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1. UVOD

1.1. Kroni¢na bubreZna bolest

Kroni¢na bubrezna bolest (KBB) je globalni javnozdravstveni problem, prepoznat kao
»skrivena epidemija“ od koje boluje preko 850 milijuna ljudi u svijetu, odnosno 10% - 13%
populacije u razvijenim zemljama i 200 tisu¢a ljudi u Republici Hrvatskoj (1,2). Prosje¢no 2,3
— 7,1 milijuna bolesnika prerano umire zbog nedostupnosti dijalize i transplantacije te je KBB
Sesta na popisu najbrze rastu¢ih uzroka smrti. Prema KDIGO Kklasifikaciji (engl. Kidney
Disease Improving Global Outcomes), KBB se definira kao oSteéenje bubrega i/ili pad
glomerularne filtracije (GF) ispod 60 mL/min/1,73 m? u trajanju duljem od tri mjeseca (3)

(Slika 1).

Strukturna ili funkcionalna
abnormalnost bubrega >3

mjeseca
l
I I
OSTECENJE BUBREGA GF <60 ml/min/1,73 n?’,
N s/bez znakova ostecenja
s/bez snizene GF bubrega
I I
patoloske promjene pokazatelji bubrezna B
bubreznog ostecenja transplantacija
patoloski nalaz
urina
laboratorijski
pokazatelji
nepravilnosti
—1dokazane slikovnom|
dijagnostikom

Slika 1. Algoritam za definiciju kroni¢ne bubrezne bolesti (KDIGO klasifikacija, 2012.
godina).



KBB se prema razini glomerularne filtracije dijeli u pet stadija, od kojih najvisi zahtijeva
nadomjestanje bubrezne funkcije dijalizom ili transplantacijom. Bubreg vr$i i nadzire brojne
funkcije: izlu¢ivanje produkata metabolizma, odrzavanje ravnoteze vode, elektrolita i acido-
bazne ravnoteze i sintezu hormona. Zbog toga zatajenje bubrega nosi niz zdravstvenih
komplikacija kao S$to su: elektrolitski disbalans, dislipidemija, malnutricija, anemija,
poremecaj mineralno - koStanog metabolizma, poremecaj spavanja, slabljenje kognitivnih
funkcija, hiperhidracija, oksidativni stres i povecani rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti.
U bolesnika sa snizenom GF povisen je rizik od kongestivnog sréanog zatajenja, atrijske
fibrilacije, moZzdanog udara, koronarne bolesti srca i periferne arterijske bolesti (4). U viSim
stadijima KBB multiplicira se rizik od kardiovaskularnih bolesti pa je u najvisem stadiju KBB
30 puta veci nego u odgovarajucih zdravih kontrola (5). Osim tradicionalnih ¢imbenika rizika,
u patogenezi nastanka kardiovaskularnih bolesti dodatni utjecaj imaju anemija, oksidativni
stres, upala, malnutricija, poremecaji u metabolizmu kalcija 1 fosfora, hiperhomocistinemija i
poremecaji lipida (6). Stoga je opce prezivljenje bolesnika na dijalizi kraée nego prezivljenje
onkoloskih bolesnika od nekih vrsta karcinoma (npr. dojke, prostate i debelog crijeva) (7).
Osim toga, KBB predstavlja znacajno financijsko optere¢enje za svaki zdravstveni sustav,

primjerice godisnji troSak u Sjedinjenim Americkim DrZzavama je 48-60 milijardi dolara (8).

Najces¢i uzroci nastanka kroni¢nog bubreznog zatajenja (KBZ) su dijabeti¢ka nefropatija 1
nefroangioskleroza uzrokovana arterijskom hipertenzijom, a na treéem mjestu su bolesti
glomerula. Glomerulopatije obuhvacaju Siroki spektar klinicko-patoloskih sindroma
karakteriziranih promjenama glomerularne grade i funkcije 1 uzrok su razvoja terminalnog
stadija KBZ u 90% slucajeva (8,9). Kod sumnje na glomerularnu bolest, perkutana iglena
biopsija bubrega je zlatni standard u dijagnosti¢kom algoritmu (10). Iz bioptickog uzorka
postavlja se patoloska dijagnoza uz procjenu aktivnosti 1 kroniciteta bolesti, Sto je vazno za

individualizirani terapijski pristup i prognozu bolesti.

1.1.1. Procjena bubreZne funkcije

Prakti¢no se bubrezna funkcija procjenjuje po vrijednostima serumskog kreatinina
(sK), klirensa kreatinina (KK) i albuminurije/proteinurije. Razina sK je relativno neprecizan
pokazatelj jer ovisi o dobi, spolu, prehrambenim navikama, miSi¢noj masi 1 tubularnoj
sekreciji kreatinina (11). S druge strane, albuminurija prethodi padu GF, a u
tubulointersticijskim bolestima moze biti odsutna (12). Stoga rani stadij KBB moze ostati
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neprepoznat, a KBB bez simptoma ili s nespecificnim simptomima biti otkrivena tek u
poodmaklom stadiju. Vazno je istaknuti da lijeCenje KBB u ranom stadiju moZze oporaviti
bubreznu funkciju, ili bar usporiti progresiju bolesti. U bioptatu je tubularna atrofija
superiorniji prediktor opadanja glomerularne filtracije nego glomerularne patoloSke promjene
(13). U novije vrijeme istrazuju se neinvazivne metode procjene ranih pokazatelja bubreznog
oSte¢enja. Prema Watsonu, uz KK i proteinuriju, urinarni panel biljega za rano otkivanje KBB
detektira cfDNA (cell free DNA), metiliranu cfDNA, klusterin i CXCL10 (1). Foster je
utvrdio da su B-trace protein 1 B2-mikroglobulin neovisni predskazatelji najviSeg stadija KBB
1 op¢eg mortaliteta (14). U djece su, uz albuminuriju, mogu¢i rani predskazatelji KBB
monocitni kemoreaktantni protein 1, interleukin-18 i retinol-vezu¢i protein te tubularni biljezi
KIM-1 (engl. kidney injury molecule-1), NGAL (engl. neutrophil gelatinase-associated
lipocalin), cistatin C 1 a-1-mikroglobulin, ali prije njihove primjene u klinickoj praksi nuzna

je laboratorijska validacija (12).

1.1.2. Patogneza kroni¢ne bubreZne bolesti

U visim stadijima KBB, u bioptatu nalazi se dosta globalno oZiljno promijenjenih
glomerula, infiltracija intersticija upalnim stanicama, intersticijska fibroza i tubularna atrofija
(kratica IFTA) (15). U glomerulopatijama glomeruloskleroza moZe biti povezana s gubitkom
podocita s ili bez upalne 1 proliferativne komponente, dok je progresivna intersticijska fibroza
uvijek pracena sterilnom upalom (16). Neovisno o tome je li glomerularna bolest posljedica
imunoloSkog ili metabolickog oStecenja, hipoperfuzije, infekcije ili genetske nepravilnosti,
postoji spektar promjena u glomerulu i posljedicno cijelom nefronu. U glomerulima moze biti
smanjena produkcija ¢imbenika rasta i promijenjena interakcija stanica s matriksom,
mezangijski matriks proSiren, glomerularna bazalna membrana (GBM) smanjenog negativnog
naboja ili neadekvatno gradena, mezangijske stanice hiperplasti¢ne, podociti reverzibilno
prilagodeni ili podloZni apoptozi, promijenjena propusnost i selektivnost filtracijske barijere
te reduciran protok krvi (16). S obzirom na ,,nizvodni‘ polozaj kanali¢a i intersticija u odnosu
na glomerule, zbog promjena u protoku krvi i koli¢ine/kvalitete ultrafiltrata dolazi do
sekundarnog oStecenja tubulointersticija (16). Prvo su oSteceni proksimalni kanali¢i, u njima
je pojacana endocitoza filtriranih albumina i eventualno vecih proteina - profibrotic¢kih i
proupalnih citokina, komponenti komplementa, imunoglobulina, feritina 1 lipida (16,17). Na

molekularnoj razini u epitelu kanali¢a promijenjeno je stvaranje citokina i ¢imbenika rasta uz



stres endoplazmatskog retikula, nakupljanje reaktivnih kisikovih radikala, nakupljanje DAMP
molekula (engl. danger associated molecular pattern) s aktivacijom Toll like receptora
(TLR), $to kroni¢no moze voditi u tubularnu atrofiju i epitelijalno-mezenhimalnu pretvorbu
(EMT) (16). Tubularna atrofija je karakterizirana gubitkom cetkaste prevlake i apikalnih
mitohondrija u epitelu proksimalnih kanali¢a, simplifikacijom cilindri¢nog u kubic¢ni epitel
koji ima piknoti¢ne jezgre i smanjenu transportnu funkciju te dilatacijom lumena kanalic¢a koji
mogu sadrzavati proteinske ¢epove (13). Bazalna membrana kanali¢a je zadebljana i nabrana,
peritubularni intersticij infiltriran upalnim stanicama, a tubularni epitel propada apoptozom te
s vremenom kanali¢i budu nadomjeSteni fibroziranim intersticijem. PatoloSki mehanizmi
tubularne atrofije su: apoptoza ili starenje tubularnih epitelnih stanica, prorjedenje
peritubularnih kapilara i posljedi¢na ishemija, atubularni glomeruli/aglomerularni tubuli,
oksidativni stres, epitelijalno-mezenhimalna pretvorba, intersticijska upala, lipotoksi¢nost i
inaktivacija Na/K pumpe (13). U intersticiju je poviSena razina proupalnih i profibrotickih
citokina, brojniji su fibrociti i fibroblasti, aktivirani rezidentni monociti i dendriticke stanice,
Sto sve vodi u intersticijsku fibrozu (16). Normalno su glomerularna i peritubularna
mikrovaskulatura rasporedene u sekvencu koja omogucava finu ravnotezu izmedu GF i
tubularne reapsorpcije. U nekim glomerulopatijama je smanjen protok krvi kroz glomerul i
posljedi¢no smanjena opskrba peritubularne kapilarne mreze koja o njemu ovisi, jer ne postoji
kolateralna poslijeglomerularna cirkulacija. Posljedica je tubularna hipoksija i ishemija zbog
apoptoze endotela 1 prorjedenja kapilarne peritubularne mreze, §to doprinosi nastanku

intersticijske fibroze (16).

1.1.2.1. Epitelijalno-mezenhimalna pretvorba

Epitelijalno-mezenhimalna pretvorba (engl. epithelial-mesenchymal transition) je
sloZzeni proces u kojem polarizirane epitelne stanice, koje normalno tijesno prijanjanju jedna
uz drugu i u doticaju su s bazalnom membranom, u patoloskim okolnostima podlijezu
promjenama i stjeu mezenhimalna fenotipska obiljezja (18). Karakteristike vretenastih
mezenhimalnih stanica su povecani migratorni kapacitet, invazivnost, manja osjetljivost na
apoptozu i veca proizvodnja komponenti izvanstani¢nog matriksa (18). EMT ima cetiri
stadija: gubitak epitelnih adhezija, de novo izrazaj a-glatkomiSiénog aktina (a-SMA) i
aktinska reorganizacija, disrupcija bazalne membrane, povecana stanicna migracija i

invazivnost. Analogni proces u endotelnim stanicama zove se endotelijalno-mezenhimalna



pretvorba (EndMT), a obrnuti proces mezenhimalno-epitelijalna pretvorba (MET). Opisana su
tri tipa EMT. Prvi tip je povezan s implantacijom, embriogenezom i organogenezom i nema
za posljedicu fibrozu ni invazivne migratorne fenotipove (18). Drugi tip se nalazi u cijeljenju
rana, regeneraciji i fibrozi, uglavnom nakon ozljede tkiva (18,19). Tre¢i tip se vidi u
novotvorinama i povezan je sa sposobnoS¢u metastaziranja i invazije tumorskih stanica (18).
Kljuénu ulogu u odrzavanju integriteta epitela kanali¢a imaju E-kaderin i ZO-1 (engl. zonula
occludens-1), a tubularna bazalna membrana sprjeCava interakciju epitelnih stanica i
miofibroblasta (20). Bez E-kaderina, desmoplakina, okludina i koneksina, stanica izgubi
apikalno - bazalni polaritet i zapocne EMT (18,19, 21-23). Zamjena citokeratina vimentinom
u citoskeletu rezultira promjenom stanice iz kuboidnog u vretenasti oblik (19). Umyjesto
apikalno-bazalnog, stanica dobiva prednje-straznji polaritet, stvara adhezije s matriksom
umjesto sa susjednim epitelnim stanicama i pojacano izrazava mezenhimalne biljege: FSP1
(protein-1 specifican za fibroblast), a-SMA, kolagen I, vimentin i N-kaderin (19,24). Brojni
transkripcijski ¢imbenici poput SNAI1/Snail 1, SNAI2/Snail 2 (Slug), ZEBI1, ZEB2, TCF3,
KLF8, Twist, Goosecoid, TCF4 (E2.2), SIX1, FOXC2 mogu izravno ili neizravno potisnuti
izrazaj E-kaderina (25,26). Slug uzrokuje disrupciju desmosoma i gubitak medustani¢nih
adhezija (27,28). Snail 1 Slug imaju srediSnju ulogu u EMT jer njihov pojacani izrazaj u
epitelnim stanicama uzrokuje fenotipske promjene, pojac¢ani motilitet i invazivnost (29). EMT
moze biti potaknuta djelovanjem TGF-B (transforming growth factor BI), FGF (fibroblast
growth factor), EGF (epidermal growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor), FGF-2, MMP-2 (matrix metalloproteinase), MMP-3, MMP-
9, Wnt/beta-katenin, Notch, hiperglikemije 1 hipoksije (18,30).

1.1.2.2. Fibroza bubrega

Fibroza bubrega, krajnji ishod progresivne KBB, karakterizirana je intersticijskim
odlaganjem izvanstani¢nog matriksa i oziljkavanjem (31,32). Nastanak fibroze posredovan je
upalnim stanicama i fibroblastima (18). Miofibroblast koji izrazava a-SMA je osnovni tip
stanice koja stvara matriks (33). Prema eksperimentalnim istrazivanjima, u procesu nastanka
fibroze u bubregu 12% fibroblasta je podrijetlom iz koStane srzi, 30% iz tubularnih epitelnih
stanica nastalih EMT, 35% nastalih EndMT, a ostatak iz rezidentnih fibroblasta ili drugih
mezenhimalnih stanica (pericita, fibrocita ili perivaskularnih glatkomiSi¢nih stanica) (18). U

reakciji na ozljedu, tubularne epitelne stanice mogu podle¢i EMT, ¢ime je onemogucen



oporavak 1 regeneracija epitela, zaustavljen stani¢ni ciklus i potaknuta aktivacija
intersticijskih fibroblasta (33). Istrazivanja su pokazala da u nastanku bubrezne fibroze
tubularne epitelne stanice podlijezu samo parcijalnoj EMT jer izrazavaju biljege epitelnih i
mezenhimalnih stanica i ostaju povezane s bazalnom membranom (33). Medutim, parcijalna
EMT je dovoljna za gubitak tubularne funkcije, zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G2 fazi i
otpustanje profibrogenih citokina (33). Nastanku fibroze pridonosi defektni stani¢ni
metabolizam masnih kiselina i disfunkcija mitohondrija u tubularnom epitelu. Do toga dolazi
zbog smanjenog izrazaja klju¢nih enzima - regulatora oksidacije masnih kiselina koje su bitan
izvor energije u epitelu proksimalnih kanali¢a (34). Inhibicija oksidacije masnih kiselina in
vitro uzrokuje iscrpljivanje ATP-a, stani¢nu smrt, dediferencijaciju i1 unutarstanicno
nakupljanje lipida (34). U tom procesu sudjeluje TGF-B1 koji inhibira izrazaj karnitin
palmitoiltransferaze 1, enzima kljuénog za oksidaciju masnih kiselina 1 smanjenje
metabolizama masnih kiselina (33). TGF-f je najpotentniji profibroticki ¢imbenik, potice
izrazaj ¢imbenika rasta, citokina i kemokina koji induciraju i odrzavaju EMT (20,35). Osim
toga, TGF-P posreduje stani¢no signaliziranje i interakcije izmedu razliCitih signalnih puteva,

Sto dovodi do promjena u stani¢noj diferencijaciji (36).

Fibroza bubrega nastaje postupno kroz nekoliko faza. U reakciji na stresni podraZaj kao Sto su
hiperglikemija, proteinurija, hipoksija, autoimuna reakcija i perzistentna infekcija, tubularne
epitelne stanice proizvode citokine i kemokine koji privlate monocite, makrofage i limfocite
T (32). Mononuklearna infiltracija aktivira proupalne 1 profibroticne c¢imbenike i taj
mikrookoli§ potice fenotipsku prilagodbu tubularnog epitela, odnosno podrzava EMT kako bi
stanice izbjegle apoptozu (32). Osim tubularnog epitela, EMT mogu pro¢i endotelne stanice i
podociti (32). U nadzoru EMT su vaZzni signalni putovi TGFB/Smad, integrin-linked kinase
(ILK) 1 Wnt/B-katenin (32). TGFp se veze na tip 2 TGFf transmembranskog receptora i s tip
1 receptorom ¢ini kompleks koji uzrokuje fosforilaciju i aktivaciju Smad 2 i Smad 3.
Fosforilizirane Smad potom se spajaju sa Smad 4 i translociraju u jezgru gdje nadziru
transkripciju gena CTGF, ILK, Snail, a-SMA, Wnt, kolagen 1A2 (32). TGFp signalni put
neovisan o Smad takoder ima ulogu u EMT, a ukljuuje RhoA, p38 mitogen aktiviranu
protein kinazu (MAPK) i fosfatidil-inozitol-3-kinazu/Akt (32). U ILK signaliziranju stani¢na
serin/treonin protein kinaza ulazi u interakciju s citoplazmatskom domenom [-integrina i
posreduje integrinsko signaliziranje u razli€itim tipovima stanica. Wnt/B-katenin signalni put

ukljucuje Wnt obitelj sekretornih ¢imbenika rasta i B-katenin, protein vaZan za odrzavanje



medustani¢nih adhezija 1 transkripciju gena koji induciraju Snail i suprimiraju izrazaj nefrina

(32).

1.1.2.3. Podociti

Podociti su visoko specijalizirane stabilne epitelne stanice koje oblikuju visceralni list
Bowmanove c¢ahure, a nastaju mezenhimalno-epitelijalnom transdiferencijacijom u
metanefrosu (32). Zajedno s fenestriranim endotelnim stanicama glomerularnih kapilara i
glomerularnom bazalnom membranom tvore filtracijsku barijeru koja omogucava
ultrafiltraciju, a sprjecava gubitak proteina. Podociti imaju srediSnju ulogu u odrZavanju
glomerularne funkcije, patogenezi glomerularnih bolesti i progresiji KBB (37). U reakciji na
ostecenje, podociti pokazuju razli¢ite adaptivne promjene koje ovise o intenzitetu, vrsti i
trajanju ozljede (32). Pocetni odgovor moze biti gubitak nozica i1 hipertrofija kojom nastoje
kompenzirati gubitak funkcije. Ako je ozljeda progresivna, podociti podlijezu EMT kako bi
izbjegli apoptozu. Tada smanjeno izrazavaju epitelne biljege P-kaderin, ZO-1 i nefrin, a
pojacano dezmin, MMP-9, fibronektin, kolagen I i transkripcijski represor Snail te od
epitelnih postaju stanice s mezehimalnim obiljeZjima (38). Produzena ili teZa ozljeda dovest
¢e do odljepljivanja podocita od GBM, apoptoze i podocitopenije (32). Razlika izmedu EMT
podocita i tubularnog epitela je u tome Sto podocit nakon pretvorbe postane pokretan i odvaja
se od GBM, a tubularna epitelna stanica preko tubularne bazalne membrane invadira u
intersticij 1 sintetizira komponente matriksa (32). Gubitak podocita 1 posljedi¢na

podocitopenija vode u glomerulosklerozu.
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1.2. Klasifikacija glomerularnih bolesti

Glomerularne bolesti (GB) su heterogena skupina bolesti koje se u etiopatogenetskoj

klasifikaciji dijele na primarne, sekundarne i nasljedne (tablica 1).

Tablica 1. Klasifikacija glomerularnih bolesti (39)

Primarne glomerularne bolesti

Bolest minimalnih promjena

Fokalna segmentalna glomeruloskleroza
Membranska nefropatija

Akutni postinfekcijski glomerulonefritis
Membranoproliferativni glomerulonefritis
IgA nefropatija

Bolest gustih membrana

C3 glomerulopatija

Glomerulopatije zbog sistemskih bolesti

Lupus nefritis (sistemski eritematozni lupus)

Dijabeticka nefropatija

Amiloidoza

Glomerulopatija zbog multiplog mijeloma

Goodpasture sindrom

Mikroskopski poliangitis

Granulomatoza s poliangitisom

Henoch-Schonlein purpura

Glomerulonefritis povezan s bakterijskim endokarditisom
Tromboticka mikroangiopatija

Nasljedne bolesti

Sindrom Alport
Fabrijeva bolest
Mutacije proteina podocitne pukotinaste membrane

Jedna se glomerularna bolest moze oc€itovati razli¢itim klinickim sindromima 1 imati razlicit
tijek, a vrijedi i obrnuto - viSe se razli¢itih glomerularnih bolesti moze prezentirati istim
sindromom (9). Klinicki sindromi su nefrotski sindrom (NS), akutni nefriticki sindrom,
akutno/brzoprogresivno bubrezno zatajenje, hematurija, asimptomatska proteinurija i KBZ
(9). Kompleksna patogeneza glomerularnih bolesti jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena
(40). Slozena je zbog vise razloga: a) razli€iti stresori mogu inicirati ozljedu, b) osjetljivost na

ozljedu se razlikuje, moguée zbog genetske predispozicije, ¢) na upalnu reakciju utjeu
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interakcije izmedu molekula (komponenti komplementa, protutijela, kemokina, citokina i
¢imbenika rasta), leukocita i intrinzi¢nih bubreznih stanica i d) bubrezne bolesti su ¢esto
kroni¢ne i progresivne (40). Poznati uzroci su imunoloski, hemodinamski, metabolicki,
infektivni, toksi¢ni 1 nasljedni, a ponekad uzrok ostaje nepoznat (9). Sve sastavnice glomerula
doprinose odrZanju njegove normalne funkcije, ali u oStecenju aktivno reagiraju i, zajedno s
posrednicima upale i leukocitima, utjeCu na glomerularnu disregulaciju i nastanak GB (41).
Pocetne patoloske promjene ovise o mjestu ozljede u glomerulu. Na primjer, mezangijske
stanice su preko fenestra endotela izravno izlozene krvi pa ¢e talozenje cirkuliraju¢ih imunih
kompleksa (npr. u IgA nefropatiji) rezultirati hiperplazijom mezagijskih stanica i proSirenjem
matriksa (40). Bolesti povezane s oSte¢enjem podocita i GBM karakterizirane su gubitkom
nozica podocita, §to rezultira poremecajem filtracijske barijere i proteinurijom (40).
Odlaganja cirkuliraju¢ih imunih kompleksa ili in situ stvaranje kompleksa autoprotutijela i
intrinzi¢nog antigena izaziva reakciju komplementa i/ili upalnih stanica s endokapilarnom
hipercelularno$¢u, mogu¢om rupturom GBM i nastankom polumjeseca u urinarnom prostoru.
U hemoliticko-uremickom sindromu ozljeda endotela i aktiviranja koagulacije izaziva

stvaranje tromba u lumenu glomerularnih kapilara i proSirenje subendotelnog prostora (40).

Opisane patoloske promjene nalaze se u biopsijama bubrega standardno analiziranim

imunoflorescentnom, svjetlosnom i elektronsko mikroskopskom metodom.

U ovom istraZivanju analizirani su ispitanici s IgA nefropatijom (IgAN), Henoch-Schonlein
purpurom (HSP), bolesti minimalnih promjena (BMP) 1 fokalnom segmentalnom

glomerulosklerozom (FSGS) pa ¢e te bolesti biti detaljno opisane.

1.2.1. IgA nefropatija

IgAN-u su prvi opisali Berger i Hinglais 1968. godine (42). To je naj¢eS¢a primarna
glomerulopatija, karakterizirana odlaganjem IgA imunih depozita u mezangiju. GodiSnja
incidencija je 2,5 oboljela na 100 tisuca stanovnika, ali podaci nisu pouzdani jer se biopsija
bubrega ne izvodi uvijek kod sumnje na IgAN (43). Bolest je najucestalija u isto¢noj Aziji,
Europi i Africi (44). Primarna IgAN je ograni¢ena na bubreg. Medutim, mezangijski depoziti
IgA mogu se na¢i sekundarno u bolestima jetre i probavnog trakta, sistemnim infekcijama,
pluénim bolestima i autoimunim bolestima (45). Ne postoji specificno histoloSko obiljezje

koje bi razlikovalo primarnu od sekundarne IgAN pa je to¢nu prevalenciju tesko utvrditi, jer
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se ponekad ne radi o sekundarnoj ve¢ koincidentnoj novootkrivenoj primarnoj IgAN (46). U
sekundarnoj IgAN se mogu pronaci histoloska obiljezja koja nisu tipi¢na za primarni oblik
bolesti (bojanje za kapa lake lance istog ili jaceg intenziteta nego za lambda lake lance i

prisutnost subepitelnih grba na elektronskoj mikroskopiji) (46).

Nalaz svjetlosne mikroskopije u primarnoj IgAN-i je varijabilan; od hiperplazije mezangijskih
stanica, endokapilarne proliferacije do glomerulonefritisa s polumjesecima ili globalne
glomeruloskleroze s visokim postotkom IFTA (47). Na imunofluorescentnoj mikroskopiji
nalaze se zrnati (para)mezangijski depoziti predominantno IgA, C3 i rjede i slabije IgG ili
IgM, a na elektronskoj mikroskopiji vide se elektronski gusti mezangijski depoziti (Slika 2).
IgAN je kroni¢nog tijeka, a u patoloSkom nalazu aktivnost 1 kronicitet bolesti izraZzavaju se

MEST-C zbrojem po Oksfordskoj klasifikaciji (48) (Tablica 2).

Slika 2. IgA nefropatija: A) zrnati jako izrazeni depoziti IgA u mezangiju (IgA/FITC, 400 x,

B) elektronski gusti depoziti u mezangiju (4000 x), C) mezangijska hipercelularnost, D)
endokapilarna proliferacija, E) segmentalna skleroza i F) celularni polumjesec u

Bowmanovom prostoru (PAS, Jones 400 x).
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Tablica 2. Oksfordska klasifikacija IgA nefropatije po MEST-C zbroju

HISTOLOSKA DEFINICIJA ZBROJ
VARIJABLA

Mezangijska > 4 mezangijske stanice u bilo kojoj MO: prisutna u <50%

hipercelularnost mezangijskoj regiji glomerula glomerula
MI: prisutna u >50%
glomerula

Endokapilarna Hipercelularnost s posljedi¢no povecanim EO: odsutna

hipercelularnost brojem stanica u glomerularnom kapilarnom El: prisutna barem u jednom

lumenu glomerulu
Segmentalna Adhezija ili skleroza (obliteracija kapilarnog S0: odsutna
glomeruloskleroza lumena matriksom) u dijelu, ali ne u cijelom S1: prisutna u barem jednom

Tubularna atrofija/
intersticijska fibroza

Celularni ili
fibrocelularni
polumjeseci

glomerularnom klupku

Procijenjeni postotak kore koji pokazuje
znakove tubularne atrofije i intersticijske
fibroze, koja god je vecéa

Postotak glomerula s celularnim ili
fibrocelularnim polumjesecima

glomerulu

T0:0-25% kore
T1: 26-50% kore
T2: >50% kore

CO0: odsutni
C1: 0-25% glomerula
C2:>25% glomerula

IgAN se moZze klini¢ki manifestirati u Sirokom rasponu od mikrohematurije s ili bez
asimptomatske proteinurije, preko makrohematurije, nefrotskog ili nefritickog sindroma do

brzoprogresivnog zatajenja bubrega.

1.2.1.1. Imunoglobulin A

Imunoglobulin A (IgA) je najzastupljeniji imunoglobulin u organizmu. Lokaliziran je
prvenstveno u sluznicama koje §titi od invazije mikroorganizama, a lu¢e ga lokalne plazma
stanice. IgA koji cirkulira krvlju izlu¢uju plazma stanice u koStanoj srzi. Po rodenju ga nema
te mu razina postupno raste tijekom prve godine Zivota, a u serumu odrasle osobe iznosi 61 do
356 mg/dL (49). PoviSena razina IgA u serumu moZe se naci u IgA nefropatiji, imunoglobulin
A vaskulitisu, sindromu stecene imunodeficijencije, alkoholnoj cirozi, uznapredovalom

hepatitisu, IgA mijelomu, reumatoidnom artritisu i sistemskom eritematoznom lupusu (50).

Molekula IgA gradena je od dva teSka i dva laka lanca. TeSki lanac ima varijabilnu 1 tri
konstantne regije, a laki lanac varijabilnu i konstantnu regiju. Izmedu dvije konstantne regije

teSkog lanca je zglobna regija koja je glikozirana. Monomerna molekula IgA ima dvije Fab
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regije (engl. fragment antigen-binding) kojima veze antigene. I[gA monomer ima podrazrede
IgAl i IgA2, razli¢ite po tome Sto IgA2 ima kracu zglobnu regiju. IgA1 predominira u krvi,
suzama, slini, sekretima iz gornjeg diSnog sustava i tankom crijevu, IgA2 u debelom crijevu, a
u vagini su oba monomera jednako zastupljena (45). U ljudskom organizmu IgA ima
monomernu, polimernu (uglavnom dimernu) i sekretornu izoformu (45) (Slika 3). Monomerni
ili serumski IgA (mlIgA) nalazi se u krvi, polimerni IgA (pIgA) je u krvi u niskoj

koncentraciji, a sekretorni ili mukozni IgA (sIgA) nalazi se u sluznicama i sekretima (45).

POLIMERNI IgA SEKRETORNI IgA

-Ima vedl kapacitet vezanja antigena
nego monomerni IgA

-sekretorni dio (SC) prekniva J-lanac
| time dodatno stabilizira sekretorni IgA

MONOMERNI TgA

Slika 3. Izoforme imunoglobulina A (45).

U krvi mIgA preko Fab regije veze antigen, a preko Fc domene moZe se vezati na specifi¢ni
Fc-alfa receptor (Fc-alfa-RI ili CD89) na stanicama mijeloidne loze (neutrofili, eozinofili,
monociti, makrofagi, dendriticke i Kupfferove stanice) (45). Na taj nacin dolazi do fagocitoze

1 ¢iS¢enja cirkuliraju¢ih IgA imunih kompleksa pomocu fagocitnog sustava (51-53).

U lamini propriji svih sluznica lokalne plazma stanice luce IgA kao dimernu molekulu (dIgA)
koju potom polimerni Ig receptor (pIgR), smjeSten na bazolateralnoj strani epitela,
transportira kroz stanicu 1 otpuSta u lumen (54). Pri tom sekretorna komponenta receptora
ostane vezana s IgA pa nastane sekretorni IgA (sIgA) (54). Na povrsini sluznica diSnog,
crijevnog i genitourinarnog trakta sIgA S§titi sluznicu od prodora bakterija jer ih aglutinira,
ometa njihovu pokretljivost i neutralizira bakterijske proizvode (54-56). Ako antigeni udu u
laminu propriju, dIgA ih opsonizira te se prenesu natrag u lumen istim putem kao slobodni

dIgA; tako se sluznica oslobada od antigena (54).

Preko 90% serumskog IgA (mlgAl, plgAl, plgA2) se katabolizira u jetri, slezeni i

bubrezima, a bioloski poluvijek je 3 do 5 dana (57). Hepatociti izrazavaju
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asijaloglikoproteinski receptor (ASGPR) kojim prepoznaju 1 vezu glikane iz zglobne regije
IgA1 (58). Drugi mehanizam klirensa IgA je putem retikuloendotelnog sustava (RES),
prvenstveno Kupfferovih stanica koje preko svog receptora CD89 prepoznaju Fc domenu
mlgA, plgA i IgA u imunokompleksima (59,60). Vezanje mIgA s CD89 receptorom ima
protuupalni ucinak, a vezanje IgA iz imunokompleksa s CD89 receptorom inducira proupalni
odgovor (45). Takva bifunkcionalna uloga CD89 receptora posredovana je adaptorom FcRy
(45). CD89 je regulator izmedu protu- i proupalnih odgovora na IgA (54). Abnormalno ili
prekomjerno nakupljanje IgA-imunokompleksa moZe izazvati pojacanu aktivaciju neutrofila i

posljedi¢no ostecenje tkiva (54).

Molekula CD89 ima dvije solubilne izoforme, od kojih se manja nalazi u serumu 1 zdravih 1
bolesnika s IgAN, a veca izoforma samo u serumu bolesnika s IgAN. U bolesnika s IgA
nefropatijom je povecana razina cirkuliraju¢ih IgA1-IgG imunokompleksa, a sniZzena razina
IgA-sCD89 kompleksa, Sto upucuje da su CD89 koji sadrze imunokomplekse selektivno

zarobljeni u mezangiju i pogorSavaju glomerularnu ozljedu (60).

16



1.2.1.2. Patogeneza IgA nefropatije

Prema prihvacenoj hipotezi, IgAN je posljedica nekoliko patogenih udaraca: a)
povecana je razina gd-IgAl, b) na njih se stvaraju protuglikanska protutijela IgG ili IgAl
razreda, c) nastaju cirkuliraju¢i imunokompleksi, d) odlazu se u mezangij te poti¢u aktivaciju,
proliferaciju i apoptozu mezangijskih stanica (61) (Slika 4). Aktivirane mezangijske stanice
luc¢e proupalne, proliferativne 1 profibrogene ¢imbenike ¢iji uc¢inak vodi do progresije IgAN

(61).

UDARAC 1 UDARAC 2
poviiena koncentracija stvaranje anti-glikanskih
oskudno galaktoziliranih pmmtij;la
IgAl
UDARAC 3
formiranje patogenth IgAl

cirkulirajuéih

imunockompleksa

UDARAC 4

odlaganje u mezangy) 1zaziva glomerulamu ozljedu zbog aktivacije mezangyskih
stanica 1 komplementa

Slika 4. Patogeneza IgA nefropatije prema teoriji viSestrukih udaraca (62).

1.2.1.2.1. Prvi udarac - povecana koncentracija gd-IgA1

Vecina cirkuliraju¢ih IgAl je monomerna, jako O-galaktozilirana i sintetiziraju ih
plazma stanice koStane srzi. Prvi udarac u patogenezi IgAN je povecana koncentracija gd-
IgA1 glikoforme u serumu i imunim depozitima u mezangiju (63,64). Samo IgA1 podrazred
se nalazi u mezangijskim depozitima (65). Izmedu CH1 1 CH2 konstantne domene a teSkog
lanca IgA je zglobna regija od 18 aminokiselina gdje se na aminokiselinske ostatke serina ili
treonina mogu vezati lanci O-glikana (61). Devet je moguc¢ih veznih mjesta u svakom lancu, a
tri do Sest su zauzeti. Proces glikozilacije zapocinje dodavanjem N-acetilgalaktozamina

(GalNAc) preko kisikovog atoma na serinski ili treoninski ostatak, djelovanjem enzima N-
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acetilgalaktozaminil transferaze (GalNAcT?2). O-glikanski lanac moze se prosiriti dodavanjem
galaktoze na GalNAc 1 stvaranjem disaharida djelovanjem enzima C1GalTl (core-1 beta 1,3-
galaktoziltransferaze). Sijalinska kiselina moze se vezati na galaktozni dio pomocu enzima
02,3 sijaltransferaze (ST2,3) ili se spojiti na GalNAc u a2,6 spoju, djelovanjem enzima 02,6
sijaltransferaze (ST2,6). Sijalizacija GalNAc sprjeava daljnje dodavanje galaktoze (64)
(Slika 5).
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Slika 5. Razlike u gradi normalnog i oskudno galaktoziliranog imunoglobulina A (63).

GalNAc: N-acetilgalaktozamin; SA-sijalinska kiselina, GAL-galaktoza; Ser-Thr- serin treonin.

Pojam ,,galaktoza deficijentni IgA1“ nije posve tocan jer vecina O-glikoformi sadrzi
galaktozne ostatke, ali su tijekom posttranslacijske modifikacije oskudno O-glikozilirani (64).
Prema Yeo i suradnicima, gd-IgA1 je normalno prisutan na povrsini sluznice, a prisutnost u
serumu nastaje zbog neke suptilne greSke u mukoznom imunoloskom sustavu (64). Naime, B
stanice podlijeZu aktivaciji 1 programiranju u lokalnom imunolo$kom miljeu sluznice, ali je
moguce da se ,,prokrijumcare® u koStanu srz i oslobadaju gd-IgA1 izravno u sistemni krvotok
(64). U serumu gd-IgA1 ima vecu sklonost agregiranju, a na N-acetilgalaktozamin u zglobnoj
regiji se stvaraju specifi¢na protutijela razreda IgA ili IgG (66-69). U sluznicama je smanjen
broj plazma stanica koje luce sIgA, dok je povecan u kostanoj srzi (70,71). Prema tome, gd-
IgA1l je normalni O-glikozilirani oblik IgAl na povrSini sluznice, a njegova povecana
prisutnost u serumu i mezangiju u IgAN odrazava disregulaciju imunoloskog sustava

sluznice. Osim ,krijumcarenja“ mukoznih B stanica i plazma stanica u koStanu srz, postoji
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poremec¢aj mukoznog imunoloskog odgovora na antigen i nekontrolirani sistemni odgovor
(64). Iako je mukozno-renalna osovina ve¢ dugo poznata, nije joS jasno koje promjene u
mukoznom imunolo§kom sustavu prethode povecanju razine gd-IgA1 u serumu bolesnika. U
klinickoj praksi se zna da nakon infekcije gornjih diSnih puteva bolesnici s IgAN obicno
dobiju hematuriju (,,sinfaringitis hematurija®) 1 u serumu imaju povecanu koncentraciju
cirkuliraju¢ih IgA imunokompleksa (72). IgAN je povezana s bolestima u kojima je
imunoloski sustav sluznice oSteCen, npr. u celijakiji i upalnoj bolesti crijeva. Dokazi o
disreguliranom mukoznom imunoloskom odgovoru na antigen temelje se na ispitivanju
interakcije mikrobioma s mukoznim imunoloskim sustavom u bolesnika s IgAN. Posebnu
pozornost privukao je sastojak glutena, glijadin. Misevi koji su nakon okota bili podvrgnuti
dijeti bez glutena i potom izlozeni dijeti bogatoj glutenom, imali su u serumu anti-glijadinska
IgA protutijela, a u mezangiju depozite IgA (73). Nedavno je razvijen model transgeni¢énog
misa koji izraZzava humani IgA1 1 CD89 i spontano obolijeva od [gAN. Medutim, ako se takvi
miSevi u tri generacije hrane dijetom bez glutena, znacajno se smanje mezangijski depoziti

IgA 1 glomerularna upala (74).

Molekularna regulacija mukoznog imunoloSskog odgovora je vrlo slozena. Prirodeni
imunoloski odgovor izazvan je vezivanjem antigena na TLR i ¢imbenik aktivacije B stanica
(BAFF od engl. B-cell activating factor) te ligand APRIL (engl. a proliferation-inducing
ligand) koji potice proliferaciju (66). B stanice izrazavaju TLR-4, TLR-9 i TLR-10 koji su
ukljuceni u patogenezu IgAN (66,75). Stimulacija TLR pokre¢e kaskadu signala koja rezultira
sintezom interferona (IFN), proupalnih i efektorskih citokina koji usmjeravaju steCeni
imunoloski odgovor (64). Citokin BAFF je potentni aktivator B stanica iz obitelji TNF
liganda. BAFF utjece na sazrijevanje i preZivljavanje B stanica, a razina mu je poviSena u
infekcijama i autoimunim bolestima gdje korelira s koncentracijom autoprotutijela (64). U
miSeva koji pojacano izrazavaju BAFF, poviSena je razina pIgA i pojacano odlaganje IgA u
mezangiju. APRIL je c¢lan superobitelji liganda ¢imbenika tumorske nekroze, a dijeli
zajednicke receptore s BAFF i tako utjeCe na sazrijevanje i preZivljavanje B stanica, kao i
sazrijevanje plazma stanica koje luce IgA (64,76). Povecana razina APRIL povezana je s
poviSenom razinom gd-IgA1l (77). U tonzilama bolesnika s IgAN razine TLR9 i APRIL su
poviSene, a stimulacija TLRY inducira izrazaj APRIL u tonzilarnim B stanicama (77,78).
Izgleda da je programiranje B-stanica u sluznici preko TLR, BAFF i APRIL klju¢no u razvoju
IgAN (64) (Slika 6).
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Slika 6. Mukozni imunoloski odgovor u patogenezi IgA nefropatije (79).

Nove imunomodulacijske strategije lijeCenja mogle bi biti crijevna terapija budesonidom,
blisibimodom (antagonist BAFF-a), ataciceptom (fuzijskim proteinom koji blokira BAFF 1
APRIL) i hidroksiklorokinom (inhibitorom TLR9). Pokazalo se da sistemna B stani¢na
deplecija rituksimabom nije u¢inkovita (80-83). Zanimljivo je da u bolesnika s IgAN nije
promijenjena O-galaktozilacija serumskog IgD, Sto znaci da gd-IgA1 nije posljedica urodenog
generaliziranog oSte¢enja enzima galaktozilacije u svim B stanicama (84). U nastanku gd-
IgAT1 ulogu imaju genetski i epigenetski ¢imbenici jer je prema studijama obiteljskih kohorti
velika mogucénost nasljedivanja gd-IgA1, do 80% (85). Pokazalo se da razina ukupnog IgA u
serumu ima nisku nasljednost te da O-galaktozilacija IgA1l nije ovisna o serumskoj
koncentraciji IgA (64). U klini¢koj praksi je zabiljeZeno da u bolesnika s IgAN moZe do¢i do
povrata bolesti u presatku, a obrnuto, da u bubregu s IgAN koji je nehotice transplantiran
primatelju bez IgAN depoziti IgA budu spontano uklonjeni (86-88). Navedena opazanja

ukazuju da je incijalni okidac¢ u patogenezi IgAN vjerojatno izvan bubrega (64).

1.2.1.2.2. Drugi udarac — proizvodnja protutijela specifi¢nih za O-glikan

Iako je u patogenezi IgAN klju¢na prisutnost gd-IgAl, to nije dovoljno za razvoj
klinicke bolesti. Na O-glikan se stvaraju specificna protutijela IgG ili IgAl razreda, a nastali
se cirkulirajuéi imunokompleksi prolaskom kroz bubreg, deponiraju u mezangiju i tako
zapocinje glomerularno oSteéenje. Serumska razina protutijela za O-glikan povezana je s
aktivno$¢u i progresijom bubrezne bolesti (89,90). Ta protutijela razreda IgG u varijabilnom
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podrucju teSkog lanca sadrze specificnu sekvencu aminokiselina Y1CS3 koja se po S3
razlikuje od sekvence Y1CA3 na istom mjestu u zdravih kontrola (64). Smatra se da je ostatak
S3 kriti€an za vezanje na gd-IgA1. Ta zamjena nije nadena u embrionalnoj DNK te je rezultat
somatske mutacije, mozda pod utjecajem specificnih antigena iz okoline (68,91). Promjene u
O-galaktozilaciji IgAl-zglobne regije rezultiraju konformacijskom promjenom molekule i
izlaganjem novih epitopa u zglobnoj regiji. Novi epitopi poticu stvaranje specifi¢nih
protutijela na O-glikan i/ili mogu biti pogreSno prepoznati kao glikoproteini bakterijske ili
virusne stijenke (molekularna mimikrija) (64). U genomskim studijama bolesnika s IgAN
dokazana je uloga HLA lokusa na kromosomu 6p, §to upucuje na ulogu disreguliranog
steCenog imunoloskog odgovora u preferencijalnom predstavljanju gd-IgA1l kao autoantigena

(72).

1.2.1.2.3. Treéi udarac — stvaranje imunokompleksa

Povecana razina gd-IgA1 i proizvodnja protutijela specificnih za O-glikan rezultiraju
stvaranjem imunokompleksa koji se odlazu u mezangij u obliku depozita i izazivaju
glomerularno oSte¢enje. Mezangijalno odlaganje IgA relativno je Cest subklini¢ki nalaz u
op¢oj populaciji, posebno u Azijata (64). Ne zna se jesu li takvi depoziti IgA biokemijski
razli¢iti 1 imunoloski inertni, ili postoje ¢imbenici u bubrezima koji sprjecavaju glomerularno
oSte¢enje. Mehanizmi odgovorni za izazivanje glomerularnog oSte¢enja u IgAN su razliciti od
mehanizma odgovornog za deponiranje u mezangij (92-94). Kiryluk i suradnici su pokazali da
djeca s IgAN ili HSP cesto imaju roditelja sa slicnim serumskim IgA1l O-glikoformnim
profilom, ali bez bolesti bubrega, Sto ukazuje da je za o€itovanja glomerularne bolesti
potreban drugi udarac (95). Prekomjerno stvaranje imunih kompleksa u IgAN nastaje zbog

abnormalne interakcije cirkuliraju¢eg IgA1 1 solubilnog CD89 (64).

1.2.1.2.4. Cetvrti udarac — deponiranje imunokompleksa u mezangij

Deponiranje imunih kompleksa je posljedica njihova ,,zarobljavanja“ u mezangiju i
povecanog afiniteta gd-IgAl za fibronektin i kolagen tipa IV u izvanstani¢nom matriksu
(96,97). IgG iz imunokompleksa takoder moze vezati Fcy receptore na mezangijskim

stanicama (98). Mezangijske stanice aktiviraju se nakon vezanja gd-IgA1-CD89 kompleksa
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na transferinski receptor CD71, ¢ime se stimulira izrazaj CD71 na mezangijskim stanicama
(99). To podrzava glomerularno ostecenje povezano s alternativnim putem aktivacije
komplementa (properdin i faktor H), lektinskim putem (manoza vezujuci lektin i s njima
povezane serinske proteaze 11 2 te C4d) i odlaganjem C3 (100). U reakciji na depozite IgA,
mezangij lu¢i IL-6, TNF alfa i TGF koji poti¢u proliferaciju mezangijskih stanica i upalnu
infiltraciju. U spektru histoloskih promjena najces¢e se vide hipercelularnost mezangija i
prosirenje matriksa do segmentalne skleroze, rjede endokapilarna proliferacija i ponekad
nekroza GBM s rupturom, stvaranjem polumjeseca, kolapsom klupka 1 oziljkavanjem
glomerula (64). Citokini djeluju parakrino uzrokujuéi oStecenje podocita, tzv. glomerulo-
podocitni ,,sum u komunikaciji (engl. crosstalking). Zbog povecane propusnosti filtracijske
barijere, citokini i IgA imunokompleksi dospijevaju u ultrafiltrat i aktiviraju epitelne stanice
proksimalnog kanalica, §to vodi u oSte¢enje tubulointersticija (tzv. glomerulo-tubularni sum)
(64). Glomerulo-podocitna i glomerulo-tubularna komunikacija su nuzne kako u razvoju
(101).

intraglomerularnog signaliziranja poti¢e nastanak GB. Povezanost ostecenja s patoloskim

nefrona, tako 1 odrzavanju funkcije filtracijske barijere Stoga ometanje

nalazom, odnosno MEST-C zbrojem u IgAN pokazuje Slika 7.
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Slika 7. Shema oStecenja nefrona u IgA nefropatiji (64).
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1.2.1.3. Lijecenje IgA nefropatije

Nema specificne terapije za lijeCenje IgA nefropatije (69). Usporavanje napredovanja
bolesti zasniva se na opéim mjerama - kontroli krvnog tlaka blokatorima renin-angiotenzin-
aldosteronskog sustava (RAAS) 1 ograni¢enju unosa soli (69). Preporuca se niskoproteinska
dijeta s 0,8 g/kg TT/dan, prestanak puSenja 1 lijeCenje sastavnica metabolickog sindroma
(102). Prema nekim autorima korisno je uvodenje malih doza blokatora aldosterona, npr.
spironolaktona u dozi 25 mg/dan. Nije jasan protuupalni ucinak ribljeg ulja koje sadrzi
omega-3 polinezasi¢ene masne kiseline (69). Tonzilektomija se ne preporuca u KDIGO
smjernicama, ali je japanske smjernice savjetuju u ranoj fazi bolesti, neovisno o anamnezi

tonzilitisa (103).

S obzirom na heterogenost IgAN i oprjecnu ucinkovitost pojedinih vrsta terapije, neki autori
smatraju da IgAN nije jedna bolest, ve¢ skupina bolesti sa zajednickom patoloskom
prezentacijom mezangijskog depozita IgA (104). Sistemna kortikosteroidna terapija preporuca
se u bolesnika s proteinurijom iznad 1 g/dan 1 glomerularnom filtracijom iznad 50
ml/min/1.73 m? (KDIGO) ili 60 ml/min/1.73 m? (Japanske smijernice) (103). Medutim,
rasprava o dobrobiti imunosupresivne terapije nije zavrSena. Prema VALIGA studiji,
bolesnici lijeCeni RAAS inhibitorima i kortikosteroidima imali su bolji ishod lijecenja
(smanjenje proteinurije i usporavanje pogorSanja bubreZzne funkcije) od bolesnika lije¢enih
samo RAAS inhibitorima (102,105). Taj je ucinak bio bolji u slucaju M1, S1, T1 zbroja
Oksfordske klasifikacije, pocetnog KK ispod 50 ml/min i proteinurije iznad 1 g/dan
(102,106,107). U studiji STOP-IgAN bolesnici su, nakon 6 mjeseci intenzivnog potpornog
lijecenja, randomizirani na nacin da su jedni primali imunosupresivnu terapiju (kortikosteroidi
i ciklofosfamid, potom azatioprin), a drugi nastavili potporno lije¢enje (108). Nakon tri
godine pracenja, skupina koja je primala imunosupresivnu terapiju imala je bolju redukciju
proteinurije, ali mali povoljan ucinak na progresiju bolesti (109,110). Primjena
kortikosteroida je bila povezana s veCom stopom klini¢ke remisije, ali viSe nuspojava kao §to
su poremecaj metabolizma glukoze, debljanje i infekcije. Studija TESTING usporedila je
ucinkovitost metilprednizolona (0,8 mg/kg/dan; maksimalno 48 mg/dan) s placebom i
pokazala da relativho visoka doza kortikosteroida ima potencijalnu korist u smanjenju
proteinurije i progresiji bolesti. Studija je prekinuta zbog znacajno povecanog broja Stetnih
dogadaja, tj. po Zivot opasnih infekcija (111). U nedavno objavljenom sustavnom pregledu o
ucinkovitosti imunosupresivne terapije u IgAN, analizirano je 58 studija s ukupnim brojem od
3933 ispitanika (112). Zalju€eno je: a) da je lijeCenje kortikosteroidima 2 do 6 mjeseci
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ucinkovitije od placeba u smanjenju rizika od opadanja GF, dvostrukog poviSenja sK i
progresije do terminalnog stadija KBB; b) zajednicka primjena kortikosteroida s RAAS
inhibitorima je ucinkovitija nego svakog lijeka pojedinacno; c¢) u ispitanika s proteinurijom
iznad 1 g/dan lijeCenje kortikosteroidima je povezano sa smanjenjem proteinurije i smanjenim
rizikom od progresije u zavrS$ni stadij KBB; d) rijetki su dokazi nuspojava poput infekcija,
malignoma ili smrti; e) drugi imunosupresivni lijekovi ne poboljSavaju klini¢ki ishod u

bolesnika s IgAN.

U fazi klinickih ispitivanja su atacicept (fuzijski protein koji moze blokirati u¢inak BAFF i
APRIL), blisibimod (selektivni antagonist BAFF), TRF budezonid (za lokalnu primjenu u
distalnom ileumu, glavnom izvoru mukoznih limfocita B), bortezomib (semiselektivni plazma
stani¢ni inhibitor proteasoma) dosad primjenjivan u lijeCenju mijeloma, ACTHr ili
adrenokortikotropni hormon (ACTH) koji djeluje putem melanokortinskog receptora 1 i u
SAD je odobren za lijeCenje idiopatskog NS i NS uzrokovanog lupus nefritisom, Avacopan
(blokator receptora C5a komponentne komplementa), LNP023 (inhibitor faktora B, odnosno
alternativnog puta aktivacije komplementa) i OMS721, inhibitor MASP-2 - klju¢ne

komponente aktivacije lektinskog puta komplementa (64).

1.2.1.4. Prognoza IgA nefropatije

U trec¢ine bolesnika bolest kroz godine progredira do zavr$nog stadija KBB (113). Losi
prognosti¢ki pokazatelji su proteinurija nefrotskog ranga, arterijska hipertenzija, sniZena
glomerularna filtracija i histoloSki zbroj M1, S1, T1 i T2 (45,0113,114). Lo$ prognosticki
pokazatelj je poviSena razina cirkuliraju¢eg gd-IgAl i imunog kompleksa sa specificnim

protutijelom IgG ili IgA1 razreda (115).

1.2.2. Henoch-Schonlein purpura

Henoch-Schonlein purpura (HSP) je prema novoj nomenklaturi imunoglobulin A
vaskulitis. Klinicku sliku opisao je 1801. godine Heberden u petogodiSnjeg djecaka s
bolovima u trbuhu, hematokezijom, artralgijom, hematurijom i purpurom; mnogo kasnije
Henoch i Schonlein sagledali su tu klini¢ku sliku kao sindrom (116). Cak 90% slucajeva

javlja se u djecjoj dobi (117). Najces¢i je oblik sistemskog vaskulitisa u djece, s incidencijom
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3 - 26,7 na 100 tisuc¢a djece, dok je ucestalost u odrasloj populaciji 0,8 - 1,8 na 100 tisuca
stanovnika (118). Za razliku od drugih vrsta sistemskog vaskulitisa, HSP je u vecini sluc¢ajeva
samoogranicavajuca bolest. Sindrom sacinjavaju palpabilna purpura (bez trombocitopenije i
koagulopatije), artritis ili artralgija, bol u trbuhu i nefritis u polovice bolesnika (116). HSP je
imunoposredovani vaskulitis povezan s talozenjem IgA u stijenku malih krvnih Zila. Etioloski
su vazni imunoloski, genetski i okoliSni ¢imbenici (119). Bolest je ucestalija tijekom hladnih
mjeseci, ¢eS¢a je u sjevero-isto¢noj Aziji, u muske djece i bolesnika s Helicobacter pylori
infekcijom (120). Karakteristian nalaz je leukocitoklasticni vaskulitis s imunokompleksima.
U biopsiji koznih lezija vidi se u papilarnom dermisu upala stijenke postkapilarnih venula
(47). U infiltratu su neutrofili i monociti, a na imunofluorescenci depoziti IgA, C3, C5-C9 i
fibrina, rjede IgG i IgM (121,122). Osim u krvnim zilama koze, depoziti se nalaze u
mezangiju i stijenci glomerularnih kapilara (47). Prema klasifikaciji ISKDC (International
Study of Kidney Disease in Children) HSP u djece podjeljena je u Sest stupnjeva: 1 -
minimalne promjene, 2 — mezangijska proliferacija, 3 - proliferacija ili skleroza s manje od
50% polumjeseca a) fokalno ili b) difuzno, 4 - mezangijska proliferacija ili skleroza s 50-75%

polumjeseca a) fokalno ili b) difuzno, 5 - mezangijska proliferacija ili skleroza s viSe od 75%

polumjeseca (a) fokalno ili b) difuzno, 6 - nalik na membranoproliferativni glomerulonefritis

(123) (Slika 8).
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Slika 8. HSP nefritis: a) fibrinoidna nekroza glomerularnih kapilara s rupturom GBM i b)
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1.2.2.1. Patogeneza Henoch-Schonlein purpure

Iako je bolest opisana pred 200 godina, patogeneza jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjena (116). HSP je karakterizirana odlaganjem IgA1 imunih depozita i komplementa u
krvne Zile 1 glomerule te infiltracijom neutrofila (120). Prema Heineke i suradnicima prisutni
su gd-IgA1 imunokompleksi i, jo§ vaznije, IgA1 protutijela na endotelne stanice (120). lako
su gd-IgA1 imunokompleksi ukljuceni u patogenezu glomerulonefritisa u IgAN i HSP, nije

poznato imaju li ulogu u patogenezi sistemnog vaskulitisa (120) (Slika 9).
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Slika 9. Patogeneza Henoch-Schonlein purpure (120). AECA:anti-endothelial cell antibodies,
FcoRIFc receptor za IgA.

AECA (anti-endothelial cell antibodies) su heterogena skupina IgA1 autoprotutijela koja se
vezu na slabo opisane antigene na humanim endotelnim stanicama (120). IgA iz seruma
bolesnika s HSP mogu se in vitro vezati na humani endotel §to potvrduje postojanje IgA-
AECA (124). Smatra se da IgA1 autoprotutijela vezu za sada nepoznati (auto)antigen (120).
Neki mikroorganizmi imaju antigene strukture koje nalikuju stijenci krvnih Zila i infekcija tim

mikroroganizmima moZe potaknuti stvaranje protutijela koja krizno reagiraju s humanim
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endotelom (125). Kandidat antigen je B2GPI (B2-glikoprotein I), serumska molekula koja se
veze na fosfolipide na povrsini endotelnih stanica (126). Adherencijom B2GPI na endotelnu
stijenku otkrivaju se inaCe skriveni antigeni (127). IgA receptor FcaRI na neutrofilima ima
kljuénu ulogu u patogenezi Henoch-Schonlein purpure (120). IgA-AECA poti¢u sintezu
citokina poput IL-8, §to za posljedicu ima stvaranje upalnog okruzenja, kemotaksiju neutrofila
i vaskularno krvarenje (120,128,129). Prema teoriji viSestrukih udaraca Heineke i suradnika, u
patogenezi sistemnih simptoma u HSP i HSPN bitni su a) poveéana serumska koncentracija
IgA1-AECA, b) protutijela se vezu na B2GPI na endotelu malih krvnih Zila c) vezanje na
endotel potice sintezu IL-8 koji je kemoatraktant za neutrofile, d) interakcijom IgA1 i FcaRI
neutrofili se aktiviraju, otpustaju leukotrijen B4 kojim privlace i aktiviraju druge neutrofile.
Aktivirani neutrofili otpustaju TNF-a, sto poti¢e daljnju aktivaciju endotela koji izlaze inace

skrivene antigene (120) (Slika 10).
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Slika 10. Predlozeni model viSestrukih udaraca u patogenezi glomerulonefritisa (A) i

vaskulitisa u HSP i HSPN (B) (120). ADCC: protutijelima posredovana stani¢na citotoksi¢nost, AECA:
anti-endotelna protutijela, B2GPI: B2-glikoprotein I, CDC: citotoksi¢nost posredovana komplementom, Gd-IgA:
Galaktoza oskudni (deficijentni)imunoglobulin Al, NETs: neutrophil extracellular traps, ROS: reaktivni

kisikovi radikali, TG- transglutaminaza, LTB4 leukotrijen B4, HSPN Henoch Schonleein purpura nefritis
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1.2.2.2. Lijecenje i prognoza HSP

Vecina bolesnika s HSP lijec¢i se simptomatski; ako je zahvacen probavni sustav, treba
izbjegavati nesteroidne antireumatike. Blaga do umjerena proteinurija zahtjeva primjenu ACE
inhibitora. Primjena kortikosteroida, npr. prednizona 1-2 mg/kg/dan, maksimalne doze 60-80
mg/dan preporuca se radi skracenja trajanja bolova u trbuhu, ali u¢inak nije dokazan za druge
manifestacije bolesti (130). Za bolesnike koji ne toleriraju per os terapiju daje se ekvivalentna
doza parenteralnog metilprednizolona u dozi 0,8-1,6 mg/kg/dan do maksimalne doze 64
mg/dan. U 11% bolesnika bolest napreduje do najviSeg stadija KBB (119). Nepovoljni
prognosticki pokazatelji povezani s progresijom bolesti su proteinurija iznad 1 ili 1,5 g/dan i
snizena glomerularna filtracija, a u biopticCkom nalazu fibrinoidna nekroza s polumjesecima,

visoki udio intersticijske fibroze i glomeruloskleroze (119).

1.2.3. Bolest minimalnih promjena

Bolest minimalnih promjena je jedan od najceS¢ih uzroka idiopatskog nefrotskog
sindroma s udjelom 10% - 15% u odraslih 1 70% - 90% u djece starije od godinu dana (131).
Incidencija u djece je 2-7 novooboljelih na 100 tisu¢a djece i vec¢a je u Aziji (131). U djece
dvaput ¢eSce obolijeva muski spol, a u kasnijoj zivotnoj dobi oba spola podjednako (132,133).
BMP se prezentira masivnom proteinurijom i edemima koji dobro odgovaraju na peroralnu
terapiju prednizonom u standardnoj dozi. U djece se bolest lije€i ex juvantibus bez biopsije
bubrega jer je obi¢no osjetljiva na steroide (131). Mikroskopski se na svjetlosnoj mikroskopiji
nalaze samo hipertrofi¢ni podociti bazofilne citoplazme 1 u epitelu kanaliCa apsorptivne
kapljice; na imunoflorescenci nema imunih depozita, a na elektronskoj mikroskopiji nalazi se

difuzni gubitak nozica podocita (Slika 11).
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Slika 11. Bolest minimalnih promjena: A) uredan izgled glomerula uz blago naznacenu

hipertrofiju podocita (PAS, 400 x), B) resorpcija proteina u proksimalnim kanali¢ima i C)

potpuni gubitak nozica podocita (4000 x).

Blaga zariSna proSirenost mezangija s 3-4 stanice po segmentu, ili difuzna mezangijska
hipercelularnost s vise od 4 mezangijske stanice po segmentu u > 80% glomerula

predstavljaju varijante BMP (134). Za razliku od klasicne BMP, varijante se mogu
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prezentirati hematurijom i hipertenzijom (134). Ako se u imunofluorescenci nade mezangijski
depozit IgA, a histoloski nalaz i nedostatak podocitnih nozica odgovaraju BMP, dijagnosticira
se IgA nefropatija s BMP (131,135,136). Fokalno segmentalno bojanje na IgM i C3 upucuje
na FSGS cak i kad se ne nade skleroti¢nih lezija tj. ,,ne moze se iskljuc¢iti FSGS“. (131). U
klinickoj prezentaciji bolesti minimalnih promjena dominiraju edemi donjih udova, edemi
genitalno ili periorbitalno, koji put uz ascites, pleuralni/perikardijalni izljev, trombozu
renalnih vena i snizen arterijski tlak (137). Infekcije poput sepse, upale pluca i peritonitisa
mogu prethoditi bubreznoj bolesti. Laboratorijskom dijagnostikom dokazZe se na urinskoj traci
proteinurija 3+/4+ (= 300 mg/dl) i u 20% bolesnika mikrohematurija (137). Analizom 24-
satnog urina dokaZe se proteinurija nefrotskog ranga s > 40 mg/h/m? ili PCR (protein
creatinine ratio) > 200 mg/mmol u djece i proteinurija > 3,5 g/d u odraslih (137,138). U
biokemijskim nalazima sniZena je vrijednost ukupnih proteina, albumina, ukupnog kalcija,
nalazi se hiperlipidemija, poviSena je a2-globulinska i sniZzena y-globulinska frakcija. U
imunoelektroforezi je znacajno snizen IgG, diskretno IgA, IgM je povisen, a IgE povisen ili u
referentnim vrijednostima. PoviSena je vrijednost hemoglobina i hematokrita, fibrinogena,

faktora zgrusavanja V i VIII, proteina C i broja trombocita (137).

1.2.3.1. Patogeneza bolesti minimalnih promjena

Dugo se smatralo da je patogeneza BMP povezana sa sistemnim poremecajem T
limfocita 1 stani¢no posredovanom imuno$c¢u (139). Istrazivanja Perieira i Sahali su pokazala
da u aktivnoj fazi postoji neravnoteza subpopulacije CD8+ supresorskih limfocita T i
prevalencija T pomoc¢nickih limfocita tipa 2 koji imaju citokinski profil: IL4, IL5, IL-8, IL9,
IL10, IL13, IL-18 (139-143). Ni jedan citokin nije po sebi patogen, ali je povecana razina
razli¢itih citokina mogu¢i patogenetski ¢imbenik (144). U nekim istraZivanjima nadena je
slabija funkcija regulatornih limfocita T (Treg) (145). Ti su limfociti zaduZeni za odrZavanje
imune homeostaze i toleranciju na vlastite antigene (146). Druge studije naglasavaju ulogu
limfocita B, §to podupire povezanost alergijske dijateze s pocetkom BMP i dobar ucinak
terapije rituksimabom, monoklonskim protutijelom protiv CD20 pozitivnih limfocita B (143).
U relapsu BMP je u pomo¢nickim T stanicama i B stanicama pojacano aktiviran NF kapa B
(147). Moderni doprinos razumijevanju patogeneze BMP dao je Shimada. Prema njegovoj
hipotezi dva udarca srediSnju ulogu ima membranski glikoprotein CD80 (B7-1),

kostimulacijska molekula za aktivaciju limfocita T (148) (Slika 12).
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1. UDARAC- IZRAVNA AKTIVACIJA PODOCITA

. . B B ) . 1 CD80 uzrokuje ozljedu podocita
virusna infekcija, bakterijska infekcija,

alergen, T stani¢ni citokini (IL-13...) (aktinska disrupcija, povecana glomerularna

permeabilnost i proteinurija

2. UDARAC- PRODULJENI IZRAZAJ CD80 ZBOG DISREGULACIJE
Treg LIMFOCITA ILI POREMECENE AUTOREGULACIJE PODOCITA

produljena ozljeda uzrokuje bolest

|CTLA-4, IL-10 ili TGF-$ odgovor .S . )
minimalnih promjena

Slika 12. Patogeneza bolesti minimalnih promjena prema teoriji dva udarca (148).

CDS80 je izrazen na dendritickim stanicama, makrofagima i B limfocitima, a u glomerularnim
bolestima na podocitima i tubularnom epitelu, gdje se normalno ne nalazi (143,149). Podociti
i tubularni epitel mogu izraziti CD80 zbog vezanja bakterijskih lipopolisaharida na Toll-like

receptor-4, djelovanja alergena ili T stani¢nog citokina IL-13 (143,148,149).

Prema Shimadi, u BMP je u prvom udarcu izrazaj CD80 na podocitima povezan s promjenom
njihova oblika i disrupcijom SMA, §to uzrokuje povecanu permeabilnost filtracijske barijere i
proteinuriju (148). U drugom udarcu zbog smanjene autoregulacije podocita i disregulacije
Treg limfocita, CD80 ne mozZe biti iskljuen i podrZzava patolosko stanje podocita. U
normalnim okolnostima, Treg stanice inhibiraju imunosni odgovor tako da otpustaju solubilni
citotoksiéni T limfocitni antigen 4 (CTLA-4), IL-10 i TGF- B koji se veZu na dendriti¢ne
stanice 1 suprimiraju izrazaj CD80, ¢ime se blokira kostimulacijska aktivnost T limfocita.
Prolaskom kroz filtracijsku barijeru, iste molekule blokiraju izrazaj CD80 na podocitima

(148).

U recentnoj literaturi navode se drugi potencijalni posrednici u patogenezi BMP. Hemopeksin
je plazmastani¢ni protein koji se veze na sijaloglikoproteine na podocitima, Sto dovodi do

proteinurije 1 gubitka nozica (150,151). U nastanku BMP i FSGS spominju se protein nalik
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angiopoetinu-4 i c-mip (152). U eksperimentalnim modelima povecani izrazaj c-mip je
povezan s masivnom proteinurijom bez stani¢ne proliferacije jer c-mip utjeCe na podocitnu

signalizaciju, deorganizaciju citoskeleta i gubitak nozica podocita (153).

1.2.3.2. Lijecenje bolesti minimalnih promjena

U lije€enju BMP primjenjuju se opée mjere kao Sto su restrikcije unosa tekucine 1
soli 1 terapija prednizonom ili prednizolonom (131,154). Nema jedinstvenog konsenzusa o
optimalnoj dozi i duljini lijeenja. U djece je najée$éa shema prednizon 60 mg/m? na dan kroz
4 tjedna i 40 mg/m? tri dana u tjednu iduca 4 tjedna (155). Povisenje doze ili lije¢enje duze od
12 tjedana ne doprinose smanjenju relapsa (155,156). Kod rezistencije na steroidnu terapiju
(izostanka remisije nakon 4-8 tjedana oralne terapije kortikosteroidima) ili ucestalih relapsa,
primjenjuju se levamizol, alkiliraju¢i agensi (ciklofosfamid), kalcijneurinski inhibitori
(ciklosporin A, takrolimus), antiproliferativni lijekovi (mikofenolat mofetil) 1 rituksimab
(131,156). U lijecenju odraslih bolesnika preporucena doza prednizona je 1 mg/kg na dan
(maksimum 80 mg/d) ili 2 mg/kg svaki drugi dan (maksimum 120 mg/d) kroz 16 tjedana
(minimum 4 tjedna ako se brzo postigne remisija) s postupnim smanjivanjem doze za 5-10
mg/tjedno nakon remisije, kroz 8 tjedana do ukupnog 24-tjednog lijecenja (131). U 10%-20%
slucajeva je NS otporan na steroidnu terapiju, odnosno za 16 tjedana ne postigne se terapijski
odgovor (131). U tih bolesnika se na rebiopsiji moze ocekivati FSGS (131). Terapija se

nastavlja kalcijneurinskim inhibitorima, ciklofosfamidom i takolimusom.

1.2.3.3. Prognoza bolesti minimalnih promjena

Djeca s BMP u ve¢ini slucajeva, 80-90%, odgovore na steroidnu terapiju. Od toga 60-
80% djece dobije relaps, ali bolest gotovo nikad ne progredira do terminalnog stadija KBB
(143). U prvoj epizodi bolesti, 50% djece postigne remisiju za 8 dana do 4 tjedna od pocetka
lijeenja steroidnom terapijom (131). U odraslih bolesnika medijan vremena u kojem se
postigne remisija je duzi, viSe od 2 mjeseca (131). BMP u djece i odraslih pokazuje visoku
sklonost relapsu (131). Nakon prve epizode BMP i nastupa remisije, 30% djece nece dobiti
relaps bolesti u narednih 18-24 mjeseca, 20%-30% djece imat Ce rijetke, a 40%—50% ucestale
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relapse bolesti (131). U odraslih su relapsi Cesti, u 56% - 76% slucajava, ali je progresija u

KBB rijetka (131).

1.2.4. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza

Prvi opis fokalne segmentalne glomeruloskleroze je dao Rich 1957. godine s
napomenom da je jedna od najces¢ih glomerularnih bolesti i s najve¢om vjerojatnoscéu
progresije u najvisi stadij KBB (157). Devedesetih godina proslog stolje¢a je od deskriptivne
dijagnoze, FSGS reklasificirana u dobro opisanu podocitopatiju ¢ije je temeljno obiljezje
progresivno glomerularno oZiljkavanje (9,158). Karakterizirana je segmentalnom sklerozom
pojedinih glomerula i difuznim skrac¢ivanjem nozica podocita (9, 159). Na FSGS otpada 20%
slu¢ajeva NS u djece i 40% u odraslih (159). Incidencija bolesti je 0,2-1,8 na 100 tisuca
stanovnika (160). Bolest je 1,5 puta ¢eS¢a u muSkaraca te je ¢eS¢a u Afroamerikanaca nego
bijelaca (161). Prezentira se najces¢e kao NS, u djece u 75% do 90% slucajeva i u odraslih u
50% do 60% slucajeva (159). Na pocetku bolesti segmentalna glomeruloskleroza moze se
na¢i u malom broju glomerula, ali s vremenom broj pogodenih glomerula progredira, a u
njima proces sklerozacije napreduje do globalne glomeruloskleroze (159). Svjetlosnom
mikroskopijom nalazi se segmentalna i1 fokalna skleroza glomerula, obliteracija lumena
kapilara, hijalinoza, pjenuSave stanice 1 adhezija kapilarnog klupka s Bowmanovom ¢ahurom
(47) (Slika 13). Prvo su pogodeni jukstamedularni, a zatim glomeruli vanjske kore (162). U
imunofluorescenci nalaze se zrnati i plo$ni segmentalni depoziti IgM i C3. Elektronsko
mikroskopski nade se gubitak noZica podocita, koji je u primarnoj FSGS karakteristicno
difuzan (47). S obzirom na raStrkanost oSte¢enih glomerula, za to¢nu dijagnozu potrebno je da
biopticki uzorak sadrzava dovoljan broj glomerula i1 jukstamedularnu koru. Primjerice, ako

uzorak sadrzi 20-30 glomerula, Sansa za postavljenje ispravne dijagnoze je 80% (163).
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Slika 13. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza: A) klasi¢na, B) perihilarna, C) celularna, D)

vr$na i E) kolapsna varijanta (PAS 400 x) 1 f) difuzni gubitak nozica podocita (4000 x).

1.2.4.1. Klasifikacija FSGS

Danas se FSGS smatra skupom klinicko-patoloskih sindroma (159). Njena
klasifikacija je sloZena i temelji se na patofizioloSkim mehanizmima, klini¢koj i histoloskoj
prezentaciji i genetskim obiljezjima. Glavne odrednice su morfoloska i etioloSka podjela.
Prema Kolumbijskoj klasifikaciji razlikuje se pet patohistoloskih varijanti FSGS: klasi¢na
(oziljna, nespecificirana), perihilarna, vr$na (engl. tip), celularna i kolapsna varijanta (164). U
svim varijantama nalazi se obliteracija lumena kapilara (165). Ako se u bioptatu nalazi vise
varijanti, klinicki tijek odreduje teZa najteza varijanta i to redom - kolapsna, vrs$na, celularna,

perihilarna i klasi¢na (47) (Tablica 3).
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Tablica 3: Kolumbijska klasifikacija fokalne segmentalne glomeruloskleroze (159 1 166).

Varijanta FSGS Ukljucujuci kriteriji Povezanost

Klasi¢na Barem jedan glomerul sa segmentalnom obliteracijom kapilarnog Primarna ili
lumena. Moze se naci segmentalna kolabirana stijenka kapilara bez sekundarna
prekrivajuce podocitne hiperplazije. (ukljucujuéi

genetske oblike)

Perihilarna Barem jedan glomerul s perihilarnom hijalinozom s/bez skleroze. Adaptivna
> 50% glomerula sa segmentalnim lezijama mora imati perihilarnu
sklerozu i/ili hijalinozu.

Celularna Barem jedan glomerul sa segmentalnom endokapilarnom Uglavnom
hipercelularno$¢u koja okludira lumen s/ili bez pjenuSavih stanica i primarna, ali moze
karioreksom. biti sekundarna

Vr$na Barem jedna segmentalna celularna ili sklerozirajuéa lezija na Uglavnom primarna
urinarnom polu.

Adhezije ili konfluiranje podocita s parijetalim ili tubularnim
stanicama u tubularnom lumenu.
Kolapsna Barem jedan glomerul sa segmentalnim ili globalnim kolapsom i Primarna ili

hipertrofija i hiperplazija podocita. sekundarna

Prema etioloskoj klasifikaciji iz 2004. godine FSGS se dijeli na primarnu (idiopatsku) i
sekundarnu (158). Klasifikacija iz 2011. godine navodi primarnu FSGS, a sekundarnu dijeli
na adaptivnu, genetsku, virusom i lijekovima izazvanu FSGS (159). U novije vrijeme u osoba
subsaharskog porijekla otkrivena je FSGS povezana s rizicnim alelom APOLI, nastalim kao

genska modifikacija u obrani od infekcije Tripanosomom (165).

1.2.4.2. Patogeneza fokalne segmentalne glomeruloskleroze

Primarna FSGS se karakteristi¢no javlja u adolescenata ili mladih odraslih osoba, a
manifestira masivnom proteinurijom, snizenim serumskim vrijednostima albumina i
hiperlipidemijom (165). Klinicka i eksperimentalna saznanja potvrduju hipotezu da je
cirkuliraju¢i permeabilni ¢imbenik kljuéni posrednik u patogenezi, odnosno inicijator
bubreZzne ozljede u primarnoj i rekurentnoj FSGS (149). FSGS je podocitopatija. Prema
predlozenom patofizioloSkom mehanizmu, znacajne promjena u citoskeletu izazvane

ozljedom podocita dovode do njihove apoptoze i gubitka u urinarni prostor (167). Ako je

ozljeda bila ogranicena, preostali podociti hipertofiraju kako bi prekrili ogoljenu povrsinu
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GBM, a mezangij se prosiri. Ako ozljeda mnogih podocita premasi kapacitet prilagodbe, na
gubitak podocita i ogoljenu GBM reagira lokalni parijetalni epitel (167). Parijetalne epitelne
stanice su progenitorne stanice te se mogu aktivirati i diferencirati u smjeru podocitne i
tubularne linije (167). Ako je diferencijacija u podocite bila neucinkovita, stanice nemaju sva
obiljezja podocita i ne mogu se stvoriti interdigitacije. To potiCe stvaranje hiperplasti¢nih
lezija u Bowmanovom prostoru i ekspanziju matriksa, §to vodi u glomerulosklerozu (167).
Limfociti B vjerojatno imaju svoju ulogu u patogenezi FSGS, jer je zabiljezen povoljan
ucinak plazmafereze i terapije lijekovima rituksimab i ofatumumab koji izazivaju depleciju
CD20+ B limfocita (149). Osim toga, rituksimab se direkno veZe na sphingomyelin-
phosphodiesterase-acid-like-3b na podocitu ¢ime stabilizira njegov aktinski citoskelet (149).
Opisana je uspjesna reinplantacija aloplantata bubrega od bolesnika s recidiviraju¢im
primarnim FSGS na bolesnika ¢ija primarna bolest bubrega nije bila FSGS. Transplantirani
bubreg uklonjen je prvom bolesniku nakon 14 dana i transplatiran drugom bolesniku u kojem
je funkcionirao dobro i bez proteinurije. Eelektronsko mikroskopskom analizom bioptata
videne su regenerirane nozice podocita, koje su bile uredne prije prve transplatacije presatka

(168).

1.2.4.2.1. Primarna FSGS

Primarna FSGS je najbolje definirana onim $to nije - ni jedan od drugih oblika
FSGS (165). Pretpostavlja se da je uzrokovana cirkuliraju¢im c¢imbenikom, moguce
citokinom. PredloZeni su cardiotrophin-like cytokine factor 1 (¢lan IL-6 obitelji koji preko
JAK/STAT signalnog puta utje€e na podocitni citoskelet), angiopoetin-like-4, apoAlb,
vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP), protutijelo anti-CD40 1 plasma soluble
urokinase-type plasminogen activator receptor (SUPAR) (149,165). Posljednji od njih, suPAR
je najizgledniji biljeg FSGS, iako njegova uloga nije jasna. Reaktant akutne upale suPAR ima
poviSenu koncentraciju u raznim patoloskim stanjima i nije specifican za FSGS (165). Kao
uPAR je izrazen na membrani imunih stanica i endotela. Cijepanjem
glikozilfosfatidilinozitola, uPAR se oslobodi s membrane i u serumu nalazi kao solubilna
signalna molekula s vise domena (suPAR) (165). Takav suPAR utjeCe na alteraciju
podocitnog citoskeleta i1 djeluje na B3 integrin uzorkujuéi gubitak nozica podocita
(149,165,169). Bolesnici s FSGS imaju znafajno vece vrijednosti suPAR u plazmi od

bolesnika s drugim vrstama glomerulonefritisa i zdravih kontrola (156,169). ViSe vrijednosti
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su povezane s progresijom u zavr$ni stadij KBB, ali se ¢ini da nemaju dijagnosticki znacaj
(156,169). Rezultate suPar testa treba svakako interpretirati u kontekstu populacijske studije i
odabira vrste testa, jer poviSena vrijednost nije patognomoni¢na za FSGS (156,169). Neki
autori upozoravaju da poviSene koncentracije suPAR nisu specificne za (rekurentnu) FSGS,
ve¢ povezane s progresijom bubreZzne bolesti neovisno o etiologiji i dijelom posljedica
smanjenog gubitka mokracom (149). Stoga je uloga suPAR u patognezi FSGS i dalje
proturjecna. U prilog tome da je cirkuliraju¢i ¢imbenik uzrok bolesti govore vrlo brzi relaps
FSGS u presatku (nekoliko sati do tjedana poslije transplatacije) i iskustvo da plazmafereza
smanjuje proteinuriju i bubrezno oStecenje (149). Kako bilo, petogodisnje preZivljenje
bubreznog presatka u bolesnika s primarnom FSGS je znacajno loSije nego u ostalim

glomerularnim bolestima (149).

1.2.4.2.2. Adaptivna FSGS

Adaptivna FSGS je posljedica strukturalno-funkcionalnog odgovora na glomerularnu
hipertenziju uzrokovanu povisenim glomerularnim kapilarnim tlakom i pove¢anim protokom
(159). Nastaje nakon razdoblja glomerularne hiperfiltracije na razini nefrona koja rezultira
glomerulomegalijom, hipertrofijom podocita, stvaranjem sinehija i ekstracelularnog matriksa

(170,171). Ta su stanja povezana sa smanjenom ili normalnom bubreZznom masom (Slika 14).
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sve uznapredovale bubrezne bolesti sa
smanjenom funkcijom

Slika 14. Cimbenici odgovorni za patogenezu adaptivne FSGS (159 i 165)

Znacajno smanjenje bubrezne mase prati refleksna vazodilatacija aferentnih i eferentnih
arteriola koja uzrokuje ubrzanje protoka u glomerularnim kapilarama (165). Smanjenje
vaskularnog otpora je vece u aferentnoj nego eferentnoj arterioli, zbog ¢ega raste glomerularni
hidrostatski tlak 1 nastaje glomerularna hipertenzija. Sve to ubrzava glomerularnu filtraciju 1
povecava glomerularni volumen 1 povrSinu, stvaraju¢i mehanicki pritisak na podocite koji
hipertrofiraju. U histoloskoj slici nade se glomerulomegalija s pretezno perihilarnim ozZiljcima

1 samo djelomicni gubitak noZica podocita (165).

1.2.4.2.3. Genetska FSGS

Genetska FSGS ima dva oblika. Prvi oblik je posljedica genetske predispozicije, a
najpoznatiji su genski lokusi APOL1 1 PDSS1 (decaprenyl diphosphate synthase subunit 1).
Prisutnost APOLI alela predstavlja rizik, ali ve¢ina ispitanika s dva rizi¢na alela ipak nece
razviti bubreznu bolest (165). Drugi oblik genetske FSGS je posljedica mutacije jednog od

40-ak identificiranih gena, koja se nasljeduje po Mendeljevim zakonima (za nuklerne gene) ili

38



putem mitohondrijske DNK i nosi visoku vjerojatnost razvoja bolesti (engl. high penetrance)
(165). Neki od identificiranih gena su: COL4A3, NPHS (nefrin), ACTN4, INF2, WT 1
(Denys—Drash, Frasier), PLCE1, TTC21B, COL4A4, NPHS2 (podocin), INF2, NUP9S,
TRPC6, COL4AS, CD2AP, AHRGP24, NUP203, PTPRO (GLEPP1), AHRGDIA, XPO05
(eksportin 5), MYOIE, NXF5 (nuclear export factor 5), PAX2, ITGB4 (bulozna
epidermoliza), MYH9 (Esptein, Fechtner), INF2 (Charcot-Marie—Tooth), WT1 (Denys—
Drash, Frasier), KANK4, SCARB?2 (akcijski mioklonus), LAMB2 (Pearson), MT-TL1, MT-
TL2 tRNA leucin (MELAS), LMXI1B (Nail-patella), MT-TY, tRNA tyrosine (MELAS),
COQ2, SMARCALI1 (Schimke immune-osseous dysplasia), COQ6,NXF5, PDSS2 (Leigh),
EYA1 (Branchio-oto-renal), ADCK, WDR73, (Galloway-Mowat, bubreg-mali mozak
sindrom), LMNA (parcijalna lipodistrofija).

1.2.4.2.4. FSGS uzrokovana virusom

FSGS moze nastati izravnim djelovanjem virusa na podocit ili oslobadanjem citokina
tijekom virusne infekcije koji ulaze u interakciju s podocitnim receptorima (165). Najpoznatiji
primjer je kolapsna varijanta FSGS u kojoj su podociti i tubularni epitel inficirani HIV-1
virusom, posebno u osoba s dva APOLI1 rizi¢na alela (165). Opisane su FSGS povezane s
citomegalovirusom, parvovirusom B19, Epstein-Barr virusom ili Simian virusom 40 (158).
Paraziti Plasmodium malariae, Schistosoma mansoni i filiarijaza mogu takoder uzrokovati
FSGS, stimuliraju¢i mehanizame urodene imunosti s posljedi¢nim oSteCenjem podocita

(159,165).

1.2.4.2.5. FSGS uzrokovana lijekovima

Heroinska nefropatija je bila prvoopisana FSGS nastala djelovanjem aktivne tvari,
heroina (159). Kolapsna varijanta FSGS je povezana s primjenom interferona. Podocit ima
receptore za interferon alfa i interferon beta, a kao odgovor na interferon gama izrazava HLA
molekule drugog razreda, §to upucuje na moguénost izravnog Stetnog ucinka na podocit
(159). Sve varijante FSGS mogu se naci kod terapije bisfosfonatima, litijem, sirolimusom,
anaboli¢kim steroidima i antraciklinima (159). Toksi¢ni ucinak kalcijneurinskih inhibitora

manifestira se nastankom kolapsne FSGS i hijaline arterioloskleroze zbog akutne ishemije
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izazvane jakom vazokonstrikcijom (159). Sirolimus ( mTOR inhibitor) djeluje toksi¢no tako
da smanjuje izrazaj nefrina u pukotinastoj membrani i izrazaj proteina u citoskeletu (159).
Tocan farmakotoksi¢ni mehanizam za mnoge od navedenih lijekova jo$ nije u potpunosti

poznat (165).

1.2.4.2.6. APOL1 FSGS

APOLI1-povezana FSGS je karakteristi¢na za subsaharsko podrucje, dok u SAD takav
oblik ima tre¢ina bolesnika s s FSGS i svi su Afroamerikanaci (165). Apolipoprotein L1
(APOL-1) je protein plazme koji lizira parazita Trypanosoma brucei brucei, uzro¢nika bolesti
spavanja. Mutacija alela predstavlja evolucijsku gensku prilagodbu za zastitu od Tripanosoma
i nasljeduje se dominantno (165). Nasuprot tome, APOL1-povezana FSGS je recesivna jer su
mutirane obje kopije gena. Oba mutirana alela znac¢e povecanu vjerojatnost za razvoj bolesti
jer je ,,genetska prodornost* manja nego u drugim genetskim FSGS (165). Iznimka su HIV-
pozitivni bolesnici u kojih je dovoljan jedan mutirani alel (165). APOL1-povezana FSGS
moze se manifestirati s NS kao primarna FSGS, kao recidiv FSGS u presatku ili kao
adaptivna FSGS pracena minimalnim edemima (165). Medutim, bolesnici s APOLI-
povezanom FSGS imaju vecu vjerojatnost progresije u terminalni stadij KBB, a podatak o

APOL1 mutaciji moze imati utjecaj pri odabiru zivih donora (159,165).

1.2.4.3. Lijecenje i prognoza

Na donoSenje odluke o lijeCenju utjeCu patohistoloski nalaz, dob bolesnika i
komorbiditeti. Prvi lijek izbora su kortikosteroidi, ¢esto u kombinaciji s ciklosporinom 1ili
MMF, S§to se pokazalo superiornijim u ocuvanje bubrezne funkcije nego monoterapija
prednizonom (172). U adaptivnoj 1 genetski uzrokovanoj FSGS ne preporuca se
kortikosteroidna terapija. FSGS povezanu s lijekom treba lijjeciti prekidom terapije, a FSGS
povezanu s virusom antivirusnom terapijom. Od op¢ih mjera primjenjuju se RAAS inhibitori,
statini, lijekovi za sniZzavanje arterijskog tlaka i serumskih urata, soda bikarbona, redukcija
pretilosti i prestanak pusenja. U¢inak RAAS inhibitora potenciran je restrikcijom unosa soli i
malom dozom tiazidskih diuretika. U djece s NS pocetna doza prednizona je 60 mg/m?/dan

kroz 4-6 tjedana (159). U odraslih bolesnika primjenjuje se prednizon 1 mg/kg TT/dan ili 2
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mg/kg svako drugi dan kroz 16 tjedana, nakon ¢ega se doza postupno snizava kroz 3 do 6
mjeseci (159). Ako bolesnik nema NS, nije potrebna terapija kortikosteroidima (159). Za
bolesnike koji ne toleriraju kortikosteroide ili je FSGS rezistentna na kortikosteroide, lijek
izbora su kalcijneurinski inhibitori, ciklosporin i takrolimus (165). Preporuc¢ena doza
ciklosporina je 3-5 mg/kg/dan u viSe doza kroz 4-6 mjeseci. Veca vjerojatnost postizanja
remisije je ako se terapija produzi na 12 mjeseci (165). Kompletna remisija je PCR manje od
0,2 g/g, a djelomi¢na remisija 50%-tno smanjenje od pocetne proteinurije i PCR manje od 2
g/g (165). Tipi¢ni su relapsi bolesti. Cimbenici povezani s lo§im ishodom su crna rasa, velika

proteinurija, pad KK, kolapsna varijanta i povecan udio IFTA (173).

1.2.4.4. FSGS i BMP - krajevi spektra iste bolesti?

BMP i FSGS se najceS¢e prezentiraju nefrotskim sindromom i zbog primarnih
promjena u podocitu svrstane su u podocitopatije (174). Za postavljanje dijagnoze potrebno je
uraditi biopsiju bubrega i dobiti uzorak s dovoljnim brojem glomerula i jukstamedularnih
glomerula, $to nije uvijek slucaj. Patoloska dijagnoza je vazna jer BMP ima odli¢nu stopu
odgovora na kortikosteroide, a FSGS je uglavnom rezistentna, iako postoje suprotne iznimke
(175, 176). Iako su po histoloSkim obiljeZjima i ishodu BMP 1 FSGS razli¢ite glomerulopatije,
neki autori smatraju da predstavljaju krajeve spektra iste progresivne bolesti. Prema Massu,
primarna FSGS i BMP nisu genetski uvjetovane, a bolesnici s BMP u urinu izluc¢uju CD80
koji se u visokoj koncentraciji moZe naci u urinu bolesnika s primarnom FSGS. Autor smatra
da je primarna FSGS zapravo uznapredovali stadij u kojem je manja vjerojatnost odgovora na
terapiju, a BMP rani stadij iste bolesti (176). U znanstvenom istraZivanju treba utvrditi je li
tako, ili se radi o dva razlicita entiteta, a u klini¢koj praksi svaki put imati na umu u slucaju

slabog odgovora na terapiju BMP i odluke o rebiopsiji.

1.3. Novi prognosticki biljezi

Bubrezna biopsija omogucava postavljanje patoloske dijagnoze bolesti uz procjenu
njene aktivnosti i kroniciteta koji su povezani s prognozom. U znanstveno istrazivackom radu
na seriji uzoraka humanih bubreZnih biopsija moguca su retrospektivna istraZivanja novih

molekularnih biljega ¢iji bi izrazaj mogao upozoriti na rano uklju¢ene mehanizme koji
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dovode do KBB. U novije vrijeme kao potencijalni prognosticki biljezi istrazuju se dendrin,

CTGF i c-Myb.

1.3.1. Dendrin

Dendrin je protein bogat prolinom otkriven u telencefalickim dendritima
eksperimentalnih Stakora koji pate od nesanice; do sad njegova uloga nije u potpunosti
razjasnjena (177). U Covjeka se dendrin, osim u mozgu, nalazi u bubrezima na bazalnoj strani
podocita kao dio pukotinaste membrane (177,178). U reakciji na ozljedu podocita, dendrin s
membrane translocira u jezgru i poti¢e apoptozu podocita pa se naziva ,,protein koji potice
smrt“ (engl. death promoting protein) (35). TGF-B1 je citokin koji regulira rast,
diferencijaciju i apoptozu raznih stanica, ukljuc¢ujuéi podocite. Ako je u visokoj koncentraciji,
potice translokaciju dendrina u jezgru, a nuklearni dendrin amplificira TGF-B-om
posredovanu apoptozu (35). U ontogenezi bubrega se dendrin prvi put moze dokazati u stadiju
kapilarne petlje i nikad nije izrazen u jezgri (35). Prema eksperimentalnom modelu,
translokacija s membrane u jezgru moze se privremeno prezentirati kao istovremena dualna
raspodjela dendrina na membrani i u jezgri (35). Dendrin se izravno veZe na nefrin, vaznu
strukturnu komponentu pukotinaste membrane 1 za CD2AP (CD-associated protein),
adaptornu molekulu koja regulira aktinski citoskelet (179). CD2AP i nefrin su u interakciji s
p85 regulatornom podjedinicom fosfatidilinozitol 3 kinaze i stimuliraju antiapoptotski Akt
signalni put, dok CD2AP potiskuje proapoptotski TGF-f signalni put i time reguliraju
homeostazu podocita (177,179) (Slika 15).
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Slika 15. Membranski izrazaj dendrina u normalnom glomerulu prikazan
imunohistokemijskom (anti-Dendrin/HRP) 1 dvostrukom imunofluorescentnom metodom u

koekspresiji s nefrinom (400 x).

1.3.1.1. Znacaj nuklearnog dendrina

Nuklearni dendrin kao transkripcijski ¢imbenik potice izraZaj katepsina L koji vrsi
proteolizu CD2AP. U podocitnoj ozljedi to omoguc¢ava produljeni izraZaj proteaza i povecava
osjetljivost podocita na TGF-B1 1 apoptozu (179). Osim toga, katepsin L cijepa regulatornu
GTP-azu dinamin i sinaptopodin, adaptor povezan s aktinom. Posljedica je reorganizacija
podocitnog mikrofilamentnog sustava Sto rezultira proteinurijom (178). Nuklearni dendrin
uzrokuje proSirenje mezangija jer potice izrazaj podocitnih c¢imbenika koji stimuliraju
mezangijsko nakupljanje fibronektina (180) (Slika 16). Nuklearni dendrin poti¢e apoptozu
podocita i gubitak kontakta s GBM, a posljedica je proteinurija i u kasnijim stadijima
glomeruloskleroza (180). U eksperimentalnim istraZivanjima miSevi s inaktiviranim genom za
dendrin su fertilni i imaju normalni Zivotni vijek (178). Glomerulogeneza je uredna, a u
odraslih miSeva nema patoloSkih promjena u glomerulima niti znacajne proteinurije. Kako
dendrin nema homolognog proteina koji bi kompenzirao njegov manjak, moze se zakljuciti da

nije presudan u funkciji filtracijske barijere (178). Stovise, genska ablacija dendrina odgada
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nastanak zavrSnog stadija KBB 1 prate¢ih komplikacija (180). U eksperimentalnim
istrazivanjima, u Cd2ap -/- miSeva nastupa ozljeda podocita i proteinurija u 2.-3. tjednu
zivota, a smrt u 8.-9. tjednu zbog bubreznog zatajenja. Delecija gena za dendrin u tih miSeva

odgada pocetak proteinurije, smanjuje proSirenje mezangija 1 nastanak glomeruloskleroze te

bubrezno zatajenje i smrt (180).

s O RS S8 G
Slika 16. Translokacija dendrina u jezgru podocita (anti-Dendrin/HRP 1000 x).

1.3.1.2. Regulacija izrazaja dendrina

U posljednje vrijeme otkrivaju se novi molekularni mehanizmi vezani za funkciju 1
regulaciju izrazaja dendrina u bubrezima. MAGI-2 (membrane-associated guanylate kinase
inverted 2) je komponenta pukotinaste membrane koja je kljuéna za odrZavanje
funkcionalnosti filtracijske barijere i uklju¢ena u reguliranje funkcije dendrina (181). MAGI-2

knockout misevi imaju prekinutu pukotinastu membranu, morfoloske abnormalnosti nozica
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podocita i sklonost podocita apoptozi, Sto se klinicki manifestira masivhom proteinurijom i
opadanjem bubrezne funkcije (182). U fizioloSkim uvjetima fosforilirani dendrin je
lokaliziran na pukotinastoj membrani, a u odsustvu MAGI-2, defosforilirani dendrin se
nakuplja u jezgri (182). Gubitak MAGI-2 rezultira nuklearnom translokacijom dendrina i
nastankom FSGS (182). Cini se da CD2AP indirektno regulira interakciju MAGI-2 i dendrina
(182).

Dendrin se veze na Wtip (engl. Wr-1 interacting protein), citoplazmatsku komponentu
pukotinaste membrane koja u ozljedenom podocitu takoder translocira u jezgru, i na Gadd45a
(DNA-damage-inducible 45 alpha), protein kljucan za regulaciju stani¢nog ciklusa, popravak
DNK i genomsku stabilnost koji regulira dendrinom posredovane apoptotske signale (178).
Vezivanje dendrina na Wtip i Gadd45a upucuje da dendrin ima sli¢nu ulogu regulatora

transkripcije gena u jezgri podocita (178).

RhoA je GTPaza koja regulira arhitekturu citoskleta i njegova bazalna aktivnost je nuZna za
normalnu funkciju podocita (183). Aktivnost Rho je znacajno snizena u eksperimentalnim
modelima nefritisa. YAP onkogen je glavna nizvodna kaskada Hippo tumor-supresor
signalnog puta za nadzor gena koji poticu stani¢nu proliferaciju i inhibiraju apoptozu i poznat
je kao antiapoptotski protein u podocitu (184-186). U fizioloskim uvjetima defosforilirani
YAP se nalazi u jezgri kao transkripcijski koaktivator, odnosno fizioloSki endogeni inhibitor
apoptoze posredovane dendrinom (183). Fosforilacija YAP potice njegovu citoplazmatsku
sekvestraciju 1 inaktivaciju (178). Manjak RhoA uzrokuje apoptozu podocita smanjenjem
nuklearnog YAP 1 inhibicijom signala YAP/dendrin (183). U eksperimentalnim modelima,
utiSani izraZaj dendrina znacajno smanjuje apoptozu koja bi bila izazvana manjkom RhoA ili
YAP (183). Ablacija dendrina moze odgoditi pocetak i1 tezinu podocitopenije i1 proteinurije

(178).

1.3.2. Cimbenik rasta vezivnog tkiva

Cimbenik rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor) CTGF ili CCN2
je matricelularni protein. Clan je CCN obitelji strukturalno povezanih proteina koji dijele N-
terminalni sekretorni signalni peptid 1 Cetiri konzervirane domene (domena proteina koji se
veze za inzulinu sliCan ¢imbenik rasta, domena von Willebrandova ¢imbenika, domena

ponavljanog trombospondina tipa 1 i cistinski ¢vor) (187). CTGF je izoliran 1991. godine iz
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kulture humanih endotelnih stanica iz umbilikalne vene (188,189). Sastavljen je od 349
aminokiselina i bogat je cisteinom (188). Humani CTGF je smjeSten na kromosomu 6
(6g23.1) (188). U ontogenezi bubrega, CTGF mRNA se prvi put nalazi u neposrednim
preteCama podocita i parijetalnog epitela, u stadiju zareza i S stadiju (188). CTGF je klju¢ni
¢imbenik u nastanku fibroze, ujedno vazan =za stanicnu migraciju, prezivljavanje,

proliferaciju, angiogenezu, ciijeljenje rana, remodeliranje matriksa i upalu (188).

1.3.2.1 Izrazaj i uloga CTGF

Jaki izrazaj CTGF uocen je u ranom razvoju koStanog, krvoZilnog i Ziv€anog tkiva, a
najviSe u proliferirajuéim hondrocitima, osteoblastima, miofibroblastima, endotelu i
glatkomi$i¢nim stanicama krvnih zila (190). CTGF sudjeluje u angiogenezi, razvoju pluca,
formiranju bazalne membrane krvnih Zila, postizanju normalne interakcije endotela i pericita
u kozi, stvaranju i remodeliranju izvanstani¢nog matriksa, skeletogenezi i drugim vaznim
procesima (187,188,190). U bubregu CTGF izraZzavaju samo rezidentne bubreZne stanice
(191). U razvojnoj fazi CTGF izrazavaju predominantno podociti (187). U zrelom bubregu
slabo ga izrazavaju podociti, parijetalni epitel i intersticijski fibroblasti, po Hilhorstu samo
epitel proksimalnih kanali¢a, po Ito-u epitel distalnih kanali¢a, a prema Sanchez-Lopez uopce

nema njegova izrazaja u zrelom zdravom bubregu (187,189,191-193) (Slika 17).
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Slika 17. Slab izrazaj CTGF u glomerulima 1 kanali¢ima normalnog bubrega (A) i (B), anti-

CTGF/FITC/DAPI 400 x

CTGF knockout misevi ugibaju neposredno nakon rodenja zbog zatajenja disanja uslijed
malformacije plu¢a izazvane teSkim malformacijama skeleta (187). Medutim, CTGF nije
neophodan za normalni razvoj glomerula jer se u tih miSeva nisu nasle stukturne ni
funkcionalne bubrezne abnormalnosti (187). U zdravih miSeva nije jasno ima li CTGF ulogu
u postnatalnom razvoju bubreznog sustava, ali nakon 90% redukcije CTGF u starosnoj dobi

od 10 dana nije bilo strukturnih promjena ni albuminurije (188).
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koaktivatori

Izrazaj CTGF reguliraju angiotenzin II, TGF-p, hiperglikemija, hipoksija, VEGF, IL-4, GM-
CSF, BMP (bone morphogenetic proteins) 1 stani¢ni stres (189). Kljucni transkripcijski
izrazaja CTGF

su YAP (yes-associated protein)/TAZ (transcriptional
coactivator s PDZ-binding motif)/ITEAD (transcriptional enhancer factor TEF-1) i Etsl (ETS

protoonkogen) (194). Specifi¢ni receptor za CTGF nije poznat. CTGF se preko svojih
strukturalnih domena veze na razlicite ligande i1 pozitivno ili negativnho mijenja signalne

puteve (188). Upravo zbog toga, CTGF ima ulogu integratora multiplih ¢imbenika rasta,
integrina i signala porijekla ekstracelularnog matriksa (190) (Slika 18).
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Slika 18. Prikaz sloznosti signalih puteva putem kojih CTGF ostvaruje svoj u¢inak (189).
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CTGF ostvaruje uc¢inak ne samo direktnim vezivanjem za citokine 1 receptore, ve¢ razliitim
slozenim mehanizmima: a) djeluje kao izvanstani¢ni adaptorni protein koji vezanjem na
citokine stimulira odgovor TGF-B ili njihovim odvajanjem u matriks, sprijecava stani¢no
signaliziranje preko VEGF, b) moze se kompetitivno vezati na heparan sulfat proteoglikane,
mijenjaju¢i njithovu koncentraciju i utjecaj na signaliziranje, ¢) moZe blokirati ili stvoriti
vezuju¢a mjesta u matriksu ¢ime se mijenja stani¢no signaliziranje, adhezija i motilitet, d)
moze se vezati na stanicne receptore i stimulirati prijenos stani¢nog signala, e) moze biti
unesen endocitozom u stanicu i1 djelovati kao unutarstanicni adaptorni protein u citoplazmi i
jezgri (195). CTGF moze djelovati putem TGF-3 i BMP, ali 1 obrnuto TGF-f potice izrazaj
CTGF u razli¢itim stanicama (190). S druge strane, CTGF i s njim povezani protein Cyr61

mogu imati u¢inak na genski izrazaj suprotan u¢inku TGF-f (190).

U fizioloskim uvjetima CTGF sudjeluje u procesu stanicne migracije, regulacije stani¢nog
ciklusa, proliferacije, apoptoze, adhezije, mitogeneze, angiogeneze i regulira signalizaciju
drugih ¢imbenika rasta i citokina. U patoloSkim uvjetima CTGF modulira tumorigenezu,
aktivaciju i diferencijaciju miofibroblasta, odlaganje izvanstani¢nog matriksa, remodeliranje i
promjenu strukture organa, S$to konacno vodi u fibrozu (191). CTGF regulira izrazaj
proinflamatornih citokina i kemokina te inducira migraciju leukocita 1 aktivaciju NF-kB

¢imbenika (189).

1.3.2.2. Izrazaj CTGF u bolestima bubrega

Izrazaj CTGF je poviSen u upalnim glomerularnim 1 tubulointerstucijskim bolestima,
povezan sa stani¢nom proliferacijom 1 akumulacijom matriksa (196). U maloj seriji razli¢itih
glomerularnih bolesti (ekstrakapilarni GN, IgAN, FSGS 1 dijabeticka nefropatija) uocen je
povecani izrazaj CTGF u ekstrakapilarnim, mezangioproliferativnim lezijama, kapsularnim
adhezijama 1 regijama periglomerularne fibroze (191,192). Nasuprot tome, poviSeni izraZaj
CTGF nije viden u BMP, membranskoj glomerulopatiji i postinfekcijskom glomerulonefritisu
koje cijele bez oziljkavanja (191). Broj stanica koje izrazavaju CTGF je povezan sa stupnjem
tubulointersticijske fibroze, glomeruloskleroze i arterioloskleroze (191,197). U globalnoj
glomerulosklerozi ne nalazi se izrazaj CTGF (196). Prema Goldschmedingu, CTGF je klju¢ni
¢imbenik bubrezne fibroze koji sudjeluje u intersticijskoj, ekstrakapilarnoj 1 mezangijskoj

nakupljanju stanica i vanstani¢nog matriksa te sklerozi (191).
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U eksperimentalnim modelima izrazaj CTGF mRNA je najvisi sedmog dana nakon ozljede, a
vra¢a se na normalnu razinu Cetrnaestog dana kad je cijeljenje tkiva zavrSeno (198). U
glomerulonefritisu izrazaj CTGF korelira s eGFR, rezidualnom bubreznom funkcijom i
albuminurijom, odnosno smanjenje izrazaja CTGF poboljSava proteinuriju i glomerularno
oStecenje jer se smanji upalni odgovor i sinteza matriksa (192,194). Molekule koje
suprimiraju prepisivanje CTGF mRNA su cAMP 1 NO (191). Induktori transkripcije CTGF
mRNA su vjerojatno TGF-f i HGF, IL-1 i IL-4, a u¢inak TNF-a moze biti dvojak (191,199).
U kulturi fibroblasta s visokom kontaktnom inhibicijom (NIH3T3 stanice) nakon primjene
deksametazona uoceno je da je izrazaj TGF-f snizen, a CTGF povisen, §to je vazno s obzirom
da su kortikosteroidi vazni u lijjeCenju glomerularnih bolesti (191,200). Taj ucinak bi bilo

uputno ispitati in vivo.

1.3.2.3. Mogu¢nost anti-CTGF terapije

Humano monoklonsko protutijelo FG-3019 potpuno inhibira biolosku aktivnost CTGF
i tako prevenira novu i regredira postojecu fibrozu (195). Uc¢inkovitost terapije ispitivana je na
animalnim modelima fibroze pluca, peritonealne fibroze, sistemne fibroze, ciroze jetre,
ateroskleroze i smanjenja mikroalbuminurije u dijabetickoj nefropatiji (188,195). Isto tako,
dokazan je povoljan uc¢inak imunoblokade CTGF na zaustavljanje tumorskog rasta u mi§jim
modelima melanoma i karcinoma gusterace i jajnika (194,195). Povisen izrazaj CTGF uocen
je u kolorektalnom karcinomu, karcinomu jetre, dojke (gdje je povezan s rezistencijom na
kemoterapiju), jednjaka, jezika, kolangiokarcinomu, hondrosarkomu, gliomu, tumoru
gusterace, karcinomu S§titnja¢e, melanomu i neuroendokrinim tumorima (194). Dok izraZaj
CTGF povecava tumorski rast u ranom stadiju karcinoma debelog crijeva, €ini se da ima

zaStitnu ulogu protiv metastaziranja u kasnim stadijima bolesti (194).

Prema rezultatima recentnih klinickih studija, ucinak protutijela na CTGF je obecavajuéi. U
PRAISE klini¢koj studiji provedenoj na viSe kontinenata, ispitan je terapijski ucinak
Pamrevlumab-a (FG-3019), rekombinantnog humanog monoklonskog protutijela na CTGF, u
bolesnika s idiopatskom pluénom fibrozom (201). Jedna skupina bolesnika je primala
intravenske infuzije Pamrevlumaba od 30 mg/kg svaka 3 tjedna kroz 48 tjedana, a druga

skupina placebo. Terapijski u¢inak Pamrevlumaba je bio povoljan jer je znacajno smanjio
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pogorSanje pluéne funkcije mjerene forsiranim vitalnim kapacitetom, a nije bilo znacajnih

nuspojava (201).

U nefrologiji je u¢inak FG-3019 istrazivan u bolesnika sa Se¢ernom bolesti tip 1 ili 2 i
posljedicnom dijabetickom nefropatijom manifestiranom mikroalbuminurijom. Ispitivana
skupina je primala 3 ili 10 mg/kg FG-3019 intravenski svako 14 dana u 4 doze (202). S
obzirom da se radilo o studiji faze 1, rezultati trebaju biti potvrdeni u prospektivnim
randomiziranim, viSestruko slijepim studijama i interpretirani s oprezom, no djeluju

obecavajuce zbog znacajne redukcije albuminurije bez znacajnijih nuspojava (202).

Druga terapijska mogucnost su anti-CTGF oligonukleotidi (engl. antisense oligonucleotide -
ODN) koji blokiranjem CTGF inhibiraju TGFB-om posredovano stvaranje fibronektina tip 1 i
kolagena u kulturi bubreznih fibroblasta, koje in vivo pridonosi razvoju fibroze bubrega (203).
U klinickoj studiji je ispitivan ucinak anti-CTGF oligonukleotida EXC 001 u usporedbi s
placebom u zena sa simetricnim bilateralnim hipertroficnim oziljcima na dojkama, duljine
minimalno 6 cm nakon prethodnog operativnog zahvata dojki neovisno o uzroku, a koje su
podvrgnute kirurskoj reviziji oziljaka (204). Lijek je ordiniran intradermalno u dozi od 5
mg/cm u 2., 5., 8.1 11. tjednu nakon operacije i doslo do znacajnog smanjenja oziljaka (204).
Potrebna su daljnja istraZivanja radi moguce terapijske primjene u razliitim bolestima u

svakodnevnoj praksi.

1.3.3. ¢c-Myb

C-Myb je esencijalni transkripcijski ¢imbenik koji je prvi put identificiran kao virusni
onkogen u pti¢joj leukemiji (v-MYB) (205). U ljudi je njegov stani¢ni homolog protoonkogen
c-Myb koji ima DNA vezujuéu domenu, transaktivacijsku domenu i negativnu regulatornu
domenu (205). A-Myb i B-Myb u ljudi takoder imaju DNA vezujuéu domenu, a razlikuju se
po tkivnoj distribuciji 1 ulozi koju obavljaju (206-208). Dudek 1 Reddy su otkrili dvije
izoforme c-Myb u normalnim i tumorskim stanicama (209). Kasnije ih je otkriveno jos, a
najcesc¢a izoforma c-Myb ima 72 kilodaltona i 650 aminokiselina (205). Najznacajnija uloga

mu je regulacija stani¢ne proliferacije i regulacija stani¢nog ciklusa u G1 i1 G2 fazi (208).
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1.3.3.1. Izrazaj i uloga c-Myb

C-Myb je izrazen u nezrelim hematopoetskim mati¢nim stanicama i zaduZen je za
proliferaciju i diferencijaciju T i B limfocita i sazrijevanje eritrocita (205). C-Myb potice
razvoj pomagackih T limfocita, a blokira razvoj citotoksi¢nih T limfocita (205). C-Myb nije
specifi¢an samo za hematopoezu, ve¢ je uklju¢en u razvoj neurona, diferencijaciju, razvoj i
odrzavanje epitelnih stanica crijeva, mlije¢nih zlijezda, stanica glatkih miSica i bubrega (208)
(Slika 19). Iako c-Myb nije potreban za inicijalnu hematopoezu u Zumanj¢anoj vreéi, nuzan je
za fetalnu jetrenu hematopoezu pa delecija oba alela dovodi do smrti embrija u 14. danu

gestacije zbog teSkih defekata u hematopoezi (208,210,211).

Izrazaj c-Myb je tijekom razvoja i sazrijevanja stanica strogo kontroliran (205). ProduZeni
izrazaj c-Myb blokira stani¢nu diferencijaciju pa mu normalno izrazaj opada kako stanica
postaje diferencirana (208,212). Izrazaj Myb proteina regulira Wnt signalni put (208). C-Myb
ulazi u interakcije s velikim brojem drugih regulatora poput protein kinaza, regulatora
stani¢nog ciklusa 1 transkripcijskih ¢imbenika, a istovremeno je subjekt posttranslacijskih
modifikacija, ukljucuju¢i serinsku 1 treoninsku fosforilaciju, lizinsku acetilaciju i
ubikvitilaciju (208). U poremecenoj c-Myb regulaciji onkogen c-Myb poti¢e stani¢ni rast i
progresiju u solidnim zlo¢udnim tumorima dojke, debelog crijeva, gusterace, mozga i
hematolimfati¢énim tumorima (205). Klju¢na mutacija u onkogenezi je gubitak regulatorne C-
terminalne domene (208). Normalni c-Myb protein nadzire gene koji su kljuéni za normalnu
diferencijaciju stanica i razlikuju se od onih u onkogenoj varijanti (208). Obje varijante c-Myb
gena imaju istu DNA vezujucu domenu 1 vezu se na ista mjesta na DNA; stoga je razlika
posljedica razli€itih protein-protein interakcija koje nastaju (208). c-Myb-mutacija nastaje
amplifikacijom, translokacijom uz nastanak hibridnog proteina i mutacijom TAL-1 promotora
(205). Patoloski izrazen c-Myb aktivira druge gene poput ciklooksigenaze 2 (COX-2), Bcl-2,
Bcl-X1 i c-Myc koji su vazni za angiogenezu, proliferaciju i apoptozu te progresiju karcinoma
(213). Vazno je izravno djelovanje c-Myb na izrazaj i aktivnost c-Myc €iji je protein ukljucen
u patogenezu razli¢itih tumora (208). Unato¢ sliénom nazivu, ova dva gena su strukturalno
razli€iti, iako oba posjeduju DNA vezuju¢u domenu, a dokazano je da c-Myb direktno nadzire

izrazaj, odnosno aktivnost c-Myc-a (208).
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PREKLOPLIENO

Slika 19. Slab IzraZaj c-Myb u glomerulima 1 kanali¢ima normalnog zrelog bubrega (A) i (B)

anti-c-Myb/FITC/DAPI 400 x, Er - eritrociti

1.3.3.2. Regulacija izrazaja c-Myb

Slug (SNAI2, Snail2) je zinc-finger transkripcijski represor, ¢lan obitelji Snail
¢imbenika, vaZznih za epitelijalno-mezenhimalnu pretvorbu u patoloskim 1 fizioloskim
uvjetima (214). Snail je izraZen tijekom formiranja mezoderma, gastrulacije i neuralnog
grebena (214). U embrionalnom bubregu i nekim tipovima karcinoma (debelog crijeva,
mijeloidnoj leukemiji, neuroblastomu) c-Myb regulira izrazaj Slug-a (214). U embrionalnom

bubregu i tumorskim stanicama, c-Myb inducira izrazaj vimentina, fibronektina i N-kaderina,
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Sto vodi stjecanju mezenhimalnih obiljezja stanice kao preduvjetu za migraciju, rezistenciju
na apopotozu i metastaziranje (214). Tijekom ontogeneze bubrega izrazaj Snaill i Snail2 je
prisutan u mezodermu, a utiSan neposredno prije epitelne diferencijacije (215). Snail geni su
potisnuti za vrijeme diferencijacije bubrega i utiSani epigenetskim mehanizmima u zrelom
bubregu, kako bi se odrzao epitelni integritet i homeostaza (215,216). PoviSeni izrazaj Snail
suprimira E-kaderin u epitelnim stanicama kanali¢a i inhibira nefrin i P-kaderin u podocitima
(32). U zrelom bubregu, reaktivacija Snail i Slug je povezana s dva razliita patoloska
procesa: a) s EMT tubularnog epitela koja inducira intersticijsku fibrozu i b) progresijom
karcinoma bubrega (216). TGF-f je ¢imbenik EMT i potentni aktivator Snail/Slug (214). U
karcinomu bubrega Snail suprimira izrazaj E-kaderina i kaderina-16 tako da potiskuje

aktivnost HNF-1p vaznog za normalnu funkciju bubrega (216).

1.3.3.3. Mogu¢nosti anti-c-Myb terapije

S obzirom na ulogu c-Myb u fizioloskim i patoloskim uvjetima, u lijeCenju tumora
potrebno je ne samo inaktivirati mutirani c-Myb, nego i reaktivirati normalni c-Myb kako bi
se potaknula diferencijacija (208). U novije vrijeme istraZzuje se uinak anti-Myb terapije
oligodeoksinukleotidima rezistentnima na nukleazu (ODN) s ciljem kontrole genetskog
izrazaja (213). Glavna prepreka je postizanje stabilnosti tih spojeva in vivo (217). Takvim

pristupom u lijecenju leukemija nije bilo moguce ukloniti sve leukemijske stanice u bolesnika.

Danas se ispituju male molekule koje inhibiraju aktivnost c-Myb prekidom interakcije izmedu
c-Myb i njegovog koregulatora p300, ¢ime se c-Myb destabilizira (217). Ocekuju se klinicka
ispitivanja za male inhibitore celastrol i plumbagin, izolirane iz biljaka, koje imaju protu-

tumorski uc¢inak (217).
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2. CILJ RADA 1 HIPOTEZE
Ciljevi istrazivanja su:

1. Ispitati razliku izmedu neupalnih (BMP 1 FSGS) i upalnih glomerulopatija (IgAN i HSP) te
zdrave kontrole u apsolutnom broju dendrin-pozitivnih jezgara i s obzirom na uzorak izrazaja

dendrina u glomerulima.

2. Ispitati razliku izmedu IgAN/HSP i zdrave kontrole u izrazaju CTGF 1 c-Myb u

glomerulima i bubreZnim kanali¢ima.

3. Ispitati je li izraZaj dendrina, CTGF i c-Myb povezan s bubreznom funkcijom u vrijeme

biopsije 1 na zavrSetku pracenja.

Hipoteza:

Imunohistokemijski promijenjen izrazaj dendrina i povecani izrazaj CTGF i1 c-Myb u bioptatu
bubrega povezani su s lo$ijom bubreznom funkcijom na kraju prac¢enja te ih moZzemo smatrati

potencijalno loSim prognostickim biljezima kroni¢ne bubrezne bolesti.

55



3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. Ispitanici

U studiju je ukljuceno 48 ispitanika kojima je od 1996. do 2018. godine na temelju
perkutane bubrezne biopsije postavljena dijagnoza glomerularne bolesti na Odjelu za
patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split i nastavili
su lijecenje na Klinici za unutarnje bolesti, odnosno Klinici za djecje bolesti iste ustanove. U
studiju su ukljuceni susljedno dijagnosticirani ispitanici s dijagnozom IgAN, HSP, BMP i
primarne FSGS. Kriteriji ukljucenja bili su dostupnost originalnih histoloskih preparata,
cjelovita prethodna morfoloska analiza s elektronskom mikroskopijom, dovoljno tkiva u
parafinskom bloku za imunohistokemijsku analizu i dokumentirano klinicko prac¢enje do kraja
studije. Kriteriji iskljucenja bili su nedovoljno matrijala u parafinskom bloku i nedostatak
medicinske dokumentacije. Isljuceni su slucajevi rebiopsije i biopsije presatka. U kontrolnoj
skupini je bilo 12 ispitanika podvrgnutih nefrektomiji 2018. godine zbog svijetlostani¢nog
karcinoma bubrega, a analizirano je zdravo tkivo periferno od tumora. Ispitanici iz kontrolne
skupine imali su urednu bubreznu funkciju u trenutku nefrektomije uz odsustvo ¢imbenika

rizika za razvoj KBB.

3.2. Materijali

Originalni histoloski preparati i parafinski blokovi bubreZne biopsije 48 ispitanika i 12
kontrola prikupljeni su iz arhive Odjela za patologiju. Klini¢ki podaci prikupljeni su iz
povijesti bolesti Klinike za unutarnje bolesti 1 Klinike za djecje bolesti, a zadnji laboratorijski
nalazi iz Klinickog zavoda za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC Split. Histoloski
preparati su ponovo pregledani i za svaki tip GN posebno klasificirani, IgAN po Oksfordskoj
klasifikaciji, HSP po ISKDC klasifikaciji i FSGS po Kolumbijskoj klasifikaciji.

3.3. Metode

Na Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Split
uradeno je ru¢no dvostruko indirektno imunofluorescentno bojanje, a na Odjelu za patologiju

KBC Split strojno indirektno imunohistokemijsko bojanje preparata. Upotrebljena su
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specificna protutijela su dendrin, nefrin, CTGF i c-Myb. Iz parafinskog bloka bubreznih
biopsija izrezani su preparati debljine 5 mikrometara. Preparati za imunoflorescencu su
deparafinirani u ksilolu (3x5 minuta), rehidrirani u gradijentu alkohola 2 x 100% 10 minuta,
96% 5 minuta, 70% 5 minuta do destilirane vode, kuhani u citratnom puferu (pH=7) u
mikrovalnoj peénici 12 minuta radi demaskiranja antigena i ohladeni na sobnoj temperaturi 20
minuta. Isprani su radnom otopinom PBS-om (engl. phosphate-buffered saline). Radi
blokiranja nespecificnog bojenja apliciran je blokiraju¢i serum, inkubiran 20 minuta i

ocijeden.

Uradeno je dvostruko imunofluorescentno bojenje na nefrin i dendrin kako bi se vizualizirala
njihova koekspresija u podocitima. Na prethodno priredene preparate istodobno su aplicirani
poliklonalno kozje protutijelo na nefrin (Santa Cruz, USA), razrjedeno 1:300, i poliklonalno
kuni¢je protutijelo na dendrin (AbCam, Cambridge, UK) razrjedeno 1:200, i inkubirani u
tamnoj 1 vlaznoj komori preko no¢i na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u PBS istodobno
su aplicirani poliklonalno magareée protutijelo za kozje IgG (Alexa fluor, 594 Life
Technologies, USA), razrjedeno 1:300, i poliklonalno magareée protutijelo na kuniéje IgG
(Alexa Flour 488 Life Technologies, USA), razrjedeno 1:300, i inkubirani 60 minuta. Nakon
ispiranja u PBS preparati su inkubirani s DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 5 minuta za
obojenje jezgara, isprani PBS te pokriveni medijem i pokrovnicom. Na Odjelu za patologiju
KBC Split uradeno je indirektno imunohistokemijsko bojenje na aparatu Benchmark
(Ventana, Medical System, USA) uporabom kuniéjeg poliklonalnog protutijela na dendrin
(Abcam, Cambridge, UK), razrjedeno 1:200, i vizualizacijskog sustava Optiview Detection

Kit (Ventana Medical Systems, Inc. USA).

Dvostruko imunoflorescentno bojenje na CTGF i c-Myc uradeno je ru¢nom metodom. Na
prethodno priredene preparate istovremeno su aplicirani poliklonalno kozje protutijelo na
CTGF (Santa Cruz Biotechnology, USA) razrjedeno 1:100, i poliklonalno kuniéje protutijelo
na c-Myb (Santa Cruz, Biotechnology USA) razrjedeno 1:300, i inkubirani u tamnoj vlaznoj
komori preko no¢i na 4°C. Nakon ispiranja u PBS istovremeno su aplicirani sekundarno
magarece protutijelo na kozje IgG (Alexa fluor 594, Molecular Probes Life Technologies,
Oregon, SAD) razrjedeno 1: 400, 1 sekundarno magarece protutijelo na kuni¢je IgG (Alexa
fluor 488, Molecular Probes Life Technologies, Oregon, SAD) razrjedeno 1: 400. Nakon
ispiranja, apliciran je DAPI za bojenje jezgara i inkubiran 4 minute. Nakon ispiranja u PBS,

preparat je pokriven medijem i pokrovnicom.
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3.4. Postupci

U studiji je provedeno retrospektivno-prospektivno kohortno istrazivanje. Iz
patoloskog nalaza dobiveni su podaci o dobi i spolu ispitanika, datumu biopsije i dijagnozi. U
originalnim histoloskim preparatima svih ispitanika analiziran je broj globalno oziljno
promjenjenih glomerula, postotak tubularne atrofije i intersticijske fibroze. U slu€ajevima
IgAN odreden je MEST-C skor po Oksfordskoj klasifikaciji, u slu¢ajevima HSP razred
oste¢enja po ISKDC Kklasifikaciji, a u slucajevima FSGS varijanta po Kolumbija klasifikaciji.
1z povijesti bolesti svih ispitanika prikupljeni su laboratorijski pokazatelji bubrezne funkcije u
vrijeme biopsije: prisutnost hematurije (ne/da), vrijednosti arterijskog tlaka (mmHg),
serumskog kreatinina (umol/L), klirensa kreatinina (ml/min/1.73m?) i proteinurije (mg/dU), a
iz raCunalne pismohrane Zavoda za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC Split
kontrolni nalazi serumskog keratinina i klirensa kreatinina. Vrijeme pracenja je bilo do 1.
sijeCnja 2019. godine. Imunoflorescentni preparati analizirani su na Olympus invertiranom
fluorescentnom mikroskopu IX51 i slikani na povecanju 400 x digitalnom kamerom
(Olympus, Japan), na 10 nepreklapajuc¢ih polja. Slike su obradene pomocu CellA Imaging
Software za mikroskopiju (Olympus Life Sciences Microscopy) te analizirane pomocu
ImageJ softvera (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Preparati bojeni
imunohistokemijski pregledani su na svjetlosnom mikroskopu Olympus BX41, slikani u
cijelosti pomocu digitalne kamere Olympus DP26 na povecanju 200 x i analizirani u

programu CellSense Standard Life Science.

3.5. Analiza

Analiziran je imunohistokemijski izrazaj dendrina, CTGF i c-Myb.

3.5.1. Analiza izraZaja dendrina

Na slikama dvostrukog imunoflorescentnog bojenja u podocitima je izraZena

kolokalizacija dendrina i nefrina kao biljega podocita (Slika 20 1 21).
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Slika 20. Izrazaj dendrina u kontrolnoj skupini 1 glomerularnim bolestima; fluorescentni
mikroskop, imunofluorescentno bojanje, 400 x, preklopljeno dendrin (zeleno), nefrin (crveno)

1 DAPI (plavo)

59



-
v -
» L 2
|

Slika 21. Nuklearni izrazaj dendrina u kontrolnoj skupini i glomerularnim bolestima.

fluorescentni mikroskop, imunofluorescentno bojanje, 400 x; preklopljeno dendrin (zeleno), nefrin (crveno) i

DAPI (plavo)

U imunohistokemijskim preparatima je analiziran apsolutni broj dendrin pozitivnih jezgara u
svakom glomerulu i izracunata ukupna prosjecna vrijednost. Proporcija dendrin negativnih
glomerula izracunata je tako da je njihov broj podijeljen s ukupnim brojem glomerula.
Predominantni uzorak izraZaja dendrina je ocijenjen kao membranski, dualni, nuklearni ili
negativni, ovisno o tome je li bojanje za dendrin bilo pozitivno na membrani, jezgri i
membrani ili samo jezgri; negativni uzorak znacio je negativho membransko i nuklearno

bojanje na dendrin uz pozitivnu vanjsku kontrolu (Slika 22).
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Slika 22: Uzorak izrazaj dendrina: membranski (A), dualni (B), nuklearni (C) ili negativan (D).

anti-Dendrin/HRP, 400 x

3.5.2. Analiza izrazaja CTGF i c-Myb

U glomerulima je izrazaj CTGF u citoplazmi, odnosno c-Myb u jezgri glomerularnih
stanica analiziran u svakom glomerulu kao apsolutni broj pozitivnih stanica i izraunata
zajednicka srednja vrijednost. U tubularnom epitelu je apsolutni broj epitelnih stanica s
pozitivnim izrazajem CTGF odnosno c-Myb podijeljen s ukupnim brojem epitelnih stanica u

kanali¢ima (Slika 23).
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PREKLOPLJENO

Slika 23. Izrazaj CTGF 1 c-Myb u kontrolnoj skupini, IgAN i HSP, fluorescentni mikroskop,
imunofluorescentno bojenje, 400 x; d-distalni tubul, Er-eritrociti, g-glomerul, p-proksimalni

kanali¢

3.6. Statisticka rasc¢lamba

Za statistiCku analizu koriSten je statisticki paket SPSS (verzija 19 za Windows; SPSS
Inc., Chicago, Illinois, USA). Razina statisticke znacajnosti je bila P < 0,05, a svi intervali
pouzdanosti (CI) na razini od 95%. Kvalitativni podaci (spol, prisutnost hematurije i arterijske
hipertenzije izrazeni su kao broj (N) i postotak (%). Kvantitativne varijable (klirens

kreatinina, proteinurija, udio intersticijske fibroze, tubularne atrofije i globalno skleroziranih
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glomerula) prikazani su kao medijan (minimum-maksimum). Fisherov egzaktni test koriSten
je u analizi tablica kontingencije kad su ispitivane veli¢ine uzoraka bile male. Razlike u
kvalitatitivnim varijablama izmedu ispitivanih skupina analizirane su Fisherovim egzaktnim
testom, a u numeri¢kim neparametrijskim nepovezanim varijablama Kruskal-Wallis testom i u
post hoc analizi Mann-Whitney-evim ili Dunovim testom. Za izraun stupnja povezanosti

koriSten je Spearmanov koeficijent korelacije (Rho).

3.7. Eti¢ka nacela

Disertacija je sukladna sa svim primjenjivim svjetskim smjernicama i preporukama,
¢iji je cilj osigurati pravilno ophodenje i rukovanje s bioloskim materijalima, u ovom slucaju
tkivom bubrega iz parafinskog bloka. Svi prikupljeni podatci su koristeni iskljucivo u
istrazivacke svrhe, bez navodenja bilo kakvih osobnih ili drugih podataka o bolesnicima.
Istrazivanja su odbrena od strane Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split,
studija 1: Ur.br: 2181-147-01/06/M.S.-18-2 i studija 2: Ur.br: 2181-147-01/06/M.S.-19-2).

Istrazivanje je provedeno u skladu s nac¢elima Helsinske deklaracije.
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4. REZULTATI

U istrazivanje je ukljuceno 48 ispitanika s glomerulopatijom. Imunohistokemijska
analiza izrazaja dendrina uradena je u 25 ispitanika, imunoflorescentna analiza CTGF i c-
Myb u 15 ispitanika, a u 8 ispitanika analizirana su sva tri biljega. U kontrolnoj skupini je bilo
12 ispitanika podvrgnutih nefrektomiji 2018. godine zbog svijetlostanicnog karcinoma
bubrega; u bioptiCkom uzorku analizirano je bubrezno tkivo periferno od tumora. Medijan
dobi u kontrolnoj skupini je bio 56 godina (min-maks 52-61 godina), a bilo je 8 ispitanika
muskog spola i 4 Zenskog spola; svi su imali urednu bubreznu funkciju u vrijeme
nefrektomije uz odsustvo Cimbenika rizika za razvoj KBB. U Tablici 4 prikazani su

epidemioloski, klinicki i laboratorijski pokazatelji u 48 ispitanika s glomerulopatijom.

Tablica 4. Prikaz klinickih i laboratorijskih pokazatelja u 48 ispitanika s glomerulopatijom.

Poviseni
Ispitanik  Glomerulopatija Spol Dob Hematurija art:;rilj(ski (u;';lm (m'f/ﬁlin) Pr&;‘;‘:;” (wsnffm (m'flﬁzin)
a

1 Z 15 DA NE 120 58 970 56 120
2 M 32 DA DA 143 55 4100 1621 3

3 7 37 DA NE 51 118 1460 62 109
4 M 50 DA DA 200 32 910 318 18
5 M 15 DA DA 53 150 3800 98 95
6 7 57 DA DA 71 81 3700 120 42
7 M 15 DA DA 57 146 778 91 103
8 M 33 DA DA 98 87 2500 97 76
9 7 23 NE DA 205 29 5400 1200 3

10 7 12 DA NE 45 147 4000 43 147
11 M 17 DA DA 61 140 374 124 70
12 IgAN M 23 NE DA 263 28 4500 363 17
13 M 18 NE DA 82 120 200 98 87
14 7 23 NE NE 50 131 5000 56 114
15 7 50 NE NE 157 33 3400 256 17
16 M 59 NE DA 495 10 4595 941 5

17 M 50 NE DA 133 53 2300 213 28
18 M 52 NE DA 81 96 5250 800 6

19 M 46 NE DA 109 70 4500 134 47
20 M 52 NE DA 150 45 1500 114 59
21 M 51 NE DA 235 27 63 532 9

22 M 19 NE DA 86 112 9000 92 91
23 M 56 NE NE 96 76 7221 65 100
24 7 13 DA NE 55 136 1900 53 133
25 M 5 NE DA 38 184 6450 37 171
26 HSP M 9 DA NE 43 170 6208 58 148
27 M 65 NE DA 301 18 4850 354 13
28 7 17 DA NE 76 99 5751 83 87
29 M 14 DA NE 94 69 2000 127 64
30 M 30 DA DA 280 25 3100 151 47
31 BMP M 54 NE NE 85 89 9235 108 63
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Poviseni

Ispitanik  Glomerulopatija Spol Dob Hematurija artte;rilj;ski (msnlzll/L) (mll(llx(nlin) Pl}‘:;egl/r;lg;Ja (msnli;L) (mlflﬁzin)
a

32 M 16 DA DA 148 59 28254 98 94
33 M 24 NE DA 83 113 15867 76 114
34 BMP M 3 NE DA 28 212 13909 39 180
35 7z 54 NE NE 180 27 2707 73 76
36 7 4 NE DA 42 159 4253 37 162
37 M 56 NE DA 129 53 18677 62 103
38 M 68 NE NE 95 71 22720 117 52
39 7 35 NE DA 69 98 8550 72 92
40 M 35 NE DA 234 30 5200 425 14
41 7 8 NE DA 174 39 8765 490 10
42 Z 51 DA DA 119 46 3080 202 24
43 FSGS M 62 DA DA 142 45 5015 552 8

44 7 59 DA DA 65 89 4701 59 91

45 M 42 NE DA 80 104 11214 139 51

46 M 76 NE DA 101 62 6380 89 68
47 7 17 DA NE 141 47 558 703 7

48 M 12 NE DA 46 162 100 105 90

*Kruskal-Wallis test, Mann Whitney test; sK1 - serumski kreatinin u vrijeme biopsije , sK2 - serumski kreatinin

na kraju pracenja, KK1 — klirens kreatinina u vrijeme biopsije, KK2 - klirens kreatinina na kraju pracenja

Od 48 ispitanika, 22 su imala IgAN, 8 HSP, 7 BMP i 11 ispitanika FSGS. Medijan Zivotne
dobi je iznosio 32,5 godina (min-maks: 3-76 godina). 16 (33%) ispitanika je bilo Zenskog i 32
(67%) muskog spola. 31 ispitanik je imao hematuriju, 20 nereguliranu arterijsku hipertenziju,
a 40 periferne edeme. Hematurija je bila ¢eSc¢a u ispitanika s IgAN 1 HSP nego u ispitanika s
BMP i FSGS (P=0,007). Nije utvrdena razlika medu glomerulopatijama u broju ispitanika s
nereguliranom arterijskom hipertenzijom (P=0,116). Visina proteinurije u vrijeme biopsije
razlikovala se s obzirom na tip glomerulopatije (P=0,005). Razlika je utvrdena izmedu IgAN i
HSP, 3550 mg prema 5300 mg (P=0,019), IgAN i1 FSGS, 3550 mg prema 5200 mg (P=0,034),
IgAN i BMP, 3550 mg prema 13909 mg (P=0,003), a izmedu BMP i HSP, 13909 mg prema
5300 mg, je bila granicno znacajna (P=0,056). Medu ispitanicima s razliitim
glomerulopatijama nije utvrdena znacajna razlika u vrijednosti sK i KK u vrijeme biopsije
(P=0,823, odnosno P=0,773), ali na kraju pracenja razlika je postojala (P=0,022 odnosno
P=0,017). Medijan KK na kraju pracenja bio je snizen u FSGS, 51 ml/min i I[gAN, 53 ml/min,
a normalan u u HSP, 93,5 ml/min 1 BMP, 103 ml/min.
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Tablica 5. Usporedba medijana (min-maks) prac¢enih klinickih i histoloskih varijabli u IgAN i
HSP.

Varijable Ispitanici IgAN HSP P* y/
(N=30) (N=22) (N=8)
Klirens kreatinina u 78,50 75,50 87,50 0,62 -0,49
trenutku biopsije (10-184) (10-150) (18-184)

(ml/min/1.73 m>2)

Proteinurija 3750 3550 5300 0,02 -2,34
(mg/dan) (63-9000) (63-9000) (1900-7221)

Kontrolni klirens 67 53 93,5 0,08 -1,71
kreatinina (3-171) (3-145) (13-171)

(ml/min/1.73m2)

Globalno sklerozirani 0,07 0,10 0 0,07 1,76

glomeruli (0-0,62) (0-0,62) (0-0,20)

Tubularna atrofija 0,01 0,04 0,01 0,05 0,94
(0-0,70) (0-0,70) (0-0,10)

Intersticijska fibroza 0,01 0,04 0,01 0,05 0,94
(0-0,70) (0-0,70) (0-0,10)

*Mann-Whitney test

Ispitanici s HSP imali su znacajno vecu proteinuriju u vrijeme biopsije nego ispitanici s IgAN
(P=0,02), dok se vrijednosti KK u vrijeme biopsije i KK na kraju pracenja nisu znacajno
razlikovale (P=0,62 odnosno P=0,08), iako postoji trend loSije bubrezne funkcije u IgAN.
Udio tubularne atrofije i intersticijske fibroze je bio znacajno ve¢i u IgAN nego u HSP
(P=0,05). Potom je analizirana povezanost vrijednosti KK u vrijeme biopsije i KK na kraju

pracenja s dodijeljenim MEST-C zbrojem (Tablica 6).
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Tablica 6. Usporedba MEST- C zbroja s klirensom kretinina u vrijeme biopsije i na zadnjoj

kontroli u 30 ispitanika s IgAN 1 HSP.

MEST+C Ispitanici KK1 KK2
zbroj (N=30) (ml/min) P* (ml/min) P*

MO 4 124,5 NAT 88,5 NAT
Ml 26 72,5 59

EO 21 69 1,360 59 0,603
El 9 99 87

SO 14 104 0,070 89 0,041
S1 16 49 23

TO 23 97 0,008 87 0,012
T1 +T2 7 29 17

Cne 15 70 0,400 42 0,025
Cda 15 87 94

*Mann Whitney test; TNA — non applicable (nije primjenjivo), M-mezangijska hipercelularnost, E-
endokapilarna hipercelularnost, S-segmentalna glomeruloskleroza, T-tubularna atrofija/intersticijska fibroza, C-

polumjeseci (engl. crescents)

S11i TI1+T2 su bili povezani s nizim KK na kraju prac¢enja (P < 0,05). S obzirom na samo 4
ispitanika u MO skupini, statisticka analiza nije bila moguca, ali postoji trend razlike prema
M1. Prisutnost polumjeseca u vrijeme biopsije je povezana s vi§im vrijednostima KK na kraju

prac¢enja (P=0,025).

Od 11 ispitanika s FSGS, 6 je imalo klasi¢nu, 4 perihilarnu, a 1 vr$nu varijantu. Uradena je
usporedba laboratorijskih i histoloSkih pokazatelja izmedu BMP i FSGS, ali je utvrdena samo
znacajna razlika u medijanu KK na kraju prac¢enja (Z=-2,81 P=0,01) (Tablica 7).
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Tablica 7. Usporedba BMP 1 FSGS po laboratorijskim i morfoloskim pokazateljima.

Varijable Svi bolesnici BMP FSGS P* y/
(N=18) (N=7) (N=11)
Klirens kreatinina u 66,5 81 62 0,39 -0,86
trenutku biopsije (27-212) (27-212) (30-162)

(ml/min/1.73 m?)

Proteinurija 7465 13909 5200 0,15 -1,45
(mg/dan) (100-28254) (2707-28254) (100-22720)

Kontrolni klirens 72 103 51 0,01 -2,81
kreatinina (7-180) (63-180) (7-92)

(ml/min/1.73 m?)

Globalno sklerozirani 0 0,04 0,05 0,86 0,18

glomeruli (0-0,50) (0-0,05) (0-0,50)

Tubularna atrofija 0,01 0 0,07 0,40 0,84
(0-0,35) (0-0,10) (0-0,44)

Intersticijska fibroza 0,01 0 0,05 0,37 0,90

(0-0,35) (0-0,10) (0-0,35)




4.1. Analiza izraZaja dendrina

Imunohistokemijsko bojanje na dendrin uradeno je u 33 ispitanika s glomerulopatijom.

Njihovi klini¢ki i laboratorijski pokazatelji prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Prikaz klini¢kih i laboratorijskih pokazatelja u 33 ispitanika s glomerulopatijom u

kojih je analiziran dendrin

Ispitanik  Dijagnoza Spol Dob  Hematurija Art:;;ESki (psﬂlgll/L) (mlfllrgn) Pr((:;egi;:;g)ija (H;IIEIZ/L) (mIl(/I;?n)
1 Z 37 DA NE 51 118 1460 62 109
2 M 50 DA DA 200 32 910 318 18
3 M 15 DA DA 53 150 3800 98 95
4 V4 12 DA NE 45 147 4000 43 147
5 Z 23 NE NE 50 131 5000 56 114
6 V4 50 NE NE 157 33 3400 256 17
7 M 52 NE DA 81 96 5250 800 6
8 feAN M 46 NE DA 109 70 4500 134 47
9 * M 52 NE DA 150 45 1500 114 59
10 HSP M 51 NE DA 235 27 63 532 9
11 M 19 NE DA 86 112 9000 92 91
12 M 9 DA NE 43 170 6208 58 148
13 Z 17 DA NE 76 99 5751 83 87
14 M 14 DA NE 94 69 2000 127 64
15 M 30 DA DA 280 25 3100 151 47
16 M 54 NE NE 85 89 9235 108 63
17 M 16 DA DA 148 59 28254 98 94
18 M 24 NE DA 83 113 15867 76 114
19 BMP M 3 NE DA 28 212 13909 39 180

20 Z 54 NE NE 180 27 2707 73 76
21 Z 4 NE DA 42 159 4253 37 162
22 M 56 NE DA 129 53 18677 62 103
23 M 68 NE NE 95 71 22720 117 52
24 V4 35 NE DA 69 98 8550 72 92
25 M 35 NE DA 234 30 5200 425 14
26 V4 8 NE DA 174 39 8765 490 10
27 Z 51 DA DA 119 46 3080 202 24
28 M 62 DA DA 142 45 5015 552 8

29 FSGS Z 59 DA DA 65 89 4701 59 91

30 M 42 NE DA 80 104 11214 139 51

31 M 76 NE DA 101 62 6380 89 68
32 Z 17 DA NE 141 47 558 703 7

33 M 12 NE DA 46 162 100 105 90
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U raspodjeli ispitanika po spolu je bilo 12 (36%) zenskog 1 21 (64%) muskog spola, medijana
zivotne dobi 35 godina (min-maks: 3-76 godina). 13 (39%) ispitanika je imalo hematuriju, 22
(67%) arterijsku hipertenziju, 30 (90%) periferne edeme. Prosjecna vrijednost proteinurije u
vrijeme biopsije je bila 5000 mg/dU (min-maks: 63-28254 mg/dU), KK u vrijeme biopsije 71

(min-maks: 27-212) ml/min, a KK na kraju prac¢enja 68 ml/min (min-maks: 6-180 ml/min).

Nije nadena statisticki znacajna razlika u pracenim klini¢kim i laboratorijskim pokazateljima
izmedu skupine ispitanika s upalnim glomerulopatijama (IgAN i HSP) i skupine ispitanika s

neupalnim glomerulopatijama (FSGS 1 BMP) (Tablica 9).

Tablica 9. Klinic¢ki pokazatelji u upalnim (IgAN i HSP) i neupalnim (BMP i FSGS)

glomerulopatijama u 33 ispitanika u kojih je analiziran izrazaj dendrina.

Glomerulopatija
Varfiabl upalna neupalna
arijable IgAN HSP MCD FSGS p
(n=11) (n=4) (n=7) (n=11)

Hematurija da 4 4 1 4 0,169

arterijska da 7 1 5 9 0,163"
U vrijeme  hipertenzija
biopsije

proteinurija > 3400 6 2 6 9 0,126"

(mg/dU)

klirens kreatinina ~ median 96 84 89 62 0,800™

(ml/min) (min-maks)  (27-150)  (25-170)  (27-212)  (30-162)
Na zadnjoj  Kklirens kreatinina ~ median 59 75,5 103 51 0,942
kontroli  (ml/min) (min-maks)  (6-147)  (47-148)  (63-180) (7-92)

“Fisher's exact test ““Mann Whitney test

Uzorak izrazaja dendrina odreden je za svakog ispitanika prema prevladavaju¢em uzorku na
cijelom preparatu. Nuklearni uzorak utvrden je u devet (27,27%) ispitanika, dualni u 16
(48,48%) 1 negativni u 8 (24,24%) ispitanika. U tablici 10 prikazani su uzroci izrazaja

dendrina i laboratorijski pokazatelji.
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Tablica 10. Prikaz uzorka izrazaja dendrina i laboratorijski pokazatelji u 33 ispitanika s

glomerulopatijama.
Bro j‘ Propor?i ja
Ispitanik Dijagnoza p((i)fz::lt(li:rlllllh ngggt(il:g;h S::;;l; sK1 KK? Proteinurija sK2 KK2
jezgara glomerula dendrina (umol/L)  (ml/min) (mg/dU) (pmolL)  (mi/min)
(medijan) (x 100=%)
1 4,60 0 nuklearan 51 118 1460 62 109
2 5,60 0 dualan 200 32 910 318 18
3 0 1 negativan 53 150 3800 98 95
4 3,85 0 dualan 45 147 4000 43 147
5 1,50 0,50 dualan 50 131 5000 56 114
6 1,50 0,50 dualan 157 33 3400 256 17
7 IgAN 0 1 negativan 81 96 5250 800 6
8 + 0 1 negativan 109 70 4500 134 47
9 HSP 2,33 0,33 nuklearan 150 45 1500 114 59
10 0 1 negativan 235 27 63 532 9
11 2,50 0 dualan 86 112 9000 92 91
12 2,33 0 dualan 43 170 6208 58 148
13 2,43 0 dualan 76 99 5751 83 87
14 0 1 negativan 94 69 2000 127 64
15 1,67 0,5 dualan 280 25 3100 151 47
16 7 0 nuklearan 85 89 9235 108 63
17 4 0 dualan 148 59 28254 98 94
18 6,70 0 dualan 83 113 15867 76 114
19 BMP 3,13 0 dualan 28 212 13909 39 180
20 23,12 0 nuklearan 180 27 2707 73 76
21 2,00 0 dualan 42 159 4253 37 162
22 5,88 0,06 nuklearan 129 53 18677 62 103
23 2,18 0,27 dualan 95 71 22720 117 52
24 5 0,03 nuklearan 69 98 8550 72 92
25 0 1 negativan 234 30 5200 425 14
26 1,17 0,86 nuklearan 174 39 8765 490 10
27 3,80 0,40 nuklearan 119 46 3080 202 24
28 0 1 negativan 142 45 5015 552 8
29 FSGS 4,89 0 dualan 65 89 4701 59 91
30 9,46 0 dualan 80 104 11214 139 51
31 5,63 0 nuklearan 101 62 6380 89 68
32 0 1 negativan 141 47 558 703 7
33 2,78 0 dualan 46 162 100 105 90

Izmedu skupine upalnih (IgAN i HSP) i neupalnih glomerulopatija (BMP i FSGS) nije nadena

znacajna razlika u raspodjeli dualnog i nuklearnog uzorka (Fisher's exact test, P=0,299), kao

ni dualnog i nuklearnog prema negativhom uzorku izraZaja dendrina (Fisher's exact test,

P=0,418). Nuklearni izrazaj dendrina nije bio povezan s proteinurijom (Rho=0,324, P=0,066)

niti udjelom glomerula s negativnim izrazajem dendrina (Rho=-0.284, P=0.109). Prema
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Spearmanovom koeficijentu korelacije, postojala je negativna povezanost izmedu nuklearnog
izrazaja dendrina i udjela globalno oziljno promjenjenih glomerula (Rho=-0,409, P=0,018).
Nuklearni izrazaj dendrina nije bio povezan s udjelom intersticijske fibroze (Rho=- 0,167,
P=0,353) ni tubularne atrofije (Rho=-0.277, P=0,119). Proporcija glomerula s negativhim
izrazajem dendrina je bila povezana s intersticijskom fibrozom (Rho=0,363, P=0,038),
tubularnom atrofijom (Rho=0,437, P=0,011) i globalno oziljno promijenjenim glomerulima
(Rho=0,451, P=0,008). Uzorci izrazaja dendrina usporedeni su izmedu glomerulopatija i

kontrole (Tablica 11).

Tablica 11. Nuklearni izrazaj dendrina i proporcija glomerula s negativnim izraZajem

dendrina u 33 ispitanika s glomerulopatijama i kontrolnoj skupini.

Glomerulopatija
(N=33)
Izrazaj d.e.ndrma Upalna Neupalna
medijan (n=15) (n=18)
(min-maks)
IGAN + HSP BMP FSGS Kontrola r

Nuklearni izrazaj 1,67 5,90 2,80 0,50

denrina (0,00 — 5,60) (2,00-23,10) (0,00 —9,50) (0,00 — 2,20) 0,004
Proporcija 0,50 0,00 0,27 0,00

glomerula s (0,00 — 1,00) (0,00 — 0,06) (0,00 — 1,00) (0,00- 0,00) 0,003
negativnim

izrazajem dendrina

*Kruskal Wallis test **median (min-maks)

Utvrdena je znacajna razlika u nuklearnom izraZzaju dendrina izmedu ispitanika s
glomerulopatijama i kontrole (3> =13,10; P=0,004). Medijan nuklearnog izraZaja dendrina je
bio ve¢i u skupini neupalnih nego upalnih glomerulopatija, 3,90 prema 1,67 (P=0,028,
7=2.22, r=0,38 95% CI 0,12-4,34). Nuklearni izrazaj dendrina je bio ve¢i u BMP nego
IgA/HSP (P=0,033) i kontroli (P=0,003), ali nije se znacajno razlikovao od FSGS (P=0,363).
Izmedu IgAN+HSP i FSGS nije bilo razlike u nuklearnom izraZaju dendrina (P=1,000).

Medijan proporcije glomerula s negativnim izrazajem dendrina se znacajno razlikovao
izmedu ispitanika s glomerulopatijom i kontrole (¥* =13,60; P=0,003). U IgAN + HSP i FSGS
je bio znacajno veci nego u kontroli (P=0,015 odnosno P=0,035). U IgAN i HSP je bio za 0,5
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ve¢i nego u BMP (Z=2,20, r=0,46; P=0,027). U FSGS je bio ve¢i nego u BMP (Z=2,14;
r=0,45; P=0,032). Nije utvrdena razlika izmedu IgAN + HSP i FSGS (P=1,000) te izmedu
BMP i kontrole (P=1,000). Nuklearni izrazaj dendrina nije bio povezan s KK u vrijeme
biopsije (Rho=0,150, P=0,403), ali je znacajno pozitivno korelirao s KK na kraju pracenja
(Rho=0,433, P=0,012). Utvrdena je znaCajna negativna korelacija izmedu proporcije
glomerula s negativnim izrazajem dendrina s KK u vrijeme biopsije (Rho=-0,444; P=0,010) i
na kraju pracenja (Rho=-0,626; P <0,001). Proteinurija nije bila povezana s nuklearnim
izrazajem dendrina (Rho=0,324, P=0,066), kao ni s proporcijom glomerula s negativnim
izrazajem dendrina (Rho=-0,284, P=0,109). Analiziran je uzorak izrazaja dendrina s obzirom

na prac¢ene patohistoloske i laboratorijske pokazatelje (Tablica 12).

Tablica 12. Povezanost uzorka izrazaja dendrina s patohistoloskim 1 laboratorijskim

pokazateljima u 33 ispitanika s glomerulopatijom.

Uzorak izrazaja dendrina u 33 ispitanika s glomerularnim bolestima

Nuklearni Dualni Negativni
Varijabla (N=9) (N=16) (N=8) P
Intersticijska fibroza 0,05 0,01 0,10 0,024
(0,00 —-0,35) (0,00 - 0,20) (0,00 - 0,20)
Tubularna atrofija 0,01 0,01 0,10 0,017
(0,00 - 0,35) (0,00 - 0,20) (0,01 - 0,25)
Globalno oziljno 0,04 0,00 0,17 0,056
promijenjeni glomeruli (0,00 - 0,35) (0,00 -0,21) (0,00 - 0,50)
Klirens kreatinina u 53 108 58
trenutku biopsije (27 - 118) (25-212) (27 - 150) 0,073
(ml/min/1.73m?)"
Klirens kreatinina na 68 91 11,5
posljednjoj kontroli (10 - 109) (17 - 180) (6-95) 0,009
(ml/min/1.73m?)**
Proteinurija 6380 5375 4150 0,208
(mg/dU)™ (1460 - 18677) (100 - 28254) (63 - 5250)

*Kruskal-Wallis test; **median (min-maks)

Udio intersticijske fibroze i tubularne atrofije su bili povezani s uzorkom izraZaja dendrina

(x*=7,5, P=0,024 odnosno 32=8,1, P=0,017). Medijan intersticijske fibroze odnosno tubularne
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atrofije je bio za 0,09 veci u skupini s uzorkom negativnog izrazaja dendrina nego u skupini s
dualnim izrazajem (r=0,47, P=0,044, odnosno r=0,55; P=0,016). Vrijednost KK na zadnjoj
kontroli je bila zna¢ajno povezana s uzorkom izrazaja dendrina (x’=9,30, P=0,009). Mann-
Whitney post-hoc analiza nije utvrdila razliku izmedu ispitanika s nuklearnim i dualnim
izrazajem dendrina (Z=1,20; P=0,234). KK na zadnjoj kontroli je bio nizi u ispitanika s
negativnim izrazajem dendrina nego u onih s nuklearnim izrazajem dendrina (Z=2,10 r=0,52;
P=0,034) i nizi nego u onih s dualnim izrazajem (Z=2,80, r=0,59, P=0,004). Nije utvrdena
povezanost uzorka izrazaja dendrina s klirensom kreatinina u vrijeme biopsije (y2=5,20,
P=0,073), s udjelom globalno oziljno promjenjenih glomerula (P=0,056), kao ni s
proteinurijom (¥2=3,1, P=0,208). Tri slu¢aja HSP su bili u stadiju 3 i jedan u stadiju 6 po
ISKDC Kklasifikaciji, ali su zbog malog broja u studiji analizirani zajedno s IgAN/HSP i svima
je odreden MEST-C skor (Tablica 13).

Tablica 13. Raspodjela uzoraka izrazaju dendrina i MEST-C skora po Oksfordskoj
klasifikaciji u 15 ispitanika s IgAN 1 HSP.

DENDRIN OKSFORDSKA KLASIFIKCIJA
Broj Proporcija
dend:in dengrin ! ilzjf*zli‘:l'(a
Ispitanik Spol Dob p‘ozitivni*h negativnih den. dr:na M E S T C
jezgara glomerula*®*
1 Z 37 4,60 0 nuklearan 1 0 1 0 da
2 M 50 5,60 0 dualan 1 0 0 0 ne
3 M 15 0 1 negativan 1 1 0 0 ne
4 7 12 3,85 0 dualan 1 0 0 0 ne
5 7 23 1,50 0,50 dualan 1 0 1 0 ne
6 Z 50 1,50 0,50 dualan 1 0 1 0 da
7 M 52 0 1 negativan 1 0 0 0 da
8 M 46 0 1 negativan 1 0 0 0 da
9 M 52 2,33 0,33 nuklearan 1 1 0 0 da
10 M 51 0 1 negativan 1 0 1 0 ne
11 M 19 2,50 0 dualan 1 1 1 0 ne
12 M 9 2,33 0 dualan 1 0 1 0 da
13 Z 17 243 0 dualan 0 0 1 0 da
14 M 14 0 1 negativan 0 0 1 0 ne
15 M 30 1,67 0,5 dualan 1 1 0 0 da

*medijan;** x 100=%

U skupini IgAN/HSP kod dva bolesnika predominantni uzorak izrazaja dendrina je bio

nuklearni, kod pet negativan, a u osam dualan. Medijan broja dendrin pozitivnih jezgara i
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proporcija dendrin negativnih glomerula se nisu razlikovali ovisno o MEST-C zbroju (svi P >

0,05) (Tablica 14).

Tablica 14. Broj dendrin pozitivnih jezgara u 15 ispitanika s IgAN 1 HSP prema MEST-C
zbroju Oksfordske klasifikacije.

Dendrin pozitivne jezgre

Varijabla N median (min-maks) P’
Mezangijska MO 2 1,50 (0,00 —4,60)
hipercelularnost M1 13 2,00 (0,00 — 5,60) 0,941
Endokapilarna EO 11 1,50 (0,00 — 5,60)
proliferacija El 4 2,40 (0,00 — 3,85) 0,549
Segmentalna SO 7 2,30 (0,00 — 5,60)
skleroza S1 8 1,50 (0,00 — 4,60) 0,376
IFTA** TO 15 1,70 (0,00 — 5,60) /
Polumjeseci ne 7 2,30 (0,00-5,60)
da 8 1,58 (0,00-3,85) 0,668

*Mann-Whitney test; **IFTA intersticijska fibroza i tubularna atofija

U daljnjem istrazivanju je analiziran uzorak izrazaja dendrina prema tipu glomerularne bolesti

na nacin da su zbrojeni svi glomeruli u pojedinim tipovima glomerulopatije (Tablica 15).

Tablica 15. Raspodjela uzoraka izraZaja dendrina u ukupnom broju glomerula u 33 ispitanika

s glomerularnom bolesti

ukupni broj analiziranih glomerula po tipu
glomerularne bolesti

Uzorak izraZzaja dendrina n (%)
IgAN HSP BMP FSGS
(n=52) (n=34) (n=75) (n=113) P
nuklearni 7 (13) 0 (0) 38 (51) 42 (37)
dualni 29 (56) 27 (79) 34 (45) 51 (45) 0.001
<0.
negativni 16 (31) 4(12) 1(1) 19 (17)
membranski 0(0) 39 2(3) 1(1)
*¥2 test

75



Utvrdena je razlika u raspodjeli uzorka izrazaja dendrina medu glomerulopatijama (y>=52; P <
0,001). U IgAN je nuklearni izrazaj naden u 13%, a u HSP ni u jednom glomerulu (¥*=9,60; P
< 0,001). U BMP je bilo 3,9 puta vise glomerula s nuklearnim izraZajem nego u IgAN (*=28;
P <0,001). U IgAN je bilo 3,1 puta manje glomerula s nuklearnim izrazajem dendrina nego u
FSGS (°=19,60; P < 0,001). U BMP je nuklearni izraZaj naden u vie od pola glomerula, a u
HSP ni u jednom (}*=28,20; P < 0,001). U HSP je dualni izrazaj bio 1,8 puta ¢e$éi nego u
FSGS (’=19,60; P < 0,001). U BMP je negativni izrazaj dendrina bio znagajno manji nego u
FSGS, 17% i IgAN, 31% (x*=12,10; P < 0,001 i %>=28; P < 0,001). U HSP je udio dualnih
glomerula 1,8 puta bio veéi nego u FSGS (¥*=19,6; P < 0,001). Prikazana je raspodjela uzorka

izrazaja dendrina u ukupnom broju glomerula po tipu glomerulopatije (Slika 24).
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o

glomerularna bolest
(ukupni broj analiziranih glomerula)
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Slika 24. Raspodjela uzorka izrazaja dendrina u po tipu glomerulopatije.
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4.2. Analiza izrazaja CTGF i c-Myb

Izrazaj CTGF i c-Myb analiziran je u 23 ispitanika s IgAN i HSP i 8 kontrola.

Raspodjela po klinickim i laboratorijskim pokazateljima prikazana je u Tablici 16.

Tablica 16. Raspodjela po klinickim, laboratorijskim i patoloskim pokazateljima u 23

ispitanika s IgAN i HSP kojima je analiziran izrazaj CTGF i c-Myb.

Klini¢ka obiljezja Laboratorijski nalazi Patoloski nalazi
Ispitanik  Bolest - Spol  Dob hematurija  hipertenzija sKI1 =~ KKI1  proteinurija  sK2 KK2 IF TA GSG
1 Z 15 da ne 190 33 970 56 160,2 0,01 0,01 0,09
2 M 32 da da 143 528 4100 1621 3 0,05 005 020
3 Z 37 da ne 51 124 1460 62 99 0,02 0,02 0,077
4 M 50 da da 200 33 910 318 192 01 0,1 0
5 M 15 da da 53 108 3800 98 90 0,1 0,1 0,1
6 Z 57 da da 71 81 3700 120 438 0,05 0,01 0,13
7 M 15 da da 57 159 778 91 91,8 0 0 0
8 M 33 da da 98 1374 2500 97 123,6 0 0 0,27
9 IgAN Z 23 ne da 205 30 5400 1200 3 03 02 062
10 Z 12 da ne 45 181 4000 43 180,6 0,05 0,05 0
11 M 17 da da 61 1608 374 124 672 001 001 007
12 M 23 ne da 263 28 4500 363 282 0,7 07 027
13 M 18 ne da 82 112,8 200 98 82,2 0 0 0
14 7 23 ne ne 50 111 5000 56 114 0,01 0,01 005
15 Z 50 ne da 157 33 3400 568 6 02 02 021
16 M 59 ne da 495 19,2 4595 941 5 0,55 055 036
17 M 50 ne da 133 53 2300 213 228 05 05 050
18 M 56 ne ne 82 92 2000 65 100 0,1 0,1 0,09
19 Z 13 da ne 55 138 1900 53 140 0 0 0
20 M 5 ne da 38 3552 6450 37 2622 0 0 0
21 HSP M da ne 53170 6208 53 129 001 001 0
22 M 65 ne da 301 19,2 4850 354 15 0 0 0
23 Z 17 da ne 76 99 5751 83 86 0,01 001 0,03

Medijan Zivotne dobi je bio 23 godine (min-maks: 5-65 godina). U ispitivanoj skupini je bilo
17 ispitanika s [gAN i 6 s HSP, 14 (61%) muskog i 9 (39%) zenskog spola. U deset bolesnika
s IgAN i tri bolesnika s HSP, bolest se prezentirala hematurijom. Trinaest bolesnika s IgAN i
dva s HSP su imali arterijsku hipertenziju. Proteinuriju nefrotskog ranga imalo je 8 ispitanika
s IgAN 1 4 ispitanika s HSP. Udio tubularne atrofije, intersticijske fibroze 1 globalno
skleroziranih glomerula je negativno korelirao s KK u vrijeme biopsije: TA: Rho=-0,533,
P=0,009; IF: Rho=-0,476, P=0,022; GSG: Rho=-0,577, P=0,004) i KK na kraju pracenja (TA:
Rho=-0,550, P=0,013; IF: Rho=-0,556, P=0,006; GSG: Rho=-0,629, P=0,004). Veli¢ina
proteinurije nije bila povezana s udjelom kroni¢nih patoloskih promjena (svi P > 0,05).

Usporeba medijana pracenih laboratorijskih 1 patoloSkih pokazatelja prikazana je u tablici 17.
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Tablica 17. Usporedba medijana (min-maks) analiziranih laboratorijskih 1 patoloskih

pokazatelja u 23 ispitanika s IgA 1 HSP.

Varijable Svi bolesnici IgAN HSP P*
(N=23) (N=17) (N=6) Z
Serumski kreatinin u 82 98 65,5 0,256 1,16
trenutku biopsije (38-495) (45-495) (38-301)
(umol/L)
Proteinurija 3,800 3,400 6,104 0,006 2,70
(g/dan) (0,200-7,221) (0,200-5,400) (1,900-7,221)
Kontrolni serumski 98 120 59 0,044 2,00
kreatinin (umol/L) (37-1621) (43-1621) (37-354)
Globalno oziljno 0,077 0,10 0 0,024 2,20
promijenjeni glomeruli (0-0,62) (0-0,62) (0-0,09)
Tubularna atrofija 0,010 0,050 0,005 0,074 1,82
(0-0,70) (0-0,70) (0-0,10)
Intersticijska fibroza 0,020 0,050 0,005 0,062 1,90
(0-0,70) (0-0,70) (0-0,10)

*Mann-Whitney test

Ispitanici s HSP imali su vec¢u proteinuriju u vrijeme biopsije (P=0,006) i viSu vrijednost KK

na kraju pracenja od ispitanika s IgAN (P=0,044). Za IF i TA postoji trend razlike, jer je

njihov udio bio veéi u IgAN. Za razliku od IgAN, u HSP nije bilo globalno oZiljno

promjenjenih glomerula (P=0,024). U Tablici 18 prikazani su rezultati analize izrazaja CTGF

i c-Myb u glomerulima 1 kanali¢ima ispitanika s IgAN 1 HSP.
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Tablica 18. Prikaz raspodjele po izrazaju CTGF i c-Myb i klirensa kreatinina u 23 ispitanika s
IgAN i HSP.

CTGF ¢-Myb Klirens
(medijan) (medijan) kreatinina
Ispitanik Bolest glomeruli kanaliéi glomeruli kanalié¢i KK1 KK2
1 2,67 0,005 3,75 0,14 33 160,2
2 3 0,08 4,5 0,066 52,8 3
3 0,87 0,03 0,25 0,017 124 99
4 24 0,03 0,2 0,07 33 19,2
5 125 0.1 1,75 0,056 108 90
6 0,67 0,019 0.5 0,04 81 43,8
7 5 0,024 3,5 0,134 159 91,8
8 0 0,14 1,5 0,05 1374 1236
9 47,17 0,269 0,67 0,036 30 3
10 IgAN 0 0,205 3 0,022 181 180.6
11 1,5 0,54 0,5 0,057 160,8 67,2
12 0,5 0,025 0,5 0,017 28 28,2
13 1 04 3,67 0,03 1128 82,2
14 0.5 0,044 0 0,033 111 114
15 3 0,007 0 0,059 33 6
16 5 0,17 1 0,048 19,2 5
17 8,2 0,11 3 0,05 53 22,8
23 1 0,178 1 0,01 92 100
24 1,36 0,05 1 0,11 138 140
25 033 0,07 0 0,00971 3552 2622
26 HSP 2,75 0,19 1,2 0,11 170 129
27 0,67 0,39 1,67 0,11 19,2 15
28 0,22 0,03 0,11 0,05 99 86

Izmedu IgAN i HSP nije bilo razlike u medijanu izrazaja CTGF (Z=1,19, P=0,256) i c-Myb
(Z=0,843, P=0,431) u glomerulima i kanali¢ima (Z=0,841, P=0,431, odnosno 7Z=0,211,
P=0,865). Kako nije dokazana znacajna razlika, zajedno su usporedeni s kontrolom (Tablica

19).
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Tablica 19. Usporedba medijana izrazaja CTGF i c-Myb u glomerulima i kanali¢ima izmedu

ispitanika s IgAN/HSP i kontrole.

IgAN/HSP Kontrolna skupina

(N=23) (N=8)
Varijabla median (min-maks) P*
0,08 0,009 7=34 95% <0,001
kanalici (0,005 — 0,540) (0,0006 — 0,030) r=0,61 CI.0-0,14
CTGF
glomeruli 1,25 1,94 7=0,791 0,437
(0 —47,200) (0,670 —9,300)
0,05 0,009 7=294 95% 0,002
kanali¢i ~ (0,0097 — 0,140) (0,0012 — 0,069) r=0,52 CI:0,02-0,06
c-Myb
glomeruli 1 0 7=2,8 95% 0,005
(0 —4,500) (0-1,710) r=0,50 CI.0,40-1,60
*Mann Whitney test

Izrazaj CTGF i c-Myb u kanali¢ima i c-Myb u glomerulima znacajno se razlikovao izmedu
IgAN/HSP i kontrole (svi P < 0,05), za razliku od izrazaja CTGF u glomerulima (P=0,437).
Nije utvrdena povezanost izmedu izrazaja CTGF i1 c-Myb s udjelom IFTA-e i globalno oZiljno
promijenjenih glomerula (svi P > 0,05) kao ni sa varijablama iz MEST-C skora. Medijan
glomerularnog izraZaja c-Myb je pokazao grani¢nu razliku s obzirom na stupanj skleroze te je

iznosio 0,5 u S1, a 1,35 u SO (P=0,057).

Sinkroni izrazaj CTGF i c-Myb nije naden u glomerulima ni kanali¢ima (P=0,167 odnosno
P=0,205). Utvrdena je pozitivna povezanost izmedu glomerularnog i tubularnog izrazaja c-
Myb (Rho=0,522, P=0,003), ali ne CTGF (P=0,355). Nije utvrdena znacajna razlika u izrazaju
CTGF i c-Myb s obzirom na arterijsku hipertenziju (svi P > 0,05). Medijan broja c-Myb
pozitivnih stanica kanali¢a je bio ve¢i u ispitanika s hematurijom nego bez hematurije: 0,057
prema 0,034 (Z=2,14, P=0,030, r=0,446). Izrazaj tubularnog CTGF i c-Myb pokazao je
negativnu povezanost sa zivotnom dobi (Rho=-0,358, P=0,048 i Rho=-0,398, P=0,026).

Ispitanici su prema vrijednosti KK u vrijeme biopsije podijeljeni u ,,hiperfiltratore* (KK>140
ml/min), ispitanike s urednim vrijednostima KK (60-140 ml/min) 1 ispitanike sa smanjenim
KK (<60 ml/min); cetvrta je bila kontrolna skupina. Izrazaj CTGF i1 c-Myb je analiziran na

razini kanali¢a i glomerula (Tablica 20).
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Tablica 20. Raspodjela medijana izrazaja CTGF i c-Myb u kanali¢ima i glomerulima prema

razini klirensa kreatinina u vrijeme biopsije ispitanika s [gAN/HSP.

Kreatinin klirens u vrijeme biopsije (KK1)

Variiable KK>140 KK=60-140 KK<60 Kontrolna
median ( 1:1 in-maks) ml/min ml/min ml/min skupina P*
(N=6) (N=8) (N=9) (N=8)
CTGF kanalici 0,145 0,047 0,080 0,009 0,005
(0,024-0,540) (0,019-0,400) (0,005-0,390) (0,0006-0,03)
glomeruli 1,375 0,770 3 1,945 0,015
(0-5) (0-1,360) (0,500-47,170) (0,670-9,290)
c-Myb kanalici 0,057 0,037 0,059 0,009 0,016
(0,009-0,134) (0,010-0,110) (0,017-0,140) (0,001-0,069)
glomeruli 1,475 0,750 1 0 0,039
(0-3,500) (0-3,670) (0-4,500) (0-1,710)

*Kruskal-Wallis test

Kruskal-Wallisovim testom dokazana je statisticki znaajna razlika u izraZaju izmedu

ispitivanih skupina, a u post-hoc analizi koristen je Dunnov test (Tablica 21).

Tablica 21: Usporedba skupina klasificiranih prema vrijednostima klirensa kreatinina u

vrijeme biopsije i izraZzaja CTGF i c-Myb: prikaz P vrijednosti

Skupine prema KK1* CTG,F:, CTGF . C-My,lf, c-Myb .
kanali¢i glomeruli kanali¢i glomeruli
PovisSeni: normalni NS NS NS NS
Poviseni: sniZeni NS NS NS NS
Poviseni: kontrola 0,005 NS 0,020 0,020
Normalni: sniZeni NS 0,004 NS NS
Normalni: kontrola 0,006 0,002 0,009 0,060* NS
Snizeni: kontrola 0,009 NS 0,002 0,020

Dunn post-hoc test; “Skupina 1 (N=6): KK >140 ml/min, skupina 2 (N=8): KK = 60-14 ml/min, skupina 3
(N=9): KK <60 ml/s, skupina 4 (N=8): kontrolna. NS nije zna¢ajno

Nije uocena razlika u izrazaju tubularnog CTGF te tubularnog i glomerularnog c-Myb medu
skupinama bolesnika neovisno o vrijednosti klirensa kreatinina u trenutku biopsije, ali se

svaka skupina znacajno razlikovala od kontrolne.
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Medijan pracenja ispitanika je bio 7 godina (min-maks: 1-21 godina). Za svakog ispitanika
procijenjen je godi$nji pad GF zbog senilne involucije bubrega neovisno o posljedicama
glomerulonefritisa. S obzirom na varijabilnost duljine pracenja ispitanika, od dobivenog
predvidenog KK oduzeta je vrijednost stvarnog KK na zadnjoj kontroli i rezultat usporeden s
izrazajem CTGF 1 c-Myb. Prema Spearmanovom koeficijentu korelacije dobivena je znacajna
pozitivna povezanost s glomerularnim i tubularnim izrazajem c-Myb (Rho=0,589, P=0,002
odnosno Rho=0,588, P=0,002) i tubularnim izrazajem CTGF (Rho=0,591, P=0,001). Nije
nadena povezanost s glomerularnim izrazajem CTGF (Rho=0,101, P=0,623). Na kraju
pracenja u ovoj studiji 5 ispitanika je doseglo terminalni stadij KBB i bubreZzna funkcija im je
bila nadomjestana postupkom intermitentne hemodijalize. U tih ispitanika je glomerularni
izrazaj CTGF bio za 9,9 veci nego u ispitanika koji nisu bili na hemodijalizi (P=0,002, Z=-
3,130).
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5. RASPRAVA

Analizom bubrezne biopsije utvrduje se patoloSka dijagnoza i prisutnost akutnih i
kroni¢nih patoloSkih promjena relevantnih za prognozu KBB (10,218). Intersticijska fibroza i
tubularna atrofija, globalna glomeruloskleroza i vaskularna skleroza su kroni¢ne promjene ¢iji
udio moze predskazati ishod bubrezne funkcije. IFTA je vrlo dobar, ali nesavrSen
prognosticki pokazatelj (216). Prema Menn-Josephy, bolesnici s udjelom intersticijske fibroze
ve¢im od 50% joS uvijek mogu imati normalnu bubreznu funkciju i bolest u 21% bolesnika
neée u sljede¢ih pet godina napredovati u terminalni stadij KBB, no jednako su moguci
obrnuti slucajevi (219). Na svijetu 850 milijuna ljudi boluje i 1,2 milijuna godiSnje umire od
KBB (8). Zbog toga je neophodno stalno tragati za pouzdanim prognostickim biljezima
primjenjivima u svakodnevnom radu (220). U literaturi je malo studija na humanom
bioptickom materijalu o ranom izrazaju biljega koji mogu potaknuti mehanizme $to dovode
do kasnijeg nepovoljnog ishoda KBB. U ovoj disertaciji ispitan je znacaj izrazaja dendrina,
CTGF i c-Myb kao moguéih ranih prognostickih pokazatelja ishoda bolesti u razli¢itim

primarnim glomerulopatijama u ljudi.

Bolesti glomerula su najces¢i uzrok terminalnog stadija KBB (8). U glomerulima podociti
imaju srediSnju ulogu u odrZavanju normalne funkcije pa njihovo oStec¢enje, apoptoza i
posljedicna  podocitopenija  predstavljaju  patofizioloSki  preduvjet za  nastanak
glomeruloskleroze (8,183). Podocit se u reakciji na oSteenje morfoloski 1 funkcionalno
mijenja, a EMT je u spektru tih promjena. Funkcionalnost filtracijske barijere osiguravaju
podociti svojim noZicama 1 sintetiziranim proteinima. Dendrin je smjeSten na membrani
podocita uz filtracijsku barijeru, a nakon ozljede podocita moze translocirati u jezgru i
promovirati apoptozu. Prema studiji Asuname i suradnika, koju na$i rezultati potvrduju,
nuklearni dendrin je biljeg podocitne ozljede, a broj dendrin pozitivnih jezgara pokazatelj
aktivnosti bolesti i rane progresije u glomerulosklerozu (177). Utvrdili smo razliku u izrazaju
1 uzorku izrazaja dendrina u glomerulima izmedu upalnih (IgAN i HSP) i neupalnih
glomerulopatija (podocitopatija BMP i FSGS). Nuklearni izraZaj dendrina naden je u obje
skupine ispitanika, ali je broj dendrin pozitivnih jezgara bio znacajno veéi u skupini
podocitopatija. Moguce objaSnjenje je da su u BMP i FSGS primarno ozljedeni podociti, a u
IgAN i HSP mezangijske stanice pa oSte¢enje podocita nastaje sekundarno, djelovanjem
mezangijskih humoralnih ¢imbenika (221,222). Nuklearni izraZaj dendrina opisan je u malim

studijama u razli¢itim vrstama glomerularnih bolesti. Kodama je opisao nuklearni izrazZaj
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dendrina u 14 odraslih bolesnika s IgAN i povezao ga s akutnom glomerularnom ozljedom i
prvom etapom u razvoju podocitopenije (179). Asanuma je usporedio izrazaj dendrina u
ispitanika s NS - po tri ispitanika s BMP, FSGS i membranskom nefropatijom (MN) i Cetiri
ispitanika s lupus nefritisom (LN) sa kontrolnom skupinom od pet ispitanika koji su imali
manje glomerularne nepravilnosti (177). Znacajno viSe dendrin pozitivnih jezgara nadeno je
ispitanika s MN, FSGS i1 LN nego u ispitanika s BMP i kontroli, u kojih je bilo manje od 5
dendrin pozitivnih jezgara po glomerulu (177). Dunér i suradnici analizirali su izrazaj
dendrina u pet ispitanika s BMP. Nisu nasli translokaciju u jezgru ve¢ relokaciju dendrina s
pukotinaste membrane u citoplazmu podocita u zoni gubitka noZzica, pa je nejasno je li
preraspodjela uzrok ili posljedica gubitka podocitnih nozica (223). Za razliku od navedenih
studija, u naSoj studiji je nuklearni izrazaj dendrina utvrden u sedam ispitanika s BMP, na
temelju Cega pretpostavljamo da se nuklearna translokacija dendrina moze ocekivati u ozljedi
podocita neovisno o tipu glomerularne bolesti. Razli¢ita opazanja u studijama mozda su zbog
malih i heterogenih skupina ispitanika te je, prije donoSenja definitivnih zakljucaka, potrebna

analiza veceg uzorka ispitanika s BMP.

Translokacija dendrina s membrane u jezgru podocita predstavlja dinamican, postupan i
sloZen proces, reguliran brojnim pro- i antiapoptotskim mehanizmima i signalnim putevima
(35,182). U studiji smo za svakog ispitanika, analizom svih glomerula u preparatu, utvrdili
predominantni uzorak izrazaja dendrina koji je mogao biti membranski, dualni, nuklearni ili
negativni. Njihova usporedba s laboratorijskim pokazateljima pokazala je znacajnu
povezanost izmedu uzorka negativnog izraZaja dendrina i vrijednosti KK na kraju pracenja
(za 56,6 ml/min niZi nego u ispitanika s nuklearnim izraZzajem, za 79,5 ml/min niZi nego u
ispitanika s dualnim izraZajem). Pretpostavljamo da negativni izrazaj dendrina znaci njegovo
trajno gasSenje u kronicno oSte¢enim glomerulima i to zbog gubitka podocita te je dendrin
negativni glomerul prognosticki nepovoljan pokazatelj. Becherucci i suradnici su istaknuli
vaznost dendrina na putu glomeruloskleroze i opisali kako slijedi. Ograni¢ena smrt podocita
izaziva hipertrofiju preZivjelih podocita. Ako njihov gubitak prijede kompenzatorni prag,
daljnji korak je aktivacija parijetalnih epitelnih stanica i njihova diferencijacija u podocite.
Ako taj kompenzacijski mehanizam nije ucinkovit, inducira se mezangij i zatvara lumen
kapilare skleroziranjem. Dendrin modulira sve te sloZzene procese (167). Udio dendrin
negativnih glomerula u nasem istrazivanju je bio najvisi u IgAN i FSGS, a u BMP je uocen

samo jedan takav glomerul. Po naSem najboljem saznanju, to su prvi takvi podaci u literaturi.
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Osim s bubreznom funkcijom, proporcija dendrin negativnih glomerula je pozitivno korelirala
s udjelom kroni¢nih histoloskih promjena.Vec¢i udio globalno skleroziranih glomerula je bio
povezan s manjim brojem dendrin pozitivnih jezgara. Sli¢no tome, Kodama u uzorku IgAN
nalazi viSe dendrin pozitivnih jezgara ako su manje zastupljeni glomeruloskleroza,
mezangijska proliferacija, polumjeseci i adhezija Bowmanove ¢ahure (179). U nasoj studiji je
broj dendrin pozitivnih jezgara pozitivno korelirao s vrijednos¢u KK na kraju pracenja, a nije
s KK u vrijeme biopsije. Kodama je utvrdio negativhu povezanost nuklearnog izrazaja
dendrina sa sK i pozitivnu povezanost s KK u vrijeme biopsije (179). To znaci da je losija
funkcija bubrega pracena manjim brojem dendrin pozitivnih jezgara. Autori su analizirali
apsolutni broj dendrin pozitivnih jezgara, bez analize dendrina na membrani i sagledavanja
translokacije dendrina kao etapnog procesa. Prema naSim rezultatima, preciznije je

vrijednovati dendrin kroz uzorak izrazaja nego kroz apsolutni broj dendrin pozitivnih jezgara.

U budu¢im studijama treba vidjeti moze li translokacija dendrina biti reverzibilna in vivo i
kakav je ucinak imunosupresivnog lijecenja, kojeg u ovom radu nismo uzeli u obzir. Uocili
smo da su neki ispitanici na zadnjoj kontroli imali poboljSanje bubrezne funkcije unatoc¢
jasnom nuklearnom dendrinu u vrijeme biopsije. U eksperimentalnim istraZivanjima na
kulturi podocita u mediju koji sadrzi 10% FBS (fetal bovine serum), podociti su pokazivali
dualni izrazaj dendrina, a nakon promjene na 0,2% FBS kroz 24 h, dendrin je bio iskljucen iz
podocitne jezgre. Nakon ponovnog dodatka proapoptoti¢kog ¢imbenika TGF-B1, obnovljena
je nuklearna lokalizacija dendrina (35). U drugom pokusu u kulturi fibroblasta je izrazaj TGF-
B bio snizen nakon primjene deksametazona, $to upucuje na jedan od mogucih ucinaka
kortikosteroidne terapije. Ipak, moguc¢nost reverzne translokacije dendrina i1z jezgre na

membranu podocita ostaje nejasna.

Drugi biljeg od interesa, CTGF je istrazen usporedbom ispitivane skupine (IgAN i HSP) i
kontrole. Prema literaturi, u zdravom zrelom bubregu je CTGF izraZen u citoplazmi podocita
(189,191,196). Tako je u kontrolnoj skupini izrazaj CTGF naden u citoplazmi podocita i
parijetalnog epitela i ponegdje u kanali¢ima. Medutim, u ispitivanoj skupini naden je znacajno
jaci izrazaj CTGF u proksimalnim kanali¢ima nego u kontroli, dok na razini glomerula razlika
nije uocena. Sli¢ne rezultate imaju drugi istrazivaci. Prema Ito, izrazaj CTGF je povisen u
upalnim glomerularnim i tubulointerstucijskim bolestima i povezan je sa staniénom

proliferacijom i akumulacijom matriksa (196). U razli¢itim vrstama glomerularnih bolesti
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koje cijele oziljkavanjem, ukljucujuéi IgAN, povisSen je izrazaj CTGF, a u glomerulosklerozi

je negativan (191,196).

CTGF je multifunkcionalan, u fizioloskim uvjetima sudjeluje u razli¢itim procesima, a u
patoloskim uvjetima je ¢imbenik fibroze i EMT (224). Medutim, u zadnje vrijeme se istie
uloga CTGF kao biljega ranog stadija fibroze. Lopes i suradnici su u seriji razli¢itih
glomerularnih bolesti analizirali mRNK profibrotickih ¢imbenika (TGF-B1, CTGF 1 VEGF-
A) 1 usporedili ih s imunohistokemijskim izrazajem CTGF, HHF35 i stupnjem IF na
preparatima obojenim bojom Sirius Red (225). Molekularni izrazaj TGF-B, CTGF 1 VEGF-A
je pokazao znacajnu pozitivhu korelaciju s izmjerenim postotkom IF, na nain da je
povezanost bila najjaca za HHF35, umjerena za Sirius Red, a najniza za CTGF (225). CTGF
mRNA je naslabije korelirala s IF pa autori predlazu CTGF kao potencijalni biljeg rane
aktivne fibroze koja ima veéi potencijal remodeliranja (225). U drugoj studiji u ANCA
pozitivnom glomerulonefritisu, Hilhorst i suradnici su pokazali da je bazalna plazmatska
koncentracija CTGF korelirala s nastankom fibroznih polumjeseca u kontrolnim biopsijama
bubrega i losijim bubreZnim ishodom (193). Pozitivno imunohistokemijsko CTGF bojanje u
vrijeme biopsije je bilo povezano s prisutnoS¢u celularnih, a ne fibrocelularnih/fibroznih
polumjeseca, Sto upucuje da se napredovanjem oziljkavanja smanjuje izrazaj CTGF. Autori
predlazu CTGF kao moguci rani biljeg buduceg kroni¢nog osStecenja bubrega, Sto je u skladu s

nadim rezultatima (193).

Tre¢i biljeg od interesa je nuklearni protein c-Myb, Ciji je izraZaj usporeden izmedu skupine
ispitanika s IgAN i1 HSP i kontrolne skupine. To je transkripcijski ¢cimbenik kljucan za rast,
diferencijaciju i1 odrZavanje hematopoetskih i epitelnih stanica (208). U embrionalnom
bubregu c-Myb regulira Slug-a; reaktivacija proteina Slug 1 Snail u zrelom bubregu povezana
je s nastankom fibroze (214). U naSem radu, u kontrolnoj skupini izraZaj c-Myb je bio slab ili
odsutan. U ispitivanoj skupini izrazaj c-Myb je bio znacajno jaci i to u glomerulima i
predominantno distalnim kanali¢ima. Prema nasem najboljem saznanju, ovo je prvo
istrazivanje u kojem je analiziran imunohistokemijski izrazaj c-Myb u humanim
glomerulonefritisima. Ebihara je prije 30-tak godina analizirao izrazaj onkogena u
mononuklearnim stanicama krvi u 23 bolesnika s [gAN metodom RNK hibridizacije (226).
Ustanovljen je znacajno veci izrazaj c-myc, c-raf, c-fos i c-jun nego u zdravih kontrola, dok je
izrazaj c-N-ras, c-mos ili c-Myb bio podjednak (226). PoviSen izrazaj c-Myb dokazan je u

aktivnoj fazi sistemnog eritemskog lupusa, ¢ini se da ima ulogu u patogenezi ulceroznog
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kolitisa, te je neophodan za transkripciju HIV u T stanicama (213,226). Dok je CTGF poznat
kao promotor fibroze i induktor EMT, c-Myb je regulator EMT ¢imbenika Slug-a i zbog toga
je uklju¢en u jedan od mehanizama za nastanak fibroze bubrega. EMT je povezana s
pogorsanjem funkcije 1 progresijom u uznapredovali stadij KBB (227). Medutim, prema
recentnim studijama fibroza nije nuzno ireverzibilna jer je primjenom anti-CTGF protutijela
mogucéa prevencija nastanka nove i regresija ve¢ postojeCe fibroze. Rezultati naseg
istrazivanja su pokazali da je poviSeni izrazaj i CTGF i c-Myb bio povezan s loSijom
funkcijom bubrega na kraju prac¢enja. S obzirom na varijabilnost duljine pra¢enja (min-maks:
1-21 godina), za svakog ispitanika je izracunat procijenjeni godiSnji pad GF posljedicno
senilnoj involuciji bubrega i neovisan o glomerulonefritisu. Od dobivene vrijednosti oduzet je
stvarno dobiveni KK2, a razlika je korelirana s izrazajem CTGF i c-Myb. Veca razlika znacila
je loSiju funkciju bubrega, a rezultati su pokazali pozitivnu korelaciju s glomerularnim i

tubularnim izrazajem c-Myb, kao i tubularnim izrazajem CTGF.

Da bismo dokazali zna¢aj CTGF i ¢c-Myb kao moguéih ranih biljega i razlucili akutne od
kroni¢nih predskazatelja ishoda, ispitanike smo po vrijednosti KK u vrijeme biopsije podijelili
u tri skupine: sniZen, uredan ili poviSen te ih usporedili medusobno i s kontrolnom skupinom.
Skupine se nisu medusobno razlikovale po izrazaju CTGF i c-Myb, ali su se sve razlikovale
od kontrole. Veca dijagnosticka osjetljivost i prediktivna uloga CTGF i c-Myb u odnosu na
standardne testove za procjenu bubrezne funkcije pokazana je time Sto su u ispitanika s
urednim ili poviSenim KK ve¢ zapoceli mehanizmi bubreznog oStecenja. Ispitanici s KK
viSim od 140 ml/min su klasificirani kao ,hiperfiltratori® jer glomerularna hiperfiltracija
izravno doprinosi napredovanju KBB 1 prediktor je nepovoljnog bubreznog i
kardiovaskularnog ishoda (228,229). Glomerularna hiperfiltracija/hipertenzija i posljedi¢ni
poviSeni intrakapilarni tlak uzrokuju hipertrofiju i proSirenje mezangija, promjene u
interakciji izmedu bazalne membrane 1 podocita, te hipertrofiju 1 apoptozu podocita (16). Ova
saznanja, temeljena na imunohistokemijskom izraZaju ispitivanih biljega, potvrduju sloZzenost
patogeneze kroni¢ne bubrezne bolesti 1 istiCu vaZznost ranog otkrivanja i zapocimanja

lijecenja.

Ispitanici se nisu znacajno razlikovali po klinickim pokazateljima. Hematurija, tipi¢na za
IgAN i HSP, bila je povezana s veéim izrazajem c-Myb u kanali¢ima. Po recentnim
saznanjima, mikrohematurija je neovisni prediktor pada glomerularne filtracije u bolesnika s

IgAN, uz proteinuriju i M, S i T skor Oksfordske klasifikacije (114,230).
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lako je izrazaj sva tri ispitivana biljega bio statisticki znacajno povezan s ishodom bubrezne
funkcije na kraju prac¢enja, nismo dokazali njihovu povezanost s MEST-C skorom. Medutim,
visi broj u Oksfordskoj klasifikaciji i odsustvo polumjeseca povezani su s lo§ijom bubreznom
funkcijom na kraju pracenja (S1, T1+2, CO). Analiza mezangijske hipercelularnosti nije bila
moguca zbog uniformnosti uzorka. Udio kroni¢nih histoloskih promjena nije korelirao s
izrazajem CTGF 1 c-Myb. Rezultat je u skladu s radom Lopesa u kojem postotak IFTA-e nije
korelirao s izrazajem CTGF, §to govori u prilog razdvajanja ranih od kasnih pokazatelja

bubrezne funkcije (225).

Prikazani rezultati, unato¢ ograni¢enjima zbog malog uzorka i varijabilnosti duljine pracenja,
predstavljaju doprinos u ispitivanju ranih pokazatelja loseg ishoda bubrezne bolesti. Bolje
poznavanje patogenetskih mehanizama, kao i saznanja o lokalizaciji, funkciji 1 izraZaju
razlicitih proteina vaznih u odrzavanju homeostaze bubrega mogu dovesti do razvoja novih
ciljanih lijekova. Stoga biopsija bubrega, iako invazivna, treba ostati neizostavna

dijagnosticka metoda.

U nasoj kohortnoj studiji ispitanika s razli¢itim glomerulopatijama imunohistokemijski
su analizirani biljezi €iji je rani izrazaj ukljuen u mehanizme bubreznog oStecenja, prije
prezentacije standardnih histoloskih pokazatelja kroni¢ne promjene. Prema nasim rezultatima,
promijenjeni uzorak izraZzaja dendrina u glomerulima, kao i povecani izrazaj c-Myb u
glomerulima te CTGF i c-Myb u kanali¢ima povezani su s loSijom bubreznom funkcijom na
kraju pracenja. Stoga ih moZemo smatrati ranim prognostickim biljezima pomoc¢u kojih u
bioptickom uzorku razlikujemo bolesnike s ve¢im rizikom za progresiju KBB, koju treba
pokusati sprijeciti ili prolongirati drugacijim terapijskim pristupom. Standardni patohistoloski
pokazatelji i1 izrazaj tih biljega u sinergiji s laboratorijskim 1 klini¢kim pokazateljima mogli bi
nefrologu i pedijatru nefrologu pomo¢i u donoSenju klinickih odluka. Stoga bi u budué¢im
studijama ove rezultate trebalo potvrditi sloZenijim istrazivackim metodama na velikoj

kohorti ispitanika s razli¢itim upalnim i neupalnim glomerularnim bolestima.
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6. ZAKLJUCCI

1. Utvrdena je razlika u nuklearnom izrazaju dendrina izmedu glomerulopatija i

kontrolne skupine (P = 0,004).

2. Medijan nuklearnog izrazaja dendrina je veéi u neupalnim nego upalnim

glomerulopatijama (P = 0,028).

3. Translokacija dendrina se pojavljuje u svim glomerulopatijama, ukljucujuéi bolest

minimalnih promjena.

4. Uzorak izrazaja dendrina, definiran kao membranski, dualni, nuklearni i negativni,
razlikuje se izmedu pojedinih glomerulopatija i1 korelira s laboratorijskim

pokazateljima bubrezne funkcije (P < 0,05).

5. Klirens kreatinina na kraju pracenja je nizi u ispitanika s uzorkom negativnog izrazaja

dendrina nego u ostalima (P = 0,009).

6. Izrazaj CTGF 1 c-Myb u kanali¢ima i ¢c-Myb u glomerulima je veci u ispitanika s

IgAN 1 HSP nego u kontrolnoj skupini (svi P < 0,05).

7. lzrazaj CTGF 1 c-Myb je znacajno veci u skupinama ispitanika podijeljenih prema
vrijednostima klirensa kreatinina u vrijeme biopsije (sniZen, uredan ili poviSen) nego u

kontrolnoj skupini (svi P < 0,05).

8. PoviSeni izrazaj CTGF 1 c-Myb korelira s loSijjom bubreZznom funkcijom na kraju

pracenja (svi P < 0,05).
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8. SAZETAK

Cilj: Glomerularne bolesti su uzrok terminalnog stadija kroni¢ne bubrezne bolesti u 90%
slu¢ajeva. Podociti imaju centralnu ulogu u patogenezi glomerularnih bolesti i opadanju
bubrezne funkcije. Ovisno o duZini 1 intenzitetu oStecenja, podociti hipertrofiraju i prolaze
epitelijalno-mezenhimalnu pretvorbu ili umiru apoptozom. Glomeruloskleroza, intersticijska
fibroza i tubularna atrofija su standardna obiljezja KBB i predskazatelji bubreznog ishoda, ali
se traze rani prognosticki biljezi. Dendrin je zdravom odraslom bubregu izrazen na bazalnoj
membrani podocita, a CTGF i c-Myb rijetko, ako ikad u podocitima i tubularnom epitelu. Cilj
studije je analizirati njihov izraZaj u GB 1i ispitati korelaciju s bubreznom funkcijom u vrijeme

biopsije i na kraju pracenja.

Metode: Uzorak sadrzi podatke o 48 ispitanika s primarnim GB dijagnosticiranim u razdoblju
1996.-2018. godine u Klinickom bolni¢kom centru Split. Parafinski blokovi bubreznog tkiva
prikupljeni su iz arhive Odjela za patologiju, a klini¢ki podaci iz povijesti bolesti Klinike za
nefrologiju 1 Klinike za dje¢je bolesti. Uradena je imunohistokemijska analiza koriStenjem
protutijela na dendrin, c-Myb i CTGF. Izrazaj dendrina je usporeden izmedu upalnih GB
(IgGA/HSP) i podocitopatija (BMP i pFSGS), a izrazaj CTGF i i c-Myb izmedu IgA/HSP i
kontrole. IzraZaj svih biljega je usporeden s laboratorijskim pokazateljima bubrezne funkcije

u vrijeme biopsije 1 na kontroli.

Rezultati: Medijan Zivotne dobi je iznosio 32,5 godina (min-maks: 3-76) godina. Sesnaest
(33%) ispitanika je bilo Zenskog spola, a trideset i dva (67%) muSkog spola. Broj dendrin
pozitivnih jezgara je bio viSi u podocitopatijama nego u IgAN i1 HSP. Uzorak izraZaja
dendrina definiran je kao membranski, dualni, nuklearni i negativni. Uzorak negativnog
izrazaja bio je povezan s nizim kontrolnim klirensom kreatinina. Medijan izrazaja CTGF u
citoplazmi tubularnog epitela je bio vec¢i u IgAN/HSP nego u kontroli (P < 0,001). Nuklearni
izrazaj c-Myb u glomerulima i tubulima je bio veci u IgAN/HSP nego kontroli (P=0,005 i
P=0,002). U pracenju, pad bubrezne funkcije bio je povezan s vecim glomerularnim i

tubularnim izrazajem c-Myb, kao i CTGF (svi P < 0,05).

Zakljucak: Negativan izrazaj dendrina i povecani izrazaj c-Myb i CTGF su povezani s
loSijom bubreznom funkcijom na kraju pracenja te ith moZemo smatrati novim, ranim

prognosti¢kim pokazateljima progresivne KBB.
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9. SUMMARY

Title: Significance of expression of dendrin, connective tissue growth factor and c-Myb as

early markers of chronic kidney disease in primary glomerular diseases - a cohort study

Aim: Glomerular diseases (GD) cause 90% of end-stage chronic kidney disease (CKD) cases.
Podocytes have central role in pathogenesis of glomerular diseases and impaired renal
function. Depending on the length and intensity of damage, they become hypertrophic,
undergo epithelial-mesenchymal transition, or die. Glomerular sclerosis, as well as interstitial
fibrosis and tubular atrophy, are good, but imperfect predictors of CKD and new early
predictors are needed. In adult kidney, dendrin is normaly expressed in podocyte slit
membrane and CTGF and c-Myb are rarely, if ever, expressed in podocytes and tubular cells.
Aim of the study is to analyze their expression in GD and correlate with renal function after

follow-up period.

Methods: The sample contains data of 48 patients with primary GD (22 IgAN, 8 HSP, 7 BMP
and 11 pFSGS cases) diagnosed in period 1996-2018 in University Hospital Centre of Split.
Clinical data were collected from hospital records. Median of age was 32.5 (min-max: 3-76)
years. Paraffin blocks of percutaneous renal biopsies were collected from Department of
pathology. Immunohistochemistry/immunofluorescence was performed using antibodies to
dendrin and c-Myb/CTGF, consecutively. Dendrin expression was compared between
IgA/HSP and podocytopathies MCD and FSGS, and c-Myb and CTGF expression between
IgA/HSP and controls - 12 patients who underwent nephrectomy due to renal cancer and had
normal renal function. Further, the expresssion was correlated with laboratory parameters of

renal function in time of the biopsy and at the end of follow-up.

Results: Dendrin nuclear translocation occurs in different types of GD, including MCD, and
dendrin expression presents in different patterns. Proportion of dendrin negative glomeruli
correlated with lower creatinine clearance at the time of biopsy and at last follow-up (P=0.010
and P < 0.001, respectively). The cytoplasmic tubular CTGF expression was higher in
IgAN/HSP than in controls (P <0.001). The nuclear c-Myb expresssion in glomeruli and
tubules was higher in IgAN/HSP than controls (P <0.05). In the follow-up, decline in renal
function correlated with glomerular and tubular c-Myb, as well as tubular CTGF expression
(P <0.05). Conclusions: The proportion of dendrin negative glomeruli, as well as upregulated

c-Myb and CTGF expression, might be early indicators of late worse renal outcome.
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