo§ odredeni vremenski period nakon ucinjene transplantacije. Akrolein je znatno
vise prisutan u tkivu jetre, ako se usporeduje postotak pozitivnih stanica i intenzitet, u odnosu na
HNE. Nalazi se u svim stanicama parenhima jetre (hepatocitima, epitelu Zu¢nih vodova,
stanicama krvnih zila i stromi), dok je HNE uglavnhom ograni¢en na citoplazmu hepatocita i
epitela zu¢énih vodova. Uoceno je smanjenje pozitiviteta akroleina i HNE-a u indikacijskim
biopsijama u odnosu na nultu, sto namece zakljucak kako se razina oksidacijskog stresa smanjuje
tijekom vremena i prati oporavak presatka jetre, naravno uz uvjet da izostane epizoda ASO. To
je sukladno istrazivanju Augusto i suradnika kod kojih je za oporavak presatka jetre trebalo pro¢i
najmanje 12 mjeseci, kako bi bolesnici dostignuli razinu oksidacijskog stresa usporedivu s onima
u zdravih ispitanika®2. Svi uzorci indikacijskih biopsija ovog istraZivanja uzeti su unutar 3
mjeseca od transplantacije, tako da se realno nije mogao ocekivati kompletni oporavak, ali
pokazuje dobar i obecavajuéi trend.

Istrazivanja upucuju kako prisutnost povecane razine akroleina i HNE-a dovode do aktivacije
NRF2%°°%8 NRF2 se u normalnim uvjetima nalazi vezan na KEAP1, dok uslijed oksidacijskog
stresa dolazi do oksidacijske modifikacije KEAPL, pri ¢emu on mijenja konformaciju te otpusta
NRF2. Disocijacija NRF2 od KEAPL dovodi do aktivacije NRF2, koji se onda translocira iz
citoplazme u jezgru i inducira transkripciju brojnih citoprotektivnih i antioksidacijskih gena. Te
¢injenice SU U djelomicnoj suprotnosti s nasim rezultatima. Naime, unato¢ Vvisokoj razini
akroleina i HNE-a, ipak ne dolazi do povecane aktivnosti NRF2, nego dapace, njegova razina je
izrazito niska u parenhimu jetre. Objasnjenje nam moze ponuditi istrazivanje Feng i suradnika
koji su proucavali ucinak akroleina na humanim pigmentalnim epitelijalnim stanicama oka i
u¢inak tokoferola kao moguée opcije u lijecenju®®. Osim §to je akrolein izazvao oksidacijski
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stres, on je uzrokovao disfunkciju mitohondrija i inaktivirao KEAP1/NRF2 transkripcijski put
mehanizmom koji jos nije dovoljno razja$njen. Stanice koje su bile izloZzene akroleinu smanjile
su ekspresiju NRF2 za 70%, dok je tokoferol za 40% povisio njegovu aktivnost i translokaciju u
jezgru. To otvara nove mogucnosti tokoferola u lijecenju, koje bi se mogle razmotriti u
prekondicioniranju bolesnika koji ¢ekaju transplantaciju jetre. Iz gore navedenog s jedne strane
imamo HNE koji promovira aktivnost NRF2, a s druge strane imamo akrolein koji dovodi do
smanjenja razine i aktivacije NRF2. Razina akroleina je puno ve¢a od HNE-a u parenhimu jetre
u stanjima oksidacijskog stresa, te je njihov nesrazmjer moguci razlog pronadene niske razine
NRF2 u biopsijama jetre. Upravo taj nedostatak prisutnosti pozitiviteta NRF2 u nultim i
indikacijskim biopsijama je dokaz izrazito snizene razine antioksidacijske zastite u bolesnika
koji pristupaju transplantaciji jetre, a nastavlja se i nakon ucinjenog zahvata. Postupno kako
dolazi do oporavka funkcije presatka nakon transplantacije, smanjuje se i razina oksidacijskog
stresa (karakterizirana smanjenjem prisutnosti akroleina i HNE-a u indikacijskoj biopsiji). No,
nju linearno ne prati i oporavak antioksidacijske zastite, jer ukupna prisutnost NRF2 ostaje i
dalje niska u indikacijskim biopsijama.

Jo§ kao zanimljivost valja napomenuti kako je NRF2 pozitivitet zabiljezen samo u citoplazmi u
indikacijskim biopsijama u stanicama krvnih zila jetre, dok ga se u nultoj biopsiji uop¢e ne
detektira. Mogli bi reci kako je to jos jedan dokaz oporavka antioksidacijskog mehanizma, koji
ima polagano uzlazni trend. Sto znagi, postoje naznake oporavka jer ga se pocinje detektirati u
citoplazmi, ali jo$ nije dovoljno aktiviran jer bi se tada detektirao i u jezgri. Najvjerojatniji razlog
zaSto se nalazi bas u stanicama krvnih zila je taj jer su one u direktnom doticaju s krvi gdje se
nalaze neutrofili i makrofagi u kojima postoji aktivnost NRF2. Pretpostavka je da kako napreduje
oporavak antioksidacijskog mehanizma, tako se prisutnost i aktivnost NRF2 s§iri dublje u
parenhim jetre, sto bi naravno trebalo potvrditi u nekim budué¢im studijama.

U naSem istraZivanju po prvi puta je utvrdena uloga lipidne peroksidacije u patogenezi akutnog
stani¢nog odbacivanja i utemeljena pretpostavka da je bolest povezana s oksidacijskim stresom.
Po prvi puta je opisana izrazenost akroleina i HNE-a, kao produkata lipidne peroksidacije, u
parenhimu jetre te kako se oni ponasSaju ovisno o etiologiji te prisutnosti/odsutnosti ASO izmedu
nulte i1 indikacijske biopsije. Kao sto je prethodno opisano kad su usporedivane nulta i
indikacijska biopsija, i kod bolesnika s ASO ukupna razina akroleina je puno visa nego HNE-a.
Obje razine su izrazenije u nultim biopsijama i imaju trend smanjivanja u indikacijskim
biopsijama, neovisno o etiologiji. U pojedinim indikacijskim biopsijama bolesnika s ASO razina
HNE-a toliko se smanjila i nije vise bila znacajna. |z tog razloga, prisutnost akroleina i odsutnost
HNE-a u istoj promatranoj indikacijskoj biopsiji u jezgrama hepatocita i epitela zu¢nih vodova
karakteristicno je za etiologiju, konkretno za skupinu EtOH, bez obzira na prisutnost ili
odsutnost ASO. Smanjenje akroleina i HNE-a u citoplazmama hepatocita u skupini HCV/ASO
(ali ne i u HCV/nonASO), govori u prilog tome kako lipidna peroksidacija nije vodeci
mehanizam koji se dogada kod odbacivanja u skupini HCV. Takoder, uoceno je i smanjenje
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razine HNE-a u citoplazmi stanica epitela Zu¢nih vodova kod indikacijskih biopsija u skupini
HCV/ASO, sto je dodatna potvrda stava kako lipidna peroksidacija nije dovoljno snazna da bi
pokrenula ASO kod bolesnika s hepatitisom C. Ta ¢injenica nam je izrazito interesantna, buduci
da su i odbacivanje i kroni¢na infekcija s hepatitisom C stanja s poveéanom razinom
oksidacijskog stresa.

U citoplazmama stanica krvnih zila i u stromi jetre zabiljezen je porast akroleina u indikacijskim
biopsijama u skupinama bez odbacivanja, neovisno o etiologiji (skupina EtOH i HCV). Kako je
ve¢ viSe puta navedeno, akrolein je produkt lipidne peroksidacije i poznati biljeg oksidacijskog
stresa. Medutim, moguce je da on radi svog oksidacijskog statusa, inducira neke stani¢ne
obrambene mehanizme protiv oksidacijskog stresa te na taj na¢in spre¢ava ASO i promovira
prezivljenje presatka.

Takoder, izostala je aktivacija NRF2 u bolesnika s dokazanim ASO, stoga se NRF2 ne moze
koristiti kao mogu¢i biljeg odbacivanja te se mehanizam antioksidacijske zastite ne moze
koristiti kao moguci razlikovni faktor izmedu ASO i recidiva virusne infekcije.

NRF2 je znacajan transkripcijski ¢imbenik za indukciju enzima za detoksikaciju i
biotransformaciju. Kao sto je ve¢ re¢eno, oksidacijski stres pokrec¢e njegovu aktivaciju i pomaze
u detoksikaciji i uklanjanju potencijalno S$tetnih egzogenih toksina i metabolita. Njegova
prisutnost izrazito je povecana u polimorfonuklearnim neutrofilima gdje sluzi kao prva linija
obrane od oksidacijskog stresa. Ima i protuupalna i antioksidacijska svojstva i brzo se
prilagodava upalnom miljeu. Na animalnom modelu dokazno je da su “knockout” misSevi za
NRF2 u mijeloidnim stanicama izrazito podlozni infekciji i sepsi te je njihovo prezivljenje
izrazito smanjeno®. Nadalje, visoka razina prisutnosti NRF2 zabiljeZena je i u Kupfferovim
stanicama, koje su visokospecijalizirani makrofagi u tkivu jetre i igraju vrlo bitnu ulogu u
protuupalnim odgovoru tijekom ishemijsko-reperfuzijske ozljede®*. Aktivacijom NRF2
smanjuje se ostecenje hepatocita, nekroza, upala i oksidacijski stres. Prikazani rezultati potvrduju
prisutnost visoke razine izrazenosti NRF2 u polimorfonuklearnim neutrofilima i Kupfferovim
stanicama i u nultim i indikacijskim biopsijama, $to se poklapa s literaturnim podacima.

Za pretpostaviti je kako je njegova prisutnost u nultoj biopsiji odgovor na oksidacijski stres prije
transplantacije, povezan s faktorima donora (dob, spol, BMI, hemodinamska nestabilnost i sl.) i
odgovor na hladnu ishemiju zbog prezervacije organa. Nakon transplantacije, njegova prisutnost
je odgovor na oksidacijski stres povezan s ishemijsko- perfuzijskom ozljedom, epizodama
akutnog odbacivanja i imunosupresivno lijecCenje. Ovo je dokaz da se NRF2 nalazi uvijek u
neutrofilima i makrofagima i svim stanicama koje su prva linija obrane organizma od upale |
oksidacijskog stresa. Medutim, nije dobiven odgovor zasto se NRF2 nije aktivirao u drugim
stanicama parenhima jetre (hepatociti, epitel Zu¢nih vodova, krvne zile i stroma), iako postoji
znacajna razina oksidacijskog stresa, Sto je dobar razlog da se buduca istrazivanja okrenu u tom
smjeru.
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Iz svega gore navedenog, aktivatori NRF2 transkripcijskog faktora nametnuli su se kao
potencijalne mete u lijeCenju pojedinih bolesti. Za sad su klini¢ke studije usmjerene samo na
prevenciju bubrezne ozljede i bubreznog zatajenja. Medutim, postoji veliki broj istrazivanja
provedenih na animalnim modelima, u kojima aktivacijom NRF2 pokusavaju prevenirati ili
atenuirati ozljedu jetre?®?. Naravno, mehanizam kojima se aktivira NRF2 je razliit u kroni¢nim i
akutnim stanjima bolesti jetre. Upalni odgovor aktivira NRF2 u kroni¢nim bolestima jetre, kao
Sto su nealkoholna masna infiltracija jetre ili nealkoholni steatohepatitis, i na taj nacin vrsi vaznu
ulogu prevencije progresije kroni¢ne ozljede jetre u tezi oblik bolesti. Dok u akutnom ostec¢enju
aktivaciju NRF2 pokrece proces eliminacija toksina i njegovih metabolita, koji onda pokre¢u
endogene posrednike, naj¢es¢e MRP porodicu (od engl. multidrug-resistance protein)
transportnih proteina. 1z tog razloga vazno je razumjeti zasto se dogada varijabilnost u aktivaciji
gena razli¢itim metodama aktivacije NRF2 te kako te razlike mozemo upotrijebiti u nasu korist
za razvoj opcija lijecenja za svaku pojedinacnu bolest jetre.

Ovim radom je po prvi puta dokazana razlika u koli¢ini akroleina i HNE-a u parenhimu jetre u
bolesnika s transplantacijom jetre te u povec¢anju/smanjenju istih u epizodama akutnog stani¢nog
odbacivanja. Jednako tako, rad je pokazao izrazito smanjenu razinu aktivacije NRF2 signalnog
puta nakon transplantacije. | ostali radovi koji su istrazivali druge antioksidanse (npr. vitamin E)
pokazuju smanjenu antioksidacijski zastitu nakon transplantacije?®. To nas dovodi do zakljutka
kako bi buduc¢a klinicka istrazivanja trebalo usmjeriti prema lijekovima s antioksidacijskim
ucinkom i istraziti da li bi ti lijekovi mogli imati ulogu u brzem oporavku presatka jetre i smanjiti
incidenciju ASO. Stoga je ovaj rad vrijedan doprinos u razumijevanju mehanizama ASO.
Potvrdena je uloga oksidacijskog stresa u epizodama ASO, ali je ona zavisna o etiologiji
(karakteristi¢na je za skupinu EtOH). U skupini HCV, epizode ASO su obiljezene S pove¢anom
razinom oksidacijskog stresa, medutim lipidna peroksidacija nije mehanizam preko kojeg se
odvija ASO. Iz tog razloga, prilikom evaluacije epizoda ASO-a, bolesnicima moramo pristupiti
individualno, odnosno obratiti pozornost na etiologiju radi koje je u¢injena transplantacija jetre.
Nadalje, rad je dobra podloga za daljnja istrazivanja ¢cimbenika, prognostickih manje invazivnih
biljega i pristupa lijecenju za epizode ASO-a.
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7. ZAKLJUCCI

Akrolein i HNE prisutni su i u nultoj i u indikacijskoj biopsiji sto ukazuje da bolesnici ulaze
u sam akt transplantacije s povisenom razinom oksidacijskog stresa, koji zaostaje jos$
odredeni vremenski period nakon ucinjene transplantacije.

Smanjenje pozitiviteta akroleinai HNE-a u indikacijskim biopsijama u odnosu na nultu,
ukazuju kako se razina oksidacijskog stresa smanjuje tijekom vremena i prati oporavak
presatka jetre.

Prisutnost akroleina i nedostatak HNE-a u istoj promatranoj indikacijskoj biopsiji u jezgrama
hepatocita i zuénog epitela karakteristi¢no je za alkoholnu etiologiju, bez obzira na prisutnost
ili odsutnost odbacivanja.

Smanjenje akroleina i HNE-a u citoplazmama hepatocita u skupini HCV/ASO ukazuje na
akutno stani¢no odbacivanje. To nam moze posluziti kao imunohistokemijski biljeg dodatne
potvrde stani¢nog odbacivanja kod bolesnika s hepatitisom C.

Povecanje akroleina u skupini bez odbacivanja, bez obzira na etiologiju, u citoplazmama
stanica krvnih zila i u stromi jetre ukazuje na urednu funkciju presatka, bez prisutne epizode
odbacivanja.

Nedostatak prisutnosti pozitiviteta NRF2 u nultim i indikacijskim biopsijama je odraz
izrazito snizene razine antioksidacijske zastite u bolesnika koji pristupaju transplantaciji
jetre, a nastavlja se i nakon ucinjenog zahvata.

Izostanak aktivacije NRF2 u bolesnika s dokazanim akutnim stani¢nim odbacivanjem, zbog
niskih razina u nultim biopsijama ne moze se Koristiti kao mogu¢i biljeg odbacivanja.
Dakle, antioksidacijska zastita ne moze se Koristiti kao moguci razlikovni faktor izmedu
akutnog stani¢nog odbacivanja i recidiva virusne infekcije.

NRF2 je izrazito izrazen u polimorfonuklearnim neutrofilima i Kupfferovim stanicama jetre
Sto odgovara literaturnim podacima, kako smanjuje ishemijsko-reperfuzijsko ostecenje,
odnosno smanjuje ostec¢enje hepatocita, nekrozu, upalu i oksidacijski stres.

Rezultati analize biokemijskih parametara u ovom radu upucuju na broj leukocita kao

moguci prediktivni biljeg u dijagnostici akutnog stani¢énog odbacivanja, sto je sukladno
literaturnim podacima.
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10. Faktori povezani s akutnim stani¢nim odbacivanjem su mlada zivotna dob i nizi BMI kako
primatelja tako i donora. To su parametri na koje ne mozemo bitnije utjecati.
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9. SAZETAK

Transplantacija jetre joS uvijek je najuspjeSnija metoda lijeCenja bolesnika s ireverzibilnim
akutnim ili kroni¢nim zatajenjem jetre. Unato¢ unapredenju imunosupresivnih protokola i
Cinjenici da se radi o imunoprivilegiranom organu, akutno stani¢no odbacivanje je jo$ uvijek
Cesta komplikacija nakon transplantacije jetre. Javlja se u 10% do 30% primatelja, najcesce
unutar par mjeseci od transplantacije. Oksidacijski stres sudjeluje u patogenezi nastanka niza
bolesti i karcinoma, a evidentna je i njegova uloga u transplantaciji jetre. Primatelji presatka jetre
imaju povecani rizik od oksidacijskog stresa zbog ve¢ postojeceg zatajenja jetre, ishemijsko-
reperfuzijske ozljede, moguceg funkcionalnog zatajenja presatka i uvodenja imunosupresivnog
lijeCenja. Medutim, do sad je nedovoljno istrazena njegova uloga u odbacivanju presatka. Zlatni
standard u dijagnostici odbacivanja je biopsija jetre, iako u bolesnika s hepatitisom C moze doci
do preklapanja patohistoloske slike akutnog stani¢nog odbacivanja i recidiva virusne bolesti. Cilj
ovog istrazivanja bio je istraziti ulogu biljega oksidacijskog stresa u akutnom stani¢nom
odbacivanju. U istrazivanje je ukljuceno ukupno 40 bolesnika s transplantacijom jetre u
razdoblju od 2005. do 2015. godine, od toga 22 bolesnika s etil cirozom i 18 bolesnika s hepatitis
C cirozom. Istrazivanje se sastojalo od imunohistokemijske analize prisutnosti akroleina i 4-
hidroksinonenala (HNE) te NRF2 signalnog puta u nultim i indikacijskim biopsijama jetre.
Cimbenici povezani s akutnim stani¢nim odbacivanjem su mlada Zivotna dob i nizi BMI kako
primatelja tako i donora. Akrolein i HNE prisutni sui u nultoj i u indikacijskoj biopsiji sto
ukazuje da bolesnici ulaze u sam akt transplantacije s povisenom razinom oksidacijskog stresa.
Smanjenje pozitiviteta akroleina i HNE-a u indikacijskim biopsijama u odnosu na nultu, ukazuju
kako se razina oksidacijskog stresa smanjuje tijekom vremena i prati oporavak presatka jetre.
Prisutnost akroleina i odsutnost HNE-a u istoj promatranoj indikacijskoj biopsiji u jezgrama
hepatocita i epitelu zu¢nih vodova karakteristi¢no je za etiologiju, konkretno za skupinu EtOH,
bez obzira na prisutnost ili odsutnost ASO. Smanjenje akroleina i HNE-a u citoplazmama
hepatocita u skupini HCV ukazuje na akutno stani¢no odbacivanje, $to nam moze posluziti kao
imunohistokemijski biljeg dodatne potvrde stani¢nog odbacivanja kod bolesnika s hepatitisom C.
Povecanje akroleina u skupini bez odbacivanja, bez obzira na etiologiju, u citoplazmama stanica
krvnih zila i u stromi jetre ukazuje na urednu funkciju presatka, bez prisutne epizode
odbacivanja. Nedostatak prisutnosti pozitiviteta NRF2 u nultim i indikacijskim biopsijama je
odraz izrazito snizene razine antioksidacijske zastite u bolesnika koji pristupaju transplantaciji
jetre, a nastavlja se i nakon ucinjenog zahvata. lzostanak aktivacije NRF2 u bolesnika s
dokazanim akutnim stani¢nim odbacivanjem, zbog niskih razina u nultim biopsijama ne moze
se koristiti kao moguci biljeg odbacivanja, niti kao moguci razlikovni faktor izmedu akutnog
stanicnog odbacivanjai recidiva virusne infekcije. NRF2 je izrazito izrazen U
polmorfonuklearnim neutrofilima i Kupfferovim stanicama jetre, S$to odgovara literaturnim
podacima. Rezultati ove studije podupiru ulogu oksidacijskog stresa u patogenezi akutnog
stani¢nog odbacivanja. Stoga, ova studija moze pomo¢i u daljnjim istrazivanjima koja ¢e
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doprinijeti boljoj dijagnostici akutnog stanicnog odbacivanja te olaksati i usmjeriti lije¢enje u
klini¢koj praksi.
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10. SUMMARY

Liver transplantation remains the most successful treatment for patients with irreversible acute or
chronic liver failure. Despite advances in immunosuppressive protocols and the fact that it is an
immunoprivileged organ, acute cellular rejection (ACR) is still a common complication after
liver transplantation. ACR occurs in 10% to 30% of recipients, most often within a few months
of transplantation. Oxidative stress is an important factor in the pathogenesis of various diseases
and cancer, but it also has role in liver transplantation. Liver transplant recipients are at increased
risk of oxidative stress due to pre-existing liver failure, ischemia-reperfusion injury, and possible
functional impairment of graft, rejection and immunosuppression. However, its role in graft
rejection has been insufficiently investigated so far. Liver biopsy still remains the gold standard
for rejection diagnosis, although in patients with hepatitis C the histopathological features of
rejection and recurrence of viral disease may overlap. The aim of this study was to investigate
the role of biomarkers of oxidative stress in acute cellular rejection. The study included a total of
40 patients with liver transplantation in the period from 2005 to 2015, of which 22 patients with
ethyl cirrhosis and 18 patients with hepatitis C cirrhosis. We analysed acrolein, 4-
hydroxynonenal (HNE) and NRF2 signalling pathway presence in the initial and indicative liver
biopsies. Factors associated with acute cellular rejection are younger age and lower BMI of both
recipient and donor. Acrolein and HNE are present in both, initial and indicative biopsies,
leading to conclusion that patients who undergo liver transplantation exert elevated oxidative
stress levels, while a decrease in acrolein and HNE in indicative biopsies indicated decrease in
oxidative stress over time thereby reflecting liver graft recovery. Concurrent presence of acrolein
and the absence of HNE in the same observed indicative biopsy in nuclei of hepatocytes and
biliary epithelial cells is specific for the etiology, namely, for the EtOH group, regardless of the
status of transplant rejection. Decrease of acrolein and HNE in the cytoplasm of hepatocytes in
the HCV group indicates acute cellular rejection, which may serve as an additional
immunohistochemical marker of rejection confirmation in patients with hepatitis C. Increase of
acrolein in the group without rejection, regardless of etiology, in cytoplasm of blood vessel and
stromal cells indicates normal graft function. The lack of NRF2 presence in initial and indicative
biopsies reflects markedly reduced level of antioxidant protection in patients undergoing liver
transplantation. The lack of NRF2 activation in patients diagnosed with acute cellular rejection,
due to its low levels in initial biopsies, cannot be used as a possible marker of rejection, nor as a
possible distinguishing factor between acute cellular rejection and recurrence of viral infection.
The fact that NRF2 is markedly expressed in polymorphonuclear neutrophils and Kupffer cells in
the liver is consistent with data reported in the literature. This study results support the role of
oxidative stress in the pathogenesis of acute cellular rejection. Therefore, it can help in further
research that will facilitate acute cellular rejection diagnosis and direct therapy in clinical
practice.
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