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Ispitivanje znacaja polimorfizama gena za citokine i proteine
koji reguliSu metabolizam i transport imunosupresivnih
lekova u akutnom odbacivanju transplantiranog bubrega

Vladimir Perovié¢

Sazetak

Uvod: Transplantacija predstavlja najbolju terapijsku opciju za lecenje terminalne
insuficijencije bubrega. Najc¢eS¢e rane komplikacije nakon transplantacije su akutno
odbacivanje (AO) i odloZena funkcija kalema (engl delayed graft function, DGF).
Mehanizmi koji leZe u osnovi ovih dogadaja su heterogeni i predstavljaju niz
kompleksnih interakcija koje se odvijaju izmedu primaoca i organa koji je
transplantiran. Uloga imunskog sistema u transplantaciji bubrega je dobro definisana i
ona predstavlja glavnu prepreku u postizanju boljeg kratkoro¢nog/dugoro¢nog
prezivljavanja kalema. Moderna imunosupresivna terapija usmerena je uglavnom na
inhibiciju aktivacije i proliferacije razlicitih imunskih ¢elija kao i inhibiciju produkcije
solubilnih medijatora zapaljenja kao $to su citokini. O¢uvanje delikatnog balansa izmedu
imunokompetentnog stanja bolesnika i imunske supresije radi ocuvanja funkcije kalema
je od izuzetnog znacaja. Nekoliko studija je ukazalo da varijacije u genima za citokine
(TNF, IL-6, IFN-gama i IL-10), kao i u genima za proteine koji uticu na terapijsku
efikasnost imunospresivnih lekova (IMPDH1, CYP3A5, OATP1B1), mogu da posluze kao

prediktori klinickog ishoda nakon transplantacije bubrega.

Ciljevi istrazivanja: Cilj ove studije je bio da se utvrdi da li postoji uticaj funkcionalnih
polimorfizama na nivou jednog nukleotida (SNP) u genima koji kodiraju TNF (TNFA), IL-
6 (IL6), IFN-gama (IFNG), IL-10 (IL10), p40 subjedinicu IL-12/IL-23 (IL12B), IMPDH1
(IMPDH1), citohrom P450 (CYP5A3) i OATP1B1 (SLCO1B1) na AO i DGF kod bolesnika sa
transplantiranim bubregom u Srbiji. Dodatni cilj je bio i da se utvrdi da li postoji
povezanost izmedu ovih SNP i biohemijskih parametara bubrezne funkcije (vrednosti

serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije).

Pacijenti i metode: U nasSu studiju ukljuCeno je 152 bolesnika sa transplantiranim
bubregom koji su primali kalcineurinske inhibitore, preparate mikofenoli¢ne kiseline i

kortikosteroide kao deo standardnog protokola za imunsku supresiju. Za odredivanje



genotipa u okviru TNFA, IL6, IFNG, IL10, IL12B, IMPDH1, CYP3A5 i SLCO1B1 gena

koriSc¢eni su komercijalni TagMan eseji.

Rezultati: Utvrdili smo povezanost izmedu osoba sa AA genotipom unutar polimorfizma
IL12B (+1188A/C) i manjeg rizika od nastanka DGF (p=0,028) uz izraCunat odnos Sansi
(0S) od 0,43 u 95% intervalu poverenja (IP) od 0,20 do 0,92 Ovo ukazuje na moguéu
protektivnu ulogu A alela u patogenezi DGF kod bolesnika sa transplantiranim
bubregom. Takva asocijacija nije detektovana u vezi sa AO. U naSoj kohorti, nijedan od
drugih SNP analiziranih u genima TNFA (-308G/A), IL6 (-174G/C), IFNG (+874T/A),
IL10 (-1082G/A, -819T/C, -592C/A), IMPDH1 (-106G/A) i SLCO1B1 (+388A/G i
+521T/C) nije udruZen sa pojavom AO ili DGF. Takode, nije pronadena ni povezanost
izmedu nijednog od analiziranih SNP i vrednosti serumskog kreatinina, klirensa
kreatinina i proteinurije. Genska varijanta rs776746 u CYP3A5 nema karakteristike
polimorfizma u nasoj populaciji s obzirom da je A alel detektovan samo kod jedne

zdrave osobe u kontrolnoj grupi.

Zakljucak: U naSoj studiji, mi smo preliminarno pokazali da je AA genotip rs3212227 u
genu ILI12B najverovatnije povezan sa niZim rizikom od pojave DGF nakon
transplantacije bubrega. Takode, ustanovili smo da ostali ispitivani SNP u genima za
citokine kao i u genima IMPDHI i SLCO1B1 nisu povezani sa AO odnosno DGF.
Neophodno je da se u budu¢nosti sprovedu dodatne dobro dizajnirane studije kako bi se

nasi rezultati potvrdili.

KLJUCNE RECI: transplantacija bubrega, polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (SNP),
citokini, TNFA (rs1800629), IL6 (rs1800795), IFNG (rs2430561), IL10 (rs1800896 i
rs1800871), IL12B (rs3212227), CYP3AS5 (rs776746), IMPDH1 (rs2278294) i SLCO1B1
(rs2306283 i rs4149056), akutno odbacivanje, odloZena funkcija kalema
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Evaluation of the polymorphisms in genes encoding cytokines
and immunosupressive drug transporters and metabolizing

enzymes in acute Kidney rejection
Vladimir Perovi¢

Abstract

Introduction: Transplantation is the best treatment option for end stage kidney disease.
The most common early complications in the post-transplant period are acute rejection
(AR) of the graft and delayed graft function (DGF). The underlying mechanisms in these
events are heterogeneous and represent complex interactions between the recipient and
transplanted organ. The role of immune system in kidney transplantation is well-defned
and it poses a major barrier in achieving better short-term/long-term graft survival. A
modern immunosupressive drugs mainly inhibit activation and proliferation of different
immune cell populations as well as production of soluble inflammatory mediators such
as cytokines. Maintaining the delicate balance between patient immunocompentent
state and prevention of graft loss is paramount in kidney transplantation. Several
studies indicated that genetic variations in genes encoding cytokines (TNF, IL-6, IFN-
gamma and IL-10) and proteins that affect therapeutic efficacy of immunosuppressive
drugs (IMPDH1, CYP3AS5 and OATP1B1) may serve as potential predictors of clinical

outcome in kidney transplantation.

Aims of the investigation: This study aimed to determine the influence of functional
single nucleotide polymorphisms (SNP) in the genes encoding TNF (TNFA), IL-6 (IL6),
IFN-gamma (IFNG), IL-10 (IL10), p40 subunit of IL-12/IL-23 (IL12B), CYP3A5 (CYP3A5),
IMPDH1 (IMPDH1) and OATP1B1 (SLCO1B1) on AR and DGF in Serbian kidney allograft
recipients. In addition, we wanted to investigate relationship between these SNPs and
biochemical parameters of renal function (serum creatinine, creatinine clearance and

proteinuria).

Patients and methods: Our study involved 152 kidney transplant recipients on

standard immunosuppressive regimen which included calcineurin inhibitors,



mycophenolic acid derivatives and corticosteroids. Genotyping of TNFA, IFNG, IL6, IL10,
IL12B, CYP3A5, IMPDH1 and SLCO1B1 was performed using commercial TagMan assays.

Results: We found association between the carriers of AA genotype of IL12B +1188A/C
polymorphism (rs3212227) and a lower rate of DGF (p=0.028, OR=0.43, 95%CI=0.20-
0.92), implying protective role of A allele in the pathogenesis of DGF in kidney transplant
recipients, whereas no such association was observed with AR. None of the analyzed
SNPs in TNFA (-308G/A), IL6 (-174G/C), IFNG (+874T/A), IL10 (-1082G/A, -819T/C,
-592C/A), IMPDH1 (-106G/A) and SLCO1B1 (+388A/G and 521T/C) were associated
with AR or DGF in our patients. In addition, we found no association between analyzed
SNPs and levels of serum creatinine, creatinine clearance or proteinuria. CYP3A5 genetic
variant rs776746 was not polymorfic in our study group because only one A allele

carrier was detected in healthy control group.

Conclusions: In our study we demonstrated preliminary evidence that the AA genotype
of rs3212227 SNP in the IL12B gene might be associated with a lower risk for DGF after
kidney transplantation. We have also shown that SNPs in other investigated cytokine
genes as well as in IMPDHI1 and SLCO1B1 were not associated with AR or DGF. In the
future, additional well-designed large studies are required for the validation of our

results.

KEY WORDS: kidney transplantation, cytokine gene polymorphisms, TNFA
(rs1800629), IL6 (rs1800795), IFNG (rs2430561), IL10 (rs1800896 and rs1800871),
IL12B (rs3212227), CYP3A5 (rs776746), IMPDH1 (rs2278294) and SLCO1B1
(rs2306283 and rs4149056), acute rejection, delayed graft function
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1. Uvod



Vladimir Perovi¢ doktorska disertacija Uvod

1.1.  Opsti iistorijski aspekti transplantacije bubrega

Transplantacija bubrega predstavlja krajnji i trenutno najbolji oblik lecenja
terminalne insuficijencije bubrega. Prestanak funkcionisanja oba bubrega dovodi do
brojnih poremecaja u homeostazi telesnih te¢nosti. U bubregu se vrsi filtracija vode uz
oslobadanje viska soli i toksi¢nih produkata metabolizma Ccelija doprinoseéi time
regulaciji acido-bazne ravnoteze. Retencija vode i soli pomocu renina, enzima koji stvara
bubreg, ima vaznu ulogu u regulisanju krvnog pritiska. U bubregu se stvaraju i dva
hormona, eritropoetin i kalcitriol, koji reguliSu eritropoezu odnosno metabolizam
kalcijuma. Uzimaju¢i u obzir sve navedeno, dugotrajan poremecaj funkcije bubrega moze
vitalno ugroziti bolesnika.

Etiologija terminalne insuficijencije bubrega ukljucuje brojne faktore koje mogu
dovesti do trajnog prestanka funkcije ovog organa. Akutna stanja kao $to su trauma,
infekcija ili toksi¢no osSte¢enja bubrega nastala uzimanjem lekova mogu biti uzrok
ireverzibilnih oSte¢enja parenhima i tubularnog sistema. U hroni¢na stanja koja mogu
izazvati terminalno oStecenje bubrega spadaju primarne bolesti bubrega kao i sistemske
autoimunske bolesti drugih organa koje sekundarno mogu ostetiti bubreg. Bolesti koje
najceS¢e dovode do terminalnog oSteenja ovog organa su dijabetes tip 1 i 2,
glomerulonefropatije i policisticna bolest bubrega. Dijaliza i transplantacija
predstavljaju dva osnovna tipa lecenja terminalne insuficijencije bubrega. Nekoliko
studija pokazalo je da je transplantacija predstavlja bolji, jeftiniji i dugoroc¢niji vid
lecenja od dijalize (1,2) .

Prvi poku$aji da se presadi bubreg od preminulog ili Zivog davaoca nisu dali
dugorocCne rezultate, pri ¢emu je usled imunskog odgovora na presadeni bubreg (kalem)
dolazilo do prestanka funkcije i njegovog odbacivanja (3,4). Prva uspeSna
transplantacija obavljena je sredinom pedesetih godina 20. veka u Velikoj Britaniji
izmedu identicnih blizanaca kako bi se izbegao imunski odgovor na kalem (5). Ipak,
Sezdesetih godina 20. veka, najvei napredak napravljen je uvodenjem lekova za
imunsku supresiju koji su znacajno doprineli preZivljavanju kako transplantiranog
organa tako i samog bolesnika. Prva transplantacija bubrega u Srbiji uradena je 1973. u
Beogradu. Ako se uzme u obzir Cinjenica da trenutno na ovaj organ u Srbiji ceka oko 800
bolesnika sa terminalnom insuficijencijom bubrega a da se godiSnje izvrsSi oko 50-70
transplantacija, jasno je da ova dinamika ne zadovoljava ni pribliZzno potrebe za ovom

vrstom intervencije.
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1.2. Komplikacije nakon transplantacije bubrega

Nakon transplantacije bubrega mogu nastati brojne komplikacije koje ukljucuju
odbacivanje kalema, odloZenu funkciju kalema, infekciju citomegalovirusom, vaskularne
komplikacije, nefropatiju uzrokovanu BK virusom, infekcije razli¢itim mikrorganizmima,
nastanak posttransplantacionih limfoproliferativnih bolesti i karcinoma, blagih
gastrointestinalnih komplikacija, kao i kozmetickih problema. lako postoje brojne
komplikacije, fokus ove doktorske disertacije bi¢e prvenstveno na akutnom odbacivanju

i odloZenoj funkciji kalema koje predstavljaju najcesS¢e komplikacije.

1.2.1. Odlozena funkcija kalema

OdloZena funkcija kalema (DGF, engl. delayed graft function) nije jasno definisan
entitet i njegova definicija se razlikuje od centra do centra u kome se izvodi
transplantacija. Zbog kompleksnosti patofizioloSkog mehanizma, definisanje DFG je
veoma teSko i u prilog ovoj Cinjenici ide podatak da postoji preko 18 definicija u
literaturi kojima se objasnjava ovaj fenomen (6). U naSoj studiji DGF je definisana kao
potreba za dijalizom unutar prve dve nedelje nakon obavljene transplantacije bubrega.
Incidencija DGF zavisi od mnogih intrizickih faktora davaoca i primaoca kalema kao i
faktora vezanih za intraoperativne i postoperativne procedure prilikom izvodenja
transplantacije bubrega (7). Incidencija DGF veoma varira, od 10% kada se koriste
organi od Zivog davaoca, pa do 50% kada je u pitanju kadaveri¢na transplantacija (8).
Pojava DGF nakon transplantacije iziskuje potrebu za hemodijalizom S$to znacajno
povecava morbiditet odnosno duzinu boravka u bolnici, te samim tim i troskove lecCenja.
Uticaj DGF na dugoro¢no prezivljavanje kalema je i dalje predmet debate. Opste
stanoviSte je da je DGF povezan sa loSijim dugoro¢nim prezivljavanjem kalema,
produZenim vremenom hladne ishemije (vreme koje protekne od momenta kada se
rashladenom organu koji se transplantira prekine dotok krvi do momenta kada se on
ponovo zagreje i uspostavi perfuzija) kao i posleditnim reperfuzijskim osStecenjem
bubrega (9). Medutim, postoje i podaci koji govore da hladna ishemija ostavlja
minimalne posledice na presadeni bubreg. Tako su Kayler i autori u dve studije pratili
uticaj hladne ishemije na pojavu DGF i dugoro¢nog preZivljavanja kalema, pri ¢emu su
oba bubrega od istog davaoca presadena razli¢itim primaocima (10,11). Utvrdeno je da

produZeno vreme hladne ishemije utice na incidenciju DGF ali da nema nikavog uticaja
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na preZzivljavanje presadenog bubrega. Ovim je samo dodatno potvrdena kompleksnost
patofiziologije DGF. Veliki broj studija pocetkom devedesetih godina 20. veka ukazale su
i na povezanost DGF sa vecom incidencijom akutnog odbacivanja Sto je i potvrdeno
skorasSnjom studijom kojom je obuhva¢eno 645 bolesnika koji su leCeni savremenijim
terapijskim protokolima (12). Stoga, u cilju prevencije, ili bar smanjenja incidencije DGF,
moderni transplantacioni centri primenjuju mere kojima se redukuje vreme hladne

ishemije primenom masina za perfuziju.

1.2.2. Odbacivanje kalema

Odbacivanje transplantiranog bubrega je posledica imunskog odgovora primaoca
na presadeni bubreg. Prema vremenu javljanja moze biti hiperakutno, akutno i hroni¢no.
U savremenoj transplantaciji najcesc¢e se javljaju akutno i hroni¢no odbacivanje. Akutno
odbacivanje moze biti posredovano antitelima ili T-limfocitima. Akutno odbacivanje
(AO) se klinicki moZe manifestovati groznicom, osetajem jeze, no¢nim znojenjem,
mijalgijom, oligurijom i hipertenzijom. Bolesnici ¢esto osecaju bol i palpatorni osecaj
tvrdo¢e na mestu gde je presaden organ. U okviru rutinske laboratorijske dijagnostike
mogu se registrovati povefan nivo serumskog kreatinina ili sniZzena glomerulska
filtracija. Ultrazvuc¢ni nalaz moZe pokazati otok bubrega, smanjen ili odloZen protok kroz
bubreg. Kona¢na potvrda AO vrsi se pomocu biopsije finom iglom i histopatoloskim
nalazom. U terapiji se primenjuju kortikosteroidi ili, kod AO rezistentnog na terapiju
kortikosteroidima, antitimocitni imunoglobulin. Stepen oSteenja kalema zavisi od
trajanja epizode AO kao i odgovora na terapiju. Neka od oStecenja mogu biti reverzibilna
dok trajno nastala oStecenja mogu dovesti do pogorsSanja funkcije presadenog organa.
Akutno odbacivanje se najc¢eS¢e desava u prva 3 meseca a ukoliko se javi nakon tog
perioda moZe se povezati sa neredovnim uzimanjem imunosupresivne terapije odnosno
smanjenom komplijansom. U poslednjih dvadeset godina, u svetu postoji jasan trend
smanjenja incidencije AO, i smatra se da u najboljim centrima za transplantaciju bubrega
ona iznosi izmedu 10 i 15%. Uprkos modernoj terapiji i niskoj incidenciji AO, dugoro¢no
prezivljavanje kalema i dalje predstavlja veliki klini¢ki izazov. Smatra se da mnogi drugi
faktori poput toksiCnosti kalcineurinskih inhibitora, hroni¢no odbacivanje, kao i
nefropatija izazvana BK virusom, imaju znacajnu ulogu u dugoro¢nom prezivljavanju

kalema (13,14).
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1.3. Faktori koji uticu na ishod transplantacije bubrega

Uspeh transplantacije zavisi od velikog broja faktora koji uklju¢uje podudaranje
izmedu primaoca i davaoca u okviru glavnog kompleksa gena tkivne podudarnosti
(MHC, engl. main histocompatibility complex; kod coveka se zove humani leukocitni
antigeni, engl. human leucocyte antigen, HLA), postojanje antitela protiv antigena
kalema kod primaoca, zatim uzrast i etnicka pripadnost, kao i specificnosti vezane za
hirusku proceduru. U poslednjih dvadeset godina doSlo je do poboljSanja u rezultatima
kratkorocnog preZivljavanja presadenog bubrega, ali, kada je u pitanju odrZanje funkcije
organa na duZi vremenski period, tada su rezultati minimalni ili gotovo i da nema nekog
napretka (15). Definicija dugorotnog preZivljavanja kalema/bolesnika nije jasno
precizirana, ali se arbirtrano moZe uzeti period od 5 i viSe godina od momenta
transplantacije. Podaci pokazuju da je petogodiSnje odnosno desetogodiSnje
preZivljavanju kalema 77% u Evropi odnosno 56% Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama
(SAD) (16). Lista potencijalnih faktora koji mogu da utic¢u na ishod transplantacije je

duga, i samo neki od njih ¢e biti pomenuti.

1.3.1. Davalac odnosno ,kvalitet” bubrega koji se presaduje

Karakteristike organa koji se presaduje svakako spada u faktore koji mogu imati
veoma znacajnu ulogu u dugoro¢nom preZivljavanju kalema. ,Kvalitet organa“ se moze
Siroko definisati na osnovu karakteristika kao $to su: poreklo tj. da li je bubreg poreklom
od Zivog odnosno preminulog davaoca, kao i klinicko-patoloskih ocena koje su dobijene
na osnovu biopsije bubrega davaoca pre presadivanja. Podaci iz literature
nedvosmisleno ukazuju da je organ dobijen od Zivog davaoca bolji od organa koji je
dobijen od preminule osobe (17). Postoje prilicno jasni razlozi za ovo jer prilikom
koriS¢enja organa od zivog davaoca postoji detaljnja procena funkcije bubrega
potencijalnog daovaoca, zatim, ne postoji faza agonije koja je prisutna kod umiruce
osobe, vreme hladne ishemije je kratko, i preostaje viSe vremena da bi se sastavio

najbolji mogudi transplantacioni tim.

1.3.2. Uzrast bolesnika

Uzrast bolesnika je jo$ jedan vazan c¢inilac u transplantaciji bubrega. U danasnje
vreme, bolesnici sa terminalnom insuficijencijom bubrega se transplantiraju u poznijim
godinama. U studijama sprovedenim u Evropi i Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD)
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pokazano je da uzrast bolesnika u vreme kada je izvrSena transplantacija inverzno
koreliSe sa dugoro¢nim prezivljavanjem kalema (16). Interesantno je pomenuti da su
skorasnje studije pokazale da se postizu bolji rezulatati u prezivljavanju
transplantiranog bubrega ukoliko su davalac i primalac slicnog uzrasta tj. ,starijem”
primaocu se dodeljuje (engl. allocate) bubreg od starijeg davaoca (> 65 godina) odnosno

»,mladem” primaocu se dodeljuje bubreg ,mladeg” davaoca (18,19).

1.3.3. Primarno oboljenje bubrega

Primarna bolest bubrega koja je uzrokovala terminalnu insuficijenciju bubrega u
odredenom broju sluc¢ajeva moZe da se ponovo javi, ali sada na presadenom bubregu
(recidiv bolesti). Ovo je trec¢i uzroc¢nik gubitka kalema unutar perioda od 10 godina
nakon transplantacije (20). Ponovno javljanje osnovne bolesti na transplantiranom
organu je uglavnom primeceno kod metabolickih bolesti i glomerulonefritisa. U nekim
slu¢ajevima autoimunskih bolesti gde se javljaju cirkuliSu¢a autoantitela na glomerulsku
bazalnu membranu postoji veoma visok rizik od odbacivanja kalema. Sli¢no,
antifosfolipidna antitela znacajno povecavaju rizik od tromboze krvnih sudova i
progresivno dovode do gubitka funkcije presadenog bubrega. Cesto se transplantacija
odlaze dok se aktivnost osnovne bolesti ne dovede pod kontrolu, odnosno, dok
koncentracija autoantitela ne bude ispod nivoa detekcije. Na primer, kod IgA nefropatije
verovatnoca pojava recidiva bolesti je izmedu 20% i 60% dok je kod membranskog
glomerulskog nefritisa izmedu 7% i 44% (20,21). NaZalost, za mnoge druge primarne

bolesti bubrega ne postoje podaci o verovatnoc¢i pojave recidiva.

1.3.4. Podudarnost u okviru HLA lokusa

U savremenoj transplantaciji bubrega najc¢eS¢e se koristi organ poreklom od
jedinki iste vrste (alokalem) i u retkim sluCajevima organi mogu biti transplantirani
izmedu monozigotnih blizanaca (singeni kalem). Strategija za odabir optimalnog
davaoca nije se mnogo menjala tokom proteklih decenija. Jedan od osnovnih koraka
predstavlja HLA tipizacija, odnosno ispitivanje kompleksa gena tkivne podudarnosti kod
coveka. HLA lokus sadrzi vise od 200 gena koji se nalaze na kratkom kraku hromozoma
6 i podeljen je u 3 klase i to na HLA klasu [, ITi I[Il. Neki od gena koji se nalaze u okviru
klase 1 (HLA-A, -B, -C) odnosno klase II (HLA-DP, -DQ, -DR) kodiraju proteine

eksprimirane na povrsini Celija €ija je osnovna uloga prezentacija peptida T-limfoctima.
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Uticaj nepodudarnosti u okviru HLA lokusa na konacni ishod kalema je nedvosmislen.
Brojne studije su pokazale da kada postoji idealna podudarnost izmedi davaoca i
primaoca, rizik od odbacivanja transplantiranog bubrega je veoma mali (22,23). U
velikoj Americkoj studiji pokazano je da bolesnici koji su primili bubreg od davaoca sa
kojim postoji nepodudaranje u visSe od 3 HLA lokusa, rizik da se odbaci organ u prvih
godinu dana od transplantacije se povecava za 50% u odnosu na bolesnike kod kojih
postoji idealno podudaranje (24). Neki autori smatraju da na gubitak kalema najvisSe
utiCe nepodudaranje u okviru lokusa HLA-B i HLA-DR (25,26), dok drugi smatraju da je
uloga odredenih HLA lokusa uslovljena vremenom proteklim nakon transplantacije.
Naime, pokazano je da nepodudarnost u okviru HLA-DR lokusa ima vaznu ulogu u prvih
6 meseci nakon transplantacije, HLA-B lokusa u toku prve dve godine, dok HLA-A lokus
utice na dugorocno prezivljavanje presadenog bubrega (27,28). Navedeni kriterijumi se
primenjuju i u programu transplantacije bubrega na teritoriji Republike Srbije pri cemu
podudarnost bar u jednom od HLA-DR lokusa predstavlja minimalan uslov kako bi se

pristupilo presadivanju bubrega.

1.3.5. Anti-HLA antitela

Poseban problem u transplantaciji bubrega predstavlja pojava anti-HLA antitela u
cirkulaciji primaoca. Ova antitela se mogu javiti kod primaoca kao posledica prethodnog
izlaganja stranim antigenima putem transfuzije, porodaja ili ¢ak nakon prethodne
transplantacije. Bolesnici koji su prethodno bili imunizovani HLA antigenima imaju
mnogo loSije rezulatate kada je u pitanju preZzivljavanje kalema od onih koji nisu
imunizovani. Ovo je dalje potvrdeno i Cinjenicom da svaki naredni pokuSaj
transplantacije je znaCajno loSiji u odnosu na prvu transplantaciju. Pracenje
(monitoring) i utvrdivanje prisustva aloreakativnih antitela kod primaoca je deo
standardne pripreme pred transplantaciju i izvodi se pomo¢u enzimskog imunotesta,
hemilumiscentnim tehnikama (Luminex® tehnologija) ili proto¢nom citofluorimetrijom.
Kod bolesnika koji imaju visoke koncentracije anti-HLA antitela primenjuje se
desenzibilizacija po protokolu koji obuhvata upotrebu visokih doza kortikosteroida,

anti-CD20 antitela kao i plazmaferezu.
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1.3.6. Rasna i etnicka pripadnost

Rasna i etnicka pripadnost se ve¢ dugo razmatra kao faktor koji utice na ishod
transplantacije. Skorasnja studija sprovedena u SAD pokazala je da kod Afro-
Amerikanaca postoji mnogo loSije prezivljavanje transplantiranog bubrega u svim
ispitivanim vremenskim tackama (3 meseca, 1, 51 10 godina) u odnosu da druge rasne
odnosno etnicke grupe (29). Interesantno je pomenuti da za populaciju crnaca koja Zivi
u Francuskoj nisu uocene pomenute razlike, Sto se mozda moZe objasniti razli¢itim

nivoom zdravstvene zaStite za razliCite socijalne kategorije u ove dve drzave (30).

1.4. Uloga imunskog odgovora u transplantaciji bubrega

Glavna funkcija imunskog sistema je odbrana od infekcije. U osnovi ove funkcije
lezi sposobnost imunskog sistema da razlikuje sopstvene od stranih antigena.
Transplantacijom organa od nesrodne jedinke iste vrste (alotransplantacija) imunski
sistem primaoca se izlaZe stranim antigenima nakon Cega se pokrece snaZan imunski
odgovor na antigene kalema (aloantigene). Imunski odgovor se sastoji iz niza sloZenih
interakcija izmedu urodene i steCene (adaptivne) imunosti i moze se podeliti u tri faze:
prepoznavanje aloantigena, aktivacija Celija imunskog sistema i efektorska faza koja

dovodi do odbacivanja presadenog organa.

1.4.1. Uloga stecene imunosti u transplantaciji bubrega

Centralni dogadaj u inicijaciji imunskog odgovora na kalem predstavlja
prepoznavanje kompleksa HLA/peptid od strane T-Celijskog receptora. HLA lokus
kodira veoma raznoliku grupu povrsinskih proteina koji se nalaze eksprimirani na
povrSini svih Celija sa jedrom. Interesantno je pomenuti da su ovi proteini prvi put
otkriveni Cetrdesetih godina prosSlog veka bas u eksperimentima u kojima su vrSene
transplantacije tkiva i tada su HLA molekuli identifikovani kao glavni ,krivci“ za
odbacivanje presadenog organa. Tek dvadeset godina kasnije, ustanovljeno je da
prezentacija stranih antigena T-limfocitima predstavlja primarnu funkciju HLA
molekula. Celije adaptivne imunosti razlikuju strane proteinske antigene od sopstevenih
antigena posredstvom procesa prezentacije razli¢itih peptida. Prepoznavanje
aloantigena od strane imunskog sistema primaoca kao stranih antigena naziva se

aloprepoznavanje. Glavni i najja¢i odgovor na aloantigene posredovan je T-Celijama
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primaoca (aloreaktivni T-limfociti). Prepoznavanje aloantigena u sklopu HLA moZe biti
direktno i indirektno. Kod direktnog prepoznavanja, T-limfociti primaoca prepoznaju
neobradene alogene HLA molekule na povrSini dendritskih ¢elija kalema kao strane.
Nasuprot tome, kod indirektnog prepoznavanja, neophodno je da dendritske celije
primaoca prethodno fagocituju antigene poreklom iz kalema, obrade ih i prezentuju u
sklopu sopstvenih HLA molekula. Direktno prepoznavanje je posebno znacajno u
inicijaciji akutnog odbacivanja Sto je i potkrepljeno rezultatima dobijenim u studijama
na miSevima gde utvrdeno da se viSe od 90% T-limfocita primaoca koji su direktno
prepoznali alogene HLA molekule infiltrira u presadenu kozu (31). S druge strane,
smatra se da indirektno prepoznavanje ima vecu ulogu u hroni¢cnom odbacivanju. U
prilog ovoj tvrdnji ide nalaz veceg broja T-Celija primaoca unutar kalema koje su
sposobne da prepoznaju obradene peptide poreklom iz davaoca isklju¢ivo na
sopstvenim dendritskim celijama (32,33).

Nakon prepoznavanja aloantigena, T-limfociti se aktiviraju, proliferiSu i
diferenciraju u efektorske celije. Efektorski citotoksicni CD8*T-limfociti migriraju u
kalem gde ostecuju tkivo dok se pomoc¢nic¢ki CD4+T-limfociti mogu diferencirati u
nekoliko razli¢itih subpopulacija kao Sto su Th1, Th2, Th17 i regulatorne T-celije (Treg).
Th1 (Celije produkuju proinflamatorne citokine kao $to su interleukin (IL)-2, faktor
nekroze tumora (TNF), i interferon (INF)-gama. Ovi grupa citokina je znacajna za
stimulaciju citotoksi¢nih CD8*T-limfocita koji u kalemu indukuju apoptozu Ccelija
oslobadanjem perforina i granzima ili putem Fas/FasL interakcije. Th2 celije stvaraju
citokine kao Sto su IL-4, IL-5 i IL-13 koji stimuliSu humoralni imunski odgovor i B-
limfocite da stvaraju antitela koja su usmerena prema antigenima kalema (aloantitela)
(34). U poslednjih nekoliko godina, postoji veliko interesovanje da se bolje razjasni
uloga Treg Celija u imunskom odgovoru na kalem. Neki preliminarni dokazi ukazuju da
Treg mogu da indukuju imunsku toleranciju na antigene kalema, ali ovakvi nalazi nisu
joS potvrdeni kod ljudi (35,36). Uloga Th17 ¢elija u imunskom odgovoru na kalem nije
do kraja razjaSnjena mada neki autori smatraju da ove Ccelije stvaranjem
proinflamatornih citokina pospeSuju oStecenje presadenog organa (37).

Pored T-limfocita, B-limfociti takode imaju veoma vaZnu ulogu u imunskom
odgovoru na alokalem. Uloga ovih ¢elija je dvojaka. Prvo, B-limfociti nakon aktivacije
aloantigenima postaju veoma efikasne antigen-prezentujuce Celije koje imaju izuzetno

vaznu ulogu u aktivaciji i diferencijaciji T-limfocita (38). S druge strane, B-limfociti
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sekretuju aloantitela koja se vezuju za antigene kalema i time aktiviraju sistem
komplementa koji ¢e posledi¢no oStetiti tkivo. Pored navedenog mehanizma ostecenja,
aloantitela mogu aktivirati i NK ¢elije (Celijska citotoksi¢nost zavisna od antitela) ili pak
dovesti do aktivacije makrofaga i frustrirane fagocitoze. Ovim je jasno definisana uloga

B-limfocita u razvoju akutnog i hroni¢nog odbacivanja kalema (39).

1.4.2. Uloga urodene imunosti u transplantaciji bubrega

Pored adaptivne imunosti, urodena imunost ima takode vaznu ulogu u oStecenju
kalema. Njena uloga je decenijama bila prenebregnuta i stavljena u drugi plan (40).
Dendritske celije spadaju u celije urodene imunosti i predstavljaju najpotentnije
antigen-prezentujuce Celije. U meSanoj kulturi limfocita, one imaju sposobnost da gotovo
100 puta jace aktiviraju T-limfocite u odnosu na makrofage. Dendritske ¢elije se nalaze u
limfoidnim i nelimfoidnim tkivima organizma ukljucuju¢i i bubreg (41). Od momenta
kada preuzmu antigen pa do trenutka kada prezentuju antigen T-limfocitima, dendritske
Celije se diferenciraju i dobijaju nove fenotipske karakteristike. Za ovakvu tranziciju od
nezrele do zrele dendritske celije neophodna je odgovaraju¢a mikrosredina koja je
karakteristicna za zapaljenje. U stanju ,mirovanja“ dendritske ¢elije sekretuju citokine
koji prevashodno stimulisu diferencijaciju pomo¢nickih T-limfocita u Treg dok prilikom
zapaljenja dendritske Celije se aktiviraju, njihov broj se uvecava i sekretuju citokine koji
doprinose nastanku efektorskih T-limfocita (42). Dendritske ¢elije imaju klju¢nu ulogu u
inicijaciji i regulaciji stecenog imunskog odgovora. Nakon transplantacije bubrega,
aktivirane dendritske celije primaoca i davaoca aktivno ulestvuju u odbacivanju
alokalema tako Sto aktiviraju T-limfocite primaoca putem indirektnog i direktnog
aloprepoznavanja. Postoji veliki broj studija koje su pokazale da zrele i poluzrele
dendritske celije mogu da indukuju toleranciju na sopstvene antigene u centralnim i
perifernim tkivima putem delecije i anergije (43). Ova istraZzivanja su dalje podstakla
ideju da se ova osobina dendritskih ¢elija potencijalno iskoristi kako bi se indukovala
tolerancija na transplantiran organ. Brojnim bioloSkim, farmakoloSkim i genetickim
modifikacijama dentritskih ¢elija ex vivo postignuti su zavidni rezultati na
eksperimentalnim Zivotinjama (44,45) mada njihova klinicka primena joS$ nije moguca i
zahteva istraZivanja na boljim modelima kao Sto su primati.

Land i sar. su postavili ,Hipotezu povrede“ u kojoj se pretpostavlja da celije

urodene imunosti reaguju na molekule koji se oslobadaju iz oStecenih celija kalema u
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toku ishemijsko-reperfuzijske povrede (46). Ovi molekuli se nazivaju molekulski obrasci
oStecenja (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP). Usled ishemije stvara se
veoma mala koli¢ina adenozin-trifosfata (ATP) i snizava se pH unutar ¢elija. Ovim se
naruSava aktivnost K*/Na* ATP pumpe Sto posledi¢no dovodi do poremecaja osmotske
ravnoteZe. Celije kalema bubre i po¢inju da eksprimiraju adhezivne molekule kao $to su
E-, P-selektini i intercelularni adhezivni molekul-1 (engl. intercellular adhesion molecul-
1, ICAM-1) koji pospeSuju ulazak leukocita u kalem tokom faze reperfuzije. U toku ove
faze iz oSteCenih Celija se oslobada velika koli¢cina DAMP kao i reaktivni oblici kiseonika
(ROK) koji su nastali usled oSte¢enja mitohondrija. ROK stvaraju i neutrofili koji
postepeno infiltriraju kalem i posredstvom hemokina dodatno privlace aloreaktivne T-
Celije (47). Na ovaj nacin se pojacava zapaljenje i dodatno oStecuje kalem.

Neophodno je spomenuti jo$ i makrofage koji spadaju u ¢elije urodene imunosti a
imaju veoma vaznu ulogu imunskom odgovoru na alokalem (48). Makrofagi infiltriraju
kalem u velikom broju (38-60% od svih leukocita) Sto su i pokazale studije gde je
analaziran materijal dobijen biopsijom transplantiranog tkiva (49,50). U literaturi su do
sada opisane dve populacije makrofaga: klasi¢no aktivirani (M1) i alternativno aktivirani
(M2). M1 makrofagi spadaju u ¢elije koje pospeSuju zapaljenski proces i sekretuju brojne
citokine kao Sto su IL-1, Il.-6, TNF i IL-23 (51). Ovi citokini u alokalemu aktiviraju
citotoksicne CD8+*T-limfocite, endotelne Celije u krvnim sudovima i stimuliSu stvaranje
faktora stimulacije kolonija (engl. colony stimulating factor-1, CSF-1). M1 makrofagi
predstavljaju i primarni izvor ROK kao i reaktivnih oblika azota (ROA) koji direktno
oStecuju tkivo i indukuju akutno odbacivanje (52,53). Za razliku od akutnog odbacivanja,
kod hroni¢nog odbacivanja postoje dokazi da i jedna i druga populacija makrofaga ima
veoma vaznu ulogu. Hroni¢no odbacivanje transplantiranog bubrega praéeno je
intersticijalnom fibrozom tkiva, formiranjem neointime i progresivnim suzenjem krvnih
sudova (54). S obzirom na to da M2 makrofagi imaju predominatno antiinflamatornu
ulogu i da su uklju€eni u popravku oStecenog tkiva, stvaranje fibroznog tkiva i novih
krvnih sudova, njihova uloga u ovom procesu je potpuno razumljiva. To je i
demonstrirano u jednoj studiji gde je pokazano da nakon godinu dana od transplantacije
bubrega, 92% makrofaga koji su infiltrirali kalem imaju CD68+*CD206* M2 fenotip (55).
Medutim, postoji i miSljenje da do vaskularnog oSte¢enja kod hroni¢nog odbacivanja
dolazi posredstvom eikozanoida, proteaza, ROK i ROA koje prvenstveno stvaraju M1

makrofagi (56). Uzimajudi u obzir rezultate dosadasnjih istraZivanja, veoma je teSko
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doneti jednoznaCan zaklju¢ak o tome koja populacija makrofaga je prisutna kod
hroni¢nog odbacivanja kalema. Mogucée objaSnjenje je da makrofagi predstavljaju
heterogenu populaciju ¢elija koja pod odredenim uslovima, u toku hroni¢nog
odbacivanja bubrega, moZe menjati fenotipske karakteristike ili ¢ak ispoljavati osobine

obe subpopulacije (57).

1.4.3. Uloga citokina u transplantaciji bubrega

Citokini su mali solubilni glikoproteini koje sekretuje veliki broj celija pri ¢emu
njihov glavni izvor predstavljaju leukociti. Citokini predstavljaju vaznu kariku izmedu
urodene i stecene imunosti. Postoje brojne podele citokina, ali najceS¢a klasifikacija koja
se moZe naci u literaturi je na osnovu njihove funkcije. Stoga, oni se mogu podeliti na: 1)
proinflamatorne kao $to su TNF, IL-1 beta, IFN-gama, IL-6, IL-12, IL-17 i IL-18; i 2)
antiinflamatorne kao $to su IL-10, IL-13, IFN-alfa i faktor transformacije rasta (TGF)-
beta. Ova podela je relativno neprecizna jer postoje citokini koji mogu imati dvojaku
ulogu (proinflamatornu i antiinflamatornu) kao Sto je to na primer IL-6.

Neposredno nakon transplantacije bubrega, indukuje se zapaljenski odgovor na
kalem zbog nastale hiruske traume. Citokini upravljaju ovim imunskim odgovorom kroz
sloZzenu kaskadu dogadaja koja ukljucuje infiltraciju antigen-prezentujucih celija i
limfocita u presadeni bubreg. Tokom rane faze odbacivanja kalema, T-limfocti
produkuju brojne citokine medu kojima je dominatan IL-2. Ovaj citokin predstavlja
faktor rasta T-limoficita jer svojim autokrinim i parakrinim delovanjem indukuje
snaznu proliferacijiju ovih ¢elija. Citokinski milje, koji preovladuje u mikrosredini
transplantiranog organa, u velikoj meri odreduje intenzitet imunskog odgovora na
kalem ali ujedno usmerava i diferencijaciju pomo¢nickih T-limfocita u pravcu Th1, Th2
ili Th17 imunskog odgovora.

Glavni citokin koji determiniSe razvoj Thl celija je IL-12. Uprkos prominetnoj
ulozi ovog citokina u zapaljenskim procesima, njegova uloga u transplantaciji bubrega je
relativno slabo ispitana. Dve studije su pokazale da poviSene vrednosti IL-12 u serumu
mogu posluziti kao potencijalni biomarker akutnog odbacivanja odnosno loSijeg
dugoroCnog preZivljavanja kalema (58,59). Ovaj citokin, kojeg sekretuju aktivirane
dendritske celije, monociti i makrofagi, snazno stimuliSe T-limfocite da stvaraju IFN-

gama Sto dalje doprinosi Th1 polarizaciji imunskog odgovora.
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Zarazliku od IL-12, podaci o ulozi IFN-gama u transplantaciji bubrega su brojniji.
[spitivanje nivoa IFN-gama u serumu bolesnika sa transplantiranim bubregom datira jo$
od osamdesetih godina proSlog veka gde je utvrdena Kkorelacija izmedu visoke
koncentracije I[FN-gama i akutnog odbacivanja bubrega (60). U drugim studijama u
kojima merena ekspresija IFNG gena takode je pokazano da neposredno pre odbacivanja
alokalema dolazi do povecanog prepisivanja informacione RNK (iRNK) ovog gena
(61,62). IFN-gama sekretuje Celije urodene i stecene imunosti (NK celije, Th1 celijje i
citotoksi¢cni CD8* T-limfociti). Plejotropno dejstvo ovog citokina ispoljava se i na celije
koje ne spadaju u Celije imunskog sistema. Tako na primer, IFN-gama i TNF mogu da
ushodno reguliSu ekspresiju MHC molekula II klase na Celijama koje ne spadaju u
profesionalne antigen-prezentujuce celije (npr. epitelne Celije proksimalnog tubula) i
time pojacaju imunski odgovor na presadeni bubreg (63). To je specifi¢no i pokazano u
dve odvojene studije na primeru akutnog i hroni¢nog odbacivanja bubrega (64,65). TNF
i faktor rasta vaskularnog endotela (engl vascular endotelial growth factor, VEGF)
deluju sinergisticki ¢ime znacajno doprinose odbacivanju alokalema (66,67). Ovo
delovanje je ispoljeno na taj nacin sto VEGF povecava permeabilnost krvnih sudova dok
TNF stimuliSe ekspresiju hemokinskih receptora i adhezivnih molekula pospesujuci
migraciju limfocita kroz vaskularni endotel u intersticijum presadenog bubrega.
Interesantno je pomenuti da je nekoliko autora u svojim istraZivanjima detektovalo
znacajno viSe vrednosti TNF u plazmi bolesnika koji su imali AO u odnosu na bolesnike
koji nisu imali ovu komplikaciju (64,68). Nakon susreta sa aloantigenima kalema, naivni
T-limfociti se aktiviraju i dalje produkcijom citokina pojacavaju imunski odgovor.
Pokazano je u nekoliko studija da dominantan Th1 imunski odgovor koreliSe sa vecom
incidencijom DGF (69) kao i loSijim prezivljavanjem transplantiranog bubrega (70).

IL-6 je joS jedan od citokina koji su od posebnog interesa za izucavanje u
transplantaciji bubrega. Njega sintetiSu T-limfociti i makrofagi u toku akutne faze
zapaljenja. U nekoliko studija je utvrdena povezanost AO i visokih nivoa IL-6 u
serumu/plazmi odnosno urinu (71,72). Sli¢no, analizom bioptata bubrega kod
pacijenata koji su imali akutno odbacivanje pokazana je poviSena ekspresija IL6 gena
(73). Ove nalaze, treba razmatrati uz dozu opreza jer ovaj citokin moZe biti izrazito
povisen u infekciji, akutnoj tubularnoj nekrozi kao i nakon primenjene imunosupresivne

terapije (74).
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U toku Th2 imunskog odgovora stvaraju se predominantno antiinflamatorni
citokini. U eksperimentalni modelima pokazano je da jedan od ovih citokina, IL-10,
inhibiSe funkciju antigen-prezentujuc¢ih celija, zatim smanjuje produkciju TNF i
ekspresiju ICAM-1 (75,76). Kao rezultat ovakvog delovanja smanjuje se migracija
leukocita i redukuje zapaljenje. Jedna od prvih studija na miSevima, kod kojih je uklonjen
gen za IL-10, pokazala je da ove Zivotinje imaju ubrzano odbacivanje presadenog
bubrega (77). Novija istraZivanja su pokazala da narusen balans u produkciji IL-10/TNF
kod posebne populacije B-limfocita (tranzicijski B-limfociti) moZe biti uzrok nedovoljne
imunske supresije i akutnog oStecenja alokalema (78). IL-10 se pokazao kao posebno
interesantan jer postoje brojni radovi koji ga povezuju sa imunskom tolerancijom.
Imunska tolerancija se moZe objasniti unutar koncepta transplantacije kao stanje kod
koga presadeni organ odrzava svoju funkciju uz odsustvo ili pak minimalnu primenu
imunosupresivne terapije. S obzirom da se organizam primaoca izlaze stranim
antigenima u toku transplantacije organa od nepodudarnog davaoca, neizbeZno ce se
javiti imunski odgovor na alokalem. U vecini slucajeva, usled odsustva imunske
supresije, pokrenuce se imunski odgovor koji Ce oStetiti i odbaciti kalem. Postoji
nekoliko modela koje objasnjavaju ovaj fenomen, ali u vecini njih, okosnicu predstavlja
IL-10. Naime, smatra se da T-limfociti usled nedovoljne aktivacije (u prisustvu TGF-beta
i IL-10) (79) i nedovoljne koncentracije faktora potrebnih za njihovo prezivljavanje
(odsustvo IL-7 i IL-15) postaju tolerantni na sopstvene antigene (80). Posebna
subpopulacija pomo¢nickih CD4+T-limfocita, Treg, predstavljaju sinonim za imunsku
toleranciju. Ove Celije takode luce IL-10 i eksprimiraju na svojoj povrSini IL-2R (receptor
za IL-2) kojim vrSe depleciju IL-2 ¢ime dodatno suprimiraju imunski odgovor.
Eksperimentalnu potvrdu imunomodulatorne uloge Treg celija dali su Hu i sar. na
modelu miSa kome je presaden bubreg (81). Oni su pokazali da Treg Celije infiltriSu
alokalem i u njemu luce velike koli¢ine TGF-beta i IL-10. Na ovaj nacin ove Celije svojim
imunosupresivnim delovanjem potencijalno mogu da produze preZivljavanje
transplantiranog bubrega.

Do skora se smatralo da Th1/Th2 balans predstavlja glavni mehanizam u
odbacivanju alokalema. Medutim, u novijoj literaturi postoji sve veCe interesovanje za
Th17 ¢elije i njihovu ulogu u transplantaciji bubrega (82). Za diferencijaciju ovih ¢elija
neophodna su TGF-beta, IL-6, IL-21 i [L-23. Jedan od glavnih citokina koji produkuju ove

Celije je IL-17. Ispitivanja na Zivotinjskim modelima pokazala su da tokom akutnog
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odbacivanja postoji povecana sinteza iRNK za IL17 kao i samog proteina. Sli¢ni rezultati
su dobijeni u jo§ dve studije gde su analizirani pomenuti parametri sa subklini¢ckim
odbacivanjem bubrega (83,84). Moguce objasnjenje leZi u tome da ovaj citokin regrutuje
veliki broj neutrofila koji infiltriraju kalem tokom AO S$to je i potvrdeno nalazima
biopsije nakon transplantacije srca (85). Dodatno, demonstrirano je da epitelne celije
bubrega mogu da produkuju medijatore zapaljenja pod uticajem IL-17 i time doprinesu
ranom odbacivanju bubrega (84). Na slici 1. se nalazi pojednostavljen prikaz imunskog

odgovora na alokalem.

Urodeni imunski odgovor c
A Ishemijsko-reperfuzijsko ostecenje
/——\ ey / Ostecenje epitela bubrega
5. K N, ‘ e A -
{_[ ) L] ¢ —.Q , . ¥ ‘l A "
i DAMP ey =
Necrotic cells \_/ Mkt . . P
i l ROK 7\
. - 4 B
'n\.‘ ) V4 o v -
4 ' . Dendritske ¢elije davaoca
\ 0 R Endotel >
2reid e

- Neutrofili CD8*T-limfociti CD4*T-limfociti L g
Dendritske celije primaoca S === =
Monociti ( : \\ [‘\, |
i / 4 = ( \
Q ‘ 3 S N L@
- e S
o h N I T ——
bl ( .\\’ ( W \'. T-limfociti
/’_1! Y \‘u = 4 \\ ‘//) l‘ /'
@) ./ ¥ B D
s A T-limfociti Th17 celije Th2 celije Th1 éelije : ¥
Direktno aloprepoznavanje
E Aktivacija i diferencijacija
B Indirekino aloprepoznavanje T-limfocita

Ste¢eni imunski odgovor

Slika 1. Imunski odgovor na kalem. A) ishemijsko-reperfuzijsko oStecenje; oStecene
Celije bubrega oslobadaju DAMP molekule, reaktivne oblike kiseonika (ROK) i citokine
koji aktiviraju Celije imunskog odgovora (npr. makrofage). B) Dendritske celije primaoca
preuzimaju antigene kalema i prezentuju ih aloreaktvnim T-limfoctima (indirektno
aloprepoznavanje); pod dejstvom hemokina i citokina neutrofili i monociti se aktiviraju i
migriraju u kalem. C) Monociti koji su infiltrirali kalem luce citokine i ROK ¢ime dodatno
oStecuju epitel bubrega. D) Iz oSteCenih cCelija kalema oslobadaju se antigeni koje
preuzimaju dendritske cCelije davaoca i prezentuju ih T-limfocitima primaoca (direktno
aloprepoznavanje. E) Citokinski milje koji preovladuje u kalemu uslovljava dalju
diferencijaciju u pravcu Thl, Th2 i Th17 Celija. Modifikovano prema referenci (86).
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Uloga citokina u transplantaciji je nedvosmisleno veoma znacajna i ovim se
njihova lista ne zavrSava. Zbog postojanja velikog broja citokina i njihove kompleksne
uloge u imunskom odgovoru na transplantirani bubreg, u ovoj doktorskoj disertaciji
ispitivanje Ce prvenstveno biti usredsredeno na gene, odnosno genske varijacije, za

TNF, IL-6, IFN-gama, IL-101i IL-12/23.

1.4.1. Polimorfizmi gena za citokine

Genske varijacije ili polimorfizmi imaju najveci uticaj upravo na imunski sistem
coveka i posledica su evolutivne adaptacije organizma na faktore makro i mikrosredine.
genomu. Polimorfizmi predstavljaju normalne varijacije u DNK molekulu koje se mogu
naci kod ljudi u opstoj populaciji. Smatra se da je polimorfni DNK lokus mesto na kome
postoje najmanje dva oblika gena (alela), pri ¢emu najredi ima frekvenciju ve¢u od 1%.
Mutacijma se smatraju oni aleli ¢ija je frekvencija manja od 1% (87). Polimorfizmi se
najceS¢e mogu javiti u nekoliko formi: polimorfizmi na nivou jednog nukleotida (engl
single nucleotide polymorphism, SNP), varijabilan broj tandem ponovaka (engl. variable
tandem repeats), mikrosateliti i inserciono/delecioni polimorfizmi. Samo mali broj
polimorfizama se nalazi u kodiraju¢im delovima DNK molekula i kao posledicu ima
zamenu aminokiseline u proteinu. Veéina polimorfizama, narocito onih u genima za
citokine, nalazi se u promotoru gena, 3’ netransliraju¢em regionu ili intronima.
Polimorfizmi koji se nalaze u promotoru mogu onemoguciti vezivanje transkripcionih
faktora i na taj nacin uticati na ekspresiju gena. Funkcionalan znafaj mogu imati i
polimorfizmi u 3’ netransliraju¢em regionu pri ¢emu menjaju stabilnost iRNK i tako
utiCu na sintezu proteina (88). Varijacije u genima za citokine, kao $to su SNP, mogu
dovesti do promene u sintezi ovih medijatora, kao i promene u prenosu signala unutar
Celije i time modulisati imunski odgovor.

Identifikacija genetickih faktora koji reguliSu jacinu imunskog odgovora na kalem
mogla bi biti od velike pomo¢i prilikom procene rizika od odbacivanja organa odnosno
boljeg dizajniranja terapije. .

1.41.1. Polimorfizam rs1800629 u genu TNFA
Gen za TNF (TNFA) se nalazi u okviru lokusa HLA III klase, na hromozomu 6 u

regionu p21.3 i kodira protein od 212 aminokiselina. Proteolitickim razlaganjem ovog

molekula i formiranjem trimera dobija se sekretorna forma ovog proteina. U
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transplantaciji bubrega, jedan od najceSce ispitivanih SNP TNFA gena nalazi se u regionu
promotora na poziciji -308 (G/A) (rs1800629). Pokazano je da tranzicija guanina (G) u
adenin (A) utice na ekspresiju TNF proteina (89). Prisustvo AA i AG genotipa je
povezano sa povectanom aktivnoScu transkripcije i sintezom TNF u in vitro uslovima
(90). DosadaSnja istrazivanja su bila usmerena na ispitivanje povezanosti ovog
polimorfizma i ishoda transplantacije (akutno odbacivanje, hroni¢no odbacivanje i
odloZena funkcija kalema). Rezultati koji su dobijeni iz pojedinacnih transplantacionih
centara nisu bili jednoznacni (87,91-93). Jedna od prvih velikih genetickih studija
asocijacije, koja je uradena na 2298 bolesnika sa transplantiranim bubregom, pokazala
je da postoji povezanost izmedu genotipova sa visokom produkcijom TNF i loSijim
prezivljavanjem kalema (94). U dve meta-analize koje su sprovedene 2008. i 2011.
godine dobijeni su neujednaceni rezultati. U prvoj meta-analizi, Thakkinstian i saradnici
nisu ustanovili postojanje povezanosti izmedu ovog SNP i AO (95). Medutim, novija
meta-analiza, koja je sadrzala i podatke iz studija u proteklom periodu, ukazala je da

postoji udruZenost ovog lokusa sa AO (96).
1.41.2. Polimorfizam rs1800795 u genu IL6

Gen za IL-6 (IL6) se nalazi na hromozomu 7 u regionu p21.5 i kodira protein
duzine 184 aminokiseline. Polimorfizam na poziciji -174 G/C (rs1800795) u regionu
promotora gena za IL-6 predstavlja tranziciju guanina u citozin, $to kao rezultat ima
smanjenu ekspresiju ovog citokina u serumu i plazmi (97). Studije asocijacije pokazale
su da ovaj SNP ima potencijal da posluzi kao biomarker AO i duZeg preZivljavanja
kalema mada ni u ovom slufaju ne moZemo re¢i da postoji konsenzus medu
istrazivac¢ima. Iz literature moZemo, na primer, izdvojiti studije Tajik i sar. i Kocirz i sar.
(98,99) koji su utvrdili da postoji udruzenost GG ili GC genotipa i povoljnijeg klinickog
ishoda nakon transplantacije bubrega. Interesantno je pomenuti da su Canossi i sar.
pokazali da GG genotip donora doprinosi znacajno manjem odbacivanju bubrega kod

primaoca (100).
141.3. Polimorfizam rs2430561 u genu IFNG

Gen za IFN-gama (IFNG) nalazi se na hromozomu 12q15 i kodira protein duZine
166 aminokiselina. Najbolje prouceni polimorfizam je SNP +874 T/A (rs2430561) u
intronu 1. Supstitucija adenina (A) u timin (T) na poziciji +874 od startnog mesta

transkripcije je povezana sa navodnim mestom vezivanja transkripcionog faktora NF-
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kB i pove¢anom ekspresijom IFNG (101). Alel T kao i genotip TT se indirektno dovode u
vezu sa povecanom produkcijom IFN-gama (101). Nekoliko studija je pokazalo
povezanost ovog SNP sa akutnim odbacivanjem ili hronicnom nefropatijom alokalema

bubrega (102-104).
1.4.14. Polimorfizmi rs1800896, rs1800871 i rs1800872 u genu IL10

Gen za IL-10 (IL10) se nalazi na hromozomu 1 u regionu q32.2, i kodira protein
od 178 aminokiselina. U genu IL10 je do sada identifikovano preko 40 SNP. Najpoznatiji i
najzastupljeniji u literaturi su polimorfizmi u promotoru ovog gena na pozicijama -1082
G/A (rs1800896), -819C/T; (rs1800871) i -592C/A (rs1800872). Ova tri SNP formiraju
nekoliko haplotipova od kojih su tri naj¢es¢a haplotipa opisana kod pripadnika bele rase
(GCC, ACC i ATA). U funkcionalnim ispitivanjima pokazano je da supstitucija G u A na
poziciji -1082 smanjuje sposobnost vezivanja transkripcionih faktora za promotor mada
je ve€ina istraZzivaca sklonija da intenzitet sinteze IL-10 koreliSe sa odgovaraju¢im
haplotipovima: velika (GCC/GCC), umerena (GCC/ACC ili GCC/ATA) i mala produkcija
(ATA/ATA) (105,106). I kod ovih polimorfizama postoje kontradiktorni rezultati kada se
uporeduju nalazi pojedinacnih studija (93,107-109). Medutim, u meta-analizi koja je
ukljucivala 1087 pacijenata iz 8 transplantacionih centara, utvrdena je povezanost
izmedu klini¢ki loSeg ishoda (akutno ili hroni¢no odbacivanje kalema) i IL-10 ACC
haplotipa (95). Sli¢no, velika multicentri¢na studija je pokazala da individue koje su
homozigoti za -592A SNP IL10 imaju pet puta vecu Sansu da imaju AO bubrega u odnosu

na druga dva genotipa (110).
1.4.15. Polimorfizam rs3212227 u genu IL12B

Gen IL12B se nalazi na hromozomu 5 u regionu q33.3 i kodira subjedinicu p40
koja je zajednicCka za IL-12 i IL-23. Polimorfizmi ovog gena potencijalno mogu uticati i na
IL-12/Th1 i na IL-23/Th17 imunski odgovor. Jedan od SNP u ovom genu je i +1188A/C
(rs3212227). Smatra se da je ovaj SNP funkcionalan i da utic¢e na ekspresiju oba citokina.
U nekoliko studija je pokazano da transverzija adenina (A) u citozin (C) rezultira
povecanom ekspresijom p40 i sekrecijom IL-12 (111-113). Konacni sud o fenotipskom
efektu ovog SNP ne moZe se doneti sa sigurnoscu jer postoje i nalazi koji govore u prilog
tome da su A alel i AA genotip odgovorni za poviSenu ekspresiju ovih proteina
(114,115). Do sada, u literaturi postoji svega nekoliko studija koje su ispitivale ulogu

+1188A/C IL12B SNP u transplantaciji bubrega i nijedna nije utvrdila povezanost ovog
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SNP sa klinickim ishodima (preZivljavanje bolesnika, hroni¢no odbacivanje kalema, AO i

DGF)(116-119).

1.5. Imunosupresivna terapija u transplantaciji bubrega

Upotreba moderne imunosupresivne terapije je napravila revoluciju u
transplantaciji bubrega. Primenom imunospresivnih lekova incidencija akutnog
odbacivanja se dramati¢no smanjila u prvim mesecima nakon transplantacije. Danas,
akutno odbacivanje presadenog bubrega je sve rede posledica nedovoljno kontrolisanog
imunskog odgovora. Najveci doprinos ovome, verovatno, imaju ciklosporin i takrolimus,
lekovi iz klase kalcineurinskih ihibitora.

Ciklosporin je prvi uveden kao deo imunosupresivne terapije sedamdesetih
godina proslog veka. Po hemijskoj strukturi je cikli¢ni peptid koji se sastoji od 11 amino
kiselina i prirodni je produkt gljivice Tolypocladium inflatum (120). Ovaj lek se vezuje za
intracelularni protein ciklofilin-A Sto ¢e sledstveno inhibirati proteinsku fosfatazu
kalcineurin. Inhibicija kalcineurina onemogucava fosforilaciju nuklearnog faktora
aktiviranih T-Celija (engl. Nuclear factor of activated T cells, NFAT) koji predstavlja
transkripcioni faktor za nekoliko gena (ILZ2, IL4, IFNG) vaznih za aktivaciju i proliferaciju
T-limfocita. Ciklosporin ima veliku varijabilnost u farmakokinetici i njegova
biodostupnost je 25-30% nakon oralne primene (121). U organizmu on se distribuira
uglavnom u eritrocite i leukocite, dok se svega 4% leka nalazi slobodno u plazmi gde je
vecinom vezan za proteine (122).

Nakon ciklosporina, petnaest godina kasnije, uveden je i takrolimus koji je do
danas$njih dana ostao lek izbora u transplantacionoj medicini za vecinu klinicara. Ovaj
lek pripada grupi makrolidnih antibiotika koje stvaraju Streptomyces tsukubaenis. Glavni
mehanizam njegovog delovanja je slican ciklosporinu i ukljucuje inhibiciju kalcineurina,
sa razlikom da se takrolimus primarno vezuje za tzv. FK-vezuju¢i protein u Celiji.
Farmakokinetiku i ovog kalcineurinskog inhibitora karakteriSe slaba biodostupnost
nakon oralne primene. Iako se dobro distribuira u krv i ostala tkiva, preko 90% leka u
plazmi vezano je za proteine. Takrolimus je smanjio incidenciju AO na ispod 20% u prvoj
godini nakon transplantacije, dok je prezivljavanje kalema unutar prve godine bilo 90%.

(123).
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Danas se u imunosupresivnoj terapiji, pored kacineurinskih inhibitora, najcesce
koriste purinski analozi (azatioprin), inhibitori mTOR (engl mammalian target of
rapamycin, mTOR) (rapamicin) i inhibitor inozin 5’-monofostat dehidrogenaze
(preparati mikofenoli¢ne kiseline). Ovi lekovi se upotrebljavanju kao deo kombinovane
terapije kako bi se postigli bolji terapeutski efekti i smanjila njihova neZeljena dejstva.

Estri i soli mikofenolicne kiseline (MFK) cesto Cine deo terapije u kojoj su
ukljuCena jo$ dva leka za imunsku supresiju: jedan od kalcineurinskih inhibitora i
kortikosteroid. Ovakav vid terapije je primenjen i u nasoj studiji. MFK je izolovana iz
Penicillium stoloniferum i ona deluje kao selektivni, nekompetitivni i reverzibilni
inhibitor inozin 5’-monofosfat dehidrogenaze (engl. inosine 5’-monophosphate
dehydrogenase, IMPDH). IMPDH katalizuje de novo sintezu nukleotida guanozina koji je
neophodan za celijsku deobu T i B- limfocita (124). Farmakokinetika MFK je veoma
kompleksna (125). Nakon oralne primene leka, neaktivna forma MFK, pod dejstvom
nekoliko enzima, prelazi u jednu od nekoliko aktivnih formi, kao Sto je acil-glukuronid
mikofenoli¢ne Kkiseline (126). MFK i njeni metaboliti se izlucuju putem Zuci i delom
putem bubrega. Do sada je opisan veliki broj proteina koji transportuju ovaj lek kroz
membranu hepatocita, medu kojima su jedni od najdetaljnije ispitanih membranski
transporter organskih anjona polipeptid 1B1 i 1B3 (engl. organic anion-transporting
polypeptide, OATP) i protein povezan sa multirezistencijom na lekove (engl multidrug
resistance-associated protein 2, MRP2) (127,128).

Nakon viSedecenijske upotrebe imunosupresivnih lekova, sagledane su i
negativne strane ovakve terapije. Uprkos velikim ocCekivanjima, ona nije imala efekte na
dugoroCno prezivljavanje transplantiranog organa. Pored kratkoro¢nog uticaja na
prezivljavanje, ovi lekovi su pokazali i ozbiljna neZeljena dejstva, ukljucujuci,
paradoksalno, i oStecenje presadenog organa (nefrotoksicni efekat). Neki lekovi,
naroCito takrolimus, povezani su jo$ i sa povecanim rizikom od nastanka dijabetesa
nakon transplantacije (129). Danas se zna da dijabetes nastao pre transplantacije, kao i
onaj koji je nastao nakon transplantacije, predstavlja snaZan prediktivni faktor
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (130). Neadekvantna, suboptimalna
imunska supresija moZe dovesti do odbacivanja transplantiranog organa ali isto tako
prekomerna moZe dovesti do pojave infekcije kod bolesnika. Intezivna primena tri leka:
kalcineurinskog inhibitora, preparata mikofenoli¢ne Kkiseline i prednizolona, moze

dovesti do reaktivacije Polyoma virusa i nefropatije kod oko 5% transplantiranih
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pacijenata (131). U odsustvu specificnih biomarkera koji bi ukazivali na infekciju i
toksi¢nosti leka, dobra Kklinicka procena i iskustvo lekara imaju veliki znacaj u
terapijskom pracenju bolesnika koji primaju imunospresivnu terapju tokom duzeg

vremenskog perioda.

1.5.1. Proteini koji uti¢u na terapijsku efikasnost imunosupresivnih lekova

Postizanje optimalnog balansa izmedu terapijske efikasnosti i neZeljenih efekata
leka predmet je velikog interesovanja i izuCavanja viSe biomedicinskih disciplina, poput
farmakogenetike, proteomike i metabolomike. Kompleksnost ovog problema se moZze
najbolje sagledati u cCinjenici da veliki broj faktora, kao Sto su geneticki, sredinski, i
faktori vezani za samu bolest, mogu uticati na terapijsku efikasnost imunsupresivnih
lekova. Poznato je da ovi lekovi imaju veliku varijabilnost u farmakokinetici i
farmakodinamici, kao i da farmakokineticki profil jednog leka odreduju brojni enzimi
koji taj lek metaboliSu ili pak proteini koji ga transportuju. U ovu grupu molekula
spadaju citohromi P450, OATP1B1, P-glikoprotein, i drugi.

U toku metabolizma lekova odigravaju se brojne biohemijske reakcije. U nekim
od tih reakcija vrsi se konverzija lekova u metabolite koji su bolje restvorljivi u vodi
¢ime se olakSava njegovo izlucivanje van organizma. Takode, neakativne forme leka
(prolek) se mogu posredstvom enzima prevesti u terapijski aktivne forme ili cak
metabolite toksi¢ne za organizam. U farmakologiji, biohemijske reakcije koje se deSavaju
u toku metabolizma lekova podeljene su u dve faze: faza 1 (oksidacija, redukcija i
hidroliza) i faza 2 (reakcije konjugacije; acetilacija, sulfatacija, glukuronizacija, metilacija
itd.). Nazivi reakcija ne ukazuju na njihov redosled jer reakcije faze 2 mogu prethoditi
reakcijama faze 1, i Cesto se se mogu deSavati bez prethodne oksidacije, redukcije ili
hidrolize.

Citohromi P450 (CYP) pripadaju superfamiliji mikrozomalnih enzima i spadaju u
najvaznije enzime koji katalizuju metabolizam lekova u toku faze 1. U okviru ove
superfamilije, najznacajniju i najzastupljeniju grupu enzima koji metaboliSu lekove Cine
Clanovi CYP3A podfamilije. Oni su eksprimirani u jetri, mukozi tankog creva i bubrezima,
i time znacajno ucestvuju u absorpciji, prvom prolasku leka nakon oralne primene kao i
eliminaciji leka iz organizma (132,133). CYP3A4 je glavni enzim ove podfamilije i
stvaraju ga Celije jetre i tankog creva. Varijacije u genu koji kodira ovaj protein nisu Ceste

i imaju relativno ogranicen uticaj na njegovu funkciju (132). S druge strane, CYP3AS5 je
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eksprimiran u vecem broju tkiva kod ¢oveka mada postoje i populacije ljudi kod kojih
ovaj enzim nije prisutan. In vitro eksperimenti su pokazali da oba ova enzima metabolisSu
takrolimus (134,135).

Proteini koji transportuju lekove imaju vaznu ulogu u regulaciji njihove
absorpcije i distribucije u organizmu, kao i ekskrecije. Nakon oralne primene, lek prolazi
kroz zid creva i krvotokom portalne vene dolazi u jetru, odakle odlazi u sistemsku
cirkulaciju kojom se dalje distribuira u razli¢ita tkiva. Tokom ovih farmakokinetskih
procesa lek prolazi kroz nekoliko bioloSkih membrana. Njegove fizicko-hemijske
karakteristike, kao Sto su veli¢ina molekula, lipofilnost i naelektrisanje, diriguju
dinamiku kretanja kroz membrane celija. Prisustvo transportnih proteina u celijskoj
membrani moZe olaksati ali isto tako i onemoguciti prolazak leka (136). Ovi proteini se
na osnovu svoje funkcije mogu podeliti u dve grupe: one koji ubacuju molekule u ¢eliju
(vrSe influks) i one koje ih izbacuju (vrSe efluks). Veliku grupu proteina koji ubacuju
lekove u ¢eliju Cine ¢lanovi grupe polipeptidnih transportera organskih anjona (engl.
organic anion-transporting polypeptide, OATP). Od jedanaest OATP proteina koji su
prisutni kod coveka, OATP1B1, OATP1B3 i OATP2B1 su eksprimirani na sinusoidalnoj
membrani hepatocita gde olakSavaju preuzimanje lekova u jetru. Do danas je pokazano
da su ovi proteini ukljuceni u transport veceg broja lekova koji su u klini¢koj upotrebi.
Medu njima se nalaze i aktivni metaboliti MFK, acil-glukuronid i fenil-glukuronid
mikofenoli¢ne kiseline (137).

Na terapijsku efikasnost MFK mogu uticati i drugi proteini koji nisu direktno
povezani sa njenim metabolizmom i transportom. IMPDH je jedan od njih i predstavlja
klju¢ni enzim u de novo sintezi purinskih baza koji je ujedno i glavna meta na koju deluje
MFK. Postoje dve izoforme ovog enzima IMPDH1 i IMPDH2 koje kodiraju razliciti geni
(IMPDH1 i IMPDHZ). Smatra se da ova dva enzima imaju identi¢nu funkciju, sa razlikom
u tome da je IMPDH2Z dominantno eksprimiran u aktiviranim limfocitima (138).
Farmakodinamski efekti MFK mogu se pratiti merenjem aktivnosti IMPDH enzima (139).
| zaista, pokazano je da nakon terapije MFK postoje velike individualne razlike u
inhibiciji IMPDH enzima a samim tim i razlike u efikasnosti ovog leka (140,141). Jedno
od mogucih objaSnjenja za postojanje tih razlika jeste i uticaj genskih varijacija, poput
polimorfizama pojedinac¢nih nukleotida, u genima koji kodiraju IMPHD1 i IMPHDZ2, na

aktivnost ovih enzima i, posredno, na razlike u farmakodinamici i farmakokinetici MFK.
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Tome u prilog govori nekoliko studija koje su nasle asocijaciju odredenih SNP u IMPDH1

i IMPDHZ genima sa razli¢itom terapijskom efikasno$¢u MFK (142-144)

1.5.2. Polimorfizmi u genima CYP3A5, IMPDH1 i SLCO1B1

Farmakogenetika predstavlja naucnu disciplinu koja izuCava geneticke
mehanizme koji uti¢u na individualne razlike u odgovoru na terapiju lekovima.
Geneticke razlike izmedu individua prisutne su u humanom genomu na svakih 300-1000
nukleotida i do sada je identifikovano preko 335 miliona razli¢itih SNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp summary.cgi, pristupljeno dana
19.06.2018. godine). U novijoj literaturi akumulirao se veliki broj dokaza koji potvrduju
znacajnu ulogu farmakogenetickih studija u transplantaciji bubrega. Rezultati
istraZivanja SNP u okviru gena CYP3A5, IMPDH1 i SLCO1B1 su ukazali na potencijal ovih
polimorfizama kojim mogu biti od pomo¢i prilikom odredivanja optimalne terapije

(145).
1.5.21. Polimorfizam rs776746 u genu CYP3A5

CYP3A5 gen se nalazi na hromozomu 7q22.1 i kodira protein CYP3AS5 (citohrom
P450 familije 3 podfamilije A ¢lan 5). Supstitucija A u G na poziciji +6986 (rs776746,
oznacava je jos i kao CYP3A5%*3) u intronu 3 ovog gena rezultira defektom u obradi iRNK
i odsustvom proteinske aktivnosti CYP3A5. Funkcionalna varijanta koja ima A alel na
ovoj poziciji, oznaCena kao CYP3A5*1, ima normalnu aktivnost proteina. Nosioci jednog
ili oba funkcionalnog alela, CYP345*1*3 i CYP3A5*1*1, se u literaturi oznacavaju kao
sekspresori“ (engl. expressors) jer se kod njih stvara funkcionalni protein (146). U
nekoliko studija pokazano je da CYP3A5 ,ekspresori®, zahtevaju vece doze takrolimusa
za odrZavanje Zeljene koncentracije u krvi u odnosu na indvidue koje ovaj protein ne
eksprimiraju (147). Takode, u azijskoj populaciji utvdeno je da nosioci CYP3A5*1 alela
imaju znacajno vecu Sansu da odbace transplantirani bubreg u odnosu na ispitanike koji

nemaju ovaj alel (148).
1.5.2.2. Polimorfizam rs2278294 u genu IMPDH1

IMPDH1 gen se nalazi na hromozomu 7q32.1 i kodira inozin 5’-monofosfat
dehidrogenazu 1 (IMPDH1). Jedni od najCeSce ispitavanih polimorfizama u okviru
transplantacije bubrega su polimorfizmi rs2278293 (+125G/A) i rs2278294 (-106G/A
G/A) koji se nalaze u introna gena IMPDH1. Nekoliko studija je pokazalo da SNP u ovom
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genu mogu uticati na imunski odgovor i efikasnost terapije MFK, a samim tim i na
akutno odbacivanje kalema. U istraZivanju, koje je obuhvatilo 456 pacijenta sa
transplantiranim bubregom, utvrdeno je da postoji povezanost izmedu SNP rs2278294 i
manjeg rizika od odbacivanja kalema, ali i veceg rizika od leukopenije u prvoj godini
nakon transplantacije (149). Sli¢no, u jos jednoj studiji je pronadena asocijacija izmedu
ova dva SNP i AO (150). Medutim, potvrda udruZenosti ovih genskih varijanti i AO je
izostala u do sada najvecoj kolaborativnoj studiji Shah i saradnika iz 2012. godine (151).
Za ispitivanje u naSoj studiji odabran je SNP rs2278294 koji se u pomenutoj studiji

pokazao kao SNP koji ima veci potencijal da bude udruZen sa AO.
1.5.2.3. Polimorfizmi rs2306283 i rs4149056 u SLCO1B1 genu

SLCO1B1 gen se nalazi na hromozomu 12p12.2 i kodira membranski transporter
organskih anjona polipeptid 1B1 (engl. organic anion-transporting polypeptide 1B1,
OATP1B1). Ovaj gen ¢iini 15 egzona i do sada je identifikovano 190 genskih varijanti ¢ija
frekvencija je veca od 5% (152). OATP1B1 je ukljuen u transport velikog broja
endogenih supstanci i lekova medu koje spada i MFK. Dva najpoznatija SNP, rs2306283
(+388A/G) i rs4149056 (+625T/C) se nalaze u parcijalnoj neravnotezi povezanosti (LD,
engl. linkage disequilibrium) koja predstavlja fenomen da se dva alela nasleduju zajedno
ceSce nego Sto bi to bio proizvod slucajnosti, pri ¢emu mogu da grade Cetiri haplotipa:
SLCO1B1*1B (388G-521T), SLCO1B1*1A (388A-521T), SLCO1B1*15 (388G-521C),
SLCO1B1*5 (388A-521C). Oba SNP spadaju u tzv. nesinonimne polimorfizme jer se
nalaze u egzonima i dovode do promene u ugradnji aminokiseline u polipeptid. Na
primer, SNP +388A/G ima za posledicu da se u proteinu OATP1B1, aminokiselina
asparagin, menja u glutaminsku kiselinu na poziciji 130 dok SNP +625T/C kodira
promenu aminokiseline valin u alanin na poziciji 174. In vitro ispitivanje na humanim
embrionalnim Celijama bubrega HEK 293 Celijama (engl. human embryonic kidney cells,
HEK), pokazalo je da postoji povezanost izmedu SLCOIB1*5 i sniZenog transporta
aktivnih metabolita MFK kroz celijsku membranu. U istoj studiji pokazano je i da su
transplantirani pacijenti sa TT genotipom u okviru SNP rs4149056 imali povecan rizik

od razvoja neZeljenih efekata ovog leka (137).

Napredak savremene medicine namece trendove koji predlazu da se prilikom

dijagnostike i primene terapijskih procedura koristi model individualnog pristupa
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pacijentu. Trenutno, u transplantaciji organa, upotreba imunosupresivnih lekova je
uglavnom bazirana na generi¢kim Kklinickim protokolima koji zanemaruju velike
individualne razlike medu pacijentima. Geneticke studije asocijacije, uprkos svojim
ogranicenjima, imaju veliki potencijal u otkrivanju gena kanditata koji su vazni za
procese metabolizma i transporta lekova, kao i kontrolu imunskog odgovora na kalem.

Na osnovu svega prethodno navedenog, za planirano ispitivanje odabrali smo
sledece polimorfizme: TNFA (-308A/G; rs1800629), IL6 (-174C/G; rs1800795), IFNG (-
874 T/A; rs2430561), IL10 (-1082G/A; rs1800896 i 819C/T-; rs1800871), IL12B
(+1188A/C, rs3212227), CYP3A5 rs776746), IMPDH1 (-106G/A; rs2278294) i SLCO1B1
(+388A/G; rs2306283 1 +625T/C; rs4149056).
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Ciljevi istrazivanja su sledeci:

1. Odrediti distribuciju alela i genotipova polimorfizama na nivou jednog nukleotida u
okviru TNFA, IL6, IFNG, IL10, IMPDH1 i SLCO1B1 gena u grupi bolesnika sa
transplantiranim bubregom kao i IL10 i IL6 gena kod zdravih kontrola.

2. Ustanoviti da li je neki od polimorfizama ovih gena povezan sa biohemijskim
parametrima funkcije bubrega, odnosno sa nastankom akutnog odbacivanja ili
odloZene funkcije bubrega.

3. Proceniti da li se distribucije genotipova ispitivanih polimorfizama kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom razlikuju u ovoj studiji u odnosu na studije u kojima su
ovi polimorfizmi ispitivani u drugim populacijama.
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3.1. Dizajn studije

Retrospektivna kohortna studija je sprovedena u Klinici za nefrologiju Klinickog
centra Srbije (KCS), analiza genskih polimorfizama, obrada podataka i statisticka analiza
su uradeni u imunoloSkoj laboratoriji Instituta za mikrobiologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Studija je planirana u skladu sa etickim
standardima datim u Helsinskoj deklaraciji (revidirana verzija iz 1983. godine) i u
skladu sa pravilima Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

(Odluka br. 29/X-4).

3.2. Ispitanici

U studiju je ukljuceno 152 bolesnika koji su u periodu od 1986. do 2012. godine
podrvrgnuti transplantaciji bubrega i koji primaju inhibitor kalcineurina i preparate
mikofenoli¢ne kiseline, a lece se i kontroliSu u Klinici za nefrologiju Klinickog centra
Srbije. Kontrolnu grupu za odredivanje ucestalosti alela IL10 i IL6 cCinilo je 250
dobrovoljnih davalaca krvi ¢ija je krv uzeta u Institutu za transfuziju krvi Srbije.

Iz medicinske dokumentacije bolesnika dobijeni su slede¢i podaci: 1)
demografske karakteristike bolesnika (pol, godine, starost); 2) podaci o osnovnoj
bolesti, datum i vrsta transplantacije; 3) HLA haplotip; 3) protokol imunosupresivne
terapije; 4) podaci o akutnom odbacivanju i odloZenoj funkciji kalema; 4) podaci o
nivoima serumskog kreatinina, klirensa kreatinina kao i proteinurije nakon mesec dana,
tri meseca, Sest meseci, godinu dana i dve godine nakon transplantacije.

Svaki od ispitanika je detaljno obavesten o cilju studije i dobrovoljno je potpisao
pristanak za ucestvovanje u njoj. Kriterijum za iskljuCenje je bio nepristajanje pacijenta

da ucestvuje u studiji.

3.2.1. Kriterijumi za postavljanje dijagnoze akutnog odbacivanja i odloZene

funkcije kalema

Dijagnoza odloZene funkcije kalema je postavljena na osnovu toga da li je postoji
potreba za dijalizom kod bolesnika u prve dve nedelje nakon transplantacije burega.
Dijagnoza akutnog odbacivanja bubrega je postavljena na osnovu patohistoloskog nalaza
biopsije bubrega ili na osnovu pogorsanja funkcije alografta koja se oporavlja nakon

pulsnih doza glukokortikoida.
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3.3. Metode

3.3.1. Uzimanje Kkrvi

Za odredivanje genskih polimorfizama, svim ispitanicima je uzimano 5 ml
periferne krvi u odgovarajuce epruvete (Becton Dickinson, Nju DzZersi, SAD) sa
antikoagulansom - EDTA, i unutar 4 h transportovano do Laboratorije za imunologiju,
Instituta za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu, gde je krv dalje obradivana.

3.3.2. Izolacija DNK

Za izolaciju DNK iz krvi ispitanika koriS¢en je GeneJet Genomic DNA Purification
Kit (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) prema uputstvu proizvodaca.
Pre pocetka izolacije, puferima za ispiranje (engl. Wash buffer, WB) WB I i WB Il dodata
je propisana koli¢ina 100% etanola (Zorka, Sabac, Srbija). Ukratko, krv u ,vakutainer”
epruvetama je promesSana okretanjem epruvete gore-dole osam puta nakon Cega je iz
svake uzimano po 200 pl krvi i prenoSeno u obeleZene ependorf epruvete zapremine 1,5
ml (Sarsted, Niimbrecht, SR Nemacka). Zatim je svakom uzorku dodavano po 400 pl
rastvora za liziranje i 20 pl proteinaze K. Nakon toga, svi uzorci su kratko i energi¢no
izmeSani na orbitalnoj mesalici (vorteksu) i inkubirani 10 minuta u vodenom kupatilu
na 56°C uz povremeno mesSanje (2-3 puta) okretanjem epruveta gore-dole. U svaki
uzorak je potom dodavano po 200 pl 96% etanola (Zorka, Sabac, Srbija), a zatim je
smesa energi¢no meSana. Nakon toga, sav sadrzaj je prebacivan u prethodno obeleZene
kolonice koje su bile ubacene u ependorf epruvete od 2 ml sa odsecenim poklopcem
(Sarsted, Niimbrecht, SR Nemacka). Sadrzaj kolonica je potom centrifugiran 1 minut na
6000g nakon cega su kolonice sa vezanom DNK prebacivane u kivete za otpad koje su
sastavni deo GeneJet Genomic DNA Purification kompleta. DNK vezane za matriks
kolona su ispirane dodavanjem po 500 ul WB Ii centrifugiranjem kolona u trajanju od 1
minut na 8000g. Sadrzaj kiveti za otpad je zatim odlivan, a u kolone je dodavano po 500
ul WB 1II. Nakon toga, kolone su centrifugirane 3 minuta na 14 000g, a ukoliko bi u njima
ostalo joS tecnosti, centrifugiranje je ponavljano jos 1 minut na istoj brzini nakon
praZznjenja kiveti za otpad. Kolone sa vezanom DNK su prebacivane u nove obeleZene
Eppendorf ,Safe Lock“ epruvete od 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka) i

pristupalo se izdvajanju DNK vezane za matriks kolone na sledec¢i nacin: u svaku kolonu
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je dodavano 200 pl pufera za rastvaranje DNK, zatim su kolone inkubirane 2 minuta na
sobnoj temperaturi i centrifugirane 1 minut na 8000g. Izolovanim DNK je zatim

spektrofotometrijski odredivana koncentracija i ¢istoca.

3.3.1. Odredivanje koncentracije i Cistoce izolovane DNK

Uzorak od 8 pl izolovane DNK nanoSen je u mikrokivetu Gene Quant Pro
Calculatora (LKB Pharmacia, Uppsala, Svedska), a zatim su ocitavane vrednosti
apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm. Cistoéa DNK je procenjivana na osnovu
vrednosti koli¢nika apsorbancija na 260 nm i 280 nm (260/280) i apsorbancija na
260/230 (260/230). Prihvatljivi opsezi/vrednosti su bili izmedu 1,65 i 1,85 (260/280)
odnosno > 1,2 (260/230). U suprotnom, ponavljana je izolacija DNK iz uzorka krvi.
Vrednosti koncentracije izolovane DNK su bile od oko 20 ng/upl. Iz izolovane DNK
uzimani su uzorci od 500 ng i dopunjavani vodom do zapremine od 125 pl ¢ime su
dobijana razblaZenja od 4 ng/pl koja su kori$¢ena za odredivanje polimorfizama. Ostatak

DNK je cuvan na -20°C.

3.3.2. Detekcija i analiza polimorfizama gena reakcijom lancanog

umnoZavanja (PCR) u realnom vremenu (engl. Real-time PCR)

Jedna od metoda za detekciju SNP-ova jeste i PCR u realnom vremenu sa
primenom TagMan eseja. PCR u realnom vremenu (kvantitativni PCR) predstavlja
modifikaciju konvencionalnog PCR-a gde se dinamika amplifikacije meri u realnom
vremenu nakon svakog PCR ciklusa. U PCR reakciji koriste se, pored prajmera, i alel
specificne oligonukleotidne probe koje su na 5° kraju obeleZene razlic¢itim
fluorescentnim bojama (reporter boje npr. VIC, FAM) dok se na njihovom 3‘ kraju nalazi
prigusivac (engl. quencher) koji blokira emisiju fluorescencije. Tokom PCR reakcije u fazi
vezivanja prajmera po principu komplementarnosti se za ciljnu sekvencu DNK vezuje i
jedna od proba. Nakon toga, u fazi kada Taq polimeraza dodaje nove nukleotide dolazi
do uklanjanja probe 5‘-3‘ egzonukleaznom aktivno$¢u enzima. Kako se najpre odvaja 5’
nukleotid sa reporterom, usled njegovog udaljavanja od priguSivaca boja pocinje da
fluorescira, Sto se registruje pomocu odgovarajuceg detektora u aparatu. Iz ciklusa u
ciklus raste intenzitet fluorescencije, Sto omogucava da se u realnom vremenu prati

dinamika PCR reakcije. Na kraju PCR reakcije detektovano znacajno povecanje
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fluorescencije samo jedne od boja ukazuje na homozigotno stanje za dati alel, dok
povecanje fluorescencije obe boje ukazuje na heterozigotno stanje.

Za detekciju i analizu polimorfizama gena TNFA, IL6, IL10, IL12B, CYP3A5,
IMPDH1 i SLCO1B1 u genomu pacijenata sa transplantiranim bubregom primenjena je
TagMan metoda koriS¢enjem komercijalno dostupnih smeSa oligonukleotida i to za
TNFArs1800629 (#C_514879_10), IL6 rs1800795 (#C__1839697_20), IL10 rs1800896 i
rs1800871 (#C__1747360_10iC__1747362_10), IL12Brs3212227 (#C__2084293_10),
CYP3A5 rs776746 (#C_26201809_30), IMPDH1 rs2278294 (#C__2830834_20) i
SLCO1B1rs2306283 irs4149056 (#C__1901697_201i C_30633906_10) (Thermo Fisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD). Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR
metodom vrSena je pomocu navedenih smesa komercijalnih oligonukleotida i Maxima™
Probe qPCR 2X Master Mix, (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) prema
preporukama proizvodaca reagenasa. Amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama za
PCR, formata 8 x 12 bunarci¢a (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), u
koje su sipane reakcione smeSe od 5 ul 2 x Real Master Mix Probe (Thermo Fisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 0,25 pl komercijalne smeSe oligonukleotida za
detekciju navedenih polimorfizama i 4,75 pl ispitivanog DNK uzorka (4 ng/ul). Ploce su
zatim zatvarane lepljenjem optickog filma (Thermo Fisher Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD), kratko centrifugirane na 1500g i smesStane u termoblok Realplex2
PCR masine (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka). Ploce su pre amplifikacije inkubirane u
termobloku 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala DNK polimeraza. Temperaturni profil
amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 60°C 1 minut sa 40 ponavljanja. Merenje
fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 60°C. Po zavrSetku amplifikacije odredivani
su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podesavanje linije praga detekcije.

Za polimorfizam [FNG (-874 T/A; rs2430561), s obzirom da nisu postojali
komercijalno dostupni oligonukleotidi, koriS¢ena je smeSa oligonukleotida koja je
posebno dizajnirana uz optimizovanje uslova za amplifikaciju i razlikovanje alela po
protokolu koji je prethodno opisan u Popadi¢ D. i autori (600 nM F / 600 nM R / 250 nM
A TagMan proba / 400 nM T TagMan proba, finalne koncentracije). Temperaturni profil
amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 55°C 1 minut — 68°C 20 sekundi sa 39 ponavljanja.
Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrSeno je na 68° (153). Po zavrSetku
amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podeSavanje

linije praga detekcije.
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U vreme kada je zapoceta ova studija, podaci o distribuciji alela i genotipova
ispitivanih polimorfizama IL10 i IL6 gena kod zdravih kontrola nisu bili poznati. U
meduvremenu, ti podaci su generisani u okviru druge studije koja je sprovedena u
Laboratoriji za imunologiju Instituta za mikrobiologiju i imunologiju i kori$¢eni su za
analizu u okviru ove doktorske disertacije (154). U odnosu na predvidene ciljeve, u ovoj
doktorskoj disertaciji su dodatno ispitana dva polimorfizma u genima IL12B

(rs3212227) i CYP3A5 (rs776746).

3.4.Statisticka analiza

Statisticka analiza je uradena KoriS¢enjem standardnih metoda deskriptivne
statistike. Aritmeticka sredina je koriS¢ena kao mera centralne tendencije kod
numerickih obeleZja a kao apsolutna mera disperzije skupa numeri¢kih podataka
upotrebljena je standardna devijacija. Za utvrdivanje razlike u frekvenciji i distribuciji
alela i genotipova razliCitih polimorfizama i klinickih ishoda u ispitivanim grupama,
primenjena je binarna logisticka regresija. Za testiranje razlike izmedu veceg broja
grupa podataka, u =zavisnosti od prisustva normalne raspodele, koriS¢ena je
jednofaktorska analiza varijanse ili Kruskal-Volisov test odnosno za ponavljana
viSestruka merenja u razli¢itim vremenskim intervalima koriS¢ena je jednofaktorska
analiza varijanse sa ponavljanim merenjima. U svim testovima vrednosti verovatnoce (p
vrednosti) manje od 0,05 smatrane se statisticki znacajnim, a manje od 0,01 visoko
statisticki znacajnim. Za statisticku analizu podatka i pravljenje grafika su koris¢eni IBM
SPSS Statistics v.25 (IBM Corp., Armonk, NY, SAD) i GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc, verzija 6, La Jolla, CA, SAD). U cilju odredivanja haplotipova za IL10 i
SLCO1B1 polimorfizme korisScen je algoritam maksimizacije oCekivanja (engl. Estimation
Maximization, EM) koji je implementiran unutar programskog paketa Arlequin v.3,5

(155).
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4.1. Demografske i klinicke karakteristike bolesnika sa

transplantiranim bubregom

Ova studija je obuhvatila 152 odrasla bolesnika sa transplantiranim bubregom
lecenih i ispitivanih na Klinici za nefrologiju KCS. Demografske i klinicke karakteristike
bolesnika prikazane su u tabeli 1. Distribucija muSkog i Zenskog pola bila je 60,5% i
39,5%, respektvno. Starost pacijenata u vreme kada je izvrSena transplantacija izraZena
je u godinama, pri ¢emu je srednja vrednost iznosila 46,4 godina, uz opseg od 23
godina, Sto je bila minimalna vrednost, do maksimalne vrednosti od 73 godina. Osnovne
bolesti koje su bile uzrok terminalnog oSte¢enja bubrega su razdvojene u 7 kategorija:
glomerulonefritis (32,9%), hipertenzivna nefropatija (18,5%), dijabetesna nefropatija
(3.3%), policisticna bolest bubrega (17,1%), urodene anomalije bubrega (3,9%), druga
oboljenja (11,8%) kao i nepoznati uzroci (12,5%). Bolesnici koji su ukljuceni u ovu
studiju dobili su bubreg od Zivog davaoca u 59,2% slucajeva dok njih 40,8% su dobili
organ od preminule nesrodne osobe. Svim bolesnicima je odreden i HLA haplotip pri
¢emu je nepodudarnost u okviru HLA lokusa (HLA-A, HLA-B, HLA-DR) bila od 1 do 5 a
srednja vrednost je bila 2,8. Akutno odbacivanje je registrovano kod 49 (32,2%)
bolesnika dok 103 (67,8%) bolesnika nisu imala ovu komplikaciju. OdloZena funkcija
kalema se javila kod 41 bolesnika (27,0%) dok je bubreg uspostavio svoju normalnu
funkciju neposredno nakon transplantacije kod 111 (73,0%) osoba. Svi ispitanici su
primali kalcineurinske inhibitore kao deo kombinovane imunosupresivne terapije i to
takrolimus 90 (59,2%) i ciklosporin 62 (40,8%) ispitanika. Nijedan od bolesnika nije bio

visoko senzibilisan na antigene primaoca.
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Tabela 1. Demografske i klinicke karakteristike 152 pacijenta sa transplantiranim

bubregom.

Karakteristike 152 pacijenta sa transplantiranim bubregom

Pol
Muski
Zenski
Uzrast

Osnovna bolest zbog koje bubreg transplantiran

Glomerulonefritis
Hipertenzivna nefropatija
Dijabetesna nefropatija
Policisti¢na bolest bubrega
Anomalije bubrega
Druga oboljenja
Nepoznato
Davalac
Ziv
Preminuo
HLA nepodudarnost (HLA-A,-B,-DR) *
Kalcineurinski inhibitor

92 (60,5%)
60 (39.5%)
46,4+11,8

50 (32,9%)
28 (18,5%)

5 (3.3%)
26 (17,1%)

6 (3,9%)
18 (11,8%)
19 (12,5%)

90 (59.2%)
62 (40,8%)
2.840,9

Ciklosporin 62 (40,8%)

Takrolimus 90 (59,2%)
Akutno odbacivanje

Ne 103 (67,8%)

Da 49 (32,2%)
OdloZena funkcjia kalema

Ne 111 (73,0%)

Da 41 (27,0%)

* srednja vrednost

4.2. Molekularno geneticka analiza

Kod 152 bolesnika sa transplantiranim bubregom je odredena distribucija alela i
genotipova za polimorfizme TNFA rs1800629, IL6 rs1800795, IFNG rs2430561, IL10
rs1800896 i rs1800871, IL12B rs3212227, CYP3A5 rs776746, IMPDH1 rs2278294, i
SLCO1B1 rs2306283 i rs4149056, Frekvencije alela i genotipova polimorfizama IL6
rs1800795, IL10 rs1800896 i rs1800871 kod 250 zdravih osoba u populaciji Srbije su
preuzete iz prethodno objavljene studije (154).
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4.2.1. Ispitivanje polimorfizma TNFA gena (rs1800629) kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom

[spitivanje rs1800629 polimorfizma u promotoru gena za TNF kod bolesnika sa
transplantiranim bubregom uradeno je TagMan PCR metodom pomoc¢u komercijalnih
oligonukleotida. U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela
koji su odredeni za ispitanike u ovom istraZivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati

ucCestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi, i to je prikazano u tabeli 2.

Tabela 2. Testiranje distribucije genotipova rs1800629 polimorfizma gena za TNF u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

TNFA (rs1800629) Bolesnici
GG 112
Genotipovi GA 38
AA 2
Ukupno 152
HWE* X?=0,38

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da su distribucije genotipova rs1800629
polimorfizma gena za TNF bile u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05.

Raspodela genotipova u populaciji bolesnika sa transplantiranim bubregom iz
Srbije uporedena je sa podacima za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li
postoje razlike izmedu frekvencija genotipova polimorfizma rs1800629 gena za TNF
izmedu bolesnika iz Srbije i bolesnika sa transplantiranim bubregom sa drugih

geografskih podrucja. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 3.
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Tabela 3. rs1800629 polimorfizam gena za TNF kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod GG(%) GA(%) AA(%) bp
Perovici sar. Srbija 152 TagMan 73,6 25,0 1,4 NP
(93) Finska 291 PCR-SSP 70,1 28,2 1,7 0,722
(92) Ceska 436 PCR-RFLP 64,4 25,7 1,1 0,975
(156) Venecuela 69  PCR-SSP 80,9 12,7 6,4 0,201
(157) J. Koreja 164 PCR-SSP 88,0 12,0 0,0 0,002
(158) Poljska 129 PCR-RFLP 67,4 302 24 0477
(118) Kanada 218 PCR-SSP 62,5 31,6 59 0,020
(159) V.Britanija 209 PCR-RFLP 62,3 30,6 6,7 0,016

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom digestijom; PCR-SSP, (engl
sequence specific primers), PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu.

Kao Sto je prikazano u tabeli 3, ustanovljena statisticki znacajna razlika u
frekvencijama genotipova izmedu populacije iz Srbije i populacija JuZne Koreje, Kanade i
Velike Britanije.

U sledecem koraku ispitana je povezanost rs1800629 polimorfizma gena za TNF
u odnosu na pojavu akutnog odbacivanja odnosno odloZenu funkciji kalema u okviru
nase kohorte. Rezultati distribucije alela i genotipova, kao i statisticke analize, prikazani

su u tabelama 4 i 5.
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Tabela 4. Aleli i genotipovi rs1800629 polimorfizma gena za TNF stratifikovani u

odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin Akutno odbacivanje
(SNP) p* 0S (95%]IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
TNFA (rs1800629)

Gt 177 (0,859) 85 (0,867) - -
A 29 (0,141) 13 (0,133) 0,841 0,93 (0,46-1,88)
GG* 75 (0,728) 37 (0,755) - -
GA 27 (0,262) 11 (0,224) 0,641 0,83 (0,37-1,84)
AA 1(0,001) 1(0,021) 0,621 2,03 (0,12-33,32)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Tabela 5. Aleli i genotipovi rs1800629 polimorfizma gena za TNF stratifikovani u

odnosu na odloZenu funkciju bubrega.

Gen za citokin OdloZena funkcija kalema
(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
TNFA
(rs1800629)
Gt 192 (0,865) 70 (0,854) - -
A 30 (0,135) 12 (0,146) 0,806 0,91 (0,44-1,88)
GGt 83 (0,748) 29 (0,707) - -
GA 26 (0,234) 12 (0,293) 0,497 1,32 (0,59-2,95)
AA 2(0,018) 0(0,000) 0,999 NP

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta; NP, nije primenjivo

Analizom distribucije alela i genotipova u odnosu na pojavu akutno odbacivanja
odnosno odloZene funkcije kalema kao ishoda utvrdeno je da ne postoji statisticki

znacajna razlika.
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4.2.2. Ispitivanje polimorfizma IL6 gena (rs1800795) kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom

Komercijalni oligonukleotidi i TagMan PCR metoda koriS¢eni su i za ispitivanje

rs1800795 u promotornom regionu gena za IL-6. Distribucija alela i genotipova za IL6

rs1800795 bila je u Hardy-Weinberg ekvilibrijumu, $to je prikazano u tabeli 6.

Tabela 6. Testiranje distribucije genotipova rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL6 (rs1800795) Bolesnici Kontrole
GG 53 87
Genotipovi GC 76 118
CC 23 45
Ukupno 152 250
HWE* X?=0,25 X?=0,20

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Rezultati distribucije genotipova za IL6 rs1800795 iz drugih studija uporedeni su

sa rezultatima nase studije i prikazani su u tabeli 7.

Tabela 7. rs1800795 polimorfizam gena za IL-6 kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj  Metod GG(%) GC(%) CC(%) p

Perovici sar. Srbija 152 TagMan 34,8 50,0 15,2 NP

(159) V. Britanija 206* PCR-RFLP 42,7 41,7 15,6 0,260
(93) Finska 291 PCR-SSP 32,6 50,5 16,8 0,845
(160) Poljska 125  PCR-SSP 31,2 43,2 21,6 0,295
(156) Venecuela 63  PCR-SSP 65,1 30,2 4,7 0,001
(118) Kanada 218 PCR-SSP 56,4 33,9 9,7 0,002
(161) [talija 256 PCR-RFLP 51,6 37,5 10,9 0,004

*manji broj ispitanika u odnosu na polimorfizam gena za TNF; NP, nije primenjivo; PCR-
RFLP, duZine fragmenata nastalih restrikcionom digestijom; PCR-SSP, PCR Kkoji
diskrimiSe alele upotrebom prajmera specifi¢nih za odredenu DNK sekvencu.
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Kao Sto je prikazano u tabeli 7, utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike
u distribuciji genotipova izmedu populacije bolesnika sa transplantiranim bubregom iz

Srbije i populacija iz Venecuele, Kanade i Italije.

Dalja analiza povezanosti alela i genotipova rs1800795 polimorfizma gena za IL-6
unutar naSe kohorte nije pokazala statisticku znacajnost u odnosu na pojavu
komplikacija kao $to su akutno odbacivanje odnosno odloZena funkcija kalema. Rezulati

ovih analiza su prikazani u tabelama 81 9.

Tabela 8. Aleli i genotipovi rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 stratifikovani u

odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin Akutno odbacivanje

(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IL6 (rs1800795)
Gt 125 (0,607) 57 (0,582) - -
C 81 (0,393) 41(0,418) 0,671 1.11 (0,68-1,81)
GGt 37 (0,359) 16 (0,327) - -
GC 51 (0,495) 25(0,510) 0,745 1,13 (0,53-2,42)
CcC 15 (0,146) 8(0,163) 0,692 1,23 (0,44-3,49)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Tabela 9. Aleli i genotipovi rs1800795 polimorfizma gena za IL-6 stratifikovani u

odnosu na odloZenu funkcija bubrega

Gen za citokin OdloZena funkcija

(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IL6 (rs1800795)
Gt 132 (0,595) 50 (0.610) - -
C 90 (0,405) 32(0,390) 0,806 0,94 (0,56-1,58)
GGt 39 (0,351) 14 (0,341) - -
GC 54 (0,486) 22 (0,537) 0,774 1,13 (0,52-2,49)
CC 18 (0,162) 5(0.122) 0,666 0,77 (0,24-2,48)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logisticke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.
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4.2.3. Ispitivanje polimorfizma IFNG gena (rs2430561) kod pacijenata sa

transplantiranim bubregom

Polimorfizam u prvom intronu gena za IFN-gama +874 (T/A) ispitan je pomocu
oligonukleotidnih prajmera i proba dizajniranih Primer Express 2.0 programom kao $to
je prethodno opisano u literaturi (162). Dobijeni rezultati analizirani su i predstavljeni u
tabeli 10.

Tabela 10. Testiranje distribucije genotipova rs2430561 polimorfizma gena za IFN-

gama u odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IFNG (rs2430561) Bolesnici
TT 42
Genotipovi TA 70
AA 40
Ukupno 152
HWE* X?=0,94

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Analiza genotipova rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama pokazala je da ne

postoji odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteZe.

Uporedna analiza distribucije genotipova rs2430561 polimorfizma izmedu
populacije ispitanika iz Srbije i drugih populacija u svetu pokazala je da postoji visoka
statisticka znacajnost u odnosu na populaciju bolesnika sa transplantiranim bubregom

iz Venecuele. Rezultati ove analize su prikazani na tabeli 11.
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Tabela 11. rs2430561 polimorfizam gena za IFN-gama kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod AA(%) AT(%) TT(%) p

Perovic i sar. Srbija 152 TagMan 27,6 46,0 26,4 NP

(93) Finska 291 PCR-SSP 39,5 43,3 17,2 0,156
(92) Ceska 436 PCR-RFLP 29,3 49,8 209 0,228
(156) Venecuela 63 PCR-SSP 42,9 47,6 9,5 0,000
(118) Kanada 218 PCR-SSP 31,2 49,5 19,3 0,156
(163) Iran 84  PCR-SSP 29,8 33,3 369 0,146
(104) Hrvatska 53  PCR-SSP 22,6 54,7 22,7 0,551

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom
digestijom; PCR-SSP, PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu.

Analizirana je i distribucija ucestalosti genotipova unutar grupe bolesnika sa
transplantiranim bubregom u odnosu na pojavu akutnog odbacivanja bubrega odnosno

odlZene funkcije kalema.

Tabela 12. Aleli i genotipovi rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama stratifikovani u

odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin Akutno odbacivanje
(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IFNG (rs2430561)

Af 99 (0,481) 51 (0,520) - -
T 107 (0,519) 47 (0,480) 0,517 0,85 (0,53-1,38)
AAt 24 (0,233) 16 (0,327) - -
AT 51 (0,495) 19 (0,388) 0,166 0,56 (0,24-1,27)
TT 28(0,272) 14 (0,286) 0,531 0,75 (0,30-1,85)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logisticke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.
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Tabela 13. Aleli i genotipovi rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama stratifikovani u

odnosu na odloZenu funkcija bubrega.

Gen za citokin OdloZena funkcija
(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IFNG (rs2430561)
Af 113 (0.509) 37 (0,451) - -
T 109 (0,491) 45(0,549) 0,371 1,26 (0,76-2,10)
AAt 29 (0,261) 11 (0,268) - -
AT 55 (0,495) 15 (0,366) 0,472 0,72 (0,29-1,77)
TT 27 (0,243) 15 (0,366) 0,425 1,46 (0,57-3,74)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Rezultati raspodele alela i genotipova rs2430561 polimorfizma gena za IFN-
gama, stratifikovani u odnosu na akutno odbacivanje bubrega odnosno odloZenu
funkciju kalema, nisu ustanovili da postoji statisticki znacajna razlika kao Sto je i

prikazano u tabelama 12 13.

4.2.4. lspitivanje polimorfizama IL10 gena (rs1800896, rs1800871

rs1800872 ) kod bolesnika sa transplantiranim bubregom

U okviru promotora gena za IL-10 ispitana su dva polimorfizma, IL10
(rs1800896) i IL10 (rs1800871) koris¢enjem komercijalnih oligonukleotidnih proba
TagMan PCR metodom. Genotipovi za tre¢i polimorfizam u okviru istog regiona gena
IL10 (1800872) izvedeni su iz SNP rs1800871 jer je ustanovljeno da su ova dva SNP u
potpunoj neravnoteZi vezanosti kod belaca (164). Ispitivanje je obuhvatilo populaciju
bolesnika sa transplantiranim bubregom i populaciju zdravih kontrola.

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su
odredivani za ispitanike u ovom istrazivanju, izraCunato je da li se dobijeni rezultati

ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi.
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Tabela 14. Testiranje distribucije genotipova rs1800896 i rs1800871 polimorfizama

gena za IL-10 u odnosu na Hardy-Weinberg ravnoteZu.

rs1800896 rs1800871
IL10
Bolesnici  Kontrole Bolesnici Kontrole

AA 44 88 CC 81 136
Genotipovi AG 78 118 CT 61 97

GG 30 44 TT 10 17
Ukupno 152 250 152 250
HWE* X2=0,19 X?=0,31 X2=0,11 X?=0,00

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da su distribucije genotipova rs1800896 i rs1800871

polimorfizma gena za IL-10 u obe grupe bile u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.

U sledecem koraku, uporedena je raspodela genotipova u populaciji bolesnika sa
transplantiranim bubregom iz Srbije sa podacima za druge populacione grupe da bi se
utvrdilo da li postoje razlike u frekvenciji genotipova oba ispitivana polimorfizma gena
za IL-10 izmedu bolesnika iz Srbije i bolesnika iz drugih geografskih podrucja. Ovi

rezultati su prikazani u tabeli 151 16.

Tabela 15. rs1800896 polimorfizam gena za IL-10 kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod AA(%) GA(%) GG(%) p

Perovici sar. Srbija 152 TagMan 28,9 51,3 19,8 NP

(159) V. Britanija 209 PCR-RFLP 21,0 42,6 364 0,002
(93) Finska 291 PCR-SSP 31,0 46,0 23,0 0,549
(118) Kanada 218 PCR-SSP 35,3 44,5 20,2 0,368
(156) Venecuela 63 PCR-SSP 60,3 34,9 4,8 0,000
(163) Iran 84 PCR-SSP 19,0 66,7 14,3 0,300
(165) Meksiko 64 PCR-SSP 42,2 51,6 6,3 0,023

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom
digestijom; PCR-SSP, PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu.
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Tabela 16. rs1800871 polimorfizam gena za IL-10 kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod CC(%) CT(%) TT(%) p

Perovicisar. Srbija 152 TagMan 53,3 40,1 6,6 NP

(159) V.Britanija ~ 208* PCR-RFLP 64,4 30,8 4,8 0,103
(93) Finska 291 PCR-SSP 61,2 34,0 4,8 0,263
(156) Venecuela 63 PCR-SSP 46,0 42,9 11,1 0,427
(118) Kanada 218 PCR-SSP 43,2 41,7 15,1 0,022
(165) Meksiko 64 PCR-SSP 48,4 28,1 23,4 0,001

*manji broj ispitanika u odnosu na polimorfizam gena za TNF; NP, nije primenjivo; PCR-
RFLP, polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom digestijom; PCR-SSP, PCR
koji diskrimise alele upotrebom prajmera specifi¢nih za odredenu DNK sekvencu.

Kao Sto je prikazano u priloZenim tabelama, frekvencija genotipova rs1800896
polimorfizma bolesnika u Srbiji znacajno se razlikuje u odnosu na populacije Velike
Britanije, Venecuele i Meksika. Sli¢no, utvrdeno je postojanje statisticke znacajnosti u
distribuciji genotipova rs1800871 polimorfizma izmedu kohorti ispitanika u Srbiji i
ispitanika u Kanadi i Meksiku.

Rezultati distribucije alela i genotipova u odnosu na pojavu akutnog odbacivanja
odnosno odloZene funkcije kalema za sva tri ispitivana polimorfizma u okviru IL10 gena

kod bolesnika sa transplantiranim bubregom prikazani su u tabelama 17 i 18.
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Tabela 17. Aleli i genotipovi rs1800896, rs1800871 i rs1800872 polimorfizama gena za

IL-10 stratifikovani u odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin

Akutno odbacivanje

(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IL10 (rs1800896)
At 113 (0,549) 53 (0,541) - -
G 93(0,451) 45(0,459) 0,887 1,03 (0,64.1,67)
AAf 30(0,291) 14 (0,286) - -
AG 53(0,515) 25(0,510) 0,979 1,01 (0,46-2,23)
GG 20(0,194) 10 (0,204) 0,891 1,07 (0,40-2,88)
IL10 (rs1800871)
Ct 152 (0,738)  71(0,724) - -
T 54 (0,262) 27 (0,276) 0,806 1,07 (0,62-1,84)
CCt 55(0,534) 26(0,531) - -
CT 42 (0,408) 19(0,388) 0,617 1,41 (0,37-5,43)
TT 6 (0,058) 4 (0,082) 0,904 0,96 (0,47-1,97)
IL10 (rs1800872)
Ct 152 (0,738) 71 (0,724) - -
A 54 (0,262) 27(0,276) 0,806 1,07 (0,62-1,84)
CCt 55(0,534) 26(0,531) - -
CA 42 (0,408) 19(0,388) 0,617 1,41 (0,37-5,43)
AA 6 (0,058) 4 (0,082) 0,904 0,96 (0,47-1,97)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.
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Tabela 18. Aleli i genotipovi rs1800896, rs1800871 i rs1800872 polimorfizama gena za

IL-10 stratifikovani u odnosu na odloZenu funkciju kalema.

Gen za citokin (SNP)

OdloZena funkcija

Aleli/genotipovi Ne Da p* 05 (95%IP)
IL10 (rs1800896)
At 124 (0,559) 42 (0,512) - -
G 98 (0,441) 40 (0,488) 0,471 1,20(0,72-2,00)
AAt 33 (0,297) 11 (0,268) - -
AG 58 (0,523) 20 (0,488) 0,938 1,03 (0,44-2,42)
GG 20 (0,180) 10 (0,244) 0,436 1,50(0,54-4,16)
IL10 (rs1800871)
Ct 163 (0,734) 60 (0,732) - -
T 59 (0,266) 22 (0,268) 1,000 1.01(0,57-1,79)
CCt 60 (0,541) 21(0,512) - -
CT 43 (0,387) 18 (0,439) 0,636 1,20(0,57-2,51)
TT 8(0,072) 2(0,049) 0,685 0,71 (0,14-3,64)
IL10 (rs1800872)
Ct 163 (0,734) 60 (0,732) - -
A 59 (0,266) 22 (0,268) 1,000 1,01(0,57-1,79)
CCt 60 (0,541) 21(0,512) - -
CA 43 (0,387) 18 (0,439) 0,636 1,20(0,57-2,51)
AA 8(0,072) 2(0,049) 0,685 0,71 (0,14-3,64)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logisticke regresije; treferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Analizom rezultata moZe se zakljuciti da nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u
distribuciji alela i genotipova za ispitivane IL10 polimorfizme izmedu bolesnika sa i bez
akutnog odbacivanja bubrega odnosno sa i bez odloZene funkcije transplantiranog
bubrega.

U cilju odredivanja haplotipova za IL10 polimorfizme koriS¢en je algoritam
maksimizacije ocekivanja (engl. Estimation Maximization, EM) koji je implementiran
unutar programskog paketa Arlequin v. 3,5 (155). Dobijena su tri haplotipa GCC, ACC,
ATA u grupi zdravih kontrola a kod bolesnika sa transplantiranim bubregom
identifikovan je i ¢etvrti GTA haplotip koji je inaCe veoma redak haplotip u populaciji

belaca (tabela 19).
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Tabela 19. Distribucija IL10 haplotipova u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom i zdravih kontrola.

IL10 haplotip Kontrole Bolesnici p*
GCC 205(0,410) 135 (0,444)
ACC 165 (0,330) 88 (0,289)
ATA 130 (0,260) 78 (0,257)
GTA 0(0,000) 3(0,099) 0,09

*p vrednost je dobijena na osnovu Pirsonovog 2 testa.

Kao Sto je prikazano u tabeli 19, ni ovde nije ustanovljena statisticki znacajna
razlika u frekvencijama IL10 haplotipova izmedu zdravih kontrola i grupe bolesnika sa

transplantiranim bubregom.

U sledecoj analizi, povezanost IL10 haplotipova je ispitana u odnosu na pojavu
akutnog odbacivanja i odloZene funkcije kalema kao $to je i prikazano u tabelama 20 i
21.

Tabela 20. Distribucija IL10 haplotipova u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom stratifikovana u odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Akutno odbacivanje

IL10 haplotip p* 0S (95%IP)
Ne Da
GCAt 91 (0,441) 44 (0,450) - -
ACC 61 (0,296) 27 (0,275) 0,764 0,91 (0,51-1,63)
ATA 52 (0,252) 26 (0,265) 0,920 1,04 (0,56-1,92)
GTA 2 (0,010) 1(0,010) 0,930 0,89 0,08-10,53)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.
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Tabela 21. Distribucija IL10 haplotipova u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom stratifikovana u odnosu na odloZenu funkciju kalema.

OdloZena funkcija

IL10 haplotip p* 0S (95%IP)
Ne Da
GCAf 95 (0,428) 40 (0,488) - -
ACC 68 (0,306) 20 (0,244) 0,236 0,68 (0,37 - 1,27)
ATA 56 (0,252) 22 (0,268) 0,823 0,93 (0,49 - 1,76)
GTA 3 (0,014) 0 (0,000) 1,000 NP

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta; NP, nije primenjivo.

Poredenjem distribucije IL10 haplotipova izmedu grupa ispitanika sa i bez

navedenih ranih komplikacija nije detektovana statisticki znacajna razlika.

4.2.5. Ispitivanje polimorfizma IL12B gena (rs 3212227) kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom

U nasoj seriji ispitanika odredena je i distribucija genotipova polimorfizma IL12B
gena (rs 3212227). Prvobitni ciljevi ove doktorske teze su proSireni za pomenuti
polimorfizam kako bi se ispitivanje ucinilo sveobuhvatnijim. Rezultat genotipizacije i

uskladenosti sa Hardy-Weinberg ravnoteZom prikazan je na tabeli 22.

Tabela 22. Testiranje distribucije genotipova rs3212227 polimorfizma gena IL12B u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL12B (rs 3212227) Bolesnici
AA 105
Genotipovi AC 43
CcC 4
Ukupno 152
HWE* X?=0,01

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti, p>0,05.
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Dobijeni rezultati pokazuju da su distribucije genotipova 1rs3212227

polimorfizma gena za IL-12/23 bile u Hardy-Weinberg ravnoteZi, p>0,05.

Podaci iz nase populacije poredeni su sa trenutno dostupnim podacima iz sveta i
uoCena je statisticki znacajna razlika u odnosu na distribuciju genotipova ispitivanog
polimorfizma IL12B u populaciji iz Francuske odnosno visoko statisticki znacajna razlika

u odnosu na populaciju bolesnika sa transplantiranim bubregom u Kanadi (Tabela 23).

Tabela 23. rs3212227 polimorfizam gena [L1ZB kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod AA(%) AC (%) CC(%) p
Perovici sar. Srbija 152 TagMan 69,1 28,3 2,6 NP
(118) Kanada 218 PCR-SSP 53,7 34,4 11,9 0,000
(119) Francuska 253 PCR-RFLP 55,7 39,5 4,8 0,026

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom
digestijom; PCR-SSP, PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu.

Kao i u prethodnim analizama izvrSeno je poredenje distribucije genotipova i
alela nakon stratifikacije kohorte u odnosu na akutno odbacivanje odnosno odloZenu

funkciju kalema kao $to je i prikazano u tabelama 24 i 25.

Tabela 24. Aleli i genotipovi rs3212227 polimorfizma gena ILI12B stratifikovani u

odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin Akutno odbacivanje
(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IL12B (rs 3212227)

At 170 (0.825) 83 (0.847) - -
C 36 (0.175) 15(0.153) 0,639 0,85 (0,44-1,,65)

AAt 71 (0.689) 34 (0.694) - -
AC 28 (0.273) 15 (0.306) 0,764 1,12 (0,53-2,36)
CC 4 (0.038) 0(0.000) 0,307 NP

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logisticke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta; NP, nije primenjivo.
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Tabela 25. Aleli i genotipovi rs3212227 polimorfizma gena ILI12B stratifikovani u

odnosu na odloZenu funkcija bubrega.

Gen za citokin OdloZena funkcija
(SNP) p* 0S (95%]IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IL12B (rs 3212227)
At 190 (0,856) 63 (0,768) - -
C 32 (0,144) 19 (0,232) 0,070 1,79 (0,95-3,38)
AAt 82 (0,739) 23 (0,561) - -
AC 26 (0,234) 17 (0,415) 0,028 2,33 (1,08-5,01)
cC 3(0,027) 1(0,024) 1,000 1,18 (0,11-11,97)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Nakon analize povezanosti alela i genotipova rs3212227 polimorfizma gena
IL12B utvrdena je povezanost izmedu AC genotipa i povecanog rizika od pojave
odloZene funkcije kalema (p=0,028) uz izracunat odnos $ansi (0S) 2,33 u okviru
intervala poverenja 95% (95%IP) od 1,08 do 5,01. Ovaj nalaz sugeriSe da se genotip AA
moZe oznaCiti kao potencijalno protektivan u odnosu na pojavu gorenavedene rane
komplikacije nakon transplantacije bubrega (0S je 0,43 u 95%IP od 0,20 do 0,92).
Nasuprot tome, nije uoc¢ena povezanost ovog polimorfizma sa akutnim odbacivanjem

bubrega.

4.2.6. Ispitivanje polimorfizama gena za proteine koji uti¢u na terapijsku

efikasnost imunosupresivnih lekova

U ovu studiju uklju¢eno 152 bolesnika sa transplantiranim bubregom koji u
pogledu primenjene imunosupresivne terapije predstavljaju heterogenu grupu. U cilju
ispitivanja povezanosti izmedu pojave komplikacija nakon izvrSene transplantacije i
polimorfizama gena koji kodiraju proteine za metabolizam i transport lekova bilo je
neophodno da se izaberu oni ispitanici koji su iskljuc¢ivo primali takrolimus, preparate
mikofenoli¢ne kiseline i prednizolon. Ovim je broj ispitanika znacajno smanjen (84

bolesnika) ali je zato postignuta znacajno bolja homogenost unutar grupe.
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4.2.7. Ispitivanje polimorfizma IMPDH1 gena (rs2278294) kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom

IMPDH1 je gen koji kodira inozin 5'-monofostat dehidrogenazu 1, enzim koji je
vazan za metabolizam mikofenoli¢ne kiseline. Ispitivanje polimorfizama rs2278294
ovog gena uradeno je koriS¢enjem komercijalnih oligonukleotidnih proba TagMan PCR
metodom. Distibucija genotipova 1rs2278294 polimorfizma gena za IMPDH1

predstavljena je na tabeli 26.

Tabela 26. Testiranje distribucije genotipova rs2278294 polimorfizma gena za IMPDH1

u odnosu na Hardy-Weinberg ravnoteZu.

IMPDH1 (rs2278294) Bolesnici
GG 37
Genotipovi GA 29
AA 18
Ukupno 84
HWE* X?=6,23

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p<0,05.

Testiranje distribucije genotipova rs2278294 polimorfizma gena za IMPDH1
korisS¢enjem Pearsonovog XZ-testa pokazalo je postoji statisticki znac¢ajno odstupanje u
odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu (p<0,05). Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da je
uzorak od 84 ispitanika posebno odabran iz vece grupe od 152 ispitanika gde ovo
odstupanje nije detektovano.

Dalje, podaci iz nase populacije poredeni su sa podacima iz sveta i nije uocena
statisticki znaCajna razlika u odnosu na distribuciju genotipova ispitivanog

polimorfizma. Rezulati ove analize prikazani su na tabeli 27.
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Tabela 27. rs2278294 gena IMPDHI1 kod osoba sa transplantiranim bubregom u

razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod GG(%) GA (%) AA(%) p
Perovici sar. Srbija 84 TagMan 44,0 34,5 21,4 NP
(149) Francuska 456 TagMan 41,2 45,6 13,2 0,151
(166) Japan 82 PCR-RFLP 30,5 48,8 20,7 0,130

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom
digestijom; PCR-SSP, PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu.

U ovoj studiji ispitana je i moguca povezanost izmedu ucestalosti alela i
genotipova polimorfizma rs2278294 i akutnog odbacivanja odnosno odloZene funkcije

kalema.

Tabela 28. Aleli i genotipovi rs2278294 polimorfizma gena za IMPDH1 stratifikovani u

odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin Akutno odbacivanje
(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IMPDH1
(rs2278294)
Gt 60 (0,577) 43 (0,672) - -
A 44 (0,423) 21(0,328) 0,219 0,67 (0,35-1,28)
GGT 20 (0,385) 17 (0,531) - -
GA 20 (0,385) 9(0,281) 0,221 0,53(0,19-1,47)
AA 12 (0,231) 6(0,188) 0,376 0,59 (0,18-1,90)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta
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Tabela 29. Aleli i genotipovi rs2278294 polimorfizma gena za IMPDH1 stratifikovani u

odnosu na odloZenu funkciju bubrega.

Gen za citokin OdloZena funkcija kalema
(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
IMPDH1
(rs2278294)
Gt 63 (0,656) 33 (0,569) - -
A 33 (0,344) 25(0,431) 0,806 0,91 (0,44-1,88)
GGt 26 (0,542) 11 (0,379) - -
GA 11 (0,229) 11(0,379) 0,484 1,44 (0,51-4,04)
AA 11 (0,229) 7(0,241) 0,498 1,50 (0,46-4,90)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Kao $to je prikazano na tabelama 28 i 29, nije uocena povezanost izmedu ovog
polimorfizma i navedenih komplikacija.

4.2.8. Ispitivanje polimorfizama SLCO1B1 gena (rs2306283 i rs4149056)

kod bolesnika sa transplantiranim bubregom

U ovoj studiji odredena je distribucija genotipova dva funcionalna polimorfizma
(rs2306283 i rs4149056) SLCO1B1 gena koji kodira protein na membrani hepatocita i
koji je ukljucen u transport velikog broja lekova. Rezultat genotipizacije i testiranje u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnoteZzom prikazan je na tabeli 30.
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Tabela 30. Testiranje distribucije genotipova rs4149056 i rs2306283 polimorfizama
SLCO1B1 gena u odnosu na Hardy-Weinberg ravnoteZu.

SLCO1B1 rs2306283 rs4149056
AA 28 TT 53
Genotipovi AG 39 TC 27
GG 17 CC 4
Ukupno 84 84
HWE* X2=0,05 X2=0,26

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Analiza je pokazala da ne postoji odstupanje distribucije genotipova u odnosu na
Hardy-Weinberg ravnotezu.

[z literature su sakupljeni podaci o distribuciji genotipova rs2306283 i
rs4149056 polimorfizama gena SLCO1B1 u razli¢itim populacijama bolesnika sa
transplantranim bubregom u svetu i poredeni sa distribucijom genotipova ispitanika u

Srbiji.

Tabela 31. rs2306283 polimorfizam gena SLCO1BI kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod AA(%) GA(%) GG(%) p
Perovici sar. Srbija 84 TagMan 33,3 46,4 20,3 NP
(167) Holandija 325 TagMan 31,4 45,2 23,4 0,823
(168) Brazil 127 TagMan 26,0 41,7 32,3 0,613

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, polimorfizam duzine fragmenata nastalih restrikcionom
digestijom; PCR-SSP, PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu
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Tabela 32 rs4149056 polimorfizam gena SLCOI1BI kod osoba sa transplantiranim

bubregom u razli¢itim populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod TT(%) TC(%) CC(%) p
Perovic i sar. Srbija 84 TagMan 63,1 32,1 4,8 NP
(167) Holandija 336 TagMan 69,6 27,1 3,3 0,484
(168) Brazil 128 TagMan 75,0 21,9 3,1 0,179

NP, nije primenjivo; PCR-RFLP, polimorfizam duZine fragmenata nastalih restrikcionom
digestijom; PCR-SSP, PCR koji diskrimiSe alele upotrebom prajmera specificnih za
odredenu DNK sekvencu.

Kao sto je prikazano u tabelama 31 i 32, nema statisticki znacajne razlike izmedu

poredenih grupa.

U slede¢em koraku poredili smo distribucije alela i genotipova oba polimorfizma
SLCO1B1 gena unutar grupe bolesnika sa transplantiranim bubregom koji su prethodno
bili stratifikovani u odnosu na pojavu akutnog odbacivanja bubrega odnosno odloZenu

funkciju kalema. Podaci su prikazani na tabelama 33 i 34.

Tabela 33. Aleli i genotipovi rs2306283 i rs4149056 polimorfizama SLCOIB1 gena

stratifikovani u odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Gen za citokin Akutno odbacivanje

(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
SLCO1B1
(rs2306283)
At 57 (0,548) 38 (0,594) - -
G 47 (0,452) 26 (0,406) 0,560 0,83 (0,44-1,56)
AA? 16 (0,308) 12 (0,375) - -
GA 25(0,481) 14(0,438) 0,565 0,75 (0,28-2,02)
GG 11(0,212)  6(0,188) 0,616 0,73 (0,21-2,52)
SLCO1B1
(rs4149056)
T 80 (0,769) 53 (0,824) - -
C 24(0,231) 11(0,172) 0,362 0,69 (0,31-1,53)
TTt 31(0,596) 22 (0,688) - -
TC 18(0,346)  9(0,281) 0,479 0,70 (0,27-1,86)
cC 3(0,058)  1(0,031) 0,525 0,47 (0,05-4,82)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.
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Tabela 34. Aleli i genotipovi rs2306283 i rs4149056 polimorfizama SLCO1B1 gena

stratifikovani u odnosu na odloZenu funkciju kalema.

Gen za citokin

OdloZena funkcija

(SNP) p* 0S (95%IP)
Aleli/genotipovi Ne Da
SLCO1B1
(rs2306283)
At 60 (0,545) 35(0,603) - -
G 50 (0,455) 23(0,397) 0,471 1,27 (0,66-2,42)
AAt 18 (0,327) 10 (0,345) - -
GA 24 (0,436) 15(0,517) 0,819 1,12(0,41-3,08)
GG 13 (0,236) 4(0,138) 0,395 0,55(0,14-2,16)
SLCO1B1
(rs4149056)
Tt 88 (0,800) 45 (0,776) - -
C 22 (0,200) 13(0,224) 0,718 1,15(0,53-2,50)
TTt 36 (0,655) 17 (0,586) - -
TC 16 (0,291) 11(0,379) 0,770 0,71(0,07-7,29)
CC 3 (0,055) 1(0,034) 0,443 1,46 (0,56-3,80)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; 0S, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Kao Sto se moze videti iz priloZenog, nije nadena znacajna udruZenost ovih

polimorfizama sa pojavom akutnog odbacivanja bubrega odnosno odloZene funkcije

kalema.

Slicno, kao i prilikom odredivanja haplotipova za IL10 polimorfizme, za

odredivanje SLCO1B1 haplotipova primenjen je algoritam maksimizacije ocekivanja

koriS¢enjem programskog paketa Arlequin v. 3,5. Dobijena su cetiri haplotipa *1B

(388G-521T), *1A (388A-521T), *15 (388G-521C) i * 5 (388A-521C) $to je i prikazano na

tabeli 35.
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Tabela 35. Distribucija SLCO1B1 haplotipova u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom.
SLCO1B1 haplotip Pacijenti
*1B (388G-521T) 46 (0,273)
*1A (388A-521T) 87 (0,518)
*15 (388G-521C) 27 (0,161)
*5(388A-521() 8(0,048)

U daljem ispitivanju, analizirali smo da li postoji razlika u distribuciji SLCO1B1
haplotipova unutar grupe bolesnika sa transplantiranim bubregom u odnosu na pojavu

akutnog odbacivanja bubregu odnosno odloZenu funkciju kalema.

Tabela 36. Distribucija SLCO1B1 haplotipova u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom stratifikovana u odnosu na akutno odbacivanje bubrega.

Akutno odbacivanje

SLCO1B1 haplotip p* 0S (95%IP)
Ne Da
*1B (388G-521T)* 29 (0,279) 17 (0,265) - -
*1A (388A-521T) 51 (0,490) 36 (0,562) 0,617 1,20 (0,58-2,51)
*15 (388G-521C) 18 (0,173) 9 (0,141) 0,752 0,86 (0,31-2,32)
*5 (388A-521C) 6 (0,058) 2 (0,031) 0,697 0,57 (0,10-3,14)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.
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Tabela 37. Distribucija SLCO1B1 haplotipova u grupi pacijenata sa transplantiranim

bubregom stratifikovana u odnosu na odloZenu funkciju kalema.

OdloZena funkcija

SLCO1B1 haplotip p* 0S (95%IP)
Ne Da
*1B (388G-521T)* 34(0.315)  12(0.214) - ;
*1A (388A-521T) 54(0.500)  31(0.554) 0,227 1,63 (0,74-3,59)
*15 (388G-521C) 14(0.130)  11(0.196) 0,123 2,23 (0,80-6,22)
*5 (388A-521C) 6 (0.055) 2(0.036) 1,000 0,94 (0,17-5,33)

*p vrednost je dobijena na osnovu binarne logistiCke regresije; freferentni alel ili
genotip; OS, odnos $ansi, IP, interval poverenja; frekvencije alela i genotipova su
zaokruZene na tri decimalna mesta.

Na osnovu podataka prikazanih u tabelama 36 i 37, nije utvrdena povezanost
izmedu SLCO1B1 haplotipova i pojave akutnog odbacivanja bubrega odnosno odloZene

funkcije kalema.

4.2.1. Ispitivanje polimorfizma CYP3A5 gena (rs776746) kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom

[spitivanje polimorfizma gena CYP3A5 (rs776746) pokazalo je da ovaj lokus nije
polimorfan u naSoj kohorti jer su svi ispitanici bili homozigoti za G alel. Daljim
ispitivanjem u grupi od 100 zdravih kontrola ustanovljeno je da postoji samo jedna
osoba koja je nosilac A alela Sto ukazuje da je frekvencija ovog alela u nasoj populaciji

ispod 1%. Ovaj polimorfizam nije razmatran u daljoj analizi.

4.3. Ispitivanje povezanosti polimorfizama gena za citokine i
vrednosti serumskog kreatinina, Kklirensa Kkreatinina i

proteinurije kod bolesnika nakon transplatacije bubrega

U ovoj studiji sprovedeno je ispitivanje povezanosti polimorfizama gena za
citokine i vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije kod

bolesnika nakon transplantacije bubrega.
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Jednofaktorskom analizom varijanse sa ponavljanim merenjima uporedene su
vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije merene u razli¢itim
vremenskim tackama (1 mesec, 3 meseca, 6 meseci, 12 meseci i 24 meseca) izmedu
odgovaraju¢ih genotipova gena za citokine. Na slikama 2 i 3 prikazane su srednje

vrednosti i standardna devijacija za svaki genotip u razli¢itim vremenskim tackama.
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Slika 2. Poredenje vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije

izmedu odgovarajucih genotipova gena za TNF, IL-6 i [FN-gama
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Slika 3. Poredenje vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije

izmedu odgovarajucih genotipova gena za [L-10 i IL-12p40
Kao Sto se vidi iz priloZenog, nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike

izmedu genotipova gena za TNF, IL-6, IFN-gama, IL-10 i subjedinicu IL12p40 u

vrednostima kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije.
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4.4, Ispitivanje povezanosti polimorfizama gena za proteine Kkoji
metaboliSu i transportuju lekove i vrednosti serumskog
kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije kod bolesnika

nakon transplatacije bubrega

U ovoj studiji ispitana je povezanost polimorfizama gena za proteine koji
metabolisu i transportuju lekove i vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i
proteinurije kod bolesnika nakon transplantacije bubrega.

Jednofaktorskom analizom varijanse sa ponavljanim merenjima uporedene su
vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije merene u razli¢itim
vremenskim tackama (1 mesec, 3 meseca, 6 meseci, 12 meseci i 24 meseca) izmedu
odgovarajuc¢ih genotipova gena za proteine koji metabolisu i transportuju lekove. Na
slici 4 prikazane su srednje vrednosti i standardna devijacija za svaki genotip u

razli¢itim vremenskim tackama.
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Slika 4. Poredenje vrednosti serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije

izmedu odgovarajucih genotipova IMPDH1 i SLCO1B1 gena
Korelacijom genotipova rs2306283 i rs4149056 polimorfizama sa vrednostima

serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije kod bolesnika sa

transplantiranim bubregom nije dobijena statisticki znacajna razlika u rezultatima.
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U poslednje dve decenije, napredak u transplantacionoj medicini je omogucio da
se prevazidu mnogi Kklinicki izazovi prilikom presadivanja bubrega. Prvenstveno,
znacajno su smanjeni ucestalost AO, zatim toksiCnost povezana sa primenom
imunosupresivnih lekova kao i mortalitet nastao usled infekcije. Do sada je identifikovan
veliki broj faktora koji utiCu na ishod transplantacije bubrega od kojih treba posebno
ista¢i podudarnost u okviru HLA lokusa, postojanje antitela protiv antigena kalema kod
primaoca, demografske faktore (uzrast i etnicka pripadnost), vrstu imunosupresivne
terapije kao i faktore koji su usko povezani sa komplikacijama nastalim tokom hiruske
intervencije. Iako svi ti faktori mogu da dovedu do komplikacija nakon transplantacije
bubrega, ukljucujudi i DGF i AO, joS uvek, naZalost, ne postoje definisani nacini i postupci
kojim bi se oni jasno identifikovali i njihov uticaj predvideo. Stoga, postoji velika potreba
da se identifikuju biomarkeri koji bi to omoguéili i na taj nac¢in smanjili uc¢estalost ovih
komplikacija i olaksali njihovu dijagnozu i terapiju. U tom smislu, ispitivanje genetickih
biomarkera relevantnih za patogenezu AO i DGF i njihovo uvodenje u klinicku praksu
daje veliku nadu za unapredenje leCenja bolesnika sa transplantiranim bubregom. Ova
studija je ispitala moguénost da se polimorfizmi u genima koji kodiraju razlicite citokine
i proteine koji reguliSu metabolizam i transport imunosupresivnih lekova koriste kao
biomarkeri akutnog odbacivanja i/ili odloZene funkcije transplantiranog bubrega i
ukazala na ulogu polimorfizma rs3212227 (+1188A/C) u IL12B genu u razvoju DGF i
njegovu potencijalnu klinicku primenu u predikciji ove rane komplikacije nakon
transplantaciji bubrega.

U ovo istraZivanje su ukljucena 152 bolesnika sa transplantiranim bubregom koji
su u periodu od 2012. do 2014. godine dolazili na redovnu kontrolu u Kliniku za
nefrologiju Klinickog centra Srbije. Osnovni inkluzioni kriterijum je bio da bolesnici
primaju standardnu imunosupresivnu terapiju koja ukljuCuje tri leka: jedan od
kalcineurinskih inhbitora (ciklosporin ili takrolimus), preparate MFK, kao i
kortikosteroide (prednizolon).

Jedan od najvecih izazova prilikom dizajniranja ovakvih studija predstavlja
zadatak da se grupa ispitanika ucini Sto homogenijom po pitanju primenjene terapije
kao i demografskih faktora ¢ime bi se izbegli njihovi uticaji na rezultate ispitivanja.
Uprkos relativno dugom periodu za odabir bolesnika, ova studija je pokazala znacajnu
heterogenost kada je u pitanju uzrast ispitanika (23-73 godine), broj nepodudaranja u

okviru HLA lokusa (0-5), vrsta transplantacije (organ dobijen od Zivog davaoca 59,8%
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naspram 40,2% gde je organ dobijen od premunule osobe), kao i primarne bolesti
bubrega koja je dovela do terminalne insuficijencije ovog organa. Jedno od mogucih
objasnjenja za ovakvu heterogenost jeste ogranicen i relativno mali broj bolesnika koji je
bio dostupan u trenutku kada je studija sprovedena. Dinamika kojom se odvijala
transplantacija bubrega na teritoriji Republike Srbije u proteklim decenijama imala je
velike oscilacije u broju izvedenih intervencija. To se dobrim delom moZe objasniti
teSkom finansijskom situacijom, gradanskim ratom koji se odvijao u okruZenju i
ekonomskim sankcijama. Sve navedeno je neminovno nametnulo potrebu da se tokom
procesa ukljuc¢ivanja bolesnika u ovo istrazivanje uvrste i oni bolesnici kojima je bubreg
presaden pre viSe od 25 godina. Tokom protekle tri decenije, savremeni terapijski
protokoli dali su prednost takrolimusu kao savremenijem i efikasnijem leku u odnosu na
ciklosporin (169). Medutim, zbog velikog vremenskog obuhvata, u nasu studiju je
ukljucen i znacajan broj bolesnika koji su primali ciklosporin.

S druge strane, neophodno je istaéi i prednosti ove studije koje se ogledaju u
Cinjenici da ispitanici uklju¢eni u ovo istraZivanje nisu bili visoko senzibilisani na
antigene davaoca, da je postojao relativno balansiran odnos izmedu muskog i Zenskog
pola, kao i da je ispitivana populacija bila etnicki uniformna (svi ispitanici su bili bele
rase).

Od posebnog interesa za nasu studiju bila je analiza podataka koja se odnosila na
utvrdivanje ucestalosti ranih komplikacija nakon transplantacije kao $to su DGF i AO.
Prema podacima iz literature, incidencija DGF se krece od 15-30% kod bolesnika koji su
primili organ od preminule osobe (170). Medutim, ovaj podatak treba uzeti sa rezervom
s obzirom da ucestalost DGF znacajno varira medu transplantacionim centrima i moZe
se delimi¢no objasniti nepostojanjem konsenzusa oko definicije DGF (6), ali i uticajem
demografskih faktora kao Sto su rasna pripadnost primaoca (171) i uzrast davaoca
(172). U naSoj studiji DGF je detektovan kod 27% bolesnika. Direktno poredenje naSih
podataka sa podacima drugih studija nije lako izvodljivo, s obzirom da su ispitanici u
nasoj kohorti dobijali bubreg i od Zive i od preminule osobe.

AO predstavlja jo$ jednu vaznu komplikaciju nakon transplantacije bubrega i u
ovoj studiji je utvrdeno kod 32,2% ispitanika. Vecina transplantacionih centara u svetu
poslednjih dve decenije beleZi trend smanjenja incidencije AO primenom savremenih
terapijskih protokola. Podaci dobijeni iz United States Renal Data System

(https://www.usrds.org/adr.aspx; pristupljeno dana 13.6.2018.godine) pokazali su da
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incidencija AO iznosi izmedu 10 i 25% unutar prvih godinu dana nakon transplantacije.
Daljim uvidom u literaturu, sa posebnim fokusom na istrazivanja koja su sprovedena u
Evropi, utvrdeno je da ipak postoji veliko variranje u ucestalosti AO pri ¢emu su
vrednosti bile u opsegu od 17,2% (93) pa do cak 48,2% (173). Ovako Sirok raspon u
distribuciji AO moZe se objasniti ¢injenicom da postoji znacajna razlika u dizajnu studija,
veli€ini uzorka, primenjenoj imunosupresivnoj terapiji kao i vremenskom periodu u
kome su studije sprovedene. Na osnovu svega navedenog, kao i u prethodnom
zapaZanju, moze se zakljuciti da ucestalost AO u naSem istrazivanju ne odstupa van
opsega koji je pronaden u literaturi.

Tokom proteklih dvadeset godina, veliki broj genetickih studija asocijacije se
fokusirao na ispitivanje povezanosti pojedina¢nih polimorfizama u genima za citokine i
ishoda nakon transplantacije bubrega. Dobijeni rezultati su kontradiktorni i efekti
pomenutih genskih varijacija na ishod transplantacije zahtevaju dodatna istraZivanja.

U ovoj studiji smo po prvi put u populaciji bolesnika sa transplantiranim
bubregom u Srbiji ispitali uticaj 11 funkcionalnih polimorfizama u genima TNFA, IL6,
IL12B, IFNG, IL10, CYP3A5, IMPDH1 i SLCO1B1 na ishod transplantacije.

Analiza frekvencija genotipova i alela gena za citokine kod bolesnika sa
transplantiranim bubregom pokazala je da postoji povezanost izmedu polimorfizma
+1188A/C, (rs3212227) i DGF i time ukazala na mogu¢nost da ovaj SNP moZe da posluzi
kao biomarker DGF. Naime, ispitanici sa AC genotipom su imali viSe od dva puta vecu
Sansu da razviju DGF u poredenju sa bolesnicima koji su imali AA genotip. Slicna
povezanost utvrdena je i kod nosioca recesivnog C alela u odnosu na nosioce A alela. Ovo
ukazuje da C alel moZe biti predisponirajuci faktor za razvoj DGF u naSoj kohorti.

Uticaj polimorfizma rs3212227 IL12B gena na klini¢ki tok nakon transplantacije
bubrega nije detaljno ispitan. U literaturi je do danas opisano pet studija koje su
sprovedene u Italiji, Velikoj Britaniji, Francuskoj, Kanadi i Poljskoj, ali nijedna od njih
nije pokazala asocijaciju izmedu ovog SNP i DGF, AO, hroni¢nog odbacivanja, kao ni
prezivljavanja kalema/bolesnika (116-119,174). Stoga, naSa studija je prva studija koja
je utvrdila povezanost izmedu +1188A/C polimorfizma gena IL12B i pojave DGF kod
bolesnika sa transplantiranim bubregom. Ovaj nalaz je u suprotnosti sa rezultatima u
Francuskoj i Poljskoj studiji koje nisu ustanovile ovi vrstu asocijacije (119,174). Moguce
objasnjenjene za postojanje ove razlike lezi u Cinjenici da se veli¢ina uzorka koja je

koriS¢ena u ovim studijama razlikuje od nase a samim tim i frekvencije recesivnog C
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alela. Pored navedenog, ne moZe se ni prenebregnuti moguénost da i neki
neidentifikovani faktor spoljasnje sredine ili etnicki faktor karakteristican za populaciju
bolesnika u Srbiji nije doprineo ovoj razlici. Frekvencija C alela u naSoj grupi ispitanika
(17%) bila je sli¢na kao i u studiji iz Poljske (16%) i odgovarala je distribuciji ovog alela
koja je prethodno objavljena za opStu populaciji u Srbiji (162). S druge strane, ucestalost
ovog alela u populaciji u susednim drZavama iz regiona i drugim drzavama Evrope je
bila neSto viSa u odnosu na onu detektovanu u nasoj studiji (Rumunija 22%, Bugarska
23% i Hrvatska, 28%, odnosno u Francuskoj 25%)(114,119,175,176). Interesantno je
pomenuti da je u Francuskoj studiji primecen trend da su nosioci C alela imali veci broj
AO u prvoj godini u poredenju sa nosiocima AA genotipa iako nije dostignuta statisticka
znacajnost (p=0.108). Ovaj rezultat je u skladu sa nalazom u naSoj studiji gde je
pokazano da C alel moZe imati predisponiraju¢u ulogu u razvoju DGF. S druge strane,
povezanost ovog alela sa AO nije uofena u grupi bolesnika sa transplantiranim
bubregom u Srbiji.

IL12B gen kodira p40 (IL-12B) subjedinicu koja predstavlja konstitutitvni deo
nekoliko citokinskih molekula. Subjedinica p40 zajedno sa p35 subjedinicom (IL-12A)
formira heterodimer i time stvara molekul IL-12, klju¢ni citokin Kkoji polarizuje
pomocnicke T-limfocite u Th1-¢elije (177). Takode, molekul p40 moZe zajedno sa p19
subjedinicom (IL-23A) da nagradi IL-23 koji je izuzetno vaZan za proliferaciju, funkciju i
prezivljavanje Th17 ¢elija (178). Obe subpopulacije T-pomoc¢nickih limfocita (Th1 i
Th17) su uklju¢ene u imunski odgovor protiv kalema, Sto moze dovesti do njegovog
odbacivanja kao i nastanka ishemijsko-reperfuzijskog oSte¢enja (179,180). Pa ipak, neka
istraZivanja govore u prilog da centralnu ulogu u patogenezi DGF ima Th1l imunski
odgovor zbog predominantne infiltracije Th1-pomoc¢nickih celija u kalem (69). Gore
navedeno sugeriSe da IL-12 ima veoma znacajnu ulogu u nastanku DGF uprkos Cinjenici
da u ovom trenutku postoji mali broj studija koje bi to i potvrdile. U nekim od tih
malobrojnih studija pokazana je veza izmedu poviSenih nivoa IL-12 pre i nakon
transplantacije bubrega (58,181). Na ovaj podatak se nadovezuje i ¢injenica da nivoi IL-
18 u serumu i urinu, u prvim danima nakon transplantacije, mogu posluziti kao
obecavajuci biomarkeri koji predvidaju potrebu za dijalizom (182), a poznato je da ovaj
citokin deluje u kooperaciji sa IL-12 u polarizaciji i pojacavanju Th1 imunskog odgovora

(183).
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Smatra se da je polimorfizam +1188A/C gena IL12B funkcionalan i da uti¢e na
ekspresiju odnosno sekreciju IL-12. Medutim, interesantan je podatak da razli¢ite
studije nisu dale jednoznacne rezultate kada je u pitanju koji od nosilaca ova dva alela
(aleli A i C) stvara vece kolic¢ine subjedinice p40. S jedne strane, nekoliko istrazivaca je
pokazalo da CC genotip dovodi do povecane ekspresije p40 (IL-12B)(111) odnosno vece
produkcije IL-12 u kulturi humanih monocita/makrofaga (112,113).

U naSoj studiji, identifikovali smo mali broj osoba sa CC genotipom, dok je s druge
strane broj individua sa AC genotipom znacajan i moZemo re¢i da postoji jasna
povezanost ovog genotipa sa DGF. Pretpostavljamo da makrofagi, dendritske i druge
¢elije imunskog sistema kod osoba koje su nosioci C alela, produkuju vece koli¢ine p40
odnosno IL-12 i time posledi¢no indukuju snazniji Thl imunski odgovor. Ovakav
imunski odgovor kreira inflamatorno okruZenje bogato limfoctima/leukocitima koje
posledi¢no moze indukovati trombozu i ishemiju kalema. Protein p40 je ujedno i
subjedinica IL-23, citokina koji je izuzetno znacajan za funkciju Th17 ¢elija i zato je
moguce pretpostaviti da uocena povezanost nosioca C alela sa DGF jeste rezultat pre
izmenjenog Th17 nego Th1l imunskog odgovora. Na kraju, poznato je da se IL-12p40
Cesto stvara u visku u odnosu na ostale subjedinice IL-12 (p35) i IL-23 (p19) i da moze
da postoji kao monomer (IL-12p40) ili homodimer (IL-12p80) (184). Pokazano je da je
IL-12p80 povezan sa odbacivanjem alografta zbog svoje sposobnosti da indukuje
stvaranje IFN-gama od strane CD8*T-limfocita i makrofaga akumuliranih u tkivu kalema
(184). Stoga, moZe se pretpostaviti da prekomerna produkcija p40 moZe imati slican
efekat i u DGF.

S druge strane, neke studije su pokazale da AA genotip i A alel odreduju vecu
ekspresiju/sekreciju IL-12 u humanim mononuklearnim celijama periferne krvi
(114,115). Ukoliko je ovo zaista tacno, navodna zaStitna uloga A alela (ili AA genotipa)
rs3212227 SNP u prevenciji DGF ne izgleda previSe ocigledna. Pa ipak, hipoteticki
govoreci, prisustvo A alela mozZe usloviti prekomernu sintezu proteina p40 i stvaranja
monomera i homodimera, koji bi se negativnom povratnom spregom kompetitivno
vezivali za IL-12 (i/ili IL-23) receptor (184), i time minimizirali Stetne efekte ovih
citokina u patogenezi DGF. Ono Sto joS moZe i¢i u prilog prethodno navedenom je da
povecano stvaranje p40 homodimera ostavlja moguc¢nost da se sada slobodna p35
subjedinica veZe za EBI3 subjedinicu i formira citokin IL-35. Ovaj citokin sekretuju

predominatno regulatorne B-Celije (i35-Breg) i T-cCelije (iTR35) (185). Prominentna
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antiinflamatorna i regulatorna uloga IL-35 je nedavno demonstrirana u razli¢itim misjim
modelima akutnog oSte¢enja bubrega i imunskog odgovora na alokalem (186-188).
Imajuc¢i u vidu sve izneto, moZe se zakljuciti da IL-35 poseduje potencijal da inhibira
imunski odgovor na alokalem i spreci seriju dogadaja koji mogu dovesti do akutnog
oSteCenja bubrega i DGF.

Nasa studija i pored toga Sto ima mali broj ispitanika sa CC genotipom, sugeriSe
da postoji povezanost izmedu C alela IL12B gena i rizika od nastanka DGF. Ipak, mi ne
moZemo sa sigurno$¢u iskljuciti da analizirani SNP nije u neravnoteZi vezanosti sa
nekim drugim neotkrivenim polimorfizmom ili pak nekim drugim genetickim markerom
kao Sto je mikro-RNK ili neki drugi gen u blizini IL12B gena.

Kada su u pitanju polimorfizmi u ostalim ispitivanim genima za citokine, u svetu
su sprovedene brojne studije koje su imale za cilj utvrdivanje moguce asocijacije izmedu
TNFA, IFNG, IL6 i IL10 SNP i ishoda nakon transplantacije bubrega, ali dobijeni rezultati
su uglavnom neujednaceni. Nasa studija koja je obuhvatila bolesnike sa transplantiranim
bubregom u Srbiji nije pokazala da postoji korelacija izmedu SNP u drugim genima za
citokine (TNFA, IFNG, IL6 i IL10) i DGF odnosno AO. Takode, nijedan od haplotipova i
diplotipova tri najc¢es¢a IL10 SNP (-1082G/A, -819C/T i -592C/A) nije udruZen sa
pojavom DGF ili AR.

U ovoj studiji, po prvi put u Srbiji, odredeni su aleli i genotipovi za TNFA -308G/A
kod bolesnika sa transplantiranim bubregom. Uporednom analizom naSih podataka i
podataka iz drugih populacija u svetu, utvrdili smo da se frekvencije genotipova GG, GA i
AA u rs1800629 polimorfizmu kod bolesnika sa transplantiranim bubregom ne razlikuju
statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na populacije: Finske, Ce$ke, Venecuele i Poljske. Medutim,
ustanovljena je statisticki znacajna razlika u distribuciji pomenutih genotipova izmedu
naSe kohorte i kohorti bolesnika sa transplantiranim bubregom u JuZnoj Koreji, Kanadi i
Velikoj Britaniji. Postojanje razlike moZe se objasniti geografskom udaljenos¢u i
specificnostima vezanim za rasu (Zuta rasa predominira u Juznoj Koreji dok u sastavu
populacija Kanade i Velike Britanije mogu se naci pripadnici razliCitih rasa zbog
intezivne imigracije).

U daljem ispitivanju, analizom TNFA -308G/A SNP nije ustanovljena udruzZenost
alela i genotipova ovog polimorfizma sa AO i DGF. Kod veceg broja bolesnika u nasoj
studiji, dijagnoza AO je postavljena na osnovu naglo nastalog pogorsanja bubrezne

funkcije ciji su osnovni indikatori bili biohemijski parametri kao Sto su vrednosti
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serumskog kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije. U prilog prethodnom nalazu,
ide i cinjenica da nije utvrdeno statisticki znacajno variranje u biohemijskim
parametrima bubreZne funkcije izmedu genotipova TNFA -308G/A polimorfizma tokom
prve dve godine nakon transplantacije. Polimorfizam rs1800629 u TNFA genu spada u
jedan od najviSe ispitivanih SNP u transplantaciji bubrega. Pregledom literature, koja
ukljucuje dve meta-analize i viSe od 25 studija, nije moguce doneti jednoznacan
zakljucak o uticaju ovog SNP na klinicki ishod nakon transplantacije bubrega. Potvrda
nasih rezultata mogla se pronaci u jednoj meta-analizi i nekoliko studija u kojima nije
pokazano da postoji udruZenost ovog SNP sa AO (92,96,107,189). S druge stane,
nekoliko grupa istraZivaca je ustanovilo da postoji asocijacija izmedu alela i genotipova
povezanih sa povecanom produkcijom TNF i veteg rizika od nastanka AO
(93,103,110,173,190,191). Do istih zakljucaka dosli su i Hu i sar. u najnovijoj meta-
analizi koja je obuhvatila sve relevantne publikacije do 2011. godine (96). Moguce
objasnjenje za ovakvu polarizaciju rezultata najverovatnije leZi u osnovi toga da postoje
znacajne razlike u dizajnu studija, implementiranoj imunosupresivnoj terapiji, kao i u
statistickoj analizi (192). Prilikom dizajniranja studija, kod malog broja njih je primenjen
konsekutivan odabir tokom perioda ukljucenja bolesnika u istrazivanje (92,93,190,193).
Treba istaci da, za razliku od naSe kohorte, u nekim drugim kohortama su bili ukljuceni i
hipersenzibilisani bolesnici i bolesnici kojima je bubreg ponovo transplantiran
(93,173,194,195). Snaga primenjenih statistickih testova je bila relativno mala jer u
vecini studija veli¢ina uzorka nije prelazila 200 ispitanika. Kao posledica malog uzorka,
robustniji statisticki testovi, koji uzimaju u obzir brojne kofaktore, nisu koriS¢eni prikom
analize rezultata. Poznato je i da rasna pripadnost ima veliku ulogu na ishod
transplantacije ali je i ovaj faktor bio podloZzan variranju u nekoliko ispitivanja
(107,108). Znacajna razlika je uocena i u incidenciji AO (opseg 16-63%) jer histoloSka
potvrda AO nije vrSena u svim sluCajevima (93,190). Treba istaci i da se geni za TNF i
HLA nalaze na istom hromozomu i da postoji izraZena neravnoteZa vezanosti izmedu ova
dva lokusa (196). TNFA-308G/A polimorfizam se nalazi unutar proSirenog HLA-A1-B8-
DR3-DQ2 haplotipa i mali broj autora uzima u obzir uticaj ovog faktora prilikom analize
povezanosti pomenutog polimorfizma i klinickih ishoda. Na ovaj nacin se moZe
maskirati ili pak povecati znacaj analiziranog SNP, stvarajuéi time zabludu o postojanju

istinske udruzenosti sa AO ili DGF. Buduc¢a istraZivanja koja ¢e uzeti u obzir sve iznete
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nedostake predasSnjih studija mogle bi doprineti boljem razumevanju uloge TNFA
-308G/A polimorfizma u transplantaciji bubrega.

IL-6 spada u, moZda, najintrigantnije citokine i predmet je izucavanja u
autoimunskim poremecajima i velikom broju zapaljenskih bolesti. Njegova dvostruka
uloga (proinflamatorna i antiinflamatorna) koju ima u toku zapaljenja ¢ini njegovo
izucavanje veoma komplikovanim. Poznato je da je IL-6 ukljuen u stimulaciju alogenih
T-limofocita posredstvom inhibicije Treg c¢elija. Ova proinflamatorna uloga je
dokumentovana u studiji koja je pokazala povezanost izmedu visokih vrednosti IL-6 u
serumu pre transplantacije i povec¢anog rizika od akutnog odbacivanja i gubitka kalema
(197). Medutim, ovaj citokin moZe takode da deluje i antiinflamatorno tako S$to
antagonizuje dejstvo proinflamatornih citokina IL-1 i TNF, i to indukcijom solubilnog
TNF receptora i antagoniste IL-1 receptora (198). I zaista, Wang i sar. su pokazali da IL-6
ima protektivnu ulogu u kasnom akutnom odbacivanju bubrega (7-12 meseci nakon
transplantacije). Interesantno je napomenuti da je u istoj studiji uoCeno prolazno
povecanje ovog citokina kod bolesnika koji su odbacili bubreg unutar mesec dana od
transplantacije ¢ime se donekle potvrduju nalazi iz prethodne studije. Funkcionalni
polimorfizmi poput -174G/C, kod kojeg nosicioci alela G (GG i GC genotip) imaju
povisSenu produkciju IL-6, mogu potencijalno uticati na klinicki ishod nakon
transplantacije bubrega. Analiza ovog SNP nije do sada uradena u populaciji bolesnika sa
transplantiranim bubregom u Srbiji tako da je u ovoj doktorskoj disertaciji po prvi put
odredena frekvencija alela i genotipova u -174G/C polimorfizmu. Rezultati nase analize
su pokazali da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu
populacije ispitanika u nasSoj studiji i populacije bolesnika sa transplantiranim
bubregom u Velikoj Britaniji, Finskoj i Poljskoj. Za populacije Venecuele, Kanade i Italije
je utvrdeno da se frekvencije genotipova statisticki znacajno razlikuju u odnosu na nasu
populaciju bolesnika. Distribucija alela i genotipova u kontrolnoj grupi zdravih
ispitanika nije se statisticki razlikovala u odnosu na kohortu satavljenu od bolesnika sa
transplantiranim bubregom. Razlike u distribuciji alela i genotipova rs1800795 IL6 gena
u odnosu AO i DGF nisu bile statisticki znaCajne. Dodatno, mi nismo uspeli da
detektujemo postojanje statisticki znaCajnog variranja medu genotipovima ovog SNP u
odnosu na parametre bubreZene funkcije. Pregledom literature moZe se zakljuciti da

nasi rezultati odgovaraju nalazima u literaturi (102,156,159,189). Medutim, ispitivanje -
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prezivljavanja kalema, Muller-Steinhardt i sar. su ustanovili da bolesnici sa CC i GC
genotipom imaju znacajno loSije trogodisnje preZivljavanje transplantiranog bubrega u
odnosu na bolesnike sa GG genotipom (199). Protektivan efekat GG genotipa uocila je i
grupa istrazivaca iz Poljske sa razlikom da je kod njih postojao protektivni efekat i kod
nocilaca GC genotipa (98). Za razliku od prethodnih studija koje su pratile preZivljavanje
kalema unutar 3-5 godina naSa studija nije imala taj fokus. Naime, u nasoj studiji veoma
mali broj bolesnika (6/152) je imao krace preZivljavanje kalema od 5 godina te
statisti¢ka analiza na ovakvom uzorku ne bi bila reprezentativna. Uzimajuci u obzir da je
u dosadasnjim istraZivanjima dominantan antiinflamatoran efekat IL-6 detektovan tek
nakon nekoliko meseci od transplantacije bubrega, postoji mogu¢nost da mi nismo
ustanovili postojanje asocijacije izmedu rs1800795 IL6 gena i AO jer se ono kod svih
nasih ispitanika javilo unutar prvih 100 dana od transplantacije bubrega. Jo$ jedan od
pravaca istrazZivanja je bio usmeren ka odredivanju ovog polimorfizma kod davaoca
bubrega. Tako, Canossi i sar. su takode zakljucili da GG genotip davaoca znacajno utice
smanjenu incidenciju AO (100). Ovakav pristup je posebno interesantan iz imunoloskog
aspekta jer na sintezu IL-6, pored mononuklearnih ¢elija primaoca koje infiltrisu kalem,
uticu i same Ccelije transplantiranog bubrega (epitelne c¢elije bubreznih tubula i
mezangijalne Ccelije). PoviSena ekspresija ovog citokina je detektovana u periodu
neposredno nakon transplantacije jer ga pomenute ¢elije kalema intenzivno stvaraju kao
odgovor na povredu koja je nastala usled hiruske intervencije (74,200). Vecina studija
koja govori u prilog da je-174 (G/C) povezan sa AO su bile dobro dizajnirane i statisticki
validirane ali su ipak evaluirane u relativno malim kohortama (<160 bolesnika). Neki
autori dovode u pitanje funkcionalnu povezanost ovog SNP sa poviSenom produkcijom
IL-6 jer smatraju da on deluje u okviru haplotipa koji obuhvata joS dva polimorfizma
rs1800796 (-572G/C) i rs1800797 (-597A/G)(201). Ista grupa istrazivaca je pokazala i
da ovaj haplotip razlicito utice na sintezu IL-6 u zavisnosti od vrste tkiva tj. pokazali su
da postoji tkivna specificnost kada je u pitanju ekspresija IL6 gena. Konacan zakljucak o
povezanosti ovog SNP sa klinickim ishodima nakon transplantacije bubrega se ne moze
doneti i bilo bi preuranjeno govoriti o tome s obzirom na heterogene rezultate studija i

Cinjenicu da IL-6 ima izuzetno kompleksnu ulogu u imunskom odgovoru na alokalem.

[FN-gama predstavlja vaZzan medijator u imunskom odgovoru na alokalem.
PoviSena ekspresija IFN-gama u krvi, tkivu alokalema i urinu je pronadena kod

bolesnika koji su imali AO bubrega Sto ukazuje na to da ovaj citokin ima potencijano
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vaZnu ulogu u patogenezi ovog procesa (202,203). Ispitivanje genetickih markera koji bi
unapred mogli da ukaZu na povecani rizik od AO bio bi od velikog znacaja za predvidanje
ove komplikacije. Jedan od najcesce ispitivanih funkcionalnih polimorfizama IFNG gena
je polimorfizam A/T na poziciji +874 (rs2430561) u prvom intronu ovog gena. Ovaj SNP
je povezan sa regulacijom genske ekspresije i produkcijom IFN-gama. Naime, utvrdeno
je da je nasledivanje A ili T nukleotida u potpunoj neravnotezi vezanosti sa brojem CA
ponovaka koji ¢ine mikrosatelitni marker smesten neposredno uz rs2430561. Korelacija
izmedu broja CA ponovaka i produkcije IFN-gama uslovljava da osobe homozigoti za T
alel produkuju znacajno vise IFN-gama nego osobe sa drugim genotipom. Takode je
uoCeno da se T alel nasleduje zajedno sa nizom od 12 CA ponovaka i da je prisustvo
timina na poziciji +874 neophodno za specificno vezivanje transkripcionog faktora NFkB
(101).

Aleli i genotipovi +874 T/A IFNG pokazuju razliCitu distribuciju u svetu u
zavisnosti od geografskog regiona. Frekvencije genotipova ovog SNP u nasoj populaciji
su bile uporedive sa distribucijama genotipova u populacijama iz drugih geografskih
regiona sa izuzetkom Venecule. U ovom slucaju je utvrdena visoko statisti¢ki znacajna
razlika u distribuciji genotipova AA, AT i TT izmedu nase kohorte i kohorte iz Venecule.
Detektovana razlika je najverovatnije posledica postojanja rasnih specifi¢nosti kao i
geografske udaljenosti izmedu ove dve populacije. U naSoj studiji smo pokazali i da ne
postoji povezanost izmedu polimorfizma rs2430561 i ranih klinickih komplikacija.
Takode, biohemijski parametri bubreZne funkcije, mereni u odredenim vremenskim
intervalima, nisu statisticki znacajno varirali u odnosu na genotip. Pregledom podataka
iz baze Medline, uocili smo da nijedna studija koja je brojala viSe od 100 ispitanika nije
utvrdila da postoji povezanost izmedu ovog SNP i AO ili DGF. Medutim, meta-analiza
koju su uradili Ge i sar. je pokazala da ipak postoji udruZenost izmedu +874 T/A IFNG
polimorfizma i AO (204). [ako nalazi koji se dobijaju meta-analizom imaju specificnu
teZinu u donoSenju preliminarnih zaklju€aka u studijama asocijacije i ovde treba biti
obazriv i pomenuti neka njena ograniCenja koja su istakli i sami autori. Kao prvo, u ovu
meta-analizu nisu ukljuCene sve do tada objavljene studije koje su ispitivale povezanost
ovog polimorfizma sa AO. Ovim se smanjio ukupan broj ispitanika i statisticka mo¢
primenjenih testova. Drugo, frekvencije alela i genotipova +874 T/A IFNG polimorfizma
medu razli¢itim etni¢kim grupama su znacajno varirale, pogotovo u populaciji Afro-

Amerikanaca i azijskoj populaciji, te time analiza unutar podgrupa nije bila moguca. I
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trece, podaci o polu, uzrastu, prisustvu anti-HLA antitela, broju nepodudaranja u okviru
HLA lokusa i primenjenom imunosupresivnom protokolu nisu bili dostupni za sve
studije i stoga nisu mogli da se iskljuce uticaji ovih kofaktora na AO. Pomenuti podaci o
kofaktorima su bili dostupni za analizu u naSoj studiji ali nisu znacajno uticali na
povezanost ovog lokusa sa nepovoljnim klinickim ishodima (rezultati ove analize nisu
prikazani u doktorskoj disertaciji). Nedostatak asocijacije u naSoj studiji verovatno
ukazuje da ove genska varijanta u IFNG nema potencijal da se koristi kao biomarker
akutnog oStecenja kod bolesnika sa transplantiranim bubregom u Srbiji.

Imunski odgovor usmeren protiv alokalema je determinisan balansom izmedu
proinflamatornih i antiinflamatornih citokina (205). IL-10 spada u grupu
imunomodulatornih citokina koji ispoljava snaZzan imunusupresivan i antiinflamatoran
efekat tako Sto ihibira stvaranje TNF, IL-1, IL-6, IL-8 i IL.-12 u monocitima/makrofagima
i IFN-gama u T-limfocitima (206). Pokazano je da je ekspresija ovog citokina genski
determinisana sa 3 SNP : -1082G/A (rs1800896), -819 C/T (rs1800871) i -592C/A
(rs1800872) koji se nalaze u promotoru IL10 gena. Eksperimentalni podaci ukazuju da
polimorfizmi -1082G/A i -592C/A mogu nezavisno uticati na ekspresiju IL-10 mada se u
literaturi vecina istrazivaca odlucuje da razmatra ovaj geneticki fenomen u kontekstu
kombinacije funkcionalnih haplotipova: GCC/GCC (visoka ekspresija), GCC/ACC ili
GCC/ATA (umerena ekspresija) i ATA/ATA (mala ekspresija) (110,207).

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je i da se analizira distribucija alela i
genotipova ovih SNP u populaciji bolesnika sa transplantiranim bubregom u Srbiji. Prva
dva polimorfizma (rs1800896 i rs1800871) su analizirana TagMan PCR metodom, dok
su genotipovi za tre¢i polimorfizam (rs1800872) izvedeni iz SNP rs1800871 jer je
ustanovljeno da su ova dva SNP u potpunoj neravnoteZi vezanosti kod belaca (164).
Upotrebom posebnog softvera i algoritma maksimizacije oCekivanja dobijena su Cetiri
haplotipa od moguc¢ih osam: GCC, ACC, GTA i ATA. Interesantno je pomenuti da su u
nasoj kohorti identifikovana tri bolesnika sa GTA haplotipom koji se smatra veoma
retkim u populaciji belaca. S obzirom da je ucestalost ovog haplotipa u nasoj kohorti
niska i da nije identifikovan u populaciji zdravih ispitanika, detaljno je proverena
verodostojnost ovog nalaza tako S$to su individue sa ovim haplotipom ponovo
analizirane pomoc¢u TagMan eseja. Ponovljena analiza dala je istovetne rezultate mada
ne mozZemo u potpunosti da elimiSemo moguénost greske jer nismo imali priliku da

sekvenciramo ovaj deo genoma. Sli¢an rezultat je dobijen i u populaciji bolesnika sa
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inflamatornom boleS¢u creva u Srbiji, u kojoj je GTA haplotip identifikovan kod jednog
ispitanika (208). U literaturi postoje podaci koji govore da frekvencija ovog haplotipa u
evropskoj populaciji belaca znacajno varira i to od 0% do 12,3% (209,210). Tako na
primer, Boiardi i sar. su ustanovili da se pomenuti haplotip javlja i u populaciji zdravih
ljudi (12,3%) kao i u populaciji obolelih od arteritisa dzinovskih ¢elija (3,9%) (210).
Takode, ovaj haplotip je identifikovan u jednoj holandskoj porodici gde se stabilno
nasledivao kroz generacije (211). Ovim je nesumljivo pokazano da GTA haplotip
perzistira kod ljudi bele rase u niskom procentu ali njegov znacaj i funkciju tek treba
utvrditi u buduéim istrazivanjima.

Analiza distribucije ispitivanih alela, genotipova i haplotipova IL10 gena nije
utvrdila da postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne grupe zdravih ljudi i
grupe bolesnika sa transplantiranim bubregom. Distribucija genotipova polimorfizama
rs1800896 i rs1800871 u nasoj kohorti se statisticki znacajno razlikovala u odnosu na
populacije bolesnika sa transplantiranim bubregom iz geografski udaljenih drzava kao
Sto su Meksiko i Venecuela, odnosno populaciju Velike Britanije u kojoj je posebno
naglasen rasni diverzitet zbog imigracije i kolonijalne proSlosti. U daljem ispitivanju,
nijedan od alela, genotipova, kao i haplotipova ispitavanih SNP u IL10 nije pokazao
udruZenost sa DGF i AO. Takode, u naSem istraZivanju nije detektovana ni povezanost
pomenutih genetickih parametara sa vrednostima serumskog kreatinina, klirensa
kreatinina i proteinurije. Ipak, moZda bi bilo od znacCaja pomenuti da rezultati naSe
studije pokazuju da kod osoba sa IL10 diplotipom (ATA/ATA), koji je oznacen kao
diplotip sa smanjenom sintezom IL-10, postoji trend ka viSim vrednostima nivoa
serumskog kreatinina i proteinurije kao i niZim vrednostima klirensa kreatinina u prvoj
godini nakon transplantacije. Uprkos tome Sto nije dostignuta statisticka znacajnost,
ovaj trend koji predstavlja korelaciju ,niskoprodukujuceg” genotipa sa parametrima
vezanim za loSiju funkciju alokalema, u saglasnosti je sa protektivnom
antiinflamatornom ulogom IL-10 u imunskom odgovoru. U prilog ovoj tvrdnji ide i
podatak da izostanak regulatornih mehanizama predstavlja kljuc¢ni faktor u oStecenju
presadenog bubrega (95,118).

Rezultati naSe analize ne ukazuju da tri ispitivana polimorfizma u promotoru
gena za IL-10 imaju bitnu ulogu u patogenezi AO i DGF nakon transplantacije bubrega.
Ovakav zakljucak su izveli i autori dve meta-analize koji su sublimirali rezultate preko

dvadeset relevantnih studija iz ove oblasti (212). U pojedina¢nim studijama postoje
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kontradiktorni rezultati. Grinyo i sar. su pokazali da postoji skoro pet puta veci rizik od
AO kod bolesnika sa AA genotipom (niska produkcija IL-10) u odnosu na nosioce AC/CC
genotipa (umerena/velika produkcija IL-10)(110). Ova multicentricna studija je
razmatrala pomenutu asocijaciju uzimajuci brojne faktore rizika sa nivoom znacajnosti
p<0,1 kao Sto je uzrast (<50/>50 godina), pol, vrsta kalema i vrsta imunosupresivne
terapije. ViSestruki binarni regresioni model je pokazao da pored AA genotipa i njemu
pridruzeni haplotip ATA takode predstavlja faktor rizika za pojavu AO. Druge,
pojedinacne studije su brojile znatno manji broj ispitanika a samim tim je i znacajno
redukovana mo¢ statistickih testova koji su koriS¢eni za analizu (102,213). Hutchings i
sar. su pokazali da je polimorfizam -1082G/A u IL10 genu odnosno AA genotip povezan
sa pojavom jedne ili visSe epizoda AO u populaciji Afro-Amerikanaca ali ne i u populaciji
belaca (107). Na prvi pogled, ovakva asocijacija predstavlja paradoks s obzirom na to da
ovaj citokin ima antiinflamatorne efekte. Medutim, IL-10 je potentan stimulator
aktivacije i diferencijacije B-limfocita ¢ime se poja¢ava humoralni imunski odgovor i
produkcija antitela na alokalem (214). U prilog ovome ide i nalaz poveéane ekspresije
IL10 gena unutar samog kalema kod bolesnika koji su imali AO (215). I na kraju, treba
pomenuti da se negativni efekti povecane ekspresije IL-10 mogu videti i kod hroni¢nog
odbacivanja bubrega gde u velikoj meri doprinosi atrofiji tubula (216).

Na osnovu izloZenog moZe se zakljuciti da IL-10 ima vaZnu ulogu u regulaciji
imunskog odgovora na alokalem. Aberantna ekspresija IL-10, koja je delom
determinisana i polimorfizmima ovog gena, moZe dovesti do oSteCenja presadenog
bubrega i uticati na ishod transplantacije. U ovom trenutku, eksperimentalni podaci iz
nase i brojnih drugih studija upucuju da ispitivani SNP (-1082G/A, -819 C/T i -592C/A)
nisu povezani sa AO i DGF nakon transplantacije bubrega.

U ovoj studiji ispitali smo i distribuciju alela i genotipova polimorfizama gena koji
kodiraju proteine ukljucene u metabolizam (rs776746, CYP3A5) kao i transport
imunosupresivnih lekova kroz membranu hepatocita (rs2306283 i rs4149056
SLCO1B1). Lekovi koji se koriste u imunosupresivnoj terapiji, poput ciklosporina,
takrolimusa i MFK, imaju veoma veliko variranje u farmakokinetici leka, usku terapijsku
Sirinu i Citav spektar potencijalno nezeljenih efekata (217,218). Farmakogeneticka
istrazivanja su pruzila novu nadu klini¢arima kako bi postigli optimalnije koncentracije
leka u krvi, narocito u prvim danima nakon transplantacije kada je terapijsko pracenje

leka veoma oteZano (219).
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lako je do sada identifikovan veliki broj genetickih faktora koji mogu da uti¢u na
farmakodinamiku i farmakokinetiku imunosupresivnih lekova, jedino je polimorfizam
rs776746 gena CYP3A5 izdrzao rigorozno testiranje u klini¢kim studijama. Zbog svoje
vazne uloge u metabolizmu takrolimusa ovaj SNP je dodatno uvrSten u nase istrazivanje.
Ovaj genski lokus moze sadrzati dva alela, A alel koji je povezan sa normalnom
aktivnoS¢éu CYP3A5 i alel G koji u homozigotnom stanju ne dovodi do ekpresije
pomenutog enzima. Nosioci A alela (CYP3A5*1) znacajno brZe metaboliSu takrolimus i
zahtevaju vece doze leka u odnosu na nosioce GG genotipa (CYP3A5*3%*3)(145,220).
Distribucija nefunkcionalnog alela u svetu znacajno varira u zavisnosti od etnicke
pripadnosti i u populaciji bele rase moZe obuhvatiti preko 90% pripadnika (221). U
populaciji Srbije, frekvencija G alela je ispitivana u nekoliko studija i varirala je od 91,8%
do 97,5% (222,223). Medutim, u naSoj studiji frekvencija G alela je bila 100% Sto
ukazuje da nijedan od ispitanika ne ispoljava funkcionalnu formu CYP3A5 enzima.
Razlika izmedu naSe i pomenutih studija u Srbiji ogleda se u primeni razli¢itih metoda za
utvrdivanje distribucije alela (genotipizaciju). U jednoj od studija je koriS¢en RFLP-PCR
metod (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism, polimorfizam duZine
fragmenata nastalih restrikcionom digestijom, RFLP) dok se u drugoj nije moglo jasno
zakljuciti kakav je metod upotrebljen za genotipizaciju. Danas se smatra da TagMan esej
ima istovetnu tacnost kao metoda sekvenciranja i da ima bolju mo¢ diskriminacije alela
u odnosu na PCR-RFLP. Ukoliko se naSi rezultati uzmu kao validni, moZe se zakljuciti da
polimorfizam rs776746 ima veoma ograni¢enu upotrebnu vrednost kao geneticki
biomarker u nasoj populaciji.

Na farmakokinetiku imunosupresivnih lekova znacajno uti¢u i proteini koji vrse
njihov transport kroz celijske membrane. Jedan od transportera MFK je i transporter
organskih anjona polipeptid B1. OATP1B1 se nalazi na membrani hepatocita gde
olakSava preuzimanje mnogih lekova iz cirkulacije i time pospeSuje njihovu eliminaciju
iz organizma. Interindividualne razlike u transportu lekova mogu biti posledica genskih
varijacija kao Sto su polimorfizmi na nivou pojedinacnog nukleotida. U SLCO1B1 genu
koji kodira ovaj protein nalaze se dva veoma vazna funkcionalna SNP (+388A/G,
rs2306283 i +521T/C, rs4149056). Oni formiraju Cetiri haplotipa: SLCO1B1*1B (388G-
521T), SLCO1B1*1A (388A-521T), SLCO1B1*15 (388G-521C), SLCO1B1*5 (388A-521(C)
od kojih samo za poslednji postoje jasni dokazi da utice na smanjenu transportnu

aktivnost OATP1B1 (224,225). U in vitro ekperimentima, Michelon i sar. su

79



Vladimir Perovi¢ doktorska disertacija Diskusija

demonstrirali da OATP1B1 transportuje aktivne metabolite MFK kao Sto su fenil-
glukuronid MFK i acil-glukuronid MFK. Isti grupa autora je pokazala da alel C na poziciji
521 (+521T/C) nosi znaCajno manji rizik od neZeljenih efekata MFK jer smanjuje
enterohepati¢nu recirkulaciju leka (137). Njihovo istrazZivanje nije pokazalo da ovaj SNP
koreliSe sa AO S$to je u suprotnosti sa nalazima grupe istrazivaca iz Brazila (168). U
brazilskoj studiji je pokazana da nosioci alela G imaju znac¢ajnu manju Sansu za nastanak
AO Sto je neocekivan nalaz jer je ovaj alel povezan sa intezivnim transportom lekova
(225). S obzirom na postojanje kontradiktornih rezultata u literaturi, mi smo postavili za
cilj da ispitamo da li postoji povezanost izmedu ovih SNP i AO odnosno DGF.

Upotreba dva razli€ita kalcineurinska inhibitora nije dozvoljavala da se u analizu
ukljuce svi ispitanici. Pocetni broj od 152 bolesnika je morao biti redukovan na 84 kako
bi se uniformisala grupa po pitanju primenjenog terapijskog protokola. Grupa bolesnika
le¢ena takrolimusom i preparatima mikofenoli¢ne kiseline je odabrana iz dva razloga: 1)
bila je veca od grupe bolesnika koji su primali ciklosporin, 2) ciklosporin inhibira
transportnu aktivnost OATP1B1 Sto dodatno komplikuje interpretaciju rezultata (226).
Distribucija alela i genotipova polimorfizama rs2306283 i rs4149056 u nasSoj kohorti
nije se znacajno razlikovala u odnosu na podatke iz drugih drzava. U redukovanoj grupi
nije utvrdeno postojanje povezanosti ispitivanih SNP sa ranim komplikacijama nakon
transplantacije bubrega. Odsustvo korelacije izmedu pomenutih SNP u SLCO1B1 genu i
biohemijskih parametara funkcije bubrega je bio ocekivan nalaz s obzirom da je kod
vecCine bolesnika dijagnoza AO postavljena upravo na osnovu njihove promene. NaSe
rezultate trenutno moZemo uporedivati samo sa nalazima dve dostupne studije. Jedino
su Alves i sar. utvrdili da postoji asocijacija izmedu AO i polimorfizama u SLCO1B1 genu
(168). Medutim, u ovom istrazivanju postoji niz nedoslednosti i nejasnoca: 1) zbir svih
genotipova u okviru ispitivanih SNP ne odgovara prijavljenom broju bolesnika koji su
ukljuCeni u studiju, 2) autori su korelisali genotipove i haplotipove SLCOIB1 gena sa
koncentracijom takrolimusa u krvi iako u literaturi postoje eksperimentalni dokazi da
OATP1B1 nije transporter ovog leka, 3) postoji kontradiktoran nalaz u kome je
pokazano da bolesnici sa niskom koncentracijom takrolimusa u krvi imaju manju Sansu
da razviju AO. Zbog svega navedenog, nalaze ove studije uzimamo sa velikom rezervom.
Nasa studija takode ima ogranicenja od kojih treba svakako izdvojiti mali uzorak. Pored
toga, bilo bi interesatno da je postojala mogucnost da se ispita udruZenost odredenih

genotipova sa koncentracijom MFK u krvi ili pojavom neZeljenih efekata ove terapije. Za

80



Vladimir Perovi¢ doktorska disertacija Diskusija

sada, odredivanje koncentracije MFK u krvi joS uvek nije deo standardnih klinickih
protokola jer znacajno poskupljuje ve¢ ionako visoku cenu lecenja bolesnika sa
transplantiranim bubregom. Utvrdivanje eventualne uloge polimorfizama SLCO1B1 gena
u transplantaciji bubrega predstavlja delikatan i sloZen zadatak koji ukljucuje brizljivo
planiranje i odabir ispitanika kako bi se studijska grupa ucinila Sto homogenijom. NaSi
rezultati su dobijeni na malom uzorku ali mogu biti od koristi za neku budu¢u meta-
analizu.

JoS jedan od ciljeva ove doktorske disertacije je bilo ispitivanje polimorfizma
rs2278294 u genu za inozin 5’-monofosfat dehidrogenazu 1, s obzirom da MFK inhibira
delovanje ovog vaznog enzima ukljucenog u proliferaciju T i B-limfocita. Nekoliko
prethodnih studija su pokazale da polimorfizmi u IMPDH1 i IMPDH2 genima mogu da
interferiraju sa farmakoloSkim odgovorom MFK (142-144). Dve farmakogeneticke
studije su utvrdile asocijaciju genskih varijanti u intronu IMPDH1 (rs2278293 i
rs2278294) i AO tokom prve godine nakon tansplantacije (150,166). Kako bi uporedili
rezultate ovih studija sa naSom kohortom, odredeni su genotipovi polimorfizma -
106G/A (rs2278294) u populaciji bolesnika sa transplantiranim bubregom u Srbiji. U
nasoj analizi smo utvrdili da distribucija genotipova ispitivanog SNP nije bila u Hardy-
Weinberg ravnotezi u grupi od 84 bolesnika leCenih takrolimusom i MFK. I pored
odstupanja od Hardy-Weinberg ravnoteze, distribucija alela i genotipova polimorfizma
rs2278294 u redukovanoj grupi nije se znacajno razlikovala u odnosu na podatke iz
drugih drZava. Interesantno je napomenuti da odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteze
nije detektovano u celokupnoj grupi od 152 bolesnika i trenutno se ne moZe naci
objasSnjenje za ovo odstupanje unutar evaluirane podgrupe. U daljoj analizi grupe od 84
bolesnika nije utvrdena povezanost izmedu ispitivanog SNP i AO odnosno DGF. Takode,
nije utvrdena ni povezanost SNP ovog gena sa biohemijskim parametrima funkcije
bubrega Sto je u saglasnosti sa prethodno pomenutim rezultatima. Mogu¢i razlog zbog
kojeg nismo u naSoj studiji mogli da replikujemo rezultate iz prethodnih studija jeste
nacin na koji su definisane i potvrdene dijagnoze AO i DGF. U prethodnim studijama AO
je potvrdena biopsijom dok je u naSem slucaju ovakav nacin postavljanja dijagnoze AO
bio primenjen kod manjeg broja pacijenata. Takode, drugi kofaktori kao $to su etnicka
pripadnost, upotreba razli¢itih modifkacija mikofenoli¢ne kiseline za imunsku supresiju,
uzrast bolesnika, kao i neki drugi geneticki faktori mogu doprineti da se rezultati

razlikuju.
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Uprkos napretku u tehnologiji i metodama transplantacije, rane komplikacije
nakon transplantacije bubrega i dalje predstavljaju veliki klini¢ki izazov. Razumevanje
faktora koji uzrokuju pojavu AO ili DGF nakon transplantacije bubrega mogu omoguciti
primenu novih lekova i bolje leCenje. GenetiCke studije asocijacije su pokazale da
polimorfizmi na nivou pojedina¢nih nukleotida, uprkos brojnim ogranicenjima, mogu
posluziti kao potencijalni biomarkeri u predvidanju komplikacija kao Sto su akutno
odbacivanje ili odloZena funkcija kalema kod bolesnika sa transplantiranim bubregom.
NaSe istrazivanje predstavlja prvu studiju u Srbiji u kojoj su analizirani aleli i genotipovi
polimorfizama gena za citokine i proteine koji reguliSu metabolizam i transport
imunosupresivnih lekova. Kao rezultat toga, u ovoj studiji je po prvi put u jednoj
populaciji uocCena udruZenost izmedu AA genotipa u polimorfizmu +1188A/C
(rs3212227) u IL12B genu i manjeg rizika od nastanka odloZene funkcije kalema,
ukazujuci na potencijalnu vaznu protektivnu ulogu tog polimorfizma u patogenezi DGF i
njegovu mogucu upotrebu kao biomakera u proceni rizika za razvoj ove rane
komplikacije nakon transplantacije bubrega. Buduce studije sa ve¢im brojem ispitanika
u nasoj i drugim populacijama bi mogle da procene znacaj i klinicki potencijal ovakvog

nalaza ove doktorske disertacije.

82



6. Zakljucci



Vladimir Perovi¢ _doktorska disertacija Zakljucci

1. Ispitivanjem polimorfizama gena za TNF (rs1800629), IL-6 (rs1800795), [FN-gama
(rs2430561) i IL-10 (rs1800896, rs1800871 i rs1800872):

- nije utvrdeno da su ovi polimorfizmi povezani sa pojavom akutnog odbacivanja ili
odloZene funkcije kalema nakon transplantacije bubrega

- nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrednostima serumskog kreatinina, klirensa
kreatinina i proteinurije izmedu ispitivanih genotipova navedenih polimorfizama

- poredenjem formiranih haplotipova IL10 gena kod bolesnika koji su imali AO i DGF sa
grupom koji nisu imali ove komplikacije nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne
razlike u njihovoj distribuciji

- nije utvrdena korelacija haplotipova IL10 gena sa biohemijskim parametrima funkcije

bubrega nakon transplantacije

2. Ispitivanjem polimorfizma (rs 3212227) IL12B gena:

- nije utvrdeno da je ovaj polimorfizam udruZen sa akutnim odbacivanjem bubrega

- utvrdena je statistiCki znacajna razlika u distribuciji genotipova u odnosu na DGF, pri
¢emu AC genotip predstavlja faktor rizika dok AA genotip ima protektivnu ulogu

- nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrednostima serumskog kreatinina, klirensa

kreatinina i proteinurije izmedu ispitivanih genotipova ovog polimorfizma

3. Ispitivanjem polimorfizama IMPDH1 (rs2278294) i SLCO1B1 (rs2306283 i s4149056)

gena:

- nije utvrdeno da su ovi polimorfizmi udruZeni sa pojavom akutnog odbacivanja ili
odloZene funkcije kalema nakon transplantacije bubrega

- nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrednostima serumskog kreatinina, klirensa
kreatinina i proteinurije izmedu ispitivanih genotipova ovih polimorfizma

- poredenjem formiranih haplotipova SLCO1B1 gena kod bolesnika koji su imali AO i DGF
sa grupom koji nisu imali ove komplikacije nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne

razlike u njihovoj distribuciji
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4. Ispitivanje polimorfizma (rs776746) CYP3A5 gena

- pokazalo je da ovaj lokus nije polimorfan u nasoj kohorti jer su svi bolesnici bili

homozigoti za G alel.
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Spisak skracenica

AO - akutno odbacivanje

ATP - adenozin-trifosfat

Breg - regulatorne B-cCelije

CD - (engl. Cluster of Differentiation), diferencijacijska grupa

CSF-1 - (engl. colony stimulating factor-1), faktor stimulacije kolonija

DNK- dezoksiribonukleinska kiselina

DGF - (engl. delayed graft function), odloZena funkcija kalema

EDTA - (engl. Ethylenediaminetetraacetic acid), etilen diamin tetrasir¢etna kiselina
EM-(engl. Estimation Maximization), maksimizacija o¢ekivanja

FAM- fluorescentna boja neobjavljene stukture, patent Applied Biosystems

HLA- humani leukocitni antigen

HEK - (engl. human embryonic kidney cells), humane embrionalne ¢elije bubrega
ICAM-1 - (engl. intercellular adhesion molecul-1), intercelularni adhezivni molekul-1
IFN - interferon

IgA - imunoglobulin klase A

IL-1beta - interleukin-1 beta

IL-2 - interleukin-2

IL-4 - interleukin-4

IL-6 - interleukin-6

IL-10 - interleukin-10

IL-12 - interleukin-12

IL-15 - interleukin-15

IL-17 - interleukin-17

IL-18 - Interlukin-18

IMPDH1 - (engl. inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 1), inozin-5'-monofosfat
dehidrogenaza 1

[P 95% - interval poverenja od 95%

iRNK -informaciona RNK

LD - (engl. Linkage Disequilibrium), neravnoteZa vezanosti

mTOR-a - (engl. mammalian target of rapamycin), meta rapamicina kod kicmenjaka

MFK - mikofenoli¢na kiselina



NFAT - (engl nuclear factor of activated T-cells), nukelarni faktor aktiviranih T-celija
OATP - (engl. organic anion transporter polypeptide), polipeptidni transporter
organskih anjona

OATP1B1 - (engl. organic anion transporter polypeptide 1B1), transporter organskih
anjona polipeptid 1B1

PCR - polimerazna reakcija lancanog umnozZavanja

PCR-RFLP - (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism), polimorfizam duZine
fragmenata nastalih restrikcionom digestijom

PCR-SSP - PCR sa specificnim prajmerom za sekvencu

ROA - reaktivni oblici azota

RNK - ribonukleinska kiselina

ROK - reaktivni oblici kiseonika

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SLCO1BL1 - (engl. solute carrier organic anion transporter family member 1B1), solubilni
transporter organskih anjona familije 1B1

SNP - (engl. Single Nucleotide Polymorphism), polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida
Th - (engl. T helper), pomoc¢nicki T-limfociti

TNF - (engl. Tumor Necrosis Factor), faktor nekroze tumora

TGF - (engl. transforming growth factor), faktor transformacije rasta

Treg - regulatorne T-Celije

VEGF - (engl. vascular endotelial growth factor), faktor rasta vaskularnog endotela
VIC - fluorescentna boja neobjavljene strukture, patent Applied Biosystems

WB - (engl. Wash Buffer), pufer za ispiranje
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisan: Vladimir Perovi¢

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

Jspitivanje znacaja polimorfizama gena za citokine i proteine koji regulisu
metabolizam i transport imunosupresivnih lekova u akutnom odbacivanju

transplantiranog bubrega*“

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,
e da surezultati korektno navedeni i

e danisam krsio autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i
elektronske verzije doktorskog rada

Potpisan: Vladimir Perovi¢

Naslov rada,Ispitivanje znacaja polimorfizama gena za citokine i proteine koji
reguliSu metabolizam i transport imunosupresivnih lekova u akutnom

odbacivanju transplantiranog bubrega*“

Mentor: Prof. dr Vera Pravica

Komentor: Prof. dr Radomir Naumovic¢

Potpisani Vladimir Perovi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u

elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda
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Izjava o koris¢enju

Ovla$¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum

Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

,Ispitivanje znacaja polimorfizama gena za citokine i proteine koji reguliSu
metabolizam i transport imunosupresivnih lekova u akutnom odbacivanju
transplantiranog bubrega*“
koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predao sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrZane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio.
1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo - bez prerade

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima
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