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SAZETAK

Znacenje mikroRNA u razvoju kroni¢ne bubrezne bolesti

Anja Ivosevié

Kroni¢na bubrezna bolest jedan je od najceséih uzroka morbiditeta i mortaliteta danas u
svijetu. Postoji Citav spektar etioloskih faktora koji mogu biti povezani s kronicnom bubreznom bolesti,
od kojih vecina predstavlja znacajan javnozdravstveni problem, primjerice dijabetes mellitus i
hipertenzija. Drugi, manje znacajni uzroci su lupusni nefritis i drugi glomerulonefritisi te policisticna
bolest bubrega. Neovisno o uzroku, nelije¢ena kroniéna bubrezna bolest dovodi do terminalne
bubrezne bolesti i potrebe za dijalizom ili transplantacijom. MikroRNA (miRNA) su jednolancane
nekodiraju¢e RNA molekule gradene od 21-25 nukleotida koje posreduju posttranslacijsku regulaciju
gena. Preko tisucu razli¢itih miRNA kodirano je ljudskim genomom. MoZe ih se pronadi u raznovrsnim
tkivima, a u razlicitim tkivima razli¢ito su eksprimirane. Posljednjih godina za miRNA se pokazalo da su
ukljuéene u razlicite bioloske procese poput diferencijacije, proliferacije i apoptoze stanica. Prikazana
je uloga miRNA kao klju¢nih igraca u patogenezi brojnih bolesti u ¢ovjeka, primjerice neoplazmi,
zatajenja srca, dijabetesa, debljine, zaraznih bolesti te genetskih poremecaja. Brojni dokazi govore u
prilog znacaju miRNA u razvoju bubrega i uredne bubrezne funkcije. Stoga nije nimalo iznenadujuée da
se poremecaj regulacije miRNA moze uoditi u razli¢itim bubreznim bolestima. Otkrice da cirkulirajuce
miRNA mogu biti detektirane u serumu i plazmi te da je njihova ekspresija moZe varirati zbog bolesti
predstavlja znacajan potencijal njihove uporabe kao biomarkera prevencije i dijagnoze bubreznih
bolesti. Pored toga, terapija temeljena na miRNA moze djelovati ili obnavljanjem njihove funkcije ili
blokiranjem njihove ekspresije i aktivnosti vrlo je atraktivna, ali nije jo$ u potpunosti razvijena. Unatoc
brzoj progresiji u otkrivanju miRNA i njihove uloge u raznovrsnim bubreznim bolestima, patofiziologija
i klinicki znacaj miRNA molekula je jo$S uvijek nedostatno razjasnjen.

Kljuéne rije¢i: miRNA, kroni¢na bubrezna bolest, epigenetika, biomarker



SUMMARY

Significance of microRNA in development of chronic kidney disease

Anja Ivosevié

Chronic kidney disease is one of the main causes of morbidity and mortality in the world today.
There is a whole spectrum of etiological factors that can be linked with chronic kidney disease, most
of which are important public health problems, for example diabetes mellitus and hypertension. Other,
less significant causes are lupus nephritis and other glomerulonephritis, as well as polycystic kidney
disease. Regardless of the cause, chronic kidney disease, if untreated, leads to end-stage renal disease,
requiring either dialysis or transplantation. MicroRNAs (miRNA) are short non-coding single-stranded
21-25 nucleotide RNA molecules that mediate posttranscriptional gene regulation. Over a thousand
different miRNAs are known to be encoded by the human genome. They are found in various tissues
with variable expression. In recent years miRNAs have been shown to be involved in a variety of
biological processes, including cell differentiation, proliferation and apoptosis. MiRNAs have emerged
as key players in the pathogenesis of numerous human diseases, such as cancer, heart failure, diabetes,
obesity, infectious diseases and even genetic disorders. There is evidence suggesting that miRNAs are
important in kidney development and essential for normal kidney function. Thus, it is not surprising
that miRNA dysregulation has been observed in kidney disease. The discovery that circulating miRNAs
are detectable in serum and plasma and that their expression varies as a result of the disease, presents
great potential to be used as biomarkers in kidney disease prevention and diagnosis. Moreover, a
miRNA-based therapy that either restores or blocks miRNA expression and activity is very attractive
but not yet fully developed. Despite rapid progress in discovering miRNAs and their roles in various
kidney diseases, we still have a long way to go in our understanding of miRNA pathophysiology and
clinical significance.

Keywords: miRNA, chronic kidney disease, epigenetics, biomarkers



Kroni¢na bubrezna bolest

1. KRONICNA BUBREZNA BOLEST

1.1. DEFINICIJA

Kronicna bubrezna bolest (KBB)
zamijenila je raniji naziv kronicno bubrezno
zatajenje. Rije¢ je o klinickom sindromu
obiljezenom progresivnim i trajnim oStecenjem
svih funkcija bubrega — ekskrecijske, endokrine
i metabolicke. (1,2)

Prema Americkoj udruzi nefrologa
kronicna bubrezna bolest definirana je ili
oste¢enjem  bubrega koje se odituje
proteinurijom, hematurijom ili
abnormalnostima parenhima ili smanjenom
bubreznom funkcijom koja se odituje

glomerularnom filtracijom < 60 mL/min/1.73
m? u trajanju duljem od 3 mjeseca. (1-3)

Terminalna bubrezna bolest (engl. end-
stage renal disease) je zavrSni stadij KBB u
kojem je neophodno nadomjesno lijecenje.
(2,4)

1.2. KLASIFIKACIJA

Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (K/DOAQY) izdala je, a Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) potvrdila
klasifikaciju KBB. Navedena klasifikacija trebala
bi reflektirati prognozu i ishode KBB.
Klasifikacija je prikazana u tablici 1. (5)

Tablica 1. Klasifikacija kroni¢ne bubreZne bolesti. Oznaka: GFR = engl. glomerular filtration rate.

Modificirano prema KDIGO (5)

stadij GFR opis
(mL/min/1.73 m?)
1 >90 normalna ili povisena glomerularna filtracija uz nalaz drugih
znakova osStecenja bubrega
2 60-89 blago sniZzena glomerularna filtracija uz nalaz drugih znakova
oStecenja bubrega
3 umjereno snizena glomerularna filtracija s ili bez nalaza
3A 45-59 drugih znakova osteéenja bubrega
3B 30-44
4 15-29 znacajno snizena glomerularna filtracija s ili bez nalaza
drugih znakova osteéenja bubrega
5 <15 utvrdeno zatajenje bubrega

1.3. EPIDEMIOLOGIJA

Incidencija bolesnika sa zavrSnom fazom
KBB je u porastu. U vecini zemalja procijenjena
prevalencija KKB iznosi 5-14%, a raste i do
nekoliko puta u starijoj Zivotnoj dobi. Prema
podacima CEZIH-a i baze hospitalizacija, u RH je
u 2016. godini zabiljezeno 1 736 osoba koje su
zbog KBB koristile zdravstvenu zastitu. Prema
Registru nadomjestanja bubreZne funkcije na
kraju 2012. godine u Hrvatskoj je 4406 osoba
Zivielo uz pomo¢ nadomjesStanja bubreine
funkcije, odnosno 1028 na milijun stanovnika.
KBB je dosegla pandemijske razine sa
znacajnim socijalnim i ekonomskim
posljedicama. (6-8)

1.4. ETIOLOGIUA

Uzroci KBB su brojni, a udio pojedinih
klinickih entiteta ovisi o geografskom podrucju
i Zivotnoj dobi. U razvijenim zemljama viSe od
70% uzroka Cine dijabeticka nefropatija,
hipertenzivna i aterosklerotska nefroskleroza,
a relativno Cest uzrok su i glomerulopatije. U
nerazvijenim zemljama znacdajni su uzroci
infekcije (bakterijske, parazitske, tuberkuloza) i
opstruktivna uropatija. U djec¢joj dobi znadajan
etioloski faktor KBB cine i razlicite nasljedne
bolesti. Etiologija KBB prikazana je u tablici 2.
(1-3)
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Tablica 2. Najcesci uzroci kroni¢ne bubrezne bolesti. Prema Current Medical Treatment and Diagnosis

i Kumar & Clark's Clinical Medicine (2,3)

glomerularne bolesti

vaskularne bolesti

primarni glomerulonefritisi

. fokalna segmentalna glomeruloskleroza

. membranska nefropatija

. membranoproliferativni glomerulonefritis
. IgA nefropatija

« Alportov sindrom

sekundarni glomerulonefritisi
. dijabeticka nefropatija
. postinfektivni glomerulonefritis
. amiloidoza
« lupusni nefritis
« Wegenerova granulomatoza
. sistemska skleroza
« hemoliticko-uremijski sindrom
. trombocitopenié¢na purpura

« bolest minimalnih glomerularnih promjena

hipertenzivna nefroskleroza
renovaskularne bolesti
vaskulitisi srednjih i malih krvnih Zila

opstrukcije urinarnog trakta

nefrolitijaza
retroperitonealna fibroza
tumori zdjelice

bolesti prostate

nasljedne bolesti

tubulointersticijske bolesti

. tubulointersticijski nefritis — idiopatski,
uzrokovan lijekovima i teskim metalima i
imunoposredovan

« kronicni pijelonefritis

. refluksna nefropatija

. nefrokalcinoza

. endemska nefropatija

. renalna papilarna nekroza

. multipli mijelom (bubrezni mijelom)

. tuberkuloza

. shistosomijaza

policisticna bubrezna bolest — infantilni
adultni tip

medularna cisticna bolest

tuberozna skleroza

oksaloza

cistinoza

kongenitalna opstruktivna uropatija

1.5. PATOGENEZA

Prema hipotezi o intaktnom nefronu,
relativno normalni, neosteéeni nefroni
funkcionalno i anatomski hipertrofiraju i
preuzimaju funkciju propalih nefrona. Na taj
nacin se homeostaza odrzava relativno drugo,
razine kreatinina ostaju dugo vremena u
normalnim granicama, a ravnoteZa tjelesnih
tekudina i elektrolita je odrzana. Koncentracije
natrija i kalija odriane su sve dok je
glomerularna filtracija ve¢a od 5 mL/min.
Mehanizmi prilagodbe manje su uspjesni za
kalcij, fosfate i urate te je njihova koncentracija
u plazmi povisena uz glomerularnu filtraciju 5-

10 mL/min. Metabolicka adicoza pojavljuje se
kad je glomerularna filtracija smanjena na 20
mL/min  dok se sposobnost dilucije i
koncentracije urina gubi ranije. Vremenom
hipertrofirani nefroni bivaju preoptereceni sto
dovodi do njihove skleroze i fibroze i kraha svih
dotad odrzavanih bubreznih funkcija. (1,3)

1.6. PATOFIZIOLOGIA

Zatajivanje bubreine funkcije remeti
funkcije gotovo svih organai organskih sustava.
Poremecaj ekskrecijske funkcije dovodi do
nakupljanja uremickih toksina (mokracna
kiselina, kreatinin, karbamid, guanidin, metil-
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guanidin). Navedeni spojevi mijenjaju funkciju
brojnih enzima i proteina u organizmu. Jedna
od najznacajnijih  posljedica  zatajivanja
bubrezne funkcije jest poremecaj ravnoteze
vode i elektrolita. OCcituje se poliurijom i
izostenurijom, smanjenom glomerularnom
filtracijom natrija te nedovoljnim izluéivanjem
kalija. Uslijed nedovoljne sinteze amonijaka,
smanjene  regeneracije  bikarbonata u
tubulima, alii zbog zadrzavanja razlic¢itih aniona
(fosfati, sulfati, anioni organskih kiselina)
razvia se metabolicka acidoza. Zbog
hiperfosfatemije i oSteéenja bubreznog
parenhima smanji se sinteza vitamina D3 Sto
snizi koncentraciju kalcija. Posljedi¢no, zbog
hiperfosfatemije, hipokalcijemije i manjka

vitamina D, dolazi do pojacanog lucenja
paratireoidnog hormona (PTH). Smanjena
sinteza eritropoetina glavni je uzrok anemije.
Metabolicka insuficijencija ocituje se u
poremecaju metabolizma proteina,
ugljikohidrata i lipida. Nedovoljno izlucivanje
metabolic¢kih produkata proteina odgovorno je
za nepodnoSenje  proteina.  Smanjeno
metaboliziranje inzulina u proksimalnom
kanaliéu dovodi do hiperinzulinizma, a kao
posljedica nastaje hipertrigliceridemija i
intolerancija glukoze. Pored toga, uremijski
toksini  mogu uzrokovati  neosjetljivost
perifernih tkiva na inzulin. Stoga su u KBB
moguce hiper- i hipoglikemija. (1,9)

kardiovaskularne
bolesti

hiperfiltracijska stanja
dijabetes melitus
pretilost
visokoproteinska dijeta
anemija

trudnoca

P

Tkrvnog
Lbroj tljlka
funkcionalnih nefrona \

=

1 broj
nefrona

L.
>
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TSNGFR

| Y

A A

Y
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Slika 1. Interakcija rizicnih ¢cimbenika i patofizioloskih mehanizama KBB. Prikazan je citav niz faktora
koji u konacnici dovode do progresivnog gubitka nefrona. Oznake: Ang Il = angiotenzin Il, FSGS =
fokalna segmentalna glomeruloskleroza, PGC = glomerularni kapilarni hidrauli¢ki tlak, SNGFR = engl.
single-nephron glomerular filtration rate, TIF = tubulointersticijska fibroza. Modificirano prema

Maarten W. Taal (10)

1.7. KLINICKA SLIKA

Dugo vremena bolest je u potpunosti
asimptomatska. Klini¢ki simptomi bolesti
pojavljuju se tek kada glomerularna filtracija
padne ispod 30 mL/min/1.73m?, a mnogi
bolesnici nemaju simptome i pri puno niZoj
glomerularnojfiltraciji. U 1. i 2. stadiju bolesnici
obi¢no nemaju simptome, odnosno ako oni
postoje, vezani su uz inicijalnu bolest koja je

dovela do kroni¢ne bolesti bubrega. U 3. i 4.
stadiju KBB se ocituje klinickom slikom i
laboratorijskim poremecajima. U 3. stadiju
dolazi do zadrzavanja dusic¢nih tvari u krvi. To
stanje nazivamo azotemija. Najvazniji klinicki
znakovi u tom stadiju su opca slabost,
malaksalost, iritabilnost, anoreksija, mucnina,
anemija, nikturija, hipertenzija, pruritus i
poremecaji menstruacijskog ciklusa i smanjen
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libido, a mogu se pronaéi i poremecaj
metabolizma kalcija i fosfata, elektrolitski i
acidobazni disbalans. Daljnjim gubitkom
bubrezne funkcije (4. stadij) nastaje pogorsanje
u sastavu tjelesnih tekuéina, elektrolita,
acidobaznog statusa te pogorSanje anemije i
hipertenzije. Nastaju i komplikacije na
pojedinim organskim sustavima -
kardiovaskularne, gastrointestinalne,
hematoloske, endokrinoloSke i lokomotorne.
To je terminalna bubrezna bolest (5. stadij). 4. i
5. stadij obiljezava uznapredovala
insuficijencija bubrega koja se naziva uremija.
(1,4)

1.8. KOMPLIKACIJE

Poremecaji kardiovaskularnog sustava.
Bolesnici s KBB imaju znacajniji morbiditet i
mortalitet od kardiovaskularnih bolesti u
usporedbi s opéom populacijom. 80-90%
bolesnika s KBB umire prvenstveno od
kardiovaskularnih posljedica. Hipertenzija je
najces¢a komplikacija KBB. Prisutna je od

najranijih stadija, a pokazuje tendenciju
pogorsavanja. Prema nastanku svrstavamo je u
volumnu i vazokonstriktornu, a u njezinoj
patogenezi sudjeluje vise ¢imbenika: retencija
natrija i vode, povecanje koncentracije renina i
aktivacija  renin-angiotenzin-aldosteronskog
sustava. Vaznu ulogu ima i deficit
vazodilatacijskih prostaglandina. Akcelerirana
ateroskleroza nastaje kao posljedica
dugotrajne hipertenzije, hiperlipidemije i
intolerancije glukoze. Uslijed ateroskleroze
nastaju  okluzivne  bolesti  koronarnih,
cerebralnih i perifernih krvnih Zila. Kongestivna
kardiomiopatija razvija se zbog ateroskleroze,
hipertenzije i anemije. Uremicki perikarditis
nastaje rijetko, zbog retencije metabolickih
toksina. Klinicka slika tog perikarditisa ne
razlikuje se od klinicke slike perikarditisa druge
etiologije, a pojava perikarditisa indikacija je za
pocetak dijalize. Kao posljedica hiperkalijemije
mogu se uociti i promjene u EKG-u. Utjecaj KBB
na funkcioniranje srca prikazan je na slici 2. (1-
4,11)
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Slika 2. PatofizioloSke interakcije izmedu srca i bubrega u KBB. Oznake: eGFR = engl. estimated
glomerular filtration rate. Modificirano prema Gansevoort (11)

Meduovisnost  oSteenja  organskih
sustava srca i bubrega definirana je kao
kardiorenalni sindrom, sloZeni patofizioloski
poremecdaj i srca i bubrega u kojem akutna ili
kronicna disfunkcija jednog organa moze
dovesti do akutnog ili kronicnog ostecenja
drugog organa. Aktualna je klasifikacija

kardiorenalnog sindroma prema AQDI. Prema
navedenoj klasifikaciji postoje 4 tipa
kardiorenalnog sindroma, ali podjela nije
stroga jer postoje velika preklapanja izmedu
pojedinih tipova. Klasifikacija je prikazana u
tablici 3. (12)



Kroni¢na bubrezna bolest

Tablica 3. Klasifikacija kardiorenalnog sindroma. Prema Bergman Markovic¢ (12)

vrsta kardiorenalnog sindroma

obiljezja

kardiorenalni sindrom tip 1
(akutni kardiorenalni sindrom)

kardiorenalni sindrom tip 2
(kroni¢ni kardiorenalni sindrom)
kardiorenalni sindrom tip 3
(akutni renokardijalni sindrom)
kardiorenalni sindrom tip 4
(kroni¢ni renokardijalni sindrom)

kardiorenalni sindrom tip 5
(sekundarni kardiorenalni sindrom)

Poremecaji gastrointestinalnog sustava.
Najceséi simptomi su mucnina, gubitak apetita
i mrsavljenje. Karakteristican je amonijakalni
zadah koji nastaje zbog razgradnje ureje u
usnoj Supljini pod utjecajem bakterijske
ureaze. Krvarenja iz probavnog sustava su
Cesta, a nastaju iz erozivnog gastritisa i ulkusne
bolesti kao posljedica visoke koncentracije
gastrina Cija je razgradnja u KBB smanjena.
Povecan je rizik za akutni pankreatitis, a ¢esto
je i poviSena razina amilaza u serumu bez
znakova pankreatitisa jer je rije¢ o enzimu
velike molekularne mase koji se u zdravih
osoba izlu¢uje mokraéom. (1-4)

Poremecaji hematopoetskog sustava. U
3. stadiju KBB tipicna je normocitna
normokromna anemija Ciji je primarni uzrok
smanjena sinteza eritropoetina. Preostali
uzroci su smanjena reapsorpcija i gubitak
Zeljeza putem probavnog sustava, deficit folata
i vitamina B12, uremicki toksini koji djeluju
toksi¢no i skracuju Zivotni vijek eritrocita te
sekundarni hiperparatireoidizam. U kasnoj fazi
KBB cesta je i hemoragijska dijateza zbog
djelovanja uremickih toksina koji dovode do
disfunkcije i smanjenja broja trombocita.
Ocituje se produljenim vremenom krvarenja,
povecanom sklonoS¢u nastanka modrica na
kozi, poja¢anim krvarenjem iz kirurskih rana te
spontanim krvarenjima u gastrointestinalnom
sustavu. (1-4)

akutno renalno ostecenje koje nastaje kao posljedica
naglog novonastalog zatajenja srca ili naglog pogorsanja
postojeceg zatajenja srca

pocinje s kroni¢nim zatajenjem srca koje uzrokuje
hipoperfuziju i kroni¢no zatajivanje bubrega

akutna bubrezna ozljeda dovodi do akutnog zatajenja srca,
ishemije miokarda ili artimija

karakteriziran je kroni¢nim slabljenjem sréane funkcije,
hipertroijom lijeve klijetke i/ili poveéanjem rizika za
nezeljeni kardiovaskularni

dogadaj, a nastaje kao posljedica KBB

nastaje kao posljedica velikog broja akutnih ili kroniénih
sustavnih bolesti (sepsa, dijabetes, SLE)

Poremecaji imunoloskog sustava. Kod
uremicnih bolesnika smanjen je nespecifi¢ni
imunitet i oslabljena je stani¢na imunost.
Humoralna imunost uglavnom je neostecena.
Povedana je ucestalost tuberkuloze i infekcije
herpes zoster virusom, a ¢esto je promijenjen i
odgovor na infekciju virusom hepatitisa B, to
jest, obicno postoji perzistencija. Infekcije su
drugi najées¢i urok smrti bolesnika na dijalizi.
(1-4)

Poremecaji endokrinog sustava. Dolazi
do sekundarnog hiperparatireoidizma. MoZe se
pojaviti i hipotireoza. Ovulacija je suprimirana i
Cesto nastaje amenoreja. Muski bolesnici
obi¢no imaju smanjen libido i hipospermiju.
Moguca je hiperprolaktinemija i poviSena
razina luteiniziraju¢eg hormona u oba spola.
(1-4)

Poremecaji neuroloskog sustava.
Progresijom KBB bivaju zahvacdeni sredisnji i
srediSnjeg Ziv€éanog sustava ocituje se umorom,
nesanicom, uznemireno$¢u, depresijom i
razdraZljivoséu. Rjede se razvija uremijska
encefalopatija koja se ocituje letargijom,
konvulzijama i komom. Periferna neuropatija je
senzornog i motorickog karaktera, a prezentira
se parestezijama udova, gubitkom dubokog
osjeta i misiénom slabos¢u koja je izraZzenija na
deficitom. Cesto je prisutan i sindrom nemirnih
nogu. (1-4)
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Poremecaji misicno-kostanog sustava.
Povecana sinteza PTH (sekundarni
hiperparatireoidizam), manjak vitamina D,
snizena koncentracija kalcija i metabolicka
acidoza dovode do bolesti kostiju koje se
nazivaju bubreZna osteodistrofija. U takvom
stanju postoji mogucénost pojave patoloskih
fraktura i metastatskih kalcifikacija. Posebni
oblici kostanih manifestacija KKB su osteitis
cystica fibrosa, adinamic¢ka kostana bolest i
osteomalacija. Unato€ hipokalcijemiji tetanija
se rijetko razvija u KBB. (1-4)

Koza. Koza je blijeda zbog anemije, a
primjese zuékaste boje posljedica su taloZzenja
pigmenta kromogena u koZi zbog njegovog
nedostatnog izluCivanja mokra¢om.
KarakteristiCan je pruritus koji moze biti
prilicno jak, a wuzrokovan je retiniranim
produktima katabolizmna proteina,
sekundarnim hiperparatireoidizmom i visokim
produktom kalcijeva fosfata Sto uzrokuje
odlaganje kalcijevih soli u kozi. Cesto se vide
hematomi i ekhimoze zbog poremecaja
hemostaze. (1)

1.9. DIJAGNOSTICKI POSTUPAK

Ciljevi razlicitih pretraga su:

- identifikacija uzroka pojave KBB,
osobito ako je rijec o reverzibilnom
faktoru,

- utvrdivanje stadija KBB i

- skrining komplikacija KBB poput
anemije i renalne osteodistrofije.
(4)

Za dijagnozu su vazni anamnesticki
podaci o bolestima koje dovode do KBB,
bubreznim bolestima u obitelji i uzimanju
nefrotoksi¢nih lijekova. Fizikalni pregled
ukljuCuje mjerenje krvnog tlaka, pregled
kardiovaskularnog  sustava, perkusiju i
auskultaciju pluca, palpaciju bubrega, pregled

promjena na koZi te pregled ekstremiteta zbog
edema. (1)

Laboratorijske pretrage. Potrebno je
odrediti koncentraciju ureje i kreatinina,
natrija, kalija, kalcija i fosfata te acidobazni
status. Kompletna krvna slika i koagulogram
rade se s ciljem identificiranja anemije i
hemoragijske dijateze. Odreduje se i
koncentracija glukoze u krvi te lipidogram. U
nalazu urina mozZe biti prisutna hematurija ili
proteinurija. Od testova za procjenu funkcije
bubrega najvazniju ulogu ima klirens
kreatinina. Za procjenu glomerularne filtracije
Ameri¢ka udruga nefrologa preporucuje
Cocroft-Gaultove jednadzbe. (1,4)

Ultrazvucni pregled koristan je za
odredivanje veli¢ine bubrega. Ako su bubrezi
smanjeni, to govori za dugotrajnost bolesti.
Iznimke su policisticha bubrezna bolest,
amiloidoza i dijabeticka nefropatija u kojima
bubrezi nisu smanjeni, a mogu biti cak i
povecani. (1)

Biopsija bubrega indicirana je u malog
broja bolesnika kada KBB nije jo$
uznapredovala, a uzrok je nejasan. (1,2)

1.10. LIJECENJE

LijeCenje uzroka. Kad god je to moguce,
terapijski postupak treba usmjeriti na
suzbijanje uzroka KBB. Tu prvenstveno
govorimo o kontroli glikemije u dijabetesu i
kontroli krvnog tlaka u hipertoni¢ara. Na taj
na¢in moguce je znacajno usporiti progresiju
bolesti. (3)

Promjena prehrane. U bolesnika s KBB
postoje posebne preporuke $to se tice unosa
proteina, soli, kalija i fosfata. Tablica prikazuje
preporuc¢ene restrikcije unosa navedenih
nutrijenata. (3,4) Preporucene dnevne
vrijednosti unosa najvaznijih prehrambenih
tvari prikazane su u tablici 4.
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Tablica 4. Preporucene dnevne vrijednosti unosa kljuénih nutrijenata u bolesnika s KBB. Prema Current

Medical Diagnosis and Treatment (3)

nutrijent preporuceni dnevni unos napomena

proteini 0.6-0.8 g/kg osim u slucaju kaheksije i snizene razine
albumina

voda do2L u slucaju prekomjerne hidriranosti i edema

sol 1-2g

kalij <2g pri glomerularnoj filtraciji 10-20 mL/min/1.73
m? ili manjoj, ranije u sluéaju pojave
hiperkalijemije

fosfati 800-1 000 mg

Promjena doziranja dotadasnje terapije.
S obzirom na cCinjenicu da se mnogi lijekovi
izluCuju putem bubrega, potrebna je korekcija
u doziranju takvih lijekova. Lijekovi koji sadrze
magnezij ili fosfate trebali bi se izbjegavati kao
i lijekovi koji potencijalno mogu djelovati
nefrotoksi¢no (NSAID, aminoglikozidi). (3)

Medikamentna terapija. Koriste se
antihipertenzivi i antidijabetici s ciljem kontrole
rizicnih ¢imbenika. Statini se propisuju s ciljem
regulacije dislipidemije. ACE inhibitori ili

blokatori angiotenzinskih receptora mogu
bitno smanjiti proteinuriju i usporiti tijek
bolesti. Pored toga, smanjuju i rizik od
nezeljenih kardiovaskularnih komplikacija. (3,
4)

Bubrezna nadomjesna terapija. Kad
glomerularna filtracija dosegne razinu 5-10
mL/min/1.73 m? renalna nadomjesna terapija
postaje neophodna. Nadomjestanje funkcije
bubrega S$to je mogucée uciniti pomocu
hemodijalize, peritonealne  dijalize il
transplantacijom bubrega. (1,3)
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2. MIKRO RNA I NJIHOV KLINICKI ZNACA)

MikroRNA (miRNA) su male nekodirajuée
jednolan¢ane RNA molekule gradene od 21-25
nukleotida koje reguliraju ekspresiju gena na
posttranskripcijskoj razini. MiRNA se veZu na
mRNA razli¢itih gena Sto dovodi do njihove
degradacije. Na taj nacin miRNA imaju vaznu
ulogu u brojnim bioloskim procesima
uklju€ujudi diferencijaciju, sazrijevanje,
stani¢nu signalizaciju, apoptozu i mnoge druge.
(13) MiRNA molekule postale su jedan od
najvaznijih fokusa istrazivanja u molekularnoj
biologiji. Predvida se da u ljudskom organizmu
postoji barem tisuéu miRNA. Funkcionalne
studije upucuju na ulogu miRNA u regulaciji
gotovo svakog stani¢nog procesa, a promjena u
njihovoj ekspresiji dovodi do odredenih
patoloskih stanja. Gotovo da je u potpunosti
razjasnjena posttranskripcijska uloga miRNA u
regulaciji  translacije mRNA ili njezine
stabilnosti, ali pretpostavlja se da postoje i
brojne druge funkcije miRNA. (14,15) MiRNA
Cestice prvi put je otkrio Victor Ambros u C.
elegans 1993. godine, a njihova uloga u
svakodnevnoj klinickoj praksi prvenstveno je
istrazivana u onkoloskih bolesnika. (16)

2.1. SINTEZA miRNA

Sinteza miRNA zapocinje transkripcijom
primarne miRNA (pri-miRNA) uz djelovanje
enzima RNA polimeraze Il ili RNA polimeraze Ill.
Ovaj korak reguliraju ¢imbenici rasta poput
¢imbenika rasta podrijetla iz trombocita (PDGF)
ili transformiraju¢eg Cimbenika rasta beta
(TGF-B). Pri-miRNA su duge nekoliko tisuca
nukleotida i sadrie hairpin strukture koje ih
povezuju s nuklearnim mikroprocesorskim
kompleksom. Ovaj kompleks se sastoji od dva
proteina: Drosha, RNA nukleazi nalik protein i
njezin kofaktor Pasha ili DGCR8 (engl. DiGeorge
critical region 8). Pasha prepoznaje i ulazi u
interakciju s pri-miRNA hairpin strukturama te
sluZi kao vodic¢ do mjesta cijepanja. Drosha tada
cijepa pri-miRNA pri ¢emu nastaje sekundarni
prekursor (pre-miRNA) dug oko 70 nukleotida.
RNA helikaze p72 i p68 (DDX5) mogu biti dio
veceg mikroprocesorskog kompleksa te u tom
slucaju sudjeluju u regulaciji ovog procesa.
Cijepanje pojedinih pri-miRNA takoder moze
biti regulirano specificnim procesima. Tako, na

primjer, cijepanje pri-miRNA-18a regulira i
RNA-binding protein hnRNP Al koji ulazi u
interakciju s navedenim  prekursorskim
transkriptom i facilitira proces. TGF-B i BMP
(engl. bone morphogenic factor) mogu
potaknuti vezanje transkripcijskog faktora
Smad (SMA od engl. small worm phenotype +
MAD od engl. Mothers Against
Decapentaplegic) za pri-miRNA-21 u kompleks
s RNA helikazom p68 sto pojacava proces
cijepanja pri-miRNA-21. U nekim slucajevima
primarni transkript miRNA mozZe proci obradu
uz pomo¢ ADAR (engl. adenosin deaminase
acting on RNA) u kojoj dolazi do zamjene
adenozina inozinom. Navedena promjena
moze utjecati na strukturalne karakteristike i
komplementarno spajanje baza s ciljnim
molekulama. Postoji i alternativni put sinteze
pre-miRNA u kojem ona nastaje prekrajanjem
(engl. splicing) iz introna nazvanih mirtroni
potpuno nevezano uz Drosha mikroprocesorski
kompleks. (14,15,17)

Pre-miRNA izlazi u citoplazmu uz pomo¢
kompleksa koji tvore eksportin 5 i Ran-GTP gdje
se djelovanjem druge RNAze pod imenom Dicer
cijepa do 21-25 nukleotida dugih dvolancanih
miRNA. Ovaj proces ubrzavaju TRBP (engl. TAR
RNA binding protein) i PACT (engl. protein
activator of PKR). Dvolan¢ana miRNA gradena
je od lanca vodi¢a koji sadrzi sekvencu
komplementarnu ciljnoj molekuli i lanca
putnika koji ¢e se razgraditi. U ovom procesu,
osim Dicera, sudjeluju i razli¢ite vrste helikaza.
(14,15,17)

Zrela miRNA se integrira u RNA-
inducirani utiSavajuéi kompleks (RISC, od engl.
RNA-induced silencing complex) koji se tada
naziva miRNA-inducirani utiSavajuéi kompleks
(miRISC) ili mikro-ribonukleoproteini (miRNP),
a navedeni proces odvija se uz pomo¢ RLC
(engl. RISC loading complex) koji se sastoji od
Dicera, TRBP i PACT te Ago2. MIRISC vodi
miRNA do njezina ciljnog mjesta na mRNA
molekuli. Najvaznija i najbolje karakterizirana
komponenta miRISC-a su proteini koji
pripadaju obitelji Argonaute (Ago), a u sisavaca
postoje Cetiri takva proteina koje oznacavamo
s Ago1-Ago4. Dakle, u vecini slucajeva miRNA i
Ago zajednicki tvore RISC. U tom kompleksu,
uloga miRNA je komplementarno vezanje s
cilinim molekulama, a Ago destabilizira,
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degradira ili inhibira translaciju ciljne
nukleotidne sekvence. (14,15,17)
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Slika 3. Biogeneza miRNA. Modificirano prema Khella i sur. (14)

2.2. MEHANIZMI INTERAKCIJE miRNA i Vezno mjesto za miRNA nalazi se u 3'
mRNA netranslacijskoj regiji mRNA. Iznimno se moze
MiRNA dovode do represije translacije ili nalaziti u 5' netranslacijskoj regiji ili u
do destabilizacije mRNA bilo tijekom procesa transkripcijskoj regiji. miRNA se mogu vezati
inicijacije ili u post-inicijacijskom procesu (za samo za mjesto obiljeZzeno 7 metil gvanozin
vrijeme elongacije ili terminacije) translacije. trifosfatnom kapom (m’GpppN kapom), ne i za
U biljnih vrsta spajanje komplementarnih mRNA s adenozin trifosfatnom kapom (ApppN
parova baza miRNA i mRNA je savrieno §to je kapom) ili mjesto koje sadrZi IRES (engl.
rijetko slu&aj u kraljeZnjaka. U veéini slucajeva internal ribosomal entry site). Nakon vezanja,
miRNA se s ciljnom mRNA veZe nepotpuno. Ago protein RISC kompleksa interferira bilo sa

10
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samom m’GpppN kapom bilo s elF4E-elF4G
(engl. eukaryotic translation initation factor).
Navedena interakcija tada ometa eukariotske
translacijske inicijacijske faktore da aktiviraju
40S ili 80S inicijacijski kompleks, odnosno
sprjeCava vezanje mRNA za navedene
ribosomske podjedinice. (15)

Mehanizmi represije na post-inicijacijskoj
razini slabije su razjasnjeni. Ipak, studije na C.
elegans su pokazale da lin-14 i lin-28 mRNA na
koju se veze lin-4 miRNA ostaje vezana za
poliribosome, ali uz znacajnu redukciju sinteze
proteina. Slicne rezultate pokazale su i studije
na sisavcima. Smatra se da u IRES posredovanoj
translaciji miRNA dovode do modifikacije
nizvodnog okvira (Citanja Sto uzrokuje
prijevremenu terminaciju translacije. (15)

11

Navedeni inicijacijski i post-inicijacijski
mehanizmi represije translacije mRNA nisu
medusobno iskljucivi, to jest, moguce je da se
odvijaju istovremeno. (15,17)

2.3. NOMENKLATURA miRNA

Prefiksi mir i miR koriste se za prekursore
i zrele miRNA molekule. Prefiks od 3 ili 4 slova
koristi se da bi se oznacila pripadnost miRNA
odredenoj vrsti, npr. hsa (engl. hsa od Homo
sapiens) prefiks oznacava da je rije¢ o humanoj
miRNA. Identicne miRNA koje potjecu iz istog
genskog lokusa imaju isti numericki sufiks, a
razlikuju se po dodatnom slovu koje im se
dodjeljuje, npr. miR-10a i miR-10b. (14)
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3. MIKRO RNA | BUBREG

3.1. ULOGA MIKRO RNA U RAZVOJU |
FIZIOLOGIJI BUBREGA

Mokraéni sustav razvija se skupa sa
spolnim sustavom iz zajednickog parnog
mezodermalnog tracka (intermedijarni
mezoderm) smjeStenog duZ straznje stijenke
trbusne Supljine. Tijekom embrionalnog
razvoja nastaju tri razlicite generacije bubrega
koje se vremenski djelomi¢no prekrivaju:
pronephros (predbubreg), mesonephros
(prabubreg) i metanephros (definitivni
bubreg). Pronephros i mesonephros su
privremeni stadiji i tijekom razvoja definitivhog
bubrega is¢ezavaju. Metanefros se pojavljuje u
petom tjednu embrionalnog razvoja. Njegovi
sekretorni kanaliéi razvijaju se iz
metanefrogenog mezoderma, a odvodni
kanali¢i iz mokraéovodnog pupoljka koji izrasta
iz donjeg dijela Wolffova kanala blizu njegova
uscéa u kloaku. Mokra¢ovodni pupoljak prodire
u metanefrogeno tkivo koje poput kape
prekriva njegov distalni kraj. Nakon toga se
distalni kraj pupoljka prosiri i Cini primitivnu
bubreZnu nakapnicu (pelvis renalis), a zatim se
podijeli u velike bubrezne vréeve (calyces
renales majores) i kasnije u male bubreine
vrceve (calyces renales minores). Prema tome
od mokracovodnog  pupoljka nastaju
mokracovod, nakapnica, veliki i mali bubrezni
vréevi te sabirne cjevCice bubrega. Oko

distalnog kraja svakog novonastalog odvodnog
kanali¢a zgusne se metanefrogeno tkivo. To se
zgusnucée naziva kapa metanefrogenog tkiva.
Pod indukcijskim utjecajem kanali¢a stanice u
kapi oblikuju se u male bubrezne mjehuriée koji
se izduZuju tvoreéi male kanali¢e u obliku slova
S. Slobodni kraj svakog kanalica obuhvati
klupko  kapilara (glomerul). Kanali¢ s
glomerulom ¢ini osnovu za nefron. Proksimalni
kraj svakog nefrona ¢ini Bowmanova ¢ahura u
koju se duboko utiskuje glomerul. Distalni se
kraj spoji s jednim od odvodnih kanaliéa te se
tako uspostavi put od Bowmanove ¢ahure do
sustava odvodnih kanala bubrega.
lzduZivanjem i savijanjem sekretnog kanali¢a
oblikuju se proksimalni zavijeni kanali¢,
Henleova petlja i distalni zavijeni kanalié.
Nefroni se stvaraju do rodenja i tada ih je u
svakom bubregu prisutno otprilike jedan
milijun. (18,19)

Kompleksnost Citavog procesa upucuje na
¢injenicu da su u nefrogenezu ukljuceni brojni
regulatorni geni i signalni putovi. (20)

Eksperimenti na miSevima pokazali su da
se ekspresija pojedinih miRNA razlikuje u
razlicitim fazama razvoja bubrega. Primjerice,
ekspresija miR-30 povisena je tijekom razvoja
bubrega, a manje je znacajna u zrelom
bubregu. MiR-200 je povisena u pronefrosu, a
pokazalo se da ima vaznu ulogu u epitelno-
mezenhimalnoj tranziciji. Raznovrsnost
ekspresije tijekom pojedinih stadija razvoja
bubrega prikazana je na slikama 4 i 5. (14)

Normalan razvoj bubrega

Rani razvoj bubrega

|
!

MET

Terminalna diferencijacija pronefrosa

(pretpostavlja se)

miR-96/182 T
Xliml/Lhx1],

miR-30obiteljT ——] snail 1|,
miR—EUUUb'LteT_i ZEBI /ZEB2 |,

Slika 4. MiRNA uklju¢ene u razvoj normalnog bubrega. Slika predstavlja saZeti prikaz uloge miRNA u
pojedinim stadijima razvoja bubrega u Zabe. Oznake: MET = mezenhimalno-epitelna tranzicija.

Modificirano prema Liming Ma i sur. (20)
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Niskoregulirane:

miR-199b, 25, 17, 196a, 27b, 15b, 200b,

23b, 20a, 200c, 93, 26b, 16,

218,151-5p

Visokoregulirane:

miR-320, 351, 652, 107, 103,
322, 106b, 210, 125b-5p, 199a-5p, 433

Nepromijenjene:

miR-134, 152, 669b, 15a, 125-5p, 126-5p, 99b, let-Tc ......

El12

El13

Adult

Slika 5. MiRNA uklju¢ene u razvoj normalnog bubrega. Slika prikazuje razlic¢ito eksprimirane miRNA u
pojedinim fazama razvoja bubrega u miseva. NajizraZzenije eksprimirana miRNA bila je miR-199b.
Medutim, razine miR-199b opadaju tijekom razvoja i minimalne su u tkivu zrelog bubrega. Isto je
uoceno za miR-17, miR-25, miR-196a i ostale navedene na slici. Za razliku od toga miR-106b i miR-652
su jace eksprimirane u zrelom bubregu nego u pojedinim razvojnim stadijima. Oznake: E12 = 12. dan
embrionalnog razvoja, E13 = 13. dan embrionalnog razvoja. Modificirano prema Liming Ma i sur. (20)

Eksperimenti na knockdown Zivotinjama
pokazali su da se zbog nedostatka pojedinih
miRNA pojavljuju razli¢iti razvojni problemi
bubrega. U jednoj od studija u kojoj je u€injena
delecija Dicer gena u bubreznim progenitornim
stanicama doslo je do njihove apoptoze,
usporavanja  diferencijacije  pronefirickog
duktusa te do terminacije nefrogeneze. (14, 24)

Odstranjenje Dicera iz mokracovodnog
pupolika dovelo je do neadekvatne
proliferacije i apoptoze S$to je rezultiralo
poremeéajem u grananju mokracovodnog
pupoljka i razvojem bubreznih cisti. Ukidanje
Dicera u kasnijoj fazi razvoja bubrega takoder
je dovelo do razvoja bubreZnih cista, vjerojatno
mehanizmom koji je povezan s Pkdl genom.
(21)

Specifi¢ni knockout Dicera u podocitima
doveo je do disrupcije glomerularne filtracijske
barijere Sto je wuzrokovalo proteinuriju,
strukturalne glomerularne defekte i
glomerulosklerozu. Ekscesivna glomerularna i
tubularna ozljeda rezultirala je smréu pokusnih
Zivotinja za 6 tjedana. Navedeni pokus bio je
dokaz da je miRNA neophodna u homeostazi
podocita. (21-23)

MisSevi sa snizenom ekspresijom miR-
17~92 klastera razvili su bubreznu hipoplaziju,
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disfunkciju glomerularnog
proteinuriju. (21)

razvoja i

MiRNA visokospecificne za bubreg su:
miR-19a, miR-19b, miR-31, miR-146a, miR-
192, miR-194, miR-204, miR-215, miR-216,
miR-886. Pored toga, ekspresija pojedinih
miRNA se razlikuje u pojedinim dijelovima
bubrega, prvenstveno korteksu i meduli sto je
sasvim logicno s obzirom na (Cinjenicu da
razliCite regije bubrega obavljaju razliCite
funkcije.  Npr. miR-192 izrazenije je
eksprimirana u korteksu nego u meduli sto je
konzistentno s njezinom ulogom u transportu
natrija. (14,20,24,21)

Pojedine miRNA nisu specificne za bubreg
te su pojacano eksprimirane i u drugim
organima. To su miR-10a, miR-10b, miR-21,
miR-30, miR-196a, miR-196b, miR-451 i miR-
let 7a. (19,20)

3.2. MIKRO RNA | BUBREZNA FIBROZA
Bubrezna fibroza je znacajna
karakteristika gotovo svih kronic¢nih bubreznih
bolesti, a dovodi do terminalnog bubreznog
zatajenja. Karakterizirana je ili odlaganjem
proteina u intersticijski ekstracelularni matriks
ili akumulacijom miofibroblasta i destrukcijom
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bubreznih tubula. Transformirajuéi cimbenik
rasta (TGF-B) je poznati citokin koji sudjeluje u
navedenom procesu bubrezne fibroze. Smad2 i
Smad3 djeluju kao posrednici TGF- fB
djelovanja. (13,25,26)

Tijekom fibroze TGF-B je sposobna
inducirati brojne gene odgovorne za fibrozu
poput proteina ektracelularnog matriksa ili
mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK).
Nedavne studije pokazale su da TGF-B takoder
regulira pojedine miRNA tijekom bubreine
fibroze. TGF-B1 inducira miR-21, miR-192, miR-
491-5p, miR-382, miR-377, miR-214 i miR-433,
a suprimira miR-29 i miR-200. Sve navedene
miRNA sudjeluju u procesu bubrezZne fibroze.
Nadalje, ekspresija veéine navedenih miRNA
promijenjena je u pojedinim bubreznim
bolestima. (13,25,26)

EED E3 B3 B3

T

TGF-B signalizacija pojacava preradu
primarnih transkripta pojedinih miRNA u
njihove aktivne forme. Smad3 dolazi u
interakciju s Drosha kompleksom i stimulira
produkciju zrelih miRNA. Smad3 takoder dolazi
u interakciju sa SBE (engl. smad-binding site)
koji se nalazi u promotorskoj regiji i regulira
ekspresiju navedenih miRNA molekula. Dakle
TGF-B i Smad3 promoviraju ili transkripciju ili
postranskripcijsku obradu miRNA. (13,25)

Vaino je napomenuti da postoji povratna
sprega izmedu miRNA i TGF-B/Smad3
signalizacijskog puta. TGF-B inducira miR-21
ekspresiju, a miR-21 suprimira Smad7 Sto
pojacava TGF-B signalizaciju. S druge strane,
miR-29 i miR-200a suprimiraju TGF-B
signalizacijski put. (13,25)

GF-B

T \\

L 1 NI 1

Zeb1/2
Spry
HDAC4 PTEN
kolageni PPAR-a
MMPs PRAS40

E-cadherin PDCD4

Smad7 Z2eb1/2 Azin1
lecii

E-cadherin deplecija

poliamina

J

bubrezna fibroza

Slika 6. Uloga TGF-B u razvoju bubrezne fibroze te njihova povezanost s miRNA. Detaljnije opisano u

tekstu. Modificirano prema Chung i sur. (25)
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3.2.1 ULOGA POJEDINIH miRNA U
BUBRZNOIJ FIBROZI

MiR-29. Pokazalo se da miR-29 inhibira
odlaganje proteina ekstracelularnog matriksa,
osobito kolagena i fibronektina. Molekule iz
porodice miR-29 imaju ciljna mjesta na

Adam12 i Adam19 disintegrinskim
metaloproteinazama te ih u normalnim
okolnostima suprimiraju. Prilikom razvoja

bubrezZne fibroze, razine miR-29 su sniZene sto
dovodi do dezinhibicije navedenih
metaloproteinaza. Takoder dokazano je da
navedena miRNA molekula stiti od dijabeticke
podocitopatije tako Sto suprimira HDAC4 (engl.

Histone Deacetylase 4) signalizaciju,
ubikvitaciju i urinarnu ekskreciju nefrina.
(16,27)

MiR-200. Sudjeluje u inhibiciji ZEB1 i ZEB2
(engl. Zinc finger E-box-binding homeobox),
transkripcijskih faktora E-kadherina koji imaju
vaznu ulogu u odrzavanju epitelne
diferencijacije. ZEB1 je znacajan u epitelno-
mezenhimalnoj tranziciji (EMT) Sto je prvi put
otkriveno u stanicama karcinoma dojke, a
potom i kod karcinoma pankreasa i
kolorektalnog karcinoma. EMT je proces u
kojem epitelne stanice gube polarnost i
dobivaju mezenhimalna svojstva poput
sposobnosti migracije. MiR-200 je vaina u
odrzavanju epitelnog integriteta i inhibiciji
epitelno-mezenhimalne transformacije putem
direktne inhibicije mezenhimalnih
transkripcijskih faktora ZEB1 i ZEB2 te TGF-f.
BubreZzni tubularni epitel ne prolazi proces
epitelno-mezenhimalne  transformacije u
miseva koji imaju isklju¢enu funkciju gena Dicer
(Dicer knockout miseva), ali mozZe proci
parcijalnu epitelno-mezenhimalnu
transformaciju pri ¢emu stanice istovremeno
pokazuju znacajke i epitela i mezenhima.
Navedeni  proces  parcijalne  epitelno-
mezenhimalne transformacije ima vaznu ulogu
u bubreznoj fibrozi. Dakle, miR-200 odrzavaju
tubularnu homeostazu tako Sto sprjecavaju
stanice da udu u proces parcijalne epitelno-
mezenhimalne transformacije. Takoder postoji
i povratna sprega pa ZEB1 inhibira ekspresiju
miR-200. (28-30)

MiR-21. Dosad je najviSe signalnih,
metabolickih i inflamatornih putova koji
potencijalno imaju ulogu u razvoju bubrezine
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fiboroze  otkriveno upravo za miR-21.
Istrazivanja na knockout miSevima pokazala su
da navedena miRNA nije toliko znacajna u
homeostazi zdravih bubrega, ali ima izrazito
velik znadaj u razvoju bubreine fibroze.
Pozitivno  regulira  ekspresiju  proteina
ekstracelularnog matriksa i o-SMA (engl.
Alpha-smooth muscle actin) u tubularnim
epitelnim stanicama i mezangijskim stanicama.
MiR-21 suprimira PPAR-a (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor-alpha) koji u
normalnim okolnostima regulira oksidaciju
masnih kiselina i lipida te na taj nacin smanjuje
produkciju ekstracelularnog matriksa, broj
miofibroblasta i tubulointersticijsku fibrozu.
Inhibira Mpv17-nalik protein koji u zdravom
bubregu inhibira slobodne radikale kisika i na
taj nacin Stiti od oksidativhog stresa i
posljedicne fibroze. Aktivira put P42/P44 MAP
kinaze  (mitogenom-aktivirane  proteinske
kinaze). Supresija MMP (matriks
metaloproteinaze) inhibitora Reck od strane
miR-21 dovodi pojacane aktivnhosti MMP,
osobito MMP-2 koja ima vaZznu ulogu u
aktivaciji stanica, degradaciji membrana i
disfunkcionalnoj angiogenezi. Vazna uloga
navedene miRNA je i supresija ekspresije gena
za protein PTEN (engl. Phosphatase and tensin
homolog). Uobi¢ajeno PTEN djeluje na PI3K
(fosfoinozitin-3-kinaza) i na taj nacin sprjecava
fibrozu. Taj put povezan je i s istovremenom
inhibicijom Smad7 i povratnom spregom.
Naime, PTEN i Smad7 djeluju kao inhibitori
Smad3 i Citavog TGF-B signalizacijskog puta.
Porastom kolicine miR-21 dolazi do supresije
navedenog inhibitornog ucinka. Dakle,
djelovanjem miR-21 povratnom spregom na
proces posredovan TGF-B dolazi do njegove
amplifikacije i izraZenije fibroze. Dokazana je i
negativna korelacija izmedu miR-21 i PDCD4
(engl. proinflammatory programmed cell death
4) u tubularnim epitelnim stanicama. Jedan od

mehanizama djelovanja je i stimulacija
ERK/MAPK (ekstracelularnim signalom
regulirane kinaze/mitogenom  aktivirana

protein kinaza). Navedeni put ima znacajnu
ulogu u sréanoj patologiji, no smatra se da ima,
zasada jo$ nedovoljno istrazeni znacaj u
bubreznoj patologiji. Jedan od nedavno
otkrivenih mehanizama djelovanja miR-21 jest
inhibicija DDAH1 (dimetilarginin
dimetlaminohidrolaza 1) koji je u uobic¢ajenim
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okolnostima odgovoran za razgradnju ADMA
(asimetricni dimetilarginin), endogenog
inhibitora  sintetaze  dusicnog  oksida.
Djelovanjem miR-21 dolazi do akumulacije
ADMA i bubrezne fibroze. MiR-21 ima znacajnu
ulogu i u inflamatornim i imunoloskim
procesima. Naime, navedena molekula inhibira
lipopolisaharidom-induciranu NF-kB aktivaciju
IL-6 i IL-10. Pored toga djeluje i na TLR7 i TLR8
(Toll-like receptori) i time stimulira upalni
proces. (31-33)

MIiR-192 suprimira ZEB1 i ZEB2, sudjeluje
u akumulaciji kolagena u tubularnim epitelnim
stanicama. (25)

MiR-433 potite TGF-B1 induciranu
akumulaciju kolagena u tubularnim epitelnim
stanicama. Djeluje na Azin 1 (engl. Antizyme
inhibitor 1), protein koji djeluje protektivho na
bubreznu fibrozu. Supresija proteina vaznih za
proces fibroze u tubularnim epitelnim
stanicama. (25)

3.3. KLINICKI ZNACAJ MIKRO RNA
Postoji Sirok spektar potencijalni klini¢kih
primjena miRNA molekula. MiRNA

predstavljaju inovativne krvne biomarkere koji
bi bili neinvazivni, pouzdani, visokoosjetljivi,
visokospecificni, a sluzili bi za postavljanje
dijagnoze i procjenu prognozne razlicitih
patofizioloskih procesa. U neoplasti¢nim i
drugim bubreznim bolestima, pokazalo se da
miRNA moZe imati utjecaj na personalizirani
pristup svakom pacijentu. Takoder
potencijalna uloga miRNA je i u distinkciji
pojedinih podtipova bolesti. Podrucje interesa
je takoder prognosticki znacaj miRNA u
pojedinim bubreznim bolestima. MiRNA se
pokazala kao koristan alat u predvidanju ishoda
molekularne terapije te u odabiru adekvatne
terapije za pojedine bolesnike na temelju
molekularnih obiljezja. MIRNA moZe biti
korisna i u farmakogenomici, to jest u
adaptaciji doze pojedinog lijeka na temelju
metabolickog statusa bolesnika. O brojnim
terapijskim moguénostima miRNA molekula bit
¢e rije¢ u sljede¢em ulomku. Potencijalna
klinicka primjena miRNA u bubregu (alii drugim
organima) prikazana je u tablici 5 i na slici 7.
(13,14,24)

Tablica 5. Potencijalne mogucnosti primjene miRNA u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Modificirano

prema Khella i sur. (14)

dijagnoza bolesti prognosticki marker

prediktivni marker

terapijska uloga

(predvidanje
prirodnog toka i
ishoda bolesti kao i
njezine tezine i
agresivnosti)

rana detekcija
karcinoma

rana detekcija
glomerularnih bolesti i
nefropatija
subklasifikacija
karcinoma

potvrda karcinoma

(predvidanje povecanje nedostatno
efikasnosti lije¢enja,  eksprimirane miRNA
posebice smanjenje prekomjerno
molekularne ciljne eksprimirane miRNA
terapije)

modifikacija razine
miRNA i sprje¢avanje
progresije bolesti
odabir bolesnika koji bi
bili idealni kandidati za
klinicka istraZivanja
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bubrezna bolest

miR-192
miR-215
miR-200a
miR-200b
miR-17-92
cluster
miR-377
miR-155
miR-29

primjena:
- dijagnosti¢ki markeri
- terapeutske mete

normalan bubreg

miR-192
miR-30

miR-126
miR-145

funkcija:
- razvoj bubrega
- normalna fiziologija

karcinom bubrega

miR-122
miR-210
miR-200c
miR-155
miR-215
miR-17

primjena:

- dijagnosticki, prognosticki i
prediktivni markeri

- terapeutske mete

- subklasifikacija tumora

Slika 7. Slika prikazuje varijabilnost miRNA u fizioloSkom bubregu, ali i u pojedinim bolestima. MiRNA
imaju vaznu ulogu u razvoju bubrega i njihovoj fizioloskoj funkciji. Ekspresija pojedinih miRNA je
razli¢ita u razlicitim fazama razvoja bubrega. Isto tako, ekspresija miRNA se razlikuje u razli¢itim
regijama bubrega pa tako pojedine miRNA molekule imaju ulogu u glomerularnoj filtraciji ili sekreciji
renina. Promjena u ekspresiji miRNA molekula moZe dovesti do bubreznih bolesti kao sto su dijabeticka
nefropatija, hipertenzivni glomerulonefritis ili neoplazma. Potencijalna klinicka uloga miRNA je u
dijagnostici ili terapiji. Modificirano prema Khella i sur (14).

lako je u vedini studija koristeno tkivo
dobiveno  bubreznom  biopsijom, kao
potencijalni uzorci mogu posluZiti i serum i
urin. U serumu miRNA cirkuliraju u stabilnoj
formi, otporne na djelovanje RNAze. Prednost
uporabe seruma i urina kao izvora biomarkera
jest mogucénost njihova prikupljanja
neinvazivnhim metodama. (24)
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3.4. MIKRO RNA KAO POTENCIJALNI
BIOMARKER

MiRNA imaju ulogu u patogenezi i
progresiji brojnih bolesti pa tako i bubreznih.
Njihov znacaj u pojedinim bolesnima sazZeto je
prikazan na slici 8, a bit ée razraden za
pojedine, znacajnije bolesti kasnije u tekstu.
(20)
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Slika 8. Uloga pojedinih miRNA u patogenetskim i metaboli¢kim putovima razvoja razlic¢itih bubreznih
stanja.

Oznake: TGF-B = transformirajuci ¢imbenik rasta beta, SOD 1/2 = superoksid dismutaza, PAK 1 = P21/Cdc42/Racl
aktivirana kinaza 1, VEGF A = vaskularni endotelni ¢imbenik rasta A. Col IV = kolagen tipa 4, NOX 4 = NADPH
oksidaza 4, PTEN = fosfatazni i tenzinski homolog, AKT = Akt kinaza, PI3K = fosfoinozitid kinaza 3, ECM =
ekstracelularni matriks. ZEB1/2 = engl. zinc finger E-box-binding homebox 1/2, RP 23 = RP23-298H6.1-001, Ybx 1
=engl. Y box binding protein 1, Tsc-22 = TGF-B-stimulirani klon 22, EMT = epitelno-mezenhimalna tranzicija, CDC
25A = engl. cell division cycle 25 homolog A, PKD 2 = policisticna bubrezna bolest 2, PKHD1 = engl. polycystic
kidney and hepatic disease gene 1, KIF 3B = engl. kinesinfamily member 3B, IgA = imunoglobulin A, ZFHX 1B =
engl. zinc finger E-box-binding homeobox2 (ZEB 2) i Smad-interacting protein 1 (SIP 1), FASL = fas ligand, TIMP 3
= inhibitor metaloproteinaze 3, E2F3, E2F transkripcijski faktor 3, EYA 1 = engl. eyes absent homolog 1, ACVR 2B
= akitivnski receptor tipa 2B. Modificirano prema Liming Ma i sur. (20)

Brigant i suradnici istrazivali su ulogu miR- MiR-143, miR-145 i miR-223 bili su poviseni u
126, miR-143, miR-145, miR-155 i miR-223 kao bolesnika s KBB u usporedbi sa zdravim
potencijalnih biomarkera u cirkulaciji bolesnika kontrolama. Razina navedenih  miRNA
s kronicnom bubreznom boleséu s ciljem molekula bila je dodatno poviSena u bolesnika
utvrdivanja dijagnoze i predvidanja prognoze. na hemodijalizi, a snizena u bolesnika s
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transplantiranim bubregom. Razine miR-126 i
miR-155 takoder su bile povisene u bolesnika s
KBB, ali snizene u bolesnika na hemodijalizi te
joS znacajnije snizene u bolesnika s
transplantiranim bubregom. miRNA-126 je
specificna za endotel, miR-143 i miRNA-145
miRNA-223 je biomarker upalnih procesa. U
studiji su za usporedbu koristena tri uremijska
toksina — indoksil sulfat (IS), indol-3-aceti¢na
kiselina (1AA) i p-krezil sulfat (PCS). Razine ovih
toksina obi¢no su povisene u bolesnika s KBB,
znacajnije  povisene u  bolesnika na
hemodijalizi, a snizene u bolesnika s
transplantiranim bubregom. miR-126 i miR-143
pokazale su pozitivnu korelacijus PCSi IS. IAA
nije bila u korelaciji niti s jednom miRNA, a miR-

145 i miR-223 nisu bile u korelaciji s uremijskim
toksinima. miR-126, miR-145 i miR-223
pokazale su  pozitivnu  korelaciju s
glomerularnom filtracijom, miR-143 bila je u
negativnoj korelaciji, a miRNA-155 nije bila u
korelaciji s glomerularnom filtracijom. Na
temelju navedenog miRNA molekule bile su
podijeljene u dvije skupine: (i) miRNA koje su
povisene u bolesnika s KBB stadij IlI-V i u
bolesnika na hemodijalizi, a snizene u
bolesnika s transplantiranim bubregom: miR-
143, miR-145 i miR-223; (ii) miRNA koje su
poviSene u bolesnika s KBB stadij Ill-V, a
snizene u bolesnika na hemodijalizi i bolesnika
s transplantiranim bubregom: miR-126 i miR-
155. Rezultati navedenog istrazivanja sazeto su
prikazani u tablici 6. (34)

Tablica 6. Tablica prikazuje ekspresiju 5 miRNA u tri karakteristi¢ne skupine bolesnika, KBB stadiji lll-V,
pacijenti na hemodijalizi i transplantirani pacijenti u usporedbi sa zdravim kontrolama. Oznake: <>
uredna razina, T povidena razina, { snizena razina navedene miRNA. Prema Brigant i sur. (34)

KBB stadij IlI-V pacijenti na transplantirani
hemodijalizi pacijenti
miR-126 VAN $ 2
miR-143 0 T \2
miR-145 ) T 2
miR-155 0 \’ \2
miR-223 ) T l
Szeto i suradnici istraZivali su nalaz miRNA pokazala je pozitivhu korelaciju s

molekula u sedimentu urina bolesnika s
kroni¢cnom bubreZznom bole$¢u. U urinu miRNA
mogu biti kvantificirane u sedimentu, ali i u
supernatantu koji preostane nakon
centrifugiranja. IstraZzivanje je provedeno na 56
bolesnika s KBB, vedinom s dijabetickom
nefropatijom, hipertenzivnom nefrosklerozom
i IgA nefropatijom. U bolesnika s dijabetickom
nefropatijom pronadena je niska razina miR-15
u urinu, u bolesnika s hipertenzivnom
nefrosklerozom utvrdena je poviSena razina

miR-21 i miR-216a, a bolesnici s IgA
nefropatijom imali su povisenu razinu miR-17.
Ekspresija miR-15, miR-192 i miR-216a

pokazala je negativhu  korelaciju s
proteinurijom, temeljna bubrezna funkcija bila
je u korelaciji s miR-15, miR-17 i miR-192,
stupanj tubulointersticijske fibroze bio je u
pozitivnoj korelaciji s miRNA-377, a u
negativnoj korelaciji s miR-217. MiR-216a
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glomerularnom filtracijom u bolesnika s
hipertenzivnom nefrosklerozom i dijabeti¢kom
glomerulosklerozom, ali ne i u bolesnika s IgA
nefropatijom. (35)

3.5. TERAPIJSKA ULOGA MIKRO RNA
Posebne karakteristike miRNA te njihova
uloga u patogenezi bolesti upucéuju na to da bi
navedene molekule mogle imati znacajnu
ulogu u terapiji mnogih bolesti. (36,37)
Terapeutski potencijal miRNA istrazivan je u
brojnim bolestima poput ishemije miokarda,
raznovrsnih jetrenih bolesti, fibroza u brojnim
tkivima, ukljuéujuci i bubreg, inflamatornih
stanja poput reumatoidnog artritisa te
malignih bolesti. (38)
Tri osnovna pitanja na koja se trazi odgovor
kada se govori o potencijalnoj terapeutskoj
ulozi miRNA su: (a) Je li modulacija miRNA
ispravan pristup u lijecenju pojedinih bolesti u
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ljudi? (b) Moze li terapijski pristup baziran na
miRNA biti dizajniran tako da ga bolesnici mogu
dobro podnositi bez puno neZeljenih
nuspojava? (c) Mogu li miRNA lijekovi biti
osmisljeni tako da u ciljna tkiva dolaze u onoj
koli¢ini koja ¢ée osigurati njihovo efikasno
djelovanje? (38)

Ovisno o tome kakva je ekspresija miRNA
u odredenoj bolesti, u terapijskom smislu
moglo bi se djelovati ili obnavljanjem funkcije
nedostatno eksprimirane miRNA ili inhibicijom
prekomjerno eksprimirane miRNA. (36,39)
Terapijske moguénosti miRNA sazeto su
prikazane na slici 9.

miRNA imitacije

obnavljanje funkcije
— nedostatno eksprimirane
miRNA

terapija temeljena na
miRNA

preekspresija pomocu
virusnih vektora

antimiR

inhibicija prekomjerno
eksprimirane miRNA

miRNA spuzve

Slika 9. Terapijske moguénosti miRNA. Detaljnije objasnjeno u tekstu.

Obnavljanje funkcije nedostatno
eksprimirane miRNA mozZe se izvrsiti na dva
nacina, pomoc¢u miRNA imitacija (engl. miRNA
mimics) ili preekspresijom pomocu virusnih
vektora. MIRNA imitacije su dvolanéane
molekule koje poput endogene miRNA sadrze
dva lanca od kojih jedan sluzi kao lanac vodig, a
drugi kao lanac putnik. Lanac vodi¢ sadrii
genetski kod identi¢an onome koji sadrzi ciljna
miRNA molekula. Podlozan je djelovanju
egzonukleaza i stoga treba biti modificiran,
najcesce pomocu 2'-fluoro modifikacije. Lanac
putnik se veZe za razlicite molekule, npr.
kolesterol sto olakSava unos citave miRNA
imitacije u pojedine stanice. Lazna miRNA se
tada veze u RISC kompleks i na taj nacin nastaje
miRISC koji djeluje poput onog sintetiziranog uz
endogenu miRNA. (36,39,40)

Potencijalni nedostaci miRNA imitacija su
vezanje za TLR Sto izaziva interferonski
odgovor, a sistemska primjena miRNA imitacija
moZe uzrokovati njezin ulazak u ostala tkiva,
ona koja uobicajeno ne eksprimiraju takvu
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miRNA funkciju. lzazov je i postizanje
odgovarajuée koncentracije miRNA imitacije
koja sluzi kao obnova nedostatnih koli¢ina
endogene miRNA, a neée uzrokovati
prekomjernu aktivaciju nepotrebnih
metabolickih putova. (40)

Inhibicija prekomjerno eksprimirane
miRNA moze se izvrsiti pomocu miRNA spuzve
ili pomocu jednolancanih antisense
oligonukleotida nazvanih antimiR. MIRNA
spuzve koriste transgenetsku prekomjerno
eksprimiranu RNA koja sadrZzi konzervativna
komplementarna vezna mjesta s tandemskim
ponavljanjima za ciljne miRNA molekule koje
Zelimo blokirati. Ipak, antimiRi su pokazali bolju
terapeutsku perspektivu u studijama. Za razliku
od miRNA imitacija antimiRi su jednolancane
molekule komplementarne ciljnoj mMIiRNA
molekuli. AntimiR oligonukleotidi trebaju biti
kemijski modificirani da bi pokazali bolji afinitet
vezanja, biostabilnost i farmakokineticka
svojstva. Dolaskom u stanicu antimiRi se vezu
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na ciljnu miRNA i inhibiraju njezinu funkciju.
Posebna skupina antimiRa koji su 3'-kolesterol
konjugirani i 2'-O-metil-modificirani nazivaju se
antagomiri, a to su ujedno i prvi pokusaji u
inhibiciji funkcije miRNA. (36,40)

AntimiRi posjeduju odredena obiljeZja
koja ih Cine idealnim terapeutskim sredstvom u
kroni¢nim bolestima bubrega: (i) antimiRi
najefikasnije  blokiraju mMIiRNA u jetri i
bubrezima, (ii) bolesnici ih mogu samostalno
aplicirati (slicno inzulinu), (iii) sigurni su, bez
puno popratnih nuspojava, (iv) imaju dugo
vrijeme djelovanja (do 4 tjedna) zbog cega se
mogu aplicirati jednom svakih nekoliko
tjedana. Osnovni nedostatak antimiRa je
njihova ograniena distribucija u ostecene,
cisti¢ne i fibrozom promijenjene bubrege. (37)

Postoji nekoliko nacina na koji lijekovi
temeljeni na miRNA mogu biti dostavljeni u
ciline organe. Prvi nacin je priprema navedenih
lijekova u fizioloskoj otopini i parenteralna
primjena (intravenski ili supkutano). Na ovaj
nacin mogu se primijeniti samo jednolancani
antimiR lijekovi, ne i dvolanéane miRNA
imitacije. Potencijalno ogranicenje ovakvog
nacina primjene jest nedostatna akumulacija
lijeka u ciljnim organima, a smatra se da
nastane kao posljedica patoloskih procesa u
samom bubregu, tj. zdrav bubreg bi bio u stanju
dostatno akumulirati lijek, ali ne i bolestan. (38)
Drugi nacin je konjugacija s ligandom koji se
veze na specifitne receptore na pojedinim
ciljnim stanicama. (38) Ovaj nacin primjene
pokazao se ucinkovitim u lije€enju hepatitisa C
pri ¢emu se galaktozaminokonjugirana miR-
122 (miravirsen) veZe za asijaloglikoproteinske
receptore na hepatocitima $to dovodi do
inhibicije intrinzicne miR-122 i posljedi¢nog
pada razine HCV u modelima glodavaca. (44,
45) Tre¢i nacin je formulacija miRNA u
terapeutske nanocestice (najcesce lipidne).
lako ovakav nacin primjene pojacava
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potentnost miRNA Ccestica, takoder postoji
opasnost od smanjene podnosljivosti i
sigurnosti zbog indukcije citokina i imunosnog
odgovora. (38)

Kada govorimo o  terapeutskom
potencijalu miRNA u bubregu, dosad je najbolje
proucen onaj vezan za miR-21. MiSevi s
reduciranom  koli¢cinom miR-21 razvijaju
intersticijsku fibrozu sporije i u manjoj mjeri u
usporedbi s divljim tipom miseva te se na tome
temelje terapeutski potencijali antimiR-21.
Najvise prouc¢avan model je onaj s miSevima u
kojih je izazvana null mutacija a3 lanca
kolegena tipa 4 (Col4a3-/-). Navedeni misevi
razviju Alportov sindrom s KBB i potpunim
zatajenjem bubrega do 11. tjedna. U tom
modelu s ciliem usporavanja razvoja i
progresije bolesti apliciran je antimiR-21
supkutano. Navedeni lijek postigao je najviSu
koncentraciju u proksimalnim tubulima, ali je
bio prisutan i u drugim tubularnim stanicama,
endotelnim  stanicama, fibroblastima i
leukocitima. Rezultat je bio poboljsanje
bubrezne funkcije, usporavanje progresije
fibroze, smanjenje albuminurije i sekrecije
uremijskih toksina te povecanje medijana
prezivljenja miSeva. Potencijalni mehanizam
navedenih promjena je derepresija ranije
spomenutog PPARa metaboli¢kog puta koji je
suprimiran pod djelovanjem prekomjernih
koli¢ina miR-21. (38,43)

Terapijski uspjeh u blokiranju miR-21 u
Alportovom sindromu ukazuje na mogucnost
primjene navedenog antimiR-21 i u KBB druge
etiologije. S obzirom na Cinjenicu da su miRNA
poprilicno konzervirane, to jest nisu se
znacajno evolucijski mijenjale, moguca je vrlo
brza primjena navedenih antimiRa i u ljudi.
AntimiR-21 je trenutno u fazi 1 klinickih studija
kao lijek za Alportov sindrom. (36,38,43)
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4. MIKRO RNA U POJEDINIM BUBREZNIM
BOLESTIMA

4.1. LUPUSNI NEFRITIS

LN jedna je od najéeséih i najtezih
manifestacija SLE. Zahvaéenost bubrega u SLE
predstavlja znacajan uzrok morbiditeta i
mortaliteta. Bubreina biopsija predstavlja
zlatni standard u dijagnosticiranju i klasifikaciji
histoloskih tipova LN. Ipak, rijec je o invazivnoj
pretrazi, a serije biopsija s ciljem monitoringa
progresije i terapijskog uspjeha izrazito su
neprakticne. Postojeci laboratorijski markeri
poput proteinurije, omjera proteina i
kreatinina, klirensa kreatinina, anti-dsDNA i
razina komponenata komplementa
nezadovoljavaju¢i su zbog nedostatka
osjetljivosti i specifi¢nosti. Zbog toga se pojavila
potreba za pronalaskom novih biomarkera koji
bi mogli precizno prikazati prisutnost, aktivnost
i tezinu bubrezne bolesti u SLE te omoguditi
pracenje i odgovor na terapijske procese.
Nekoliko studija prikazalo je miRNA kao
potencijalne biomarkere zahvacenosti bubrega
u SLE. (44-46)

Trenutna imunosupresivna terapija koju
koristimo u lije€enju i usporavanju progresije
LN je efektivna i popravlja ishod bolesti, aliima
brojne nuspojave poput infekcija, metabolickih
disbalansa, neoplazmi i neplodnosti.
Potencijalni doprinos miRNA u razotkrivanju
patogeneze i mehanizama oStecenja bubrega u
SLE mogao bi pomodi u razvoju specificnije,
manje toksi¢ne terapije. Pored toga, postojeda
terapija mogla bi biti efektivnije primijenjena
kada bismo mogli preciznije predvidjeti razvoj
LN te odrediti njegov stadij i progresiju.
(45,47,48)

Cirkulirajuée miRNA koje mogu biti vrlo
jednostavno detektirane mogu posluZiti kao
potencijalni biomarkeri LN.

Quiroz i suradnici povezali su 89 varijacija
u serumskim miRNA molekulama u pacijenata
s LN u odnosu na zdrave kontrole i pacijente
koji boluju od SLE bez zahvacdenosti bubrega.
Od toga je 5 pokazalo znacajnu varijabilnost te
bi, prema tome, mogli posluZiti kao biomarkeri
LN. To su miR-221-5p, miR-380-3p, miR-380-
3p, MiR-556-5p i miR-758-3p. Razine ovih 5
miRNA u serumu bile su uveéane u pacijenata s
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LN u usporedbi sa zdravima i onima koji boluju
od SLE bez zahvaéenosti bubrega, dok je miR-
3074-3p bila uvedana samo u skupini
pacijenata koji boluju od SLE bez zahvacenosti
bubrega, ne i u preostale dvije skupine. Ove
miRNA su uspjeSno posluzile u distinkciji
izmedu LN, SLE bez zahvacenosti bubrega i
zdravih ispitanika, imale su visoku osjetljivost
(97%),  specificnost  (70.3%), pozitivhu
prediktivnu vrijednost (82.5%) i negativnu
prediktivnu vrijednost (96%). Ipak, navedene
miRNA molekule nisu posluzZile kao zamjena
patohistoloskoj klasifikaciji LN na pojedine
stadije. (44)

Wang i suradnici proucavali su razine
miRNA u serumu, ali i u urinu. Pokazali su da su
serumske razine miR-192, miR-200a, miR-200b,
miR-200c, miR-205 i miR-429 sniZene u
bolesnika s LN u usporedbi sa zdravim
kontrolama. Vecéina navedenih miRNA je u
pozitivnoj korelaciji s bubreznom funkcijom, a
miR-200a i miR-429 pozitivno korelira s
proteinurijom i DAI (engl. disease activity
index). U urinu su dokazane sniZene koli¢ine
miR-141, miR-192, miR-200a, miR-200c i miR-
429. U drugoj studiji istih autora proucavane su
razine miR-146 i miR-155 u serumu i urinu.
Pokazalo se da su razine navedenih miRNA bile
snizene u serumu, a povisene u urinu. Razina
miR-155 bila je u korelaciji s DAI i
proteinurijom, razina miR-146a bila je wu
pozitivnoj  korelaciji s  glomerularnom
filtracijom, a u negativnoj korelaciji s
urinarnom ekspresijom TNF-a. MiR-146 je
negativni regulator IFN-1 metaboli¢kog puta
Sto ima vaznu ulogu u patogenezi SLE i LN. (49,
52-56)

Nije se pokazala znafajna povezanost
izmedu razina dosad nabrojanih miRNA u urinu
i razlicitih klini¢kih parametara, medutim Wang
i suradnici su u drugoj studiji pokazali da su
urinarne koli¢ine miR-221 i miR-222 bile u
obrnutoj korelaciji sa serumskim anti-dsDNA i u
pozitivnoj korelaciji s C3 komponentom
komplementa. Uz miR-339-3p i miR-339-5p,
miR-221 i miR-222 su jedni od najvaznijih
regulatora ekspresije ICAM-1 gena (engl.
Intercellular adhesion molecule-1). ICAM-1 je
citokinima induciran povrsinski glikoprotein
koji je znacajno eksprimiran na povrsini
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endotelnih stanica i stanica imunosnog
sustava. Pokazalo se da navedeni glikoprotein
igra vaznu ulogu u razvoju imunoposredovanih
bubreznih bolesti, ukljucujuci i LN. Potencijalni
patogenetski mehanizam je poticanje adhezije
leukocita za bubreini parenhim. Zasad je
potencijalna uloga koli¢ine pojedinih miRNA u
urinu nedovoljno razjasnjena te su potrebna
daljnja istrazivanja. (45,46,54)

Jeannie L. Te i suradnici su pomodu
microarray analize izolirali pojedine miRNA u
EBV transformiranim B stanicama i smrznutim
mononuklearnim stanicama iz periferne krvi
(PBMC) dobivenim od pacijenata s LN i zdravih
kontrola.  Studija je  provedena na
Amerikancima europskog i africkog podrijetla,
dakle ukljucivala je ispitanike razli¢itih rasa.
Identificirano je 5 miRNA koje su bile razli¢ito
eksprimirane u navedene dvije etnicke
populacije. To su miR-371-5p, miR-423-5p,
miR-638, miR-663 i miR-1224-3p. Od toga su
miR-371-5p, miR-423-5p i miR-1224-3p prvi put
izolirane kao poveznica s lupusnim nefritisom i
stoga izdvojene kao potencijalni biomarkeri
navedene bolesti. Preostale dvije miRNA
molekule ve¢ su prethodno bile izolirane.
Studija je takoder pokazala da postoji 6 miRNA
koje su bile razli¢ito eksprimirane ovisno o
tome je |i bila rije¢ o wuzorku EBV
transformiranih B stanica ili PBMC. To su
sliedeée: miR-27b, miR-342-3p, miR-371-5p,
miR-423-5p, miR-638 i miR-663. Samo miR-181
je bila razlicito eksprimirana u EBV
transformiranim stanicama dobivenim od
Amerikanaca africkog i europskog podrijetla.
(48)

Dai i suradnici su takoder proucavali
ekspresiju miRNA u PBMC kod pacijenata sa
SLE te su identificirali 16 miRNA (¢ija je
ekspresija bila promijenjena u usporedbi s
kontrolama. Dai i suradnici su, u drugoj studiji,
izolirali i analizirali miRNA iz uzoraka dobivenih
bubreznom biopsijom. Identificirano je 66
miRNA od kojih je 30 bilo nedovoljno, a 36
prekomjerno eksprimirano. Najintenzivnije je
proucavana miR-223 za koju se pokazalo da je
LN specificna. U bolesnika s bubreznom
manifestacijom SLE navedena miRNA je
smanjeno regulirana. (47,55)
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Krasoudaki i suradnici provodili su
istrazivanja na humanim tkivima dobivenim
biopsijom te na Zivotinjskim modelima. Od 365
miRNA ciji profil je izraden, pokazalo se da u
patogenezi LN sudjeluju 24 miRNA molekule.
Od toga je 9 bilo prekomjerno, a 15 smanjeno
regulirano. Navedena disregulacija bila je
prisutna u LN tipovima I, IV i V. MiRNA ¢ija je
ekspresija bila poremecena, mogle bi igrati
vaznu ulogu u patogenezi LN, prvenstveno u

metabolic¢kim putevima poput
upalnog/citokinskog signalnog puta,
membranskom transportu i homeostazi

stanica. Posebno su istrazivali ulogu miR-422a
u LN. Pokazali su da je navedena miRNA
prekomjerno eksprimirana u LN i da je
povezana sa  smanjenom regulacijom
metabolickog puta temeljenog na kalikrein
povezanoj peptidazi 4, to jest gen za KLK4 je
jedan od najvaznijih ciljnih gena miR-422a.
Posljedicno razina KLK4 bila je snizena. KLK4 je
serinska proteaza koja ima vaZnu ulogu u
upalnim procesima, oksidativnom stresu,
koagulaciji i vaskularnoj endotelnoj funkciji.
Djeluje na nacin da iz kininogena aktivira
kinine, peptide koji aktiviraju kininske
receptore. Navedeni miR-422a-KLK4
metabolicki put je izdvojen zbog potencijalnog
terapijskog djelovanja. (56)

Navedene varijabilnosti u ekspresiji
pojedinih miRNA u SLE i LN koje su pokazale
razliCite studije mogu se pripisati Cinjenici da
svaki pojedini fenotip SLE, kao i razli¢iti stadiji
progresije bolesti mogu eksprimirati razlicite
skupine miRNA. Stoga su potrebna daljnja
istrazivanja da bi se utvrdili najbolji biomarkeri
za navedenu bolest.

4.2.1gA NEFROPATIJA

IgA nefropatija najces¢i je uzrok
primarnog glomerulonefritisa u svijetu. 30%
oboljelih razvije progresivni oblik bolesti koji
rezultira glomerularnom i intersticijskom
fibrozom koje dovode do terminalnog zatajenja
bubrega i potrebe za nadomjesnim lijecenjem.
Trenutno se dijagnosticki  postupak i
stratifikacija rizika zasnivaju na biopsiji
bubrega, a terapijske opcije su limitirane. Zbog
toga se javila potreba za pronalaskom novih,
manje invazivnih, ali istovremeno dovoljno
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osjetljivih i specificnih  biomarkera te
inovativnog terapijskog pristupa. (57)

Trenutni patogenetski model razvoja IgA
nefropatije zasniva se na porastu nedostatno
O-galaktozirane IgAl forme u serumu. Takva
IgA sklonija je taloZenju u bubreznom tkivu.
Pocetni korak u navedenom procesu
galaktoziranja jest vezanje N-
acetilgalaktozamina za treoninske ili serinske
ostatke na IgA Sto je posredovano enzimom N-
acetilgalaktozamintransferazom 2 (GALNT2).
Nakon toga slijedi O-galaktozacija uz pomoc¢
B1,3-galaktoziltransferaze (C1GALT1). Smatra
se da su navedena dva enzima, odnosno njihovi
geni, ciljna mjesta djelovanja miRNA te da na
taj nacin miRNA sudjeluju u patogenezi IgA
nefropatije. (57-60)

Kada govorimo o miRNA kao
potencijalnim biomarkerima u IgA nefropatiji,
moramo imati u vidu njihovu razlicitu
ekspresiju u krvi, urinu i bubreznom tkivu.

Dai i suradnici pronasli su sniZenu razinu
31 miRNA i poviSenu razinu 34 miRNA molekula
u uzorcima dobivenim bubreznom biopsijom.
(61)

Tan i suradnici identificirali su 84 miRNA
koje su bile razli¢ito eksprimirane u bubreznom
tkivu. (62)

Wang G. i suradnici su u nekoliko
odvojenih  studija  proucavali ekspresiju
pojedinih miRNA u bubreznom tkivu bolesnika
s IgA nefropatijom. Razine miR-141, miR-192 i
miR-205 u bubreZznom tkivu bile su povisene, a
razina miR-200c bila je sniZzena u bolesnika s IgA
nefropatijom u usporedbi s nefrektomiranim
kontrolama. Koli¢ine miR-141, miR-192, miR-
200a, miR-200b, miR-205 i miR-429 bile su
znatno viSe u bolesnika oboljelih od IgA
nefropatije, nego u bolesnika 3
neinflamatornim glomerulopatijama. U drugoj
studiji Wang i suradnici dokazali su povisene
razine miR-146 i miR-155 u bubreZznom tkivu i
urinu bolesnika s IgA nefropatijom naspram
zdravih kontrola. (63,64)

Wang N. i suradnici koristili su microarray
analize da bi utvrdili razine miRNA u sedimentu
urina u bolesnika s IgA nefropatijom i kontrola
koje su bolovale od membranske nefropatije i
bolesti minimalnih glomerularnih promjena, ali
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i zdravih kontrola. Takoder su proucavali
ekspresiju miRNA u razli¢éitim stadijima
nefropatije  (prema  Leejevom  sustavu
stupnjevanja). Dokazali su da su 4 miRNA
disregulirane u stadiju I/Il. MiR-223-3p i miR-
629-5p bile su povisene, a miR-3613-3p i miR-
4668-5p bile su snizene. 6 miRNA je bilo
disregulirano u stadiju Ill, odnosno tri (miR-
150-5p, miR-371b-5p i miR-572) su bile
povisene, a tri (miR-3613-3p, miR-4668-5p i
miR-6750-5p) su bile snizene. Niti jedna od
istrazivanih miRNA nije bila disregulirana u
stadiju IV/V. Ti nalazi upuduju na to da u
razlicitim stadijima IgA nefropatije postoji
razliéit profil miRNA, odnosno da je ekspresija
miRNA varijabilna i da ovisi od stadiju i
ozbiljnosti bolesti. Posebno su proucavane
miR-3613-3p i miR-4668-5p koje su bile snizene
u stadijima I-lll. Navedene miRNA bile su u
korelaciji s glomerularnom filtracijom i
Leejevim stadijem bolesti, odnosno govorile su
o ozbiljnosti bolesti. Smatra se da bi te dvije
miRNA mogle imati ulogu kao biomarkeri IgA
nefropatije. (65)

Wang G. i suradnici uocili su snizenu
razinu urinarnih miR-200a, miR-200b i miR-
429, ali ne i miR-141, miR-192, miR-200c i miR-
205 kod bolesnika koji boluju od IgA
nefropatije. U drugoj studiji pronadene su
povisene razine miR-146 i miR-155 u urinu.
Postoji joS jedna studija istih autora koja
pokazuje da su u sedimentu urina bolesnika s
IgA nefropatijom kolicine miR-29b bile
smanjenje, a kolicine miR-29¢c i miR-93
povecane u usporedbi s kontrolama. (66,67)

Duan i suradnici pronasli su 112 miRNA
koje su bile razli¢ito eksprimirane u urinarnom
sedimentu bolesnika s IgA nefropatijom.
Posebno su istaknute miR-25-3p, miR-144-3p i
miR-486-5p Cija razina je bila povisena i miR-
135-3p, miR-150-3p i miR-638 kojih je u urinu
bilo manje u usporedbi sa zdravim kontrolama.
Zanimljivo je bilo to da su navedene tri
povisene mMiRNA imale poviSenu ekspresiju
samo u urinarnom sedimentu koji je sadrzavao
eritrocite, ne i u urinu bez eritrocita. Bile su u
pozitivnoj  korelaciji s  glomerularnom
filtracijom pa bi mogle posluZiti kao biomarkeri
prognoze bolesti. (68)
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O razini miRNA u PBMC govori samo jedna
studija. Identificirano je 37 miRNA koje su bile
razli¢ito eksprimirane u PBMC pacijenata s IgA
nefropatijom u usporedbi sa zdravim
kontrolama. Najvise je proucavana miR-148b
koja djeluje na gene za enzime koji sudjeluju u
galaktozaciji IgA. Navedena miRNA pokazuje
negativnu korelaciju s C1GALT1. Sama miR-
148b je prekomjerno eksprimirana te djeluje
supresivno na spomenuti enzim. Pored toga
dokazano je da izrazito povisena miR-148b
dolazi u direktnu povezanost s razinama
galaktoza-deficijentne IgAl. Zbog svega
nevedenog konkretna bi miRNA molekula
mogla posluziti kao farmakoloska meta u
lije¢enju IgA nefropatije. (60)
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Hu i suradnici te Bao i suradnici utvrdili su
da razina ekspresije miR-223 i miR-374 u B-
limfocitima i cikulirajuéim endotelnim
stanicama koreliraju s histoloSkom slikom IgA
nefropatije. Stoga bi navedene miRNA mogle
posluziti kao adekvatni biomarkeri u distinkciji
izmedu bolesnika s IgA nefropatijom i zdravih
kontrola. (69,70)

Pojedine miRNA izolirane u prethodno
navedenim studijama povezane su s klini¢kim i
patohistoloskim  pokazateljima  bubrezne
funkcije koji se trenutno koriste u kinickoj
praksi. Navedeno je prikazano u tablici 7.
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Tablica 7. Povezanost pojedinih miRNA s razlicitim klinickim i patohistoloskim markerima IgA
nefropatije. Modificirano prema Selvaskandan i sur. (57)

tkivo iz kojeg je izolirana miRNA povezanost s klinickim ili patohistoloskim parametrom
tkivo bubrega miR-21 povezanost s intersticijskom/glomerularnom fibrozom
miR-141 obrnuta korelacija s vimentinom
miR-146a negativna korelacija s glomerularnom filtracijom

pozitivna korelacija s proteinurijom
miR-155 negativna korelacija s glomerularnom filtracijom
pozitivna korelacija s proteinurijom
povezanost s tubularnom intersticijskom fibrozom
miR-192 povezanost s intersticijskom/glomerularnom fibrozom
miR-200c pozitivna korelacija s proteinurijom
korelacija s E-kadherinom
miR-205 pozitivna korelacija s proteinurijom
povezanost s tubularnom intersticijskom fibrozom

sediment urina miR-15 pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom
negativna korelacija s proteinurijom

miR-17 pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom
miR-21 pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom
miR-29b pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom

pozitivna korelacija s proteinurijom

miR-29c¢ pozitivna korelacija s proteinurijom
miR-93 povezanost s intersticijskom/glomerularnom fibrozom
miR-146a pozitivna korelacija s proteinurijom

povezanost s urinarnim IL-1B, IL-6 i TNF-a
miR-155 pozitivna korelacija s proteinurijom
pozitivna korelacija s proteinurijom
povezanost s urinarnim IL-1B i TNF-a
miR-192 pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom
negativna korelacija s proteinurijom

miR-200a pozitivna korelacija s proteinurijom
miR-200b pozitivna korelacija s proteinurijom
miR-216a pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom

negativna korelacija s proteinurijom
miR-217 pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom

negativna povezanost s tubularnom intersticijskom fibrozom
miR-377 povezanost s tubularnom intersticijskom fibrozom
miR-429 pozitivna korelacija s glomerularnom filtracijom

pozitivna korelacija s proteinurijom

negativna povezanost s intersticijskom/glomerularnom

fibrozom
B limfociti miR-374b pozitivna korelacija s proteinurijom
glomerularne endotelne stanice miR-233 pozitivna korelacija s proteinurijom
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lako dosada opisani podaci predstavljaju
prvi korak u razvoju neinvazivnih dijagnostickih
testova za IgA nefropatiju, joS uvijek nisu
dostatno istraZzeni i validirani. Potrebna su
istrazivanja na ve¢im uzorcima i raznovrsnijim
tehnikama prije nego mMIiRNA udu u
svakodnevnu klini¢ku praksu.

4.3. POLICISTICNA BUBREZNA BOLEST
MiRNA su vazne u razvoju brojnih organa
pa tako i bubrega. Kao $to je ranije navedeno
razvoj bubrega obuhvada interakcije izmedu
dviju vainih struktura, metanefrogenog
mezenhima i mokracovodnog pupoljka. (37)

Patogeneza nekih oblika polisiti¢nih

bolesti bubrega moZe se  objasniti
abnormalnim razvojem bubrega. Pokazalo se
da miRNA imaju ulogu u razvoju bubrega, a
njihov nedostatak ili inhibicija mogu dovesti do
prestanka grananja mokracovodnog pupoljka
ili diferencijacije metanefrogenog mezoderma
Sto moZe rezultirati bubreznom agenezom il
displazijom bubrega. Inhibicia miRNA u
kasnijim fazama razvoja bubrega rezultirat ée
formiranjem brojnih tubularnih i glomerularnih
cista. (37)
Dokazi dobiveni na studijama na glodavcima i
uzorcima dobivenim od pacijenata s razlicitim
oblicima policisticne bolesti bubrega ukazuju
na ulogu pojedinih miRNA u patogenezi
policisticnih bolesti bubrega. (37)

MiR-17. Ova obitelj sastoji se od tri
klastera locirana na kromosomima 13, 17 i X.
Klaster miR-17~92 lociran na kromosomu 13
visoko je eksprimiran u embrionalnim
stanicama brojnih organa ukljucujudi i bubreg.
Mikrodelecija na kromosomu 13q koja zahvada
navedenu miRNA skupinu dovodi do Feingold
sindroma obiljeZenog cijelim  spektrom
razvojnih poremecaja od kojih su najznacajniji
dismorfija, mentalna retardacija, skeletne i
gastrointestinalne malformacije, a moguce su
bubreine i sréane malformacije. (71) Pored
toga, klaster miR-17~92 ima dokazanu
onkogenu aktivnost te je visokoreguliran u
brojim  humanim  malignim  bolestima,
uklju€ujuci karcinom bubrega, prostate, dojke,
kolona, Zeluca i gusterace te B-stanicni limfom.
Za razvoj karcinoma osobito je vaina
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povezanost s c-myc onkogenom pri ¢emu je
miR-17~92 neophodna za inhibiciju apoptoze
c-myc pozitivnih stanica, a c-myc djeluje kao
izravni aktivator transkripcije miR-17~92.
Najznacajniji onkogeni potencijal pokazale su
miR-19a i miR-19b. (72) Prekomjerna
ekspresija miR-17~92 klastera u bubregu
dovodi do formiranja cista. Jedan od
mehanizama kako miR-17~92 potice rast cista
je promocija proliferacije epitelnih stanica koje
oblazu ciste. U miSeva s prekomjerno
eksprimiranim miR-17~92 ciste su se razvijale
na isti nacin kao i u Pkd1 knockout miseva, ali
je brzina rasta bila razlicita. Navedeno upuduje
da je miR-17~92 vaZnija u rastu nego u
inicijaciji cista Sto znaci da postoje drugi
mehanizmi kljuc¢ni u iniciranju razvoja cista.
(73) Na misevima je dokazano da prekomjerna
ekspresija miR-17~92 klastera dovodi do
blokiranja ekspresije gena vaznih u razvoju
razlicitih  policisticnih  bolesti  bubrega,
prvenstveno Pkd1, Pkd2, Pkhd1 i Hnf-18, tako
da se veze za specificno vezno mjesto i
modificira njihovu posttranslacijsku
modifikaciju. Pkhd1 ne sadrzi vezno mjesto za
miR-17~92, ali u promotoru postoji vezno
mjesto za Hnf-16 gen koji u normalnim
okolnostima direktno stimulira aktivnost Pkhd1
gena. U situaciji prekomjerne ekspresije miR-
17~92 ovaj signalni put je suprimiran. Za
represiju Pkd1 i Pkd2 najvaznija je miR-17, a za
represiju Hnf-18 klju¢na je miR-25 . Na misjim
modelima pokazalo se da miR-17~92 doista je
visoko eksprimiran u policisticnim bubreznim
bolestima $to ponovno moZe biti posljedica
djelovanja c-myc  onkogena. Delecija
navedenog klastera u miSeva dovela je do
smanjenja cisticnog fenotipa, poboljsanja
bubrezne funkcije i prolongacije prezivljenja.
(73) Takoder mutacija veznog mjesta za
klastersku skupinu na pojedinim genima dovela
je do ukidanja miRNA represije na navedene
gene. Medutim, utjecaj mutacije klasterskog
gena u Pkdl pozitivnom bubregu nije jos
dokazan, iako bi u teoriji inhibicija miR-17~92
dovela do povisenja razine navedenog gena i
usporavanja policisticne bolesti. Zaklju¢no
mozemo rec¢i da miR-17~92 skupina sudjeluje u
razvoju cista direktno, poticanjem stanicne
proliferacije, i indirektno, modifikacijom gena
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koji imaju klju¢nu ulogu u razvoju policisti¢nih
bolesti bubrega. (37)

MIiR-200. Ova obitelj miRNA sastoji se od
5 ¢lanova podijeljenih u dva klastera. Klaster
miR-200b~miR-429 lociran je na kromosomu 1,
a klaster miR-200c i miR-141 lociran je na
kromosomu 12. Brojne dCinjenice govore o
vaznosti ove obitelji u razvoju bubreznih
tubula, ali i u patogenezi cista. Prvo, ekspresija
miR-200 obitelji je visoka u zdravim bubrezima,
a znatno sniZena u oSteéenim bubrezima.
Drugo, knockout Dicera, enzima vainog u
biogenezi miRNA, dovodi do snizenja ekspresije
svih 5 ¢lanova porodice miR-200 i formiranja
tubularnih cista. Trec¢e, knockdown miR-200 u
kulturama bubreznih epitelnih stanica inhibira
tubulogenezu i producira cistama nalik tvorbe.
Nadalje, za miR-200 dokazano je da regulira
ekspresiju Pkdl gena tako da se veze za
specifi¢no mjesto na navedenom genu i blokira
njegovu translaciju. Zbog toga je u prethodno
navedenim situacijama inaktivacije Dicera ili
samog miR-200 gena ekspresija Pkdl gena
pojacana. (74) | posljednje, transkripcija miR-
200 regulirana je od strane Hnf-18 gena, a
delecija navedenog gena dovodi do smanjene
ekspresije miR-200 S$to wuzrokuje nastanak
bubreznih cista. MoZemo zakljuciti da postoji
poveznica policisticnih bubrega s tri vec
navedena gena, Pkd1, Pkhd1 i miR-200, a sva tri
gena direktno regulira Hnf-16. (75) Mehanizam
putem kojeg miR-200 obitelj dovodi do razvoja

cista ukljucuje ve¢ ranije navedenu epitelno-
mezenhimalnu transformaciju. (37)

MiR-21. MiR-21 lociran je na kromosomu
17 gdje se preklapa s protein kodiraju¢im
genom nazvanim Vnp-1 (engl. Vacuole
membrane protein 1). Bez obzira na to, njegova
regulacija je neovisna o navedenom genu. MiR-
21 nije pretjerano vazna u razvoju pojedinih
organa, ali je vazna u promociji proliferacije i
inhibiciji apoptoze u procesu regeneracije
nakon oStec¢enja organa. MiR-21 je znacajno
amplificirana u pojedinim formama karcinoma
zbog toga Sto blokira pojedine tumor
supresorske gene. (76) Kao Sto je ranije
opisano miR-21 vazna je i u bubreZnoj fibrozi.
Karcinomi, fibroza i cisticne promjene mogu
imati neke zajednicke karakteristike pa nije
iznenadujuée da miR-21 ima ulogu i u cisti¢nim
promjenama bubrega. MiR-21 je pojacano
regulirana u pojedinim misjim modelima
policisticne bubrezne bolesti i u kulturama
stanica dobivenim od bolesnika s autosomno
dominantnom  policistithom  bubreznom
boles¢u. Dokazano je da inhibicija ekspresije
miR-21 usporava rast cista na modelima miseva
s policisticnim bubrezima. Kao kod karcinoma,
miR-21 potice rast cista inhibicijom apoptoze i
promoviranjem preZivljenja epitelnih stanica.
Potencijalni molekularni mehanizam putem
kojeg miR-21 potice rast cista mogao bi biti
putem direktne inhibicije proapoptotske
tumorsupresorske PDCD4. PDCD4 knockout
miSevi spontano razvijaju cisticne promjene.
(37)

Tablica 8. U tablici su prikazane miRNA koje su pojac¢ano, odnosno snizeno eksprimirane u policisti¢noj
bubreznoj bolesti. Modificirano prema Patel i sur. (37)

pojacano eksprimirani

snizeno eksprimirani

miR-17
miR-21
miR-214
miR-185
miR-146b
miR-503
miR-34a
miR-10

Potencijalna terapeutska uloga miRNA u
policisticnoj bolesti bubrega. Razumijevanje
uloge mIiRNA u patogenezi policisticne
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miR-200
miR-204
miR-488

bubrezne bolesti dovelo je do razvoja
terapijskog pristupa temeljenog na miRNA. Ovi
pristupi  ukljuéuju  uporabu  sintetickih
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oligonukleotida nazvanih antimiR i miRNA
imitacija. AntimiRom posredovana inhibicija
miR-17 i miR-21 mogla bi biti odgovarajudi
terapijski pristup u usporavanju razvoja cista.

antimiRa s drugim lijekovima poput tolvaptana
zbog moguceg sinergistickog djelovanja.
Osnovni nedostatak antimiRa je njihova
ograni¢ena distribucija u ostecene, cisti¢ne i

Druga je mogucénost istodobna uporaba fibrozom promijenjene bubrege. (37)

miR-17~92

regulira koli¢inu Pkd1 i Pkd2

potice proliferaciju
epitelnih stanica cista

inhibira epitelno
mezenhimalnu tranziciju

poti¢e bubreZznu fibrozu
nakon ozljede

miR-200
regulira koli¢inu Pkd1

miR-21 |

suprimira apoptozu
epitelnih stanica cista

Slika 10. Potencijalni mehanizmi putem kojih pojedine miRNA djeluju na razvoj cista. Modificirano
prema Patel i sur. (37)
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5. MIKRO RNA U KARDIOVASKULARNIM
KOMPLIKACIJAMA KBB

Brojne studije govore o utjecaju miRNA na
razvoj razliCitih  sréanih  bolesti  poput
ishemijske bolesti srca i kongestivnog sréanog
zatajenja. Kao $to je veé ranije navedeno, u
bolesnika s KBB razvijaju se razlicite
kardiovaskularne  komplikacije te one
predstavljaju vodeci uzrok smrti u takvih
bolesnika. Bez obzira na poznatu povezanost
bubreznih i kardiovaskularnih bolesti, sama
patogeneza i Cimbenici koji posreduju
navedenu povezanost jos su uvijek nedostatno
razjasnjeni. Stoga razvijanje potencijalnih
biomarkera koji bi predvidjeli razvoj navedenih
komplikacija u KBB, njihov tijek, prognozu kao i
terapijski uspjeh predstavlja izazov danasnje
medicine. lzdvaja se nekoliko studija koje bi
govorile u prilog navedenom. (77,78)

Klimczak i suradnici proucavali su
povezanost izmedu serumske ekspresije
miRNA i kontrole krvnog tlaka u bolesnika s
KBB, a posebno je istaknuta uloga miR-155-5p.
U prijasnjim studijama dokazana je uloga
navedene miRNA u razvoju KBB, to jest, miR-
155 pojacano je eksprimirana u bolesnika s
KBB. U ovoj studiji autori su dokazali da je
navedena miRNA jace eksprimirana u bolesnika
s KBB koji imaju hipertenzivne vrijednosti
krvnog tlaka, a posebna povezanost se
pokazala izmedu te miRNA i noéne hipertenzije
u bubreznih bolesnika, odnosno, u takvih
bolesnika miR-155-5p je bila jo$ znacajnije
povisena. Kao potencijalni mehanizam
djelovanja na krvi tlak istaknuta je uloga miRNA
kao translacijskog inhibitora angiotenzinskih
receptora tipa 1. Dakle, miR-155-5p predstavlja
poveznicu izmedu KBB i no¢ne hipertenzije te
kao takva moZe posluziti kao potencijalni
biomarker i terapeutska meta, osobito kad se
uzme u obzir ¢injenica da bolesnici s noénom
hipertenzijom nemaju dobar odgovor na
klasi¢nu antihipertenzivnu terapiju. (79)

Wen i suradnici istrazivali su ulogu miR-
hemodijalizi. Cirkulirajuce razine te miRNA bile
su sniZzene u bolesnika na hemodijalizi. Kako
navedena miRNA ima znadajnu ulogu u
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hipertrofiji srca, tocnije receno, njezin
nedostatak pogoduje razvoju hipertrofije
miokarda, usporedena je njezina serumska
razina u bolesnika s ljevostranom hipertrofijom
srca koji su na hemodijalizi, bolesnika na
hemodijalizi bez hipertrofi¢nih promjena srca i
zdravih kontrola. Dokazana je poveznica
izmedu sniZene razine miR-133a u bolesnika na
hemodijalizi i razvoja hipertrofije lijeve klijetke.
Studija upuéuje na to da bi navedena miRNA
mogla posluZiti kao alternativni biomarker
hipertrofi¢nih promjena srca u bolesnika na
hemodijalizi. (80)

MiR-21 je prikazana kao jedna od vodecih
miRNA u razvoju bubrezne fibroze. Isto tako,
istaknuta je njezina uloga u patologiji drugih
organa, prvenstveno srca. (78, 81, 82) Vec
ranije navedeni kardiorenalni sindrom tip 4 je
stanje u kojem KBB pridonosi patoloskim
promjenama u srcu, ukljucujuéi i hipertrofiju
lijevog ventrikula, dijastolicku disfunkciju te
kardiovaskularnim incidentima. Chuppa i
suradnici proucavali su ulogu navedene miRNA
u razvoju kardiorenalnog sindroma tipa 4. U
misSjem modelu ta miRNA bila je pojacano
eksprimirana sto je bilo povezano s tla¢nim i
volumnim optere¢enjem srca te razvojem
hipertrofije lijevog ventrikula i u konacnici
zatajenja srca. Takoder, pokazalo se da je
knockdown miR-21  gena prevenirao
hipertrofi¢no remodeliranje srca. Smatra se da
su potencijalni mehanizmi kojima miR-21
dovodi do remodeliranja i disfunkcije miokarda
slicni onima u razvoju bubreine fibroze, a
posebno je istaknuta supresija PPARa. (77)

Taibi i suradnici proucavali su ekspresiju 6
miRNA (miR-126, miR-143, miR-145, miR-221,
miR-222 i miR-223) u aorti miseva s ciljem
utvrdivanja razlika izmedu KBB modela i
zdravih  kontrola. Cilj je bio otkrivanje
dijagnostickih i prognostickih biomarkera
ateroskleroze u KBB. Obje miRNA specifi¢ne za
glatkomisi¢ne vaskularne stanice (miR-143 i
miR-145) pokazale su snizenu ekspresiju u svim
stadijima ateroskleroze, neovisno je li bila rije¢
o KBB modelu ili o aterosklerozi u miseva bez
bubreznih ostedenja. Razina njihovog ciljnog
proteina miokardina bila je snizena.
Inflamatorna miR-223 bila je povisena u
uznapredovalim stadijima KBB, u sklopu kojih
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se razvila aterosklerotska bolest aorte. Razina
miR-126, koja je uobicajeno podrijetla iz
endotela, bila je povisena. Nakon uporabe
lijeka svelamera doslo je do parcijalne korekcije
navedenih promjena miRNA Sto ukazuje na
¢injenicu da postoji direktna veza izmedu
izmijenjenih  razina miRNA i uremijske
vaskularne toksi¢nosti. Zakljuéno mozemo reci
da navedene miRNA imaju znacajnu ulogu u
vaskularnoj remodelaciji u bolesnika s KBB te
bi, stoga, mogle posluzZiti kao ciljne mete
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prevencije i lijeCenja  kardiovaskularnih

komplikacija KBB. (83)

Razumijevanje uloge miRNA u razvoju
komplikacija KBB, prvenstveno
kardiovaskularnih komplikacija, od velikog je
znaaja u prognostickom i terapeutskom
pogledu za navedene pacijente. Medutim mali
broj studija i velika koli¢ina nepoznatih
¢injenica upuéuju na to da su potrebna dodatna
istrazivanja prije bilo kakve klinicke uporabe
miRNA u kardiorenalnih bolesnika.



Zakljucéak

6. ZAKLJUCAK

KBB poprima pandemijske razmjere danas
u svijetu te predstavlja znacajan globalni
javnozdravstveni problem. Unato¢ poznatim
raznovrsnim etioloSkim faktorima, brojni
patofizioloski metabolic¢ki putevi u razvoju i
progresiji KBB ostaju nerazjasnjeni. Potpuno je
razumljivo se da stupanj nasljedivanja KBB ne
moZe u potpunosti objasniti na razini DNA.
Takoder za utjecaj okolisnih ¢imbenika ne
mozemo reéi da djeluje u potpunosti
samostalno. Postaje sve jasnije da epigenetika
ima klju¢nu ulogu kako u razvoju i fiziologiji
zdravog bubrega, tako i u patogenetskim
procesima. Pored toga, dijagnosticki postupak
je efikasan, ali c¢esto bez moguénosti
izbjegavanje invazivnih pretraga, a terapija je
prihvatljiva, no daleko od mogucnosti
potpunog zaustavljanja svake progresije KBB. U
tom kontekstu ponovno vidimo znacaj
epigenetike. Neophodan je razvoj neinvazivnih
biomarkera koji bi s visokom osjetljivoséu i
specificnoséu detektirali bolest te predvidali
prognozu i pratili terapijski uspjeh. Nadalje,
radi i se na razvoju novih lijekova temeljenih na
upravo spomenutim epigenetskim procesima
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koji bi bili jednostavni za primjenu, prihvatljivi
za pacijenta i s malim brojem nuspojava. U
ovom radu su od razlicitih epigenetskih
mogucénosti istaknute miRNA molekule. One
predstavljaju sve Sto je upravo navedeno.
Posrednik su izmedu DNA i njihovog konac¢nog
produkta, a mogu biti i znacajna karika u
utjecaju okolisnih ¢imbenika na razvoj bolesti.
U studijama su se pokazale kao primjereni alat
za uporabu u svakodnevnoj klini¢koj praksi te
mogu posluzZiti kao adekvatni biomarkeri u
serumu, urinu i uzorku tkiva dobivenom
biopsijom, ali i kao ucinkovito terapeutsko
sredstvo. AntimiRi i miRNA imitacije dokazano
su u brojnim studijama usporile, ¢ak i potpuno
prekinule progresiju agresivnih bubreznih
bolesti u Zivotinjskim modelima.

Zakljuéno mozemo reéi da bi, zbog
neupitnog porasta incidencije i zdravstvenog
znacCaja KBB, medicina trebala razviti nove
mogucénosti prevencije, dijagnostike i lijecenja
iste. Stoga bi se u buducnosti istrazivanja
trebala usmijeriti na epigenetske procese s
ciliem boljeg razumijevanja patofizioloskih
procesa u bubregu te razvoja Sirokog spektra
mogucénosti njezine primjene u svakodnevnoj
klinickoj praksi.
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