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1. UVOD

1.1. Anatomija i histologija bubrega

Bubreg je parni, respiratorno pomicni organ, smjeSten visoko u trbusnoj Supljini,
retroperitonealno te postrani¢no od kraljeznice, zaSti¢en dvama slojevima masnog tkiva —
perirenalnim masnim tkivom unutar bubrezne kapsule te pararenalnom masti izvan bubrezne
(Gerotove) fascije. Na gornjem polu bubrega smjeStene su nadbubrezne zlijezde (1).

Lijevi bubreg nalazi se u razini kraljeSaka Th12-L3, a desni neposredno pod dijafragmom, iza
jetre, s gornjim polom zasti¢enim 11. 1 12. rebrom. Desni je bubreg obimom manji i smjeSten
nize od lijevog, a zbog fizioloske asimetrije uzrokovane polozajem jetre (1). Normalna je
veli¢ina bubrega u odraslog covjeka 9 — 12 cm, uz debljinu bubrezne kore od oko 1, 5 cm (2).
Tezina bubrega kod odraslog muskaraca iznosi izmedu 125 i 170 grama, a kod Zena izmedu
1151 155 grama (2). Na konkavnoj strani bubrega smjesten je bubrezni hilus, mjesto u kojem
u bubreg ulazi bubrezna arterija kao izravni ogranak trbusne aorte, zivci, limfne zile, a izlaze
bubrezne vene 1 mokra¢ovod (1). Bubrezni hilus okruZen je masnim i limfatickim tkivom s
limfnim ¢vorovima (1). Bubrezno tkivo koje ¢ini vanjski dio zove se bubrezna kora, a unutrasnji
dio bubrezna srz (2). Na presjeku se parenhim bubrega sastoji od 8 do 18 bubreznih lobusa
koni¢nog oblika, od kojih svaki ima pripadaju¢i dio bubrezne kore i srzi sa strukturama koje

nazivano bubreznim piramidama (2).

Glavna strukturna i funkcionalna jedinica bubrega naziva se nefron (3). Svaki bubreg u
prosjeku ima oko milijun nefrona, a taj broj varira od 200 000 do 1 800 000, Sto je odredeno
brojem pri rodenju te steCenim promjenama (4). Nakon 40. godine zivota broj funkcionalnih
nefrona fizioloSkim se procesima starenja smanjuje, u prosjeku za 10 % godiSnje (3). Svaki se
nefron sastoji od bubreznog (Malpighijeva) tjeleSca i1 sustava bubreznih kanali¢a. Bubrezno
tjeleSce Cini glomerul, splet kapilara s pripadaju¢om dovodnom i odvodnom arteriolom,
uloZenih u mezangij te obloZen dvoslojnom fibroznom (Bowmanovom) kapsulom (5). Vanjski
list Bowmanove kapsule ¢ine epitelne plo€aste stanice, a unutarnji list sacinjava posebna vrsta
stanica, podociti, ¢iji se izdanci na sloZen nacin ispreplecu te formiraju filtracijske procijepe
(4). Glikokaliks na povrSini fenestriranih endotelnih stanica glomerula, glomerulska bazalna
membrana, procijepna dijafragma izmedu izdanaka epitelnih podocita te prostor izmedu

procijepne dijafragme i tijela podocita sastavnice su glomerulske filtracijske membrane (4).



Mezangijske stanice i matriks ispunjavaju prostor izmedu glomerulskih kapilara te se nalaze na

vaskularnom polu glomerula (4).

Kanalni sustav zapoCinje na urinarnom polu glomerula s proksimalnim zavijenim
kanali¢ima (PT) na koji se nastavlja tanki silazni i debeli uzlazni krak Henleove petlje te distalni
zavijeni kanali¢i (DT). DT se nastavlja u sabirne cijevi, a sabirne cijevi viSe nefrona (njih oko
30) formiraju terminalne sabirne kanale koji zavrSavaju bubreznim papilama (1). Bubrezne se
papile otvarajuu bubreznim casicama; tri do Cetiri manje Casice, svaka s pripadaju¢om papilom
formiraju jednu vecu ¢aSicu, a dvije, tri vece Casice bubreznu nakapnicu odakle se urin odvodi
iz bubrega mokra¢ovodom u mokraéni mjehur (1). Proksimalne i distalne zavijene kanalice
prekriva kubicni epitel s Cetkastom prevlakom na luminalnoj strani. Kubi¢ni epitel bez Cetkaste
prevlake prekriva uzlazni debeli krak Henleove petlje, dok je tanki silazni 1 uzlazni dio te

sabirne cijevi prekriven plocastim epitelom (5).

Intersticij je prostor izmedu nefrona, tubula, krvnih i1 limfnih zila 1 Zivaca. Sastoji se od
vezivnog tkiva ¢ija zastupljenost raste od kore prema dubljim dijelovima srzi; u predjelu kore
slabo je izrazen te ¢ini oko 7 % ukupnog volumena kore, a u predjelu unutarnjeg dijela bubrezne
srzi ¢ini 1 do 30 % (5). Sabirne cijevi veéeg broja nefrona u bubreznoj srzi formiraju bubrezne
piramide, s vrhom u bubreznim c¢aSicama. Bubrezne kolumne ¢ini vezivno tkivo izmedu
bubreznih piramida koje dijeli bubreg u reznjeve (lobuse) 1 u kojima su smjestene i krvne Zile.
Posebnu bubreznu strukturu sacinjava jukstaglomerularni aparat (JGA), smjeSten izvan
Bowmanove kapsule na mjestu kontakta poc¢etnog dijela distalnog zavijenog kanali¢a i Zilnog
zida arteriola na vaskularnom polu glomerula. Sa¢injava ga makula densa, senzorne stanice u
zidu distalnog zavijenog kanali¢a te jukstaglomerularne stanice glatkomiSi¢nog zida aferentne

koji proizvode hormon renin (5).

Svi glomeruli, proksimalni 1 distalni zavijeni kanali¢i smjeSteni su u bubreznoj kori.
Dva su tipa nefrona: kortikalni, koji su najbrojniji, te jukstaglomerularni, na koje otpada ukupno
20 — 30 % nefronske mase (3). Zadnji su smjesteni dublje u bubreznoj kori, na granici kore 1
srzi, s tubularnom komponentnom (Henleova petlja), koja seze duboko u srz, za razliku od
kortikalnih kod kojih je ve¢i dio pripadaju¢ih tubula u kori (3).
Bubreg krvlju opskrbljuje bubrezna arterija, izravni ogranak trbuSne aorte, koja se po ulasku u
hilus dijeli na prednji i straznji ogranak. Prednji ogranak daje apikalnu, gornju, srednju i donju

segmentalnu granu, a straznji se ogranak nastavlja kao straznja segmentalna arterija.
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Segmentalne arterije dalje se granaju u interlobarne te potom arkuatne arterije koje prolaze
granicom kore i srzi (2). Interlobularne arterije, terminalni ogranak arkuatnih arterija, daju
aferentne arteriole koje opskrbljuju glomerule krvlju (2). Eferentne arteriole, koje odlaze iz
glomerularnog klupka, nastavljaju se u vasa recta do peritubularne kapilarne mreze, odakle se
krv drenira interlobularnim venama (2). Vene imaju isti slijed kao i arterije: interlobularne,
arkuatne i interlobarne vene ulijevaju se u bubreznu venu koja izlazi iz bubrega u hilusu i
izravno utjece u donju Suplju venu (2). U bubregu se nalazi 1 splet ziv€anih vlakana, tzv.

bubrezni pleksus, ¢ija vlakna slijede bubrezne arterije (5).

1.2 Fiziologija bubrega

Funkcija je bubrega viSestruka. Bubreg ima srediSnje mjesto u odrzavanju homeostaze
tjelesnih odjeljaka izlu¢ivanjem razgradnih produkata metabolizma i toksi¢nih tvari, kontrolom
volumena i raspodjele tjelesnih tekuéina, osmolalnosti, regulacijom kiselosti i razine elektrolita
(3). Bubrezi i pluca ukljuceni su u odrzavanje kiselosti u organizmu u granicama stabilne pH
vrijednosti (3); pluéa reguliranjem koncentracije COz, a bubrezi reapsorbiranjem 1
regeneriranjem bikarbonata iz urina, kao i izlu¢ivanjem vodikovih iona i aniona kiselina u
mokracu (6, 7, 8, 9). Bubreg je i metabolicki te endokrino aktivan organ. U bubrezima se stvara
hormon eritropoetin, renin 1 bubrezni prostaglandini, a u bubreznim intersticijskim
peritubularnim stanicama obavlja se i zavrSna pretvorba vitamina D u aktivni oblik kalcitriol
(6,7). Eritropoetin je peptidni hormon koji se sintetizira u peritubularnim intersticijskim
stanicama bubrezne kore kao odgovor na nisku razinu kisika u krvi, ¢ime se potice eritropoeza
u koStanoj srzi (3). Renin luce stanice makule dense, a sastavnica je lokalnog i sistemskog renin-
angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS), hormonskog sustava vaznog u regulaciji
volumena tjelesnih tekucina, arterijskog tlaka i integriteta endotela na sistemskoj razini (10,11).
Aktivan RAAS djeluje visestrukim mehanizmima, a zajednic¢ka im je uloga povecana bubrezna
reasorpcija natrij klorida, $to dovodi do povecanja arterijskog tlaka povecanjem volumena
izvanstani¢ne tekucine i sistemske vazokontrikcije (3). ZavrSnom hidroksilacijom vitamina D
te regulacijom prometa kalcija i fosfora bubreg sudjeluje u odrZzavanju mineralno-kostanog
balansa (3, 12). Bubreg je i metabolicki aktivan organ u kojem se preraduju aminokiseline,
obavlja glukoneogeneza, preraduju i izlu¢uju hormoni te se metaboliziraju lijekovi i razliite

endogene i egzogene toksicne tvari (3).



Odrzavanje homeostaze tjelesnih odjeljaka u svakom funkcionalnom nefronu odvija se
procesom filtracije, reapsorpcije, sekrecije i ekskrecije. Ovaj proces zapocinje u bubreznoj kori

te se nastavlja duz bubreznih tubula koji se protezu kroz bubrezne piramide u bubreznoj srzi

(5).

Filtriranje krvi proces je kojim se voda i tvari male molekulske tezine propustaju kroz
fliltracijsku membranu, a bjelancevine i ostale tvari ve¢e molekulske tezine zadrzavaju se u
krvi. Ovaj proces zbiva se u glomerulu. Udarni volumen srca u mirovanju iznosi oko 5
L/minuti, od ¢ega oko 22 % protjece kroz bubrege te se filtrira (3). Krv koja dolazi u glomerul
aferentnom arteriolom filtrira se prolazom kroz kapilarno klupko (6). U odraslog muskarca dio
krvi koja se filtrira u jedinici vremena iznosi oko 125 ml/min (90 — 140 ml/min), a u Zena 105
ml/min (80 — 125 ml/min), §to odgovara ukupnom dnevnom filtriranom volumenu 180 L/ dan
u muskaraca i 150 L/dan u zena (6). Prolaskom kroz nefron 99 % glomerulskog filtrata

reapsorbira se 1 vraca u cirkulaciju (4), rezultat ¢ega je oko 1 — 2 L izluenog urina dnevno (7).

Kompozicija glomerulskog filtrata odredena je veli¢inom i nabojem molekula u krvi,
kao 1 strukturom i elektricnim nabojem bjelancevina sastavnica filtracijske membrane (4).
Fenestrirani endotel glomerularnih kapilara prijeci prolaz krvnih stanica i bjelancevina velike
molekularne teZzine, a dopusta prolaz molekula velicine 4 — 8 nm (7). Proteoglikani
glomerularne membrane negativnog su elektriénog naboja, jednako kao i sijaloglikoproteini na
povrsini endotelnih stanica, tako da dopustaju prolaz pozitivno nabijenih, a prijeCe filtraciju
negativno nabijenih supstancija iz kapilarne krvi (2). Bazalna membrana kapilara prijeci
filtraciju srednje velikih i velikih bjelanc¢evina u krvi (1). Mezangijske stanice imaju na povrsini
mnogobrojne receptore, ukljucujuéi receptore za angiotenzin Il (Ang II), vazopresin (ADH),
atrijski natriuretski faktor (ANF), prostaglandine, transformirajuci faktor rasta f (TGF-B) 1
druge faktore rasta (PDGF, EGF,CTGF) (5) 1 imaju niz funkcija: kontrakcijom sudjeluju u
regulaciji filtracijske stope, produkciji ekstracelularnog matriksa te imaju moguc¢nost migracije
iz srediSnje zone gdje su normalno smjeStene (2). Podociti, stanice unutarnjeg sloja
Bowmanove kapsule, na povrsini imaju velik broj receptora za citokine/kemokine, hormone i
razlicite druge bioloski aktivne tvari te osim S§to su strukturna sastavnica glomerularne
filtracijske membrane, parakrinim i autokrinim signalima reguliraju meduodnos endotelnih 1

mezangijskih stanica (5, 13, 14).



Veli¢ina glomerularne filtracije determinirana je veli¢inom hidrostatskog i onkotskog
tlaka u glomerularenim kapilarama (3, 15). Veli¢ina hidrostatskog tlaka u glomerulu ovisi o
sistemskom arterijskom tlaku, simpatickoj aktivnosti, autoregulacijskim mehanizmima i
parakrinom lucenju hormona (3). Glomerularna se filtracija odrzava konstantnom neovisno o
promjenama sistemskog arterijskog tlaka, promjenom simpatickog tonusa te procesom
autoregulacije (3). Jukstaglomerularni aparat sudjeluje u regulaciji protoka kroz bubrege i
veli¢ini glomerularne filtracije. Stanice makule dense senzorno su mjesto veli¢ine protoka kroz
bubrezne tubule te koncentracije NaCl u filtratu (5). Smanjen protok i koncentracija NaCl
rezultiraju proizvodnjom hormona renina te aktivacijom RAAS sustava, rezultat cega je
sistemska vazokonstrikcija i povecanje volumena tjelesnih tekuéina. Pored navedenog,
jukstaglomerularne stanice aferentne arteriole u odgovoru na podrazaj iz makule dense
promjenom tonusa zilnog zida dovode do promjene veli¢ine glomerularnog hidrostatskog tlaka.
Na taj se naCin promjenom aktivnosti RAAS-a i promjenom tonusa aferentne i eferentne

arteriole odrzava intraglomerularni tlak konstantom (3).

Sastav glomerularnog filtrata koji iz prostora Bowmanove kapsule ulazi u proksimalni
zavijeni kanali¢ mijenja se prolaskom slijedom kanalnog sistema, procesima reapsorpcije iz
tubula u peritubularne kapilare ili pak sekrecijom iz peritubularne kapilarne mreze u
intersticijsku teku¢inu te potom u tubule (3). Reapsorpcija se dogada uz pomo¢ selektivnih
receptora na luminalnoj strani stanicne membrane (1). Mikrovili Cetkaste prevlake, poglavito

proksimalnog zavijenog kanali¢a, znatno povecavaju apsorpcijsku i sekrecijsku povrsinu.

Vecina se elektrolita, glukoze i aminokiselina resorbira, dok se druge tvari kao urea, K,
amonijak, kreatinin i neki lijekovi izlu¢uju ekskrecijom kao otpadni produkti (3) ). H" i HCO3"
izlu€uju se ili reapsorbiraju, odnosno regeneriraju, ovisno o potrebi (3, 8, 9, 10). Promet vode
ovisan je o osmolalnosti 1 koncentracijskom gradijentu izmedu tubula i peritubularne kapilarne
mreZze 1 vasa recta (5, 15, 16, 17). Kreatinin, razgradni produkt metabolizma miSi¢a, izlucuje
se najve¢im dijelom glomerularnom filtracijom, a 10 — 15 % izlucuje se i sekrecijom u
proksimalnom tubulu (18). 50 % uree, razgradnog produkta metabolizma bjelancevina,
reapsorbira se pasivno u proksimalnom tubulu, a u daljnjem tijeku kroz tubule slobodno
difundira 1 sudjeluje u odrzavanju koncentracijskog gradijenta i1 resorpciji vode (5). U
proksimalnim tubulima resorbira se oko 60 — 70 % glomerularnog filtrata NaCl 1 vode te sva
filtrirana glukoza (pod pretpostavkom vrijednosti u krvi < 10 mmol/L) (3), aminokiseline te

ostale supstance koncentrirane u flitratu (13).



Henleova petlja (HP) tzv. protustrujnim mehanizmom ima ulogu u koncentraciji
mokrace i1 odrzavanju osmolalnosti tjelesnih odjeljaka (15, 16, 17). Tanki silazni krak HP-a
naime vrlo je propustan za vodu i ureu (3, 16), za razliku od usporednog uzlaznog debelog
kraka, koji je propustan za natrijev klorid, ali ne i za vodu (17). To omogucava da srZ postaje
koncentriranija, ali uspostavlja i osmotski gradijent za vodu (15). Distalni zavijeni kanali¢
mjesto je daljnje resorpcije oko 10 — 15 % NaCl i vode, odnosno sekrecije K i H, kao i resorpcije

Ca pod utjecajem 1,25-dihidroksivitamina D 1 PTH-a (10).

Glavne stanice sabirnih kanali¢a imaju ulogu u prometu natrija i kalija pod utjecajem
aldosterona, a interkalarne stanice u sekreciji, odnosno apsorpciji vodika i bikarbonata (19, 20).
Svaki znatniji porast osmolalnosti plazme detektiraju stanice centra za Zed u hipotalamusu, §to
je poticaj za pojaano lucenje antidiuretskog hormona hipofize (ADH) s posljedi¢énim
povecanjem reapsorpcije vode u bubregu te povecanjem koncentracije urina (15, 19, 20). ADH
se veze na glavne stanice u sabirnim kanali¢ima, §to uzrokuje translokaciju akvaporina na
membranu i reasorpciju vode preko vasa recta (19). Akvaporini zavr$nog dijela sabirnih cijevi
pod utjecajem ADH-a postaju vrlo propusni za ureu, Sto povecava koncentracijski gradijent
izmedu tubula i intersticija i reapsorpciju vode u vasa recta. Na taj nacin ovaj dio tubularnog
sistema ima vaznu ulogu u koncentraciji urina te odrzavanju osmolalnosti tjelesnih tekucina
(15, 19). Osim aldosterona kao sastavnice RAAS sistema te ADH-a, cjelokupni je proces
stvaranja urina u bubregu pod ve¢ spomenutom kontrolom simpatickog adrenergi¢koga sustava
(SNY), atrijskog natriuretskog peptida (ANP) te lokalno stvorenih bioloski aktivnih tvari kao
Sto su bubrezni prostaglandini (PGI), dusi¢ni oksid (NO) i endotelin (E) (6).

ProciS¢ena krv iz kapilarne mreZe prolazi u venule te se u daljnjem tijeku drenira
bubreznom venskom mrezom (2). PodraZaj iz simpatickog Ziv€anog sustava, ¢ija vlakna slijede
bubreZne arterije, izaziva bubreZznu vazokontrikciju s posljediénim smanjenjem protoka krvi
kroz bubreg. Bolni se podrazaji iz bubrega prenose Zivéanim vlaknima do Th 10 — 11 segmenta

u kraljezni¢noj moZzdini te do odgovarajuceg dermatoma (3).

Postoje razli¢ite bubrezne bolesti, nasljedne 1 steCene, a mogu se ocitovati
poremecajima u strukturi ili funkciji. Zavr$ni stadij bubreznog =zatajenja zahtijeva
nadomjestanje bubrezne funkcije dijalizom, $to je neophodno kada je izgubljeno 85 — 90 %

funkcije zdravog bubrega, uz GFR 8 — 10 ml/min, a u nekim slu¢ajevima i ranije (6). Metode



nadomjesnog lijeCenjukljucuju hemodijalizu, peritonejsku dijalizu te transplantaciju bubrega

kao optimalnu metodu nadomjesnog lijecenja (6).

Dijagnostika patoloskog stanja i1 bubrezne bolesti ukljuCuje uzimanje iscrpnih
anamnestickih podataka, sa stavljanjem naglaska na simptome, upalna zbivanja, izlaganje
tvarima koje mogu ostetiti bubreg, obiteljsku anamnezu za bubrezne bolesti, uz klinicki pregled.
Osnovnu paletu dijagnostickih testova Cini pregled krvi i1 urina, u prvom redu razina uree,
kreatinina i elektrolita iz krvi te acido-bazni status. Bazi¢ni pregled urina daje nam uvid u razinu
pH, specifi¢nu tezinu, prisutnost glukoze, ketona, nitrita, krvi i albumina u urinu (pregled urina
trakicom), a mikroskopska analiza sedimenta u prisutnost abnormalnog broja stanica (leukocita,
eritrocita) te prisutnost cilindara i kristala (21). Procjena filtracijske sposobnosti bubrega
obavlja se izraunom glomerularne filtracije (GFR), odnosno klirensa endogenog kreatinina
temeljem vrijednosti iz krvi i skupljenog 24-satnog urina, $to znaci procjenu koli¢ine krvi koja
se u jedinici vremena ocisti od kreatinina (22). Osim navedenog, pregled 24-satnog urina daje
nam uvid 1 u otklone u izlu€ivanju pojedinih elektrolita i drugih supstancija, albumina i
nealbuminskih bjelan¢evina uz moguénost kvantifikacije te osmolalnosti urina kao pokazatelja
koncentracijske sposobnosti bubrega (22). Osnovna je metoda za detektiranje morfoloskih
otklona ultrazvuk, a sofisticiranije su metode u pretrazivanju za bubreznu bolest scintigrafija
bubrega (dinamicka i stati¢ka), radioloSke beskontrastne 1 kontrastne pretrage (urografija), CT
1 MRI (23). Kada etiologija bolesti nije jasna, zlatni je standard dijagnostike biopsija bubrega
uz pregled bioptickog materijala svjetlosnim mikroskopom (SM), elektronskim mikroskopom

(EM) te imunofluorescentnom mikroskopijom (IF) (2).

Danas se koristi vise standardnih tehnika bojenja za pregled svjetlosnom mikroskopijom
(hemalaun eozin bojenje, PAS, Masson's trikrom, Jones bojenje srebrom) (2).
Imunofluorescentne tehnike koriste se za detekciju specifi¢nih protutijela, bjelancevina, fibrina
te depozita komplementa 1 u suvremenoj nefropatologiji neizostavan su alat za preciznu
dijagnostiku, poglavito bolesti glomerula (2). Elektronsko-mikroskopske pretrage jo§ uvijek
nisu Siroko dostupne, ali su nuzne za dijagnostiku pojedinih klinickih entiteta kao $to je bolest
minimalnih promjena (BMP), hereditarni nefritis, za razlikovanje primarne od sekundarne
fokalne segmentalne glomeruloskleroze (FSGS), kao 1 za finije strukturiranje te procjenu
stupnja pojedinih bolesti (primjer je membranska nefropatija, MN) (24). Pokazano je da je
ultrastrukturna analiza EM, uz standardni pregled SM i IF, nuzna za postavljanje pravilne

dijagnoze u petini ukupno analiziranih slucajeva (25).



1.3. BubreZne bolesti

BubreZne bolesti ¢ine heterogenu skupinu poremecaja bubrezne strukture i funkcije (26,
27, 28). Cesto su asimptomatske ili pak oligosimptomatske i prezentiraju se nespecifi¢nim
simptomima ¢ak i u uznapredovalim stadijima (27). Svega je nekoliko klinickih sindroma usko
specificnih za bolesti bubrega i Cesto su potrebne dopunske laboratorijske pretrage u cilju

definiranja pojedinacnog klinickog sindroma (26).

1.3.1. Podjela bubreZnih bolesti

Prema patofizioloSkom mehanizmu, bubrezne bolesti mogu se okvirno podijeliti u
imunoloski posredovane, bolesti bubrega koje su posljedica tkivne hipoksije, odnosno ishemije,
bolesti nastale toksi¢nim djelovanjem egzogenih (npr. lijekovi) ili pak endogenih tvari
(hiperglikemija, paraproteini i dr.) te genetski odredene, a ovisno o mjestu primarne i
prevladavajuée ozljede na bolesti glomerula, tubulointersticija te vaskularne bubrezne bolesti.
Neovisno o uzroku, odnosno primarnoj ozljedi, konacni je rezultat kroni¢ne bubrezne bolesti

glomeruloskleroza i fibroza tubulointersticija (28).

Bolesti glomerula mogu biti nasljedne, primjer ¢ega jest hereditarni nefritis — Alportov
sindrom (AS), X-vezana mutacija alfa 5 lanca kolagena bazalne membrane te bolest tankih

membrana (28).

Stecene glomerularne bolesti sukladno patohistoloSkom uzorku mogu biti:

- proliferacijske, s odloZenim imunoglobulinima ili bez odloZenih imunoglobulina i s
razli¢itim stupnjem upale; primjer su lupus nefritis, anti-GBM bolest/sindrom,
postinfekcijski glomerulonefritis (PIGN, s depozitima) te pauci-imuni GN (bez
depozita)

- neproliferacijske (bez proliferacije stanica i upale); u ovoj su skupini fokalna
segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) 1 bolest minimalnih promjena (BMP) kao
bolesti bez depozita te membranska nefropatija (MGN) s odlaganjem depozita u
bazalnoj membrani

- bolesti glomerula u sklopu sistemskih bolesti, kao Sto su dijabeticka nefropatija,

amiloidoza i paraproteinemije (28).



U skupini neproliferacijskih bolesti, kao i u dijabetickoj nefropatiji promjene podocita
imaju srediSnju ulogu (29). Proliferacijske bolesti, naprotiv, mogu biti posljedicom odlaganja
imunokompleksa (poststreptokokni GN, hepatitis C vezani krioglobulinemicki GN), stvaranja
antitijela protiv komponentni bubreznog tkiva (Goodpasteurov sindrom ili anti-GBM bolest) te
ANCA (antitijela protiv neutrofilnih citoplazmatskih antigena) posredovane (30). Imuni
kompleksi mogu biti deponirani u mezangiju (IgA nefropatija, HSP), subendotelno (LN stadij
III, MPGN) ili subepitelno (MGN ili LN stadij V). Odlozeni ili u tkivu stvoreni
imunokompleksi pokrec¢u lokalnu upalnu reakciju s aktivacijom komplementa i ozljedom (28).
T-stanice mogu biti vazan medijator, odnosno modulator produkcije nefritogenih protutijela,
poglavito u pauci-imunom GN-u. Topivi ¢imbenik T-limfocita ima takoder ulogu u patogenezi
bolesti minimalnih promjena i FSGS (30). Posljedica glomerularne upale moZe biti djelomicni
ili potpuni oporavak ili pak fibroza razli¢itog stupnja, u ¢ijem nastanku bitnu ulogu ima TGF

beta i CTGF (31).

Neimunoloske bolesti glomerula mogu biti hemodinamski uvjetovane, metabolicke 1
toksicne, te djelovati izolirano ili pak udruzeno s imunoloSkim ¢imbenicima. Primjer su
sistemska arterijska hipertenzija te glomerularna hipertenzija, zadnja kao normalni adaptivni

mehanizam u ostatnim funkcionalnim nefronima (28, 31).

Tubulointersticij ¢ini vise od 90 % bubreZzne mase te stoga nije neobi¢na ¢injenica da je
stupanj ozljede tubulointersticija, ¢ak i1 kod primarnih bolesti glomerula, prognosti¢ki vazan
¢imbenik (28). Bolesti tubulointersticija mogu biti prirodene (primjer je policisticna bolest
bubrega) (32) ili steCene, uvjetovane imunoloskim mehanizmima (tubulointersticijski nefritis)
pokrenutim razli¢itim uzrocima (npr. lijekovi, infektivni uzrocnici), toksi¢nim ucinkom
endogenih (npr. laki lanci proteina, albumin, hemoglobin i mioglobin kod rabdomiolize 1

hemolitickih kriza) ili egzogenih tvari (lijekovi, teSki metali) (33).

Ishemija u sklopu promjena velikih krvnih Zila bubrega (npr. kod tromboemboli¢kih
indidenata), odnosno malih krvnih Zila bubrega (mikroangiopatije, maligna

nefroangioskleroza,) mogu takoder dovesti do akutnih i kroni¢nih ozljeda bubrega (34).



1.3.2. Definicija i stadiji bubreZne bolesti

Bubrezne bolesti dijele se na akutne i kroni¢ne (26). Danas su opéeprihvacene definicije
pojedinacne grupe bolesti prema smjernicama radnih grupOa eksperata iz podrucja nefrologije:
National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative guidelines (NKD-
KDOQI), Canadian Society of nephrology (CNS), Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO 1 European Renal Best Practices (ERBP) (26, 27). Potreba jedinstvene i
racionalne definicije bubreznih poremecaja, kao i klasifikacija bubreznih bolesti nuzna je u cilju
bolje komunikacije klini¢ara u nefroloskoj zajednici, kao i izmedu nefrologa i ostalih
medicinskih struka te Sire javnosti, a u cilju rane detekcije i lijeCenja. Vode¢i su kriteriji nuzni
za definiciju poremecaja strukturne abnormalnosti 1 funkcionalni parametri. Strukturni
poremecaji  podrazumijevaju makroskopske i one dobivene patohistoloskim pregledom
biopti¢kog materijala bubrega. Funkcionalni se poremecaji definiraju temeljem postojeéih
znakova 1 simptoma te laboratorijskih pretraga, Sto ukljucuje odredivanje razine ostatnih
spojeva duSika u krvi, pregled sedimenta urina, odredivanje ACR-a, statusa elektrolita,
kiselosti krvi te drugih laboratorijskih otklona vezanih za poremecaj funkcije bubreznih tubula,
veli¢inu glomerularne filtracije, a sve navedeno uklopljeno u vremenski okvir u kojem se

poremecaji pojavljuju i perzistiraju (26, 35).

Akutna bubrezna bolest (ABB) prema definiciji ukljucuje akutno bubrezno osteenje
(ABO), definirano iznenadnim 1 naglim (svakodnevnim) porastom serumskog kreatinina u
vremenu do tjedan dana, odnosno pogorSanjem filtracijske funkcije bubrega, a §to je udruzeno
s promjenama u krvi i urinu, morfoloSkim promjenama utvrdenim radioloskim i1 drugim
pretragama ili nalazom biopsije bubrega, u vremenskom okviru < 3 mjeseca (26). Kroni¢na
bubrezna bolest (KBB) definirana je strukturnim ili funkcionalnim poremecajima, s
pridruZzenim smanjenjem filtracijske sposobnosti bubrega ili bez njega, odnosno s
glomerularnom filtracijom GFR < 60 ml/min, a koje traju > 3 mjeseca (27). Prema KDIGO
smjernicama iz 2012. godine kroni¢na bubrezna bolest klasificira se prema vrijednosti
glomerularne filtracije, razini albumina u urinu te uzroku kroni¢énog bubreznog zatajenja (35).
Sukladno smjernicama, pet je stupnjeva KBB-a: G1: GFR > 90 ml/min, G2: GFR > 60 — &9
ml/min, G3a: GFR 45 — 59 ml/min, G3b: GFR 30 — 44 ml/min, G4: GRF 15 — 29 ml/min, G5:
terminalna bubrezna bolest (ESRD, end-stage renal disease) s GFR < 15 ml/min ili potrebom
za nekim od modaliteta nadomjesnog lijeCenja definitivnog bubreznog otkaza, dijalizom ili

transplantacijom bubrega (35).
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GFR se jednostavno moze izracunati iz kalibriranog serumskog kreatinina koriStenjem
jedne od raspolozivih formula, kao $to je MDRD (engl. Modification of Diet in Renal Disease),
Cockroft-Gaultova formula te CKD-EPI, ili izracunom klirensa kreatinina iz krvi 1 24-satnog
urina. Svaka od ovih metoda ima neke nedostatke, Sto moze imati za posljedicu precjenjivanje
ili podcjenjivanje glomerularne filtracije u pojedina¢nim slucajevima te je potrebno poznavanje
odredenih klinickih situacija u kojima je primjena pojedine metode manje pouzdana. Uopceno,
kod znatno narusene bubrezne funkcije, poglavito u zavrSnom stadiju, najadekvatnija je
procjena ostatne bubrezne funkcije, odnosno glomerularne filtracije uprosjeCenom sumom

klirensa uree 1 kreatinina u 24-satnom urinu (27, 36).

Svaki se stadij KBB-a sukladno preporukama definira i razinom albuminurije u 24-
satnom urinu, odnosno omjerom albumin/kreatinin u uzorku urina (ACR), kako slijedi: Al:
ACR < 30 mg/g (uredan nalaz), A2: ACR 30 — 300 mg/g, i A3: ACR > 300 mg/g te uz
pridruzenu oznaku uzroka KBB-a (ako je poznat) (35). Albuminurija (AER > 30 mg/24 h; ACR
> 30 mg/g, odnosno > 3 mg/mmol) nije samo pokazatelj oSte¢enja bubrega vec¢ je 1 pokazatelj
endotelnog poremecaja na sustavnoj razini te je vazan pokazatelj rizika loSeg klinickog ishoda
(35, 36, 37). Ova Kklasifikacija (CGA klasifikacija: engl. cause, glomerular filtration rate,
albuminuria) bazirana na trima dimenzijama KBB-a na jednostavan nacin daje vrijednu
informaciju procijenjenog rizika i prognoze buducéih zbivanja, §to se odnosi na gubitak
bubrezne funkcije, sr€ano-zilne dogadaje i prijevremeni smrtni ishod (35). Time ova
klasifikacija predstavlja temelj za planiranje 1 implementaciju preventivnih mjera 1 postupaka,
prilagodbu ritma pracenja 1 terapijskih postupaka, a u cilju poboljSanja sveukupnog ishoda za

pojedinog bolesnika (35, 38).
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1.3.3. Epidemiologija, uzrocni ¢imbenici i ¢cimbenici progresije kroni¢nih bubreznih

bolesti

Bubrezne su bolesti rastuci javnozdravstveni problem i zahvacéaju viSe od 850 milijuna
osoba u svijetu (39, 40). Zastupljenost ovog problema znatno varira u pojedinim dijelovima
svijeta, jednako kao i detekcija bolesti i lijeCenje. Procjenjuje se da je prevalencija KBB-a u
svijetu 11 — 13 %, s najve¢im brojem oboljelih u stadiju 3 (41). Prevalencija i incidencija KBB-
a pokazuju trend porasta, Sto je vezano za porast prevalencije glavnih uzroka: Se¢erne bolesti
tipa 2, hipertenzije i pretilosti (39, 42, 43). Vazan ¢imbenik koji doprinosi porastu svakako je 1
produzenje zZivotnog vijeka svjetske populacije (44). Poboljsanje medicinskih intervencija i
skrbi te vec¢e odvajanje za zdravstvenu skrb imaju za posljedicu dulje prezivljenje u opcoj
populaciji, pa tako i u populaciji bubreznih bolesnika (44, 45, 46). Uvodenje mnogobrojnih
sofisticiranijih izvantjelesnih metoda nadomjesnog lijeCenja bubreznog otkaza, poglavito
kontinuiranih metoda kod kriti¢éno bolesnih pacijenata u jedinicama intenzivne skrbi, znatno

su poboljsali ishod lijecenja, ali su povecali 1 broj kroni¢nih bubreznih bolesnika (45, 46).

Vode¢i uzroci, tzv. tradicionalni ¢imbenici odgovorni za globalni porast populacije
bolesnika s KBB-om jesu dijabetes, arterijska hipertenzija i debljina (47). Seéerna bolest tipa 2
vode¢i je uzrok KBB-a diljem svijeta (35). Prema izvjeStaju Chana i suradnika, 2016. godine
1 od 11 odraslih stanovnika u svijetu bolovao je od dijabetesa (42). Prema izvjeStajima USRDS-
a u SAD-u polovina bolesnika s ERDS-om ima dijabeti¢ku nefropatiju (48, 49, 50). Oko jedna
milijarda svjetske populacije osobe su s poviSenim krvnim tlakom, a arterijska hipertenzija
drugi je vodeci uzrok bubreznog zatajenja, s 15 —30 % bolesnika u zavr§nom stadiju bubrezne
bolesti (51). Vise od 90 % bolesnika s uznapredovalom bubreznom bolesti ima arterijsku
hipertenziju (43), a adekvatna kontrola arterijskog tlaka vazna je mjera kojom se usporava

gubitak bubrezne funkcije, odnosno progresija KBB-a (35).

Glomerulonefritis je uzrok ESRD-a u manje od 10 %, a cisti¢ne bubreZne bolesti u 2 —
3 % bolesnika s ESRD-om; svi ostali uzroci ESRD-a manje su zastupljeni (5). Procjenjuje se
da je broj bolesnika u zavrSnom stadiju glomerularnih bubreznih bolesti ovisnih o
nadomjesnom lijeCenju u porastu 1 varira od 6, 5 do 27 milijuna osoba godisnje (50, 52). Vazno
je spomenuti povijest epizode akutnog oStecenja bubrega (AOB) kao znatnog ¢imbenika rizika

1 uzroka KBB-a (53).
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Velik broj bubreznih bolesti ocituje se istim ili sli¢cnim klinickim sindromima; biopsija
je bubrega u takvim slucajevima zlatni standard konac¢ne dijagnoze (24). U Hrvatskoj se
posljednjih godina radi na formiranju nacionalnog registra biopsijom dokazanih bubreznih
bolesti u odrasloj i u pedijatrijskoj populaciji. Postojanje ovakvih registara na nacionalnoj razini
¢ini bazu podataka potrebnih za bolje razumijevanje etiopatoloskog aspekta bolesti te
identifikaciju i pracenje ¢imbenika vezanih za progresiju bolesti. Nadalje, kombiniranje ovih
podataka s onima iz nacionalnog registra nadomjesnog lijeCenja pruza nam uvid u dugoro¢no

ponasanje i prognozu pojedinih bubreznih bolesti (24, 54).

Retrospektivna epidemioloska studija zastupljenosti biopsijom dijagnosticiranih
bubreznih bolesti u odrasloj populaciji u splitsko-dalmatinskoj regiji u 20-godiSnjem razdoblju
pokazala je najvecu zastupljenost IgA GN-a (21 %), FSGS-a (19 %) i MN-a (13 %),
zastupljenost LN-a, BMP-a i MPGN-a bila je po 8 % za svaki entitet, dok su ostale bubrezne
bolesti zabiljeZzene u znatno manjem postotku. Ovi su podatci u suglasju s rezultatima studije
provedene u tercijarnim centrima u Zagrebu (24); u vecini izvjeStaja svjetskih
nacionalnih/regionalnih centara MN je druga po ucestalosti nakon IgA GN-a (54). Prema
rezultatima recentno objavljene studije provedene u KBC-u Split u pedijatrijskoj populaciji
najcesci je nalaz bio IgA GN (24 %), BMP (17 %) i HSP (15 %) te AS 1 FSGS s po 11 % (55).
Navedeni rezultati su u nesuglasju s podatcima starije epidemioloSke studije pedijatrijske
populacije provedene u KBC-u Split, gdje je MePGN bio naj¢es¢i patohistoloski obrazac (28

%) (56); razlicitost rezultata objasnjava se reklasifikacijom patohistoloskog nalaza (55).

Najcesca indikacija za biopsiju bubrega u odrasloj populaciji u KBC-u Split bila je
nefrotski sindrom (64 %), asimptomatski nalaz u urinu (13 %) te akutno bubrezno zatajenje (9

%), S$to je u podudarnosti s ve¢inom izvjestaja iz svjetske literature.

Cimbenici koji su povezani s rizikom pojavnosti i progresije KBB-a jesu tip bubrezne
bolesti, starosna dob, spol, rasa, niska porodajna tjelesna masa, bubrezna bolest u ¢lanova
obitelji, razina glomerularne filtracije, ukupna razina albumina/proteina u mokraci, loSe
kontrolirana hiperglikemija 1 arterijska hipertenzija, puSenje, pretilost te anamneza sréano-
zilnih bolesti (26, 48). Za primjer, Afroamerikanci su posebno podlozni razvoju KBB-a (57),
kao 1 osobe visoke Zivotne dobi (58) te osobe niske porodajne teZine, §to podrazumijeva manji
broj nefrona pri rodenju (59, 60), muskarci vise nego zene (61,62). Parenhimne 1 zilne

promjene te pad minutnog volumena srca kao posljedice fizioloSkog procesa starenja
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dovode do smanjenja klirensa kreatinina. Izmedu 30. i 75. godine zivota prosje¢no godisSnje
smanjenje u inace zdrave odrasle osobe iznosi od 0,7 do 0,9 ml/min/1,73 m? povrsine tijela na
godinu) (61, 63). Prema izvjestajima NKD-KDOQI-ja, procjenjuje se da vise od polovine starije
populacije ima KBB 3. — 5. stadija (GFR < 60 ml/min) (61).

Kroni¢na izloZenost nefrotoksicnim tvarima, kao Sto su analgetici, uzivanje alkohola,
uporaba sredstava ovisnosti, infekcije kao hepatitis C, B, HIV, maligne bolesti i ranije epizode
AOB-a (neovisno o uzroku) daljnji su ¢imbenici rizika KBB-a (47, 48). Medu novijim
prepoznatim ¢imbenicima spominju se 1 apneja tijekom sna (OSA, engl. obstructive sleep
apnea) (48, 64), povisene serumske razine mokraéne kiseline (48, 65), bolesti periodonta (48,

66) te ubrzan rad srca (48, 67).

1.3.4. KBB i sréano-Zilne bolesti

Kroni¢na bubrezna bolest poznati je ¢imbenik rizika sveukupne smrtnosti te smrtnosti
vezane za sréano-zilne bolesti (SZB) (36). Sréano-zilne bolesti primarni su uzrok morbiditeta i
mortaliteta u razvijenim zemljama i zemljama u razvoju, a KBB je prepoznat kao jedan od
najsnaznijih i neovisnih ¢imbenika rizika i akcelerator za razvoj sr¢ano-zilnih bolesti i zbivanja
(68). Uzro¢nost KBB-a i SZB-a prvi je put prepoznao 1936. godine dr. Richard Bright, to je
naknadno potvrdeno mnogobrojnim epidemioloskim studijama (69). Rizik SZB-a raste s
pogorSanjem ekskrecijske bubrezne funkcije 1 porastom proteinurije (70). Prema dostupnim
izvjestajima prevalencija SZB-a u bolesnika s KBB-om udvostruéena je u odnosu na
nebubreznu populaciju (52) te zapravo vecina bolesnika u stadiju 3 i 4 KBB-a (GFR 30 — 60
mL/min / 1,73 m2) umire od src¢ano-zilnih bolesti prije zavrSnog stadija (71). 50 % bolesnika
u zavr$nom stadiju KBB-a umire od SZ uzroka (71, 72). Procjenjuje se da je u populaciji
bolesnika u zavr$nom stadiju KBB-a smrtnost od SZB-a 15 do 30 puta veéa negoli u istim
dobnim skupinama u op¢oj populaciji (73, 74), Sto se odnosi na sve dobne skupine, a poglavito
na one mlade zivotne dobi (25 — 34 godine), gdje je smrtnost od sr¢ano-Zilnih bolesti do 500

puta veéa u odnosu na osobe s urednom bubreznom funkcijom (71).

Tradicionalni ¢imbenici rizika SZB-a kao visoka Zivotna dob, arterijska hipertenzija,
dislipidemija, Secerna bolest, puSenje i pretilost ¢esti su u populaciji kroni¢nih bubreznih
bolesnika (75, 76). Ovim se ¢imbenicima pridruzuju i tzv. netradicionalni, usko specifi¢ni

ili bar znatno ¢e$¢i u ovoj populaciji bolesnika u odnosu na opéu populaciju:
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albuminurija/proteinurija, anemija, hiperperatireoidizam, odnosno mineralno-koStani
poremecaj, hiperhomocisteinemija, proteinsko-energetska pothranjenost, upala, disfunkcija
endotela i oksidativni stres. Netradicionalni ¢imbenici imaju znatan aditivni ucinak na

progresiju ateroskleroze 1 arterioloskleroze te progresiju KBB-a (75).

Postupci lijeCenja dijalizom spadaju medu najskuplje postupke lijecenja. Sveukupni
troSkovi lijeCenja bolesnika s KBB-om koji se izdvajaju iz zdravstvenog proracuna u razvijenim
zemljama procjenjuju se na 1, 3 % (73, 74), od Cega je 13 % vezano za troskove lijeCenja
preboljelih velikih SZ-dogadaja, kao $to je infarkt miokarda i mozdani udar u kroni¢nih

bubreznih bolesnika (76, 77).

Slijedom izlozenog, jasna je potreba prevencije te rane detekcije 1 lijeCenja bubreZne
bolesti, neovisno u uzroku. Patofiziolo$ki mehanizmi 1 riziéni ¢imbenici kroni¢ne bubrezne
ozljede u pojedinim bubreznim bolestima 1 danas se intenzivno istrazuju s ciljem prevencije,
pravovremenog 1 ciljanog lijecenja, a u cilju spreavanja, odnosno barem usporavanja
napredovanja 1 posljedica KBB-a. Specificni ¢imbenici 1 biljezi mogu se koristiti za

proucavanje razvojnih putova i promjena u bubreznim bolestima.

U ovom istrazivanju koriste se dva biljega, SATB1 i PTEN.
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1.4. SATBI (engl. Special AT- rich sequence Binding protein)

SATBI je tkivno specificna jezgrina matriks vezujuca bjelancevina, odgovorna za
regulaciju strukture kromatina i izrazaj tkivnih specifi¢nih antigena (78, 79). Gen koji kodira
SATBI1 lokaliziran je na kromosomu 3p23, a bjelancevina koju kodira sadrzi 763
aminokiseline (78). SATBI1 organizira nuklearni matriks i DNK u jedinstvenu nuklearnu
strukturu (80, 81) te sposobnoscu utjecaja na gensku ekspresiju sudjeluje u razlicitim
procesima kao Sto su proliferacije, diferencijacija, apoptoza i DNA reprogramiranje,
omogucavajuci prilagodbu stanice na unutarnje s vanjske promjene (81). SATB1 regulira
gensku ekspresiju dvojako: izravnim ucinkom na ciljne gene ili se pak kao odgovor na
pojedine signale veze za odredene strukture matriksa mijenjajuci kromatinsku strukturu (82)
1 time dostupnost za transkripcijske/rekombinacijske ¢imbenike, s posljedicnom represijom

ili supresijom genomske aktivnosti (83, 84).

U normalnim okolnostima, odnosno u zdravim tkivima SATBI ekspresija slabo je
izrazena (78, 79), osim u T-limfocitima i ranim stadijima eritroidnih stanica, gdje ima vaznu
ulogu u razvoju, diferencijaciji i odrzavanju stani¢ne homeostaze te odgovoru na razlicite
podrazaje (78, 85). Osim u T-stanicama, u fizioloSkim uvjetima SATB1 vrlo je slabo izrazen
1 u drugim stanicama limfnog tkiva i koStane srzi te u drugim tkivima kao S§to su mozak,
slijepo crijevo, pluca, prostata, slezena, Stitnjaca, bubreg, mokra¢ni mjehur 1 drugo (80).

SATBI regulira ekspresiju viSe od 1 000 gena koji su ukljuceni u 61 bioloski proces (78).

Povecan izrazaj SATB1 pronaden je u stanicama razli¢itih vrsta karcinoma, kao §to
su karcinom bubrega, dojke, prostate, jajnika, kolorektalni karcinom, karcinom pluca,
melanom, gliom (80, 81, 83, 85-90), a dokazan je i porast njegova izrazaja s rastom tumorske
mase 1 u udaljenim metastazama (81, 86, 88 — 91). Studija Tu i suradnika dokazala je da
SATBI1 moze utjecati na povecanje tumorske mase poticanjem ekspresije vise od 100 gena
vezanih za tumorski rast i metastaze te smanjujuci ekspresiju tumor-supresorskih gena (81).
Istrazivanja su pokazala da je povecani izrazaj SATB1 vezan za epitelno-mezenhimalnu
tranziciju (EMT), s posljediéno smanjenom medustaniénom povezanoséu, povecanom
agresivnosti tumora i pove¢anom smrtnosti (92, 93, 94). Povecani izrazaj SATB1 moze
preko EMT-a biti pokazatelj napredovanja agresivnog fenotipa karcinoma bubreznih
stanica, njegove invazije 1 metastaziranja (81). Povecana ekspresija SATBI nadena je u

bubreZznom tkivu dijabeti¢nih miSeva tijekom starenja (94). U studiji Zhu i suradnika
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pokazana je pojac¢ana apoptoza podocita, hipertrofija mezangija i fibrogeneza uz pojacanu

ekspresiju SATB1 1 aktivaciju Wnt/B-katenina u dijabetickih miSeva (95).

1.5 PTEN (engl. Phosphatase and Tensin Homolog)

PTEN (engl. Phosphatase and TENsin homolog) otkriven je 1997. godine kao tumor-
supresorski gen, lociran na kromosomu 10g23 (96, 97). Bjelan¢evina koju kodira u bazi¢noj
formi sadrzi 403 aminokiseline (97). Strukturnu domenu ovog proteina Cini tenzin, a kataliticka
domena ima aktivnost fosfataze dvojne specifi¢nosti, €iji su ciljni supstrat bjelancevine i lipidi
(98, 99) te pokazuje ucinke u citoplazmi i stani¢noj jezgri (100). PTEN je glavna komponenta
signalnog puta fosfatidilinozitid 3-kinaze/bjelancevinske kinaze B (101), pri ¢emu mu je uloga
ograniCavanje njegove aktivnosti (102). Aktivirana fosfatidilinozitol 3-kinaza fosforilira lipide
stanicne membrane formirajuc¢i oblik fosfatidilinozitol 3, 4, 5 trifosfatazu (103), a Akt,

serin/treonin kinaza interakcijom s fosfoinozitidima veze se na membranu te biva aktivirana

(102, 104).

Aktivirani Akt fosforiliranjem vise od 100 unutarstani¢nih bjelancevina ima Sirok
raspon ucinka na stanice (105, 106), §to se odnosi na regulaciju stani¢nog metabolizma, rasta,
proliferacije, migracije apoptoze (100, 101, 105). PTEN defosforilira fosfatildilinozitol 3-fosfat
¢ime se zaustavlja daljnja aktivacija ovisnih kinaza PI3K i AKT (105). PI3K/AKT c¢esto je u
interakciji s drugim unutarstanicnim signalnim putovima te je reguliran viSestrukim
mehanizmima (104, 105, 106). Nalazi se u mnogim tkivima kao S§to su slijepo crijevo,
nadbubrezna Zlijezda, koStana srz, masno tkivo, mozak, debelo crijevo, dvanaesnik, maternica,
slezena, mokraéni mjehur, bubreg, prostata (94). PTEN-Long, sekrecijska translacijska
varijanta PTEN-a, ima aktivnost fosfataze 1 peterostruko vec¢i afinitet za ciljni supstrat te
sposobnost transmembranskog 1 medustani¢nog prijenosa u egzosomima (100). Smanjene
razine PTEN-Long nadene su u serumu 1 tkivu bolesnika s karcinomom bubrega 1 nefritisom,

Sto ga Cini potencijalnim biomarkerom za dijagnozu i lijeCenje nefritisa (107, 108).

PTEN djeluje 1 putovima neovisnim o signalnom putu PI3K/AKT (100). Ispoljava i
aktivnost protein fosfataze, Sto je odgovorno za pojedine bioloske ucinke kao $to je inhibicija
stani¢ne migracije i zaustavljanje stani¢nog ciklusa (100, 109, 110). U stani¢noj jezgri PTEN
sudjeluje u odrzavanju integriteta, reparaciji i stabilnosti kromatinske strukture (99) te podrzava

degradaciju pojedinih onkoproteina (101). Na taj nacin, putovima ovisnim i neovisnim o
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signalnoj kaskadi PI3K/AKT, PTEN ima vaznu ulogu u regulaciji genomske stabilnosti,
stani¢nog rasta, obnove i1 migracije (98) te djeluje proapoptoticki i tumor-supresorski (100,
111). Smanjeni ili pak potpuni gubitak aktivnosti PTEN-a kao posljedice somatskih mutacija

ili pak uzrokovan epigenetskim mehanizmima opisan je u nizu humanih malignoma (100).

Nasljedni gubitak PTEN-aktivnosti manifestira se u nekoliko tzv. PTEN hamartom
sindroma (112, 113, 114). PTEN ima ucinka i u mehanizmima prirodene i steCene imunosti
(98) te time pored tumorigeneze i u patogenezi autoimunih bolesti (115 — 121). Smanjena
ekspresija PTEN-a nadena je u podocitima i mezangijskim stanicama dijabetickih
eksperimentalnih Zivotinja te u covjeka (122), kao i u epitelnim stanicama bubreznih tubula
dijabeti¢nih Stakora (123). Studija Gao 1 Han pokazala je supresijsku ulogu PTEN-PI3K/AKT
u patogenezi mezangijske upale 1 proliferacije (124). Smanjen izrazaj PTEN-a dovodi do
pojacanog izrazaja TGF beta 1 ciljnih gena te aktivacije p53 i SMAD 2/3 signalnog puta, ¢ime
potencira razvoj fibroze u bubregu (125). Aktivacija PTEN signalnog puta uz PTEN depleciju

s posljedi¢nim razvojem fibroze dokazan je i u drugim tkivima (102, 126, 127).

Pokazano je da PTEN ima ulogu i u ozljedi bubrega posredovanoj lijekovima. U akutnoj
bubreznoj ozljedi uzrokovanoj cisplatinom smanjena ekspresija PTEN-a i smanjena p53
aktivnost rezultirala je povecanjem upalne aktivnosti i apoptoze stanica (128). Kroni¢ne
bubrezna ozljeda kao posljedica primjene ciklosporina u pokusnih Zivotinja bila je povezana sa
smanjenjem ekspresije PTEN-a s posljedicom EMT-a (129). Inhibicija PTEN-aktivnosti
modulacijom PI3K/Akt povecava fibrozu bubrega u eksperimentalnih Zivotinja nakon
ishemija/reperfuzija ozljede (130, 131). U studiji Bao i sur. smanjena ekspresija PTEN-a uz
povecanu aktivnost Akt-a nadena je u podocitima i tubularnim epitelnim stanicama bolesnika s
IgA nefropatijom (132). U bolesnika s lupus nefritisom dokazana je negativna sveza stupnja
izrazaja PTEN-a 1 stupnja proliferacije u glomerulu (133), a inducirano povecanje izrazaja
PTEN-a u pokusnih Zivotinja supresijom signalnog puta PI3K/Akt imalo je za posljedicu
smanjenje aktivnosti bolesti (134). PTEN je regulator metabolizma glukoze, masti i
mitohondrijskog metabolizma te PI3K/Akt ovisnim i neovisnim putovima smanjuje osjetljivost

na inzulin 1 inhibira stani¢ni rast i prezivljavanje (99).

Prema nasim saznanjima dosad nije objavljena studija koja istrazuje izraZaj obaju

biljega u humanim nemalignim bubreznim bolestima.
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2. CILJ RADA I HIPOTEZA

Cilj ovog istrazivanje bilo je dobivanja uvida u izrazaj imunohistokemijskih biljega
SATBI1 i PTEN-a u stanicama humanog bubreznog tkiva, i to u stanicama glomerula,
proksimalnog i distalnog tubula, u zdravom bubregu i u bubrezima zahvaéenim nekim

oblikom primarne ili sekundarne bubrezne bolesti, isklju¢ujuéi maligna oboljenja.

Pretrazivanjem literature dosad objavljenih rezultata istrazivanja vezanih za ovu
temu, evidentno je da postoji dosta neistrazenog. Naime, dosad su objavljeni rezultati
istrazivanja pojedinacnih biljega, SATBI1 ili PTEN-a u malignoj bolesti bubrega, kao i
pojedinacne studije koje se odnose na izrazaj PTEN-a u pojedinim nemalignim bubreznim
bolestima te samo jedna studija koja je pratila izrazaj obaju biljega u dijabeti¢kih pokusnih
zivotinja. Pretrazivanjem dostupne literature nismo pronasli istrazivanja istovremenog
izrazaja obaju biljega u humanim bubrezima zahvac¢enim nekim oblikom nemaligne bolesti,
kao niti pojedinacnog istraZivanja izrazaja SATBI1. Respektirajuéi saznanja dosad
objavljenih studija, misljenja smo da se radi o interesantnom 1 Siroko neistrazenom podrucju
te da ¢e rezultati i spoznaje ove studije dati okvirna saznanja o ponaSanju i vaznosti izrazaja
pojedinih biljega u humanim bubreznim bolestima te ih u perspektivi pozicionirati kao

dijagnosticke i1 prognosticke ¢imbenike te potencijalni terapeutski cilj.

Sporedni ciljevi istrazivanja:

a) Primjenom dvostrukog bojenja (imunofluorescencije) istraziti raspodjelu pojave
biljega SATB1 i PTEN-a, kao i jacinu njihova izraZaja u tkivu zdravog bubrega te
u tkivu bubrega koji je izmijenjen zbog utjecaja bolesti.

b) Primjenom dvostrukog bojenja (imunofluorescencije) usporediti stopu izrazaja i
ja€inu izrazaja biljega SATB1 1 PTEN-a u razli€itim bubreZznim strukturama
(glomerul, proksimalni 1 distalni tubul) izmedu zdravog bubreZznog tkiva 1 tkiva
izmijenjenog zbog utjecaja bolesti.

¢) Opservacija razlika u intenzitetu 1 raspodjeli izrazaja biljega SATB1 1 PTEN-a kod

pojedinih bubreznih bolesti prema stupnju proliferacije/upale.

S obzirom na dosadaS$nja saznanja, oCekivan je povecan izrazaj biljega SATBI, a

smanjen izrazaj PTEN-a u tkivu bubrega zahvac¢enim boleS¢u u odnosu na zdrave bubrege.
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Pretpostavka je bila da ¢e promjene biti najizrazenije u pojedinim bubreznim strukturama,
ovisno o vrsti bubrezne bolesti te da ¢e izrazaj biljega SATBI biti ve¢i u skupini bubreznih

bolesti s ve¢im stupnjem proliferacije.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Etika

Istrazivanje je provedeno uz suglasnost Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog
centra Split, u suglasju s postulatima HelsinSke deklaracije.
Istrazivanje je zapoceto 2018. godine u okviru znanstveno-istrazivackog projekta koji je
financirala Hrvatska zaklada za znanost. Doktorska disertacija financirana je projektom
Hrvatske zaklade za znanost: Karakterizacija kandidat gena za kongenitalne anomalije bubrega
1 urotrakta (CAKUT) tijekom razvoja u misa i ¢ovjeka IP-06-2016-2527, a sufinancirana je
sredstvima Programa tehnoloSkog razvoja, istraZivanja 1 primjene inovacija Splitsko-
dalmatinske zupanije pod naslovom JaCanje kapaciteta za razvoj istrazivanja i dijagnostike

bolesti bubrega.

3.2. Sakupljanje tkiva i imunohistokemija

U Zavodu za patologiju KBC-a Split od sije¢nja 2018. do ozujka 2020. godine
prikupljena su 32 uzorka bubreznih tkiva promijenjenih uslijed bolesti, a dobiveni su
perkutanom biopsijom bubrega bolesnika hospitalno lijecenih 1 obradivanih u Zavodu za
nefrologiju 1 dijalizu 1 Zavodu za reumatologiju KBC-a Split. Dijagnosticke biopsije uradene
su pod kontrolom ultrazvuka, uz koriStenje automatskog perkutanog bioptickog instrumenta
(Biopty TM). Dobiveni cilindri tkiva pripremljeni su standardiziranim metodama. Devet
kontrolnih uzoraka ¢inilo je periferno zdravo bubrezno tkivo nakon kirurSkog zahvata zbog
novotvorine bubrega; tri su uzorka naknadno isklju¢ena zbog podatka o poviSenim razinama
glikemije 1z dostupne medicinske dokumentacije, uz pratece patohistoloSke promjene. Uzorci
su pregledani u Zavodu za patologiju KBC-a Split svjetlosnim mikroskopom te metodom
imunofluorescencije. Konacni patohistoloski zakljuCak temeljio se na pregledu uzoraka
elektronskim mikroskopom, S§to je uradeno u Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u

Zagrebu.
Patohistoloske dijagnoze uzoraka bubrega izmijenjenog boles¢u bile su kako slijedi:
IgA nefropatija (IgA GN) 12 uzoraka, Henoch-Schonlein nefritis (HSN) 4, fokalna

segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) 7, bolest minimalnih promjena (MCD) 2, membranska
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nefropatija (MGN) 2, glomerulonefritis s polumjesecima (ANCA udruzen) (CGN) 2,
membranoproliferacijski glomerulonephritis (MPGN) 1, amiloidoza (AM) 1 i hereditarni
nefritis — Alportov sindrom (AS) 1.

Prema stupnju proliferacije/upale uzorci su podijeljeni u dvije interesne grupe:
neproliferacijske (FSGS, BMP,MGN, AS) i proliferacijske (IgAGN, HSN, CGN, MPGN).
Tkivo svih uzoraka fiksiranih u formalinu ugradeno je u parafinske blokove te su uradeni
transverzalni rezovi debljine 5 mikrona na predmetnim stakalcima. Slijedila je deparafinizacija
uzoraka, koji su potom bili rehidrirani u vodi i alkoholu. Nakon kratkog ispiranja destiliranom
vodom uzorci su zagrijavani u natrijskom citratnom puferu (pH 7.0) u mikrovalnoj peénici 12
minuta pri 95° C, te potom ohladeni na sobnu temperaturu. Tako pripremljeni uzorci bili su

spremni za imunohistokemijska bojenja.

Primarna protutijela, kozji antiserum SATB1 (SC-5990, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz, California, USA) i PTEN proc¢i§¢eno misje monoklonalno IgG antitijelo (MAB847,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) razrijedeni su u DAKO REAL otopini u omjerima 1 :
200 odnosno 1 : 100. Pripremljeni su rezovi prekriveni razrijedenim primarnim protutijelima
te su inkubirani tijekom no¢i u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja PBS-om,
uzorci su sat vremena inkubirani u istim uvjetima, prekriveni kombinacijom sekundarnih
protutijela: magare¢im protukozjim imunoglobulinom (teski i laki lanci) (IgG H&L, Alexa
Fluor® 488 konjugirani, ab150129; Abcam, Cambrige, UK), razrijedenim 1 : 400 1 kozjim
protumis§jim IgG H&L [Tetramethylrhodamine(TRITC)-konjugirani] (ab6786) razrijedenim 1
: 300.

Nakon ispiranja PBS-om rezovi su obojeni DAPI-jem (4’ 6-Diaminide-
2’phenylindoledihydrochloride), s ciljem obiljezavanja jezgre. Tako obojeni preparati potom
su pregledani 1 fotografirani uz upotrebu BX51 mikroskopa s DP71 digitalnom kamerom te su
snimke obradene koriStenjem Cell-A Imaging Software for Life Science Microscopy

(Olympus, Tokyo, Japan).

U svakom preparatu analizirane su tri tkivne strukture: glomeruli, proksimalni zavijeni
kanali¢i (PT) i distalni zavijeni kanali¢i (DT). Pregledom na 40 x povecanju u svakom od
navedenih podrucja odabrano je po 10 nepreklapajucih polja za daljnju analizu, a svako je polje

fotografirano na posebnoj snimci. Mikroskopske su fotografije potom uredene te je uradeno
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preklapanje obojenja za pojedine biljege i za jezgru koriStenjem softvera Adobe Photoshop
2017 CC, a kod brojenja stanica pozitivnih za pojedine biljege koriSten je Image] Software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Pomoc¢u ovog programa sva podrucja na
fotografijama podijeljena su na kvadrate veli¢ine 20 pm % 20 um, te smo pri uvecanju x 40
brojili udio pozitivnih stanica u odredenom podrucju, ovisno o prisutnosti pojedinog obojenja
(crvena boja za PTEN 1 zelena boja za SATB1) (slika 1). Pritom su bile prebrojene stanice
isklju¢ivo u kvadratima koji u potpunosti prekrivaju interesno podrucje. U cilju izbjegavanja
opetovanog brojenja iste stanice koristio se svaki drugi uzastopni rez te su analizirane stanice
na desnoj i donjoj granici, a stanice ispod lijevog i gornjeg ruba svakog kvadrata iskljucene su

iz analize. Iz svake fotografije izraCunat je broj pozitivnih stanica na Sest reprezentativnih polja.

Pozitivne su stanice osim brojem zabiljeZene u pojedinim strukturama i prema
intenzitetu bojenja. Broj pozitivnih stanica za svaki tkivni biljeg (SATB1 i PTEN) usporeden
je izmedu pojedinih tkivnih struktura boles¢u promijenjenog i zdravog bubrega te u pojedinim
tkivnim strukturama izmedu kontrolne skupine (zdravih bubrega) i uzoraka bolesnih bubrega

koji su svrstani prema stupnju proliferacije/upale u proliferacijske i neproliferacijske.

Kako bi se utvrdila specifi¢nost protutijela za svako primarno protitijelo, uraden je

predadsorpcijski test s odgovaraju¢im peptidima.

3. 3. Statisticke metode

Broj pozitivnih (imunoreaktivnih) stanica za svaki pojedini biljeg (SATB1 i PTEN)
usporeden je izmedu svih tkivnih interesnih struktura (G, PT, DT), tkiva pojedinih ispitnih

skupina (proliferacijske i neproliferacijske) te tkivnih struktura zdravih bubrega.

Kod analize je koriSten statisticki paket Prism8.00 Windows (GraphPad software, San
Diego, Ca). Usporedba izrazaja ispitivanih biljega u trima skupinama (dvije ispitne i
kontrolnoj), kao 1 izmedu pojedinih tkivnih struktura ispitnih i kontrolne skupine analizirana je
uz primjenu Kruskal-Walis testa za male neovisne grupe te Dunns post hoc testa. Rezultati su
izrazeni srednjom vrijednosti & standardna devijacija. Prihvacena je grani¢na razina statisticke

znacajnosti od 95 % (P < 0.05).
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4. REZULTATI

Ukupan broj stanica pozitivnih za oba markera ponaosob analiziran je u skupinama
bioptickih uzoraka proliferacijskih i neproliferacijskih bubreznih bolesti te u kontrolnoj skupini,
1 to u svim trima interesnim podru¢jima u bubreznoj kori: glomerulima, proksimalnim i

distalnim zavijenim kanali¢ima.

4.1. Distribucija tkivnih biljega SATBI i PTEN u strukturama bubreZne kore u

skupini proliferacijskih i neproliferacijskih bubreZnih bolesti te u zdravom bubreZnom tkivu

Oba biljega, SATB1 i PTEN, nadeni su u stanicama svih tkivnih struktura te u svim

istrazivanim skupinama, s razli¢itom stopom te razli¢itim intenzitetom izrazaja (slika 1).

Slika 1. Reprezentativne fotografije primjera proliferacijeske bubrezne bolesti (a), neproliferacijske
bubrezne bolesti (b) i kontrole (c). SATBI pozitivne stanice (strelica) u razlicitim podrucjima kore
bubrega vidljive su kao zeleno citoplazmatsko obojenje, a PTEN pozitivne stanice (strelica) kao crveno
obojenje u citoplazmi struktura bubrezne kore. Kolokalizacija SATB1 i PTEN-a (strelica) prikazana je
u desnoj koloni (MERGE-kombinacija bojenja); g— glomerul; pt — proksimalni tubul; dt — distalni tubul;
¢ — kontrola. Mjerna ljestvica: 25um.
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4.2. Ukupan broj SATBI pozitivnih stanica u strukturama kore bubrega zahvacéenih

boleséu i u kontrolnoj skupini

SATBI biljeg pronaden je u razli¢itim strukturama bubrezne kore i u svim ispitivanim
skupinama (slika 1 a — c¢). Najveca zastupljenost SATB1 zabiljezena je u DT-u u grupi
proliferacijskih bubreznih bolesti (64, 5 %), a najniza u glomerulima kontrolne skupine (4, 4
%) (slika 2a). Statisti¢ki znacajna razlika u stopi izrazaja SATB1 u PT-u pronadena je izmedu
obiju skupina bolesnih bubrega, proliferacijskih 1 neproliferacijskih, u odnosu na kontrolnu

skupinu (Kruskal-Wallis test, p < 0,0001).

U DT-u razlika u SATBI1 ekspresiji pronadena je izmedu svih istraZivanih skupina, na
razini statisticke vaznosti (Kruskal-Wallis test, p < 0,001 1 p < 0,0001) (slika 2a). Izrazaj
SATBI u glomerulima, slicno kao i u PT-u, bio je statisticki znatno veéi u skupini
proliferacijskih i neproliferacijskih bubreznih bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu (Kruskal-

Wallis test, p < 0,001, p <0,0001) (slika 2a).
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Slika 2. Raspodjela SATBI (a) i PTEN (b) pozitivnih stanica u bubreznom tkivu: g — glomerul; pt —
proksimalni tubul; dt — distalni tubul. Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost = SD. Zvjezdice
oznacavaju razinu statisticke vaznosti: *p < 0,01, ¥**p < 0,001, ***p < 0,0001 (Kruskal-Wallis i Dunn’s
post hoc testovi).
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4.3. Ukupan broj PTEN pozitivnih stanica u strukturama kore bubrega zahvacenih

boleicéu i u kontrolnoj skupini

Izrazaj PTEN biljega pronaden je u stanicama svih bubreznih struktura i u svim
ispitivanim skupinama (slika 1 a —c).

Sliéno kao i SATBI, najviSa stopa izrazaja PTEN-a nadena je u DT-u skupine
proliferacijskih bubreznih bolesti (52 %), a najniza u glomerulima kontrolne skupine (13 %)
(slika 2b).

U PT-u izrazaj PTEN-a bio je statisticki znatno nizi u skupini proliferacijskih i
neproliferacijskih bubreznih bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu (Kruskal-Wallis test, p <
0,001 i p <0,0001) (slika 2b).

U DT-u nije nadeno znatnih razlika u izrazaju PTEN-a izmedu ispitivanih skupina (slika
2b).

Izrazaj PTEN-a u glomerulima skupine proliferacijskih bubreznih bolesti bio je znatno
vi§i u odnosu na neproliferacijske bolesti i kontrolu (p < 0,001, p < 0,0001) (slika 2b).

Kolokalizacija obaju biljega, SATB1 1 PTEN-a, pronadena je u PT-u i DT-u obiju

ispitnih skupina (proliferacijskim i neproliferacijskim) te u DT-u kontrolne skupine (slika 1 a

—0).

4.4. Semikvantifikacija intenziteta bojenja SATB1 i PTEN-a u kori bubrega

zahvacenog bolescéu i u kontrolnoj skupini

SATB1 G | PT | DT

proliferacijske bubrezne bolesti | |+

neproliferacijske bubrezne bolesti | + | ++ | ++

Kontrola + ++ +

Tablica 1. Semikvantifikacija intenziteta izrazaja SATBI.
Intenzitet bojenja. odsutan —, blag +, umjeren ++, izraZen +++.

Intenzitet bojenja opservirala su dva neovisna istrazivaca. Intenzitet bojenja SATBI1 bio

je najizraZeniji u PT-u i u G-u u skupini proliferacijskih bubreznih bolesti, dok je u DT-u iste

ispitne skupine izrazaj SATBI1 bio blagog intenziteta. Blago do umjereno izrazen intenzitet

27



obojenja za SATBI biljeg naden je u PT-u, DT-u i G-u neproliferacijske skupine te u kontrolnoj

skupini (tablica 1).

PTEN G | PT | DT

proliferacijske bubrezne bolesti | A |

neproliferacijske bubrezne bolesti | +++ | ++ | +++

Kontrola ++ | |+

Tablica 2. Semikvantifikacija intenziteta izrazaja PTEN-a.
Intenzitet bojenja: odsutan —, blag +, umjeren ++, izrazen +++.

Intenzitet bojenja za PTEN bio je posebno izraZen u svim tkivnim strukturama ispitnih
skupina bolesnih bubrega, proliferacijske i neproliferacijske, te u PT-u kontrolne skupine gdje
je intenzitet bio najizrazeniji. U DT-u i G-u kontrolne skupine intenzitet izrazaja PTEN-a bio
je blag do umjeren (tablica 2).

Kolokalizacija obaju biljega pronadena je u proksimalnim i distalnim tubulima u skupini

proliferacijskih i1 neproliferacijskih bolesti, kao 1 u distalnim tubulima kontrolne skupine.
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5. RASPRAVA

Bubrezne bolesti rastu¢i su javnozdravstveni problem i zahvacaju vise od 850
milijuna osoba u svijetu te pokazuju tendenciju porasta (39, 40). Pored dijabetesa,
hipertenzije i pretilosti kao vode¢ih uzroka KBB-a (47), glomerulonefritisi su najceSc¢a
intrinziCka bubrezna bolest koja je razlogom definitivnog bubreznog otkaza; sve ostale

bolesti bubrega zastupljene su u manjem postotku (5).

Kroni¢na bolest bubrega poznati je ¢imbenik rizika sveukupne smrtnosti te smrtnosti
vezane za sr¢ano-Zilne bolesti (36, 75). Postupci lijecenja dijalizom spadaju medu najskuplje
postupke lijecenja, a sveukupni troskovi lijecenja bolesnika s KBB-om koji se izdvajaju iz

zdravstvenog proracuna u razvijenim zemljama procjenjuju se na 1, 3 % (73, 74, 76).

Bubrezna biopsija zlatni je standard u postavljanju definitivne dijagnoze i okvirne
prognoze stupnja kroniciteta 1 brzine napredovanja bubreznih bolesti (35, 135, 136).
Globalna glomeruloskleroza, intersticijska fibroza i atrofija tubula pokazatelji su kroni¢nih
promjena i predskazatelji losijeg ishoda bubrezne bolesti. Udio intersticijske fibroze (IFTA)

dobar je, ali ne i apsolutno siguran pokazatelj prognoze (137).

Bolesnici s udjelom IFTA-e ve¢im od 50 % mogu jo$§ uvijek imati normalnu
bubreZznu funkciju, 1 21 % ovih bolesnika u narednih pet godina nec¢e napredovati do
zavr$nog stadija KBB-a; mogu¢ je, medutim, ishod i u obratnom smjeru, odnosno situacija
loSije bubrezne funkcije 1 brZzeg napredovanja do zavrSnog stadija bubreznog otkaza u

bolesnika s manjim stupnjem IFTA-e kod postavljanja dijagnoze (136).

Iz navedenog je jasna potreba iznalazenja pouzdanih dijagnosticko-prognosti¢kih
biljega primjenjivih u svakodnevnoj klini¢koj praksi. U literaturi je dostupan nevelik broj
studija o izraZaju ovakvih biljega u biopti€kom materijalu humanih bubrega, a koji su u svezi

s mehanizmima koji dovode do nepovoljnog ishoda bubrezne bolesti.

U ovoj disertaciji ispitivana je vaznost izrazaja tkivnih biljega SATBI 1 PTEN u
biopsijskim uzorcima tkiva ljudskih bubrega oboljelih od razli€itih bolesti, i prva je studija
u kojoj se istovremeno analizira izrazaj obaju biljega u ljudskim nemalignim bubreznim

bolestima.
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Podlijezece bolesti u ispitivanim biopsijskim materijalima bile su slijedom IgA
glomerulonefritis / Henoch-Schoenlein vaskulitis, ANCA/GBM udruzen brzoprogresivni
glomerulonefritis i membranoproliferacijski glomerulonefritis u skupini bolesti s visokim
stupnjem proliferacije tkivnih struktura te FSGS, bolest minimalnih promjena, membranska
nefropatija, Alportov sindrom i amiloidoza u ispitnoj skupini neproliferacijskih bubreznih

bolesti.

Koliko je poznato, do sada nema velikoga broja izvjestaja iz literature o izrazaju
PTEN-a u bolestima humanih bubrega koje nisu malignog karaktera. Izrazaj SATBI
ispitivan je isklju¢ivo u karcinomu bubrega Covjeka, ijedini izvjestaji iz literature o izrazaju
SATB1 u nemalignoj bolesti bubrega odnose se na tri studije s dijabetiC¢kim

eksperimentalnim Zivotinjama (94, 95, 138).

SATBI1 je tkivno specificna jezgrina matriks vezujuéa bjelancevina, odgovorna za
regulaciju strukture kromatina 1 izrazaj tkivnih specificnih antigena te ima funkciju
epigenetskog regulatora (78, 79). Represijom ili supresijom genomske aktivnosti (81, 82)
sudjeluje u razli¢itim procesima kao Sto su proliferacija, diferencijacija, apoptoza i DNA
reprogramiranje , omogucavajuci prilagodbu stanice na unutarnje i vanjske promjene (82, 83,
84). U fizioloSkim uvjetima SATBI ekspresija slabo je izraZzena u tkivima, pa tako i u bubregu
(78, 79); iznimku ¢ine T-limfociti 1 rani stadiji eritroidnih stanica, gdje ovaj ¢imbenik ima
vaznu ulogu u razvoju, diferencijaciji i odrzavanju stanicne homeostaze te odgovoru na razlicite

podrazaje (78, 85).

Tkivno specificno smanjenje izrazaja SATB1 povecava mobilizaciju antigen-
prezentirajucih i regulatornih T-stanica, a smanjuje priljev citotoksi¢nih T-stanica te time ima
antiinflamacijski, imunomodulacijski 1 antitumorski ucinak (139). Smanjenje ekspresije
SATBI u Thl7-limfocitima smanjuje produkciju GM-SCF te time i inflamaciju u spektru
autoimunih bolesti kao $to su MS, psorijaza i RA (84). Nasuprot tome, povecan izrazaj SATB1
pronaden je u stanicama razli€itih vrsta karcinoma, kao Sto je karcinom bubrega, dojke,
prostate, jajnika, kolorektalni karcinom, karcinom pluc¢a, melanom, gliom (78, 81, 83, 86-90),
a dokazan je 1 porast njegova izrazaja s rastom tumorske mase 1iraSireno$¢u udaljenih metastaza
(81, 83, 87-90). Studija Hana i sur. pokazala je povezanost SATBI1 i povecane ekspresije gena
kao Sto su metastazin, MMP 2,39, TGF B-1, EGFR, uz smanjenu ekspresiju supresornih gena
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BRMSI1 i KAI-1, te ekspresiju E-kaderina u karcinomu dojke; SATB1 delecija nasuprot tome

smanjila je tumorigenezu (87).

EMT, proces pretvorbe potpuno diferencirane epitelne stanice u fibroblasticni
fenotip, usko je vezan za kroni¢nu upalu i predstavlja adaptivni odgovor stanice na ozljedu
1 promjenu mikrookolisa (140). Karakterizira je gubitak epitelnih biljega-E-kaderina(ZO-I)
1 citokeratina te pojava de novo prisutnih mezenhimalnih biljega kao §to su vimentin, alfa-
SMA, FSP-1, tipl kolagena matriksa i fibronektin (141). EMT je temelj napredovanja TIF-
a 1 glomeruloskleroze razli¢itim mehanizmima 1 intracelularnim putovima, sa zajednickim
nazivnikom B-katenina kao klju¢nog zavr$nog integratora koji kontrolira ekspresiju EMT
vezanih gena (140). Gubitak adhezije epitelnih stanica i razdor bazalnih membrana koje se
dogadaju u EMT-u temelj su povecane agresivnosti tumora i povecane smrtnosti (92, 93,
140). Dramati¢no povecan izrazaj SATB1 moze uz biljege EMT-a biti pokazatelj
agresivnog fenotipa karcinoma bubreznih stanica, s veéim stupnjem invazije i
mestastaziranja (81). Povecana jezgrena lokalizacija SATB1 u tumorskim stanicama
karcinoma prostate povezana je s agresivnijim bioloSkim tijekom i brzom tumorskom

progresijom indukcijom EMT-a (142).

Uc¢inak SATB1 mogu diktirati i njegove posttranslacijske promjene, pa tako Akt
fosforilacija pojacava u¢inak SATBI te time pogorSava prognozu u gliomu (143). Navedene
spoznaje pozicioniraju SATBI1 kao perspektivni prognosticki biljeg u spektru malignih 1
autoimunih bolesti, a modulacija izrazaja SATB1 predstavlja potencijalni imunoterapijski

cilj u lije¢enju ovih oboljenja (84, 139).

Povecana ekspresija SATB1 nadena je i u bubreZznom tkivu dijabeti¢kih miseva
tijekom starenja (94). U studiji Zhu 1 suradnika pojacana apoptoza podocita, hipertrofija
mezangija 1 indukcija fibrogeneze u dijabetickih miSeva korelirali su s poja¢anom

ekspresijom SATBI i aktivacijom signala Wnt/B-katenina (95).

U ovoj disertaciji povecani izrazaj SATBI1 pronaden je u svim trima interesnim
bubreZnim strukturama: glomerulima, stanicama proksimalnih i distalnih zavijenih kanalica.
Povecan izrazaj SATB1 pronaden je u objema ispitnim skupinama, proliferacijskoj i

neproliferacijskoj, i bio je znatno veéi u usporedbi s kontrolnom skupinom. Ovakav nalaz
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ne iznenaduje ako se uzme u obzir priroda i uloga ovog biljega u prilagodbi stanice na

ozljedu i nefizioloske uvjete.

Potrebno je napomenuti, medutim, da je intenzitet izrazaja SATB1 bio sveukupno
manje izrazen u glomerulima svih ispitnih skupina u odnosu na tubule, a posebice PT;
iznimku su ¢inili glomeruli proliferacijske skupine. Moguce je da je ovakav rezultat u svezi
s patofizioloskim promjenama koje se u bolestima obuhvacenim u ovoj ispitnoj skupini
(IgAMPGN, ANCA/GMB vezani vaskulitis GN/HS vaskulitis) primarno dogadaju upravo
u glomerulima, dok je ozljeda tubulointersticija sekundarna, premda dugoroc¢no i u

konacnici od velike prognosticke vaznosti.

Najvaznije promjene u izrazaju 1 intenzitetu bojenja SATBI1 pronadene su u PT-u
obiju ispitnih skupina u odnosu na kontrolnu. Ovaj je nalaz dijelom u suglasju s rezultatima
studije s dijabeticnim eksperimentalnim misevima, gdje su dominantne i najranije promjene
u izrazaju SATB1 u dijabeti¢nih miSeva pronadene upravo u PT-u, dok je izrazaj SATB1

u glomerulima opserviran poslije 1 bio je slabijeg izrazaja u odnosu na PT (94).

Izrazaj SATBI bio je najve¢i u DT-u svih ispitnih skupina u naSoj studiji, uz slabiji
intenzitet izrazaja u odnosu na ostale tkivne strukture. Do sli¢nog se rezultata doslo u
objavljenom radu Vitlov Uljevi¢ i sur. s dijabetiénim miSevima, $to upucuje na vaznost
ovog biljega kao moguceg ranog pokazatelja ozljede DT-a (138). Jaci intenzitet signala
SATB1 u G-uiPT-uu ovoj disertaciji moguc¢ je patofizioloSki pokazatelj intenziteta tkivnih
promjena za koje ofekujemo da ¢e biti izraZenije u primarno pogodenim tkivnim
strukturama, odnosno onima koja su metabolicki i energetski najzahtjevnija, kao $to je to

proksimalni tubul.

Zarazliku od SATBI, smanjen izrazaj PTEN-a kao negativnog regulatora stani¢nog
rasta 1 preZivljenja vezan je za razvoj niza hereditarnih i1 stecenih malignih oboljenja u
covjeka (100, 144). PTEN ima funkciju dvojne, lipidne i proteinske fosfataze, ali usto
ispoljava 1 izravni ucinak na genom (98, 100). Glavna uloga PTEN-a jest kontrola
fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3)/AKT (protein kinaza B) signalnog puta, kao i njegova
mTOR ogranka (98, 100).
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Aktivacija signalnog puta PI3K/Akt potaknuta razli¢itim ¢imbenicima kao $to su
hipoksija, hiperglikemija, zavr$ni produkti glikacije proteina, toksini, angiotenzin 2,
endotelin, ¢imbenici rasta: PDGF EGF, CTGF, citokini, poglavito TGF-8 i drugi, u
glomerulu dovodi do apoptoze podocita, hipertrofije 1 fibroze mezangija, a u
tubulointersticiju do EMT-a s posljedi¢nom tubulointersticijskom fibrozom (TIF) (98, 140).
PTEN-om posredovana inhibicija ovog signalnog puta potice sintezu enzima, apoptoti¢kih
¢imbenika, inhibitora stani¢nog ciklusa i transkripcijskih ¢imbenika koji sudjeluju u kontroli
stani¢nog metabolizma, rasta i diferencijacije, stani¢nog ciklusa i1 inducirane stani¢ne smrti,

kontroli angiogeneze i stanicne samoobnove (98, 100, 144).

Protein-fosfataznom aktivnosti PTEN je odgovoran za inhibiciju stani¢ne migracije
1 indukciju zastoja stani¢nog ciklusa, a vezanjem za pojedine jezgrene strukture ima ucinak
na kontrolu remodeliranja, popravka oSte¢enja kromatina, gensku ekspresiju i aktivaciju,
kontrolu onkoproteina i zaustavljanja stani¢nog ciklusa (100). Izrazaj PTEN-a moze biti
dijelom ili u potpunosti izgubljen u prirodenim ili somatskim mutacijama te promijenjen
tijekom transkripcije, posttranskripcijski, posttranslacijski ili pak izravnom ili neizravnom

protein — protein interakcijom (100).

U tumorigenezi vaznu ulogu ima i stupanj smanjenja izraZaja (,,doza*) PTEN-a
(145); izolirani gubitak PTEN-a dostatan je za tumorigenezu pojedinih, ali ne 1 svih tkiva
(146). Pojedini transkripcijski ¢imbenici mogu imati pozitivan (npr. p53, IGF-2, PPAR
gama) 1ili negativan (npr. NF-kB) ucinak na ekspresiju PTEN-a (147 — 150).
Posttranskripcijski u€inak miRNK na ekpresiju PTEN-a dokazan je u malignim i

nemalignim stanjima (133).

Mikro RNK (miRNK) obitelj je nekodirajucih ribonukleinskih kiselina gradenih od
oko 21 — 23 nukleotida koji su odgovorni za regulaciju ekspresije vise od 30 % gena u
sisavaca (132, 151). Moduliraju ekpresiju gena za pojedine bjelan¢evine promjenom mRNA
transkripcije, translacije ili pak poticanjem mRNK degradacije (132). Ukljuc¢ene su u
patogenezi ozljede bubrega, malignih i nemalignih bubreznih bolesti te bolesti drugih organa
(152 - 157). Tako se onkogena miR-21 veZe za smanjenu ekspresiju PTEN-a u karcinomu
pluéa, ovarija i hepatocelularnom karcinomu (158, 159), a miR-25 u malignom melanomu
(160). Pojacana ekspresija miR-21 te depresija PTEN-a nakon ozljede uzrokovane

opstrukcijom dokazana je u epitelnim stanicama tubula 1 u urinu; in vitro ekspozicija
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tubularnih epitelnih stanica mikrovezikulama koje sadrze miR-21 dovela je do depresije
PTEN-a s posljedi¢nim pojacanjem Act signala i promjenom tubularnog fenotipa (151). U
bolesnika s aktivnim lupus nefritisom povecana razina miR-148 i miR-198 u serumu, urinu
1 bubreznom tkivu negativno je korelirala s PTEN ekspresijom (133, 134). Inhibicija miR-
214 1 PTEN aktivnosti smanjenjem ekspresije aSMA,SM22 i kolagena IV in vitro i in vivo
smanyjila je hiperglikemijom uvjetovanu hipertrofiju glomerularnih stanica ekperimentalnih
miSeva 1 albuminuriju (152). U bolesnika s FSGS-om, panel od ¢etiriju miRNK, razli¢it od
onih koje su detektirane u drugim bolestima bubrega (IgA, MGN, MeGN), negativno su
korelirale s PTEN ekspresijom, s posljedicnom disfunkcijom i ubrzanom apoptozom

podocita te tezom patohistoloskom i klini¢kom slikom (161).

U bolesnika s IgA nefropatijom, miRNK-21 vezana supresija PTEN-a u podocitima,
epitelnim stanicama tubula i intersticiju bila je u svezi s pogorSanjem fibroze, proteinurijom
i slabljenjem bubrezne fukcije, a in vitro inhibicijom uc¢inka miRNK 21 na PTEN aktivnost
prevenirana je sinteza profibrotickih bjelancevina (132). Pojacana ekspresija miR-22 i
potiskivanje PTEN aktivnosti bilo je u svezi s razvojem fibroze bubrega u dijabetickih
miSeva (162 ), a razina serumske i tkivhe miR-21 pozitivno je korelirala s oStecenjem
bubrega i stupnjem ACR-a (163). Navedeno upucuje na ulogu miRNA i PTEN-a u
patogenezi dijabeticke bolesti bubrega te ih istice kao potencijalno terapijsko zahvatno
mjesto nefroprotekcije (162). Kvercentin, flavonoid biljnog podrijetla inhibicijom miR-21
1 time pojaCanom bioraspoloZivos¢u PTEN-a smanjuje profibroti¢ku aktivnost TGF- u
kulturi humanih epitelnih stanica (164), smanjuje metotreksatom uzrokovani oksidativni

stres (165) te ciprofloksacinom uzrokovani oksidativni stres u Stakora (166).

Smanjeni izrazaj PTEN-a kao posljedica epigenetskih promjena promotora PTEN-a
pronaden je u razliCitim tipovima karcinoma (102, 146), a posttranslacijska modifikacija
PTEN strukture moze promijeniti stabilnost 1 tumor-supresijski u¢inak PTEN-a u karcinomu
plu¢a nemalih stanica (167). Epigenetska terapija farmakoloSkom modulacijom histonske
acetilacije ili metilacije promotora, kao i inhibicija PTEN vezanih signalnih putova
atraktivna su potencijalna mogucénost, zasebno ili u kombinaciji s primjenom inhibitora
drugih signalnih putova u lije¢enju, odnosno promjeni neoplastickog fenotipa (168).

Interakcija PTEN-a s pojedinim stani¢nim proteinima moze biti promijenjena i u

uvjetima oksidativnog stresa (169). Izlaganjem makrofaga ROS-u smanjena je aktivnost
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PTEN-a s moduliranjem aktivnosti vezanih signalnih putova, smanjenom kontrolom i
oste¢enjem reparacije DNA, $to ima ulogu u nastanku malignih i nemalignih bolesti (170).
PTEN ima ulogu i u prirodenoj i ste¢enoj imunosti te razvoju imunoloske tolerancije (98,
115). PTEN delecija smanjuje inflamatorni odgovor antigen-prezentirajucih stanica te ima

ulogu u kontroli T i1 B-stani¢ne linije i produkciji antitijela (98).

Svezu izmedu povecane ucestalosti malignoma u bolesnika s autoimunim bolestima
moze se objasniti PTEN delecijom u razli¢itim stadijima sazrijevanja T-stani¢ne linije,
odnosno promjenom mikrookolisa uz akumulaciju T-stanicama, ¢ime se stvara okruZzje
pogodno za razvoj maligne alteracije (98, 115). Deplecija PTEN-a u razlicitim stadijima
sazrijevanja imunokompetentnih stanica PTEN-a ima izravan u¢inak na IFN gama signalni
put te smanjuje antiviralni i antitumorski odgovor (171, 172), ali jednako tako ¢ini PTEN

deficijentne tumorske stanice potencijalno osjetljivijim na lijeCenje IFN senzitivnim

onkolitickim virusima (98).

Posebni oblik PTEN-a jest PTEN a, lokaliziran u citoplazmi 1 mitohondrijima,
ukljucen u regulaciju metabolizma i1 produkciju energije te translacijska varijanta PTEN-
Long, koja ima osobinu prolaska kroz stanicne membrane i povezuje stanice (100). PTEN-
Long moze se detektirati u serumu i plazmi te u zdravom tkivu kao $to je tkivo dojke 1
mozak, a ekspresija je niska u malignoj bolesti dojke kod Zena te u glioblastomu u
eksperimentalnih Zivotinja (100). SniZena razina PTEN-Long nadena je u serumu i
bubreznom tkivu bolesnika s nefritisom i1 karcinomom bubrega, kao i u bubreznom tkivu
eksperimentalnih Zivotinja, pri ¢emu je razina u serumu negativno korelirala sa stupnjem
bubrezne ozljede (108). Kombinacija kemoterapije i PTEN-Long ciljne terapije znatno je
poboljsala prezivljenje u eksperimentalnih miseva s karcinomom gusterace (173), Sto ovaj

biljeg €ini potencijalnim dijagnostickim 1 terapijskim ¢imbenikom.

PTEN ima ulogu i u kontroli metabolizma glukoze 1 lipida (99). PI3K/Akt ovisnim
1 neovisnim signalnim putovima PTEN smanjuje osjetljivost na inzulin te inhibira stani¢ni
rast 1 diferencijaciju, u¢inkom koji je tkivno specifi¢an (99). PTEN delecija u masnom tkivu,
jetri, skeletnom miSicu i B-stanicama gusterace smanjuje inzulinsku rezistenciju i poboljSava
osjetljivost tkiva na inzulin, ¢ine¢i ovaj biljeg potencijalnim atraktivnim terapijskim
pristupom i u lije¢enju metabolickih poremecaja (174, 175, 176). U jetri deplecija PTEN-a

PI3K/Akt vezanim putovima uzrokuje pojaanu glikoliticku aktivnost i1 lipogenezu, §to za
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podljedicu ima razvoj nealkoholnog steatohepatitisa koji nije vezan za hiperglikemiju i
intoleranciju glukoze, ali je potencijalna podloga za malignu alteraciju (177 — 180).
Heterozigotni nosioci PTEN-mutacije u Cowdenovu sindromu pojac¢ano su podlozni debljini
1 malignim bolestima, ali su smanjeno podlozni riziku od pojave dijabetesa u svezi s

pojac¢anom osjetljivoséu na inzulin (181).

Rezultati dosadasnjih studija pokazali su da PTEN djeluje tkivno specificno; u
bubregu regulira morfologiju i veli¢inu organa, ima ulogu u ozljedi podocita, upali te

razvoju fibroze bubrega (130).

Delecija PTEN-a u epitelnim stanicama PT-a dovela je do hipertrofije stanica i
posljedi¢nog povecanja bubrega misSeva (182). Hiperglikemija u dijabeti¢kih Stakora
uzrokovala je pojac¢anu ekspresiju TGF-8 s posljedi¢nom supresijom protein-fosfatazne
aktivnosti PTEN-a i hipertrofijom mezangijskih stanica (183); primjenom neutralizirajucih
TGF-protutijela inhibiran je hipertroficki uc¢inak hiperglikemije (184). U sepsi hipoksija
inducibilnim faktorom (HIF-1) potaknuta ekspresija miR-687 smanjila je aktivnost PTEN-
au epitelnim stanicama PT-a eksperimentalnih miSeva, s posljedi¢nim smanjenjem apoptoze

i aktivacijom reparacijskih procesa (185).

PTEN je klju¢ni regulator autofagije, koja je vazan homeostatski proces degradacije
oStecenih dijelova stanice 1 bjelancevinskih agregata™. U dijabetickih Stakora s miR-22
posredovana smanjena aktivnost PTEN-a u epitelnim stanica tubula rezultirala je
smanjenom autofagijom i pojatanom sintezom kolagena, dok je plazmidom tranferirana
pojacana aktivnost PTEN-a supresijom Akt/mTOR signala poboljsala procese autofagije i

smanyjila fibrozu (162).

Bubrezna fibroza konacna je histoloska manifestacija Sirokog spektra bubreZznih
bolesti, a karakterizira je stani¢na proliferacija i progresivna depozicija izvanstani¢nog
matriksa u glomerulima (glomeruloskleroza) i/ili u intersticiju (TIF) (136, 140). Normalni
bubrezi pokazuju znatnu ekspresiju PTEN-a, koji je generalno biljeg epitelnog integriteta 1
diferencijacije, dok snizena ekspresija dovodi do maladaptivnog oporavka tubula i povecava
fibrozu u razli¢itim modelima bubrezne ozljede (125). Na taj nacin ovaj biljeg djeluje kao

negativni regulator fibroze u razli¢itim tkivima (125).
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Dramati¢no snizena ekspresije PTEN-a u epitelnim stanicama bubreznih tubula i u
stanicama intersticija te razli¢itim modelima ozljede bubrega istice vaznost PTEN-a kao
¢imbenika stani¢nog integriteta i diferencijacije. Sukladno ulozi PTEN-a u reparaciji i
fibrogenezi, modulacija ekspresije ovog ¢imbenika potencijalni je terapijski pristup u
reparaciji ozljede i sprecavanju oziljkavanja tkiva (186), pa tako i smanjenju fibroze nakon

AOB-a i usporavanju progresije KBB-a (121).

Izrazaj PTEN-a u nasoj studiji bio je znatno snizen u PT-u obaju ispitnih skupina,
proliferacijske i neproliferacijske u odnosu na kontrolnu, $to je u suglasju s ranijim
izvjestajima iz literature. Dramati¢no snizena PTEN aktivnost s posljedicnom SMAD3/p53
posredovanom epitelnom dediferencijacijom 1 fibrozom opisana je u tubulointersticiju
eksperimentalnih miSeva kao posljedica opstrukcije te toksi¢nog ucinka hiperglikemije 1

aristolohic¢ne kiseline (125).

Nakon ishemijske ozljede bubrega Stakora gubitak izrazaja PTEN-a bio je
najizrazeniji u epitelnim stanicama PT-a, koji su metaboli¢ki najaktivnija 1 energetski
najzahtjevnija bubrezna struktura te time i najosjetljivija (187). Primjena cisplatine je u
eksperimentalnih miSeva izazvala nefrotoksi¢ni uc¢inak u epitelnim stanicama PT-a, uz
snizenu aktivnost PTEN-a udruzenu sa smanjenom fosforilacijom p53, posljedi¢nom
upalom, indukcijom apoptoze i fibroze (128). SniZena ekspresija PTEN-a u epitelnim
stanicama PT-a bila je najprominentniji rani nalaz u eskperimentalnih dijabetickih miSeva
(94). Lan 1 suradnici pokazali su gubitak PTEN-a u fibroti¢nim tubulima razli¢itth KBB-a u
covjeka (LN, IgA, FSGS, DN, C-ANCA GN), dok je u PT-u zdravih bubrega, ukljucujuci
1 one u BMP-u, izrazaj ovog biljega bio umjeren do snazan, kao i u epitelnim stanicama
tubula u bubregu zdravih Stakora (187). Reparacijska ozljeda bubreznog tkiva Stakora nakon
ishemije imala je karakter ,,mozaika“, s razli¢itim stupnjem TGF-8 vezane modulacije
ekspresije PTEN-a te s tim u vezi razli¢itim stupnjem dediferencijacije 1 fibroze ili pak
regeneracije stanica tubula (187). PTEN deficijentne stanice PT-a mogu¢i su izvor

perzistentnog signala koji u kona¢nici dovodi do TIF-a (187).

Dramati¢no snizena ekspresija PTEN-a u epitelnim stanicama bubreZnih tubula, kao
1 u stanicama intersticija te razliitim modelima ozljede bubrega isti¢e vaznost PTEN-a kao

¢imbenika stani¢nog integriteta i diferencijacije. Sukladno ulozi PTEN-a u reparaciji i
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fibrogenezi, modulacija ekspresije ovog ¢imbenika potencijalni je terapijski pristup u

sprecavanju oziljkavanja nakon AOB-a i progresije KBB-a.

U nasoj studiji nije opserviran smanjeni izrazaj PTEN-a u neproliferacijskoj skupini
u odnosu na kontrolnu u ostalim bubreznim strukturama. Najprominentnija razlika izmedu
ispitnih skupina bila je poviSen izrazaj ovog biljega u glomerulima proliferacijske skupine.
Ovakav nalaz isti¢e mogucnost uloge PTEN-a u patogenezi glomerularne ozljede u ovoj
skupini bolesti; druga je moguénost da su navedene promjene dijelom kompenzatorno-

reparativnih mehanizama.

U animalnom modelu supresija PTEN-aktivnosti primjenom antitimocitnog seruma
bila je povezana s poja¢anom mezangijskom proliferacijom i upalom aktivacijom PI3K/Akt
signalnog puta (124). Smanjena ekspresija PTEN-a pronadena je u mezangijskim stanicama
kao i podocitima eksperimentalnih dijabetic¢kih Stakora i u epitelnim stanicama bolesnika s
razvidnom dijabetickom nefropatijom (122). Nasuprot tome, neposredni odgovor na
ishemijsku ozljedu u tkivu eksperimentalnih miSeva bila je pojacana aktivnost PTEN-a, a
primjena PTEN-inhibitora rezultirala je poja¢anim proupalnim, proapoptotickim u¢inkom i

profibrotickim u¢inkom (130, 131, 185).

Najveci izrazaj PTEN-a pronaden je u DT-u, bez znatne razlike izmedu ispitnih
skupina. U studiji Lana i sur. izrazaj PTEN-a u DT-u zdravih Stakora te bioptickim uzorcima
zdravog bubreznog tkiva kao 1 u fibrozno promijenjenom tubulointersticiju bio je slab do
odsutan (187). Nasi rezultati upucuju na moguci slabiji intenzitet ozljede distalnog nefrona,

odnosno bolju rediferencijaciju ove bubrezne strukture u sklopu reparativnih procesa.
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6. ZAKLJUCAK

Promjene ekspresije istrazivanih biljega SATB1 1 PTEN u ovoj studiji bile su
najizraZzenije u stanicama proksimalnog tubula, i to u oprecnom smjeru, s povecanjem

izrazaja SATBI i snizenjem PTEN-ekspresije.

SATBI je bio znatno povisen u svim bubreznim strukturama obiju ispitnih skupina
u odnosu na kontrolnu, §to upucuje na vaznost ovog biljega u patogenezi bubreznih bolesti.
Slijedom poznate uloge SATB1 u EMT-u i tumorigenezi, mogucée ga je prihvatiti kao
pozitivni biljeg napredovanja KBB-a te ¢imbenika povecanog rizika maligne alteracije u

bolesnika s KBB-om.

PTEN, otprije poznati biljeg epitelnog integriteta i diferencijacije te negativni biljeg
fibroze u razli¢itim tkivima, pa tako i u bubregu, zabiljezen je znatno snizen u stanicama
PT-a. Najve€a promjena izrazaja ovih biljega upravo u PT-u naglasava vaznost ove
metabolicki aktivne i energetski zahtjevne, a time i osjetljivije bubrezne strukture u

patogenezi KBB-a razlidite etiologije.

U cilju potvrde vaznosti odnosa SATB1/PTEN kao biljega aktivnosti 1 prognoze
bubrezne bolesti potrebna su daljnja istrazivanja uz sljedece:

- ukljucivanje veceg ispitnog uzorka,

- identifikaciju funkcionalnog (genomski, transkripcijski ili proteomski) obiljezja,
odnosno surogata gubitka funkcije PTEN-a, kao sigurnijeg znaka od imunohistokemijske
identifikacije,

- korelaciju rezultata izrazaja biljega i dinamike klinickih promjena.

Temeljem dosadasnjih saznanja 1 rezultata ove studije, moze se zakljuciti da su ovi
biljezi 1 signalni putovi koji su s njima u vezi potencijalni zahvatni ciljevi u
imunomodulatornom i antifibroti¢kom lije¢enju KBB-a, odnosno usporavanju napredovanja

prema zavrSnom stadiju bolesti, s odgadanjem potrebe nadomjesnog lijecenja dijalizom.
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7. SAZETAK

Kroni¢na bubrezna bolest rastuci je javnozdravstveni problem i znacajan ¢imbenik
sr¢ano-zilnog pobola i smrtnosti. Pored dijabetesa, pretilosti i arterijske hipertenzije, bolesti
glomerula najcesc¢i su uzroci KBB te su u 90% slucajeva uzrokom definitivnog bubreznog
otkaza. Analiza tkiva dobivenog biopsijom bubrega temelj je dijagnoze, procjene prognoze
1 pra¢enja ucinka primijenjene terapije. Standardna obiljezja KBB - glomeruloskleroza,
intersticijska fibroza i atrofija tubula uvrijeZeni su predskazatelji loSeg bubreznog ishoda;
postoji, medutim, potreba za iznalazenjem ranih pokazatelja u cilju pravodobne terapijske

intervencije.

SATBI1 1 PTEN su tkivni biljezi koji djeluju u razli¢itim tkivima u oprecnom smjeru.
Generalno, povecana aktivnost SATB1 udruzena je s gubitkom kontrole stani¢nog ciklusa,
tumorigenezom i gubitkom imunoloske kontrole, kao i smanjena aktivnost PTEN-a. U ovoj
studiji izrazaj pro-apoptotskog PTEN-a i anti-apoptotskog SATBI ispitivan je u razlic¢itim
tkivnim strukturama kore 32 biopti¢ka uzorka primarnih i sekundarnih bolesti bubrega
kategoriziranih u dvije ispitne skupine sa razli¢itim stupnjem proliferacije, a u odnosu na
zdravu kontrolu. Oba biljega su bila izraZzena u svim tkivnim strukturama ispitnih skupina.
Epitelne stanice tubula su op¢enito bile mjesto izraZenijih promjena u odnosu na glomerule,
s najizrazenijim promjenama u distalnim tubulima proliferativne skupine. SATBI
ekspresija bila je znacajno poviSena u svim tkivnim strukturama ispitnih skupina, dok je
1zrazaj PTEN-a bio znac¢ajno sniZen u proksimalnim tubulima obje ispitne skupine u odnosu
na kontrolu. Zaklju¢no, oba biljega se mogu smatrati znacajnim ¢imbenicima u patogenezi
bubreznih bolesti. Daljnja istraZzivanja potrebna su u cilju pozicioniranja izrazaja
SATB1/PTEN u procjeni aktivnosti/kroniciteta bolesti, u dijagnostici, klinickom prac¢enju

kao 1 mogucénosti terapijskih postupaka.

8. ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a growing public health problem and an important
cause of cardiovascular morbidity and mortality. Along with diabetes, obesity, and arterial
hypertension, glomerular diseases are the most common causes of CKD, leading to end-stage
renal disease (ESRD) in 90% of cases. Pathohystologic analysis of renal biopsy specimens

provides the basis for diagnosis, prognostic prediction, and therapeutic follow-up. Standard

40



pathohystological signs of chronicity: glomerulosclerosis, interstitial fibrosis, and tubular
atrophy are the most important signs of worse clinical prognosis, and early indicators are
necessary for optimal therapeutic intervention.

In the present study, 32 renal biopsy specimens from different renal diseases were divided into
two study groups: proliferative and nonproliferative, and the expression of SATB1 and PTEN
was analysed in different structures of the renal cortex compared with healthy tissue.

Both markers were present in all renal structures. In general, the changes were more pronounced
in tubular epithelial cells than in glomeruli, especially in the distal tubules of the samples of the
proliferative group. SATB1 was more pronounced in all structures of the studied group
compared with the control group, in contrast to PTEN, which was significantly more decreased
in the proximal tubule epithelial cells than in the control group.

In conclusion, both markers can be considered as important factors in the pathogenesis of renal
diseases. Further studies are needed to determine the influence of SATB1/PTEN in the
classification of renal disease activity/chronicity, diagnosis, clinical monitoring, and

therapeutic procedures.
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