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Rezime

Uvod. Transplantacija bubrega je najoptimalniji vid leCenja pacijenata u
terminaloj fazi bubrezne bolesti. NajceS¢i uzrok kasnog gubitka grafta je razvoj
kardiovaskularne bolesti, koja predstavlja vode¢i uzrok smrti pacijenata nakon
transplantacije bubrega. U poredenju sa opStom populacijom, recipijenti grafta imaju
Cetiri puta veéi rizik za razvoj kardiovaskularne bolesti 1 dva puta veéi rizik za
kardiovaskularni mortalitet. Bubrezna disfunkcija se, nakon transplantacije, moze
smatrati tradicionalnim faktorom rizika. Visoka simpaticka aktivnost i akumulacija
asimetricnog dimetilarginina (ADMA), endogenog inhibitora endotelne azot monoksid
sintaze (eNOS), su netradicionalni faktori rizika, uglavnom vezani za patogenezu
hroni¢ne bubrezne insuficijencije. Endotelna azot monoksid sintaza moze biti znacajno
inhibirana ADMOM, ¢ija akumulacija u plazmi igra vaznu ulogu u nastanku endotelne
disfunkcije.

ADMA je uremijski toksin, koji se moZze smatrati parametrom endotelne
disfunkcije, a ukoliko se ubrizga unutar arterija, dovodi do lokalne vazokonstrikcije.
Simetri¢ni dimetilaginin (SDMA) ne inhibira eNOS direktno, a koncentracije SDMA u
plazmi su, takode, poviSene kod pacijenata sa bubreznom slaboS¢u, kao i nakon
transplantacije. SDMA, bolje nego ADMA, koreliSe sa kreatininom 1 ja¢inom
glomerulske filtracije. ADMA je predloZzena kao marker ateroskleroze i marker
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta.

Ateroskleroza je opisana kao proces u kome je inflamacija dominantna patoloska i
biohemijska promena. Razvoj aterosklerotskog plaka direktno zavisi od ekspresije
razli¢itih celularnih adhezionih molekula, koji su bitni medijatori u regrutovanju
inflamatornih ¢elija ka mestu razvoja plaka. Za mnoge faktore je dokazano da povecavaju
koncentraciju adhezionih molekula u plazmi: hipertenzija, imunosupresivna terapija,
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plazmi i stoga predstavljaju potencijalne biomarkere koji mogu da ukazu na prevremenu
aktivaciju endotela i stanje hroni¢ne inflamacije.

Rezultati velikog broja istrazivanja su ukazali da postoji direktna veza izmedu
dislipidemije i bubrezne slabosti. Dislipoproteinemija znacajno doprinosi progresiji
glomerulskih 1 tubulskih lezija. Faktori koji dovode do dislipidemije nakon
transplantacije su starost, telesna tezina, lipidni status pre transplantacije, proteinurija i
disfunkcija alografta.

Standardna imunosupresivna terapija se sastoji iz tri grupe lekova: kalcineurinski
inhibitori (ciklosporin 1 takrolimus), antiproliferativni lekovi 1 Kkortikosteroidi.
Kortikosteroidi 1 ciklosporin, pored nefrotoksi¢nog efekta, su najznacajniji faktori koji
dovodi do izmene lipidnog profila nakon transplantacije. Terapija ciklosporinom, nakon
transplantacije bubrega, je nezavisni faktor rizika za razvoj hiperholesterolemije, zato Sto
dovodi do modulacije receptora za LDL holesterol. Kortikosteroidi, ciklosporin, 1 u
manjoj meri takrolimus, dovode do dozno-zavisnog porasta koncentracije holesterola i
triglicerida. PoviSen ukupni i LDL holesterol se javljaju u oko 60% i hipertrigliceridemija
u oko 35% pacijenata nakon transplantacije, niske vrednosti HDL holesterola verifikuju
se kod 15% recipijenta grafta.

Visoka aktivnost simpatickog nervnog sistema je dokazana u terminalnom
stadijumu bubrezne bolesti i ta aktivacija se smanjuje, ali se ne normalizuje, nakon
uspesne transplantacije bubrega.

Renalaza je novi flavoprotein, koji reguliSe tonus simpatickog nervnog sistema,
samim tim 1 krvni pritisak. Lu¢i se u bubregu i1 izvesno je da poseduje
monoaminooksidaznu aktivnost, jer ucestvuje u katabolizmu kateholamina. Ekspresija
gena za renalazu detektovana je, pored bubrega, i u kardiomiocitima, jetri i skeletnoj
muskulaturi, a takode u perifernim nervima, centralnom nervnom sistemu, nadbubregu,
masnom tkivu, 12,5-dana starom embrionu i endotelnim ¢elijama. CirkuliSe u plazmi, u
neaktivnoj formi, kao proenzim, cekajuéi porast koncentracije kateholamina za
aktivaciju.

Cilj istrazivanja je bio da se proceni postojanje elemenata endotelne disfunkcije
(parametara hroni¢ne inflamacije i nitrozativnog stresa) i stepen simpatiCke aktivacije,
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bubrezne disfunkcije 1 inflamatornih biomarkera, parametara nitrozativnog stresa,
poremecaja lipidnog statusa i1 simpaticke aktivacije, kao 1 potencijalne razlike ovih
parametara u odnosu na primenjeni imunosupresivni protokol, da se utvrdi najbolji
nezavisni prediktor za ranu bubreznu disfunkciju, kao i prediktori nakon nakon
multivarijantnog prilagodavanja (prilagodavanje za indeks telesne mase, hipertenziju,
pusenje 1 prisustvo Secerne bolesti).

Metode. Istrazivanjem je obuhvadeno 73 pacijenata nakon transplantacije, sa
stabilnom funkcijom grafta, bez klinicki manifestne kardiovaskularne bolesti, na
standardnom imunosupresivnom protokolu i postransplantacionim periodom od najmanje
12 meseci. Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za nefrologiju, dijalizu i transplantaciju
Klinickog centra u NiSu i Medicinskom fakultetu u NiSu, u periodu od marta do
decembra 2012. godine. Odobreno je od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u
Nisu i svaki pacijent je potpisao informisani pristanak za ucestvovanje u istrazivanju.

Rezultati. Znacajne razlike postojale su izmedu klinicke 1 kontrolne grupe u
vrednostima sistolnog (p<0,001) 1 dijastolnog krvnog pritiska, (p<0,001), ureje
(p<0,001), kreatinina (p<0,001), klirensa kreatinina (p<0,001), hemoglobina (p=0,003),
leukocita (p=0,003), ukupnog holesterola (p<0,001), LDL-holesterola (p=0,009),
nonHDL holesterola (p<0,001), triglicerida (p<0,001), odnosa: non-HDL/HDL (p=0,03),
ukupni holesterol/HDL (p=0,046), kao i1 odnosa Tg/HDL (p=0,007). Plazmatske
koncentracije nitrata (p<0,001), eNOS (p<0,001), ADMA (p=0,001), SDMA (p<0,001),
renalaze (p<0,0001), ICAM-1 (p<0,001) 1 VCAM-1 (p<0,001) su bile znacajno vise u
odnosu na kontrolu. Kao nezavisni faktori rizika za smanjene jac¢ine glomerulske filtracije
izdvajale su se vrednosti ukupnog holesterola vise od 5,19 mmol/l, LDL holesterola>4,1
mmol/l, nonHDL>4,2 mmol/l i koncentracije VCAM-1 molekula. Nakon prilagodavanja
za faktor godina i u muiltivarijantnom modelu kao faktori rizika uzdvojile su se
koncentracije ukupnog holesterola>5,2 mmol/l, LDL>4,1mmol/l, nonHDL>4,2 mmol/l i
viSe vrednosti VCAM-1 molekula. HDL, trigliceridi, CRP 1 lipoprotenski odnosi nisu
pokazali znacaj kao faktori rizika za bubreznu disfunkciju. Nije bilo razlike u ispitivanim
parametrima u odnosu na primenjeni vid imunosupresivne terapije.

Koncentracija renalaze je bila nezavistan faktor rizika za smanjenje glomerulske

filtracije kod recipijenata grafta (p=0,026); takode nakon prilagodavanja za godine



(p=0,042), kao 1 nakon multivarijantnog prilagodavanja (p=0,032). Povecana plazmatska
aktivnost eNOS pokazala je protektivni znacaj za funkciju bubrega (p=0,011), nakon
prilagodavanja za godine (p=0,045) i posle multivarijantnog prilagodavanja (p=0,014).
Znacajne razlike uocene su u koncentraciji renalaze kod pacijenata na ciklosporinu
(p=0,027). Statisticki znacajna inverzna korelacija postojala je izmedu renalaze i
glomerulske filtracije (p<0,001), pozitivna korelacija izmedu renalaze 1 kreatinina
(p=0,003), renalaze i ukupnog holesterola (p<0,001), renalaze i LDL holesterola
(p=0,046) i renalaze i nonHDL holesterola (p=0,01). Postojala je znacajna razlika u
koncentraciji renalaze u odnosu na stadijum bubrezne slabosti (p<0,001), kao 1 pozitivna
korelacija sa leukocitima (p=0,032). Nije bilo razlike u koncentracijama renalaze u
odnosu na primenjeni vid antihipertenzivne terapije, godinama ispitanika, pusenje,
komorbiditete, poreklo transplantata, pol, godine.

Zakljucak. Renalaza je dokazana kao nezavistan faktor rizika za smanjene
bubrezne funkcije nakon transplantacije bubrega. eNOS je identifikovana kao zastitni
faktor za bubreznu funkciju. Renalaza je obrnuto proporcionalna jacini glomerulske
filtracije, a pozitivno sa vrednostima kreatinina i lipidnim poremecajima, ali nije u
korelaciji sa parametrima endotelne disfunkcije 1 najverovatnije je odredena funkcijom
bubrega. Ukupni holesterol, LDL, nonHDL i VCAM-1 su u inverznoj korelaciji sa
glomerulskom filtracijom 1 nezavisni su prediktori za smanjenje glomerulske filtracije,
kao 1 nakon multivarijantnog prilagodavanja. Koncentracije HDL-holesterola, C-
reaktivnog proteina, triglicerida 1 ICAM-1 nemaju uticaj bubreznu funkciju. Svi
evaluirani parametri inflamacije i lipidnog statusa nisu se razlikovali izmedu grupa u
pogledu imunosupresivne terapije. Koncentracija renalaza je bila viSa u grupi pacijenata
na ciklosporinu, a ovi pacijenti su imali i viSe vrednosti ureje i1 kreatinina.

Kljuéne reci: ADMA, SDMA, adhezioni molekuli, bubrezna disfunkcija,
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Abstract

Introduction. Renal replacement therapy remains the treatment of option for
patients in end stage renal disease. The most frequent cause of late allograft loss is
cardiovascular disease, which constitutes the leading cause of death of renal transplant
recipients (RTR). When compared with the general population, RTR show a four-fold
greater risk for CVD, and a two-fold higher risk for cardiovascular death. Renal
transplant dysfunction can be considered as a traditional risk factor, while high
sympathetic activity and accumulation of the endogenous inhibitor of endothelial NO
synthase (eNOS), asymmetric dimethylarginine (ADMA) are factors peculiar to chronic
renal failure. eNOS can be strongly inhibited by ADMA, whose accumulation in plasma
may play an important role in endothelial dysfunction.

ADMA is an uremic toxin that can be considered as parameter of endothelial
dysfunction. ADMA, also, causes local vasoconstriction when infused intra-arterially.
Symmetric dimethylaginine (SDMA) does not inhibit NOS directly, and is also elevated
in patients with renal failure, its levels, better than ADMA, correlate with glomerular
filtration rate (GFR). ADMA was proposed to be a marker for atherosclerotic changes,
and for the assessment of cardiovascular morbidity and mortality.

Atherosclerosis is today described as a disease where inflammation is the
dominant pathological and biochemical alteration. The development of the atherosclerotic
plaque is closely linked to expression of different cellular adhesion molecules (CAMs),
that are essential mediators, playing a central role in the recruitment of inflammatory
cells to the site development. Many factors were demonstrated to increase concentration
of cellular adhesion molecules: hypertension, immunosuppressive therapy, autoimmune
disease and cell mediated allograft rejection. These CAMs can be measured in plasma
and therefore may represent promising biomarkers that may reflect underlying

endothelial activation and vascular inflammation.



Besides inflammation many studies have generally suggested a positive
association between dyslipidemia and end stage renal disease and advanced chronic
kidney failure. Renal disease is associated with profound abnormalities in lipids and
lipoprotein metabolism and in renal transplant recipients hyperlipidemia is a well known
feature. It has been suggested that dyslipoproteinemia observed in kidney disease
contributes to the progression of glomerular and tubular lesions, with deterioration to end
stage renal disease. Factors that induce post-transplant dyslipidemia include age, body
weight, pre-transplant lipid levels, presence of proteinuria and allograft dysfunction.

Standard immunosuppressive therapy usually consists of triple drug therapy of
three drug classes: calcineurin inhibitors, anti-proliferative agents and corticosteroids.
Corticosteroids and cyclosporine, besides the nephrotoxic effect, seem to be one of the
main contributing factors that influence the post-transplant lipidemic profile.
Cyclosporine plays an independent role in elevating cholesterol levels by modulating the
low density lipoprotein (LDL) receptors. Corticosteroids, cyclosporine and tacrolimus (to
a lesser degree than cyclosporine) increase post-transplant cholesterol and triglycerides
levels, usually in dose dependent fashion. Elevated total and LDL cholesterol occur in
about 60% and hypertriglyceridemia in about 35%, whereas low high density (HDL)
cholesterol is present in only 15% of renal transplant recipients.

Enhanced sympathetic activity is frequently reported in end stage renal disease,
and such activation declines, but does not normalize, after successful kidney
transplantation.

Renalase is a new flavoprotein that regulates sympathetic tone and blood pressure.
It is secreted by the kidney and is reported that has monoamine oxidase (MAOQ) activity,
therefore may metabolize catecholamines. Cardiomyocytes, liver and skeletal muscles
also secrete renalase, and it was found in peripheral nerves, central nervous system,
adrenals, adipose tissue, 12.5-day-old embryo and endothelium. It circulates in the blood
as a proenzyme waiting for elevated catecholamines for activation.

The purpose of the study was to observe parameters of endothelial dysfunction
(parameters of chronic inlammation and nitrosative stress), lipid profile disturbances and
the level of sympathetic activity in the stable renal transplant recipients, to assess

correlations between renal dysfunction and inflammatory biomarkers, lipid profile



disturbances, nitrosative stress and sympathetic activity, as well as potential differences
in these parameters in regard to immunosuppressive protocol, and among them to
hypothesize the best independent predictor, and predictors of early renal dysfunction after
multivariate modeling (adjustment for age, body mass index, hypertension, smoking and
diabetes mellitus).

Methods. We enrolled 73 renal transplant recipients, who were greater than 12
months post-renal transplant surgery, had a stable graft function, no clinically present
cardiovascular disease and were on standard immunosuppression. The study was
conducted between March and November 2012 at the Clinic for Nephrology, Dialysis
and Transplantation, Clinical Centre Nis. Ethics Committee of Medical Faculty Nis
approved the study and fully informed written consent was obtained from each patient.

Results. Significant differences were found between clinical and control group in
sistolic blood pressure, (p<0.001), diastolic blood pressure, (p<0.001), urea (p<0.001),
creatinine (p<0.001), creatinine clearance (p<0.001), hemoglobin (p=0.003), white blood
cells, (p=0.003), total cholesterol (p<0.001), non-HDL (p<0.001) and Tg (p<0.001).
Plasma concentration of nitrates (p<0.001), eNOS (p<0.001), ADMA (p=0.001), SDMA
(p<0.001), renalase (p<0.0001), ICAM-1 (p<0.001), and VCAM-1 (p<0.001), were
statistically increased with regard to controls. Non-adjusted OR showed that there was a
significant risk of reduced GFR in patients with total cholesterol higher than 5.19
mmol/L, LDL cholesterol>4.1 mmol/L, non-HDL>4.2 mmol/L and higher VCAM-1
concentration. After adjustment for age and in multivariable model OR showed a
significant risk for reduced GFR in patients with total cholesterol >5.2 mmol/L, LDL>4.1
mmol/L, non-HDL>4.2 mmol/L and higher VCAM-1 concentration. HDL, triglycerides,
CRP and lipoprotein ratios did not have any significance as predictors of renal
dysfunction. Finally, there were no differences in all evaluated parameters between
groups in regard to immunosuppressive therapy. Total cholesterol, LDL, non-HDL and
VCAM-1 are strong and independent predictors of renal dysfunction in stable renal
transplant recipients. In contrast HDL, CRP, triglycerides and ICAM-1 did not seem to
have any impact on renal dysfunction.

Non-adjusted OR showed that there was a significant risk of reduced eGFR in

transplant recipients with increased renalase activity (p=0.026); age-adjusted OR showed



a significant risk of reduced eGFR with increased renalase activity (p=0.042), also after
multivariable adjustment (p=0.032). Increased plasma eNOS activity was protective
factor for eGFR (p=0.011), also after adjustment for age (p=0.045), and after multivariate
modeling, eNOS was shown to be protective factor for eGFR (p=0.014). Significant
differences with respect to immunosuppression were in plasma renalase in patients
maintained on cyclosporine (p=0.027), as well as differences in eGFR (p=0.034).

We found statistically significant inverse correlation between renalase and eGFR
(p<0.001), positive correlation between renalase and creatinine (p=0.003), total
cholesterol (p<0.001), LDL-cholesterol (p=0.046), and non-HDL cholesterol (p=0.01).
There was a significant difference in plasma renalase with regard to chronic kidney
disease stages (p<0.001). Renalase correlated with leukocytes, but did not correlate with
C-reactive protein. Renalase did not correlate with any of parameters of endothelial
dysfunction, neither with some demographic data (gender, age, time or type of
transplantation, risk factors). There were no differences in renalase activity with regard to
antihypertensive therapy.

Conclusion. Renalase was shown to be strong predictor for decreased eGFR in
stable renal recipients. eNOS was identified as a strong protective factor for eGFR.
Renalase strongly and inversely correlated with eGFR, positively with creatinine and
lipid disturbances, but did not correlate with endothelial dysfunction parameters, and is
most probably determined by kidney function. Total cholesterol, LDL, non-HDL and
VCAM-1 strongly and inversely correlated with glomerular filtration rate and were
shown to be independent predictors for decreased GFR, as well as predictors by
multivariate modeling. In contrast there was no correlation of HDL, CRP, triglycerides
and ICAM-1 with glomerular filtration rate. All evaluated lipid and inflammation
parameters did not differ between the groups in respect to immunosuppression therapy
protocol. Renalase was significantly higher in the group of patients on cyclosporine.

Key words: ADMA, SDMA, adhesion molecules, blood pressure, dyslipidemia,

eNOS, inflammation, kidney transplantation, renalase, renal dysfunction.
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Uvod

1.0. Uvod

Uvodenje postupka transplantacije organa nesumnjivo je jedan od najvecih
napredaka moderne medicine. Ovo je tretman koji ne samo da omogucava produzenje
zivotnog veka pacijenata sa gubitkom funkcije organa (bubrega, srca, jetre i dr), veé
pruza mogucénost 1 potpune rehabilitacije. Transplantacija kao metoda leCenja je
osamdesetih godina proSlog veka bila eksperimentalna, vrlo rizi¢na, a u klinickim
uslovima privilegija malog broja transplantacionih centara u visoko razvijenim zemljama.
Danas je to Siroko rasprostranjena i gotovo rutinska operacija u vise od 80 drzava Sirom
sveta. Najveci broj transplantacija na godiSnjem nivou uradi se u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (oko 13000), Kini, Brazilu i Indiji, a najve¢i napredak na ovom polju
zabeleZen je u Austriji, Hrvatskoj, Norveskoj, Portugaliji i Spaniji.

Transplantacija bubrega je najoptimalniji vid le€enja pacijenata u terminaloj fazi
bubrezne bolesti. U odnosu na druge dve metode lecenja, hemo i peritoneumsku dijalizu,
znacajno dovodi do poboljSanja kvaliteta Zivota 1 produzenja zivotnog veka pacijanata,
ujedno je 1 najjeftiniji vid lecenja ovih pacijenata. Podaci americkog registra US Renal
Data System-a ukazuju da je stopa prezivljavanja pacijenata sa transplantatom u odnosu
na pacijente na dijalizi znacajno visSa za sve starosne kategorije. NajviSa je u populaciji
mladih pacijenata, kao i kod pacijenata sa dijabetesnom nefropatijom. Potreba za
transplantacijom bubrega naroCito ¢e rasti sa porastom incidencije dijabetesne
nefropatije. Ovde je, s obzirom na duzinu prezivljavanja u odnosu na druge vidove
aktivnog le¢enja hroni¢ne bubrezne slabosti, ovo metoda izbora.

Istorijat transplantacije pocinje prvom uspeSnom transplantacijom bubrega
izmedu jednojaj¢anih blizanaca, u Bostonu 23. decembra 1954. godine i predstavlja

pocetak nove ere u leCenju bubrezne insuficijencije. Pre otkrica imunosupresivne terapije
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oko 60% recipijenata je imalo epizode akutnog odbacivanja grafta unutar prve godine
nakon transplantacije. Kako se transplantacija razvijala kao metoda, u periodu izmedu
1965. 1 1980. stopa prezivljavanja je progresivno rasla na oko 90% prezivelih unutar prve
godine. Klju¢ni trenutak bio je uvodenje ciklosporina u standardni terapijski protokol
sredinom osamdesetih godina. To je dovelo do znacajnog prezivljavanja grafta, pa se
stopa prezivljavanja raCunala za period od pet godina. Trostruki imunosupresivni
protokol u kombinaciji sa boljom tipizacijom tkiva, prezervacijom organa i
preveniranjem oStec¢enja tokom same intervencije (toplo-hladna ishemija) doveli su do
znacajnog napretka u prezivljavanju grafta.

Akutno odbacivanje alografta visoko 1 nezavisno koreliSe sa njegovom hroni¢cnom
disfunkcijom, odnosno smanjenjem incidencije akutnog odbacivanja objaSnjava se porast
prezivelih alografta. Dokazano je da pacijenti bez akutne epizode odbacivanja imaju na
godiSnjem nivou smanjenje relativnog rizika za hroni¢no odbacivanje 6,3%. Pacijenti,
pak, koji su doziveli jednu ili vise epizoda odbacivanja grafta u prvoj godini nakon
transplantacije imaju smanjenje rizika samo za 0,4%. Za populaciju sa visokim titrom
donor-specificnih  HLA antitela, koji se smatraju nepodesnim kandidatima za
transplantaciju, uvode se protokoli za desenzitizaciju, tako da se smatra da u doglednoj
buduénosti nece biti pacijenata kod kojih je kontraindikovano izvodenje procedure.

Ako se uzme u obzir da su faktori koji mogu da dovedu do akutnog adbacivanja
grafta uglavnom poznati, te tako mogu biti 1 eliminisani, kratkoro¢no prezivljavanje
grafta viSe ne predstavlja najveci problem u transplantaciji. Najznacajniji problem tokom
prac¢enja ovih pacijenata, a istovremeno 1 izazov za sve ¢lanove transplantacionog tima,
predstavlja dugoro¢no prezivljavanje grafta i sprecavanje razvoja kasnih komplikacija.
Medutim najce$¢i uzrok smrtnosti pacijenata sa transplantiranim bubregom je razvoj
komplikacija na kardiovaskularnom sistemu.

Recipijenti grafta imaju u odnosu na populaciju zdravih 35-50% vecu ucestalost
kardiovaskularnih komplikacija i oko 4 puta veci rizik za smrti ishod. Neke studije su
pokazale da viSe od 50% pacijenata sa transplantatom umire od posledica ishemijske
bolesti srca. Rizik od nastanka sr€ane ishemije je za 20% visi u populaciji obolelih od
Se¢erne bolesti, a za 6,4% visi u populaciji bez dijabetesa, u odnosu na zdravu populaciju.

Iste studije su pokazale da ne postoje razlike u starosti ispitanika (55-64 godina). Ako se




Uvod

posmatra rizik za razvoj angine pektoris, visi je 12-16 puta u starosnoj grupi od 40 do 49
godina u odnosu na opStu populaciju 1 3-4 puta visi za populaciju starosne dobi od 60 do
69 godina. Ipak smrtnost od kardiovaskularne bolesti (KVB) je u poredenju sa
pacijentima na dijalizi svakako niza. Godis$nji mortalitet od KVB u populaciji pacijenta
na dijalizi je 9,1%, u populaciji pacijenata sa transplantatom 0,54%, dok je u populaciji
zdravih 0,28%. Imunosupresivna terapija je jedan od glavnih faktora u razvoju pomenutih
komplikacija.

Ovi pacijenti u sklopu svoje primarne bubrezne bolesti, kao i zahvaljuju¢i dugoj
ekspoziciji faktorima rizika tokom uremije (i dijaliznog perioda) i samog ishemijsko-
reperfuzionog osteCenja bubrega tokom operacije i nakon transplantacije, imaju znake
endotelne disfunkcije. Endotelna disfunkcija, odnosno oSte¢enje endotela je najznacajniji
faktor u patogenezi kardiovaskularne bolesti i zajedno sa aterosklerozom lezi u osnovi

kardiovaskularnih komplikacija.
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2.0. Pregled literature

2.1. Endotel-fiziologija i patofiziologija

Endotel oblaze unutras$njost krvnih sudova i istovremeno predstavlja Zlezdu sa
unutra$njim luenjem, koja se sastoji od oko 10" endotelnih ¢elija, teZi oko lkg i ima
povrinu od oko 4000-7000 m?.'? Razumevanje fiziologije endotela na treba bazirati
samo na njegovoj ulozi fizicke barijere izmedu cirkulacije 1 krvnih sudova, ve¢ ga treba
posmatrati kao organ signalne transdukcije. Usled promena u cirkulaciji fenotip
endotelnih ¢elija moZe biti modifikovan.’ Fundamentalni je organ u odrzanju vaskularne
homeostaze 1 ima precizan i dobro programiran odgovor na razlicite fizicke i hemijske
signale iz cirkulacije. SintetiSe biomolekule koji reguliSu vaskularni tonus, inhibiSu
adheziju ¢elija i inflamaciju, agregaciju trombocita i proliferaciju glatkomisiénih ¢elija.*
Fenotip endotelnih ¢elija moze znacajno da varira u svojoj strukturi ili funkciji, ¢ak 1 u
morfoloski 1 funkcionalno veoma sli¢nim tkivima (npr. glomerularnim i peritubularnim
kapilarima) njihova funkcija moze da bude strogo specijalizovana. U svim vaskularnim
koritima, ukljucujuéi i bubreg, endotelne ¢elije pokazuju visok stepen aktivnosti, a samo
intaktan endotel je od klju¢ne vaznosti za pomenute funkcije.

Prva zapazena i najbolje proucena funkcija endotela je u odrzanju tonusa krvnih
sudova. Ova uloga podrazumeva sposobnost sinteze potentnih vazoaktivnih molekula,
bradikinina ili trombina, koji ucestvuju u procesima relaksacije i konstrikcije krvnog
suda.® Ovakva vazomocija odrzava ravnotezu izmeZu metabolickih zahteva i oksigenacije
tkiva, regulacije tonusa i dijametra krvnog suda, a takode ima ulogu i u remodelovanju
vaskularne strukture i dugotrajne perfuzije tkiva.” Kljuéni molekul koji u vaskularnoj
fiziologiji koji odrzava integritet krvnih sudova je azot monoksid (NO). Svako smanjenje
njegove sinteze, inhibicija delovanja ili smanjenje bioraspolozivosti dovode do redukcije

funkcije endotela.
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Pored uces¢a azot monoksida, vazodilatacija moze da se ostvari aktivacijom
kalijumovskih kanala i depolarizacijom glatkomigi¢énih ¢elija.® Mehanizmi ovakve
relaksacije, kao 1 uceS¢e hiperpolariSu¢ih faktora endotelnog porekla, (endothelium
derived hyperpolarizing factor-EDHF: faktori porekla citohroma i C-natriuretski peptid)
su jo§ uvek nedovoljno razjaSnjeni. Postoji moguénost da se ovi faktori razlikuju u
odnosu na vaskularno korito.* Poznato je da EDHF moZe da kompenzuje izostanak efekta
azot monoksida, naroCito u mikrocirkulaciji, Sto je od velikog znacaja ukoliko je

bioraspolozivost NO smanjena.’

Prostaciklin je endotelnog porekla, iz sistema
ciklooksigenaza i svoj vazodilatatorni efekat ostvaruje nezavisano od aktivacije NO,® ali
se smatra da je njegov efekat na relaksaciju krvnih sudova ograni¢enog delovanja.
Endotel ucestvuje u modulaciji vazomocije i aktiviranjem molekula sa efektom
vazokonstrikcije: endotelina i vazokonstriktornih prostanoida, kao i putem konverzije
angiotenzina I u angiotenzin II na povrsini endotela.”'® Ovi vazokonstriktori
predominanto deluju lokalno, ali pod odredenim uslovima mogu da imaju sistemski

efekat 1 uCestvuju u remodelovanju krvnih sudova.

2.1.1. Azot monoksid kao glavni regulator vaskularne homeostaze

Prva zapazanja o vazoaktivnim sposobnostima azot monoksida datiraju iz
osamdesetih godina proslog veka kada je nazvan faktor relaksacije endotelnog porekla
(endothelium derived relaxing factor-EDRF). Ovaj molekul gasa i relativno nestabilan
diatomni slobodni radikal, je najpotentiniji, za sada poznati, endogeni vazodilatator. Azot
monoksid nastaje oksidacijom amino kiseline L-arginina, u prisustvu kofaktora
tetrahidrobiopterina,'' delovanjem specifiéne grupe enzima, azot monoksid sintaza
(NOS), (slika 1). Za sada su opisane tri razli¢ite izoforme NOS, izolovane iz endotelnih
¢elija, endotelna (eNOS), neuronalna (nNOS) i inducibilna (iNOS). Nakon produkcije,
NO difunduje u glatkomisSi¢ne celije, gde dovodi do njihove relaksacije aktivacijom
solubilne guanilat ciklaze (reaguju¢i sa gvozdem) sa porastom intracelularnih
koncentracija cikliénog guanozin monofosfata (cGMP).! ¢cGMP aktivira nekoliko
proteinskih kinaza dovode¢i do izlaska Ca iz ¢elija, poveéanog preuzimanja od strane

sarkoplazmatskog retikuluma i posledi¢ne vazodilatacije.
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NO kao signalni molekul ucestvuje u razli¢itim bioloSkim procesima u humanoj
populaciji: regulaciji neurotransmisije, antimikrobnoj zastiti, odrzanju ventilacije,
sekreciji hormona, angiogenezi, inflamaciji, zastiti od ishemijsko-reperfuzionih oste¢enja

i aktivaciji imunskog odgovora.'?

Acetilholin, serotonin, L O O,

——» “Shear stress”

trombin, bradikinin N, L~ 0N 7Y

ladl
Kalmodulin Ca“l L-Citrulin
gﬁ? PH\ eNOS Endotelna
k/"<A celija
L-Arginin (‘\NO

Glatkomigiéna
celija

GC
GTP ——» cGMP
Relaksacija

Slika 1. Sinteza azot monoksida i mehanizam relaksacije glatkomisi¢ne Celije
preuzeto iz Govers R

Farmakoloska blokada ili genski deficit eNOS smanjuje stvaranje NO,
kompromituje vazodilataciju i povecava vaskularni otpor. NO se kao klju¢ni modulator
protoka krvi 1 odrzanja krvnog pritiska, sekretuje kao odgovor na istezanje krvnog suda
(fizicka aktivnost povecava njegovu sintezu 1 sekreciju). Stimulatori njegovog
oslobadanja su i vazokonstriktori tipa: noradrenalin, endotelin, angiotenzin II i serotonin,
a njegova produkcija moZe biti stimulisana i aplikacijom acetilholina i bradikinina."® Kod
pacijenata sa koronarnom boles¢u, nedovoljna bioraspolozivost NO dovodi do izrazene
ishemije. Osim vazodilatatornog efekta, NO ima snazan anti-aterosklerotski efekat, tako
da njegova deficijencija dovodi do razvoja aterotromboze i dalje ishemije. Ovaj molekul
smanjuje vaskularnu produkciju superoksidnih radikala, stepen oksidativnog oStecenja i
mogucénost oksidacije LDL-holesterola. Osim pomenutih efekata NO ucestvuje u
modulaciji krvnih sudova, odnosno odrzanju njihove strukture, na taj nacin §to suprimira
proliferaciju glatkomi$i¢nih ¢elija (blokiranjem sinteze DNK i mitogeneze).14 Hroni¢ni
deficit ovog molekula doprinosi zadebljanju tunike medije i/ili hiperplazije tunike intime

krvnog suda, §to je od najveéeg znalaja u patogenezi aterosklerotskog plaka.'> U
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eksperimentalnom modelu genska terapija sa NOS dovodi do redukcije vaskularne lezije
nastale nedostatkom NO.'® Osim toga intaktan endotel onemoguéava interakciju zida
krvnog suda 1 wuobliCenih Celijskih elemenata: celija limfo-monocitne linije
interferiranjem ili blokiranjem leukocitnih adhezionih receptora (CDI11/CDI18) i
trombocita (porastom intracelularnih nivoa ¢cGMP),' pri &emu onemogucava kontakt
glatke muskulature i1 trombocitnog faktora rasta. Inhibiciju trombocitne agregacije azot
monoksid ostvaruje sinergisticki sa drugim vazodilatatorom endotelnog porekla-
prostaciklinom PGI2. Deluje antiinflamatorno tako Sto blokira aktivaciju endotelnih ¢elija
sprecavanjem ekspresije nuklearnog faktora kB (NF«kB), deluju¢i putem najmanje dva
razli¢ita mehanizma 1 blokiraju¢i nuklearnu translokaciju aktivne subjedinice, koja je
odgovorna za ekspresiju adhezionih molekula i proinflamatornih citokina.'” Smanjenje
bioraspolozivosti NO je inicijalni dogadaj u vaskularnim bolestima i znac¢ajno doprinosi

daljem razvoju vaskularnih lezija.

2.1.2. Azot monoksid i bubreg

Azot monoksid ucestvuje u kontroli bubrezne hemodinamike i u procesu
formiranja urina, delujuéi na razli¢itim nivoima nefrona. Vrs$i dilataciju aferentne i
eferentne arteriole, povecava jaCinu glomerulske filtracije i menja koncentraciju
natrijuma kroz razli¢ite segmente bubreznih tubula i sabirnih kanali¢a. Tako da inhibicija
sinteze NO ima snazan sistemski efekat, ali i lokalno, na nivou samog bubrega.
Eksperimenti na zdravim dobrovoljcima su pokazali da infuzija endogenih inhibitora
eNOS, dovodi do dozno zavisnog pada u renalnom protoku plazme, kao i1 u porastu
vaskularne rezistencije, dok jacina glomerulske filtracije ostaje nepromenjena.

Na nivou bubrega sinteza arginina se deSava uglavnom na nivou proksimalnih
tubula, mada je eNOS identifikovana i u glomerulima, krvnim sudovima, bubreznim
tubulima i sabirnim kanali¢ima.'®'” Druga izoforma NOS (inducibilna-iNOS) je
eksprimirana u glatkim miSi¢ima krvnih sudova bubrega, distalnom kraju eferentne
arteriole 1 ascedentnom kraku Henleove petlje.20 Citokini koji stimuliSu iNOS su
pronadeni u kulturi ¢elija proksimalnih tubula, medularnom segmentu sabirnih kanalica 1

mezangijalnim éelijama.?’
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Bubrezni protok pozitivno koreliSe sa endotel-zavisnom vazodilatacijom, a

endotelne Celije bubreznih ,, vasa recta“ normalno produkuju NO. Iz tih razloga inhibicija

sinteze NO na nivou bubrega je inicijalni dogadaj kojim zapoc€inju brojni patofizioloski

.22
procesi:

Smanjenje jacine glomerulske filtracije, sa porastom vaskularnog otpora u
eferentnoj i aferentoj arterioli

Redukcija ukupnog bubreznog protoka sa porastom totalnog vaskularnog otpora u
bubregu

Inicijalno smanjenje sekrecije renina

Porast krvnog pritiska sa oSteenjem ekskretorne funkcije bubrega, u prvom redu
smanjenje eliminacije Na

Smanjenje stimulacije za transport Na" i HCO3 na nivou proksimalnih tubula,
posredovanih cGMP

Produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

Produkcija peroksinitrita u prisustvu superoksidnog anjona

2.1.3. Endotelna azot monoksid sintaza

Sve tri forme azot oksid sintaza (NOS) su monomeri. Svaka subjedinica se sastoji

od oksidaznog (nosi prosteticnu hem grupu) i reduktaznog domena (vezuje NADPH,

FAD i FMN), slika 2. Prisustvo hem grupe omogucava dimerizaciju NOS-a, zapravo hem

je jedini kofaktor koji je apsolutno neophodan za formiranje aktivnih dimera. Oksidazni

domen vezuje kofaktore: 5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (BH4), molekularni kiseonik (O;) 1

supstrat L-arginin. Reduktazni domen vezuje jo§ i kalmodulin (CaM) koji stimuliSe

transfer elektrona.'* Sinteza NO se odigrava u dva ciklusa: u prvom ciklusu NOS vrsi

hidroksilaciju L-arginina do N-hidroksi-L-arginina, a u drugom ciklusu dolazi do njegove

oksidacije, pri ¢emu nastaju NO i L-citrulin, kao medjuprodukt.'*
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Slika 2. Grada i metabolizam azot monoksid sintaze
preuzeto iz Boger RH et al.*

Endotelna azot monoksid sintaza (eNOS) je primarni endogeni izvor NO 1 njena
ekspresija je u direktnoj vezi sa koncentracijom nitrita u plazmi,”?* uz pretpostavku da
nitriti bolje reflektuju bioraspoloZivost azot monoksida.”* Akutna ili hroni¢na
administracija arginina povecava produkciju eNOS, popravlja funkciju endotela i
smanjuje rizik od ateroskleroze.”> Sinteza NO mozZe biti selektivno inhibisana
gvanidinom supstituisanim analozima L-arginina, koji kompetitivno blokiraju aktivni deo
eNOS. Prve studije koje su uradene na animalnim modelima, kao farmakoloske blokatore
bioraspolozivosti azot monoksida ispitivale su N-monometil L-arginin (L-NMMA) i N-
nitro L-arginine metil estar (L-NAME). Kao posledica blokade doSlo je do razvoja

hipertenzije. Nakon rezultata na animalnom modelu analozi L-arginina su detektovani u

humanim tecnostima, plazmi i urinu i oznaceni su kao endogeni inhibitori NOS.

2.1.4. Endotelna aktivacija i reparacija

Uobic¢ajeno se promena funkcije endotelnih celija definiSe kao endotelna
disfunkcija, medutim sa patofizioloskog aspekta pogodniji termin je endotelna aktivacija.
Ona predstavlja promenu aktivnosti endotela: od stanja mirovanja do odgovora na
delovanje razli¢itih faktora endotelnih oite¢enja.* Endotelna disfunkcija u sustini
oznacava delimican ili potpuni disbalans izmedu vazokonstriktornih 1 vazodilatatornih
Cinilaca. Drugim re¢ima to je naruSena ravnoteza izmedu faktora promocije i inhibicije
rasta, proaterogenih i antiaterogenih faktora i izmedu prokoagulantnih i antikoagulantnih

faktora.
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Faktori oStecenja endotela najceS¢e aktiviraju njegove unutrasnje molekularne
mehanizme, Sto rezultuje ekspresijom citokina i1 adhezionih molekula na endotelnim
¢elijama, leukocitima 1 trombocitima, odnosno pokre¢e mehanizam hroni¢ne
inﬂamacije.26 Osnovni patofizioloski mehanizam je aktivacija redoks signalizacije i

promena u delovanju NO* (slika 3).
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Slika 3. Mehanizmi oStecenja endotela
preuzeto iz Forstermann U et al.'*

Reaktivne kiseonicne vrste u prisustvu superoksid dismutaze mogu da stvaraju
vodonik peroksid, koji poput NO difunduje u glatkomisi¢ne Celije, reaguje sa cisteinskim
grupama proteina i menja njihovu funkciju.”’ Posledice ovakve aktivacije su fosforilacija
transkripcionih faktora, indukcija remodelovanja hromatina unutar gena i aktivacija
proteaza.* Superoksidni radikal, O,” moZe da reaguje sa NO, pri ¢emu dolazi do stvaranja
toksi¢nog peroksinitrita ONOO . Na taj nacCin se protektivni efekat azot monoksida gubi
1 on pocinje da se ponasa kao agresivni slobodni radikal.

U patoloskim uslovima slobodne radikale moze da stvara i eNOS. Ukoliko nema

tetrahidrobiopterina kao kofaktora ili je L-arginin deficitaran, dolazi do formiranja
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superoksida ili vodonik peroksida.' Na taj nagin zapo&inje zatarani biohemijski krug, u
kome vaskularni protektori postaju generatori slobodnih radikala.

Ukoliko ekspozicija faktorima oSteCenja traje duZe, dolazi do gubitka
antiinflamatornog efekta endotelnih ¢elija, njihovog integriteta i prelaska endotelnih
¢elija u cirkulaciju.® Vremenom moze da dode do gubitka endotela ¢itavog krvnog suda
ili do njihovog remodelovanja, sa posledi¢no smanjenom perfuzijom tkiva i razvojem
hroni¢ne hipoksije. CirkuliSu¢i biomarkeri endotelnog osStecenja su detektovani u
perifernim i koronarnim aterosklerotskim lezijama. U ostalim proinflamatornim stanjima
koja su, povezana sa vaskularnim oStecenjima kao Sto su reumatoidni artiritis 1 sistemski
lupus,” mogu se, takode, otkriti ovi biomarkeri. Smatra se da njihova kvantifikacija moze
biti rani marker endotelne disfunkcije.

Integritet endotela ne zavisi samo od stepena osteCenja, ve¢ i od moguénosti
njegove reparacije. Za sada su opisana dva mehanizma reparacije endotela. Prvi je
moguénost replikacije endotelnih éelija sa njihovom lokalnom zamenom.*® Drugi je
vezan za aktivaciju cirkuliSu¢ih endotelnih progenitorskih ¢elija i to je alternativni nacin
reparacije endotela.’’ Ove progenitorske éelije su primitivne i poreklom su iz kosne srZi.
Nalaze se u perifernoj krvi i mogu da se diferenciraju u zrele Celije sa endotelnim
karakteristikama.* Ova diferencijacija zavisi od aktivacije NO i delom moze biti
inhibisana kod osoba koje imaju pozitivne faktore rizika za kardiovaskularne bolesti.*®
Rezultati nekih studija pokazali su da fizicka aktivnost ili upotreba statina deluju
potentno na mobilizaciju progenitorskih éelija, jer povecavaju bioraspolozivost NO.>*
Dokazano je 1 da ove progenitorske ¢elije pod uticajem proinflamtornih citokina mogu da
se diferenciraju u druge ¢elije mijeloidne loze: makrofage 1 dendriti¢ne Celije, te da na taj
naéin uéestvuju u patogenezi vaskularnog ote¢enja.*®

Pravi modus oCuvanja endotelne funkcije lezi u odrzanju vrlo delikatne ravnoteze
izmedu ekspozicije faktorima oSte¢enja i mogucnosti reparacije. Dokazano je da osobe sa
veéom koncentracijom progenitorskih ¢elija imaju bolje ocuvanu funkciju endotela. S
obzirom na to da su endotelne ¢elije najrasprostranjenija struktura u organizmu, njihovo
oStecenje je, svakako, u osnovi patogeneze razvoja i progresije kardiovaskularne bolesti,

Secerne bolesti 1 bubrezne disfunkcije.
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2.1.5. Endotel kao ciljno mesto oSteéenja u bolestima bubrega i kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom

Pacijenti sa primarnom boleS¢u bubrega, kao i pacijenti u toku samog akta
transplantacije bubrega, (ishemijsko-reperfuziono osStecenje) i nakon toga (obavezna
trostruka imunosupresivna terapija) predisponirani su za nastanak oSte¢enja endotela.
Ovom ostec¢enju doprinose 1 faktori rizika koji se mogu podeliti u tri grupe. Prvu grupu
¢ine klasi¢ni ili tradicionalni faktori rizika u koje spadaju: hipertenzija, dislipidemija,
pusenje i dijabetes. Druga grupa faktora su netradicionalni faktori rizika i oni su
specificni za bubreznu bolest. To su anemija, sekundarni hiperparatiroidizam i duzina
dijaliznog perioda. U trecu grupu faktora ubrajaju se: hiperaktivnost simpatickog nervnog
sistema, stimulisana akumulacija endogenog inhibitora = eNOS-asimetri¢nog
dimetilarginina (ADMA) i hiperhomocistinemija.’’

Postoje egzaktni dokazi koji ukazuju da je endotelna disfunkcija predisponirajuci
faktor za razvoj komplikacija kod bubreznih bolesnika po tipu ubrzane ateroskleroze.’®
Endotelna NOS 1 iNOS imaju protektivnu, ali i Stetnu ulogu u akutnom i hroni¢nom
odbacivanju kalema. ***°

Kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, endotelna disfunkcija najcesce
nastaje usled smanjene sinteze NO,*" §to je direktna posledica imunosupresivne terapije i

ve¢ opisanih faktora rizika.*'*

Kod pacijenata sa bubreznim ostec¢enjima, kao i1 kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom, endotelna disfunkcija ne samo da ima ulogu u
nastanku kardiovaskularnog morbiditeta 1 mortaliteta, ve¢ igra i klju¢nu ulogu u
progresiji same bubrezne bolesti. Veliki broj studija je pokazao da je remodelovanje
kapilarne mreze medule bubrega, usled endotelnog oSte¢enja najznacajniji korak ka

ishemiji bubrega i progresiji bubrezne slabosti.

2.1.6. Endotelna disfunkcija i poremecaj metabolizma dimetilarginina

Metilarginini su produkti post-translacione metilacije arginina, reakcije
posredovane porodicom enzima protein arginin metiltransferaza (PRMT 1 i 1I).* Do
danas identifikovani metilarginini su: asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA), simetri¢ni

dimetiarginin (SDMA) i N-monometil-L-arginin (NMMA), slika 3.
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Slika 4. Struktura endogenih metilarginina

Dimetilargini kao potencijalni medijatori endotelne disfunkcije, hipertenzije i
vaskularnog remodelovanja, mogu biti ukljuceni u patogenezu funkcionalnih i strukturnih

#-32 K linicke i eksperimentalne studije su pokazale da

oStecenja transplantiranog bubrega.
dimetilarginini imaju ulogu u nastanku vaskulopatije grafta nakon transplantacije srca,”>”

>7 te se pretpostavlja da imaju isti mehanizam dejstva i kad je bubreg u pitanju.”®

2.1.6.1. Asimetri¢ni dimetilarginin kao endogeni inhibitor azot monoksida

Asimetricni dimetilarginin, ADMA, je derivat arginina koja se normalno sintetiSe
u organizmu u koncentracijama oko 300 umola ili 60 pg dnevno. Predstavlja snazni
kompetitivni endogeni inhibitor za sve tri izoforme NOS, (najsnazniji efekat inhibicije
ostvaruje na eNOS). Na taj na¢in ADMA indirekto uti¢e na sintezu NO i1 na sve
fizioloSke procese posredovane azot monoksidom. Molekulska tezina joj je 202 daltona,
sintetiSe se intracelularno, recirkuliSe u plazmi 1 biohemijski je relativno stabilan
molekul, koji lako difunduje izmedu celija. Moze se detektovati i u urinu i unutar
Gelija.>*0°
Asimetricni dimetilarginin nastaje metilacijom proteinskih ostataka, uz kataliticku
aktivnost dve izoforme protein arginin metiltransferaza (PRMT I i II).°"** Protein arginin

metiltransferaza I direktno ucestvuje u sintezi ADME u svim ¢elijama u organizmu,

kompetitivno deluje prema argininu i blokira NOS. Eksprimirana je u endotelnim,
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glatkomiSi¢nim cCelijama 1 kardiomiocitima. Protein arginin metiltransferaza II pak
dovodi do sinteze drugih metilarginina 1 ne uti¢e direktno na blokadu eNOS, ali ima
kompetitivnu ulogu prema argininu na nivou transportnog sistema Y+. S-
adenozilmetionin (SAM) sluzi kao davalac metil grupe u obe vrste procesa, uz
istovremenu transformaciju u S-adenozilhomocistein (SAH), koji nakon hidroksilacije
prelazi u homocistein.®® Ekspresija PRMT I u endotelnim ¢elijama nastaje usled osteéenja

6455 U humanim endotelnim

zida krvnog suda ili poviSenih vrednosti LDL-holesterola.
¢elijama oksidisani LDL i visoke koncentracije “fizioloSkog” LDL holesterola dovode do
povecane ekspresije gena za PRMT i povecane intracelularne sinteze ADME.® Nakon
razgradnje proteina koji sadrze metilisane arginine u plazmi se mogu detektovati
slobodne NMMA, ADMA i SDMA. Do danas nije opisan drugi nacin formiranja ADME
iz slobodnog arginina.®®®” Razlozi za fiziolosku metilaciju arginina su vezani za: 1)
regulaciju RNK sinteze; 2) regulaciju procesa translacije; 3) reparaciju DNK; ili 4)
interakciju izmedu signalnih proteina translacije.”

Kolicina ADME koja se stvori intracelularno zavisi od metilacije arginina u
proteinima (pretezno histona), od kinetike samih proteina, kao i od medusobnog odnosa
intra 1 ekstracelularnih proteina (intracelularni transport L-arginina putem Y+
transportera-katjonski aminokiselinski transporter).®*®

Intracelularna sinteza NO je u bliskoj vezi sa ulaskom u ¢eliju ekstracelularnog
arginina (intracelularno zahvatanje Y+ transportera sa eNOS) i ekstracelularne ADME,
kao antagoniste arginina na nivou transportera.”” > U endotelnim ¢elijama koncentracije
ADME su oko 10 puta ve¢e nego njene plazmatske koncentracije.”> Dokazano je da su

koncentracije ADME na nivou bubrega i slezine nesto vise u odnosu na ostala tkiva,”* a

intracelularna koncentracija ADME je kljuéni regulator NOS aktivnosti.**
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Slika 5. Sinteza 1 metabolizam dimetilarginina
preuzeto iz Boger RH et al. »°

Do sada opisane uloge ADME se mogu grubo podeliti na efekte koji su NO-

zavisni 1 NO-nezavisni (tabela 1).

Tabela 1. Fizioloski efekat ADME u zavisnosti od aktivnosti azot monoksida

preuzeto iz Raptis V et al.”!

NO-zavisni

NO-nezavisni

Inhibise sve tri izoforme NOS i ekvivalent je L-
NMA inhibitorima”>"®

Inhibira stvaranje NO putem redukcije stvaranja
peroksinitrita (ONOO-) tokom inflamacije u
stanjima povecane iNOS aktivnosti™”

U visokim koncentracijama ADMA i NMMA
deluju kao antagonisti argininu na nivou Y-+
transportnog sistema;

Povisene intracelularne  concentracije
dovode do smanjenja sinteze eNOS®*

U malim koncentracijama molekuli gvanidina
dovode do inhibicije Na-K-ATP-aze u
mikrozomima mozdanog tkiva®'

ADME

Dovodi do razvoja koronarnih mikrovaskularnih
lezija'’

Dovodi do povecane ekspresije
convertujuéeg enzima (ACE)""*

angiotenzin-

Poveéava produkciju superoksida’’

Dozno zavisna inhibicija vaskularnog endotelnog
faktora rasta- NO indukovana fosforilacija na Ser
1177%

Dozno zavisna inhibicija vaskularnog endotelijalnog
faktora rasta —indukovana ERKI1/2 fosforilacija,
kinaza za eNOS fosforilaciju®™
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2.1.6.2. Intracelularne i plazmatske koncentracije ADME

Precizne intracelularne koncentracije ADME do danas nisu definisane, mada se
zna da celije imaju mogucénost povecanja koncentracije metilarginina. Dodavanjem
metilarginina u medijum za kulturu ¢elija, njegova intracelularna koncentracija se moze
povecati i do pet puta u poredenju sa kontrolom.** Ovo je verovatno posledica aktivacije
transportnih sistema metilarginina, koji koriste i druge aminokiseline arginin, ornitin i
lizin.* Ukupna produkcija ADME na nivou endotelnih ¢elija zavisi od ravnoteZe izmedu
metilacije arginina, razgradnje ADME i njenog izlaska iz ¢elija.”

Jo$ uvek se ne zna sa sigurnoscu da li su svi cirkuliSuéi nivoi ADME bioloski
aktivni ili su samo marker intracelularnih koncentracija. Na osnovu koncentracija kod
zdravih ispitanika, starosti 50 do 75 godina, referentne vrednosti ADME u plazmi,
merene high performance liquid chromatography (HPLC) metodom,* iznose 0,43-0,56
umol/l, pri emu su vrednosti u serumu nesto vise.*> U patologkim stanjima, vrednosti
ADME se kre¢u oko 3 umola/l, $to se, po nekim autorima ne smatra dovoljno visokom
koncentracijom za biolosku aktivnost.””® Ovo ukazuje da se fokus sada usmerava ka
odnosu koncentracija ADME 1 arginina. Plazmatska koncentracija arginina se krece
izmedu 30 i 100 pmola/l, a njegove intracelularne koncentracije izmedu 1 i 2 mmol/l.”’
Ovako visoki intracelularni arginin hipoteticki bi ¢inio ADMU neaktivnom, bez
mogucénosti blokade sinteze eNOS-a na nivou identi¢nog argininskog supstrata. Svakako
da bi se ovo odnosilo na arginin koji ve¢ postoji u intracelularnom departmanu i koji za

intracelularni transport koristi Y+ transporter.

2.1.6.3. Eliminacija ADME iz organizma

Asimetri¢ni dimetilarginin i NMMA se u organizmu uglavnom razgraduju.”’
Glavni katabolicki put ADME je razlaganje na citrulin i amine (dimetilamin ili
monometilamin), posredovan enzimom dimetilarginin dimetilaminohidrolazom-DDAH.™
Reakcija ukljucuje eliminaciju gvanidina iz ADME putem cisteina iz DDAH. Nema
sumnje da je cistein aktivna komponenta unutar DDAH, jer njegova zamena serinom ¢ini

88,89

ovaj enzim inaktivnim. Koncentracija cisteina je regulisana koncentracijama NO i on
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je podlozan oksidaciji.®® Povisene koncentracije NO inhibiraju DDAH aktivnost S-
nitrozilacijom aktivne cisteinske komponente i ovaj proces je reverzibilan. Inhibicija
DDAH vodi ka porastu nivoa ADME, a posledi¢no i inhibiciji NOS (retrogradna
regulacija za odrzanje ADMA/NO ravnoteze).”’

DDAH je primarno citoplazmatski enzim i do sada su identifikovana dva gena za
njegovu ekspresiju: na hromozomu 1p22 (DDAH-I) i na hromozomu 6p21.3 (DDAH-II).
Za DDAH-I izomer za sada je identifikovano osam genetskih polimorfizama, dok je za
DDAH-II identifikovano Sest genetskih polimorfizama.”® Tri od osam polimorfizama za
DDAH-I povezano je sa visokim plazmatskim koncentracijama ADME.’' Tako imaju
razli¢itu tkivnu distribuciju, njihova funkcija je gotovo identicna (DDAH-I razgraduje
nNOS, a DDAH-II eNOS). Oba izoenzima se u znacajnim koncentracijama nalaze na
nivou kardiovaskularnog sistema i bubrega, a takode su izolovani iz neutrofila i
makrofaga. Iako se mala koli¢ina ADME izluéi urinom,”>”* bubreg ipak, putem DDAH
sistema, ostaje najznalajniji organ za njenu eliminaciju.** U humanoj populaciji je
procenjeno da se dnevno razgradi oko 250-260 pumol/l, a oko 50-60 pmola ADME se
elimiSe urinom.”” U odnosu na koncentraciju ADME koja se razgradi, koli¢ina u urinu ne
bi trebalo da ima vrednosti vise od 20-30 umol/l. U slu€aju izrazenog smanjenja jacine
glomerulske filtracije, ocekivalo bi se da dode do naglog porasta ADME u plazmi (do 5
umol/L). Ovi nivoi pokazuju znaajnu stabilnost i vrlo retko prelaze granicu od 3
umol/L.95 Ukoliko i dode do naglih porasta, to je najces¢e privremeno i najverovatnije je
rezultat prelaska ADME iz celija u plazmu.” In vitro upotrebom pro&id¢enog
rekombinantnog DDAH-II pokazano je da je razgradnja ADME putem DDAH-II oko 70
puta manja nego DDAH-1."° Smanjenje ekspresije gena za DDAH-II nije imalo nikakav
efekat na plazmatske koncentracije ADME, ali je imalo uticaja na relaksaciju endotela.
Na genetski modifikovanim miSevima pokazano je da je DDAH-I zapravo neophodan za
metabolizam ADME i NMMA in vivo, dok DDAH-2 nema znacajnijeg uticaja na
katabolizam pomenutih metilarginina.”””®

Na smanjenje aktivnosti ovog enzima utic¢u ukupni i oksidisani LDL-holesterol,
citokini, hiperglikemija, infektivni agensi i visoke doze eritropoetina, Sto dovodi do

povecanja koncentracije ADMA i smanjene sinteze NO.
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2.1.6.4. ADMA u progresiji bubreznog oSte¢enja

ADMA bi se definisala kao neklasican faktor rizika u progresiji bubreznog
oStecenja. Nakon unilateralne nefrektomije pacova administracija ADME u periodu od
osam nedelja, dovela je do sledeCeg: a) ADMA je bila u pozitivnoj korelaciji sa
poviSenim oksidativnim stresom, b) nastanka glomerulske (povecana sinteza
intravaskularnog matriksa) i vaskularne fibroze, (porast sinteze kolagena tipa I 1 II i
depozicija fibronektina), c) redukcije peritubularne vaskularne kapilarne mreze, d)
ekspresije mRNK za kolagen tip I i transformisuci faktor rasta f1. Eksperimentalno je
dokazano da se smanjenjem koncentracije ADMA usporava progresija oSteéenja
bubrega” ' i da bi ADMA mogla da bude nezavistan prognosticki marker za progresiju
bubrezne bolesti.'®'™ Prospektivna studija pracenja pacijenata sa dijabetesnom
nefropatijom pokazala je da visoke vrednosti ADME doprinose smanjenju jacine

105 7
Visoke serumske

glomerulske filtracije 1 razvoju terminalne bubrezne bolesti.
vrednosti ADME su dokazane kao znacajni faktor rizika za porast kreatinina dvostruko
od referentnih vrednosti kod pacijenata sa transplantiranim bubregom.'®® ADMA
najverovatnije ima uzro¢nu vezu sa oboljenjima bubrega, mada je to joS uvek
kontroverzno pitanje, ako se zna da je hroni¢na bubrezna insuficijencija sistemski
poremecaj i da je u bliskoj vezi sa mnogim komorbiditetima (insuficijencijom jetre,
perifernom  vaskularnom  bolesti,  hipertenzijom, starenjem, dislipidemijom,
hiperhomocisteinemijom) 1 postojanjem njihovih meduzavisnosti. U populaciji pacijenata
u terminalnim fazama bubrezne bolesti renalaza je dokazana kao prediktor

mortaliteta,'?”1%8

2.1.6.5. Simetri¢ni dimetilarginin

Simetri¢ni dimetilarginin (SDMA) je strukturni izomer ADME 1 nastaje post-
translacionom metilacijom arginina, ali uz uces¢e PRMT II, takode uz prisustvo S-
adenozilmetionina kao donora metil grupe.”> Zajedno sa ADMOM pripada uremijskim
toksinima, ali SDMA, za razliku od ADME nije direktni inhibitor sinteze eNOS. Na
nivou endotelnih celija kompetitivno se vezuje za aminokiselinski membranski

transporter Y+, uslovljavaju¢i deficit arginina 1 na taj naCin indirektno smanjuje
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produkciju NO.** Dokazano je da SDMA smanjuje reapsorpciju arginina na nivou
Henleove petlje na modelu nefrona pacova. Iz svega pomenutog, kao 1 podatka da se
SDMA u potpunosti elimiSe putem bubrega veliki broj istrazivaca dovodi SDMA u vezu

109,110,111 12 . .
T inflamatornim

sa bubreznom disfunkcijom, ekskrecijom kreatinina,
parametrima' "> i mehanizmima koji uéestuju u regulaciji krvnog pritiska,''* a predlozeno
je i da SDMA bude marker kardiovaskularnog oste¢enja.''>''® Za sada je najizvesnije da
bi mogao biti rani biomarker oSte¢enja bubrega, jer SDMA koncentracije rastu paralelno
sa porastom kreatinina. Dokumentovano je da u nekim slucajevima pokazuje veci stepen
senzitivnosti u detekciji bubrezne disfunkcije nego sam kreatinin. Nakon totalne
nefrektomije pacova dokazan je nagli skok SDMA, sa odrzavanjem visokih vrednosti oko
48h 1 porastom koncentracija 20 puta viSe u odnosu na bazalne nivoe.''” Kako SDMA
brze raste u ranim fazama bubrezne bolesti u odnosu na ADMA, smatra se da znacajno
doprinosi kardiovaskularnom morbiditetu kod pacijenata sa hronicnom bubreznom
bolescu, ali nije dokazano da je prediktor mortaliteta u ovoj grupi pacijenata. Osim toga,
kod Zivotinja hranjenih mastima i holesterolom dolazi do poveéanja koncentracije
SDMA, bez uticaja na bubreznu funkciju. SDMA moze da ucestvuje u patogenezi
kardiovaskularnih bolesti 1 bez oSte¢enja bubrega.

Sa druge strane visoke vrednosti SDMA su u boljoj korelaciji sa insuficijencijom

organa u odnosu na ADMA.
2.1.7. Endotelna disfunkcija, inflamacija i ateroskleroza

Endotelna disfunkcija, posmatrana kroz prizmu poremecaja tonusa krvnih sudova,
deSava se mnogo pre strukturnih promena aterosklerotskog tipa i1 predstavlja nezavisni
faktor rizika za buduée kardiovaskularne dogadaje.''® Ostecenje u najveéem broju
slu¢ajeva nastaje nagomilavanjem inflamatornih ¢elija u ciljnom organu. Zatim nastaje
aktivacija mehanizama koji dovode do ekspresije razli¢itih adhezionih molekula 1
hemokina &me se omoguéava regrutacija inflamatornih éelija.'" Ukoliko se ovakve
promene deSavaju u miokardu dolazi do razvoja fibroze i dijastolne disfunkcije. Na nivou

bubrega, prva manifestacija ovih promena je patoloSka albuminurija, zatim slede
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progresivno strukturna oSte¢enja bubrega i bubrezna insuficijencija. Na nivou krvnih
sudova razvijaju se aterosklerotske promene.

Endotelne celije imaju glavnu ulogu u procesu inflamacije, jer predstavljaju
direktnu barijeru izmedu ciljnih tkiva i cirkuliSu¢ih inflamatornih ¢elija. Inicijalni faktor
inflamacije je aktivacija NF-kB porodice transkripcionih faktora.'*’

Ukoliko je ¢elija stimulisana proinflamatornim signalima: citokinima,
endotoksinima, modifikovanim lipidima ili reaktivnim kiseoni¢nim vrstama dolazi do
aktivacije NFxB (vezuje se za promotore razliCitih gena u jedru) i ekspresije
proinflamatornih molekula: ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 (monocitni hemoatraktantni
protein-1), IL-6 i mnogih drugih.'*® Na nivou T-limfocita aktivacija NFkB dovodi do T-
éelijske aktivacije i polarizacije.'”' Angiotenzin II direktno deluje na T-limfocite i
monocite, dovodi do njihove aktivacije, proliferacije i omogucava prodor ka ciljnom
organu.'? Istovremeno deluje inhibitorno na NO i dovodi do produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, sa povecanjem ekspresije proinflamatornih citokina: IL-6 1 MCP-1 1
povecanjem ekspresije vaskularnih adhezionih molekula VCAM-1 na endotelnim

123124125 1nterleukin-18, (porodica IL-1) kao novoidentifikovani proinflamatorni

126

¢elijama.
citokin takode indukuje ekspresiju adhezionih molekula,
127

a deluje 1 hemotaksicno na T-
limfocite.

Hiperholesterolemija omoguéava adherenciju leukocita na endotel,'*® a oksidisani
LDL-holesterol dovodi do aktivacije endotela, smanjujuci intracelularne koncentracije
NO.'” C-reaktivni protein, sintetisan u jetri, takode dovodi do endotelne disfunkcije
smanjenjem produkcije NO i smanjenjem njegove bioraspolozivosti.'”® Ovakva
modifikacija endotela dovodi do hroni¢ne inflamacije u zidu krvnih sudova i predstavlja

uvod ka razvoju ateroskleroze.
2.1.7.1. Inicijacija i progresija ateroskleroze

Jednom aktivirane endotelne Ccelije eksprimiraju selektine, intracelularne i
vaskularne celularne adhezione molekule (ICAM-1 i VCAM-1) i omogucavaju
adherenciju monocita. Ekspresija adhezionih molekula je indukovana proinflamatornim
citokinima IL-1B, TNF-&, CRP-om, proteaza aktiviranim receptorima, oksidisanim LDL

preko oxLDL receptora-1 (LOX-1) i preko interakcije CD40/CD40 liganda (CD40L 1
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CD154)."*""1%° Adherirani monociti migriraju u tuniku mediju, prolaze¢i pored endotelnih
¢elija 1 vezuju se preko svojih receptora (CCR2). Ovaj proces direktno zavisi od
gradijenta MCP-1."*° Kada se nadu u intimi, monociti proliferiu u makrofage i po&inju
da eksprimiraju “scavenger” receptore SR-A, CD36 i LOX-1, koji privlace i “usisavaju”
modifikovane lipoproteine.*”'*® Prepunjeni makrofazi ili penaste éelije, foam cells,
predstavljaju pocetak aterosklerotske lezije, koja de mnovo sekretuje proinflamatorne
citokine. Ovi citokini zaduZeni su za odrzavanje hemotakti¢nog stimulusa za dalje
adheriranje  leukocita, ekspresiju ,,scavenger” receptora (nemaju sposobnost
regulacijskog sniZenja) i promociju replikacije makrofaga.'”” Pored makrofaga u
formiranju ateroma uéestvuju i T-limfociti, dendritske ¢elije i mastociti.'**

T limfociti se vezuju za adhezione molekule (VCAM-1) i na taj nacin lakse ulaze
u tuniku intimu, gde aktivirani antigenima (poput ox-LDL) poc¢inju da sekretuju citokine
koji pojacavaju makrofagnu aktivnost. CD40/CD40L veza izmedu aktivisanih T limfocita
1 makrofaga dovodi do ekspresije tkivnog faktora, matriks metaloproteinaza i
proinflamatornih citokina, &ime se odrzava ve¢ stvoreni inflamatorni milje.'*® Formacija
plaka je dalje pod uticajem mastocita, koji nakon degranulacije, osobadaju TNF-dq,
heparin i serumske proteaze.'*®

Ukoliko se faktori rizika ne eliminiSu, aterom nastavlja progresiju ka mnogo
kompleksnijoj leziji, koja podrazumeva proliferaciju glatkomisiénih ¢elija, migraciju ka

intimi 1 dalju sintezu kolagena.

2.1.7.2. Celularni adhezioni molekuli

Vaskularni celularni adhezioni molekul-1 (CD 106) i ICAM-1 (CD 54) su
adhezioni molekuli sli¢nih struktura i funkcija. Gen za VCAM-1 sadrzi sedam
imunoglobulinskih domena i eksprimiran je na svim krvnim sudovima, nezavisno od
njihove veli¢ine, ali samo nakon stimulacije endotelnih ¢elija citokinima. Produkt ovog
gena je sijaloglikoprotein, odnosno membranski protein tip I i1 ¢lan je porodice
imunoglobulina, koji se vezuje za leukocitne integrine.'*® VCAM-1, kao
transmembranski glikoprotein molekulske tezine 100-110 kDa, sastoji se od 750

aminokiselina i ima sedam C2 imunoglobulinskih domena. Osim na endotelnim ¢elijama,
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eksprimiran je na neuronima, glatkomisi¢nim ¢elijama, fibroblastima i makrofagima. Od
bioloSkih tecnosti izolovan je iz krvi, likvora i supernatanta celijske kulture, a svoj
fizioloski efekat ostvaruje vezivanjem za VLA-4 1 LPAM-1 integrine. Ovi integrini
(VCAM-1 ligandi) nalaze se na velikom broju ¢elija, a VLA-4 su identifikovani na svim
leukocitima, osim na neutrofilima. Interakcija VCAM-1/VCAM-1 liganda nesumnjivo je
kljucni dogadaj u procesu ekstravazacije leukocita. Ostale uloge VCAM-1 molekula su u
procesu osteoklastogeneze, putem ,,cell-to-cell* mehanizma i adherencija srpastih ¢elija
na vaskularni zid tokom hipoksije.

Intracelularni adhezioni celularni molekul-1 je transmembranski glikoprotein, ¢iji
je kljucna uloga u migraciji 1 aktivaciji leukocita, a efekat ostvaruje vezivanjem za
leukocitne integrine LFA-1 (CD11a/CD18) ili Mac-1 (CD11b/CD18). Pripada porodici
imunoglobulina, nalazi se u veoma niskim koncentracijama na membrani leukocita i
endotelnih ¢elija. Nakon citokinske stimulacije, koncentracija mu se znacajno povecava.
Intracelularni adhezioni celularni molekul-1 moze biti indukovan pomoc¢u IL-1 1 TNF-é,
a funkcioniSe kao ligand za LFA-1 (integrin) receptor na leukocitima. Nakon aktivacije,
leukociti se vezuju za endotelne celije preko ICAM-1/LFA-11 tako migriraju u tkiva.
Smatra se da ICAM-1 predstavlja mesto ulaska rinovirusa u humane celiije, da je glavni
medijator 1 tipa reakcija hipersenzitivnosti, da povecava vazospazam tokom
subarahnoidalne hemoragije i drugo. Aktivacija ICAM-1 takode ucestvuje u procesu
angiogeneze, zaceljivanju rana i metabolizmu kostiju. Moze se detektovati u bioloskim
teCnostima: serumu, likvoru, urinu 1 bronhoalveolarnom lavatu. PoviSene vrednosti
ICAM-1 molekula su zabelezene kod: obolelih od dijabetesa tip 2, kardiovaskularnih
bolesti, disfunkciji kalema, oksidativnom stresu, porastu abdominalne gojaznosti,
hipertenziji, bolestima jetre i nekim malignitetima. Intracelularni adhezioni celularni
molekul-1 promovise angiogenezu i sluzi kao indikator aktivacije ili oStecenja endotelnih
¢elija.

Vise faktora dovodi do zajednickog porasta adhezionih molekula: hipertenzija,'*!
imunosupresivna terapija,'* autoimune bolesti'* i Celijski posredovano odbacivanje
kalema.'** U eksperimentima na miSevima i ze¢evima obe vrste adhezionih molekula su
eksprimirane na endotelu aorte u regijama predisponiranim za aterosklerozu.'**'*® Kod

hiperholesterolemicnih Zivotinja regulisani su ranom formacijom penastih ¢elija, naro€ito
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na periferiji,'* gde je adhezija monocita maksimalna.'*’ Lako se mogu meriti u plazmi
ELISA metodom, te na taj na¢in predstavljaju potencijalne biomarkere koji bi ukazali na

endotelnu aktivaciju i vaskularnu inflamaciju.'**

2.1.7.3. C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je prvi otkriveni reaktant akutne faze, sintetisan u jetri.
Izgraden je od 5 identi¢nih, neglikozilisanih polipeptidnih subjedinica, molekulske mase
115000-140000 daltona. Mehanizam delovanja mu je vezivanje polisaharida iz bakterija,
gljivica 1 parazita, a u prisustvu kalcijuma vezuje i fosfolipide (lecitin) i nukleinske
kiseline. Kada se kompleksira postaje aktivator sistema komplementa, a moze imati i
neke uloge antitela (opsonizacija, fagocitoza ili liza napadnutih ¢elija). Fizioloska uloga
ovog proteina je u prepoznavanju potencijalno toksi¢nih autogenih supstanci koje se
oslobadaju iz oStec¢enog tkiva i njihovom vezivanju u cilju detoksikacije ili uklanjanja iz
cirkulacije. Veliki broj studija je ukazao da je visoko senzitivni (high sensitive) CRP
(hsCRP) predstavlja jedan od najznacajnijih nezavisnih prediktora za nezeljeni vaskularni
dogadaj'**"°*!">! | znagajno doprinosi mortalitetu u kombinaciji sa Framingham faktorima
rizika.'”? Smatra se da CRP direktno promovise formiranje aterosklerotske lezije i
aktivaciju endotelnih ¢éelija."*"*” C-reaktivni protein smanjuje transkripciju eNOS-a na
nivou endotelnih celija 1 “destabiliSe” njithovu mRNK, dovode¢i na taj nacin do
smanjenja sinteze NO, u bazalnim i stimulisanim uslovima.'”® Ovaj molekul, takode,
stimuliSe oslobadanje endotelina (ET-1) i IL-6, povecava ekspresiju adhezionih

® On olaksava

molekula, stimuliSe MCP-1 i olakSava ulazak LDL-a u makro’fage.15
apoptozu endotelnih ¢elija, a inhibira angiogenezu, povecava aktivaciju endotelnih ¢elija
preko CD14- i deluje stimulativno na NFxB. Svi ovi efekti CRP-a mogu biti potencirani
hiperglikemijom."™* Osim direktnih efekata na promociju endotelne aktivacije, CRP
deluje 1 indirektno tako Sto inhibira kosnu srz tokom stimulacije i1 diferencijacije
endotelnih progenitorskih celija 1 na taj nacin sprecava reparaciju endotela. Osim u
formiranju plaka, CRP ima ulogu i u njegovom daljem odrzavanju, dovode¢i do povecane

ekspresije receptora za angiotenzin I na vaskularnim glatkomiSi¢nim ¢elijama (in vivo i in
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vitro), stimuliSu¢i dalju proliferaciju, neointimalnu formaciju i produkciju reaktivnih

kiseoni¢nih vrsta.'>

2.1.7.4. Lipoproteini krvne plazme

Lipoproteini su viSekomponentni kompleksi proteina 1 lipida povezani
nekovalentnim vezama. U grupu lipoproteina spadaju: hilomikroni, VLDL (lipoproteini
vrlo male gustine), IDL, LDL (lipoproteini male gustine), HDL, i HDL;3 (lipoproteini
velike gustine). Ukoliko sadrze vise lipida zapremina im je veca, a gustina manja, a ako
sadrze viSe belanCevima brze se krecu pri elektroforezi i lakse taloze pri centrifugiranju.
Stabilizovani su nekovalentnim vezama, §to omogucava razmenu i prenos pojedinih
lipidnih 1 apolipoproteinskih sastojaka u toku intravaskularnog metabolizma. Glavna
uloga im je transport holesterola i triacilglicerola do tkiva, kako resorbovanih, tako i
endogeno sintetisanih. Oni su vazni za odrzavanje Celijskih membrana, jer su donatori

holesterola, ali i aktivno ucestvuju u njegovom uklanjanju.

2.1.7.4.1. Modifikacija/karbamilacija LDL-holesterola u uremiji

Lipoproteini male gustine (LDL) nastaju u krvnoj plazmi iz lipoproteina veoma
male gustine ,,very low density lipoprotein® (VLDL-a). Predstavljaju naznacajnije
nosioce holesterola, odnosno prenose 75% ukupnog holesterola krvne plazme. Javljaju se
u pet frakcija (LDL,.s), od kojih je najaterogenija LDL,, jer ima najduzi poluzivot. LDL
se kataboliSe preko svojih ApoB-LDL receptora (sve ¢elije osim eritrocita i nervnog tkiva
poseduju ove receptore), a u sluajevima povecanih koncentracija u plazmi, LDL biva
preuzet od strane makrofaga, preko ,,scavenger  receptora.

Opisane su izvesne modifikacije ovog lipoproteina kod pacijenata u uremiji, koje
znacajno doprinose ubrzanoj aterosklerozi. Velikim brojem istrazivanja, pocevsi od
¢elijskih kultura, pa do primenjenih klinickih studija, dokazano je da je karbamilacija
proteina biohemijski proces ukljucen u inflamaciju i patogenezu aterosklerotskog procesa
u stanjima hroni¢ne uremije. Karbamilacija je proces modifikacije proteina kada
izocijani¢na kiselina (HCNO) reaguje sa terminalnim amino ostacima proteina, npr.

lizinom i1 ovako modifikovani proteini gube svoju fizioloSku ulogu. Za njen nastanak
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najvazniji faktor je koncentracija ureje u serumu i da bi doslo do karbamilacije proteina,
(najcesce lizina 1 arginina), oni treba da budu deprotonisani. U laboratorijskim uslovima
ovaj proces najcesce zahteva prisustvo alkalne sredine i odrzavanje sobne temperature.
H-N=C=0+H,N—H,N-C-HN~

Za sada je dokazana jasna i nezavisna veza izmedu sistemske karbamilacije
proteina i koronarne bolesti i rizika za razvoj nezeljenog kardiovaskularnog dogadaja.'®
Karbamilacija proteina dovodi do multiplih proaterogenih bioloskih efekata, jer povecava
ekspresiju ,,scavenger“ receptora za LDL, vodeéi ka lak§em formiranju penastih ¢elija,'’
brzem razvoju endotelne disfunkcije i1 proliferacije glatkomiSi¢nih celija. Skora$nje
studije nedvosmisleno ukazuju da je karbamilacija proteina katalizovana cijanatom,
visoko reaktivnim molekulom, ¢ije su koncentracije povecane usled povisenih vrednosti
ureje u plazmi.'® U ovoj reakciji vaznu ulogu igra i leukocitna hem mijeloperoksidaza,
koja je poviena u uremijskoj intoksikaciji.'®® Pretpostavlja se da je renalna disfunkcija
najznacajniji triger faktor, jer porast koncentracije ureje 1 porast aktivnosti
mijeloperoksidaze direktno doprinose ovakvoj modifikaciji proteina. U eksperimentalnim
uslovima (nefrektomije ili oralne administracije ureje) karbamilisani LDL dovodi do
ubrzane ateroskleroze kod misSeva hranjenih mastima. Oralna primena ureje uslovljava
porast karbamilisanog LDL-a, kod nefrektomisanih pacova, za 8§ ili viSe od 8 puta u
odnosu na kontrolu. Uremi¢ni miSevi imaju znacajno viSe plazmatske koncentracije
karbamilisanog LDL-holesterola i znacajnije izraZene aterosklerotske lezije merene
ultrazvukom ili histohemijskom analizom lipidnih depozita. Ovi karabamilisani LDL
imaju tendenciju akumulacije u zidu aorte sa ekspresijom ICAM-1 molekula 1

infiltracijom makrofaga.'®*%°

2.1.7.4.2. Modifikacija HDL-holesterola ka proinflamatornom molekulu

HDL su lipoproteini velike gustine, sintetiSu se u jetri i enterocitima i sadrze tri
subfrakcije HDLc, HDL, 1 HDL;. Glavni apolipoproteini su Al 1 All koji ¢ine 90%
ukupnih proteina HDL. Pored ovih HDL sadrze i ApoCl, CII, CIII, D i E. Transformacija
HDL holesterola iz nascentnog, diskoidnog oblika u sferi¢nu Cesticu podrazumeva ucesce

enzima lecitin holesterol acil transferaze (LCAT), tako §to prima slobodni holesterol, pri

25




Pregled literature

¢emu subfrakcija HDL; prelazi u HDL,, koja je veca i sadrzi veéi procenat lipida. Kada
se HDL, potpuno zasiti esterifikovanim holesterolom nastaje HDLc, koji prima ApoE i
biva preuzet od strane jetre ili bubrega gde se kataboliSe. Na taj nacin ovi lipoproteini
ucestvuju u uklanjanju viska holesterola iz ekstrahepati¢nih tkiva, a takode i1 vracaju
holesterol sa periferije u jetru, gde se koristi za sintezu Zucnih kiselina ili se eliminiSe.
Tokom epizoda akutne inflamacije HDL dozivljava znacajnu promenu u svojoj
apolipoproteinskoj komponenti i postaje HDL akutne faze. Makrofazi imaju povecan
afinitet ka ovako izmenjenim HDL molekulima. Promene podrazumevaju jos i porast
serumskog amiloida A, sekretorne fosfolipaze A, trombocitno-aktiviSuceg faktora
acetilhidrolaze, smanjenje apolipoproteina A-I i paraoksonaze-1. Serumski amiloid A se
predominanto transportuje HDL-om, a njegovi nivoi se tokom akutne i hroni¢ne
inflamacije znacajno povecavaju. Sli¢an proces se deSava i u hroni¢noj bubreznoj
slabosti.'®® Iz tih razloga pretpostavlja se da HDL ima znacajnu ulogu u aterogenezi.'®’
Povisena vrednost serumskog amiloida A je prediktor buducih kardiovaskularnih
167,168

dogadaja u humanoj populaciji i na modelu miseva. Uremijski miSevi imaju

znacajno veéi udeo ovog proinflamatornog proteina u HDL;.'®

Smatra se 1 da drugi proteini povezani sa HDL holesterolom ucestvuju u procesu
aterogeneze. Sekretorna fosfolipaza A2 (takode povezana sa HDL-holesterolom) 1
trombocitno aktiviraju¢i faktor acetilhidrolaza (vezana i sa LDL) mogu da imaju
znaGajnu ulogu u procesu aterogeneze kao biomarkeri, ali i kao medijatori.'®
Paraoksonaza-1 ima  ateroprotektivni  efekat u  eksperimentalnom  modelu

hiperholesterolemije. Medutim, kada su u pitanju pacijenti sa uremijom, dosadasnje

studije nisu dokazale njen protektivni efekat ukoliko je kompleksiran sa HDLj;.

2.1.8. Procena endotelne disfunkcije

Endotelno oSte¢enje se moze dokazati klinickim 1 laboratorijskim testovima.
Klinicka evaluacija endotelne disfunkcije se moze vrSiti na osnovu hemodinamskog
odgovora na supstance koje stimulisSu produkciju NO (acetilholin) u vaskularnim zonama
dostupnim klinickom pregledu (nadlaktica). Invazivna evaluacija endotelne disfunkcije je

metoda kvantitativne angiografije sa intrakoronarnom infuzijom serotonina ili
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bradikinina. Ona omogucava direktnu kvantifikaciju endotelne funkcije koronarnih
krvnih sudova. Metoda predstavlja zlatni standard za ranu detekciju ateroskleroze
koronarnih arterija, ali je invazivna, rizina i skupa i ne moze se koristiti kao skrining
metoda u populaciji pacijenata sa bubreznom bolescu.

Ultrazvu¢no merenje dilatacije brahijalne arterije ili ,,flow mediated dilatation* je
neinvazivna metoda, koja daje direktni uvid stanja koronarnih krvnih sudova i moze se
koristiti 1 kod pacijenata u terminalnoj fazi bubrezne bolesti. Ostale neinvazivne metode
su: pletizmografija, tonometrija, laser dopler floumetrija i jontoforeza.

Biohemijska evaluacija endotelnog oStec¢enja je u svakodnevnom radu dostupnija
1 za pacijente komfornija. Moguce je meriti koncentracije solubilnih biomarkera u
bioloSkim tecnostima (najbolje u plazmi) koje ukazuju na stepen endotelnog oStecenja,
odnosno na dugotrajnu izloZenost endotela faktorima rizika. To su: markeri koagulacije i
fibrinolize (PAI-1, tkivni aktivator plazminogena, von Wilebrandov faktor). Zatim
adhezioni molekuli (ICAM-1 i VCAM-1 i endotelni selektini) 1 parametri lipidnog
statusa (ukupni holesterol, lipoproteinske frakcije, koncentracija triglicerida i sl). Mogu
se meriti 1 parametri nitrozativnog stresa (koncentracija ADME, SDME, nitrita, arginina),
kao 1 markeri inflamacije niskog stepena (CRP, IL-1, IL-6, TNF-&) 1 drugo. Potencijalni
biomarkeri za evaluaciju endotelne disfunkcije su: endotelijalne mikropartikule, markeri
endotelnog oStecenja mereni floucitometrijom (kao marker subklinicke ateroskleroze).
Kod pacijenata sa poCetnim stadijumom bubrezne bolesti od potencijalne vaznosti je
odredivanje i1 parametara kao Sto su: pentraksin 3, leptin, visfatin, osteoprotegrin i
endotelijalne progenitorske celije.

Hemodinamski i biohemijski markeri endotelne disfunkcije ukazuju na razlicite
aspekte endotelne patofiziologije, tako da je u cilju prevencije, spreCavanja progresije i
nezeljenih efekata neophodno njihovo detaljno i1 pravovremeno prepoznavanje i

tumacenje.

2.2. Imunosupresivna terapija

Prvi pokusaji transplantacije bubrega datiraju jo§ od dvadesetih godina proslog

veka, ali era transplantacione medicine zapocinje pedesetih godina, uspeSnom
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transplantacijom bubrega kod jednojajCanih blizanaca. Sredinom Sezdesetih godina, po
prvi put, u posttransplantacioni protokol leCenja uvedena je imunosupresivna terapija
azatioprinom, a ubrzo nakon toga i prednizonom, da bi se sedamdesetih godina krenulo i
sa upotrebom poliklonalnih antitela (antitimocitnog 1 antilimfocitnog globulina).
Imunosupresivi su povecali stopu prezivljavanja pacijenata, tako da ona nakon prve
godine iznosi oko 50%.

Kljuéni trenutak u pracenju pacijenata nakon transplantacije organa vezan je za
otkri¢e kalcineurinskih inhibitora, ciklosporina, tako da je osamdesetih godina standardni
terapijski protokol uklju¢ivao kortikosteroide, azatioprin 1 ciklosporin. Ubrzo se otkrilo
da ciklosporin, osim imunosupresivnog efekta, ima i snazno nefrotoksicno dejstvo. Novi
lek koji je devedesetih godina ukljuen u imunosupresivni protokol bio je takrolimus.
Prvo je koriS¢en kod pacijenata sa transplantiranom jetrom, a nakon toga i kod
transplantacije bubrega. Takrolimus je predstavljen kao alteranativa ciklosporinu, sa istim
farmakoloskim dejstvom, a sa manje nezeljenih efekata. Ubrzo i azatioprin dobija
alternativu, u vidu mikofenolat mofetila, ali sa boljim efektom i smanjenjem incidencije
akutnih epizoda odbacivanja.

Poslednji znacajan lek odobren od strane Food and Drug Administration (FDA) i
uveden u klinicku praksu je mTOR (mamalian target of rapamycin) inhibitor, sirolimus
(US), odnosno everolimus (Evropa). Od 2009. veliki broj klinickih studija je u toku, u
Americi 1 Evropi, sa ciljem ispitivanja novih imunosupresivnih protokola.

Najznacajnija imunolosSka struktura na koju se deluje u cilju imunosupresije je T-
limfocit. Ova terapija deluje na mehanizam njegove aktivacije i ¢elijske proliferacije; radi
se o ,, tro-signalnom modelu . Signal 1 je antigen prezentujuci, koji nastaje aktivacijom
receptora na T limfocitima od strane antigen prezentujucih ¢elija i sprovodi se preko CD3
kompleksa. Signal 2 je antigen prezentujuc¢i kostimulatorni signal dobijen preko B7 na
antigen prezentuju¢im celijama sa CD28 na T-limfocitima. Ova dva signala aktiviraju
intracelularni put, koji vodi do ekspresije IL-2 1 ostalih citokina, sa u¢e§¢em u promociji
rasta. Stimulacija IL-2 receptora omogucava aktivaciju signala 3 i aktivaciju mTOR $to

stvara signal 3, koji je znak za ¢elijsku proliferaciju.
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2.2.1. Kalcineurinski inhibitori-ciklosporin i takrolimus

Termin ,,kalcineurinski inhibitori* (KNI) se koristi kada se govori o ciklosporinu
ili takrolimusu, lekovima koji ¢ine okosnicu modernih imunosupresivnih protokola. Iako
se biohemijski radi o dva potpuno razli¢ita molekula, vrlo su im sliéni mehanizam
delovanja, klinicki efekti i nezeljena dejstva.

Ciklosporin je mali cikli¢ni polipeptid poreklom iz gljivica. Sastoji se od 11
aminokiselina, molekulske tezine od 1203, nerastvorljiv je u vodi, ali se dobro rastvara u
mastima 1 organskim rastvara¢ima. Amino kiseline na 1. 2. 1 3. i 11. poziciji ¢ine aktivno
mesto, ali je zapravo cikli¢na struktura molekula odgovorna za njegov imunosupresivni
efekat. Takrolimus, ili FK506, je komponenta makrolidnih antibiotika izolovana iz
aktinobakterije Streptomyces tsukubaensis.

Osnov farmakoloSkog mehanizma KNI je sposobnost selektivne inhibicije
imunskog odgovora i1 odsustvo mijelosupresije. Istovremeno su bez dejstva na
polimorfonuklearne leukocite 1 ne smanjuju sposobnost fagocitoze (kao §to je to slucaj sa
kortikosteroidima). Njihov imunosupresivni efekat zavisi od formiranja kompleksa sa
receptorima citoplazmatskih proteina, ciklofilinom za ciklosporin i takrolimus vezujuéim
proteinom (FKBP). Ovaj kompleks se vezuje sa kalcineurinom, koji deluje kao fosfataza
sa efektom defosforilacije izvesnih regulatornih proteina unutar jedra (nuklearni faktor
aktivacije T-limfocita) 1 olakSava njihov prolazak kroz jedarnu membranu. Inhibicija
kalcineurina smanjuje ekspresiju gena nekoliko bitnih citokina koji promovisu aktivaciju
T ¢Celija, ukljucujuéi IL-2, IL-4, interferon-y (IFN-y) i1 faktor nekroze tumora-& (TNF-a).
Ova blokada utice 1 na ekspresiju drugih gena, CD40 liganda, proto-onkogena H-ras i c-
myc. Kao rezultat kalcineurinske inhibicije javlja se kvantitativno smanjenje produkcije
citokina, kao i njihova smanjena proliferacija.

Ciklosporin uti¢e i na ekspresiju transformiSuceg faktora rasta-f (TGF-B), koji
inhibira ekspresiju IL-2 1 stvaranje citotoksi¢nih T-limfocita. Moguce je da on ima uticaj
na razvoj intersticijske fibroze, $to je najznacajnija posledica nefrotoksi¢nosti indukovane
ciklosporinom. In vivo efekti ciklosporina se blokiraju dodavanjem anti-TGF-f3 faktora, te
se zato pretpostavlja da je zapravo TGF-B glavni medijator u nastanku svih efekata
kalcineurinskih inhibitora. TGF-B je oznacen i kao bitan faktor u proliferaciji tumorskih

¢elija, sa znacajnim ucescem u razvoju post-transplantacionog maligniteta.
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Kod stabilnih pacijenata na terapiji ciklosporinom, CD4+T-ly smanjuju
produkciju IL-2 do nivoa koji je obrnuto proporcionalan nivou leka u plazmi. Nivo
inhibicije kalcineurinske aktivnosti i inhibicije produkcije IL-2 je verovatno osnova vrlo
delikatne ravnoteze izmedu subdoziranja i1 pravilnog doziranja leka. Nakon oralne
upotrebe trec¢ina ciklosporina se u plazmi vezuje za lipoproteine, ostatak leka se vezuje za
eritocite, pa je ukupan nivo leka u krvi trostruko visi nego u plazmi. Vezivanje za
lipoproteine je vazno zbog transfera leka preko plazmatskih membrana, pa toksi¢nost
moze biti potencirana hipoholesterolemijom. Vezivanje ciklosporina za LDL
lipoproteinske receptore je najverovatniji uzrok nastanka hiperlipoproteinemije koja se
javlja kod ovog vida terapije.

Takrolimus takode pokazuje visok afinitet vezivanja za uobli¢ene elemente krvi,
ali se razlikuje od ciklosporina po tome §to se ne prenosi striktno lipoproteinima i ne
menja znacajno lipidni status u poredenju sa ciklosporinom. U tabeli 2 prikazane su
najosnovnije razlike izmedu nezeljenih efekata ovih lekova. Vreme eliminacije oba leka
je oko 8h, a metaboliSu se putem citohrom P-450 IIA (CYP3A), izolovanog iz
mikrozomalnog sistema gastrointestinalnog trakta i jetre. Metabolizam na nivou
gastrointestinalnog trakta preko CYP3A 1 p-glikoproteina ¢ini ,.first pass “ metabolizam,
a heterogenost genske ekspresije intestinalne CYP3A bi mogla da objasni razli¢itosti u
farmakokinetici kod razli€itih pacijenata. Jetra se smatra najznacajnijim mestom njihovog
metabolizma, iako se oko 50% leka metaboliSe zapravo u enzimskom sistemu
gastrointestinalnog trakta. Metabolizam takrolimusa na nivou creva je takode vrlo
znacajan. Oba leka se eliminiSu putem zuci uz minimalnu eliminaciju putem urina, te se
mogu davati i pacijentima sa bubreznom insuficijencijom, a zbog toga i u slu¢ajevima
pogorSanja bubrezne funkcije nije neophodna modifikacija terapijske doze. Mogu se
koristiti 1 kod pacijenata koji se leCe dijalizom, jer ne prolaze dijaliznu membranu.
Farmakokinetika kalcineurinskih inhibitora se zna¢ajno razlikuje u zavisnosti od starosti,
etnicke pripadnosti ili insuficijencije jetre i u ovim slu¢ajevima neophodne su
modifikacije doza. Postoji i veza izmedu plazmatskih koncentracija leka i epizoda
odbacivanja kalema ili toksi¢nosti. Iz tog razloga prac¢enje koncentracija leka iz pune krvi

je od velike vaznosti.
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Tabela 2. Karakteristike i nezeljena dejstva kalcineurinskih inhibitora,
preuzeto iz Danovitch GM'”°

Karakteristika leka Ciklosporin A Takrolimus
(3-5 mg/kg/dan) (0,15-0,3 mg/kg/dan)

Sposobnost sprecavanja odbacivanja + ++?
kalema

Nefrotoksi¢nost + +
Hipertenzija i retencija natrijuma ++ +
Toksi¢nost pankreasa + ++
Neurotoksi¢nost + 4+
Hirzutizam + -
Alopecija - +
Hipertrofija desni + -
Gastrointestinalni nezeljeni efekti - +
Motilitet zeluca - +
Hiperkalijemia + +
Hipomagnezijemia +
Hiperholesterolemija ++ -
Hiperurikemija, giht + +

+, dokazani efekti; ++ izrazeni efekti; ++?,verovatno izrazeni efekti; -, bez efekata ili slabiji efekat

2.2.1.1. PatofiziolosSki efekti kalcineurinskih inhibitora

Nefrotoksicnost je najznacajniji nezeljeni efekat imunosupresivne terapije. KNI
dovode do dozno-zavisne reverzibilne renalne vazokonstrikcije, koja pretezno zahvata
aferentnu arteriolu, tabela 3. Koeficijent glomerulske ultrafiltracije (Kf) se smanjuje, Sto
je verovatno rezultat povecane kontraktilnosti mezangijalnih ¢elija.

Normalna regulacija glomerulske mikrocirkulacije zavisi od procesa ravnoteze
vazokonstrikcije 1 vazodilatacije. Vazokonstrikcija indukovana ciklosporinom je
uzrokovana promenom metabolizma arahidonske kiseline, sa posledi¢nim povecanjem
sinteze tromboksana. Dokazano je i1 da je ciklosporin induktor sinteze endotelina, Sto
takode uti¢e na proces vazokonstrikcije (endotelin zavisna vazokonstrikcija). Brojne
studije su dokazale i poviSen tonus simpatickog nervnog sistema tokom terapije
ciklosporinom. Hemodinamske promene na nivou glomerula indukovane ciklosporinom

mogu biti reverzibilne, upotrebom inhibitora endotelina ili antiendotelinskih antitela.
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Tabela 3. Sindromi nefrotoksi¢nosti indukovane kalcineurinskim inhibitorima
preuzeto iz Danovitch GM'”°

Znacajna disfunkcija kalema nakon transplantacije
Akutno reverzibilno smanjenje glomerulske filtracije
Akutna mikrovaskularna bolest
Hroni¢no neprogresivno smanjenje glomerulske filtracije
Hroni¢no progresivno smanjenje glomerulske filtracije
Hipertenzija i elektrolitni disbalans
Retencija natrijuma i edemi

e Hiperkalijemia

e Hipomagnezijemija

e Hiperhloremijska acidoza
Hiperurikemija

Nekoliko in vivo 1 in in vitro studija je dokazalo da promena odnosa L-arginin/NO
ima ulogu u patogenezi kalcineurinski indukovane vazokonstrikcije. NO dovodi do
relaksacije arterija pre ulaska u glomerul i na taj nain poboljSava dotok krvi.
Konstitutivna NOS se stvara na nivou bubreznih endotelnih celija 1 ucestvuje u
modulaciji vaskularnog tonusa. Smatra se da akutna i1 hroni¢na ciklosporinska
nefrotoksi¢nost moZze biti potencirana inhibicijom NOS-a, putem njenih endogenih
blokatora i popravlja se administracijom L-arginina.

Kalcineurinskim inhibitorima indukovana bubrezna vazokonstrikcija klinicki se
manifestuje kao odloZzena funkcija grafta ili kao reverzibilan, dozno-zavisan, porast
kreatinina u plazmi. Verovatno je najznacajniji patogenetski faktor za retenciju natrijuma
1 nastanak hipertenzije. Retencija natrijuma 1 hipertenzija nastaju usled
vazokonstriktornog delovanja KNI na nivou bubrega, naroCito tokom ciklosporinske
terapije (hipertenzija i pojava edema). Neke od studija su pokazale znaCajnu aktivaciju
sistema renin angiotenzin aldosteron i simpati¢kog nervnog sistema, kao i supresiju
luCenja atrijalnog natriuretskog faktora, posledicno smanjenje natriureze i diureze kao
odgovor na akutno povecanje volumena teCnosti. Smatra se da je hipertenzija manje
izrazena kod pacijenta na takrolimusu, (ili je potrebna manja doza antihipertenziva),
najverovatnije usled slabijeg vazokonstriktornog efekta.

Hiperkalijemija je relativno Cesta pojava i udruzena je sa hipohloremijskom

acidozom umerenog stepena i nemogucnoscu eliminacije H+ (klinicki imponuje IV tipu
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renalne tubulske acidoze). Kalcineurinski inhibitori dovode do veéeg izlugivanja Mg®" i
Ca”" §to je posledica “down -regulacije specifi¢nih transportnih proteina.

Intersticijska fibroza nastaje zbog oSteCenja arteriola usled hroni¢ne upotrebe
KNI. Jo§ uvek nisu potpuno razjasnjeni mehanizmi njenog nastanka, mada se smatra da
adekvatno doziranje leka moze, uz mala variranja, da odrzi bubreznu funkciju dugi niz
godina. U nastanku hroni¢ne ciklosporinske nefropatije kalema verovatno odredenu
ulogu imaju i1 angiotenzin zavisni regulatorni molekuli koji su neophodni za proces
ozivljavanja, kao §to su TGF-B i osteopontin. Povecana produkcija TGF-f§ u normalnim
T-ly moze da objasni vezu imunosupresivnog efekta kalcineurinskih inhibitora i
nefrotoksi¢nosti, kao 1 varijacije u ekspresiji gena za fibrin. Hipomagnezijemija dovodi
do intersticijske inflamacije i povecava produkciju TGF-, ubrzavajuéi tako nastanak
fibroze. Intersticijska fibroza moze da nastane i usled prolongirane vazokonstrikcije na
nivou mikrocirkulatorne mreze u bubregu. Ciklosporin smanjuje regenerativni potencijal
mikrovaskularnih endotelnih ¢elija 1 indukuje apoptozu. Hroni¢na bubrezna ishemija
dovodi do znacajne sinteze i akumulacije ekstracelularnog matriksa unutar intersticijuma.
Akutna mikrovaskularna bolest ili tromboticka mikroangiopatija je KNI indukovana
forma vaskularne toksi¢nosti 1 moze biti lokalna (samo na nivou bubrega) 1 sistemska.
Javlja se kao sindrom koji klini¢ki podse¢a na tromboti¢nu trombocitopenijsku purpuru,
sa sintezom antitela na von Willebrand factor (vVWF)-proteazu ADAMTSI13 i cink
metaloproteazu. Ciklosporin in vitro dovodi do porasta adenozin difosfatom-indukovane
agregacije trombocita, stvaranja tromboplastina i povecanja aktivnosti VII faktora
koagulacije, a istovremeno smanjuje produkciju endotelijalnih prostaciklina. Smatra se
da su ovo patogenetski mehanizmi odgovorni za nastanak mikrotromboembolija u
glomerulima.

Terapija ciklosporinom je jedan od najznacajnijih faktora koji dovode do
hiperlipidemije kod pacijenata nakon transplantacije. Patogenetski mehanizmi odgovorni
za nastanak hiperlipidemije su najverovatnije vezani za neadekvatnu LDL lipoproteinsku
“feed-back” kontrolu od strane jetre, izmenjeni metabolizam Zzu¢nih kiselina ili pak
aktivaciju LDL receptora pod uticajem ciklosporina. Tre¢ina pacijenata nakon
transplantacije razvije “de novo” hiperholesterolemiju u prvoj godini nakon operacije.

Ovaj efekat je manje izrazen kod pacijenata koji su na terapiji takrolimusom. Razvoj
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posttransplantacione Secerne bolesti je takode opisana komplikacija ove terapije, jer KNI
(predominantno takrolimus) deluju toksi¢no na ostrvca pankreasa, najverovatnije usled
nagomilavanja FKBP (FK506 binding protein). Posledi¢no nastaje vakuolizacija ¢elija
pankreasa i apoptoza. Favorizujuéi faktori za razvoj ovog tipa Seferne bolesti su

gojaznost, pozitivna porodi¢na anamneza, etni¢ka pripadnost i hepatitis C.

2.2.2. Mikofenolat mofetil i mikofenoli¢na Kiselina

Mikofenoli¢na kiselina je fermentisani produkt nekoliko penicilinskih vrsta i
farmakoloski efekat postize reverzibilnom inhibicijom inozin monofosfat dehidrogenaze
(IMPDH). Ovo je enzim u de novo sintezi purina, koji katalizuje stvaranje guanozinskih
nukleotida iz inozina. Mikofenolat mofetil (MMF) je u klinickoj upotrebi od 1995.
godine nakon $to je dokazano da je mnogo efekasniji od azatioprina u prevenciji akutnih
epizoda odbacivanja grafta u kombinaciji sa ciklosporinom i kortikosteroidima. Ostvaruje
selektivni antiproliferativni efekat na limfocite, (limfociti viSe nego bilo koja druga
¢elijska forma imaju “salvage” put za produkciju guanozinskih nukleotida iz guanina).
Na taj nacin deluje kao “antimetabolit” i ima potpuno drugaciji mehanizam delovanja od
KNI ili mTOR inhibitora, s obzirom da ne utice na produkciju citokina ili prepoznavanje
antigena. In vitro, MMF blokira proliferaciju T i B limfocita, sprecava stvaranje antitela i
stvaranje citotoksi¢nih T limfocita. Takode dovodi do ,,down* ekspresije adhezionih
molekula na limfocitima, onemoguc¢avaju¢i im da se vezu za endotelne celije krvnih
sudova sprecavaju¢i inflamaciju. On deluje preventivno na razvoj i  progresiju
proliferativne arteriolopatije, najznacajnije patoloSke lezije u hroni¢nom odbacivanju
grafta. Dosadasnji rezultati primene MMF nisu pokazali nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost
1 hepatotoksicnost. Vazno je da se ne metaboliSe putem CYP-450 enzimskog sistema,

tako da ne interferira sa KNI.
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2.2.3. Imunska modulacija i indukcija imunotolerancije

Imunska modulacija je termin koji objasnjava pokuSaj modifikacije imunskog
odgovora bez uticaja na efektorske celije ili mehanizme. Nju Cine infuzija donor-
specificne kosne srzi ili stem celija i totalna limfoidna iradijacija u kombinaciji sa
kratkotrajnom nespecificnom imunosupresijom. Ova tehnika je u eksperimentalnim
uslovima omogucila prezivljavanje grafta u odsustvu klasi¢éne imunosupresivne terapije,
ali se smatra da je klinicka primena ovakvih procedura jo§ uvek pod velikim znakom

pitanja.

2.3. Simpaticki nervni sistem u bolestima bubrega

Veci broja studija je dokazao povecanu aktivnost simpatickog nervnog sistema
(SNS) kod pacijenata u terminalnoj fazi bubrezne bolesti,'”" koja je u korelaciji sa
porastom krvnog pritiska i perifernog otpora.'”> Tagna patogeneza ove hiperaktivacije
nije dovoljno razjaSnjena. U zadnje tri decenije je objavljeno preko 35000 publikacija
koje su ukazale na aktivaciju simpatikusa, kao znacajnog kardiovaskularnog faktora
rizika, ali i patogenetskog mehanizma odgovornog za ostecenja ciljnih organa.

Smatra se da je bubreg primarno mesto ove aktivacije, putem svojih aferentnih
nerava, jer je dokazano da je simpaticka stimulacija odsutna u stanjima totalne

72 Bubrezi su organi sa vrlo gustom mrezom simpatickih, aferentnih i

nefrektomije.
eferentnih nervnih vlakana, zato se pretpostavlja da su istovremeno generatori, ali i ciljno
mesto oStecenja, usled prevelike aktivacije simpatikusa. Ova hiperaktivnost se smanjuje
nakon uspeSne transplantacije, ali se ne normalizuje u potpunosti.'”” Osim toga,
pretpostavlja se, da u stanju hroni¢ne uremije, stimulacija bubreznih hemoreceptora
mnogobrojnim toksinima i metabolitima, dovodi do aktivacije perifernih nerava, koji
aferentim putem dolaze do centralnog nervnog sistema, rezultuju¢i povecanjem tonusa
simpatiCkog sistema. Ovakva aktivacija je zapravo jedan od prvih patofizioloskih
mehanizama u razvoju hroni¢ne bubrezne bolesti i nije posledica njene terminalne

172,173
faze !>

Pomenuti mehanizmi znacajno doprinose patogenezi kardiovaskularne bolesti
kod pacijanata sa bubreznom boles¢u i1 direktni su krivci za loSu prognozu ovih

pacijenata.'”’ Povisene koncentracije cirkuli$uéih kateholamina i povec¢ana osetljivost na
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noradrenalin su prvi pokazatelji aktivacije simpatikusa kod pacijenata sa hroni¢nom
boleéu bubrega.'”*'” Povisen nivo kateholamina u plazmi nije samo rezultat njihovog
smanjenog klirensa, hiperkateholaminemija zapravo nastaje usled preklapanja nekoliko
razlicitih patofizioloskih mehanizama koji dovode do smanjenog bioloSkog efekta azot
monoksida, porasta koncentracije angiotenzina II 1 povecane aferentne signalizacije od
strane bolesnog bubrega.'”® Klirens noradrenalina je smanjen za oko 20% u ranim
stadijumima bubrezne slabosti, pa do 40% kod pacijenata koji su na dijalizi.'”’
Noradrenalin stimulacijom receptora eksprimiranim na kardiomiocitima dovodi do
hipertrofije leve komore.'”® Ovako prevelika stimulacija simpatikusa i gotovo potpun

178 %to dovodi do iznenadne

izostanak efekta vagusa dovodi do poremecaja sréanog ritma,
sréane smrti, najéeséeg uzroka mortaliteta pacijanta sa HBL.'” Sposobnost kateholamina
da interferiraju sa metabolizmom lipida i utiCu na sintezu holesterola jo$ je jedan od
mogucih mehanizama kojima su kateholamini uklju¢eni u patogenezu kardiovaskularnih
komplikacija. Ostali predloZzeni mehanizmi su:
e promena ritma ventilacije i1 stanje hroni¢ne intermitentne hipoksije praceni
aktivacijom hemoreceptora
e porast osmolalnosti plazme, sa aktivacijom hipotalamickih vazopresornih signala
e vaskularna inflamacija mozdanog stabla
e simpaticka aktivnost posredovana angiotenzinom II
e modifikacija odnosa pritisak/natriureza usled prevelike simpaticke stimulacije od
strane bubrega
Aktivacija simpatikusa na nivou bubrega pre svega dovodi da stimulacije RAA
sistema i retencije natrijuma i tenosti, sa dodatnim zadrzavanjem vode. Smatra se da ova
adrenergicka hiperaktivnost i bubrezna disfunkcija zavise, osim nivoa kateholamina i od
plazmatskih koncentracija endogenog asimetricnog dimetilarginina, ADME, kao markera
endotelnog ostecenja i mase leve komore. Medutim, jos uvek nije u potpunosti dokazana
veza ovih varijabli, niti koliki je nivo aktivnosti simpatikusa neophodan za oSte¢enje
ciljnih organa.
Amino oksidaze su enzimi koji metaboliSu kateholamine i klasifikovani su prema
tome koju aktivhu komponentu poseduju kao kofaktor. Za sada su identifikovane dve

klase monoamino oksidaza: MAO-A i MAO-B, koje kao kofaktor sadrze flavin adenin
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dinukleotid (FAD). To su mitohondrijalni enzimi koji metaboliSu intracelularne
kateholamine, tako da su odgovorni samo za njihove unutaréelijske koncentracije. Ovi
enzimi (MAO-A i MAO-B) kataboliSu neurotransmitere: adrenalin, noradrenalin,
serotonin i dopamin i mogu se inhibisati clorgilinom i deprenilom. Poliamino oksidaza,
takodje sadrzi FAD kao kofaktor i intracelularna je oksidaza koja metabolise spermidin i
spermin 1 ucestvuje u c¢elijskom rastu. S obzirom da su navedeni enzimi intracelularne
lokalizacije, nametnulo se pitanje identifikacije enzima koji je u stanju da utice na

promenu nivoa kateholamina u telesnim te¢nostima.

2.3.1. Identifikacija i karakterizacija renalaze

Bubreg je organ viSestrukih funkcija. Osim ekskretorne, funkcije odrzanja
volumena cirkuliSuce te¢nosti 1 elektrolita 1 uloge u regulaciji acido-bazne ravnoteze,
bubreg je i znacajan endokrini organ. Prvi otkriveni hormon, sintetisan od strane
jukstaglomerularnog aparata bio je renin, zatim je otkriven eritropoetin, da bi se potom
dokazalo da je bubreg mesto stvaranja aktivne forme vitamina Ds, kalcitriola. Bubrezi
osim pomenutih hormona sintetiSu 1 luCe 1 razliCite prostaglandine i druge manje
biomolekule sa sistemskim efektom odrzanja vaskularnog tonusa. Od 2005. godine,
otkriveno je da je bubreg mesto sekrecije novog enzima (hormona), FAD-zavisne
aminooksidaze, nazvanog renalaza.'®® Pretpostavljeno je da bi renalaza, kao glavni enzim
koji ucestvuje u katabolizmu kateholamina, mogla da ima klju¢nu ulogu u regulaciji
tonusa simpatikusa i regulaciji krvnog pritiska'®® i od svog otkri¢a predstavlja znacajno
mesto istrazivanja u studijama koje se bave regulacijom aktivacije simpatickog nervnog
sistema. Identifikacija i karakterizacija renalaze je ilustrativan primer primene novih
biotehnologija: genomike 1 proteomike.

Renalaza je identifikovana kao FAD-zavisna monoamino oksidaza, pri ¢emu je
FAD esencijalni kofaktor odgovoran za stabilnost molekula i njegovu oksidaznu

aktivnost.'’

Gen za renalazu je lociran na 10 hromozomu, 23.33, sadrzi sedam egzona,
sastoji se od 342 aminokiseline 1 molekulska masa joj je 38kDa. lako pripada grupi
monoamino oksidaza, renalaza poseduje samo 13%, odnosno 12% identi¢nog

aminokiselinskog niza kao MAO-A i MAO-B."* Izolovano je je 4 podtipova renalaze (1-
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4), od kojih je najbolje proucena humana renalaza, hrenalazal, sa najveéim stepenom
bioraspolozivosti.dobrom konzervacijom kroz evoluciju, sa 95% identi¢nosti u sastavu
amino kiselina u poredenju sa Simpanzom i 23% identi¢nosti kao cyanobacteria. lako
hrenalaza 3 i 4 nisu dovoljno proucene, smatra se da nemaju enzimsku aktivnost, usled
znacajno skra¢enih amino oksidaznih domena. Kao signalni peptid sadrzi flavin adenin
dinukleotid/nikotinamid adenin dinuklotid, redukovani (FAD/NADP) vezuju¢i domen 1
aminooksidazni domen."'®!

Glavno mesto sekrecije renalaze je bubreg (predominantno proksimalni tubuli, sa
tkivnom koncentracijom, merenom Western blot tehnikom, 0.1 mg/g tkiva), mada se
moze sekretovati 1 na nivou nefrona i distalnih tubula, kao i1 na nivou kardiomiocita, jetre
i skeletne muskulature.'® Kasnije je dokazana ekspresija i u drugim tkivima: perifernim
nervima, nadbubregu, masnom tkivu, endotelnim ¢elijama, centralnom nervnom sistemu i
fetusu starosti 12,5 dana.'®*'®® Western blot metodom i polymerase chain reaction (PCR)
analizom humanog tkiva otkrivena je i ekspresija gena za renalazu u hipotalamusu,
ponsu, produZenoj mozdini, cerebelumu, hipofizi i kiémenoj mozdini.'"® Uzevsi u obzir
Cinjenicu da je kod pacijenata u terminalnoj fazi bubrezne bolesti, na dijalizi i u
eksperimentalnom modelu subtotalne (5/6) nefrektomije pacova nivo renalaze veoma
nizak, ¢ak 1 nemerljiv, zakljucuje se da je intaktan bubreg glavno mesto sekrecije i
regulacije nivoa ovog hormona u plazmi."®® Renalaza je jedina monoaminoksidaza koja
se sekretuje u krv i eliminiSe urinom. Zahvaljuju¢i moguénosti da se meri u bioloskim
teCnostima, renalaza bi mogla da bude potencijalni biomarker promena kardio-nefroloske
lokalizacije. Za sada joS uvek nema referentih vrednosti o aktivnosti renalaze u serumu ili

urinu.

2.3.2. Renalaza-regulacija sekrecije i patofizioloski efekti

In vitro studije su pokazale da hrenalazal metabolise kateholamine i
kateholaminima sli¢ne supstance putem superoksidazno-zavisnog mehanizma, koristec¢i
NADP kao kofaktor, dok na ostale biogene amine, (serotonin, tiramin, spermidin,
benzilamin i metilamin) nema nikakav fiziologki u¢inak.'® Ovaj mehanizam se razlikuje
od metabolizma MAO-A i MAO-B, jer renalaza zapravo vrsi oksidaciju kateholamina

(adrenalin>>L-DOPA>dopamin=noradrenalin) do aminohroma, pri ¢emu se sam proces
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184 Administracija in vivo hrenalaze 1 dovodi do

ubrzava 4 do 6 puta u prisustvu NADH.
smanjenja plazmatskih koncentracija adrenalina, L’DOPE 1 dopamina za 82%, 63% 1
31%, pri ¢emu ne dolazi do znacajnog porasta urinarne ekskrecije dezaminisanih ili
metilisanih metabolita, sugeriSu¢i da se efekat renalaze na kateholamine znacajno
razlikuje od drugih monoaminooksidaza.'®*

U bazalnim uslovima renalaza cirkuliSe u plazmi u neaktivhom obliku, sa
poluzivotom od 30-60 sekundi u formi proenzima, prorenalaze, ¢ekajuci adekvatan signal
za aktivaciju, kao §to je porast koncentracije kateholamina.'® Ukoliko se in vivo daju
infuzije kateholamina, dolazi do viSestrukog uvec¢anja plazmatskih nivoa renalaze. Ovo se
desava u periodu od oko 30 sekundi, maksimalno 5 minuta, a brzina reakcije ukazuje da
se najverovatnije radi o aktivaciji postojeeg proenzima u plazmi, a ne de novo
sekreciji185 (slika 5). Neaktivna forma nema znacajnu amino oksidaznu aktivnost, a
infuzija adrenalina u trajanju od 2 minuta dovodi do viSestrukog porasta aktivnosti, od
48+18 na 2246498 detektabilnih jedinica. Porast sistolnog pritiska za oko 7 mm/Hg
dovoljan je za ovu vrstu aktivacije, sugeriSuci da renalaza ucestvuje u modulaciji krvnog
pritiska,"®* pri Gemu molekularni mehanizmi kojima renalaza inaktivise kateholamine
nisu u potpunosti poznati. ElimiSe se urinom i smatra se da urinarna renalaza poseduje

> gak je pretpostavljeno da se ne radi o

veéi stepen aktivnosti od one u plazmi,'®
identicnim molekulima i da je urinarni nalaz daleko validniji. Kultura ¢elija tretiranih
dopaminom je pokazala povecenje ekspresije gena za renalazu oko 10 puta vise u odnosu
na normalu. Zato se smatra da kateholamini na najmanje tri razli¢ita nacina reguliSu
sekreciju renalaze: a) stimuliSu enzimsku aktivnost u krvi unutar prvog minuta; b)
stimuliSu sekreciju preformirane prorenalaze unutar 15 minuta; c) aktiviraju transkripciju
gena unutar 12 sati.'® Aktivacija prorenalaze je medutim smanjena kod pacova sa
hronicnom bubreznom boles¢u. Na modelu nokaut miSeva (renalaza-deficitarnog)
dokazano je da smanjena ekspresija gena za renalazu ne menja znacajno bubreznu
funkciju, ali dovodi do: 25% redukcije telesne tezine, tahikardije, dijastolne hipertenzije i
trostruko visih plazmatskih i urinarnih koncentracija kateholamina.'®* Takode dovodi i do
hipofosfatemije i poveéane osetljivosti bubrega i miokarda na ishemiju.'®® Brzina razvoja

miokardne ishemije i stepen nekroze oko tri puta su ve¢i kod nokaut miseva, a studije su

pokazale da naknadna administracija rekombinantne renalaze dovodi do smanjenog
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nagomilavanja intersticijalne tecnosti u miokardu tokom ishemije, tako da znacajno
popravlja ishemiju.'® Akutna bubreZna ishemija menja ekspresiju gena za renalazu u
zavisnosti od tezine i duZine trajanje ishemije.'™ Intravenozna administracija renalaze
dovodi do dozno-zavisnog pada krvnog pritiska, pada sr¢ane kontraktilnosti i frekvence,
a inhibicija delovanja renalaze u eksperimentalnom modelu dovodi do porasta krvnog

pritiska, ali 1 do patoloSkog skoka tenzije u stanjima akutnog stresa.

Ekstracelularni Intracelularni

prostor prostor

.. MAO
kateholamini o » metaboliti
\[ ) sinteza

renalaze

renalaza D
A

n A sekrecija
kateholamini D

prorenalaza €T D D D

Slika 5. Predlozeni mehanizam delovanja renalaze,
preuzeto iz Li G."*

2.3.3. Renalaza i dopaminergicki sistem bubrega

Intrarenalni dopamin deluje natriuretski i fosfaturetski; klju¢ni je regulator
sekrecije natrijuma 1 fosfata; smatra se da reguliSe sekreciju oko 50% natrijjuma. Ima
suprotan efekat angiotenzinu II. Povecana koli¢ina fosfata u ishrani dovodi do povecane
sinteze dopamina, koji inhibiSe reapsorpciju fosfata na nivou proksimalnih tubula.
Proksimalni tubuli eksprimiraju dopaminergicke receptore na obe svoje membrane
(apikalnoj 1 bazolateralnoj) i sintetiSu dopamin od L-DOPE, nezavisno od nervne
aktivnosti, koji Cini viSe od polovine urinarnog dopamina. Deficit renalaze dovodi do
umerene hipofosfatemije, verovatno usled povecane urinarne ekskrecije fosfata,

uzrokovanih povisenom koncentracijom dopamina.'®’
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2.34. Uloga renalaze u patogenezi oSteenja bubrega i razvoju
kardiovaskularnih bolesti

Uloga renalaze u regulaciji krvnog pritiska, eliminaciji natrijuma i fosfata i njena
kardioprotektivna uloga jo$ uvek nije u potpunosti pojaSnjena, mada je uloga u
metabolizmu kateholamina dokazana u nekoliko studija.'®*'®>'®® Zna se da je hroni¢na
bubrezna bolest (HBI) u vezi sa brojnim sistemskim abnormalnostima: znacajnom
aktivacijom simpatickog nervnog sistema i1 poviSenim vrednostima kateholamina,
hipertrofijom srca i hipertenzijom. Pacijenti sa HBI, naro€ito u terminalnim fazama,
animalni modeli bubrezne bolesti (subtotalna nefrektomija) 1 so-senzitivne hipertenzije,
imaju znacajno redukovan nivo renalaze u plazmi, kao i1 neadekvatan odgovor
prorenalaze na infuziju kateholamina. Simpaticka aktivnost vr$i modulaciju renalne
hemodinamike putem d&l-adrenergi¢kih receptora, a direktno deluju¢i na 62 1 él-
receptore na peritubularnim membranama, dovodi do retencije soli 1 stimuliSe
oslobadanje renina iz jukstaglomerularnih ¢elija preko Pl-adrenergickih mehanizama.
Bubreg stvara aferentne signale stimulacijom hemo i baroreceptora, pri ¢emu su ovi
signali znatno snazniji i duZe traju ukoliko je bubreg oSte¢en. Dopamin i noradrenalin u
plazmi su stalno poviSeni 1 na taj nacCin doprinose patogenezi kardiovaskularnog
oStecenja. Visoke koncentracije kateholamina, narocito noradrenalina, mogu da deluju na
sr¢ane adrenergicke receptore (1), sa poslediénim povecanjem sréane mase i razvojem
sr€ane insuficijencije. Iz navedenog se moze zakljuciti da je osnovni patogenetski
mehanizam u razvoju hipertrofije leve komore/sr€ane insuficijencije zapravo
adrenergicka hiperstimulacija

Znacajan morbiditet i mortalitet od kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa
HBI moze biti upravo posledica deficita renalaze i dominacije simpaticke aktivnosti. U
bubreznoj insuficijenciji gotovo uobicajen nalaz je hipertrofija leve komore, koja
predstavlja nezavisni faktor rizika za kardiovaskularni mortalitet.

Vrednosti renalaze u plazmi kod uremicnih pacijanta su prakticno nedektabilne,
ali i kod zdravih dobrovoljaca, kada su vrednosti kateholamina niske, aktivnost renalaze u
plazmi je takode nedetaktibilna.'®*'® Ovakva veza izmedu renalaze i bubrezne funkcije
sugeriSe renalazu kao potencijalno dobar marker kardiovaskularnog oSte¢enja kod

bubreznih pacijenata. Njena identifikacija bi mogla da utice na dijagnosticke i terapijske
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mere za prevenciju ili tretman hipertenzije 1 kardiovaskularnih bolesti: asimptomatske
insuficijencije leve komore, kongestivne srCane insuficijencije, sranih aritmija,
ateroskleroze i infarkta miokarda, s obzirom da su ova stanja nesumnjivo u vezi sa
pojacanom simpatickom aktivno$¢u kod pacijenta sa HBI, ali i u grupi pacijenata sa
transplantiranim bubregom. U skladu sa tim opisano je i1 nekoliko tipova genskih
polimorfizama za renalazu kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom, dijabetes
melitusom, mozdanim udarom i koronarnom bolesti.

Renalaza ima znaCajan hipotenzivan efekat i mogla bi da predstavlja dobar
antihipertenzivni tretman, narocito ukoliko je pritisak bubrezne etiologije. Renalaza ima
protektivan efekat na ishemijsko i toksi¢no oSteéenje bubrega i miokarda,'®
administrirana pre povrede tkiva smanjuje apoptozu i inflamaciju na nivou bubrega i
snazno korelira sa vrednostima kreatinina, a zabelezeno je i da njene vrednosti naglo
povecavaju tokom oStecenja bubrega (pre kreatinina), te bi se mogla smatrati ranim
markerom akutnog otecenja bubrega (AKI)."”°

Identifikacija i razumevanje bioloskog efekta renalaze bi mogli da ukazu na
stepen simpaticke aktivacije, koja lezi u osnovi kardionefroloSkih oSte¢enja i moguce
objasnjenje visoke incidence mortaliteta od kardiovaskularnih bolesti kod pacijenta sa

HBI, kao 1 kod pacijenata nakon transplantacije bubrega.

42




Ciljevi istrazZivanja

3.0. Ciljevi istrazivanja

e Proceniti postojanje elemenata endotelne disfunkcije (parametara hroni¢ne
inflamacije 1 nitrozativnog stresa) kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, u
periodu od najmanje 12 meseci nakon transplantacije.

e Kao parametre inflamacije, u ovoj grupi pacijenata, odrediti koncentracije
adhezionih molekula u plazmi (ICAM-1 i VCAM-1) i vrednosti C-reaktivnog
proteina.

e Od parametara nitrozativnog stresa odrediti plazmatske koncentracije nitrata,
nitrita, endotelne azot monoksid sintaze i metilarginina, ADMA i SDMA.

e Kao parametar simpaticke aktivacije odrediti plazmatske koncentracije renalaze i
uporediti ih sa vrednostima kod zdravih.

e Ustanoviti korelaciju izmedu ovog enzima i stepena dislipidemije, parametara
inflamacije, bubrezne funkcije i parametara nitrozativnog stresa.

e Utvrditi medjuzavisnost svih ispitivanih parametara endotelne disfunkcije.

e Ustanoviti §ta se od ispitivanih parametara izdvaja kao nezavisni prediktor za
smanjenje bubrezne funkcije kod pacijenata sa transplantiranim bubregom.

e (Odrediti 1 prediktore u multivarijantnom modelu, nakon prilagodavanja za godine,
pusenje, gojaznost i prisustvo komorbiditeta (hipertenzije i Secerne bolesti).

e Uporediti prediktivne vrednosti svih ispitivanih parametara za smanjenje jacine
glomerulske filtracije.

e Ispitati uticaj trostruke imunosupresivne terapije na sve parametre endotelne
disfunkcije 1 utvrditi prednosti i nedostatke ovog tretmana kod pacijenata sa

transplantiranim bubregom.
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4.0. Ispitanici i metode istraZivanja

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za nefrologiju, dijalizu i transplantaciju
Klinickog centra u NiSu 1 Medicinskom fakultetu u Nisu, u periodu od marta do
decembra 2012. godine. Obuhvaceno je 73 ispitanika starijih od 18 godina, oba pola, koji
su bili detaljno upuceni u svrhu istrazivanja. Svako od ispitanika je pojedinacno potpisao
informativni pristanak. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta u NiSu 1 sprovedeno je u skladu sa Helsinskom deklaracijom i pravilima dobre
klinicke prakse. Kontrolnu grupu ¢inila su 32 zdrava ispitanika, 20 muskaraca i 12 Zena,
koji su bili sli¢nih polnih i starosnih karakteristika kao 1 grupa ispitanika. Regrutovani su
iz redova medicinskog osoblja klinike na kojoj je vrSeno ispitivanje, a kod kojih je na
osnovu klini¢ko-anamnestickih, laboratorijskih i1 funkcionalnih ispitivanja isklju¢eno
postojanje bilo kakvog patoloSkog procesa.

Osnovni kriterijumi za ukljucenje u studiju pacijenata sa transplantiranim
bubregom su bili:

e posttransplantacioni period od najmanje 12 meseci

e odsustvo klinicki manifestne kardiovaskularne bolesti 1 znakova
odbacivanja grafta

e standardni imunosupresivni terapijski protokol (tri vrste imunosupresiva)

Svi anamnesticki podaci, klinicki pregled, potpisivanje pristanka i vadenje krvi
bili su obavljeni tokom njihovih rutinskih kontrola. Standardni imunosupresivni protokol
prema KDIGO smernicama iz 2009. godine Cinila je kombinacija tri grupe lekova:
kalcineurinski inhibitori (ciklosporin A ili takrolimus), mikofenolat mofetil (MMF) i
kortikosteroidi.'”! Na osnovu imunosupresivne terapije ispitanici su bili podeljeni u dve
podgrupe. Prvu podgrupu su ¢inili pacijenti koji su bili na terapiji ciklosporinom A (3
mg/kgTT/d) u kombinaciji sa MMF (1,5-2g/kgTT/d) 1 prednizonom (5-20mg/d), dok je
druga podgrupa pacijanata grupa bila na terapiji takrolimusom (0,05-0,1mg/kgTT/d),
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MMF 1 prednizonom. Arterijski pritisak je meren digitalnim aparatom, po dva puta, u
sedecem polozaju, sa pravljenjem pauze od jednog minuta, a zatim je izraCunavana
srednja vrednost sistolnog i dijastolnog pritiska. Hipertenzijom su smatrane sve vrednosti
vise od 130/80 mmHg prema KDIGO smernicama.'”> Antihipertenzivna terapija
obuhvatala je Cetiri grupe antihipertenziva: blokatori kalcijumovih kanala,  blokatori,
ACE inhibitori 1 diuretici. Na osnovu propisane antihipertenzivne terapije pacijenti su bili
podeljeni u dve podgrupe. Prvu podgrupu ¢inili su pacijenti koji su koristili ACE
inhibitore u kombinaciji sa ostalim antihipertenzivima i drugu podgrupu pacijenti koji su
kao antihipertenzivnu terapiju koristili iskljuCivo diuretike, B-blokatore ili antagoniste
kalcijumovih kanala. Svim pacijentima racunat je indeks telesne mase (ITM): [teZina
(kg)/(visina (m)*].

Bubrezna funkcija procenjivana je na osnovu serumskih vrednosti kreatinina i
odredivanja klirensa kreatinina, koriS¢enjem Cockcroft—Gault jednacine: CICr=(140-
godine-(kg)]x1,23x0,85/Pcr).'”> Povifenim vrednostima kreatinina smatrane su sve
vrednosti viSe od 115 pmol/l. Bubreznom disfunkcijom oznafavane su sve vrednosti
jagine glomerulske filtracije manje od 60 ml/min/1,73m>.

Svi lipidi, lipoproteini i lipoproteinski odnosi racunati su 1 grupisani u kategorije
prema Nacionalnom vodi¢u za tretman i leenje dislipidemija, 2011,"*3to je prikazano u
tabeli u 4. Non-HDL je racunat kao razlika totalnog holesterola i HDL-a. LDL-holesterol

je dobijen radunanjem prema Friedewald-oj jednacini.'®

Tabela 4. Lipidni status kod odraslih osoba sa pozeljnim 1 rizicnim vrednostima
parametar koncentracija

Parametar (mmol/l) Pozeljno Granicno poviSen rizik  Visoko rizi¢no
Ukupni holesterol: do 5,20 5,20-6,19 > 6,20
Trigliceridi: do 1,70 1,70-2,29 >2,30
HDL-holesterol: > 1,60 1,00-1,60 <1,00
LDL-holesterol: do 3,40 3,40-4,10 >4,10
Non-HDL-holesterol: do 3,40 3,40-4,10 >4,90
Odnosi:

Indeks ateroskleroze

(LDL/HDL-holesterol): do 3,00 3,00-3,50 >3.50
Ukupni/HDL-holesterol: do 4,50 4,50-5,00 > 5,00
Non-HDL/HDL-holesterol: do 3,25 - —

“preuzeto iz Nacionalnog vodi¢a dobre klini¢ke prakse za dijagnostikovanje i leGenje
lipidskih poremecaja, 2011.
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4.2. Metode
4.2.1. Hematolosko-biohemijske analize

Sve analize sprovedene su u biohemijskoj laboratoriji Klinike za nefrologiju (Erba
XL600, Germany) 1 Centru za medicinsku biohemiju KC NiS. Svakom ispitaniku je
venepunkcijom uzimano 10 ml krvi, koriS¢enjem standardnih vakutajnera i iz uzoraka
krvi odredivani su kompletna krvna slika, ureja, kreatinin, holesterol, trigliceridi,
lipoproteini (HDL i1 LDL) i CRP. C-reaktivni protein je odredivan
imunoturbidimetrijskim testom, gde CRP reaguje specificno sa antihumanim CRP-
antitelima, obelezenim lateks partikulama pri ¢emu nastaju nerastvoreni precipitati.
Nastala apsorbanca ovih precipitata proporcionalna je koncentraciji CRP u uzorku.
Koncentracija CRP je odredivana na Olimpusu AU400 (Beckman Coulter) i izraZena je u
mg/l. Referentne vrednosti su u granicama 0-5 mg/l. Pored ovih parametara odredivana je
plazmatska koncentracija adhezionih molekula, renalaze 1 parametara nitrozativnog

stresa, pri ¢emu je plazma pre toga zamrzavana na -70°C.

4.2.2. Odredivanje koncentracija adhezionih molekula, renalaze i eNOS

Adhezioni molekuli (ICAM-1 1 VCAM-1), kao i eNOS su mereni u plazmi
upotrebom komercijalnih ELISA kitova R&D Systems, Quantikine, Abingdon, United
Kingdom. Minimalna detektabilna doza za ICAM-1 bila je 0,096 ng/ml (0,049-0,254
ng/ml). Referentne vrednosti za kontrolu iznosile su 211+42,9 ng/ml (100-307).
Minimalna detektabilna doza za VCAM-1 bila je 0,6 ng/mL, (0,17-1,26 ng/ml).
Referentne vrednosti za kontrolu bile su 531+132,5 ng/ml (341-897).

Minimalna detektabilna doza za eNOS iznosila je 25 ng/ml.

Renalaza je merena u plazmi upotrebom komercijalnog ELISA kita, Uscn Life
Science Inc, China. Minimalna detektabilna doza za renalazu bila je 1,45 ng/ml, sa

detekcijom izmedu 3,12-200 ng/ml.

46




Ispitanici i metode istraZivanja

4.2.3. Odredivanje koncentracija dimetilarginina

Dimetilarginini, ADMA i SDMA, su odredivani metodom te¢ne hromatografije,
metodom po Paroniju,'*® uz izvesne modifikacije. Interni standard (monometilarginin 50
uL, 10uM) je dodavan uzorku plazme (0,2ml) i podvrgnut ,,solid phase® ekstrakciji
koriste¢i katjonsko-izmenjivacke kolone (SPE cartridge, Supelco Discovery DSC-
MCAX, 100 mg/ml). Kolone su prvo aktivirane metanolom (1 ml) 1 2% trihlorsiréetnom
kiselinom (TCA 2 ml). Nakon ispiranja (TCA 2% 150 mmol/L fosfatni pufer pH 8,0,
metanol), aminokiseline su eluirane sa 1,2 ml 2% rastvora trietilamina (TEA) u metanolu
i vodi (70:30, v:v). Eluat je uparavan do suvog gasnim azotom, a suvi ostatak je zatim
rastvoren u 0,4 ml pufera (mobilna faza A) i na kraju je vrSena derivatizacija orto-
ftaldialdehidom (OPA), pre nego Sto je 20ul injektovano u tecni hromatograf. Tecna
hromatografija visokih performansi (HPLC; High Performance Liquid Chromatography)
je vrSena na instrumentu ,,Agilent 1200 Series* koji je opremeljen autosemplerom,
binarnom pumpom i fluoroscentnim detektorom. Hromatografsko odvajanje je postignuto
uz upotrebu kolone Zorbax SB-C18 (150x4,6 mm, 3,5 um) i odgovarajuceg gradijenta
dve mobilne faze: A-(fosfatni pufer, 40 mmol/l, pH 6,2) i B-(acetonitril:metanol (50:50,
v:v). Odvajanje metilarginina je postignuto gradijentom dve mobilne faze A i B, pri
protoku od 1,5 mL/min. Analiza je pocela pri gradijentu od 15% faze B, u narednih 10
minuta gradijent je porastao na 25% mobilne faze B. Zatim je rastao linearno do 80%
tokom 3 minuta odrzavaju¢i taj nivo naredna 3 minuta, nakon ¢ega je vra¢ena na pocetni
nivo, $to ujedno predstavlja i kraj separacije. Analize su obavljene na Institutu za

biomedicinska istrazivanja na Medicinskom fakultetu u Nisu.

4.2.4. Odredivanje koncentracija nitrita i nitrata

Produkcija azot monoksida (NO) je nakon deproteinizacije odredivana merenjem
koncentreacije nitrita i nitrata (NOXx). Nitriti su odredivani direktno spektrofotometrijski
na 543 nm, kolorimetrijskom metodom po Navaro-Gonzalesu.'”” Grizov reagens &inio je
1,5% sulfanilamid u 1 M HCI sa 0,15% N-(1-naphthyl) etilendiamin dihidrohloridom u

destilisanoj vodi. Nitrati su prvo tranformisani u nitrite redukcijom pomoc¢u kadmijuma.
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Sve hemikalije bile su Sigma (St LUIS, USA), a reagensi su pripremljeni na dan

izvodenja eksperimenta.
4.3. Statisticke analize

Dobijeni podaci rasporedeni po tipu normalnosti su izraZeni srednjim vrednostima
kao reprezentativnim merama centralne tendencije 1 standardnim devijacijama kao
merama varijabiliteta. Poredenje parametrijskih obelezja sa normalnim rasporedom
vrseno je Studentovim t-testom. Parametrijske vrednosti koje odstupaju od normalnog
rasporeda predstavljene su medijanama kao reprezentativnim merama centralne
tendencije 1 interkvartilnim razlikama kao merama varijabilnosti. Poredenje ovih
vrednosti je vrSeno neparametrijskim Mann Whitney U testom. Poredenje srednjih
vrednosti renalaze u odnosu na tip antihipertenzivne terapije vrSeno je analizom varijanse
(ANOVA), a utvrdivanje medugrupnih razlika podgovaraju¢im post hok testovima. Za
odredivanje meduzavisnosti izmedu renalaze, jaCine glomerulske filtracije 1 parametara
endotelne disfunkcije kod pacijenata sa transplantatom koris¢ena je Pirsonova linearna
korelacija i dobijene znacajne korelacije predstavljene su graficki tackastim korelacionim
grafikom.

Za definisanje prediktivnih vrednosti jac¢ine glomerulske filtracije manje od
60ml/min/1,73m” kori$¢ena je univarijantna logistitka regresija i parametri sa nivoom
znacajnosti p<0,05 koji su uvedeni u multivarijantni model, a nakon toga je vrSeno
prilagodavanje za godine, pusenje, gojaznost i prisustvo komorbiditeta (hipertenzija i
Secerna bolest). Rezultati logisticke regresije su predstavljeni unakrsnim odnosom (OR),
95% intervalom poverenja 1 p vrednostima.

Statisticke analize su uradene pomocu softverskog paketa SPSS (verzija 18) na

nivou znacajnosti p<0,05.
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5.0. Rezultati

5.1. Demografske karakteristike ispitanika

Istrazivanje je obuhvatilo 105 ispitanika, od Cega je 73 cinilo klinicku grupu
(pacijenti sa transplantiranim bubregom) 1 32 zdrava ispitanika, koji su bili u kontrolnoj
grupu. Prosecna starosna struktura klinicke grupe iznosila je 43,92+11,21 godine, a u
kontrolnoj grupi 41,20+10,74 godine. Struktura ispitanika sa transplantiranim bubregom
pokazala je da je 50 (68,5%) pacijenata bilo muskog, a 23 (31,5%) zenskog pola. U
kontrolnoj grupi 20 (62,5%) ispitanika je bilo muskog, a 12 (37,5%) ispitanica je bilo
zenskog pola. Kod 54 (74%) pacijenata transplantacija je izvrSena sa Zivog donora, a kod
kod ostalih 19 (26%) pacijenata, radilo se o kadaveri¢noj transplantaciji. Prosecan
posttransplantacioni period iznosio je 4 godine (minimalno 12 meseci, maksimalno 24
godine), a duzina dijaliznog perioda iznosila je, u proseku, 19 meseci. Od ukupnog broja
pacijenata sa transplantatom, kod 16 (22%) pacijenata terapijski protokol ukljucivao je
ciklosporin/MMF/pronizon, a 57 pacijenata (78%) bilo je na terapiji
takrolimus/MMF/pronizon. Na antihipertenzivnoj terapiji bilo je 63 (86%) pacijenata i to
ACE inhibitore, kao prvi lek, koristilo je 23 (31,5%) pacijenata, a njih 40 (54,79%)
koristilo je kalcijum antagoniste, B-blokatorie i diuretike. Najve¢i broj pacijenata, kao deo
svog terapijskog protokola, koristio je B-blokatore, njih 40 (63,63%). Svi opisani podaci

prikazani su u tabeli 5.
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Tabela 5. Osnovne demografske i klinicke karakteristike 73 pacijenata sa
transplantatom ukljucenih u istrazivanje

Pol n(%), X +SD, Med (IQR)
muskarci 50 (68,49)
zene 23 (31,51)
Starost (godine) 43,92+11,21 (20-69)

Etiologija bubrezne bolesti

hipertenzivna bolest
dijabetes melitus (tip 1+2)
hroni¢ni glomerulonefritis
drugi/nepoznati

25 (33,78)
23 (31,08)
17 (22,97)
8 (12,16)

Duzina dijaliznog perioda, meseci

19 (32)

Vrsta transplantacije

porekla preminulog donora
porekla zivog donora

19 (26,02)
54 (73,97)

Posttransplantacioni period, godine

4,0 (5)

Imunosupresivna terapija

ciklosporin/MMF/pronizon
takrolimus/MMF/pronizon

16 (21,91)
57 (78,08)

Antihipertenzivna terapija

ACE inhibitori
bez ACE inhibitora

23 (31,3)
40 (54,79)

Kod 25 pacijenata (33,78%) glavni uzrok nastanka bubrezne slabosti bila je
hipertenzivna bolest, dijabetesna nefropatija kod 23 (31,08%) pacijenata, hroni¢ni
glomerulonefritis kod 17 (22,97%) pacijenata, dok kod 8 (12,16%) pacijenata nije

utvrden razlog nastanka bubrezne slabosti. Podaci su prikazani na grafikonu broj 1.

uzrak bubresne
shabosti
hipEniermjs
Jrieini liles
| = TR e T T TS [T
W nrpasrats sliokgijs

Grafikon 1. Etiologija hroni¢ne bubrezne slabosti
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U tabeli 6 prikazani su faktori rizika prisutni kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom. Od ukupnog broja pacijenata, njih 63 (86%) imalo je hipertenziju, 24
(32,88%) ispitanika bili su pusaci, vrednosti kreatinina vise od 115umol/l zabelezene su
kod 53 (72,6%) ispitanika, glomerulska filtracija manja od 60ml/min/1,73m* kod 37
(50,7%) ispitanika, ukupni holesterol visi od 5,2 mmol/l kod 61 (83,6%), HDL nizi od
1,6mmol/l kod 51 (69,9%), LDL visi od 3,4 mmol/l kod 46 (63%), non-HDL visi od 3,4
mmol/l kod 64 (87,7%) 1 vrednosti triglicerida viSe od 1,7mmol/l imalo je 49 (67,1%)

ispitanika.

Tabela 6. Distribucija faktora rizika kod 73 pacijenata sa

transplantatom
Faktori rizika n(%)
Pusenje
da 24 (32,88)
ne 49 (67,12)
Hipertenzija
da 63 (86,3)
ne 10 (13,7)
Kreatinin>115 umol/l 53 (72,6)
JGF <60ml/min/1,73m’ 37 (50,69)
Holesterol (>5,2 mmol/l) 61 (83,56)
HDL (<1,0 mmol/l) 51 (69,86)
LDL (>3,4 mmol/l) 46 (63,01)
non-HDL (>3,4 mmol/l) 64 (87,67)
Tg (>1,7 mmol/l) 49 (67,12)

5.2. Poredenje demografskih i klinickih parametara klinicke i kontrolne grupe

U tabeli 7 prikazane su demografske 1 klinicke karakteristike ispitanika kontrolne
i klinicke grupe.

Pokazano je da ne postoji statisticki znacajna razlika u starosti izmedu ispitivanih
grupa (t=1,079, p=0,286), kao ni razlike izmedu muskaraca i zena (t=0,076, p=0,423;
t=0,331, p=0,214).
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Poredenjem klini¢kih parametara uocene su statisticki znacajno viSe vrednosti
sistolnog krvnog pritiska kod ispitanika sa transplantatom (129,32+£11,16 vs
109,40£12.61; t=7,012, p<0,001), kao i viSe vrednosti dijastolnog pritiska u istoj grupi
ispitanika (81,58+7,9 vs 71,80+10,88; t=4,133, p<0,001). Postojale su i statisticki
znacajno nize vrednosti hemoglobina kod pacijenata sa transplantatom u odnosu na
kontrolnu grupu (13,51+2,19 vs 14,72+1,45; t=3,109, p=0,003), dok je broj leukocita bio
statisticki vi$i kod ispitanika sa transplantatom (8,55+2,22 vs 7,08+1,68; t=3,019,
p=0,003). Vrednosti ureje 1 kreatinina takode su bile znacajno povecani kod pacijenata sa
transplantatom (10,41+£6,47 vs 4,73£0,89; t=7,293, p<0,001 1 155,60£69,02 vs
95,16£10,6; t=7,187, p<0,001), a vrednosti klirensa kreatinina bile su statisticki znacajno
nize kod pacijenata u klini¢koj grupi (63,15£23,61 vs 92,32+17,92; t=6,428, p<0,001).

Nije nadena statistiCka znacajnost u vrednostima indeksa telesne mase (t=1,178
p=0,242), broja eritrocita (t=1,441, p=0,153), kao i vrednosti C-reaktivnog proteina
(Z=1,859, p=0,066).

Tabela 7. Klini¢ki i biohemijski parametri pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu

Pacijenti sa Kontrolna 1
t/Z p
transplantatom grupa
Starost (godine) 43,92+11,21 41,20+10,74 1,079 0,286
ITM (kg/m?) 25,924+4,29 24,77+3,96 1,178 0,242
Sistolni krvni pritisak (mm/Hg) 129,32+11,16 109,40+12,61 7,012 <0,001
Dijastolni krvni pritisak (mm/Hg) 81,58+7.9 71,80+10,88 4,133  <0,001
Eritrociti x 10'*/1 4,73+0,76 4,90+0,38 1,441 0,153
Hemoglobin (g/dl) 13,51£2,19 14,72+1,45 3,109 0,003
Leukociti x 10/1 8,55+2,22 7,08+1,68 3,019 0,003
C-reaktivni protein (mg/1) 1,90 (5,20) 2,53(2,71) 1,859" 0,066
Ureja (mmol/l) 10,41+6,47 4,73%£0,89 7,293  <0,001
Kreatinin (umol/l) 155,60+69,02 95,16£10,6 7,187  <0,001

. .. . 2
Klirens kreatinina ml/min/1,73m 63.15+23.61 92.32+17.92 6428  <0,001
(Cockceroft-Gault)

Poredenjem vrednosti parametara lipidnog statusa izmedu ispitanika klinicke i
kontrolne grupe uocene su statisticki znacajne razlike i to; vrednosti ukupnog holesterola
(6,55+1,51 vs 5,37+1,14; t=3,579, p<0,001), LDL-holesterola (3,74+1,01 vs 3,12+0,63;
t=2,762, p=0,009), nonHDL-holesterola (5,29+1,51 vs 4,01£1,11; t=3,917, p<0,001),
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triglicerida (3,13£2,7 vs 1,40+0,76; t=4,853, p<0,001), odnosi: non-HDL/HDL
(4,41£2,32 vs 3,20+£0,951; Z=-2,170, p=0,03), ukupni holesterol/HDL (5,39+2,3 vs
4,20+0,951; t=2,030, p=0,046), kao i odnos Tg/HDL (2,87£3,66 vs 1,41£1,07; Z=-2,721,
p=0,007). Svi rezultati prikazani su u tabeli 8.

Medutim, vrednosti HDL-holesterola, kao i odnos LDL/HDL-holesterola nisu

pokazali statisticki znacajnu razliku kod pacijenata sa transplantatom u odnosu na

kontrolnu grupu (t=0,384, p=0,702, t=0,942, p=0,349).

Tabela 8. Lipidni status kod pacijenata sa transplantatom u poredenju sa kontrolnom grupom

Pacijenti sa Kontrolna
Lipidni parametar transplantatom grupa t/7! p
(Tx)
Ukupni holesterol (mmol/1) 6,55+1,51 5,37+1,14 3,579  <0,001
LDL (mmol/l) 3,74£1,01 3,12+0,63 2,762 0,009
HDL (mmol/l) 1,3340,35 1,36+0,29 0,384 0,702
non-HDL(mmol/1) 5,29+1,51 4,01+1,11 3,917  <0,001
Tg (mmol/l) 3,13+2,7 1,40+0,76 4,853  <0,001
(non-HDL)/HDL (mmol/l) 4,414£2.32 3,20£0,951 -2,170" 0,030
Holesterol/HDL (mmol/l) 5,39+2.3 4,20+0,951 2,030 0,046
LDL/HDL (mmol/I) 2,99+1,3 2,68+0,75 0,942 0,349
Tg/HDL (mmol/l) 2,87+3,66 1,41+1,07 2,721" 0,007

Poredenjem parametara nitrozativnog stresa, hronicne inflamacije i renalaze,
prikazanih u tabeli 9, uocena je statisticki znacajna razlika svih posmatranih parametara.
Znacajno viSe vrednosti bile su kod ispitanika sa transplantatom i to na nivou znacajnosti
p<0,001. Prosecne vrednosti nitrata (111,06+£32,18 vs 82,36£19,75; t=4,716, p<0,001),
eNOS-a (309,57+49,91 vs 207,05+42,51; t=9,068, p<0,001), ADMA (0,53%0,11 vs
0,45+0,10; t=3,546, p=0,001), SDMA (0,824+0,32 vs 0,54+0,08; t=6,834, p<0,001),
renalaze (141,82+36,47 vs 16,36%4,13; t=27,377, p<0,001), ICAM-1 (233,78449,21 vs
120,154+43,99; t=8,514, p<0,001) i vrednosti VCAM-1 (684,02+49,5 vs 524,24+78.8,;

t=10,332, p<0,001) bili su znacajno visi u odnosu na kontrolu.
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Tabela 9. Razlike u ispitivanim parametrima endotelne disfunkcije i renalaze izmedu
pacijenata sa transplantatom i kontrolne grupe

Pacijenti sa Kontrolna

Parametar transplantatom grupa t p
Nitrati (NO2/NO3) (umol/l) 111,06+32,18 82,36+19,75 4,716 <0,001
eNOS (pg/ml) 309,57+49.91 207,05+42,51 9,068 <0,001
ADMA (umol/1) 0,53+0,11 0,45%0,10 3,546 0,001
SDMA (pumol/1) 0,82+0,32 0,5440,08 6,834  <0,001
Renalaza (ng/ml) 141,82+36,47 16,36+4,13 27,377  <0,001
ICAM-1 (ng/ml) 233,78+49,21 120,15+43,99 8,514  <0,001
VCAM-1 (ng/ml) 684,02+49.5 524,24+78,8 10,332 <0,001

U univarijantnom logistickom modelu kao faktori rizika za smanjenje jacine
glomerulske filtracije manje 60 ml/min/1,73m* izdvojile su se vrednosti ukupnog
holesterola u rasponu od 5,2-6,19 mmol/l (OR=4,048; 95%CI=1,929-17,629; p<0,05),
kao 1 vrednosti ukupnog holesterola vise od 6,2 mmol/l (OR=8,000; 95%CI=2,021-
31,662; p<0,01). Znacajne faktore rizika su predstavljale i vrednosti LDL-a>4,1 mmol/l u
odnosu na vrednosti LDL-a<3,4 (OR=1,857; 95%CI=1,667-5,175; p<0,05) i vrednosti
non-HDL-a vise od 4,2 mmol/l u odnosu na vrednosti nize od 3,4 mmol/l (OR=7,233;
95%CI=1,839-62,382; p<0,05), (tabela 10).

Nakon prilagodavanja za godine nije doslo do promene posmatranih faktora
rizika. I dalje su se kao faktori rizika za smanjenje jaCine glomerulske filtracije izdvajale
vrednosti ukupnog holesterola 5,2-6,19 mmol/l (OR=4,679; 95%CI=1,004-22,010;
p<0,05), kao 1 vrednosti holesterola vise od 6,2 mmol/l (OR=7,481; 95%CI=1,797-
31,146; p<0,01) u odnosu na vrednosti holesterola nize od 5,2 mmol/l, tabela 11. Pored
tog znacajni faktori rizika, makon prilagodavanja za godine, bile su 1 vrednosti LDL-
a>4,1 mmol/l u odnosu na vrednosti LDL-a<3,4 mmol/l (OR=1,662; 95%CI=1,558-
4,955; p<0,01) 1 vrednosti non-HDL-a vise od 4,2 mmol/l u odnosu na vrednosti nize od

3,4mmol/l (OR=8,704; 95%CI=1,111-83,453; p<0,05), (tabela 11).
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Tabela 10. Univarijantni ods ratio (OR) i 95% interval poverenja (CI) za smanjenje
jatine glomerulske filtracije (JGF<60 ml/min/1,73m”) u odnosu na ukupni holesterol,
HDL, LDL, Tg, non-HDL i lipidne odnose: LDL/HDL, ukupni holesterol/HDL, non-
HDL/HDL

Lipidni parametar univarijantni OR 95%CI p
Ukupni holesterol (mmol/L)
<52 [1]
5,2-6,19 4,048 1,929-17,629 p<0,05
>6,2 8,000 2,021-31,662 p<0,01
Tg (mmol/l)
<1,7 [1]
1,7-2,29 0,664 0,186-3,368 0,655
>2.3 1,462 0,571-3,738 0,879
HDL (mmol/l)
>1,6 [1]
1-1,6 0,349 0,108-1,132 0,880
<1 0,424 0,104-1,724 0,435
LDL (mmol/l)
<34 [1]
3,4-4,0 0,779 0,224-2,708 0,098
>4.1 1,857 1,667-5,175  p<0,05
non-HDL (mmol/l)
<34 [1]
3.,4-4,1 3,500 0,346-35,371 0,067
>4.2 7,233 1,839-62,382 p<0,05
LDL/HDL (mmol/l)
<3 [1]
3-3,5 0,525 0,124-2,228 0,989
>3.6 1,260 0,433-3,665 1,978
Ukupni holesterol/HDL
(mmol/T)
<4,5 [1]
4,5-5 0,667 0,162-2,635 0,970
>5,1 1,176 0,448-3,086 1,001
non-HDL/HDL (mmol/l)
<3,25 [1]
23,25 1,267 0,515-3,116 1,330
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Tabela 11. Ods ratio (OR) 1 95% interval poverenja (CI) nakon prilagodavanja za godine
za smanjenje jadine glomerulske filtracije (JGF<60 ml/min/1,73m?) u odnosu na ukupni
holesterol, HDL, LDL, Tg, non-HDL 1 lipidne odnose: LDL/HDL, ukupni
holesterol/HDL, non-HDL/HDL

Lipidni parametar OR prilagoden za godine 95%CI p
Ukupni holesterol (mmol/L)
<5,2 [1]
5,2-6,19 4,679 1,004-22,010 p<0,05
>6,2 7,481 1,797-31,146 p<0,01
Tg (mmol/l)
<1,7 [1]
1,7-2,29 0,908 0,231-3,580 0,453
>2.3 1,770 0,640-4,890 0,546
HDL (mmol/l)
>1,6 [1]
1-1,6 0,336 0,095-1,202 0,256
<1 0,485 0,109-2,168 0,342
LDL (mmol/l)
<3,4 [1]
3,4-4,0 0,770 0,203-2,925 0,078
>4,1 1,662 1,558-4,955 p<0,01
non-HDL (mmol/1)
<3,4 [1]
3,4-4,1 4,656 0,406-53,444
>4,2 8,704 1,111-83,453 p<0,05
LDL/HDL (mmol/1)
<3 [1]
3-3,5 0,448 0,096-2,101 0,236
>3.6 1,250 0,404-3,869 0,397
Ukupni holestrol/HDL (mmol/l)
<4,5 [1]
4,5-5 1,092 0,250-4,777 0,137
>5,1 1,085 0,390-3,014 0,243
non-HDL/HDL (mmol/l)
<3,25 [1]
>3.25 1,323 0,504-3,470 0,453
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U multivarijantnom modelu, nakon prilagodavanja za godine starosti
(kontinuirano), ITM (kontinuirano), prisustvo hipertenzije (da, ne), prisustvo Secerne
bolesti (da, ne) i pusenje (da, ne), svi statisticki znacajni faktori u prethodna dva modela
pokazali su znacajnost i u ovom. Vrednosti ukupnog holesterola, vise od 5,2-6,19
mmol/l, ponovo su se izdvojile kao znacCajan faktor rizika za smanjenje jaine
glomerulske filtracije<60 ml/min/1,73m2 (OR=3,311; 95%CI=1,624-17,564; p<0,05),
kao 1 vrednosti vise od 6,2 mmol/l (OR=5,431; 95%CI=1,090-27,049; p<0,05) u odnosu
na vrednosti holesterola manje od 5,2mmol/l.

Znacajni faktori rizika u multivarijantnom modelu za smanjenje jacine
glomerulske filtracije manje 60 ml/min/ 1,73m* su i vrednosti LDL-a>4,1 mmol/l u
odnosu na vrednosti LDL-a<3,4 mmol/l (OR=1,484; 95%CI=1,434-5,079; p<0,01) 1
vrednosti non-HDL-a vise od 4,2 mmol/l u odnosu na koncentracije nize od 3,4 mmol/l

(OR=7,159; 95%CI=1,643-79,666; p<0,05). Svi rezultati prikazani su u tabeli 12.
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Tabela 12. Multivarijantni ods ratio (OR) i 95% interval poverenja (CI) za smanjene

jatine glomerulske filtracije (JGF<60 ml/min/1,73m”) u odnosu na ukupni holesterol,

HDL, LDL, TG, non-HDL i lipidne odnose: LDL/HDL, ukupni holesterol/HDL, non-

HDL/HDL
Lipidni parametar Multivarijantni OR 95%CI p
Ukupni holesterol (mmol/l)
<52 [1]
5,2-6,19 3,311 1,624-17,564 p<0,05
26,2 5,431 1,090-27.049 p<0,05
Tg (mmol/l)
<1,7 [1]
1,7-2,29 0,784 0,186-3,311 1,978
>2.3 1,630 0.485-5,480 1,311
HDL (mmol/l)
>1,6 [1]
1-1,6 0,335 0,081-1,385 1,115
<1 0,438 0,086-2,223 0,102
LDL (mmol/l)
<3,4 [1]
3,4-4,0 0,714 0,170-3,001 0,898
>4.1 1,484 1,434-5,079  p<0,01
non-HDL (mmol/l)
<3,4 [1]
3.,4-4,1 5,561 0,422-73,256 1,003
>4.2 7,159 1,643-79,666 p<0,05
LDL/HDL (mmol/l)
<3 [1]
3-3,5 0,569 0,107-3,026 0,312
>3,6 0,941 0,272-3,256 0,426
Ukupni holesterol/HDL(mmol/l)
<4,5 [1]
4,5-5 1,131 0,220-5,813 0,787
>5.1 0,646 0,187-2,227 0,811
non-HDL/HDL (mmol/l)
<3,25 [1]
23,25 1,001 0,338-2,965 0,234

Multivarijantni model- prilagoden za godine (kontinuirano), ITM (kontinuirano),
prisustvo arterijske hipertenzije (da, ne), Se¢erna bolest (da, ne), pusenje (da, ne)
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U univarijjantnom modelu, koncentracije adhezionih molekula VCAM-1 u
najvisem kvartilu u odnosu na najnizi kvartil, predstavljale su faktor rizika za smanjenje
jaCine glomerulske filtracije ispod 60ml/min/ 1,73rn2 (OR=4,622; 95%CI=1,240-17,226;
p=0,009). Faktor rizika u istom modelu predstavljale su i povecane vrednosti
koncentracija renalaze (OR=5,455; 95%CI=1,226-24,261; p=0,026), dok su vrednosti
koncentracije eNOS bile protektivni faktor za jac¢inu glomerulske filtracije (OR=0,113;
95%CI=0,021-0,605; p=0,011), (tabela 13). Ostali analizirani parametri; ICAM-1
(OR=2,354; 95%CI=0,635-8,725; p=0,425), nitrati (OR=3,00; 95%CI=0,786-11,445;
p=0,108), ADMA (OR=2,031; 95%CI=0,516-8,003; p=0,311) i SDMA (OR=3,802; 95%
CI=0,807-12,751; p=0,098) nisu imali uticaj na jac¢inu glomerulske filtracije, (tabela 13).

Tabela 13. Univarijantni (OR) i 95% interval poverenja (CI) za smanjenje smanjene
jatine glomerulske filtracije (JGF<60 ml/min/1,73m?) u odnosu na koncentracije ICAM-
1, VCAM-1, nitrate (NO,/NOs3), eNOS, ADMA, SDMA i renalazu

Parametar univarijantni OR 95% CI p
ICAM-1' pg/ml 2,354 0,635-8,725 0,425
VCAM-1' pg/ml 4,622 1,240-17,226 0,009
Nitrati (umol/l) 3,00 0,786-11,445 0,108
eNOS (pg/ml) 0,113 0,021-0,605 0,011
ADMA (umol/l) 2,031 0,516-8,003 0,311
SDMA (umol/l) 3,802 0,807-12,751 0,098
Renalaza (ng/ml) 5,455 1,226-24,261 0,026

'_najvisi vs najnizi kvartil

Isti odnos faktora rizika bio je i nakon prilagodavanja za godine, gde je najvisi
kvartil koncentracija VCAM-1 predstavljao faktor rizika (OR=4,215; 95%CI=1,369-
11,362; p<0,05), kao 1 viSe vrednosti renalaze (OR=6,089; 95%CI=1,063-34,860;
p=0,042), dok su koncentracije eNOS-a i1 dalje bile protektivni faktor za jacinu
glomerulske filtracije (OR=0,160; 95%CI=0,027-0,958; p=0,045), (tabela 14). Sa druge
strane vrednosti ICAM-1 (OR=2,354; 95%CI=0,635-8,725; p=0,425), nitrata (OR=2,148;
95%CI1=0,518-8,907; p=0,292), ADMA (OR=1,857; 95%CI=0,443-7,788; p=0,397) i
SDMA (OR=3,040; 95%CI=0,703-13,146; p=0,137), nisu pokazale znaajan uticaj na

jacinu glomerulske filtracije.
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Tabela 14. Ods ratio (OR) 1 95% interval poverenja (CI) nakon prilagodavanja za godine
za smanjenje jagine glomerulske filtracije (JGF<60 ml/min/1,73m?) u odnosu na ICAM-
1, VCAM-1, nitrate (NO,/NOs3), eNOS, ADMA, SDMA i renalazu

Parametar OR prilagoden za godine 95%CI p

ICAM-1' pg/ml 1,568 0,211-2,669 0,236
VCAM-1' pg/ml 4,215 1,369-11,362 p<0,05
Nitrati (umol/l) 2,148 0,518-8,907 0,292
eNOS (pg/ml) 0,160 0,027-0,958 0,045
ADMA (umol/l) 1,857 0,443-7,788 0,397
SDMA (umol/1) 3,040 0,703-13,146 0,137
Renalaza (ng/ml) 6,089 1,063-34,860 0,042

'_najvisi vs najnizi kvartil

U multivarijantnom modelu, nakon prilagodavanja za godine starosti
(kontinuirano), ITM (kontinuirano), hipertenziju (da, ne), prisustvo Se¢erne bolesti (da,
ne), puSenje (da, ne) i dalje su se izdvajali isti faktori rizika: koncentracija VCAM-1
(OR=5,244; 95%CI=1,369-15,559; p<0,05) i renalaza (OR=5,462; 95%CI=1,838-3,477;
p=0,032), kao i eNOS-a kao protektivni faktor za jacinu glomerulske filtracije
(OR=0,025; 95%CI=0,001-0,480; p=0,014). Svi rezultati prikazani su u tabeli 15.
Parametri kao S§to su; ICAM-1 (OR=1,256; 95%CI=0,231-52,369; p=0,568), nitrati
(OR=4,681; 95%CI=0,756-31,239; p=0,096), ADMA (OR=2,043; 95%CI=0,401-10,405;
p=0,390) i SDMA (OR=3,747; 95%CI=0,808-17,368; p=0,091) nisu pokazali prediktivan
znacaj na jacinu glomerulske filtracije, takode prikazano u tabeli 15.

Tabela 15. Multivarijantni ods ratio (OR) 1 95% interval poverenja (CI) za smanjenje
jagine glomerulske filtracije (JGF<60 ml/min/1,73m?) u odnosu na ICAM-1, VCAM-1,
nitrate (NO,/NOs), eNOS, ADMA, SDMA i renalazu

Parametar Multivarijantni OR 95%CI p

ICAM-1' pg/ml 1,256 0,231-52,369 0,568
VCAM-1' pg/ml 5,244 1,369-15,559 p<0,05
Nitrati (umol/l) 4,681 0,756-31,239 0,096
eNOS (pg/ml) 0,025 0,001-0,480 0,014
ADMA (umol/l) 2,043 0,401-10,405 0,390
SDMA(umol/l) 3,747 0,808-17,368 0,091
Renalaza (ng/ml) 5,462 1,838-3,477 0,032

Multivarijantni model - prilagoden za godine (kontinuirano), ITM (kontinuirano),
hipertenzija (da, ne), Seéerna bolest (da, ne), pusenje (da, ne),'-najvisi vs najnizi kvartil
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Kod pacijenata sa ja¢inom glomerulske filtracije manjom od 60ml/min/1,73m?
renalaza je bila statisticki znacajno visa nego kod pacijenata sa glomerulskom filtracijom
visom od 60ml/min/1,73m* (p<0,001). Srednja vrednost koncentracije renalaze kod
pacijenata u tre¢em stadijumu hroni¢ne bubrezne slabosti bila je 148,15+£25,17 ng/ml, a
kod pacijenata u Cetvrtom stadijumu HBI bila je 199,12+£52,8 ng/ml, dok je u petom
stadijumu HBI samo jedan pacijent imao vrednost renalaze 232,5 ng/ml. Postoji
statisticki znacajna razlika u vrednostima renalaze u odnosu na stadijum bubrezne

slabosti (F=13,346, p<0,001), prikazano u tabeli 16.

Tabela 16. Koncentracija renalaze u plazmi u odnosu na jac¢inu glomerulske filtracije kod
pacijenata sa transplantatom

Pacijenti (n) stadijum HBI koncentracija renalaze sig
8 1 94,38+25,9 ng/ml
29 2 134,82432,44 ng/ml
28 3 148,69+27,58 ng/ml
7 4 199,12+52,8 ng/ml

1 5 232,5 ng/ml A,B,C,D.E,F

A (1vs2), B(1vs3), C (1vs4), D (2vs3), E(2vsd), F(3vs4).

U tabeli 17 prikazan je koeficijent proste linearne korelacije i pripadajuce p
vrednosti izmedu renalaze, jacine glomerulske filtracije, parametara endotelne disfunkcije
1 inflamacije kod pacijenata sa transplantatom. Statisticki znaCajna inverzna korelacija
uocena je izmedu vrednosti renalaze i JGF (r=-0,552; p<0,001), prikazano na grafikonu
2. Pozitivne korelacije su uocene izmedu renalaze i ukupnog holesterola (r=0,578;
p<0,001), grafikon 3, renalaze i LDL-holesterola (r=0,261; p<0,05), grafikon 4, renalaze 1
nonHDL-holesterola (r=0,327; p=0,01), kao i1 pozitivna korelacija izmedu renalaze i
kreatinina (r=0,364, p=0,003), grafikon 5. Pored renalaze holesterol je znacajno
korelirao, sa negativnim predznakom, jos i sa ja¢inom glomerulske filtracije (r=-0,332;
p<0,01). Vrednosti LDL-holesterola su, osim sa renalazom, korelirali i sa non-HDL
holesterolom (r=0,473; p=0,01).

Vrednosti ADMA su negativno korelirale sa vrednostima HDL-a (r=-0,255;
p<0,01) i pozitivno sa vrednostima SDMA (r=0,514; p<0,01). Vrednosti SDMA su pored
korelacije sa ADMA statisticki znacajno korelirale i sa vrednostima VCAM-1 (1=0,271;
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p<0,05). Renalaza nije znaCajno korelirala sa parametrima endotelne disfunkcije.
Analizirane korelacije bile su; renalaza i ADMA (r=-0,142, p=0,255); renalaza i SDMA
(r=-0,156, p=0,210); renalaza i ICAM-1 (r=-0,026, p=0,837); renalaza i VCAM-1 (r=-
0,044, p=0,726), prikazano u tabeli 17.

Renalaza je pokazala inverznu korelaciju sa hemoglobinom (r=-0,232, p=0,032); i
ukupnim brojem leukocita (r=0,233, p=0,032); ali nije pokazala korelaciju sa godinama
starosti (r=0,040, p=0,758); eritrocitima (r=0,014, p=0,912); vremenom od transplantacije
(r=-0,119, p=0,349); indeksom mase tela (r=0,040, p=0,758) i vrednostima CRP
(r=0,030, p=0,808). Nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu nivoa renalaze kod
pacijenata sa transplantatom u odnosu na pol, (t=0,056, p=0,955); pusenje (t=1,051,
p=0,299), povisen krvni pritisak (t=1,649, p=0,123), porekla transplantata (t=0,409,
p=0,684) i pacijenata sa Se¢ernom boles¢u u odnosu na one bez nje (t=1,270, p=0,219).
Nije bilo nikakve razlike u koncentracijama renalaze u odnosu na primenjenu
antihipertenzivnu terapiju (F=0,693, p=0,560). Pomenuti rezultati nisu predstavljeni
tabelarno i graficki, s obzirom da medu njima nije postojala znacajnost.

CRP nije pokazao korelaciju ni sa jednim ispitivanim parametrom (tabela 17).
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Tabela 17. Korelaciona analiza izmedu renalaze, lipidnih parametara, bubrezne funkcije i parametara endotelne disfunkcije 1 inflamacije

Parametar renalaza holesterol JGF kreatinin LDL HDL nonHDL ADMA SDMA ICAM-1 VCAM-1 CRP
renalaza 1 0,578 0,552 0,364 0,261" 0,127 0,327 -0,150 0,152 -0,026 0,017 0,020
holesterol ~ 0,578" 1 -0,332" 0,014 0,249 0,105 0,167 -0,050 -0,139 0,051 -0,064 -0,004
JGF -0,552" -0,332" 1 0,689 0,018 0,221 -0,020 0,222 0,078 0,221 0,012 0,018
kreatinin 0,364 0,014 0,689 1 0,189 -0,164 0,098 0,034 0,235 -0,266° 0,089 0,110
LDL 0,261" 0,249 0,018 -0,189 1 0,030 0,473 -0,025 0,119 0,069 0,123 0,168
HDL 0,127 0,105 0,221 -0,164 0,030 1 0,228 0,255 -0,058 0,013 -0,149 0,032
nonHDL 0,327" 0,167 -0,020 0,098 0,473 0,228 1 0,038 0,036 0,076 -0,028 -0,001
ADMA -0,150 -0,050 0,222 0,034 0,025  -0,255" 0,038 1 0,514 0,153 0,060 0,156
SDMA -0,152 -0,139 0,078 0,235 0,119 -0,058 0,036 0,514" 1 0,088 0,271" 0,040
ICAM-1 -0,026 0,051 0,221 -0,266" 0,069 0,013 0,076 0,153 0,088 1 0,206 0,192
VCAM-1 0,017 -0,064 0,012 0,089 0,123 -0,149 0,028 0,060 0,271" 0,206 1 0,075
CRP 0,020 -0,004 0,018 -0,110 0,168 0,032 -0,001 -0,156 0,040 0,192 0,075 1

*p<0,05;

*#p<0,01;

#%%p<0,001.
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Rezultati sa statistickom znacajnoS¢u u tabeli 17, prikazani su i na grafikonima 2-
5. Sa grafikona 2 uofavamo negativnu statisticki znacajnu korelaciju izmedu renalaze 1

jacine glomerulske filtracije (r=-0,552; p<0,001).
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Grafikon 2. Korelaciona analiza izmedu JGF 1 renalaze

Na grafikonima 3 i1 4 prikazani su korelacioni grafici renalaze i ukupnog
holesterola (r=0,578; p<0,001) i1 renalaze i LDL-holesterola (r=0,261; p=0,046). Obe
korelacije su bile pozitivne na statisticki zna¢ajnom nivou. Na grafikonu 5 prikazana je
meduzavisnost izmedu renalaze i1 kreatinina, koja je pozitivnog karaktera i na nivou

znacajnosti p<0,01 (r=0,364; p=0,003).
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Grafikon 3. Korelaciona analiza izmedu ukupnog holesterola i renalaze
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Grafikon 4. Korelaciona analiza izmedu LDL-holesterola 1 renalaze

65




Rezultati

SO0 -
450 - L
a00 - v
— 350 -
2 300 -
£ . ,
= 250 1 o’ 02 _ e
B 200 - . . —%
Ig '* "‘ _,—'—'—'_'_'_'_'_'_'_
@ 150 - . 09 .
i wa et
100 - o hiu“‘% j
50 - r=0.364, p=0,003
o A . . . . .
o 50 100 150 200 250 300

renalaza (ng/ml)

Grafikon 5. Korelaciona analiza izmedu kreatinina 1 renalaze

U tabeli 18 je prikazan je koeficijent proste linearne korelacije i pripadajuce p
vrednosti izmedu parametara nitrozativnog stresa i bubrezne funkcije kod pacijenata sa
transplantatom bubrega. Statisticka znacajnost je uocena izmedu slede¢ih parametara:
ADMA i SDMA (r=0,514, p<0,01), eNOS i ADMA (r=0,453, p<0,05), eNOS i SDMA
(r=0,412, p<0,05), eNOS 1 nitrata (r=0,508, p<0,05), ADMA 1 nitrata (r=0,386, p<0,01) 1
SDMA i nitrata (r=0,355, p<0,01). SDMA je znacajno korelirala i sa vrednostima
kreatinina (r=0,235, p<0,05). Sve pobrojane korelacije bile su pozitivnog karaktera.
Ostali parametri nisu pokazali koralaciju na statisticki znacajnom nivou. Nije uocena
statisticki znacCajna korelacije izmedu renalaze i nitrata (r=-0,145, t=0,274), kao ni
izmedu renalaze i eNOS-a (r=0,093, t=0,456). Vrednosti ADMA i SDMA nisu pokazale
korelaciju sa ja¢inom glomerulske filtracije; ADMA (r=0,222, p=0,11), SDMA (r=0,078,
p=0,842), dok je SDMA pokazala znacCajnu korelaciju sa vrednostima kreatinina

(r=0,078; p<0,05).
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Tabela 18. Koeficijent korelacije izmedu parametara nitrozativnog stresa i bubrezne

funkcije kod pacijenata sa transplantatom

Parameter Nitrati eNOS JGF Kreatinin ADMA SDMA
Nitrati 1 0,508 0,072 0,034 0,386 0,355
eNOS 0,508 1 0,189 0,225 0,453*  0,412%
JGF 0,072 0,189 1 0,689 0,222 0,078
Kreatinin 0,034 0,225 -0.689"" 1 0,034 0,235
ADMA 0,386" 0,453% 0,222 0.034 1 0,514™"
SDMA 0,355 0,412% 0,078 0,235 0,514 1

*p<0,05;

*#p<0,01;

#3x%kp<(),001.

U tabeli 19 predstavljeni su klinicki i biohemijski parametri kod pacijenata sa

transplantatom u odnosu na primenjeni imunosupresivni protokol.

Tabela 19. Klinicki i biohemijski parametri kod pacijenata sa transplantatom u odnosu na

primenjeni imunosupresivni protokol

takrolimus/ ciklosporin/ .
MMF/pronizon MMF/pronizon P
Starost (godine) 42,43+11,19 48,78+10,44 1,087 0,062
ITM (kg/m?) 25,59+4,37 27,07+£3,68 0,342 0,254
Sistolni krvni pritisak (mm/Hg) 128,6+10,95 131,9+9,98 0,675 0,291
Dijastolni krvni pritisak (mm/Hg) 81,05+8,46 84,37+5,66 0,432 0,145
Eritrociti x 10'%/1 4,79+0,77 4,49+0,64 0,121 0,162
Hemoglobin (g/dl) 13,75+£2,27 12,63+1,43 0,716 0,069
Leukociti x 10/1 8,69+2.20 7,98+2,02 1,002 0,275
C-reaktivni protein (mg/1) 5,80(11,81) 2,46(2,98) 0,645 0,274
Ureja (mmol/1) 9,53+5,82 13,53+7,41 0,241 0,027
Kreatinin (umol/l) 144,06+£58,41 195,98+84,26 0,892 0,003

Statisticki znacajna razlika postojala je u koncentracijama ureje i kreatinina u

odnosu na primenjeni vid imunosupresivne terapije. Pacijenti na takrolimusu imali su

znacajno nize vrednosti ureje (9,53+£5,82 vs 13,53+7,41, p=0,027) 1 kreatinina

(144,06+£58,41 vs 195,98+84,26, p=0,003) u poredenju sa pacijentima koji su primali

ciklosporinski protokol. Druge poredene vrednosti nisu pokazale znacajnost: godine
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(p=0,062), indeks telesne mase (p=0,254), vrednosti sistolnog (p=0,291) 1 dijastolnog
krvnog pritiska (p=0,145), broj eritrocita (p=0,162) i hemoglobina (p=0,069), leukocita
(p=0,275) i CRP-a (p=0,274).

Poredenjem lipidnih parametara: ukupnog holesterola, LDL, HDL i nonHDL-
holesterola 1 triglicerida kod pacijenata sa transplantatom u odnosu na primenjeni
imunosupresivni protokol (takrolimus vs ciklosporin) nije uocena statisticki znacajna
razlika ni u jednom od ispitivanih parametara (p>0,05) i to za: holesterol (t=1,084,
p=0,282), LDL (t=0,128, p=0,898), HDL (t=0,322, p=0,748), non-HDL (t=1,195,
p=0,236) 1 vrednosti triglicerida (t=1,227, p=0,224). Rezulati su prikazani u tabeli 20.

Tabela 20. Razlike u ispitivanim lipidnim parametrima kod pacijenata sa transplantatom
u odnosu na primenjeni imunosupresivni protokol

Lipidni parametar takrolimqs/ ciklospor@n/ ¢ .
MMF/pronizon MMF/pronizon
Holesterol (mmol/I) 6,44+1,50 6,91+1,48 1,084 0,282
LDL (mmol/l) 3,73+1,13 3,77+0,96 0,128 0,898
HDL (mmol/l) 1,33+0,25 1,30+0,33 0,322 0,748
non-HDL (mmol/I) 5,18+1,47 5,68+1,57 1,195 0,236
Tg (mmol/l) 2,92+2.53 3,87+3,38 1,227 0,224

Ispitivani parametri endotelne disfunkcije, koji su prikazani u tabeli 21, takode su
poredeni u odnosu na primenjeni vid imunosupresivne terapije.

Tabela 21. Razlike u ispitivanim parametrima kod pacijenata sa transplantatom u odnosu
na primenjeni imunosupresivni protokol

Parametar takrolimqs/ ciklosporin/ t/7' p
MMF/pronizon MMF/pronizon
VCAM-1, pg/ml 686,86+50,95 673,86+46,53 0,918 0,362
ICAM-1, pg/ml 237,20+51,21 221,57+40,35 1,125 0,264
Nitrati (umol/l) 108,42430,60 121,38437,40 1,110 0,285
eNOS (pg/ml) 209,59+42,01 198,43+44,54 0,892 0,376
ADMA (umol/T) 0,54+0,11 0,52+0,13 0,554 0,586
SDMA(umol/l) 0,82+0,29 0,84+0,44 0,192 0,850
Renalaza (ng/ml) 129,47+16,70 145,45+39,89 2,264 0,027
JGF, mI/min/1,73m? 63,20(32,4) 52,30(47,4) 1,761' 0,078
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StatistiCki znacCajna razlika postojala je u vrednostima renalaze koja je kod
ispitanika na imunosupresivnom protokolu sa ciklosporinom iznosila 145,45+39,89 ng/ml
1 bila je znacajno visa u odnosu na vrednosti kod ispitanika na terapiji takrolimusom, kod
kojih su srednje vrednosti iznosile 129,47+16,70 ng/ml (t=2,264; p=0,027). Ostale
vrednosti poredenih parametara; koncentracija adhezionih molekula: VCAM-1 (t=0,918,
p=0,362), ICAM-1 (t=1,125, p=0,264), nitrata (t=1,110, p=0,285), eNOS (t=0,892,
p=0,376), ADMA (t=0,554, p=0,586), SDMA (t=2,264, p=0,850) i vrednosti JGF

(Z=1,761, p=0,078) nisu pokazale znacajnost u odnosu na kontrolu.
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6.0. Diskusija

6.1. Endotelna disfunkcija u grupi pacijenata sa transplantiranim bubregom

Transplantacija bubrega je danas, svakako, najbolji modalitet lecenja pacijenata u
terminalnoj fazi bubreZzne bolesti. lako se simptomi i znaci uremijske intoksikacije
najve¢im delom povlace nakon transplantacije, elementi endotelne disfunkcije su 1 dalje
prisutni. Vecina istraZzivaca smatra da se endotelna funkcija ne popravlja zbog nezeljenih
efekata imunosupresivne terapije. Dokazano je da je endotelna disfunkcija kljuc¢ni
patofizioloki proces u razvoju ubrzane ateroskleroze kod ovih pacijenata.'” Svakako da
ovome doprinosi odrzavanje uremijske intoksikacije kod jednog broja pacijenata.'®’
Ovome ide u prilog i Cinjenica da odredeni kardiovaskularni faktori rizika vezani za
uremiju, jo§ uvek postoje i nakon uspesne transplantacije bubrega.***"!

Literaturni podaci u najveéem broju slucajeva navode da se stepen endotelnog
ostecenja smanjuje sa duzinom posttransplantacionog perioda,202 odnosno da je endotelna
disfunkcija u inverznom odnosu sa vremenom nakon transplantacije. Smatra se da visoke
doze imunosupresiva date odmah nakon transplantacije (sa ciljem prevencije akutnog
odbacivanja) imaju Stetniji efekat nego kumulativna doza kalcinurinskih inhibitora u
duZem vremenskom periodu.?”

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju slazu se sa rezultatima vecine
istrazivaca,”**?**2% jer su i kod ispitanika klini¢ke grupe parametri endotelne disfunkcije
(direktni 1 indirektni) znacajno visi u odnosu na kontrolu.

Nakon transplantacije znafajno se smanjuje nivo uremijske intoksikacije,
retencije tecnosti, popravlja se elektrolitni balans 1 anemijski sindrom. Takode se
znacajno smanjuje oksidativni stres, mada je dokazano da je endotelna funkcija merena
kao bioraspolozivost azot oksida joS uvek smanjena. Svakako da glavnu ulogu u
smanjenju bioraspolozivosti NO imaju imunosupresivi, jer ciklosporin dovodi do

povecane produkcije slobodnih radikala koji interferiraju sa metabolizmom NO, a
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istovremeno 1 ciklosporin 1 takrolimus blokadom kalmodulina sprecavaju dalju

produkciju NO.

6.1.1.Adhezioni molekuli kao parametri inflamacije kod pacijenata sa
transplantatom u odnosu na kontrolnu grupu

Inflamacija 1 endotelna disfunkcija igraju najznacajnije uloge u inicijaciji,
progresiji 1 propagaciji aterosklerotskog procesa. Ovaj proces je omogucen zahvaljujuci
ekspresiji celularnih adhezionih molekula na membrani endotelnih ¢elija. Oni deluju kao
medijatori inflamacije 1 njihovo dejstvo je naroCito izrazeno tokom uremijske
intoksikacije. Ekspresija svih (visoko i1 nisko afinitetnih) adhezionih molekula nastaje
usled snazne stimulacije razli¢itim proinflamatornim citokinima. Identifikacija
adhezionih molekula koji imaju ulogu u kaskadnom procesu inflamacije moze imati
znacajnu ulogu u imunskoj terapiji nakon transplantacije.

Na nasem uzorku merene su solubilne koncentracije adhezionih molekula ICAM-
1 1 VCAM-1 u plazmi. Dokazano je da su poviSene u odnosu na zdravu kontrolu, $to je u
korelaciji sa najve¢im brojem literaturnih podataka. Veéina istrazivaca je i
imunohistohemijskim bojenjem dokazala tkivnu ekspresiju ovih molekula na alograftu.
Najznacajnija distribucija je verifikovana na intertubularnim kapilarima i ve¢im krvnim
sudovima, kao 1 u podru¢jima sa leukocitnom infiltracijom. Intracelularni adhezioni
molekuli su konstitutivno eksprimirani na nivou ¢itavog endotela glomerula, dok su
tubuli negativni za ovu ekspresiju. Nakon transplantacije ekspresija ICAM-1 molekula je
detektovana i na proksimalnim tubulima, narocito na nivou brush border-a. VCAM-1
molekuli su konstitutivno eksprimirani na nivou parijentalnih ¢elija Bowmanove Caure,
na distalnim tubulima ih nema, dok je je fizioloski moguc¢a manja ekspresija na nivou
proksimalnih tubula. U transplantiranom bubregu snazno su eksprimirani na endotelu
intratubularnih kapilara, velikim krvnim sudovima, kao i1 na nivou distalnih tubula. In
vitro istrazivanjima je dokazano da ova ekspresija na nivou tubularnih ¢elija moze da
poveca infiltraciju limfocita i da na taj nacin ucestvuje u procesu odbacivanja grafta.
Dokazano je da je koncentracija ovih molekula u pozitivnoj korelaciji sa hroni¢nim

odbacivanjem grafta. Imunosupresivna terapija, narocCito ciklosporin, moze da poveca
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ekspresiju ovih molekula.'* Moguénost njihovog merenja u biologkim te¢nostima, urinu
ili plazmi, omogucava lakSe 1 komfornije pracenje pacijenata nakon transplantacije.
Povisene vrednosti ovih molekula zabelezene su i u slu€ajevima akutnog odbacivanja
grafta, ¢ime je omogucena diferencijacija od klasicne nefrotoksi¢nosti. Merenje ovih
adhezionih molekula u urinu moze biti rani marker disfunkcije grafta. Povecanje
koncentracije adhezionih molekula je verovatno posledica njihovog smanjenog klirensa u
uslovima neadekvatne funkcije grafta. Dokazano je i da je koncentracija VCAM-1, ali ne
1 ICAM-1, molekula bila znacajno visa kod pacijenata nakon transplantacije koji su imali
prethodnu istoriju kardiovaskularne bolesti. Medjutim, kod pacijenata nakon
tranplantacije samo VCAM-1 molekuli su kao izdvojili kao prediktori sveukupnog

mortaliteta®”’

(identifikovani su kao nezavisni 1 kao prediktori mortaliteta nakon
prilagodavanja za godine i faktore rizika), ali nije detektovana razlika u koncentraciji
ovih molekula u odnosu na uzrok smrti.

U grupi pacijenata sa dijebetesnom nefropatijom, u peritransplantacionom
periodu, bojenjem tkiva krvnih sudova bubrega, izolovani su isklju¢ivo VCAM-1, §to je
ukazivalo da ovi molekuli mogu biti rani markeri aterosklerotske lezije kod pacijenata sa
bubreznom boleséu.” Dokazano je da su obe vrste adhezionih molekula eksprimirane na
endotelu u regijama sklonim nastanku ateroskleroze.'* VCAM-1 predominantno su
eksprimirani u aterosklerotski izmenjenom endotelu, dok su ICAM-1 eksprimirani u
nezahvaéenoj aorti i tzv. ,,zasticenim” regijama.'* Nije zabeleZeno da deficit ICAM-1
molekula uti¢e na rani proces formiranja lezije ,,penastih celija”, dok je nedostatak
VCAM-1 molekula bio povezan sa njihovim gubitkom. Zato je pretpostavljeno da
zapravo VCAM-1 ima glavnu i presudnu ulogu u formiranju aterosklerotskog plaka.”’
Razlika u ekspresiji ukazuje na razli¢ite funkcije adhezionih molekula u inicijaciji lezije.
Endotelna ekspresija VCAM-1 molekula je pod up regulacijom hiperholesterolemije 1
dokazana je kod ApoE'/ " miSeva i pre formiranja lezije.'*’ Lokalno oksidisani lipoproteini
zarobljeni u intimi mogu da generiSu razli¢ite proinflamtorne faktore koji indukuju
ekspresiju adhezionih molekula.'* Dokazano je da je uticaj proinflamatornih faktora u

ekspresiji VCAM-1 bolje kontrolisan nego na ICAM-1."* Svi podaci ukazuju na to da je

u formiranju aterosklerotskog plaka zapravo klju¢na uloga VCAM-1 u odnosu na ICAM-
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1 molekule, te da su detektovani u svim stanjima koja u svojoj osnovi imaju proces
inflamacije i1 endotelne aktivacije.
Shodno tome poviSeni nivoi ovih molekula su opisani i kod pacijenata sa

stabilnom anginom pektoris, akutnim koronarnim sindromom, hipertenzijom,”'’

autoimunim bolestima, kao i kod pacijenata u terminalnim fazama bubrezne bolesti*'' i

na dijalizi.*"' U ovoj grupi su dokazani i kao nezavisni prediktori mortaliteta.”'*>">

Vrednosti C-reaktivnog proteina, kao akutnog markera inflamacije, nisu se
znacajno razlikovale kod pacijenata sa transplantatom u odnosu na zdrave ispitanike.
Medutim, ima i podataka da se vrednosti C-reaktivnog proteina nakon transplantacije
smanjuju u odnosu na pacijente na dijalizi, ali da i dalje ostaju viSe u odnosu na kontrolu.
Analizom naSih rezultata zaklju¢eno je da CRP nije ,,najbolji* marker za procenu
inflamacije kroz duZi posttransplantacioni period i da je moguce da su drugi markeri
(serumski amiloid A ili visoko senzitivan-AsCRP) bolji u ovoj proceni. High sensitive
CRP je opisan kao biomarker koji ima najbolju inverznu korelaciju sa dilatacijom
nakon transplantacije. Osim toga on je opisan i kao nezavisni prediktor funkcije grafta
nakon transplantacije.

Ubrzana ateroskleroza verovatno lezi u osnovi bubrezne disfunkcije kod
pacijenata nakon uspesne transplantacije bubrega i ovi markeri ateroskleroze bi mogli da
ukazu na stepen bubreznog osStecenja. Oni se, medutim, ne mogu smatrati potpuno
specificnim, jer do porasta njihovih koncentracija dolazi i kod endotelne disfunkcije,
hroni¢nog odbacivanja transplantata, tokom imunosupresivne terapije. To smanjuje

njihov dijagnosticko-prognosticki znaca;.

6.1.2. Lipidni status nakon transplantacije

Hiperlipidemija koja se javlja nakon uspesne transplantacije bubrega je Cesta i
perzistentna komplikacija. Znacajno doprinosi kardiovaskularnom morbiditetu i
mortalitetu, a dovodi i do hroni¢ne vaskulopatije grafta. Iako se zna da razliciti
epidemioloski i klini¢ki faktori ucestvuju u nastanku hiperlipidemije, patogeneza ovog
procesa je multifaktorska i nerazjasnjena u potpunosti. Nasi rezultati o lipidnom statusu

kod pacijenata nakon transplantacije u poredenju sa kontrolom koreliraju sa ve¢inom
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literaturnih podataka. Verifikovana hiperholesterolemija je ukljucivala povecanje LDL i
nonHDL-holesterola, dok se vrednosti HDL-holesterola nisu razlikovale znacajno u
odnosu na kontrolu. Takode su postojale znacajne razlike u vrednostima triglicerida u
poredenju sa kontrolom, kao i promene u svim lipoproteinskim odnosima. Kao
najznacajniji faktori rizika za razvoj kardiovaskularnih dogadaja opisani su porast
ukupnog i LDL-holesterola, kao i poveéanje koncentracije triglicerida.”'* Najveéi broj
klini¢kih studija u opStoj populaciji je pokazao da upotreba antilipemicne terapije, u
regulaciji  hiperholesterolemije, znac¢ajno  smanjuje incidenciju za razvoj
kardiovaskularnih bolesti.”’>?*° To je takode dokazano i u velikoj, randomizovanoj,
multicentricnoj ALERT studiji, sa uces¢em 2102 pacijenta nakon transplantacije
bubrega.”!

Nakon transplantacije bubrega opisani faktori rizika za nastanak hiperlipidemije
su godine pacijenta, telesna masa, lipidni status pre transplantacije, ali 1 faktori kao $to su
proteinurija ili disfunkcija kalema. Vecina istrazivaca, ipak, smatra da imunosupresivna
terapija najvise doprinosi razvoju hiperlipidemije.222 Povisene vrednosti ukupnog i LDL-
holesterola vidaju se kod 60% pacijenata nakon transplantacije, hipertrigliceridemija kod
35%, a nize vrednosti HDL-holesterola kod 15% pacijenata.”*® Neke prospektivne studije
su pokazale da su pacijenti koji su tretirani ciklosporinom i pronizonom imali porast
ukupnog holesterola, na ra¢un njegovih frakcija (LDL i HDL), dok su koncentracije
triglicerida bile nepromenjene. Ove studije su ukazale da je zapravo najaterogenija
lipidna komponenta LDL-holesterol, s obzirom na to da je podlozan razli¢itim vrstama
modifikacija (oksidacija, karbamilacija), koje potenciraju njegovu aterogenost.”>*** Neke
od studija su pokazale da takrolimus ima manji uticaj na lipidni profil.*
Hiperholesterolemija je povezana sa nastankom posttransplantacione vaskularne bolesti

bubrega,**’

a ista studija je pokazala da je za razvoj ishemijske bolesti srca od svih
evaluiranih lipidnih parametara najznacajnija bila snizena koncentracija HDL-
holesterola.””” Generalni zakljudak je, ipak, da su najznalajniji faktori rizika, koji su
nakon prve posttransplantacione godine udvostrucivali rizik za razvoj neZeljenog
kardiovaskularnog dogadaja bili vrednost ukupnog holesterola, iznad 5,17 mmol/l ili
triglicerida visa od 3,95 mmol/l.**® Neki autori smatraju da, u populaciji pacijenata nakon

transplantacije bubrega, rizik za kardiovaskularnu bolest postoji ¢ak i kod koncentracija
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totalnog holesterola visih od 4,6 mmol/1.**

Studija petogodisnjeg pracenja nakon
transplantacije je pokazala da se vrednost ukupnog holesterola izdvaja kao snazan i
nezavistan prediktor za sve vrste kardiovaskularnih dogadaja, ukljucujuéi i ukupno
prezivljavanje.”*’

Vec¢ina autora se slaze da izmenjen metabolizam lipida kod pacijenata sa
transplantatom nastaje kao posledica smanjenog katabolizma hilomikrona i endogenih
lipoprotienskih partikula, te se ostaci hilomikrona, VLDL i LDL nagomilavaju u plazmi.
Ostale promene podrazumevaju posttranslacionu modifikaciju apolipoproteina i to putem
glikacije, oksidacije 1 karbamilacije. Ovako modifikovani lipidi onemogucavaju
preuzimanje LDL-holesterola od strane receptora na hepatocitima i dovode do porasta
njihovih koncentracija.

Deo nasih rezultata, koji ne korelira sa rezultatima drugih istrazivaca, jesu
nepromenjene vrednosti HDL-holesterola u odnosu na zdravu populaciju. To se moze
objasniti podacima iz drugih studija, koje su dokazale da u stanjima akutne inflamacije
HDL-holesterol u potpunosti gubi zaStitnu ulogu i postaje proinflamatorni molekul.
Nakon vezivanja, serumski amiloid A, kao protein akutne faze, paradoksalno ¢ini HDL-
holesterol proaterogenom partikulom. Ovakva transformacija je dokazana u stanju
uremije. Iz tog razloga HDL-holesterol u populaciji pacijenata nakon transplantacije
bubrega josS uvek se ne moze smatrati protektivnim agensom.

Medutim, veéina protokola za kontrolu i leCenje pacijenata nakon transplantacije
bubrega preporucuje upotrebu antilipemicne terapije 1 agresivno obaranje koncentracije
holesterola, sa istovremenim efektom na porast HDL-holesterola. To za sobom povlaci
pitanje opravdanosti ovakvog pristupa i pitanje neophodnosti pazljivog doziranja

antilipemika ukoliko postoji smanjena funkcija grafta.

6.1.3. Koncentracije dimetilarginina kod pacijenata nakon uspeSne
transplantacije bubrega

Odredivanje koncentracije dimetilarginina, kao uremijskih toksina, moze biti od
velikog znacaja u pracenju pacijenata nakon transplantacije bubrega. Dobijeni rezultati
ukazuju da su njihove koncentracije (ADMA i SDMA) znacajno viSe u odnosu na

kontrolnu grupu. Podaci iz literature pokazuju da su, neposredno nakon operativnog
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zahvata (Cak 1 u odsustvu akutnog odbacivanja grafta), koncentracije dimetilarginina
znadajno poviSene u odnosu na kontrolu.”*® Destrukcija tkiva, tokom transplantacije
bubrega, podrazumeva degradaciju proteina i nagomilavanje njihovih metilisanih
produkata. Time se objasnjava nagli skok dimetilarginina neposredno nakon
transplantacije, dok sa uspostavljanjem funkcije grafta dolazi do njihovog smanjenja.
Pracenje koncentracija ADMA i1 SDMA ukazalo je da su 4 nedelje nakon transplantacije
njihove koncentracije znagajno nize, da ostaju nize u prvim mesecima,”" ali da su i dalje
vise u odnosu na populaciju zdravih ispitanika.>> ADMA je nakon transplantacije
znacajno niza nego tokom dijalize, iako je dokazano da se 60% ADME eliminiSe
procesom hemodijalize.*'

Ovakav rezultat je posledica oporavka funkcije endotela, manifestovanog kroz
sintezu i oslobadanje NO.** Nemoguénost potpune reparacije verovatno zavisi od duZine
dijaliznog perioda 1 ireverzibilnih promena endotela tokom dugotrajnog uremijskog
miljea, usled ishemijsko-reperfuzionog osteCenja, kao 1 <cCinjenice da obavezna
imunosupresivna terapija dovodi do daljeg oStecenja. Iako se koncentracije ADME
smanjuju, smatra se da su one i dalje dovoljno visoke da onemogucéavaju potpunu
restituciju endotela, doprinose razvoju kardiovaskularnih bolesti i pove¢enju morbiditeta i
mortaliteta u grupi pacijenata sa transplantatom. Vec¢ina autora smatra da patofizioloski
mehanizmi kojima se odrzavaju visoke vrednosti ADME u plazmi i nakon transplantacije
ukljucuju: porast procesa metilacije proteina i/ili izrazenu proteolizu, kompromitovanu
ekskretornu funkciju bubrega (smanjen klirens ADME) i smanjenje aktivnosti DDAH. Za
tanu diferencijaciju patofizioloskih mehanizama neophodno je utvrditi S-
adenozilmetionin/S-adenozil homocistein odnos, mada postoje i studije koje su dokazale
visoke vrednosti ADME ¢ak i uz smanjenu aktivnost metilacije u odnosu na kontrolu.”**
Druge studije su ukazale da porast telesne tezine nakon transplantacije moze biti u
direktnoj vezi sa poviSenim vrednostima ADME i da smanjenje protektivnog efekta

adiponektina dovodi do poveéanja kardiovaskularnog rizika, >3

Takode je dokazano da
je koncentracija ADME znacajan faktor rizika za gubitak funkcije grafta, tako da bi
ADMA mogla da bude prediktor morbiditeta, mortaliteta i gubitka funkcije grafta nakon

transplantacije.'
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S druge strane, istrazivanjem koje se nadovezalo na ALERT studiju, je dokazano
da je ADMA nezavistan prediktor za major adverse cardiovascular events, (MACE),
iznenadnu sréanu smrt, infarkt miokarda bez smrtnog ishoda, sveukupan mortalitet i
gubitak bubrezne funkcije kod pacijenata nakon transplantacije bubrega.'®

Epidemioloske studije su ustanovile vezu izmedu ADME 1 hipertenzije,
hiperholesterolemije,” dijabetes melitusa®® i povisenog kardiovaskularnog rizika kod

. o y w4 239,240
pacijenata sa hroni¢nom bubreznom boles¢u.””

Rezultati ovih studija ukazuju na to da
je najznacajniji efekat ADME zapravo gubitak endotelne funkcije.**!
Kod pacijenata nakon transplantacije bubrega endotelna disfunkcija ¢e dovesti do

funkcionalnih, a zatim 1 strukturnih oSte¢enja krvnih sudova,242’243

a ova lezija je dodatno
potencirana upotrebom imunosupresivne terapije.***

Kod pacijenata nakon transplantacije srca takode su izmerene viSe vrednosti
ADME 1 one su pozitivno korelisale sa hiperplazijom tunike intime koronarnih krvnih
sudova.”” Pretpostavlja se da iste promene postoje i na renalnoj vaskularnoj mrezi i kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom. PoviSene koncentracije ADME nakon
transplantacije povecavaju rizik za nastanak cerebrovaskularnog inzulta nekoliko puta u
odnosu na zdravu populaciju.**® IstraZivanja u populaciji zdravih ispitanika su pokazala
da administracija ADME dovodi do krutosti krvnih sudova, kao i do redukcije mozdanog
protoka, te da ADMA na taj nadin ulestvuje u patogenezi endotelnog ostecenja.>’
Ovakva korelacija je dokazana i u populaciji pacijenata nakon transplantacije bubrega.'®

Visoke koncentracije  ADME postoje kod svih pacijenata kod kojih je
kompromitovana funkcija bubrega, bez obzira na etiologiju oSte¢enja. Ovaj porast je
najveéi u terminalnom stadijumu bubrezne bolesti (¢ak i sedmostruki). Dokazano je da
nakon transplantacije recipijenti sa ve¢im brojem komorbiditeta imaju viSe koncentracije
ADME u odnosu na pacijente samo sa bubreznom boleséu.'” Veéina autora smatra da su
visoke koncentracije ADME najznacajniji Cinilac u patogenezi arterijske hipertenzije kod
pacijenata nakon transplantacije bubrega. Intravenozna administracija ADME zdravim
pojedincima dovodi do istovremenog porasta njenih serumskih vrednosti, (od 0,95 pmol/l
do 23 umol/l) i do porasta krvnog pritiska. Sa porastom pritiska, dolazi i do znacajnog

smanjenja u ekskreciji natrijuma, smanjenja efektivnog renalnog protoka i porasta

totalnog vaskularnog otpora u bubregu. Smatra se da ADMA smanjuje renalne
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koncentracije NO 1 dovodi do porasta reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, sa posledi¢no
povecanom reapsorpcijom soli 1 vode. Sa druge strane ADMA deluje vazokonstriktorno 1
povecava periferni vaskularni otpor, a zbog nedostatka azot monoksida smanjuje se NO
zavisna relaksacija krvnih sudova. Nastaju promene u intraglomerulskoj hemodinamici sa
remecenjem tubulo-glomerulske regulacije i izmenjene bubrezne adaptacije na dejstvo
simpatikusa (simpaticka hiperaktivnost).

SDMA se u potpunosti elimiSe putem bubrega i smatra se ranim indikatorom
promena u jacini glomerulske ﬁltracije.230 Pozitivno korelira sa razli¢itim parametrima
bubrezne funkcije.”®® Njene vrednosti rastu paralelno sa kreatininom i dokazano je da u
nekim slu¢ajevima pokazuju ¢ak vecu senzitivnost nego sam kreatinin. Kod pacijenata u
terminalnoj fazi bubrezne bolesti vrednosti SDMA u plazmi su oko osam puta veée u
odnosu na vrednosti ADMA. Za sada se jo§ uvek ne zna na koji nacin visoke vrednosti
SDMA mogu da uti¢u na funkciju grafta. Patofiziolosko objasnjenje je da SDMA dovodi

do endotelnog odteéenja tako §to indirektno interferira sa metabolizmom NO,**

(umesto
Sto direktno blokira eNOS). Takode postoje pretklinicki dokazi da SDMA stimuliSe
produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u monocitima, te da na taj nacin oStecuje
endotel.**” Opisano je i da se u akutnoj inflamaciji vrednosti ADME mogu smanjiti, ali ne
1 SDMA. SDMA je predlozen kao biomarker koji bi mogao da zameni kreatinin, ali mu
za pravu klini¢ku upotrebu nedostaju senzitivnost i specifi¢nost

S obzirom da su dimetilarginini identifikovani kao opsti faktori rizika namece se
potreba za eksperimentalnim, ali 1 klini¢kim ispitivanjem potencijalnog farmakoloskog
tretmana za njihovo smanjenje. Za sada se pretpostavlja da valsartan, amlodipin i
roziglitazon mogu da dovedu do smanjenja koncentracije ADME i potencijalno poprave

funkciju endotela.”*’

6.1.4. Koncentracije eNOS i nitrata kod pacijenata nakon uspesSne
transplantacije bubrega

Dokumentovano je da oksidativni stres ima veci uticaj na funkciju grafta u odnosu
na nitrozativni. Ipak, razli¢iti faktori koji su direktno ili indirektno povezani sa

metabolizmom azot monoksida mogu imati znacajan uticaj na funkciju transplantiranog
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bubrega. U eksperimentalnom modelu insuficijencije bubrega, smanjeni bubrezni protok
plazme 1 smanjena jalina glomerulske filtracije su bili povezani sa smanjenjem
koncentracije L-arginina, smanjenom ekspresijom eNOS-a i smanjenom sintezom NO.**
Dokazano je NOS moze imati istovremeno proinflamatorni i antiinflamatorni efekat, Sto
najvise zavisi od mikrookruzenja na nivou bubreznog tkiva. NO mogu sintetisati
podjednako endotelne, epitelne i1 inflamatorne ¢elije. Vecina autora smatra da je za
normalno funkcionisanje grafta od najvece vaznosti produkcija NO, uz uces¢e eNOS-a.
(dokazano je da eNOS deluje inhibitorno na iNOS, koji aktivira citotoksi¢nost
makrofaga). To je prvo dokazano nakon transplantacije srca,”' gde je deficijencija
eNOS-a bila povezana sa kasnijim razvojem arterioskleroze grafta. Osim toga opisana je
hipertenzija kod pacijenata sa urodenim deficitom eNOS-a.*>

Zna se da je bioraspolozivost azot monoksida redukovana usled njegove slabije
produkcije ili zbog povecane degradacije. Smanjeno stvaranje azot monoksida je
posledica slabije aktivnosti eNOS-a: 1) usled nedostatka L-arginina kao supstrata®” ili 2)

zbog deficijencije BH; kao kofaktora.”*

Deficit L-arginina nastaje delovanjem
kompetitivnog inhibitora za eNOS, ADME, a deficit BH, usled ishemijsko-reperfuzionog
oSteCenja tokom transplantacije. Transplantacija kao operativna procedura na prvom
mestu remeti integritet endotela.

Vecina autora smatra da je glavni razlog za smanjenje biorasplozivosti NO nakon
transplantacije posledica delovanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsti, koje se u najve¢oj meri
stvaraju tokom ishemijsko-reperfuzionog ostecenja. Ishemija, a narocito reoksigenacija,
znacajno oStecuju nekoliko bitnih metabolickih puteva u bubregu i dovode do masivne
produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsti. Ovi novostvoreni slobodni radikali dovode do
snazne razgradnje NO, a ukoliko postoji deficit BHy, (bilo koje etiologije), zastitna uloga
eNOS-a se gubi. eNOS tada, umesto da stvara NO, pocinje produkciju O;’, sa daljim
oSteCenjem endotela. Znatne koli¢ine slobodnih radikala, nakon transplantacije, su
zapravo stvorene zahvaljuju¢i eNOS-u, naro€ito kod pacijenata kod kojih je verifikovana
hiperholesterolemija. Blokada sinteze BH4 kod pacijenata nakon transplantacije srca je
dovela do povecane produkcije slobodnih radikala i1 reciprocne redukcije u aktivnosti
eNOS-a. Osim toga, reaktivne kiseonicne vrste, ukoliko su u viSku, snazno reaguju sa

azot monoksidom, te dolazi do stvaranja vrlo toksi¢nog peroksinitrita, ONOO- . Ovaj
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slobodni radikal je opisan kao najznacajniji biooksidant, koji dovodi do lipidne
peroksidacije 1 oSteCenja proteina, DNK 1 lipida. Ovako modifikovani eNOS nakon
transplantacije, dovodi do mnogo vecih oStecenja vaskulature grafta, nego njegovog
parenhima. Eksperimentalno je dokazano da je intravenska administracija superoksid
dismutaze, pre reperfuzije, dovela do bolje ocuvanosti funkcije grafta.

Kod ispitanika nakon transplantacije plazmatske koncentracije NO 1 aktivnost
eNOS-a su bili znacajno visi nego u kontroli sa razlikom u odnosu na publikovane
rezultate. Ovaj porast mozemo da tumacimo na dva nacina. Prvi, da je to kompenzatorni
odgovor endotela na delovanje velikog broja razli¢itih toksicnih supstanci, $to ukazuje da
jos uvek postoji odredena funkcionalna rezerva ove strukture. Drugo, da je generisanje
NO 1 eNOS-a odgovor inflamatornih ¢elija u slucaju postojanja hroni¢ne inflamacije,
merenjem adhezionih molekula, dokazana i u nasoj grupi pacijenata. Ovoj tvrdnji idu u
prilog podaci da nakon suplementacije BH4 ili dodavanja L-arginina dolazi do
poboljsanja funkcije grafta. Jo§ uvek nema dokaza o efektima dugotrajne suplementacije
BHj4 na prezivljavanje grafta. Takode, rezultati sa suplementacijom L-arginina u humanoj
populaciji su kontroverzni. Neke studije su dokazale da dodavanje L-arginina pacijentima
u postransplantacionom periodu deluje pozitivno hemodinamski. Opisani efekti su:
poboljsana glomerulska filtracija i perfuzija,”>> smanjenje krvnog pritiska®° i poboljsana
natriureza kod pacijenata na ciklosporinu.”>’ S obzirom da hiperholesterolemija, na radun
poviSenog LDL-holesterola, stvara milje pogodan za oksidativne modifikacije NO i
eNOS-a, pacijentima nakon transplantacije se takode preporucuje agresivna
antilipemicna terapija.

Ovi rezultati dovode u pitanje ulogu ADME kao kompetitivnog inhibitora eNOS-
a, gde bi se sa porastom njenih koncentracija ofekivao snazan pad eNOS-a i NO. Dve
nezavisne studije su pokazale da ADMA u plazmi ne moze adekvatno da reflektuje
njihove koncentracije na nivou bubreznog tkiva. Obe studije su ukazale da endogeni
metilarginini mogu imati i dodatni protektivni efekat u zavisnosti od organskog sistema.
ADMA, osim eNOS-a, na identi¢an nacin blokira i iNOS, koji potencira citotoksi¢nost
makrofaga, te se njen protektivni efekat moze razmatrati u ovom kontekstu. Jos uvek,
prema nekim autorima, postoji dilema da li se radi o biomarkeru sa prognostickim

efektom, faktoru rizika ili medijatoru.
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Iz ovih razloga neophodno je dalje pracenje svih parametara nitrozativnog stresa,
najvise iz razloga dobre diferencijacije citoprotektivnog i citooksidativnog efekta azot

monoksida.

6.2. Koncentracije renalaze kod pacijenata sa transplantiranim bubregom i
medusobne korelacije svih ispitivanih parametara

Povecana aktivnost simpatickog nervnog sistema je jedan od bitnih
predisponiraju¢ih faktora za obolevanje od kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa

o G . 058259
hroni¢nim bubreznim osStecenjem.”™

Dokazano je i da pacijenti nakon transplantacije
bubrega imaju 2 do 5 puta vecu incidenciju za razvoj kongestivne sréane insuficijencije u
poredenju sa zdravom populacijom.”®® Hipertrofija leve komore je opisana kod 50-70%
pacijenata sa transplantiranim bubregom 1 vazan je prognosticki indeks za mortalitet ovih
pacijenata.”®'?%* Smatra se da poveéane koncentracije plazmatskih kateholamina
prestimuliSu adrenergicke receptore, uzrokujuéi hipertrofiju leve komore i razvoj srcane
insuficijencije.””® Perzistentna hiperaktivnost simpatikusa moze da bude uzrok, ali i
posledica primarnog oSte¢enja bubrega u koje su ukljucena dva patogenetska mehanizma.
Prvi je vezan za direktno dejstvo uremijskih toksina na aferentne simpaticke nervne
zavrSetke bubrega, a drugi je nezavistan od uremijske intoksikacije i porekla je iz samog
odteéenog bubreznog parenhima.”®

Uremijski toksini se nagomilavaju u terminalnoj fazi bubrezne bolesti 1 ne mogu
biti u potpunosti eliminisani dijalizom. Kontinuirano prisutni u organizmu odgovorni su
za aktivaciju aferentnih puteva iz bubrega i snaznu stimulaciju centralnih simpatickih
jedara rezultuju¢i hipertenzijom (bubreg je, pored miokarda, organ sa najizrazenijom
eferentnom inervacijom). Aferentni nervi mogu biti stimulisani 1 preko baro ili
hemoreceptora $to je najcesce u toku procesa inflamacije ili ishemije. Impulsi se prenose
duz renalne arterije i ulaze u bo¢ne rogove kicmene mozdine na nivou The-Ls, odakle
putuju do simpatickih jedara u centralnom nervnom sistemu. Neurotransmiteri koji se
oslobadaju na krajevima nervnih zavrSetaka su noradrenalin, ATP i supstanca P i sa
izrazenim su vazokonstriktornim dejstvom. Na animalnom modelu bubrezne

insuficijencije dokazano je da nakon dorzalne rizotomije (selektivna blokada
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subdijafragmalnih aferentnih nerava) doslo do pada sistemskog pritiska,”** a u modelu
subtotalne nefrektomije istom procedurom je takode normalizovan krvni pritisak. Na
istom modelu intrarenalna aplikacija fenola dovela je do trenutnog skoka noradrenalina iz
posteriornog hipotalamusa i prevenirana je postupkom renalne denervacije.”®’

Sli¢an patogenetski mehanizam aktivacije simpatikusa, preko aferentnih nerava,
objasnjava visoke vrednosti pritiska 1 kod pacijenata nakon transplantacije. Simpaticka
hiperaktivnost je dokazana merenjem MSNA (muscle nerve sympathetic activity).263
Smatra se da je povecan tonus bubreznih aferentnih nerava, u stanju bez uremicne
intoksinacije, posredovan signalima iz bolesnog, nenefrektomisanog, ,.starog* bubrega.**®
Ova tonicka ekscitacija renalnih aferentnih nerava nastaje zbog fibroproliferativnog
ozivljavanja bolesnog bubrega®®’ ili zbog lokalne ishemije i potencijalnog oslobadanja

. . 268,269
medijatora, adenozina.”™

Iz jedara centralnog nervnog sistema polaze simpaticka
eferentna vlakna do jukstaglomerulskog aparata bubrega, Cime zapocinje aktivacija renin
angiozenzin aldosteron sistema preko P1-adrenergickih receptora. S druge strane
stimulacijom &2-adrenergickih receptora povecava se reapsorpcija natrijuma na nivou
proksimalnih tubula. Eferentna vlakna iz centralnog nervnog sistema deluju, osim na
bubreg i na ostale ciljne organe: na vaskulaturu, sr¢ani misi¢ i na jetru. Smatra se da
hipertrofija miokarda leve komore nastaje usled direktne stimulacije & 1 B adrenergickih
receptora i prisutnog sistolnog i dijastolnog opterecenja. Jedan od pokazatelja znacaja
aktivacije sistema renin angiotenzin aldosteron sistema u nastanku insuficijencije
disfunkcije ciljnih organa je smanjenje simpatickog tonusa nakon terapije ACE
inhibitorima.”’® Smatra se da je bubreg pace-maker simpati¢ke aktivnosti, koja zavisi od
odnosa ozmedu angiotenzina II, kao mo¢nog vazokonstriktora i NO, kao znacajnog
vazodilatatora.

Dokazano je da kalcineurinski inhibitori, posebno ciklosporin®'*>"*

, takode mogu
biti snazni aktivatori simpati¢ke aktivnosti.’’' Bez obzira na korekciju uremije, kod
pacijenata nakon transplantacije postoji povecana aktivnost simpatikusa i ona nije
znacajno razlicita od ove aktivnosti kod pacijenata na dijalizi. Medutim, vrednosti MSNA
su izjednacene sa kontrolnom grupom kod onih pacijenata gde je uradena bilateralna
nefrektomija.”® Veéina pacijenata sa transplantatom nikada ne povrati kompletnu

funkciju bubrega i najCeSée ostaje na nivou treceg ili Cetvrtog stadijuma hroni¢ne
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bubrezne bolesti,”” pa je pretpostavljeno da je i kod njih, uprkos uspesnoj transplantaciji,
takode povecana aktivnost simpatikusa. Ova simpaticka hiperaktivacija je u pozitivnoj
korelaciji sa kardiovaskularnim morbiditetom u ovoj grupi pacijenata. Ukoliko se
postulira da renalaza, kao regulator metabolizma kateholamina, oslikava simpati¢ku
aktivaciju, njena identifikacija 1 karakterizacija bi mogle da doprinesu boljem
razumevanju uloge simpatickog delovanja nakon transplantacije. Renalaza metaboliSe
kateholamine, na taj nacin reguliSe funkciju kardiovaskularnog sistema i arterijski
pritisak.

U nasoj studiji aktivnost renalaze u plazmi je bila znacajno visa kod pacijenata sa
transplantatom nego u kontroli. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima ostalih

istrazivada, kod pacijenata nakon transplantacije bubrega®’®

ili srca.””” Renalaza cirkulise
u plazmi kao proenzim, cekaju¢i adekvatan signal za aktivaciju, odnosno povisenu
koncentraciju kateholamina. Eksperimentalna ispitivanja sa infuzijom kateholamina u
uslovima in vivo dovela su do desetostrukog porasta aktivnosti renalaze unutar 30
sekundi.”” Sa druge strane nedostatak renalaze, kod nokaut mieva, uslovaljava znagajan
porast dijastolnog pritiska, tahikardiju 1 neadekvatni odgovor &-1 receptora na poviSene
vrednosti plazmatskih i urinarnih kateholamina.’” Ovaj efekat vezan je za trostruko
povetanje nivoa plazmatskog adrenalina, zbog nedostatka renalaze.’”” Simpaticka
aktivacija je u korelaciji sa ekskrecijom natrijuma i aktivacijom RAA sistema, kao i
volumen zavisnom hipertenzijom.”®* U prilog znagaja simpati¢ke aktivacije za razvoj
kongestivne sr¢ane insuficijencije nakon transplantacije ide i podatak da je incidencija de
novo otkrivene insuficijencije 2 do 5 puta veca kod pacijenata nakon transplantacije u
poredenju na incidenciju istog oboljenja u opstoj populaciji. Zbog toga transplantacija
bubrega moze biti faktor rizika za nastanak ubrzane insuficijencije srca-accelerated heart
Jailure.*®

Povisena sekrecija renalaze (poreklom iz grafta) u naSoj ispitivanoj grupi je
verovatno kompenzatorni odgovor na aktivaciju aferentnih nerava iz oSte¢enog bubrega,
jer kod pacijenata u nasoj eksperimentalnoj grupi tokom transplantacije nije radjena i
nefrektomija bolesnog bubrega (inkluzioni kriterijum). Otvoreno je pitanje zbog Cega
povecanje renalaze, od oko 9 puta, u klinickoj grupi u odnosu na kontrolnu, ne uspeva da

restituiSe pritisak na normalne vrednosti. Jedna od pretpostavki je da ovaj ,,paradoks*
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nastaje zbog prisustva supstanci koje u plazmi mogu da blokiraju aktivaciju renalaze,
tacnije transformaciju iz proenzima u enzimsku formu. Druga pretpostavka koja je
mnogo verovatnija je da alokalem, iako prekostimulisan, ne uspeva da postigne takav
porast renalaze koji je neophodan za postizanje zadovoljavaju¢ih vrednosti krvnog
pritiska. Nisu nadene znacajne razlike u koncentraciji renalaze izmedu normotenzivnih i
hipertenzivnih pacijenata sa transplantiranim bubregom. Jedno od objaSenjenja bi moglo
da bude da su pacijenti sa hipertenzijom imali dobru kontrolu kontrolu krvnog pritiska,
odnosno adekvatnu terapiju.

S obzirom da se danas smatra da ACE inhibitori imaju najveci znacaj u smanjenju
simpaticke aktivnosti,”® analizirali smo promene renalaze kod pacijenata koji su kao
monoterapiju imali ACE inhibitore, zatim kod onih koji nisu dobijali ACE inhibitore i
kod pacijenata koji su pored ACE inhibiotra dobijali jedan ili viSe antihipertenziva iz
drugih grupa. Nije bilo statistiCki znacajne razlike u koncentraciji renalaze u zavisnosti
od propisane antihipertenzivne terapije. U eksperimentalnim uslovima renalaza data
subkutano u dozi od 0,5 mg/kg/TT je imala isti hipotenzivni u¢unak kao i enalapril u dozi
od 5 mg/kg/TT, a znacajno bolji efekat nego enalapril od 1 mg/kg, verapamil od 5
mg/kg/TT ili propranolol od 50 mg/kg.”*

Ovo ukazuje na to da naSi pacijenti verovatno imaju povecanu aktivnost
simpatikusa, a povecana aktivnost aferentne signalizacije stimuliSe sekreciju renalaze i
kompenzatornog je karaktera. Ona je uglavnom vezana za graft, ali u manjoj meri i za
ostala tkiva: jetru, srce, poprecnu muskulaturu, masno tkivo. Moguce je da je funkcija
renalaze tkivno-specifi¢na i da zbog toga moze izostati efekat normalizacije hipertenzije.
Druga moguénost je da su povecane plazmatske koncentracije renalaze vezane za
smanjenje njenog klirensa zbog disfunkcije grafta. Svakako da na odrzanje hipertenzije
kod pacijenata sa transplantatom veliki znacaj ima i volumensko opterecenje.

Na naSem uzorku merena je aktivnost plazmatske renalaze, mada postoje 1
misljenja da je renalaza u urinu mnogo aktivnija forma ovog enzima,* jer urinarna i
serumska renalaza nisu identi¢ni molekuli.'**

Nasi rezultati su pokazali da je renalaza bila u pozitivnoj korelaciji sa lipidnim
parametrima: ukupnim, LDL i nonHDL-holesterolom, dok nije postojala korelacija

izmedu renalaze 1 HDL-holesterola i triglicerida. Pozitivna korelacija sa lipidnim
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parametrima renalazu identifikuje kao potencijalnog markera aktivacije simpatickog
nervnog sistema.

Poredenje aktivnosti renalaze sa jainom glomerulske filtracije 1 serumskim
koncentracijama kreatinina pokazalo je da postoji nezavisna korelacija, $to je identi¢no sa
rezultatima drugih istrazivaca. Drugi istrazivaci su dokumentovali i znacajnu korelaciju
izmedu renalaze i jaCine glomerulske filtracije kod pacijenata sa transplantacijom srca,
kao 1 kod pacijenata na dijalizi.283'287 Utvrdeno je da se koncentracija renalaze inverzno i
progresivno povecava u odnosu na stadijum bubrezne slabosti. Pacijenti ¢ija je jacina
glomerulske filtracije bila veéa od 60ml/min/1,73m? imali su najniZe koncentracije
renalaze u plazmi, dok oni koji su bili u IV stadijumu hroni¢ne bubrezne slabosti imali su
najvise koncentracije. Bliska veza izmedu simpaticke aktivacije, koncentracije renalaze i
jacine glomerulske filtracije ukazuje da je aktivacija ovog sistema progresivnog karaktera
1 da igra znacajnu ulogu u patogenezi bubrezne ishemije. Istovremeno ona ukazuje i na
neodgovarajuéu kontrolu aferentih signala od strane bolesnog bubrega.”®® Svakako da
odredivanje renalaze sa velikom sigurnoS¢u moze da ukaze na stepen bubreznog
ostecenja. To je verovatno vezano za ve¢ pomenuto smanjenje klirensa 1 retenciju
renalaze u organizmu usled razvoja bubrezne slabosti. Jo§ uvek je otvoreno pitanje kolika
je senzitivnost renalaze kao parametra bubrezne funkcije u odnosu na kreatinin.

Ovo istrazivanje dokazalo je i postojanje pozitivne korelacije renalaze sa brojem
leukocita, $to navodi na zakljucak da je inflamacija verovatno potencirana bubreznom
disfunkcijom. Nasuprot tome renalaza nije pokazala korelaciju sa vrednostima CRP-a.
Jos uvek nema literaturnih podataka o vezi ova dva parametra, iako je CRP dokazani
marker kardiovaskularnog morbiditeta 1 mortaliteta, a renalaza predloZzena kao
potencijalni kardiovaskularni marker. C-reaktivni protein, zapravo nije pokazao
korelaciju ni sa jednim ispitivanim parametrom, tako da sude¢i po nasim rezultatima nije
pogodan za pracenje i evaluaciju ovih pacijenata.

Renalaza takode nije pokazala korelaciju ni sa jednim markerom endotelne
disfunkcije: dimetilargininima (ADMA i SDMA), nitratima, eNOS, kao ni sa adhezivnim
molekulima (ICAM-1 i VCAM-1), §to se razlikuje od rezultata drugih istraZivaca.””
Nesumnjivo je da su povecana simpati¢ka aktivnost i koncentracija ADME faktori rizika

za razvoj kardiovaskularnih komplikacija kod pacijenata na dijalizi, ali je dokazano da su
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pod rizikom i pacijenti od 2 do 4 stadijuma bubreZne slabosti.**” Poznato je da se renalaza
u manjoj meri sekretuje od strane endotelnih ¢elija 1 mogla bi biti povezana sa markerima
endotelnog oStecenja, ali prema naSim rezultatima ona je bila determinisana iskljucivo
bubreznom funkcijom.

Dokumentovano je da simpaticka hiperaktivacija i ADMA mogu deliti iste
patogenetske mehanizme oSteenja bubrega 1 razvoja bubrezne insuficijencije.
Simpaticka aktivnost je opisana kao glavni patogenetski faktor za smanjenje jacine
glomerulske filtracije, dok ADMA ima najzna¢ajniju ulogu u razvoju proteinurije.”
Pretpostavka je da oSteCenje ciljnih organa (bubrega ili srca) znacajno viSe zavisi od
simpatiCke aktivacije, nego od dejstva ADME, koji je dozno-zavistan. To ukazuje da
smanjenje ekskretorne funkcije bubrega zapocinje neposredno pre oStecenja endotela.
Ovakav patogenetski sled pokazuje da je verovatno najraniji dogadaj u oStecenju bubrega
zapravo aktivacija simpatickog nervnog sistema. Ove pretpostavke zahtevaju dalju
evaluaciju pacijenata i egzaktnije merenje simpaticke aktivnosti u cilju njenog daljeg
dokazivanja. Merenje MSNA mikroneurografijom je i vremenski i tehnic¢ki zahtevna
procedura i ne moze se ustaliti kao svakodnevna i rutinska praksa. Iz tog razloga je
neophodno pronac¢i biomarker koji bi sa velikom preciznos¢u reflektovao stanje

simpati¢kog nervnog sistema kod svih grupa pacijenata sa povecanim faktorima rizika.

6.3. Prediktori procene bubrezne funkcije kod pacijenata nakon uspeSne
transplantacije bubrega

Zahvaljujuéi postupku transplantacije, odnosno ugradnji bubrega donora, dolazi
do poboljsanja globalne funkcije bubrega. Medutim i1 sa transplantiranim bubregom
stepen bubrezne funkcije ostaje na nivou treceg ili Cetvrtog stadijuma hroni¢ne bubrezne
slabosti. Veliki je broj studija koje su disfunkciju grafta izdvojile kao nezavisni faktor
rizika za razvoj kardiovaskularnih dogadaja. Tako pacijenti sa smanjenjem glomerulske
filtracije na 20 ml/min ili manje, imaju $estostruko veéi mortalitet iz razli¢itih uzroka,**
kao i poveéan rizik od smrti usled neZeljenog kardiovaskularnog dogadaja.”’!
Interesantan je podatak da je mortalitet od kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata na
dijalizi 16,1%, kod pacijenata koji su na listi ¢ekanja za transplantaciju 6,3%, a kod onih

nakon transplantacije 3,8%.%"* Ipak postoji visoka incidencija kardiovaskularne bolesti

86




Diskusija

nakon transplantacije i ona se objaSnjava perzistencijom klasi¢nih faktora rizika i u
posttransplantacionom periodu 1 pojavom drugih, tzv. neklasi¢nih faktora rizika.
Predlozeno je da smanjena funkcija grafta bude ,klasi¢ni* faktor rizika. Rezultati
epidemioloskih studija ukazuju da oko 60% pacijenata nakon transplantacije ima
glomerulsku filtraciju ispod 60 ml/min, a 15% ispod 30 ml/min na godi¥njem nivou.”***
Analiza podataka 58900 pacijenata iz USRDS (US Renal Data System) je pokazala da je
serumski kreatinin, godinu dana nakon transplantacije, nezavisni faktor rizika za
kardiovaskularni dogadaj. Sa porastom vrednosti kreatinina za vise od 132,6 umol/L rizik
progresivno raste.””> ALERT studija je takode pokazala da je porast kardiovaskularnog,
nekardiovaskularnog mortaliteta, ukupnog mortaliteta, kao i nezeljenih kardiovaskularnih
dogadaja u znacajnoj korelaciji sa serumskim kreatininom (narocito visim od 200
umola/l).**® Analiza 60141 pacijenata sa transplantatom iz pomenutog registra u
poredenju sa 66813 pacijenata na listi ¢ekanja za transplantaciju je pokazala da je pik
umiranja od kardiovaskularne bolesti unutar prva tri meseca nakon transplantacije, a
zatim lagano opada sa uspostavljanjem funkcije grafta.””’ Pacijenti koji su u
predijaliznom periodu i na listi ¢ekanja za transplantaciju, imaju povecanu incidenciju
obolevanja, koja je u pozitivnoj korelaciji sa duzinom ¢ekanja.

Iz razloga dugoro¢nog prezivljavanja pacijenata nakon transplantacije, neophodno
je bolje razumevanje faktora koji uticu na smanjenje bubrezne funkcije, kao i
identifikacija biomarkera koji bi mogli da ukazu na rano smanjenje funkcije bubrega.
Zbog toga smo analizirali ispitivane parametre sa ciljem da u univarijantnom modelu,
nakon prilagodavanja za godine i u multivarijantnom modelu, utvrdimo potencijalne
prediktore za smanjenje jacine glomerulske filtracije. Na naSem uzorku kao prediktori za
smanjenje jacine glomerulske filtracije izdvojili su se: ukupni holesterol, LDL-holesterol,
non-HDL holesterol, VCAM-1 i renalaza. S druge strane povecana koncentracija eNOS-a
pokazala je znacajan protektivni efekat na jacinu glomerulske filtracije. Ostali evaluirani
parametri, kao §to su koncentracija triglicerida, HDL-holesterol, dimetilarginini i nitrati
nisu imali nikakav uticaj na bubreznu funkciju.

Analiziraju¢i koncentracije VCAM-1, kao markera hronicne inflamacije,
zakljucili smo da su se povecane koncentracije ovog adhezionog molekula izdvojile kao

nezavisan prediktor za smanjenje jaCine glomerulske filtracije. VCAM-1 molekuli su
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pokazali i1 prediktivni karakter i nakon prilagodavanja za godine i u multivarijantnom
modelu. Ateroskleroza krvnih sudova bubrega je proces koji ima znacajan uticaj na
bubreznu funkciju. U prilog tome je i podatak da je koncentracija VCAM-1 molekula
predlozena kao marker ranih ateromatoznih promena kod pacijenata koji su kandidati za
transplantaciju bubrega.””® Visoke koncentracije ICAM-1 adhezionih molekula su takode
detektovane kod pacijenata u predijaliznom periodu,”'** kao i kod pacijenata u zavr$noj
fazi hroni¢ne bubrezne bolesti.””> Na nasem uzorku, ICAM-1 adhezioni molekuli, iako
viS§ih vrednosti u odnosu na kontrolu, nisu se izdvojili kao prediktori bubrezne
disfunkcije, ni kao nezavisni, niti nakon prilagodavanja.

Na animalnom modelu hroni¢ne bubrezne slabosti dokazana je uzro¢na veza

298,299
77 Na

izmedu dislipidemije i glomerulskog oStecenja sa razvojem glomeruloskleroze.
osnovu toga je postavljena hipoteza da dislipidemija moze biti jedan od glavnih faktora
koji dovodi ne samo do progresije bubrezne insuficijencije, ve¢ ima i znacajno ucesée u
samom nastanku oSteCenja bubrega.'® U velikoj prospektivnoj studiji pacijenata sa
primarnom boles¢u bubrega, povecane koncentracije LDL-holesterola, ali ne i smanjene
koncentracije HDL-holesterola, su pozitivno korelirale sa brzom progresijom bubrezne
insuficijencije, ¢ak i nakon smanjenja proteinurije.’® Takode, u velikoj studiji
prospektivnog karaktera u kojoj je pracena populacija ,,zdravih* muskaraca i uticaj
dislipidemije na bubreznu funkciju,'® dokazano je da su povisene vrednosti ukupnog
holesterola, nonHDL-holesterola, visok odnos ukupnog holesterola/HDL 1 niske
vrednosti HDL-holesterola znacajni prediktori smanjenja jacine glomerulske filtracije
kroz duzi vremenski period. U naSoj grupi pacijenata nakon transplantacije smo
opservirali slicne lipidne parametre i dokazali da se visoke vrednosti totalnog, LDL i non-
HDL holesterola izdavajaju kao snazni i nezavisni prediktori smanjenja jacine
glomerulske filtracije ispod 60 ml/min. KoriS¢enjem logisticke regresije ovi lipidni
parametri su se izdvojili 1 kao znacajni prediktori i nakon prilagodavanja za godine i
prilagodavanja za prisustvo komorbiditeta: dijabetesa i hipertenzije, kao i Stetnih zivotnih
navika (pusenje i visoki indeks mase tela).

Povisena koncentracija renalaze se u logistickoj regresiji izdvojila kao znacajni
prediktor za smanjenje jacine glomerulske filtracije, kao nezavisan prediktor, ali 1 nakon

prilagodavanja za godine, komorbiditete, indeks telesne mase i puSenje.
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Renalaza je predlozena kao marker za AKI (acute kidney injury),’® kao rani
marker ishemije bubrega, a u nekim sluc¢ajevima je dokumentovano da je osetljivija od
kreatinina nakon subklinickog oSte¢enja bubrega i inicijalnog smanjenja bubrezne
funkcije. Na osnovu na$ih rezultata mogli bismo da je predlozimo kao rani marker
bubrezne insuficijencije u posttranplantacionom pracenju pacijenata.

Bubrezna funkcija je prema nekim autorima nazvana ,,Pepeljugom
kardiovaskularne bolesti“, a smanjena jafina glomerulske filtracije ,,predvorjem®
endotelne disfunkcije i inflamacije. Iz tog razloga je od krucijalne vaznosti blagovremeno
otkrivanje inicijalne bubrezne disfunkcije i/ili pogorSanja ve¢ postojeCe 1 rana
identifikacija pacijenata koji su pod ve¢im rizikom za razvoj kardiovaskularnih
komplikacija. Uporedivanjem prediktivnih vrednosti svih evaluiranih parametara
zakljucuje se da je renalaza parametar sa najviSim korealacionim koeficijentom, te da
njene koncentracije u plazmi, bolje od ostalih parametara, ukazuju na razvoj bubrezne
disfunkcije. Ostaje, ipak, da se utvrdi koji od pomenutih parametara pokazuje najvecu

senzitivnost 1 specifi¢nost u odnosu na ranu bubreznu disfunkciju.

6.4. Uticaj imunosupresivne terapije na parametre endotelne disfunkcije

Takrolimus 1 ciklosporin su, danas, najznacajniji i najkoriS¢eniji imunosupresivi,
sa ciljem prevencije epizoda akutnog 1 hroni¢nog odbacivanja kalema. Iako je
prezivljavanje grafta u prvoj posttransplantacionoj godini u znac¢ajnom porastu, ipak se
belezi trend odbacivanja grafta, od oko 3-5%, na godignjem nivou.*** U najveéem broju
slu¢ajeva ovo kasno odbacivanje nastaje usled razvoja hroni¢ne nefropatije grafta ili

smrtnog ishoda iz nekog drugog razloga, uz adekvatnu funkciju grafta.*®

Brojni
imunoloski i neimunoloski faktori ucestvuju u patogenezi ove nefropatije i imaju
negativan uticaj na preZivljavanje ovih pacijenata.® Imunoloski faktori se uglavnom
odnose na HLA neslaganje i1 subdoziranje imunosupresivne terapije, a neimunoloski
faktori ukljuc¢uju godine donora, ishemijsko-reperfuziono osteéenje bubrega, odlozenu
funkciju grafta, hiperlipidemiju, hipertenziju, toksi¢ne efekte imunosupresivne terapije,
kao 1 razvoj odredenih infekcija. Vecéina ovih pacijenata pre transplantacije ima znacajne

faktore rizika za kardiovaskularnu bolest, a transplantacija ih ne eliminiSe u potpunosti.

Faktori rizika kao $to su hipertenzija, hiperlipidemija, odnosno dislipidemija i razvoj
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Se¢erne bolesti mogu biti pogorsani upotrebom imunosupresivne terapije.’**** Osim §to
su tradicionalni faktori rizika za razvoj kardiovaskularnih komplikacija, hipertenzija i
hiperlipidemija, imaju znagajan udeo i u patogenezi hronitne nefropatije grafta,’” a
znacajan udeo ima i sama imunosupresivna terapija.

Dve velike, randomizovane, multicentricne studije sprovedene u Evropi i
Sjedinjenim Drzavama su pokazale da je incidencija akutnog odbacivanja kalema
zna¢ajno manja kod 508 pacijenata koji su kao glavni kalcineurinski inhibitor koristili
takrolimus, u poredenju sa 355 pacijenata koji su koristili ciklosporin.**7?"
Prezivljavanje grafta je bilo duZze, a incidencija hroni¢nog odbacivanja kalema znacajno
manja kod pacijenata koji su koristili takrolimus tokom petogodi$nje studije prac¢enja.*”’
Osim toga, bubrezna funkcija kod pacijenata na takrolimusu, pet godina nakon
transplantacije, bila je znacajno bolja nego kod pacijenata na ciklosporinu, za isti
vremenski period.’® Podaci dobijeni nakog Sestomesetnog i dvaneastomesednog
pracenja pokazali su dvostruko smanjenje broja pozitivnih biopsija bubrega ili sterod-
zavisnog akutnog odbacivanja kalema kod pacijenata na takrolimusu u odnosu na

pacijente na ciklosporinu.**-'?

Nekoliko studija je dokazalo da rekurentne epizode
akutnog odbacivanja, kao i epizode kasnog odbacivanja grafta, imaju znaCajan uticaj na
razvoj hroni¢ne nefropatije grafta.’''='**'> U prilog tome idu i rezultati dve velike,
kontrolisane, randomizovane studije koje su pokazale da je incidencija intersticijske

fibroze manja kod ovih pacijenata.’'**"

U grupi zdravih ispitanika-dobrovoljaca primena
ciklosporina dovela je do znac¢ajnog smanjenja jacine glomerulske filtracije i bubreznog
protoka, kao i do porasta ukupnog renalnog vaskularnog otpora,. Ovi efekti nisu

zabelezeni kod ispitanika koji su koristili takrolimus.*"

Kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom na takrolimusu, dokazan je manji vaskularni otpor na nivou
bubrega 1 potreba za manjom dozom antihipertenzivne terapije u poredenju sa
pacijentima na ciklosporinu.’'® Rezultati Cardiff Tacrolimus vs Cyclosporin Kidney
Transplant studije sa 232 pacijenata su pokazali znacajno bolju funkciju grafta kod
pacijenata na takrolimusu, uz istovremeno Sestogodi$nje prezivljavanje grafta.317
Nekoliko studija je dokazalo da kod ispitanika sa takrolimusom u poredenju sa
ciklosporinom postoje nize koncentracije ukupnog holesterola i nize vrednosti krvnog

318,319,320,321

pritiska. U zakljucku ovih studija ukazano je da pacijenti na terapiji sa
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takrolimusom imaju znacajno smanjen rizik za razvoj nezeljenih kardiovaskularnih
dogadaja.’***%

Poslednja ve¢a multicentricna studija iz 2005. godine takode je potvrdila duze
prezivljavanje pacijenata koji su koristili takrolimus, ukazujuéi na to da je ovaj
imunosupresiv podjednako efikasan i kao monoterapija. Rezultati ove studije pokazali su
da su vrednosti serumskog kreatinina u dvogodi$njem pracenju bile znacajno nize u grupi
pacijenata na takrolimusu.’** Studija na 40963 ispitanika je pokazala da dve godine
nakon transplantacije pacijenti imaju sporiji pad jacine glomerulske filtracije ukoliko
koriste takrolimus u odnosu na ciklosporin,**® a Cardiff studija®’ je dokazala da su
pacijenti na takrolimusu imali znacajno nize serumske koncentracije holesterola i
triglicerida, kao 1 manju potrebu za antilipemicnom terapijom. Generalni zakljucak
pomenute studije je bio da takrolimus obezbeduje bolji kardiovaskularni profil. Osim
toga, navodi se i1 da je takrolimus, zahvaljuju¢i svojoj efikasnosti, moguce propisati kao
monoterapiju ili je, uz terapiju takrolimusom, moguca redukcija doze kortikosteroida, sa

322 .
U skladu sa ovim

znaCajnom modifikacijom kardiovaskularnih faktora rizika.
zakljuccima, podaci o 11659 prvih recipijenata grafta iz USRDS registra, ukazuju da
takrolimus, iako dovodi do razvoja posttransplantacione Se¢erne bolesti, omogucéava bolje
i duze prezivljavanje grafta, kao i manji razvoj komplikacija.’*

U prilog svemu navedenom je i ¢injenica da pacijenti sa stabilnom funkcijom
grafta koji su tretirani ciklosporinom, a elektivno prevedeni na terapiju takrolimusom,
imali bolje SestogodiSnje prezivljavanje, kao 1 manje vrednosti krvnog pritiska 1
koncentracije LDL-holesterola. Redukcijom ovih faktora rizika kod njih je istovremeno
smanjena incidencija za razvoj hroni¢ne nefropatije grafta. Dokazan je i vice versa efekat,
prevodjenjem sa takrolimusa na ciklosporinski protokol.

Uvodenjem ciklosporina nakon transplantacije krvni pritisak raste za oko 40-70%,
s tim §to je zna&ajniji porast sistolnog krvnog pritiska.*>’ Osim nefrotoksi¢nosti i retencije
natrijuma, porast sistemskog vaskularnog otpora i naruSeni vazodilatatorni mehanizmi

328-330

takode imaju ulogu u patogenezi ciklosporinom izazvane hipertenzije. Plazma

reninska aktivnost je najceS¢e normalna ili ¢ak sniZena, S$to ide u prilog tvrdnji da je
volumen cirkuli§uée tenosti poveéan.”” U animalnim modelima simpaticka aktivnost

332-334

tokom terapije ciklosporinom je najcesce konstantno povecana. Ukoliko renalazu
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posmatramo kao potencijalni parametar simpaticke aktivacije, ovo je u skladu sa nasim
rezultatima, gde je plazmatska koncentracija renalaze znacajno viSa u grupi pacijenata
koji su koristili ciklosporin. Na osnovu toga bismo mogli da zaklju¢imo da je, i na naSem
modelu, aktivacija simpatickog nervnog sistema izrazenija kod pacijenata koji su na
terapiji ciklosporinom. Jafina glomerulske filtracije bila je manja kod pacijenata
tretiranih ciklosporinom, ali bez statistiCke znacCajnosti. Simpaticka hiperaktivacija je
osim kod pacijenata sa transplantirnim bubregom, koji su u okviru svog
imunosupresivnog protokola primali ciklosporin, dokazana i kod pacijenata nakon
transplantacije srca, kao 1 kod pacijenata sa mijastenijom gravis, takode na
ciklosporinu.**®

Vazodilatacija je takode kompromitovana kod pacijenata sa ciklosporinskom
terapijom, §to govori u prilog povecane aktivacije simpatitkog nervnog sistema.’”’
Administracija L-arginina (na animalnom modelu) deluje protektivno, jer je dokazano da
je vazodilatacija, zavisna od delovanja NO, inhibisana upotrebom ciklosporina.’*> Kod
ovih pacijenata urinarna ekskrecija endotelina je bila povecana.”*® Oba imunosupresiva
dovode do smanjene aktivnosti azot monoksida i endotelne disfunkcije. Takrolimus moze
da dovede do blokade aktivnosti transkripcije eNOS-a i tako smanji sintezu NO. Kada je
u pitanju ciklosporin smanjena produkcija NO nastaje prevashodno zbog njegovog
kalciuri¢nog efekta.

Ciklosporin, dakle poveéanjem perifernog otpora ucestvuje u patogenezi
hipertenzije, ali se joS uvek ne zna da li u toj hipertenziji dominiraju hormonalni,
neurogeni ili endotelni faktori.

Umeren porast krvnog pritiska kod pacijenata na takrolimusu moZe se objasniti
manjim porastom volumena ekstracelularne te¢nosti i manjim promena u sistemskom
perifernom otporu. Jo§ uvek nema mnogo podataka o uticaju takrolimusa na proces
vazokonstrikcije, ali u kulturi tubulskih ¢elija, nakon tretiranja takrolimusom, dokazana
je ekspresija endotelina.*’ Nasuprot ciklosporinu, takrolimus ne dovodi do inhibicije azot

monoksid sintaze u kulturi glatkomiSiénih ¢elija aorte pacova.338

Simpaticka
hiperaktivnost na nivou bubrega pacova je eksperimentalno dokazana i1 tokom terapije 1
ciklosporinom i takrolimusom,*** mada vazokonstriktorni efekat takrolimusa kod ljudi jo$

uvek nije u potpunosti dokazan. Smatra se da takrolimus ima razlicit efekat kad je u
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pitanju bubrezna, odnosno periferna hemodinamika. Ima 1 misljenja da je
vazokonstriktorni efekat na nivou bubrega identi¢an ciklosporinu.*** Dokazano je i da
terapija ciklosporinom onemoguéava fiziologko smanjenje krvnog pritiska tokom no¢i,”*’
1 ono je manje od 10 mmHg. Tokom iste studije pri terapiji takrolimusom nisu postojale
velike varijacije u dnevno-no¢nim vrednostima krvnog pritiska i tokom 24-Casovnog
monitoringa krvni pritisak je bio nizih vrednosti. To ukazuje da bi za procenu oste¢enja
organa bio neophodan 24-Gasovni monitoring krvnog pritiska.**' Kod nasih pacijenata
nije prac¢en krvni pritisak tokom 24 sata, ve¢ samo njegove vrednosti u jutranjim satima.
One se nisu razlikovale u odnosu na primenjenu terapiju i njihovog adekvatnog odgovora
na antihiperteznivnu terapiju.

Hiperlipidemija je znacajna ne samo kao tradicionalni faktor rizika za razvoj
kardiovaskularne bolesti, nego i kao faktor rizika za razvoj hroni¢ne nefropatije kalema.
Hiperlipidemija indukovana imunosupresivima uglavnom se odnosi na porast LDL
frakcije i nastaje usled redukovanog katabolizma LDL-holesterola u hepatocitima.***
Nekoliko studija je dokazalo da je ovo predominanatno efekat ciklosporina, te da
takrolimus znafajno manje menja lipidni profil pacijenata. Medutim ovi rezultati ne
koreliraju sa rezultatima nase studije, jer su pacijenti, bez obzira na primenjeni vid
imunosupresivne terapije imali slian lipidni profil sa hiperholesterolemijom 1
hipertrigliceridemijom. Ostali parametri endotelne disfunkcije, adhezioni molekuli, kao i
parametri nitrozativnog stresa, takode, nisu pokazali znacajnost u odnosu na vid
primenjene imunosupresije. Nasi rezultati ukazuju na identiCan stepen endotelnog
oStecenja kod obe grupe pacijenata. Na osnovu toga ne bi se mogao dati primat jednom u
odnosu na drugi tip imunosupresiva.

Bilo bi od vaznosti pomenuti da nasi pacijenti u terapiji imaju i kortikosteroide
kao deo obavezne imunosupresije. S obzirom na razliitost doza primenjenih
kortikosteroida nije mogucée razgraniCiti koliki je udeo kortikosteroida u patogenezi
hipertenzije i lipidnih poremecaja, a koliki efekat pripada kalcineurinskim inhibitorima.
Potesko¢e pri tumacenju rezultata predstavlja i cinjenica da neki od pacijenata
povremeno koriste antilipemi¢nu terapiju, Sto utice na promenu njihovog lipidnog statusa

u odnosu na primenjeni imunosupresivni protokol.
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7.0. Zakljutak

10.

Svi ispitivani parametri koji ukazuju na postojanje endotelne disfunkcije bili su
znacajno visi u klinickoj u odnosu na kontrolnu grupu.

Parametri hroni¢ne inflamacije, adhezioni molekuli (ICAM-1 i1 VCAM-1), su
takode bili viSih koncentracija kod pacijenata nakon transplantacije u odnosu na
zdrave pojedince, dok se koncentracije C-reaktivnog proteina nisu razlikovale
medu grupama.

Svi parametri nitrozativnog stresa (nitrati, nitriti, derivati arginina: ADMA 1
SDMA i eNOS) su bili visih koncentracija kod pacijenata sa transplantatom u
odnosu na kontrolu.

Koncentracija renalaze u plazmi je, takode, bila znacajno visa u odnosu na
kontrolu.

Najveci broj pacijenata nakon transplantacije bubrega bio je u Il i IV stadijumu
hroni¢ne bubrezne slabosti.

Postojala je znacajna 1 inverzna korelacija renalaze sa jaCinom glomerulske
filtracije 1 pozitivna korelacija sa vrednostima serumskog kreatinina.

Renalaza je takode bila u pozitivnoj korelaciji sa parametrima lipidnog statusa
(ukupnim, LDL i nonHDL holesterolom), ali nije bilo znacajnosti u odnosu na
ispitivane parametre nitrozativnog stresa (nitrate, nitrite, eNOS-a 1 dimetilarginine
ADMA i SDMA).

Koncentracija renalaze zavisila je od stadijuma bubrezne slabosti, najvisa je bila
kod pacijenata u petom stadijumu bubrezne slabosti, a najniza kod pacijenata sa
oCuvanom globalnom funkcijom bubrega.

Kao nezavisni prediktori za smanjenje jaCine glomerulske filtracije, ispod 60
ml/min/1,73m?” izdvojile su se vrednosti ukupnog holesterola visih od 5,2 mmol/l,
LDL holesterola visih od 4,1 mmol/l i nonHDL holesterola visih od 4,2 mmol/l.
Prediktori za smanjenje bubrezne funkcije ispod 60 ml/min/1,73m? u odnosu na
starost ispitanika, bili su ukupan holesterol visi od 5,2 mmol/l, LDL holesterol

visi od 4,1 mmol/l i nonHDL holesterol visi od 4,2 mmol/l.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Nakon prilagodavanja za komorbiditete (arterijsku hipertenziju i prisustvo Secerne
bolesti), kao 1 Stetne navike (pusenje 1 gojaznost) 1 dalje su se izdvajali identi¢ni
faktori rizika.

Povisene koncentracije ostalih ispitivanih lipidnih parametara, triglicerida i HDL-
holesterola, nisu imale znacaj kao prediktori za smanjenje jacine glomerulske
filtracije ispod 60 ml/min/1,73m?.

Visoka koncentracija adhezionih molekula VCAM-1 dokazana je kao nezavisni
faktor rizika za smanjenje bubrezne funkcije, kao faktor rizika nakon
prilagodavanja za starost ispitanika, a takode 1 u multivarijanom modelu

Visoka koncentracija adhezionih molekula, ICAM-1, nije pokazala prediktivni
znacaj za smanjenje bubrezne funkcije, niti je bila prediktor u skladu sa godinama
ili nakon prilagodavanja za komorbiditete ili Stetne navike..

Visoka plazmatska koncentracija renalaze je takode pokazala znacajnost kao
nezavisni faktor rizika, kao faktor rizika u odnosu na godine ispitanika i nakon
prilagodavanja za komorbiditete ispitanika, za smanjenje jacine glomerulske
filtracije ispod 60 ml/min/1,73m?,

Uremijski toksini, ADMA 1 SDMA, kao i koncentracije nitrata i nitrita, nisu
pokazali prediktivni znacaj za smanjenje bubrezne funkcije, ni u nezavisnom niti
u multivarijjantnom modelu. Koncentracija SDMA, je ipak, pokazala znacajnu
pozitivnu korelaciju sa vrednostima serumskog kreatinina.

Endotelna azot monoksid sintaza, u svim metodama statisticCke obrade, je
pokazala znacaj za poboljsanje jaCine glomerulske filtracije.

Izmedu svih evaluiranih parametara nitrozativnog stresa (ADMA, SDMA, eNOS,
1 nitrata/nitrita) dokazana je pozitivna korelacija.

Poredenjem korelacionih koeficijenata najbolji nezavisni prediktori za smanjenje
jacine glomerulske filtracije bile su vrednosti ukupnog i nonHDL holesterola.
Najbolji prediktivni znacaj, nakon prilagodavanja za godine starosti, pokazali su
ukupni holesterol, nonHDL holesterol i renalaza.

Nakon prilagodavanja za faktore rizika i Stetne navike najbolju prediktivnu
vrednost pokazali su koncentracije ukupnog i nonHDL holesterola, renalaza i

koncentracije VCAM-1 molekula.
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22.Nije bilo znacajnih razlika u klinicko-demografskim karaketristikama,
koncentracijama ispitivanih lipidnih parametara, koncentracijama parametara
inflamacije 1 nitrozativhog stresa u odnosu na primenjeni imunosupresivni
protokol (ciklosporin vs takrolimus).

23. Kod pacijenata, koji su kao osnov imunosupresivne terapije primali ciklosporin,
postojale su znaCajno viSe serumske vrednosti kreatinina 1 ureje, kao i

koncentracija renalaze.
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ADMA
ACEI
AKI
ANOVA
ATP
BH.
CRP
CYC
DDAH
ELISA
FAD
GMP
ICAM-1
IQR
IT™M
HBI
HDL
HPLC
JGF
KNI
KVB
L-NMMA
LDL
MAO
MACE

MMF
MSNA
NADP
NFkp
NO
NOS
OR

PCR
PRMT1
PRMT2
RAAS
SAA
SDMA
SNS

asimetricni dimetilarginin

inhibitori angiotenzin konvertuju¢eg enzima
acute kidney injury;akutna povreda bubrega
analiza varijanse

adenozin trifosfat

tetrahidrobiopterin

C-reaktivni protein

ciklosporin

dimetilarginin dimetil aminohidrolaza
enzyme-linked immunosorbent assay

flavin adenin dinukleotid

guanozin monofosfat

intracelularni adhezioni celularni molekul
interkvartilna razlika

indeks telesne mase

hroni¢na bubrezna insuficijencija

high density holesterol, holesterol velike gustine
te¢na hromatografija visokih performansi
jacina glomerulske filtracije

kalcineurinski inhibitori

kardiovaskularne bolesti

asimetri¢ni izomer monometil L-arginin

low density holesterol; holesterol male gustine
monoamino oksidaza

major adverse cardiovascular events; najznacajniji nezeljeni kardiovaskularni
dogadaj

mikofenolat mofetil

muscle nerve sympathetic activity, simpaticka aktivnost merena tremorom misic¢a
nikotinamid adenin dinuklotid

nuklearni faktor k3

azot oksid

azot oksid sintaza

odds ratio, unakrsni odnos S$ansi

prag znacajnosti

polymerase chain reaction; lanc¢ana reakcija polimeraze
protein arginin metiltransferaza tip 1

protein arginin metiltransferaza tip 2

renin angiotenzin aldosteron sistem

serumski amiloid A

simetri¢ni dimetilarginin

simpaticki nervni sistem

118




Lista skracenica

\& u odnosu, prema

VCAM-1 vaskularni adhezioni celularni molekuli

VLDL very low density lipoprotein; lipoprotein veoma male gustine
95% CI 95% interval poverenja
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