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POPIS OZNAKA | KRATICA

APH — asimptomatska proteinurija i/ili eritrociturija
AS — Alportov sindrom

AUROC - analiza povrsine ispod krivulje odnosa specifi€nosti i osjetljivosti
klasifikatora (eng. area under the receiver operating characteristic curve)

BM — bazalna membrana

C — medijan

Cl — interval pouzdanosti

COL4A1 — a1 lanac kolagena IV

COL4A2 — a2 lanac kolagena IV

COL4A3 - a3 lanac kolagena IV

COL4A4 — o4 lanac kolagena IV

COL4A5 — a5 lanac kolagena IV

DM — Secerna bolest (lat. diabetes mellitus)
dU — dnevni urin

eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije po CKD-EPI formuli (eng.
estimated glomerular filtration rate)

EM — elektronska mikroskopija

ESKD - zavrsni stadij zatajenja bubrega (eng. end stage kidney disease)
FSGS - fokalna segmentalna glomeruloskleroza

GBM - glomerularna bazalna membrana

GBM-max — maksimalna vrijednost debljine glomerularne bazalne membrane
GBM-min — minimalna vrijednost debljine glomerularne bazalne membrane
GBM-SD - standardna devijacija debljine glomerularnih bazalnih membrana
GBM- X — srednja vrijednost debljine glomerularne bazalne membrane

Gly — aminokiselina glicin

IFTA — intersticijska fibroza i tubularna atrofija

IKR — interkvartilni raspon (25.-75. percentila)

KB — klinicka bolnica



KBB — kroni¢na bubrezna bolest

KNS — kroni¢ni nefriticki sindrom

N — broj bolesnika

NCI — karboksiterminalna nekolagena domena

NGS — metoda sekvenciranja druge generacije (eng. next generation sequencing)
NS — nefrotski sindrom

PAS — histokemijsko bojenje perjodnom kiselinom i Schiff-ovim reagensom

PCR — protein / kreatinin omjer (eng. protein creatinine ratio)

PHD — patohistoloSka dijagnoza

SD - standardna devijacija

SPKT —istovremena (simultana) transplantacija gusterace i bubrega (eng.
simultaneous pancreas-kidney transplantation)

TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana (eng. thin basement
membrane nephropathy)

TBS - tris puferirana fizioloSka otopina
TKM — trikromno histokemijsko bojenje po Masson-u
SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

X — srednja vrijednost



Senjug, P (2021.) ObiljeZja glomerularne bazalne membrane u Alportovom sindromu i nefropatiji tankih bazalnih
membrana
1

1 UVOD

1.1 Kolagen tipa IV

Bazalne membrane (BM) su slozene strukture sastavljene od nekoliko glavnih i
sporednih sastojaka. Kolagen tipa IV je ubikvitarni protein u BM-u i Cini njihovu glavnu
kolagenu komponentu. Molekule kolagena tipa IV, koje izluCuju endotelne i epitelne
stanice, udruzuju se u poligonalne mreZe koje se povezuju s lamininskim mrezama te
entaktinom, proteoglikanom heparan-sulfatom i drugim glikoproteinima koji formiraju
BM-u. Kolagen tipa IV olakSava pri¢vrs€ivanje stanica na BM-u pomocu interakcija s
a1B1 i a2B1 integrinskim receptorima.' Istrazivanja su pokazala da bi a381 mogao biti
glavni receptor ukljuen u vezanje glomerularnih epitelnih stanica na a3 izoformu
kolagena tipa IV koji je osobito izrazen u glomerularnim bazalnim membranama
(GBM).? lako kolagena tipa IV normalno nema u intersticijskim podruc¢jima bubrega,
njegova ektopi¢na ekspresija uobiCajena je karakteristika intersticijske fibroze (slika
1).3

Slika 1. Ekspresija a1 lanaca kolagena tipa IV u podrucju intersticijske fibroze i tubularne

atrofije tkiva bubrega (strelice). Imunohistokemijsko bojenje na COL4A1, originalno povecanje 200 x.

Svaka molekula kolagena tipa IV je trimer koji se sastoji od tri a lanca. Pronadeno
je Sest genski razliCitih lanaca kolagena tipa IV te su klonirani i sekvencirani geni koji

kodiraju te lance. lako je niz aminokiselina svakog lanca jedinstven, lanci dijele
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osnovne strukturne znacCajke i pokazuju opseznu homologiju sekvenci. Glavne

strukturne znacCajke lanaca kolagena tipa IV ukljuCuju (slika 2):

1. veliku kolagenu domenu od oko 1400 ostataka koja sadrZi ponavljajuce
triplete sekvenci glicin (Gly)-X-Y, gdje X i Y predstavljaju razne druge
aminokiseline,
karboksiterminalnu nekolagenu domenu od oko 230 ostataka,

nekolagenu aminoterminalnu sekvencu od 15 do 20 ostataka.*

Lanci kolagena tipa IV Protomere
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Slika 2. Struktura kolageni tipa IV (preuzeto i prilagodeno iz Hudson BG i sur., N Engl J Med
2003;348:2543).5

Mnogobrojni prekidi (oko 20) kolagenih triplet sekvenci prisutni su u glavnoj
kolagenskoj domeni, dok svaka nekolagenska karboksiterminalna domena sadrzi 12
potpuno o€uvanih cisteinskih ostataka koji sudjeluju u unutarlan¢anim i medulan¢anim

disulfidnim vezama.3

Lanci kolagena tipa IV formiraju trimere pomocu veza izmedu njihovih karboksi
terminalnih nekolagenih (NCI) domena, nakon ¢ega slijedi uvijanje kolagenih domena
u trostruke spirale. Promjenijivi ostaci u NCl domenama mogu posredovati specificnost
asocijacije lanaca, kao $to su a1/a2 ili a3/a4 interakcije. Trostruke zavojnice kolagena
tipa IV tvore mreze kroz nekoliko vrsta intermolekularnih interakcija koje uklju€uju:
krajnje veze izmedu karboksiterminalnih domena dviju trostrukih zavojnica kolagena
tipa IV, kovalentne interakcije izmedu Cetiri trostruke zavojnice na njihovim
aminoterminalnim krajevima i bo€ne veze izmedu trostrukih zavojnica preko vezanja
karboksterminalnin domena na mjesta duz kolagene regije trostrukih zavojnica.®’

Disulfidne veze izmedu cisteinskih ostataka klju¢ne su za interakcije izmedu NCI
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domena. Opisane razliCite veze (slika 3) izmedu molekula kolagena tipa IV Cine sklop
koji sluZi kao osnova za odlaganje drugih glikoproteina matriksa te za vezanje

stanica.3810

Slika 3. Intermolekularne interakcije kolagena tipa IV (preuzeto i prilagodeno iz Hudson BG i
sur., N Engl J Med 2003;348:2543).5

1.2 Alportov sindrom

Alportov sindrom (AS) je genski heterogen, strukturni poremeéa; GBM-a.
Gensku pozadinu poremecaja €ine mutacije gena koji kodiraju izoforme kolagena tipa
IV.1.12 Kao $to je prethodno opisano, poput svih drugih podtipova kolagena, kolagen
tipa IV je trimer koji nastaje kombinacijom tri od mogucih Sest alfa lanaca (a1 - a6).
Geni COL4A1 i COL4A2 nalaze se na trinaestom kromosomu 13q34, geni COL4A3 i
COL4A4 na drugom kromosomu 2q36-q37, a geni COL4A5 i COL4A6 na X
kromosomu Xqg22-23. Svih Sest gena kodirano je s priblizno 50 egzona i 1600
aminokiselina, te sadrze aminoterminalnu domenu, NCI te veliku kolagensku domenu
koja, izmedu ostalih elemenata, sadrzi i karakteristicne ponavljajuce sljedove Gly-X-Y
koji su prisutni i u centralnom dijelu kolagenske domene.®> lako postoji veliki broj
mogucih kombinacija sa Sest navedenih lanaca, samo tri kombinacije su prisutne u
BM-u: a1a1a2, a3a4a5, a5a5a6.
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AS je prvi opisao Arthur Cecil Alport 1927. godine.'® Devedesetih godina proslog
stolje¢a dokazano je da AS nastaje kao posljedica defekta lanaca a304a5 kolagena
tipa IV.5

Klinicki se AS prezentira kao progresivna nasljedna nefropatija koju
karakterizira progresivni hematuricki nefritis uz ultrastrukturne promjene GBM-a
(nepravilna stanjenja, zadebljanja i cjepkanja), gubitak sluha za tonove visokih
frekvencija i oftalmoloSke probleme (prednji lentikonus, makularne pjege, kornealne
endotelne vezikule, rekurentne kornealne erozije i katarakte).3'314 Bolesnici s AS-om
¢ine 1-2 % svih bolesnika na bubreznoj nadomijesnoj terapiji.’> Incidencija AS-a u
Finskoj iznosi 1:53 0006, a u juznoj Svedskoj 1:17 000.'” Prevalencija AS-a se u

zapadnim dijelovima Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava procjenjuje na 1:5 000.8

Struktura kolagena u GBM-u bolesnika s AS-om je nepravilna kao posljedica
mutacija u genima COL4A5 ili COL4A3 odnosno COL4A4.920 U 85 % slucajeva
genska osnova AS-a je mutacija X vezanog gena COL4A5 smjestenog na Xq22 regiji,
koji kodira a5 lance kolagena tipa IV.?" U ovom podtipu, muski spol ima tezu klini¢ku
sliku u odnosu na Zenski spol. Muskarci s X-vezanim AS-om koji razviju zavrsni stadij
zatajenja bubrega (ESKD) prije dobi od 30 godina uglavnom imaju pridruzenu vecinu
izvanbubreZnih manifestacija bolesti,?>2% dok oni s kasnijim razvojem ESKD-a imaju
pridruzen samo gubitak sluha.?* Gubitak sluha za spektar visokofrekventnih tonova
javlja se u 70 %, a lentikonus u 30 % oboljelih muskaraca do Cetvrtog desetljeéa Zivota
kada su zatajenje bubrega, gubitak sluha i retinopatija ve¢ zajedno prisutni.?* Gotovo
sve bolesnice (95 %) s X-vezanim AS-om imaju hematuriju te vecina naposljetku
razvije i ostale klinicke karakteristike bolesti: proteinuriju (75 %),?> ESKD (8 — 30 %),
gubitak sluha (40 %) i/ili retinopatiju (40 %).232426 Samo 15 % svih AS-a su posljedica
autosomne mutacije gena koji kodiraju a3 i/ili a4 lance kolagena tipa IV (COL4A3 ilili
COL4A4), koji se najCesce nasljeduju recesivno''20-27 U literaturi su opisani i daleko
riedi slu¢ajevi autosomno dominantnog nasljedivanja, iako je taj termin u literaturi jo$
uvijek predmet prijepora.?-3? Klini¢ke karakteristike bolesnika s autosomno recesivnim
AS-om su iste kao kod muskih ¢lanova obitelji s X-vezanim tipom bolesti.?* Na
autosomno recesivni tip nasljedivanja sumnjamo ukoliko je bolest sporadi¢na te se
pojavljuje u jednoj generaciji, ili u srodnim obiteljima, gdje su muski i Zenski ¢lanovi

obitelji zahvaceni jednakom ucestaloScu i tezinom klini¢ke slike, ukoliko otac djeteta s



Senjug, P (2021.) ObiljeZja glomerularne bazalne membrane u Alportovom sindromu i nefropatiji tankih bazalnih
membrana

5

AS-om takoder ima hematuriju, ili ukoliko zenski ¢lan obitelji ima zatajenje bubrega,
gubitak sluha ili poremecaje vida.?*33 U slu¢ajevima autosomno dominantnog AS-a, u
literaturi je opisano da tezina bubrezne bolesti i kod muskih i Zenskih ¢lanova obitelji
moze varirati od izolirane hematurije do ESKD-a, a u nekim slu€ajevima prisutan je i

gubitak sluha.28-30:34.35

Ne postoje patognomoni¢ne promjene na svjetlosnoj mikroskopiji za AS. U
ranijim fazama bolesti glomeruli najéeS¢e imaju urednu morfologiju, kao Sto je

prikazano na slici 4.

Slika 4. Glomerul uredne morfologije u bolesnika s AS-om. PAS, originalno povecanje 400 x.

Opisan je povecani udio fetalnih (nezrelih) glomerula u biopsijama bubrega djece s
AS-om (Slika 5).36:37
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Slika 5. Glomerul nezrele morfologije (strelica) u bolesnika s AS-om. PAS, originalno povec¢anje 200

X.

Cesto su prisutne diskretne promjene glomerula koje ukljuduju blago fokalno
proSirenje mezangija (na racun poveéane koli€ine mezangijskog matriksa ili
povecanog broja mezangijskih stanica). Kako bolest napreduje, pojavljuju se fokalne
segmentalne (slika 6) ili globalne glomeruloskleroze (slika 7).

Slika 6. Segmentalna perihilarna skleroza glomerula u bolesnika s AS-om (crvena strelica). TKM,

originalno povecanje 400 x.
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Slika 7. Globalna glomeruloskleroza u bolesnika s AS-om. PAS, originalno povecanje 400 x.

Cesto se, ¢ak i u ranijim fazama bolesti, mogu vidjeti eritrocitni cilindri u lumenima
tubula. Relativno Cest svjetlosno - mikroskopski nalaz u AS-u je prisutnost pjenuSavih

stanica u intersticiju bubrega (slika 8).

Slika 8. Pjenu8ave stanice (strelica) u intersticiju bubrega u bolesnika s AS-om. TKM, originalno

povecanje 400 x.

PjenuSave stanice se najceSCe nalaze u uzorcima biopsija bubrega starije djece i
odraslih kod kojih su pronadene i kroni¢ne promjene, kao $to su skleroza glomerula,

atrofija tubula i intersticijska fibroza.3%-*% Pjenu$ave stanice nisu specificne za AS jer
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se mogu naci i u drugim glomerularnim bolestima koje karakterizira dugotrajna

proteinurija.*’

U kasnijim fazama bolesti, uz pojavu fokalne segmentalne i globalne
glomeruloskleroze, posljedicno se razvijaju intersticijska fibroza i tubularna atrofija

(slika 7) te nespecificna arterioloskleroza.

Slika 9. Intersticijska fibroza i tubularna atrofija te potpuno vezivno promijenjeni glomeruli (strelice) u

bolesnika s uznapredovalim AS-om. TKM, originalno povec¢anje 100 x.

U rutinskoj imunofluorescentnoj analizi glomeruli su tipi€no negativni za
komponente komplementa i imunoglobuline. Ponekad su glomeruli nepravilno i
uglavnom slabo do 1+ pozitivni za IgM i / ili C3 komponentu komplementa, narocito u

podrucjima skleroze.

Glavna ultrastrukturna (elektronsko mikroskopska - EM) karakteristika X-
vezanog AS-a je izmjena stanjenih i zadebljanih podru¢ja GBM-a, fragmentacija i
lameliranje iste (slika 10), pojava sitnih granula unutar GBM-a te nepravilne vanjske

kontura GBM-a.3:40-44
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Slika 10. Promjene GBM-a karakteristicne za AS. Stanjenja i zadebljanja GBM te lameliranje

(strelice). Elektronska mikroskopija, originalno poveéanje 8 000 x.

U autosomnim oblicima AS-a blage ultrastrukturne promjene u vidu stanjene
GBM-a mogu nalikovati stanjenoj GBM prisutnoj u nefropatiji tankih glomerularnih

bazalnih membrana (TBMN) ili kod heterozigotnih nositelja X-vezanog AS-a.4°

U posljednja dva desetlje¢a u centru istraZivanja AS-a, ali i TBMN-a, je genotip-
fenotip korelacija. Postoje studije koje su opisale cijeli spektar kliniCkih fenotipa
mutacija gena COL4AS5 (studije genotip-fenotip korelacije za X-vezani AS). Navedene
studije potvrdile su polozaj i tip svake pojedine mutacije te opisali kako ta mutacija
odreduje klinicke karakteristike bolesti (tezinu bolesti i brzinu progresije u
ESKD).222546-4¢ Gross i suradnici su predlozili klasifikaciju fenotipa bolesnika s X-
vezanim AS-om u tri tipa: tip S (teski), tip MS (umjereni-teski) i tip M (umjereni).*6
Karakteristike tipa S (teSkog tipa) su: razvijanje ESRD-a u juvenilnoj dobi (oko 20.
godine starosti), prevalencija gubitka sluha od 80 % i abnormalnosti ociju od 40 %.
Takva klasiCna slika je uzrokovana mutacijama gena kao $to su: velike pregradnje,
prerano zaustavljanje, pomak okvira Citanja, izrezivanje donorskog mjesta (eng. donor
splice site) i mutacije u NCI domeni. U tip MS ili umjereno-teski tip spadaju bolesnici
koji razviju ESRD-e oko 26. godine starosti, a imaju i neSto niZzu ucestalost
izvanbubreznih znakova bolesti. Kod ovog tipa u podlozi su neglicinske mutacije krivog

smisla (eng. missense mutations), supstitucije glicina u egzonima 21 - 47, mutacije
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unutar okvira Citanja i akceptorske mutacije gena unutar mjesta alternativhog
izrezivanja. Tip M ili umjereni tip bolesti je povezan sa zamjenama glicina u eksonima
1-20, a karakteristike su: kasno pojavljivanje ESRD-a (poslije 30. godine Zivota),
gubitak sluha u 70 % bolesnika i lezije oka u manje od 30 % bolesnika. Bekherirnia i
suradnici su na temelju istrazivanja na kohorti americkih bolesnika sa X-vezanim AS-
om podrzali prijedlog Grossa i suradnika te zakljuCili da su najtezi fenotipovi
uzrokovani besmislenim mutacijama (eng. nonsense mutations) koje skracuju protein,
velikim i malim delecijama i mutacijama u mjestu alternativnog izrezivanja.*648 Martin
i suradnici su prvi prikazali COL4A5 G624D mutaciju u jednoj obitelji. Ova mutacija je
zapravo supstitucija glicina s aspartatom na poziciji 624, a osobe s tom mutacijom
imaju samo blagi hematuri¢ni fenotip.*® Kasnije su Baker i suradnici prikazali istu
mutaciju u drugoj obitelji, a Slajpah i suradnici su takoder prikazali 13 bolesnika iz $est
obitelji s tom mutacijom.'®47” U slovenskoj studiji jednoj obitelji je dijagnosticiran AS sa
adultnom pojavnosc¢u na temelju EM nalaza, a u pet obitelji je postavljena dijagnoza
benigne obiteljske hematurije sve dok molekularno-geneticka analiza nije odredila
dijagnozu.*” Sliéno iskustvo s dvije obitelji koje su bile nosioci iste mutacije (G624D)
prikazali su Demosthenous i suradnici.®® Zanimljivo je da postoje i druge opisane
mutacije koje su povezane s blazim oblikom bolesti.?®5" Deltas i suradnici su, u
preglednom radu o ulozi molekularne genetike u postupku dijagnosticiranja obiteljskih
hematurija, pretpostavili da postoji vise sliCnih obitelji diljlem svijeta koje nisu
identificirane, upravo zbog toga sto se za muskarce s mikrohematurijom ne posumnja
da bi njihova bolest mogla biti posljedica X-vezane mutacije COL4A5 i u skladu s time
nisu adekvatno obradeni.5? Medutim, postoje i genotip-fenotip studije koje pokazuju
tezi tijek bolesti. Becknell i suradnici su na jednoj velikoj ameri¢koj obitelji s F222C
COL4A5 mutacijom pokazali primjer bolesti gdje se kod muskih bolesnika terminalno
zatajenje bubrega pojavilo u dobi od 10 do 22 godine.> Zaklju¢ak je da velike delecije
i reorganizacije gena, besmislene mutacije i mutacije krivog smisla prema
karboksilnom kraju kolagenih lanaca za posljedicu imaju teZi klinicki tijek bolesti. Isto
tako, neke zamjene aminokiselina (Arg, Glu, Asp) sa Gly-om u Gly-X-Y ponavljajuéoj

kolagenoj regiji su $tetnije od drugih.%*

Kao Sto je ranije spomenuto, na autosomno recesivno nasljedivanje AS-a se

pomislja kod bolesnika sa sporadi€énom bolesti koja se pojavljuje u jednoj generaciji ili
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kod konsagviniteta u obitelji, kod obitelji u kojima su muskarci i Zene zahvaceni s
jednakom ucestaloscu i teZzinom bolesti, kod obitelji gdje otac djeteta s AS-om takoder
ima hematuriju ili gdje Zenska osoba ima zatajenje bubrega, osteCenje sluha ili
anomalije ociju. Opisano je manje mutacija koje uzrokuju autosomno recesivni AS od
onih koje uzrokuju X-vezani AS. Takoder, u usporedbi sa X-vezanim AS-om, puno se

manje zna o genotip-fenotip korelaciji u ovih bolesnika.?455

Glede autosomno dominantnog nasljedivanja AS-a, u literaturi se navodi da je
ono vrlo rijetko i nastaje kao posljedica mutacije COL4A3 ili COL4A4.28-30.34.35 Sgvige
i suradnici®* navode da je prihvatljivije, ukoliko je identificirana samo jedna mutacija,
pretpostaviti da postoji i druga mutacija, ali da nije detektirana, Sto odgovara
autosomno recesivnom nacinu nasljedivanja, nego da se identificiranje samo jedne
mutacije shvati kao iznimno rijetko autosomno dominantno nasljedivanje. Medutim,
Fallerini i suradnici®®, temeljem vlastitog rada metodom sekvenciranja druge
generacije (eng. next generation sequencing - NGS) doSsli su do zakljuCka da se
autosomno dominantni tip nasljedivanja treba ozbiljno razmotriti ukoliko se radi o
pojedincima iz obitelji u kojoj je svaka generacija zahvacena boleS¢u. Moriniere i
suradnici®” su zamijetili u vlastitom istraZivanju mogu¢ autosomno dominantni obrazac
nasljedivanja u 18,9 % sluCajeva na kohorti obitelji, potvrdujuci tvrdnje Fallerinija i
suradnika®® da autosomno dominantno nasljedivanje u AS-u ima znacajan udio u
sluCajevima obiteljske zahvacenosti. Nomenklatura pojedinaca koji su nosioci
COL4A3 ili COL4A4 mutacije kao i autosomnih gena nije razrijeSena te je predmet
rasprave struCnjaka. U nekoliko istrazivanja uoCena je korelacija TBMN-a s
heterozigotnim COL4A3 ili COL4A4 mutacijama i benignom obiteljskom
hematurijom.123458-67  Rezultati istrazivanja su pokazali da nisu svi slucajevi
heterozigotnih nosioca COL4A3 ili COL4A4 mutacija imali benigni tijek bolesti, ve¢ su
pojedinci imali progresivni tijek s hematurijom, hipertenzijom i ESKD-om.3468-75
Rezultati tih istrazivanja su pokazali da ¢e se kod odredenog broja bolesnika razviti
proteinurija i fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) s progresijom u
ESKD.”6-8' Takvi rezultati dovode u pitanje naziv autosomno dominantnog AS-a. Dio
stru€njaka odbacuje termin autosomno dominantnog AS-a i zalazu se za upotrebu
TBMN-a kao valjanog termina.?'82 Argumenti za koristenje TBMN-a kao valjanog

termina su: 1. Cinjenica da vecina bolesnika iz te skupine nema gubitak sluha,
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oftalmoloSke promjene ili lameliranje GBM-a; 2. vjerojatnost progresije u ESKD je
niska; 3. postavljanje dijagnoze AS-a vjerojatno bi imalo nepotreban negativan
psiholoski utjecaj na bolesnika zbog svih komplikacija koje se opisuju uz AS, a u
vecine ovih bolesnika ¢e bubrezna funkcija ostati normalna.?#828 Druga grupa
struCnjaka zagovara klasificiranje heterozigotnin COL4A3 ili COL4A4 mutacija kao
autosomni AS s ciliem redefiniranja termina TBMN-a, smatrajuéi kako je prisutnost
tankih membrana samo patoloSka promjena prisutna kod nekih bolesnika sa X-
vezanim AS-om, autosomno recesivnim AS-om i heterozigotnim COL4A3 ili COL4A4
mutacijama.®? Savige i suradnici su u svojim smjernicama odbacili termin autosomno
dominantnog AS-a te se priklonili terminu TBMN-a, iako prepoznaju nedostatke

ovakve terminologije.??

1.3 Nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana

TBMN je najCeSc¢i uzrok perzistentne hematurije u djece i odraslih, a zajedno s
AS-om i IgA nefropatijom ¢ini veéinu svih uzroka perzistentne hematurije.24-8 lako se
TBMN doima kao jednostavan entitet, u literaturi postoje nedosljednosti glede
imenovanja poremecaja, opisivanih klini¢kih karakteristika, etiologije i ishoda. Obi¢no
TBMN predstavlja nositelje za autosomno recesivni AS. Glavna karakteristika TBMN-
a je perzistentna mikroskopska hematurija®®848789 s povremeno pridruzenom
proteinurijom.86.90-93 Najcesc¢i nalaz na svjetlosnoj mikroskopiji je normalni izgled

glomerularna. Na EM-u je vidljiva difuzno tanka GBM (Slika 11).%4
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Slika 11. Tanka GBM. Elektronska mikroskopija, originalno povecanje 8 000 x.

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) preporucuje grani¢nu vrijednost za
TBMN od 250 nm za odrasle i 180 nm za djecu do 11. godine zivota neovisno o
spolu.®® Mogucénost superpozicije drugih poremeéaja na TBMN takoder pridonosi
kompleksnosti u diferencijalnoj dijagnozi izmedu ranog AS-a i TBMN-a.”? Ovakav

scenarij je, naravno, ocekivan jer je prevalencija TBMN-a u op¢oj populaciji 1 %.

Lemmink i suradnici su prvi opisali COL4A4 mutaciju u bolesnika s TBMN-om. 2
Nakon njihovog istrazivanja, uslijedio je cijeli niz istraZivanja koja su ukazala na
postojanje korelacije izmedu TBMN-a i heterozigotnih mutacija COL4A3ili COL4A4 s
benignom obiteljskom hematurijom.23458-67 Posebno su zanimljiva istraZivanja koja
pokazuju da nemaju svi heterozigotni nosioci mutacije COL4A3 ili COL4A4 benigni
tijek bolesti nego neki mogu imati progresiju bolesti s proteinurijom, hipertenzijom i
razvojem ESKD-a.3*%%72 Neka od prethodno navedenih istraZivanja su ukazala na
moguénost udruzenosti TBMN-a i glomerulonefritisa, $to pridonosi kompleksnosti
TBMN-a.8 Voskarides i suradnici su 2007. godine zakljudili da odredene COL4A3 ili
COL4A4 mutacije bolesnicima daju predispoziciju za razvoj FSGS-a ili da je TBMN
ponekad u koegzistenciji s nekim drugim genskim modifikatorom koji je odgovoran za
FSGS i progresivno zatajenje bubrezne funkcije. Takoder navode da njihovi rezultati

ne opravdavaju proglasavanje TBMN-a benignim poremecéajem izvrsne prognoze.’
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1.4 Spektar Alportovog sindroma

Miner®® je 2014. godine u Gasopisu Kidney International, osvrnuvsi se na
poremecaje uzrokovane mutacijama gena za kolagen tipa IV, napisao da su COL4A3
COL4A4 i COL4A5 mutacije Klini¢ki razliCite, a ultrastrukturno slicne manifestacije
bolesti koje je najbolje shvatiti kao spektar AS-a. To bi obuhvatilo sve poremecaje koji
nastaju mutacijama gena kolagena tipa IV, a koji se na jednom kraju spektra ocituju
kao benigna obiteljska hematurija (bez posljedi¢nog ucinka na funkciju bubrega), a na
drugom kao klasi¢ni AS sa nedetektabilnim kolagenom tipa IV u GBM-u, konacnom
progresijom u ESKD, te sluSnim i vidnim smetnjama. Sve izmedu tih dviju krajnosti
ulazi u spektar poremecaja AS-a. Izmedu ostalog, i nasljedna FSGS, ukoliko se nade

mutacija kolagena tipa IV, ulazila bi u spektar AS-a.

S obzirom da mutacija koja uzrokuje hematuriju kod jednog pojedinca u drugoga
moze uzrokovati progresivnu bubreznu bolest, Miner je takoder napisao da bi
klasifikacija tih poremecaja u odredene dijelove spektra AS-a bila korisna za klinicare,
ali i za bolesnike i njihove obitelji, kako bi bili upoznati s realnim rizikom kroni¢ne

bubrezne bolesti.

1.5 Mijerenje debljine glomerularne bazalne membrane

Dijagnoza TBMN-a, prije svega, zahtijeva dokaz prisustva difuzno tankih GBM-
a na EM-u. Medutim, definicija tankih GBM-a razlikuje se od jednog do drugog centra
izvrsnosti. Razlog tome je Sto ne postoje opcCe prihvaceni standardni kriteriji za
definiranje donje granice normalne debljine GBM-a. Naime, debljina GBM-a ovisi o
nacinu pripremanja uzoraka za EM analizu i o metodologiji mjerenja debljine GBM-a
na EM snimkama, $to je razli¢ito u pojedinim centrima. Dodatno, debljina GBM-a varira
ovisno o spolu i dobi. Stoga viSe autora govori o nuznosti definiranja vlastitog raspona
uredne debljine GBM za svaki EM laboratorij.*>%" Dische,®® je primjenom ortogonalne

metode presijecanja / srednje harmoni¢ne debljine mjerenja GBM-a,%® odredio
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normalan raspon debljine GBM-a u odraslih od 330 do 460 nm, s definicijom TBMN-a
kao prosje¢nom debljinom GBM-a manjom od 330 nm. Koristeci slichu metodologiju,
Tiebosch i suradnici'® odredili su donju granicu normalnog raspona debljine GBM-a
na 264 nm. U ovoj metodi koriste se EM fotografije glomerularnih kapilara. Ispisi EM
fotografija (napravljeni pri konaénom uvecéanju od 12 000 x u istraZivanju Dischea®)
prekriju se prozirnom plasticnom mrezom od 4 cm?, a Sirina GBM-a (udaljenost izmedu
endotelnih i podocitnih stani€énih membrana) biljezi se u ,razredima“. Razredi su cijeli
brojevi (1-9) temeljeni na mjerenjima izvedenima logaritamskim ravnalom, na
mjestima gdje linije mreze presijecaju stanichne membrane endotelne stanice, a ne
ukljuéuju mezangijska podruc¢ja. U navedenom istrazivanju Dische® je pregledao 9
ispisa fotografija po biopsiji, a ukupan broj takvih presjeka po biopsiji kretao se izmedu
164 i 315 (prosjek 247). Znacajno je da su ukljueni svi presjeci, i oni izradeni pod
nagibom, ¢ime su mjerenja debljine GBM-a ovom metodom potpuno slu¢ajna. Nakon
Sto su izvrSena sva mijerenja, srednja harmonicka debljina GBM-a izraCunata je
koriStenjem skupa jednadzbi,®®°° koje dopustaju mjerenja kosog presjeka GBM-a.
Prednosti ove metode, osim uistinu slu¢ajnog uzorkovanja presjeka GBM-a, jesu Sto
ona daje normalnu raspodijelu debljina te su rezultati metode reproducibilni kada se
isti glomerul refotografira.’¢ Glavni nedostatak ove metode je to $to je izuzetno
dugotrajna, vjerojatno i previSe, da bi se koristila u vecini rutinskih, dijagnostickih
laboratorija. Dodatno, provodenje ove metode zahtijeva znatno poznavanje

matematike, koje vecina patologa nema.*®

Alternativa spomenutoj metodi je metoda izravhog mjerenje debljine GBM-a
(udaljenost od endotelne do podocitne stanicne membrane) i odredivanje aritmeticke
srednje vrijednosti tih mjerenja. Takva metoda se lako primjenjuje u rutinskim,
dijagnostiCkim laboratorijima bez specijaliziranog fotoaparata ili softvera, premda
iskljuCuje koso presjeCena podru¢ja GBM-a i pokazuje tendenciju davanja nizih
normalnih raspona debljine GBM-a od metode ortogonalnog presjecanja/srednje
harmoniéne debljine.”28%.101.102 Dgs j suradnici'®? su otkrili da, ako se 16 mjerenja iz
svakog od dva glomerula izvr§i ovom metodom, rezultati se mogu reproducirati na iste
rezultate dobivene primjenom ortogonalne metode presijecanja / srednje harmoni¢ne

debljine, premda su vrijednosti otprilike 40 % vece ako se koristi potonja metoda.0?
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Na nasem odjelu, Odjelu za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klini¢kog
zavoda za patologiju i citologiju, Klinicke bolnice Dubrava koristimo EM JEOL 1400
(slika 12) s programskom podr§kom iTEM, Olympus Soft Imagin Solutions GmBH
(slika 13).

Slika 12. EM JEOL 1400 Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klinickog zavoda za
patologiju i citologiju, Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu.
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Slika 13. Sucelje programske podrske Olympus Soft Imagin Solutions GmBH (iTEM).
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Za mjerenje debljine GBM na nasem Odjelu rutinski smo godinama Koristili
digitalne EM fotografije i metodu izravnog mjerenja / mjerenja aritmetiCke sredine. Do
ovog istrazivanja, na Odjelu nije bila provedena standardizacija mjerenja niti je bio

odreden referentni raspon debljine GBM-a.

1.6 Imunohistokemijsko / imunofluorescentno bojenje na lance kolagena tipa
v

Prve studije iz 1980-ih pokazale su da bubrezi muskih bolesnika s AS-om ne
vezu protutijela protiv. GBM-a bolesnika s Goodpasture-ovim sindromom, niti
protutijela bolesnika s AS-om s post-transplantacijskim anti-GBM nefritisom. Takve su
studije pomogle potvrditi patogenetsku vezu izmedu AS-a i kolagena tipa IV koju je

izvorno postavio Spear.3.103.104

U GBM-u muskih bolesnika s X-vezanim AS-om obi¢no nedostaje ekspresija a3,
a4 i a5 lanaca kolagena tipa IV, ali su izraZzeni a1 i a2 lanci kolagena tipa 1V.19%-108 Kod
Zena, heterozigotnih nositeljica X-vezane mutacije, pored dijelova GBM-a u kojima
postoji ekspresija a3, a4 i a5 lanaca kolagena tipa 1V, ¢esto postoje dijelovi GBM-a

gdje ona nedostaje, dok je ekspresija a1 i a2 lanca kolagena tipa IV oGuvana.'%*
106,108,109

U bolesnika s autosomno recesivnim AS-om, GBM obi¢no ne izraZzava a3, o4 ili
a5 lance kolagena tipa IV, ali su a5 lanci izrazeni u Bowmanovoj kapsuli i tubularnim

bazalnim membranama distalnih tubula.1°

U bolesnika s TBMN-om odrZzana je ekspresija lanaca kolagena tipa IV, kao i u
zdravom bubregu (slika 14), s difuznim linearnim bojenjem GBM-a, Bowmanove
kapsule i fokalnim linearnim bojenjem tubularnih bazalnih membrana za a3 i a5

lance.4®
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Slika 14. Imonohistokemijsko bojenje na lance kolagena tipa IV u zdravom bubregu. A) COL4A1; B)
COL4A3; C) COL4AS. Originalno povecanje 100 x.

Treba napomenuti da su opisana nerijetka odstupanja od opisanih obrazaca bojenja.*?

1.7 Nulte biopsije bubreznog presatka

Nulte biopsije bubreznog presatka su biopsije bubrega koje se provode za vrijeme
transplantacije bubrega, bilo prije ili poslije perfuzije bubreznog presatka. Svrha nultih
biopsija je procjena histoloskog stanja presatka kako bi se kod susljednih biopsija
mogla vrsiti usporedba s histologijom bubrega u trenutku transplantacije.'' Nulte
biopsije takoder djelomice pruzaju informaciju o predvidanju dugotrajne funkcije
presatka, iako su takva predvidanja limitirana drugim &imbenicima kao $to su
odbacivanje, toksicni u€inak imunosupresivne terapije ili pojava glomerularnih bolesti
koje nisu povezane s transplantacijom.''>'" Prilikom patohistoloske analize nultih
biopsija bubreznog presatka Cesto se pronadu odredene abnormalnosti. Vrlo Cest
nalaz je nefroangioskleroza u bubregu darivatelja povezana s hipertenzijom. Nickleit i
suradnici'! su pronasli znakove nefroangioskleroze u 68 % bubrega darivatelja, od
¢ega je 19 % nefroangioskleroza bilo umjerenog ili teSkog stupnja. Istrazivanja su
takoder pokazala da vrlo €esto u bubrezima darivatelja postoje i drugi subklinicki
poremecaji. Naj¢eS¢i je nalaz odlaganja imunoglobulina A Kkoji je po jednom

istraZivanju bio prisutan u 11 %, a po drugom u 9 % Zivuéih darivatelja.'15116
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1.8 Bolesnici s nefropatijom tankih glomerularnih bazalnih membrana kao
darivatelji bubreznog presatka

S obzirom da poremecaji iz spektra AS mogu uzrokovati zatajenje bubrezne
funkcije, namece se pitanje podobnosti bolesnika s TBMN-om kao darivatelja bubrega.
Literaturni podaci o tome su dosta oskudni. Opisani su sluc€ajevi transplantacije gdje
su darivatelji bili oboljeli od TBMN-a.""” Prema naSem saznanju o ovom pitanju nema
konkretnih studija, a stavovi struCnjaka su razliciti i variraju od potpunog odbacivanja
bolesnika s TBMN-om kao darivatelja do suglasnosti da bolesnici s TBMN-om budu
darivatelji bubrega jer je rizik razvoja kroni€ne bubrezne bolesti, nakon darivanja, kod

njih nizak.1®

Choi i suradnici'’® su analizirali dokumentaciju 15 potencijalnih davatelja
bubrega (14 ih je imalo perzistentnu mikrohematuriju, a 1 grani¢nu proteinuriju) koji su
bili podvrgnuti biopsiji bubrega te su procijenili ulogu biopsije bubrega u kontekstu
procjene funkcije presatka i usporedbe s biopsijama nakon transplantacije. Autori su
takoder analizirali kliniCke podatke darivatelja i primatelja. U njihovom istrazivanju
TBMN je bila najCeSci uzrok nastanka perzistentne mikrohematurije kod darivatelja (n
7; 50 %), nakon toga slijede nespecifiCne, blage promjene mezangija i intersticija (n 4;
29 %), IgA nefropatija (n 2; 14 %) i FSGS (n 1; 7 %). Od 14 kandidata darivatelja s
perzistentnom mikrohematurijom, 9 ih je prihvaceno za davatelje bubrega: 5 s TBMN-
om, 3 s blagim, nespecificnim promjenama mezangija i 1 s nespecificnim
intersticijskim promjenama. Funkcije navedenih 9 presadaka su bile relativno stabilne
(srednja vrijednost kreatinina u serumu bila je 2,38 mg/dL) tijekom prosjecnog
prac¢enja od 57 mjeseci. Zatajenje bubrezne funkcije se razvilo u 2 primatelja i nije bilo
povezano s nalazima biopsije prije transplantacije. U jednoga bolesnika radilo se o
akutnom odbacivanju, a u drugog o smrti bolesnika s funkcioniraju¢im presatkom.
Zanimljivo je da je debljina GBM-a u 2 presatka od darivatelja s TBMN-om bila
normalna u biopsiji pra¢enja, a primatelji nisu imali hematuriju. Stovise, kliniki ishodi
darivatelja bili su povoljni (srednji kreatinin u serumu 0,94 + 0,32 mg/dL) tijekom
srednjeg pracenja od 34,7 + 42,5 mjeseca. Nije primije¢ena novonastala hipertenzija

niti proteinurija kod darivatelja.’®
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Choi i suradnici'? su nastavili svoje istrazivanje na ispitanicima s TBMN-om koji
su darovali bubreg te su 2018. godine objavili istrazivanje u kojem su prikazali 11
primatelja koji su dobili bubrezne presatke od darivatelja s dijagnozom TBMN-a.
Njihove kliniCke podatke su analizirali retrospektivno. Radilo se o zivu¢im darivateljima
kojima je na biopsiji prije transplantacije postavljena dijagnoza TBMN-a. Primatelji su
pra¢eni nakon transplantacije 57,4 + 28,6 mjeseci. Sedam primatelja imalo je akutno
odbacivanje s medijanom pojavljivanja 9,7 mjeseci nakon transplantacije i kod svih se
bubrezna funkcija oporavila nakon lije€enja. Jedan bubreg je zatajio zbog okluzije
arterije presatka. Funkcije ostalih presadaka su bile oCuvane tijekom razdoblja
praéenja. Darivatelji su praceni kroz 41,0 £+ 39,1 mjeseci, a nakon toga su bili
kontaktirani telefonski (ukupno 56,8 + 32,0 mjeseci). Svi su imali urednu bubreznu
funkciju tijekom vremena praéenja i nisu naveli nikakve poremecaje u vrijeme
telefonskog razgovora. Autori zakljuuju da je transplantacija bubrega kod darivatelja

bubrega s TBMN-om sigurna.’?°

1.9 Svrharada

Svrha ovog istrazivanja je rasvjetljavanje kompleksne slike TBMN-a i AS-a, kako
u histopatoloskom i ultrastrukturnom, tako i u klinickom smislu. ToCna dijagnoza i
kategoriziranje bolesnika s navedenim poremecajima omogucit ¢e ispravan pristup u

ljeCenju i prac¢enju bolesnika.
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2 HIPOTEZA

Imunohistokemijska analiza na lance a3, a4 i a5 kolagena tipa IV znatno
pridonosi razlikovanju TBMN-a od AS-a i subtipiziranju AS-a, kako u analizi

nativnih tako i u analizi transplantiranih biopsija bubrega.
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3 CILJEVIISTRAZIVANJA
3.1 Opéi cilj

Opdéi cilj istrazivanja je rasvijetliti kompleksni pojam "tankih GBM" i utvrditi ulogu
imunohistokemijskog bojenja na lance a3, a4 i a5 kolagena tipa IV u razlikovanju
TBMN-a od AS-a i subtipiziranju AS-a.

3.2 Specific€ni ciljevi

1. Definirati debljinu uredne GBM na Odjelu za nefropatologiju i elektronsku
mikroskopiju, Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KliniCke bolnice
Dubrava, Zagreb;

2. Odrediti patohistolosSka obiljezja AS-a i TBMN-a;

3. Usporediti patohistoloska obiljezja AS-a i TBMN-a s pokazateljima bubrezne
funkcije;

4. Odreditiimunohistokemijske obrasce bojenja na lance a3, a4 i a5 kolagena tipa
IV u bolesnika s patohistoloSkom dijagnozom AS-a i TBMN-a;

5. Usporediti debljinu GBM-a izmedu nultih biopsija i skupine ispitanika koriStene
za odredivanje uredne debljine GBM-ga;

6. Utvrditi uCestalost tankih GBM-a u nultim biopsijama transplantiranih bubrega;

7. Imunohistokemijskom analizom na a3, a4 i a5 lance kolagena tipa IV u nultim
biopsijama s tankim GBM-om utvrditi radi li se o TBMN-u ili podtipovima AS-a.

8. Usporediti debljine GBM-a izmedu nultih biopsija i biopsija 12 mjeseci nakon
transplantacije;

9. Usporediti klinicke parametre bubrezne funkcije i stupnjeve kroni¢nih promjena
prema Banff klasifikaciji'?' transplantiranih ispitanika s TBMN-om i moguéim
AS-om u odnosu na ispitanike bez navedenih dijagnoza.
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4 ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

Materijal dobiven biopsijom bubrega rutinski se dijeli na tri dijela: za svjetlosnu,
imunofluorescentnu (IF) i EM analizu. Na Odjelu za nefropatologiju Klini¢ke bolnice
Dubrava koristi se EM JEOL 1400. Podrucja znacajna za postavljanje dijagnoze
fotografiraju se digitalnom kamerom koja je sastavni dio EM-a. Debljina GBM-a rutinski
se odreduje modifikacijom metode direktnog mjerenja GBM-a (mjerenje udaljenosti od
endotelne do podocitne stani€éne membrane) na digitalnim EM fotografijama. Mjerenje
se vrSi na minimalno 10 mjesta (povecanje 8 000x) koriste¢i program Olympus Soft
Imaging Solutions GmBH (iTEM), a rezultat mjerenja se izrazava kao raspon od
minimalne do maksimalne vrijednosti mjerenja izrazene u nanometrima, uz izracun

aritmetiCke sredine i standardne devijacije.

4.1 Metodologija mjerenja debljine glomerularne bazalne membrane i
odredivanje referentnog raspona uredne debljine iste

Buduc¢i da do ovog istrazivanja nije bila provedena standardizacija mjerenja
debljine GBM-a na nasem Odjelu, prvi korak u ovom istrazivanju bilo je odredivanje
referentnih vrijednosti debljine GBM-a za na$ Odjel. Pritome smo koristili modifikaciju
metode direktnog mjerenja GBM-a i racunanja aritmetiCke sredine tih mjerenja na 30
mjesta u glomerulu prema metodologiji mjerenja koju je opisao Haas.*>72? Koristena je
programska podrska iTEM, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH. Mjerenja su
vrSena na digitalnim fotografijama povecanja 4 000 — 8 000 x (slika 15), uz koriStenje
digitalnog uvec¢anja od 150 — 400 % za toc¢nije pozicioniranje i mjerenje udaljenosti od

endotelne do podocitne stanicne membrane (slika 16).
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Slika 15. Sucelje programske podrske Olympus Soft Imaging Solutions GmBH (iTEM) s

digitalnom fotografijom glomerula, povec¢anje 8 000 x.
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Slika 16. Sucelje programske podrske Olympus Soft Imaging Solutions GmBH (iTEM).

Koristenje digitalnog povecéanja na digitalnoj slici glomerula originalnog povec¢anja 8 000 x (cijela

fotografija prikazana je u malom prozoru u lijevom gornjem dijelu slike).
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Za kapilarne petlje zastupljene cijelim opsegom na digitalnim EM fotografijama
izravna mjerenja debljine GBM-a izvrSena su u 3 toCke njihovog presjeka, pritom nisu
mjereni kosi presjeci. Ako se pretpostavi da je mezangijsko podrucje smjesteno na 12
sati, mjerenja su izvrSena na pozicijama najblize 3, 6 i 9 sati, kao §to je prikazano na
slici 17.

Slika 17. Pozicije direktnog mjerenja GBM-a za kapilarne petlje zastupljene u cijelom opsegu
na EM fotografiji. Mezangijsko podrucje (M) nalazi se na 12 sati, a mjerenja su izvrSenana 3,69
sati (strelice). EM, originalno povecéanje 8 000 x.

Za ostale kapilare, mjesta mjerenja GBM-a bile su dvije to¢ke presjeka GBM-a
najblize rubovima fotografije ili prijelazu prema mezangijskom podrucju (ne ukljuujudi
stvarni mezangijalni dio niti kose prereze GBM-a). Tre¢e mjerenje GBM-a ucinjeno je
Sto blize srednjoj tocCki (s obzirom na duzinu GBM-a) izmedu gore navedene dvije
tocke (slika 18).
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Slika 18. Pozicije direktnog mjerenja GBM na EM fotografijama bez cijelog opsega kapilarne
petlie. Mjesta mjerenja GBM-a su dvije tocke presjeka GBM-a najblize rubovima fotografije (crvene
strelice), dok je trece mjerenje odredeno kao to¢ka mjerenja GBM-a Sto blize srednjoj tocki izmedu

gore navedene dvije tocke mjerenja (zuta strelica).

Normalni raspon debljine GBM-a za svaki spol definirali smo kao raspon unutar
dvije standardne devijacije (SD) dobivenih srednjih vrijednosti. U svrhu definiranja
urednih vrijednosti debljine GBM-a na nasem Odjelu, analizirane su digitalne EM
fotografije tkiva bubrega 23 muska i 22 Zenska ispitanika starija od 9 godina (raspon
dobi od 19 do 84 godine), kojima je tijekom rutinskog dijagnostickog rada postavljena
dijagnoza stanja koja ne utjeCu na debljinu GBM-a (bolest minimalnih promjena, akutni
intersticijski nefritis, akutno tubularno o$tec¢enje, uredan parenhim bubrega). Isklju¢ni
kriteriji bili su hematurija i klinicki podatak o dijabetesu. Za ispitanike mlade od 9
godina, referentne vrijednosti izracunate su prema formulama koje su objavili Haas i
suradnici*®. Naime, Morita i suradnici'?? su pokazali da debljina GBM-a do 9. godine

Zivota raste linearno, a nakon toga dolazi do platoa koji postaje stalan.

Ovo istrazivanije je podijeljeno u dva dijela: 1. ispitivanje tkiva bubrega dobivenog
biopsijama nativnih bubrega; 2. ispitivanje tkiva bubrega dobivenog biopsijom

bubreznog presatka.
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4.2 Ispitivanje tkiva bubrega dobivenog biopsijama nativnih bubrega

Provedeno je retrospektivno istrazivanje. Ispitanici su identificirani pretragom
registra bubreznih biopsija Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju
Klinicke bolnice Dubrava u periodu od 2006. do 2019. godine. Ukljucni kriteriji su bili
patohistoloSka dijagnoza (PHD) AS-a, TBMN-a i hereditarnog nefritisa (termina
koristenog kada nefropatolog na temelju nalaza patohistologije nije bilo mogao odluditi
radi li se o AS-u ili TBMN-u).

Na EM snimkama glomerula 33 ispitanika kojima je postavljena dijagnoza AS-a,
87 ispitanika kojima je postavljena dijagnoza TBMN-a, i 10 ispitanika kojima je
postavljena dijagnoza hereditarnog nefritisa, prethodno opisanom metodom,

odredena je to¢na debljina GBM-a.

Nakon provedenog mjerenja debljine GBM-a, tkiva bubrega su analizirana
imunohistokemijskom metodom protutijelima na a3, a4 i a5 lance kolagena tipa IV.

Kao pozitivha kontrola koriSteno je protutijelo na a1 lance kolagena tipa IV.

KoriSteni su uzorci tkiva dobiveni biopsijom bubrega fiksirani u 10 %-om
puferiranom formalinu, koji su dehidrirani i uklopljeni u parafin. Parafinski blokovi su
rezani rotacijskim mikrotomom na rezove debljine 5 pym i stavljeni na silanizirana
predmetna stakalca. Stakalca su suSena preko noc¢i na 56 - 60°C. Slijedila je

deparafinizacija u ksilolu i rehidracija kroz silazni niz alkohola.

Za imuhistokemijsko odredivanje COL4A1, COL4A3 i COL4AS5 koristen je
Alport's syndrome kit (Wieslab, Eurodiagnostica, Svedska). Demaskiranje antigena
provedeno je s citratnim puferom - pH 2,0 i kuhanjem u mikrovalnoj pec¢nici 9 minuta
na 700 W te nakon toga 19 minuta na 360 W. Preparati za COL4A5 analizu dodatno
su inkubirani u glincin / urea otopini 5 minuta te nakon toga 2 puta po dvije minute
natoplieni u TBS puferu. Aktivnost endogene peroksidaze blokirana je 3 %-tnim
vodikovim peroksidom (otopina koja blokira peroksidazu, S2023, Dako ChemMate,
Glostrup, Danska) kroz 5 minuta na sobnoj temperaturi. Protutijela na COL4A1
(monoklonalno mi$je protutijelo na a1 lanac kolagena tipa IV u razrjedenju 1:50),
COL4A3 (monoklonalno mi$je protutijelo na a3 lanac kolagena tipa IV u razrjedenju

1:50) i COL4AS (monoklonalno Stakorsko protutijelo na a5 lanac kolagena tipa IV u
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razrijedenju 1:100), dodana su na stakalca i inkubirana preko no¢ina 4 °C. Za COL4A1
i COL4A3 koristen je anti-misji detekcijski sustav (LINK mouse Dako, HRP rabbit /
mouse inkubacije 60 min i EnVision sustav). Za COL4A5 koriSten je anti-Stakorski
vizualizacijski sustav (rabbit anti-rat IgG H&amp;L (HRP), Abcam, u razrjedenju 1:50,
inkubacija 30 min). Vizualizacija peroksidaze postignuta je inkubacijom u otopini DAB
kromogena 10 minuta, ¢ime je dobiveno smede bojenje. Svi koraci ukljucivali su pranje
tris puferiranom fizioloSkom otopinom (TBS), pH 7,4. Preparati su kontrastirani
hematoksilinom, dehidrirani, izbistreni ksilolom i prekriveni pokrivnim stakalcima

ucvrS¢enima medijem za pokrivanje.

Za imunohistokemijsko bojenje COL4A4 koriSteno je anti-COL4A4 protutijelo
(COL4A4, Covalab SAS, Francuska). Demaskiranje antigena provedeno je PT Link-
om (Dako, Danska). Aktivhost endogene peroksidaze suzbijena je 3 %-tnim vodikovim
peroksidom (Otopina koja blokira peroksidazu, S2023, Dako ChemMate, Danska)
kroz 5 minuta na sobnoj temperaturi. Protutijelo na COL4A4 (poliklonalno zecje
protutijelo na a4 lanac kolagena tipa IV u razrjedenju 1:100), dodano je na stakalca i
inkubirano preko noci na 7 °C. Koristen je EnVision anti-zegji sustav (Dako, Danska).
Vizualizacija peroksidaze postignuta je inkubacijom u otopini DAB kromogena 10
minuta, ¢ime je dobiveno smede bojenje. Svi koraci ukljucivali su pranje TBS-om, pH
7,4. Preparati su kontrastirani hematoksilinom, dehidrirani, izbistreni ksilolom i

prekriveni pokrivnim stakalcima ucvrS§¢enima medijem za pokrivanje.

Prema obrascima imunohistokemijske analize (kvalitativne analize distribucije

vezanja protutijela), ispitanici su raspodijeljeni u skupine:

1. Skupina ispitanika s diskontinuiranim obrascem bojenja glomerularnog klupka
i ekstraglomerularnih bazalnih membrana na COL4A3, COL4A4 i COL4AS5 (X-

vezani nosioci - heterozigotni AS);

2. Skupina ispitanika s izostankom bojenja glomerularnog klupka i
ekstraglomerularnih bazalnih membrana na COL4A3, COL4A4, COL4A5

(bolesnici s X vezanim AS-om);
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3. Skupina ispitanika kojima bojenje na COL4A5 pokazuje pozitivitet u
Bowmanovoj Cahuri i tubularnim bazalnim membranama (bolesnici s

autosomno recesivnim AS-om);

4. Skupina ispitanika s urednim obrascima bojenja na COL4A3, COL4A4,
COL4AG5 (ispitanici s TBMN-om);#

5. Skupina ispitanika s atipicnim obrascem bojenja;

S obzirom da bolesnici s dijagnozom TBMN-a pokazuju urednu ekspresiju
(dokazanu imunohistokemijski ili pomocu IF-a) a3, a4 i a5 lanaca kolagena tipa
IV,123.124 ispitanici kod kojih su na EM nadene tanke GBM, a imunohistokemijski su

imali nepravilni obrazac ekspresije lanaca kolagena tipa IV svrstani su u grupu AS-a.

Za sve ispitanike pretragom zapisa podataka (povijesti bolesti i patohistoloSkih
nalaza) prikupljeni su podaci o patohistoloskoj slici, ultrastrukturi GBM-a, klinicki
podaci u trenutku biopsije te podaci o komorbiditetima i obiteljskoj anamnezi. Od
patohistoloskih podataka prikupljeni su podaci o ukupnom broju glomerula, broju i
udjelu potpuno vezivho promijenjenih glomerula, broju i udjelu glomerula sa
segmentalnom sklerozom, prisustvu pjenusavih stanica u intersticiju, udjelu i stupnju
intersticijske fibroze i tubularne atrofije, prisustvu intersticijske upale, te prisustvu i
stupnju arterioloskleroze i fibrointimalnog zadebljanja arterija. Potpuno vezivno
promijenjen glomerul je definiran kao vezivna promjena cijelog kapilarnog klupka
glomerula u svim analiziranim rezovima preparata. Segmentalna skleroza je
definirana kao vezivna promjena bilo kojeg dijela povrSine kapilarnog klupka, ali ne i
cijelog kapilarnog klupka u svim rezovima dostupnima analizi. Intersticijska upala je
definirana kao prisustvo mononuklearnog upalnog infiltrata u intersticiju kore bubrega
u bilo kojem udjelu. Klini¢ki podaci u trenutku biopsije su uklju€ivali: procijenjenu brzinu
glomerularne filtracije (eGFR) izracunatu po CKD-EPI formuli (ml/min/1,73m?),
prisustvo i razinu proteinurije te prisustvo eritrociturije. Razina proteinurije odredena
je kao masa ukupnih proteina u dnevnom urinu (g/24h), gdje je uredan nalaz smatran
do 0,14 g/24 h. Eritrociturijom je smatran nalaz viSe od 2 eritrocita po vidnom polju

velikog povecanja u sedimentu urina.
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4.3 Ispitivanje tkiva bubrega dobivenog biopsijama transplantiranih bubrega

U postupku ispitivanja tkiva dobivenih biopsijama transplantiranih bubrega
analizirali smo nalaze svjetlosne i IF / imunohistokemijske mikroskopije te digitalne EM
fotografije 90 ispitanika s nultim biopsijama bubrega. Na EM snimkama biopsija
bubrega navedenih ispitanika prethodno opisanom metodom (str. 23) na najmanje 30

mjesta u glomerulu odredili smo to¢nu debljinu GBM-a.

Takoder smo usporedili debljine GBM-a nultih biopsija s referentnim
vrijednostima za urednu debljinu GBM-a (naseg Odjela i SZO-a) i time odredili toCnu
uCestalost tankih GBM-a u grupi nultih biopsija transplantiranih bubrega. Tkiva
bubrega ispitanika s tankim GBM na nultim biopsijama analizirana su
imunohistokemijskom analizom i kategorizirana na isti naCin kako je prethodno

opisano za biopsije nativnih bubrega (str. 27).

Usporedili smo razliku u debljini GBM-a izmedu nulte biopsije i biopsije koja je
napravljena kod istog ispitanika 12 mjeseci nakon transplantacije, ako je za nju
postojala EM analiza. Debljina GBM-a u navedenim biopsijama izmjerena je metodom
direktnog mjerenja GBM-a i raCunanja aritmetiCke sredine mjerenja na najmanje 30

mjesta kako je prethodno opisano za nativnhe bubrege (str. 23).

Za ispitanike s transplantiranim bubregom, prikupljeni su podaci o kroni¢nim
patohistolo$kim promjenama presatka prema Banff klasifikaciji (tablica 1).?' Takoder
su prikupljeni podaci o eGFR-u, prisustvu eritrociturije te prisustvu (urin test traka) i
razini proteinurije. Uredne vrijednosti definirane su jednako kao i u ispitivanju nativnih
bubrega (str. 29). Razina proteinurije odredena je omjerom proteina i kreatinina u
urinu, pri ¢emu je urednim smatrana vrijednost manja od 15 mg/mmol. Navedeni

parametri su usporedeni izmedu skupina ispitanika s i bez tankih GBM-a.
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Tablica 1. Vrsta i stupanj kroni¢nih patohistolo$kih promjena presatka prema Banff
klasifikaciji. 2"

Kvantitativni kriteriji za dupliranje GBM-a:
cg0 Bez dupliranja GBM-a na svjetlosnoj mikroskopiji ili EM
Bez dupliranja GBM-a na svjetlosnoj mikroskopiji, ali dupliranje GBM-a (nepotpuno ili u
cgla cijeloj cirkumferenciji) u barem tri glomerularne kapilare na EM s udruzenim bubrenjem
endotela i/ili subendotelnim elektronski svijetlim proSirenjem
Dupliranje GBM-a na svjetlosnoj mikroskopiji u 1 - 25 % kapilarnih petlji
cgl1b nezahvacenijeg neskleroziranog glomerula, EM potvrda je preporu¢ena ako je EM
dostupna
cg2 Dupliranje GBM-a koje zahvaca 26 - 50 % kapilarnih petlji najzahvacenijeg glomerula
cg3 Dupliranje GBM-a koje zahvaca > 50 % kapilarnih petlji najzahvacenijeg glomerula
Kvantitativni kriteriji za proSirenje mezangijskog matriksa:
mmO Ne viSe od blagog mezangijskog proS$irenja u bilo kojem glomerulu
mm1 Najmanje umjereno prosirenje mezangijskog matriksa u do 25 % neskleroti¢nih
glomerula
mm2 Najmanje umjereno prosirenje mezangijskog matriksa u 26 - 50 % neskleroti¢nih
glomerula
mm3 Najmanje umjereno prosirenje mezangijskog matriksa u >50 % neskleroti¢nih
glomerula
Kvantitativni kriteriji za hijalinozu arteriola:
ah0 Bez PAS pozitivnog hijalinog zadebljanja arteriola
ah1 Blago do umjereno PAS pozitivno hijalino zadebljanje u barem jednoj arterioli
ah2 Umijereno do znatno PAS pozitivno hijalino zadebljanje u viSe od jedne arteriole
ah3 Te8ko PAS pozitivno hijalino zadebljanje u mnogo arteriola
Kvantitativni kriteriji za fibrointimalno zadebljanje arterija:
cv0 Bez kroni¢nih promjena arterija
cv1 SuzZenje lumena arterije fibrointimalnim zadebljanjem do 25 %
cv2 SuzZenje lumena arterije fibrointimalnim zadebljanjem 26 - 50 %
cv3 Suzenje lumena arterije fibrointimalnim zadebljanjem > 50 %
Kvantitativni kriteriji za intersticijsku fibrozu:
ci0 Intersticijska fibroza u do 5 % kortikalnog podrucja
ci1 Intersticijska fibroza u 6 - 25 % kortikalnog podrudja (blaga intersticijska fibroza)
ci2 Intersticijska fibroza u 26 - 50 % kortikalnog podrucja (umjerena intersticijska fibroza)
ci3 Intersticijska fibroza u > 50 % kortikalnog podrucja (teSka intersticijska fibroza)
Kvantitativni kriteriji za tubularnu atrofiju:
ct0 Bez tubularne atrofije
ct1 Tubularna atrofija zahvaca do 25 % kortikalnih tubula (blaga tubularna atrofija)
ct2 Tubularna atrofija zahvaca 26 - 50 % kortikalnih tubula (umjerena tubularna atrofija)
ct3 Tubularna atrofija u > 50 % podrucja kortikalnih tubula (teSka tubularna atrofija)
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4.4 Statisticka analiza

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Kategorijski podaci su predstavljeni
apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike izmedu kategorijskih varijabli testirane
su %’ - testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele
numeriCkih varijabli je testirana Shapiro - Wilkovim testom. Numeri¢ki podaci su
opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom, medijanom s interkvartilnim
rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednosti. Razlike normalno raspodijeljenih
numeriCkih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina su testirane Studentovim t
testom, a u slu€aju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U testom.
U slu€aju 3 i viSe skupina, razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli
testirane su analizom varijance (ANOVA s Bonferronijevom korekcijom), a u slu¢aju
odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom (Dunnova korekcija).
Za usporedbu zavisnih kontinuiranih varijabli (na nultoj biopsiji i biopsiji 12 mjeseci
nakon transplantacije) koristen je, za normalno raspodijeljene varijable, t-test parnih
uzoraka, a u slu€aju odstupanja od normalne raspodjele, Wilcoxonov test sume
rangova. Za sve analize razina znacajnosti je postavlena na a = 0,05. Sve P
vrijednosti su dvostrane. Analiza je provedena pomocu racunalnih programa SPSS
19.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) i MedCalc 11.4.2.0. (MedCalc

Software bvba).
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5 REZULTATI

5.1 Odredivanje referentnog raspona uredne debljine GBM-a

Kao kontrolna skupina za odredivanje uredne debljine GBM-a na naSem Odjelu
koriSteno je tkivo bubrega 23 muska i 22 Zenska ispitanika starija od 9 godina (raspon
dobi od 19 do 84 godine), kojima je tijekom rutinske dijagnostiCke obrade tkiva nativnih
bubrega postavljena dijagnoza stanja kod kojih nema promjene debljine GBM-a
(bolest minimalnih promjena, akutni intersticijski nefritis, akutno tubularno ostecenje,
uredan parenhim bubrega). Iskljuni kriteriji bili su hematurija i klini¢ki podatak o

dijabetesu.

Odredena je srednja debljina od 340 nm uz SD-u 36 nm za muskarce i 301 nm
uz SD-u 44 nm za Zene. Urednu debljinu GBM-a za svaki spol definirali smo kao
raspon unutar 2 SD-a srednjih vrijednosti te je normalna debljina GBM-a za muskarce
iznosila 268 - 412 nm, a za zene 213 - 389 nm (tablica 2).

Tablica 2. Srednja vrijednost i raspon vrijednosti uredne debljine GBM-a Odjela za
nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, KB Dubrava.

Muskarci (n=23) 340 + 36 268 - 412
Zene (n=22) 301 + 44 213 - 389
x — aritmetiCka sredina, SD — standardna devijacija, GBM — glomerularna bazalna membrana

Vrijednosti uredne debljine GBM-a za ispitanike mlade od 9 godina izracunate

su prema formulama koje je objavio Haas*® kao $to je prikazano u tablici 3.

Tablica 3. Raspon uredne debljine GBM-a za ispitanike mlade od 9 godina (preuzeto iz Haas M. Arch
Pathol Lab Med. 2009;133(2):224-32).

Rodenje 135 — 253 137 — 251
1 146 — 273 146 — 267
2 156 — 292 154 — 283
3 167 — 312 163 — 299
4 177 — 332 172 - 315
5 188 — 351 180 — 331
6 198 — 371 189 — 347
7 209 — 391 198 — 363
8 219-410 206 — 379

GBM - glomerularna bazalna membrana
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Istrazivanje na biopsijama nativnih bubrega

5.2.1 Kiinicke i patohistoloske karakteristike ukljucenih ispitanika
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U dio istrazivanja na biopsijama nativnih bubrega ukljuc¢eno je 130 ispitanika s

PHD-om AS-a, TBMN-a ili hereditarnog nefritisa (termin koriSten kada na temelju

patohistoloSke analize nije bilo mogucée sa sigurnoséu utvrditi radi li se o AS-u ili
TBMN-u). Uklju€eno je 39 muskaraca (30 %) i 91 Zena (70 %), prosjeCne dobi 42

godine (od 3 do 73 godine).

KliniCke karakteristike ovih ispitanika prikazane su u tablici 4. Vecina ispitanika

(114; 94,2 %) je imala eritrocituriju, dok je manji udio (79; 65,3 %) imao proteinuriju sa

srednjom vrijednosti od 1,61 g/24h. Srednja vrijednost serumskog kreatinina je iznosila
98,9 umol/l, a eGFR 81,3 ml/min/1,73m?.

Tablica 4. KliniCke karakteristike ispitanika s biopsijom nativhog bubrega.

Spol Zene 91 (70,0)
N =130 (%) Muskarci 39 (30,0)
S X+ 38D 42 +15
Dob kod 'blopsue C (IKR) 43 (32 -52)
(godine) - P——
N = 130 Najmanja vrijednost 3
Najveca vrijednost 73
Eritrociturija Ne 7 (5,8)
N =121 (%) Da 114 (94,2)
Proteinurija Ne 42 (34,7)
N=121 Da 79 (65,3)
24-satna X+ 8D 1,61+ 2,64
proteinurija C (IKR) 0,61 (0,12 - 1,95)
(g/dU) Najmanja vrijednost 0,00
N =130 Najveca vrijednost 19,80*
Serumski X + stan SD 98,9 £ 64,9
kreatinin C (IKR) 82,5 (70,0 — 102,5)
(umol/L) Najmanja vrijednost 41,0
N =130 Najveéa vrijednost 599,0
X+ 8D 81,3+28,5
eGFR CKD-EPI C (IKR) 81,5 (65,3 - 96,9)
(ml/min/1,73m2) - P
N = 130 Najmanja vrijednost 12,0
Najveca vrijednost 150,0

C — medijan; x — aritmetiCka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni raspon; eGFR —
procijenjena brzina glomerularne filtracije; *Proteinurija u bolesnika koji je imao TBMN udruzenu s

primarnim FSGS-om
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Vecina ispitanika (95; 73,4 %) se prezentirala s asimptomatskom proteinurijom
i/ili eritrociturijom. Slijedeci po ucestalosti je bio nefrotski sindrom (17; 13,3 %) potom

kronic¢ni nefriticki sindrom (15; 11,7 %), Sto je prikazano na slici 19.

Klini¢ki sindrom

M normalan nalaz
0.78% [0.78% Asim inur
s ,78% ptomatska proteinurija

L] ifili hematurija
O Nefrotski sindrom
M Kronicni nefriticki sindrom
O ostale

13,28%
73,44%

Slika 19. Raspodiela ispitanika s biopsijom nativhog bubrega prema klini¢kom sindromu.

Podaci o komorbiditetima ispitanika prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Podaci o komorbiditetetima ispitanika s biopsijom nativnog bubrega.

Hipertenzija Ne 56 (44.8)

N = 125 (%) Da, prije biopsije 64 (51,2)
Da, poslije biopsije 5 (4,0)

% . Ne 119 (95,2)
SNe(;e1rréas t(’g/’o")%t Da, prije biopsije 4(3,2)
Da, poslije biopsije 2 (1,6)

) Ne 116 (92,8)
Zlic?gsbgzst Da, prije biopsije 8 (6,4)
Da, poslije biopsije 1(0,8)

Y Ne 119 (95,2)
flrzar ;522/135,( Da, prije biopsije 3(2,4)
Da, poslije biopsije 3(2,4)

Cerebro- Ne 125 (100,0)
vaskularna Da, prije biopsije 0(0,0)
bolest Da, poslije biopsij 0(0,0
N = 125 (%) , poslije biopsije (0,0)

Periferna Ne 121 (99,2)
vaskularna Da, prije biopsije 1(0,8)
bolest Da, poslije biopsij 0(0,0
N = 122 (%) , poslije biopsije (0,0)
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Obzirom da su ispitivani poremecaiji nasljedni, prikupljeni su podaci iz obiteljskih
anamneza ispitanika (tablica 6).

Tablica 6. Podaci o obiteljskoj anamnezi ispitanika s biopsijom nativnog bubrega.

AS, TBMN ili Ne 105 (89,0)
hereditarni

nefritis u obitelji Da 13 (11,0)
N =118 (%)

Porijeklo Nepoznato 95 (80,5)
bubreznog majka 16 (13,6)
poremecaja
N = 118 (%) otac 7 (5,9)

Hematurija u Ne 94 (81,0)
obitelji
N = 116 (%) Da 22 (19,0)

AS — Alportov sindrom; TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana

Od uklju€enih 130 ispitanika, 33 ispitanika (25,4 %) su imala dijagnozu AS-a, 69
(53,1 %) TBMN-a, 18 (13,9%) TBMN-a udruzenog s FSGS-om na svjetlosnoj
mikroskopiji i 10 (7,7 %) dijagnozu hereditarnog nefritisa (slika 20).

Patohistoloska dijagnoza

M Alportov sindrom
ETBMN

I TBMN + FSGS
M Hereditami nefritis

Slika 20. Raspodjela PHD-a ispitanika s biopsijom nativhog bubrega.
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Svjetlosno-mikroskopske karakteristike biopsija nativnih bubrega prikazane su u

tablici 7.

Tablica 7. Nalazi svjetlosne mikroskopije biopsija nativnih bubrega.
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X+ SD 18+9
Broj glomerula C (IKR) 18 (11— 24)
N =130 Najmanija vrijednost 1
Najveéa vrijednost 46
Broj potpuno x+SD 2+3
vezivno C (IKR) 2(1-3)
promijenjenih Najmanja vrijednost 0
gll\? r:(:r:;J(l)a Najveca vrijednost 21
Broj glomerula sa x+SD 1+£2
segmentalnom C (IKR) 00-1)
sklerozom Najmanja vrijednost 0
N =130 Najveca vrijednost 9
Udio potpuno x +SD 14 +15
vezivno C (IKR) 10(3-19)
promijenjerlih Najmanja vrijednost 0
glomirgllgo( %) Najveca vrijednost 70
Udio glomerula sa x+SD 7111
segmentalnom C (IKR) 0(0-11)
sklerozom (%) Najmanja vrijednost 0
N =130 Najveca vrijednost 50
Pjenusave stanice u Ne 119 (91,5 %)
o Da 11(8,5 %)
X + SD 11,16 + 14,42
IFTA (%) C (IKR) 5(0-10)
N =130 Najmanja vrijednost 0
Najveca vrijednost 70
< o o
IFTA (stupanj) 25 _220/?)/0 11170((18;116tyf))
N =130 >50 % 3 (2,3 %)
Tubulointersticijska Ne 103 (79,2 %)
e Da 27 (20,8 %)
Nema 68 (52,3 %)
Arterioloskleroza Nodularna hijalinoza u 1 arterioli 11 (8,5 %)
N =130 Nodularna hijalinoza u viSe arteriola

38 (29,2 %)

Hijalinoza u cijelom opsegu arteriola

13 (10,0 %)

Fibrointimalno Ne 90 (69,2 %)
zadebljanje arterija
N‘= 1130 I Da 40 (30,8 %)
. Nema 90 (69,2 %)
SuZenje Igmena <=25% 20 (15,4 %)
orete 26-50 % 13 (10,0 %)
>50 % 7 (5,4 %)

C — medijan; X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni raspon; IFTA -
intersticijska fibroza i tubularna atrofija
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Srednja vrijednost broja glomerula po biopsiji je iznosila 18. Srednja vrijednost
udjela potpuno vezivno promijenjenih glomerula iznosila je 14 %, a glomerula sa
segmentalnom sklerozom 7 %. PjenuSave stanice u intersticiju su bile prisutne u 11
(8,5 %) ispitanika. Vecina ispitanika imala je IFTA-u u manje od 25 % kore.
Arterioloskleroza je bila prisutna u 62 ispitanika (47,7 %), a fibrointimalno zadebljanje
arterija u 40 (30,8 %) ispitanika. Dominantno se radilo o arteriosklerozi blagog tipa

(suzenje lumena manje od 25 % u 15,4 % ispitanika).

Karakteristike biopsija nativnih bubrega na EM-u prikazane su u tablici 8.

Tablica 8. Elektronsko-mikroskopske karakteristike biopsija nativnih bubrega.

X + SD 234,53 £ 55,44
GBM- X (nm) C (IKR) 222,00 (204,00 - 259,00)
N =130 Najmanja vrijednost 118,00
Najveca vrijednost 517,00
X + SD 134,52 + 35,69
GBM - min (nm) C (IKR) 131,00 (114,00 - 155,00)
N =130 Najmanja vrijednost 60,00
Najveca vrijednost 241,00

N =129

X + SD 398,73 + 160,08
GBM - max (nm) C (IKR) 359,00 (304,00 - 409,00)
N =130 Najmanja vrijednost 185,00
Najveca vrijednost 1171,00
X+ 8D 61,78 + 34,81
GBM - SD (nm) C (IKR) 53,00 (42,00 - 66,00)
N =130 Najmanja vrijednost 27,00
Najveca vrijednost 262,00
. Ne 85 (65,9 %)
Lame“Nra_”JfZgBM‘a oskudno, mjestimice 15 (11.6 %)
- Da 29 (22,5 %)
Izmjena tankih i debelih Ne 86 (66,7 %)
dijelova GBM-a Da 43 (33,3 %)

GBM - glomerularna bazalna mebrana; C — medijan; X — aritmetiCka sredina; SD — standardna
devijacija; IKR — interkvartilni raspon; min — minimum; max — maksimum; nm — nanometar
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5.2.2 Usporedba kategorija patohistoloskih dijagnoza

Na EM snimkama biopsija bubrega 33 ispitanika s postavljenom dijagnozom
AS-a, 87 s dijagnozom TBMN-a (sa ili bez FSGS-a) i 10 s dijagnozom hereditarnog
nefritisa, prethodno opisanom metodom (str. 23) izvr§eno je ponovno mjerenje GBM-
a te je odredena to¢na, standardizirana debljina GBM-a za svaku biopsiju. Tako
dobivene debljine GBM-a u bolesnika s dijagnozom TBMN-a i TBMN-a s FSGS-om
(dijagnoze postavljene tijekom rutinskog dijagnosti¢kog rada) usporedene su s
urednim vrijednostima debljina GBM-a za na$ Odjel dobivenim na pocetku ovog
istrazivanja (str. 33). Od 87 ispitanika s rutinski postavljenom dijagnozom TBMN-a (sa
ili bez FSGS-a) kriterije za dijagnozu TBMN-a po novo utvrdenom referentnom
rasponu za debljinu GBM-a nasSeg Odjela imalo je 47 ispitanika. Samo ti bolesnici su

bili uklju€eni u daljnju analizu (slika 21).

40
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Alportov sindrom TBMN TBMN+FSGS Hereditarni
nefritis

Slika 21. Broj ispitanika po patohistoloskim dijagnozama (PHD) koji su ukljueni u daljnju analizu,
nakon standardiziranog mjerenja GBM-a i usporedbe s referentnim vrijednostima Odjela za

nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klini¢ke bolnice Dubrava.

Usporedeni su klini¢ki podaci izmedu pojedinih skupina ispitanika prema nalazu
PHD-a: AS, TBMN, TBMN+FSGS i hereditarni nefritis (tablica 9).
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Tablica 9. Usporedba pojedinih klini¢kih podataka izmedu skupina obzirom na PHD-e ('Fisher
egzaktni test, 2Kruskal-Wallis test, SANOVA test).

40

Patohistoloska dijagnoza

(ne/da %)

. TBMN + Hereditarni | Vrijednost
Svi AS TBMN FSGS nefritis testa P
Spol (Z/M) N=90 58/32 18/15 24711 7/5 9/1 1672 | 0203
(%) (64,4/35,6) | (54,5/45,5) | (68,6/31,4) | (58,3141,7) | (90,0110,0) | * ’
Dob kod N 90 33 35 12 10
biopsie | X £SD | 41+15 37+16 44-14 45:16 43116 | 54642 | 0,141
(godine) | C(IKR) | 43 (32-52) | 41 (29-45) | 48 (38-52) | 47 (33-60) | 50 (32-54)
E””°‘E';g;'c‘g)"'=84 2/82 1/30 0/32 0/11 19 sas2’ | 0140
(o oh) (2,4/97,6) | (3,2/96,8) | (0/100,0) | (0/100,0) | (10,0/90,0)
Pmte'(rr‘;r/'éz)"‘:“ 24/60 3/28 18/14 1/10 2/8 187341 | <0.001
? (28,6/71,4) | (9,7/90,3) | (56,3/43,8) | (9,1/90,9) | (20,0/80,0) | > ’
(ne/da %)
oheatna N 90 33 35 12 10
orotoiuria |_X£SD_| 1,85:293 | 2,00:197 | 069:1.07 | 549:588 | 0742062 | y3 9412 | <o 01
0dU) | k) | 068 (0.14- | 150 (0.36- | 0,19 (0,05 | 451(0.88- | 055 (035 | ’
2,30) 3,30) 0,80) 8,00) 1,41)
oatin N 90 33 35 12 10
oY "X +SD | 106,4275,0 | 113,7:57.2 | 96,1£90,6 | 1083372 | 115,3£103.3| ¢ asez | 0096
Gmoll) | ©kr) | 840 (715995 (745 | 825 (70,0- [ 1100 (745- | 780(710- | ’
117,0) 127,0) 87.0) 137,5) 113,0)
orR N 90 33 35 12 10
(aliminy | X :SD_| 789:20.7 | 75,0:34.0 | 8741230 | 68,12250 | 75.0:37.0 | 47573 | 0166
173m®) | (kR | 795 (634 | 735498 837 (700- | 66,3 (436 | 74,1 (48.0- | ’
’ 99,5) 92,4) 103,0) 87.6) 107,0)
Klini¢ki sindrom, N=88
(APH/NS/KNS) R T I L T 6/5/1 802 | 17 eat | 0003
(APH/NS/KNS %) S e |91:212,9/59 | 50,0/41,7/8,3 | 80,0/0/200 | " ’
Ostecenje sluha (ne/da) 75/15 22/11 32/3 12/0 I 9 455 0.015
N=90, (ne/da %) | (83,3/16,7) | (66,7/33,3) | (91,4/8,6) | (100,00) | (90,0/10,0) | * :
OStecenje okalvida
G 89/1 32/1 35/0 12/0 10/0 1
N=90, (ne/da) 98,9/1,1 97,0/3,0 100,0/0 100,0/0 100,000 | 2686 0,611
(ne/da %)
P:éelrjnggﬁgl;izar;g)a (867(13;]113 4) (8123?/168 8) (138 /(())/0) (90 o110 0) | (60 o0 oy | 11.687" | 0,004
N=82, (ne/da %) 13, 318, ’ 010, ,0/40,
Nasljedivanje iz
(neggir’:‘a’;g/zniéﬁizgtac) 66/11/5 23/6/3 27/21 10/0/0 6/3/1
. (80,5/13,4/ | (71,9/18,8/ | (90,0/6,7/ (60,0/30,0/ | 7,774" | 0,174
(nepoznato/majka/otac 6.1) 9,4) 3,3) (100,0/0/0) 10,0)
%) 3 3 3 ’
E”t;\‘j’jg;”j(ié‘/g:)”e'“ 62/20 21/11 25/5 9 713 37720 | 0304
, (ne (75,6/24,4) | (65,6/34,4) | (83,3116,7) | (90,0/10,0) | (70,0/30,0) | ’
(ne/da %)
KBB u obitelj
B 51/30 22/10 18/11 8/2 377 1
N=81, (nefda) (63,0/37,0) | (68,8/31,3) | (62,1/37,9) | (80,0/20,0) | (30,0/70,0) | 938 | 0.105

N — broj ispitanika; C — medijan; X — aritmetiCka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni
raspon; APH — asimptomatska proteinurija i/ili eritrociturija, NS — nefrotski sindrom, KNS — kroni¢ni
nefritiCki sindrom, KBB — kroni¢na bubrezna bolest; AS — Alportov sindrom; TBMN — nefropatija tankih
glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna glomeruloskleroza
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Nije bilo statistiCki znacCajne razlike izmedu pojedinih skupina PHD-a obzirom
na spol, dob, prisustvo eritrociturije, razinu serumskog kreatinina, eGFR, poremecaje
oka, te podatke o eritrocituriji ili kroni€noj bubreznoj bolesti u obitelji. Postojala je
znacajna razlika izmedu skupina ispitanika obzirom na prisustvo i razinu proteinurije,
kliniCku sliku kojom se bubrezna bolest manifestirala, oSte¢enje sluha i podatke o
prisustvu AS-a, TBMN-a i hereditarnog nefritisa u obitelji (tablica 9). Posthoc analiza
Mann-Whitney U testom za pojedine kontinuirane varijable znacajne u Kruskal-
Wallisovom testu iz tablice 9. pokazala je znaCajnost za 24-satnu proteinuriju izmedu
svih skupina bolesnika obzirom na PHD-e, osim izmedu skupina TBMN-a i
hereditarnog nefritisa (tablica 10 i slika 22). NajviSa razina proteinurije (C 4,51 g/24h)
bila je u kategoriji TBMN + FSGS, potom u kategoriji AS-a (C 1,5 g/24h), te
hereditarnog nefritisa (C 0,55 g/24h) i TBMN-a (C 0,19 g/24h).

Tablica 10. Razlike u proteinuriji izmedu skupina obzirom na PHD-e. Posthoc analiza Mann-Whitney
U testom za kontinuirane varijable iz tablice 9. zna¢ajne u Kruskal-Wallisovom testu.

Varijabla Skupine medu kojima je nadena znacajna Vrijednost p
razlika u Mann-Whitney U testu - posthoc testa
AS vs. TBMN 2145 <0,001
AS vs. TBMN + FSGS 96,5 0,033
24-satna proteinurija (g/dU) AS vs. Hereditarni nefritis 88,0 0,042
TBMN vs. TBMN + FSGS 44,0 <0,001
TBMN + FSGS vs. Hereditarni nefritis 18,0 0,008

AS — Alportov sindrom; TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS — fokalna
segmentalna glomeruloskleroza

20,00

15,007

10,00

24-satna proteinurija (g/dU)

5,00
*
*
*

. = | .

T
Alportov sindrom TBMN TBMN + FSGS Hereditami nefritis

Patohistoloska dijagnoza

Slika 22. Razine 24-satne proteinurije (g/dU) po skupinama obzirom na PHD-e. StatistiCka zna¢ajnost
(p) izmedu pojedinih skupina prikazana je u tablici 10.
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Na slici 23. prikazana je ucCestalost klinickih sindroma po PHD-ovima. Svi su se

poremecaiji najéesce prezentirali asimptomatskom hematurijom i/ili proteinurijom.

i Klinicki sindrom
Asimptomatska proteinurija
ifili hematurija
Nefrotski sindrom

[] Kronicni nefriticki sindrom

30

=
o
=
o 204
10
- ._\ I T

Alportov sindrom TEMN TBMN + FSGS  Hereditami nefritis

Patohistoloska dijagnoza

Slika 23. Klini¢ki sindromi po skupinama obzirom na PHD-e.

Ostecenja sluha su zabiljezena kod 11 ispitanika s AS-om, 3 ispitanika s TBMN-om i

jednog ispitanika s hereditarnim nefritisom (slika 24).

Osteéenje
A sluha
Mne
Hda
30
2
[a1]
20

Alportov sindrom TEMN TBMN + FSGS  Hereditami nefritis

Patohistoloska dijagnoza

Slika 24. Ostecenje sluha po skupinama obzirom na PHD-e.
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Nisu nadene statistiCki znaCajne razlike u komorbiditetima izmedu pojedinih

skupina ispitanika obzirom na PHD-e (tablica 11).

Tablica 11. Usporedba podataka o komorbiditetima po skupinama obzirom na PHD-e ('Fisherov
egzaktni test).

Svi AS TBMN TBMN+FSGS | Hereditarni | Vrijednost =
N (%) N (%) N (%) N (%) nefritis N (%) | testa'
Hipertenzija 33/48/5 11/20/2 15/15/2 5/6/0 21711
(ne/da, prije biopsije/ | (38.4/55.8/ | (33,3/60,6/ | (46,9469 | 45 2y | (20,070,001 | 3,901 | 0,677
da, poslije biopsije) 5,8) 6,1) 6,3) ’ ’ 10,0)
Sederna bolest
'a bolest 82/3/1 31/2/0 31/1/0 10/0/1 10/0/0
(ne/da, prije biopsiie/ | o5 313 5/1 0y | (93.9/6,1/0) | (96.9/3,1/0) | (90,9/0/9,1) | (100,0/000) | 2773 | 0593
da, poslije biopsije)
ne plucnabolest | gojgyo 317210 30/2/0 10/1/0 9/1/0 1068 | 0037
- Prije biopsi (93,0/7,0/0) | (93,9/6,1/0) | (93,8/6,3/0) | (90,9/9,1/0) | (90,0/10,0/0) | ’
da, poslije biopsije)
Sr¢ana bolest
aboest 82/2/2 32/0/1 30/2/0 10/0/1 10/0/0
(ne/da, prije biopsije/ | o5 315 35 3y | (97.0/0/3,0) | (93.8/6,3/0) | (90,9/0/9,1) | (100,0/000) | 2785 | 0433
da, poslije biopsije)
Cerebrovaskularna
bolest 86/0/0 33/0/0 32/0/0 11/0/0 10/0/0 ] ]
(ne/da, prije biopsije/ | (100,0/0/0) | (100,0/0/0) | (100,0/0/0) | (100,0/0/0) | (100,0/0/0)
da, poslije biopsije)
Periferna vaskularna
bolest 82/1/0 33/0/0 28/1/0 11/0/0 10/0/0 2737 | 0.602
(ne/da, prije biopsije/ | (98,8/1,2/0) | (100,0/0/0) | (96,6/3,4/0) | (100,0/0/0) | (100,0/0/0) ’ ’

da, poslije biopsije)

Izmedu skupina ispitanika po PHD-u nije bilo statisti€¢ki znaCajne razlike u broju

glomerula, postotku potpuno vezivno promijenjenih glomerula, prisustvu upale u

intersticiju, arteriolosklerozi i fibrointimalnom zadebljanju arterija. Pronadene su

statistiCki znaCajne razlike izmedu skupina ispitanika u apsolutnom broju potpuno

vezivno promijenjenih glomerula, apsolutnom broju glomerula sa segmentalnom

sklerozom, udjelu glomerula sa segmentalnom sklerozom (%), prisustvu pjenusavih

stanica u intersticiju te udjelu (%) i stupnju IFTA-e (tablica 12).
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Tablica 12 . Usporedba svjetlosno-mikroskopskih parametara izmedu skupina obzirom na PHD-e
("Kruskal-Wallisov test, 2Fisherov egzaktni test).

PatohistoloSka dijagnoza

- — Vrijednost
. TBMN + Hereditarni test
Svi AS TBMN FSGS nefritis esia P
Broi N 90 33 35 12 10
roj - 1
glomerula X +SD 1849 17+10 1948 16+10 22410 2,831 0,418
C (IKR) 18 (11-22) | 18 (11-21) [19(12-24) | 16(7-23) | 18 (14-31)
Broi PVP N 90 33 35 12 10
glg?:]erula X + SD 3+3 3+4 2+1 242 4+3 8,139" | 0,043
C (IKR) 2 (1-4) 3 (1-4) 2 (0-2) 1(1-3) 4 (1-5)
Broj N 90 33 35 12 10
glomerula X+ SD 142 242 040 242 141 44,129" | <0,001
sa SS C (IKR) 0 (0-2) 2 (0-3) 0 (0-0) 2 (1-3) 1(0-2)
Udio PVP N 90 33 35 12 10
glomerula X +SD 16417 21420 9+8 15416 21420 6,933" | 0,074
(%) C (IKR) 11 (5-20) 17 (6-30) | 10 (0-14) | 11 (6-17) 14 (8-29)
Udio N 90 33 35 12 10
glomerula X +SD 8+12 14414 0+0 20+14 445 47,189" | <0,001
sa SS (%) C (IKR) 0 (0-16) 16 (0-21) 0 (0-0) 18 (9-24) 2 (0-8)
Pjenusave stanice u
. >ave 80/10 25/8 35/0 12/0 8/2 )
intersticiju; ((’J/f)/da) (88.9/111) | (75,8/24.2) | (100,00) | (100,00) | (80,0/20,0) | 1%336° | 0.002
N 90 33 35 12 10
Udio IFTA-e [ o ]
) X +SD 13,28+15,92 | 19,55+20,05 | 5,57+5,25 | 13,33+11,15 | 19,50+20,06 | 11,536 | 0,009
0
C (IKR) 10 (0-20) 15 (0-30) 5(0-10) | 10(7,5-15) | 12,5 (5-30)
IFTA stupan; 72/15/3 20/11/2 35/0/0 10/2/0 71211
(<25 / 25-50 / >50%) (80,0/16,7/ | (60,6/33,3/ (100.0/0/0) (83,3/16,7/ | (70,0/20,0/ | 20,3102 | <0,001
(%) 3,3) 6,1) ' 0) 10,0)
'”tersz'ﬁgfé‘:)“pa'a 67/23 22/11 31/4 8/4 6/4 67462 | 0075
%) (74,4/25,6) | (66,7/33,3) |(88,6/11,4)| (66,7/33,3) | (60,0/40,0) | ’
Arterioloskleroza
(nema/
nodularna hijalinoza u 1
arterioli / 39/8/31/12 15/3/9/6 17/4/14/0 | 4/1/4/3 3/0/4/3
nodularna hijalinoza u (43,3/8,9/ (45,5/9,1/ | (48,6/11,4/| (33,3/8,3/ |(30,0/0/40,0 | 13,2732 | 0,106
vide arteriola / 34,4/13,3) | 27,3/18,2) 40,0/0) | 33,3/25,0) /30,0)
hijalinoza u cijelom
opsegu)
(%)
Fibrointimalno zadebljanje
arterija 60/30 22/11 23/12 9/3 6/4 0.6642 | 0902
(ne/da) (66,7/33,3) | (66,7/33,3) |(65,7/34,3)| (75,0/25,0) | (60,0/40,0) | ’
(%)
S(;‘zf;]”f/ lumena aretia | eoMsios | 221731 | 2317500 | 9/0/2/1 6/1/0/3
>50%) (66,7/16,7/ | (66,7/21,2/ |(65,7/20,0/| (75,0/0/16,7 | (60,0/10,0/ | 13,3442 | 0,081
(%)" 11,1/5,6) 9,1/3,0) 14,3/0) /8,3) 0/30,0)

PVP — potpuno vezivno promijenjen; SS — segmentalna skleroza; IFTA — intersticijska fibroza i
tubularna atrofija; C — medijan; X — aritmetic¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni

raspon
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Posthoc analiza Mann-Whitney U testom za pojedine kontinuirane varijable iz
tablice 12 znaCajne u Kruskal-Wallisovom testu pokazala je statisticku znacajnost
izmedu pojedinih skupina PHD-a, sto je prikazano u tablici 13. Pronadena je znacCajna
razlika u broju potpuno vezivno promijenjenih glomerula izmedu AS-a i TBMN-a te
TBMN-a i hereditarnog nefritisa. Segmentalne skleroze u gromelurima je bilo viSe u
AS-u nego u TBMN-u i viSe u hereditarnom nefritisu nego u TBMN-u. Medutim, ukoliko
je TBMN udruzena s FSGS-om tada je segmentalne skleroze bilo viSe u ovoj skupini
nego u hereditarnom nefritisu. Bilo je znacajno vise IFTA-e u AS-u, hereditarnom
nefritisu i TBMN udruZzenom s FSGS-om nego samo u TBMN-u. Navedene razlike nisu
nadene izmedu skupina AS-a i hereditarnog nefritisa.

Tablica 13. Razlike u svjetlosno-mikroskopskim parametrima izmedu pojedinih skupina obzirom na

PHD-e. Posthoc analiza Mann-Whitney U test za kontinuirane varijable zna€ajne u Kruskal-
Wallisovom testu (prikazano u tablici 12).

Skupine medu kojima je nadena Vrijednost
Varijabla znacajna razlika u Mann-Whitney U testu testa P
- posthoc

Broj PVP glomerula AS vs. TBMN. — 409.5 0,036
TBMN vs. Hereditarni nefritis 88,5 0,016
AS vs. TBMN 192,5 <0,001

Broj glomerula sa SS TBMN vs. Hereditarni nefritis 87,5 0,015
TBMN + FSGS vs. Hereditarni nefritis 27,0 0,03
AS vs. TBMN 192,5 <0,001
. o TBMN vs. TBMN+FSGS 630,0 <0,001
Udio glomerula sa SS (%) TBMN vs. Hereditarni nefritis 87,5 0,015
TBMN + FSGS vs. Hereditarni nefritis 12,5 0,001

AS vs. TBMN 383,0 0,014

IFTA (%) TBMN vs. TBMN+FSGS 101,0 0,006
TBMN vs. Hereditarni nefritis 81,5 0,009

PVP — potpuno vezivno promjenjen; SS — segmentalna skleroza; IFTA — intersticijska fibroza i
tubularna atrofija; AS — Alportov sindrom; TBMN - nefropatija tankih glomerularnih bazalnih
membrana; FSGS - fokalna segmentalna glomeruloskleroza

Na slici 25. prikazano je prisustvo pjenu$avih stanica (makrofaga) po pojedinim
patohistoloSkim skupinama. PjenusSave stanice su nadene u AS-u (8; 24,2 %) i

hereditarnom nefritisu (2; 20 %), a nisu nadene u ispitanika s TBMN-om.
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Slika 25. Prisustvo pjenuSavih stanica u intersticiju po skupinama obzirom na PHD-e.

Na slici 26. prikazan je raspored stupnjeva IFTA-e prema patohistoloSkim

dijagnozama, dok je prikaz udjela (%) IFTA-e prikazan na slici 27.

IFTA
g (stupanj)
W =25%
M 25-50%
O=50%
30
B
o

T
Alportov sindrom TEMN

Patohistoloska dijagnoza

TBMN + FSGS  Hereditami nefritis

Slika 26. Raspored stupnjeva IFTA-e po skupinama obzirom na PHD-e.
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Slika 27. Udio IFTA-e po skupinama obzirom na PHD-e. Statisti¢ka zna€ajnost (p) izmedu pojedinih
skupina prikazana je u tablici 13.

U tablici 14. prikazana je usporedba pojedinih EM parametara izmedu
ispitivanih skupina obzirom na PHD-e. Nadene su statistiCki znaCajne razlike izmedu
pojedinih skupina ispitanika za aritmeticku sredinu debljine GBM-a (GBM-X),
minimalnu debljinu GBM-a (GBM-min), maksimalnu debljinu GBM-a (GBM-max),
standardnu devijaciju debljine GBM-a (GBM-SD) te stupanj lameliranja GBM-a i

izmjene tankih i debelih dijelova GBM-a.



Senjug, P (2021.) ObiljeZja glomerularne bazalne membrane u Alportovom sindromu i nefropatiji tankih bazalnih

membrana
48
Tablica 14. Usporedba EM parametara izmedu skupina ispitanika obzirom na PHD-e ('Kruskal-
Wallisov test, 2Fisherov egzaktni test).
Patohistolo$ka dijagnoza Viijednost
, TBMN + Hereditarni tost P
Svi AS TBMN FSGS nefritis e
N 90 33 35 12 10
_ 274,23 + 194,23 + 208,42 + 240,60 +
GBM- | X+SD | 229,61+6155 | 79, 28,20 23,18 46,34
X 261’ 00 19 ’ 00 21(; 00 229; 0 35,7951 1 <0001
(nm) _ ) 7, ) 0
c (kRr) |21 ’gg 4(15%‘;"50 (221,00~ (182,00- (204,00- (224,00-
’ 304,00) 210,00) 213,50) 255,00)
N 90 33 35 12 10
_ 145,55 + 115,57 + 125,33 + 133,40 +
GBM- | X£SD | 1294923523 | 4474 25,58 29,19 35,78 1
('m) 126,00 (108,00-| 138:00 120,00 137,00 12200 | 111087 0071
C (IKR) 143.00) (122,00~ (95,00- (109,50- (108,00~
’ 177,00) 133,00) 143,00) 155,00)
N 90 33 35 12 10
_ 408,17 + 523,10 + 310,26 + 315,92 + 505,30 +
GBM- | X+3D 180,13 218,51 57,15 38,23 189,08 .
max 40,855 | <0,001
(nm) 352,00 (200.50.| 45400 305,00 310,50 485,00
C (IKR) 446.50) (385,00~ (288,00- (290,00- (383,00~
’ 637,00) 351,00) 334,00) 510,00)
N 90 33 35 12 10
GBM- | %+SD | 65203942 | 90,61+52,03 | 458341178 | 45339,07 | 'o:10+
SD Zosp ] 36.752" <0001
(m) | G Ry | 5400 (42,00- | 77,00 (55,00- | 44,00 (37,00- | 44,00 (37,00- | ge'0n
74,50) 108,00) 54,00) 49,50) 52.00)
Lameliranje GBM 3/6/1
(ne/oskudno, 47/13/29 2/3/28 32/2/0 10/2/0 )
mjestimice/da) | (52,8/14.6/32,6) | (6,1/9.1/84,8) | (94.1/5,9/0) | (83,3/16,7/0) (301'%’%()”0’ 87,596% | <0,001
(%) '
Izmjena tankih i
debe'g‘Bd,\ﬂe'O"a 48/42 1/32 34/1 111 2/8 84 0462 | <0.001
(nelda) (53,3/46,7) (3,0/97,0) (97,1/2,9) (91,7/8,3) | (20,0/80,0) | °* ’
(%)

GBM - glomerularna bazalna mebrana; C — medijan; X — aritmetiCka sredina; SD — standardna
devijacija; IKR — interkvartilni raspon; min — minimum; max — maksimum

Posthoc analiza Mann-Whitney U testom za pojedine kontinuirane varijable iz

tablice 14 znacajne u Kruskal-Wallisovom testu pokazala je statisticku znacCajnost

izmedu pojedinih skupina dijagnoza, $to je prikazano u tablici 15. Najve¢a GBM-X bila

je uAS-uiznacajno je veé¢a nego u TBMN-u ili TBMN-u udruzenom s FSGS-om. Slijedi
hereditarni nefritis ¢ija GBM-X je takoder bila ve¢a od GBM-X u TBMN-u kao i TBMN-

u udruzenom s FSGS-om (slika 28). Isto je vrijedilo za GBM-SD izmedu ispitivanih

skupina (slika 28). Nije nadena znacajna razlika obzirom na GBM-X i GBM-SD izmedu

AS-a i hereditarnog nefritisa.
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Tablica 15. Posthoc analiza Mann-Whitney U test za EM kontinuirane varijable zna€ajne u Kruskal-
Wallisovom testu (prikazano u tablici 14).

Skupine medu kojima je nadena Vrijednost
Varijabla znacajna razlika u Mann-Whitney U testu testa P
- posthoc

AS vs. TBMN 131,5 <0,001

GBM- % (nm) AS vs. TBMN + FSGS 65,5 0,001
TBMN vs. Hereditarni nefritis 50,0 <0,001

TBMN + FSGS vs. Hereditarni nefritis 27,5 0,03

GBM-min (nm) AS vs. TBMN 292.0 0,001
AS vs. TBMN 113,5 <0,001
GBM-max (nm) AS vs. TBMN+FSGS 36,0 <0,001
TBMN vs. Hereditarni nefritis 40,0 <0,001
TBMN + FSGS vs. Hereditarni nefritis 10,0 <0,001
AS vs. TBMN 140,0 <0,001
AS vs. TBMN+FSGS 39,0 <0,001
GBM-SD (nm) TBMN vs. Hereditarni nefritis 47,0 <0,001
TBMN + FSGS vs. Hereditarni nefritis 14,5 0,002

GBM - glomerularna bazalna mebrana; x - aritmeticka sredina; SD - standardna devijacija; AS -
Alportov sindrom; TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS — fokalna
segmentalna glomeruloskleroza
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Slika 28. Raspodjela srednje vrijednosti debljina GBM po skupinama obzirom na PHD-e. Statisti¢ka
znacajnost (p) izmedu pojedinih skupina prikazana je u tablici 15.
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Slika 29. Raspodjela SD debljina GBM-a po skupinama obzirom na PHD-e. StatistiCka znacajnost (p)
izmedu pojedinih skupina prikazana je u tablici 15.

S ciljem da utvrdimo mozZze li se visina standardne devijacije GBM-a (GBM-SD)
koristiti kao kriterij u postavljanju dijagnoze AS, dodatno je u€injena AUROC analiza
(povrsina ispod krivulje osjetljivosti i specificnosti) za AS za GBM-SD. AUROC =
0,820, uz standardnu gresku (95 %tni interval pouzdanosti) = 0,0472 (0,724-0,894), p
< 0,0001. Odredena je najbolja vrijednost razabiranja GBM-SD za AS viSe od 61 nm

s osjetljivoS¢u od 80,7 %, specificnos¢u od 74,19 % (slika 30).

GBM-SD (nm)

Osjetljivost

i RN L IR LN LT

0 20 40 60 80 100
100 - Specifiénost

Slika 30. AUROC analiza za AS za GBM-SD.
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Pored debljine GBM-a, kao kriterij razlikovanja izmedu pojedinih skupina PHD-
a pokazalo se znacajnim i njeno lameliranje (p = < 0,001; tablica 14). Jasno lameliranje
GBM-a je prisutno u vecine ispitanika s AS-om. Takoder je prisutno u vecine ispitanika
s hereditarnim nefritisom, ali je manje izrazeno. Lameliranje GBM-a nije nadeno u
ispitanika s TBMN-u niti onih s TBMN-om udruzenim s FSGS-om (slika 31).

Lameliranje GEM
Mne

M oskud no, mjestimice
Cda

40

30

20

Broj

10

-
Alpurlov sindiom TEMN TBMN + FSGS  Heredilami nefilis

Patohistoloska dijagnoza

Slika 31. UCestalost lameliranja GBM-a po skupinama obzirom na PHD-e.

5.2.3 Imunohistokemijsko bojenje na a3, a4 i a5 lance kolagena tipa IV

Za imunohistokemijsku analizu bilo je dostupno tkivo bubrega 90 od ukupno
130 ispitanika. Na temelju imunohistokemijske analize Cetiri ispitanice su klasificirane
u skupinu 1 (nositeljice X-vezanog AS-a, slika 32), dvojica ispitanika su klasificirani
kao skupina 2 (muskarci s X-vezanim AS-om, slika 33), 76 ispitanika u skupinu 4
(uredno bojenje — TBMN, slika 34). Kod troje ispitanika naden je atipi¢an obrazac
imunohistokemijskog bojenja (uredno bojenje za a3 i a4 lance kolagena tipa IV, a
negativno bojenje u glomerularnom klupku s pozitivnim bojenjem u Bowmanovoj
Cahuri za a5 lance kolagena tipa IV, slika 35). Jedan ispitanik s histoloSkom
dijagnozom TBMN-a klasificiran je u skupinu atipiénog imunohistokemijskog bojenja
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na lance kolagena tipa IV. Imunohistokemijsko bojenje na a4 (slika 34. C) lance davalo

je izrazito pozitivno pozadinsko bojenje, te je klasifikacija i subtipizacija u€injena na

razini analize a3 i a5 lanaca kolagena tipa IV.

Slika 32. Imunohistokemijsko bojenje na lance kolagena tipa IV u Zenske nositeljice X-vezanog AS.
A) COL4A1, pozitivna kontrola. Segmentalni gubitak bojenja (strelice) za COL4A3 (B) i COL4A5 (C).
Originalno povecéanje 400 x.

Slika 33. Imunohistokemijsko bojenje na lance kolagena tipa IV u muskog ispitanika s X-vezanim AS.
A) COL4A1, pozitivha kontrola, B) Nespecificno nakupljanje bojenja u podocitima, no negativno
bojenje za COL4A3 u GBM-u i tubularnim bazalnim membranama C) Negativno bojenje za COL4AS5.
Originalno povecanje 400 x.
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Slika 34. Imunohistokemijsko bojenje na lance kolagena tipa IV u ispitanika s TBMN-om. Uredni
obrasci bojenja. A) COL4A1, B) COL4A3, C) COL4A4, D) COL4AS5. Originalno povecéanje 400 x.

7

Slika 35. Atipi¢ni obrazac imunohistokemijskog bojenja na lance kolagena tipa IV. A) COL4A1,
pozitivna kontrola. B) Uredno bojenje za COL4A3. C) Negativno bojenje u glomerularnom klupku, a
pozitivno u Bowmanovoj €ahuri za COL4AS. Originalno povecanje 400 x.
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Raspodjela pojedinih obrazaca imunohistokemijskog bojenja po PHD-u

prikazana je u tablici 16. Vidljivo je da je visoki udio ispitanika kojima je postavljena

histoloSka dijagnoza AS-a imao uredan obrazac bojenja za lance kolagena tipa IV, njih
24 (72,7%) od 33 ispitanika. Kod TBMN-a je dobiven oc€ekivani imunohistokemijski

obrazac za kolagene lance tipa IV, njih 91,4 % imalo je uredno bojenje na lance

kolagena tipa IV.

Tablica 16. Raspodjela pojedinih obrazaca imunohistokemijskog bojenja po skupinama

obzirom na PHD-e (Fisherov egzaktni test).

Ukupno

AS

TBMN

TBMN+FSGS

Heritarni nefritis

Vrijednost

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) testa P
X vezane zenske
nositeljice/
Muski X-vezani AS/
A“t°s°mﬂg[eces"’“' 4/2/0/76/3/5 | 2/2/0/24/2/3 | 0/0/0/32/1/2 | 0/0/0/12/0/0 2/0/0/8/0/0
Uredns boierio. 4,412,200/ | (6,1/6,1/0/ | (0/0/0/91,4/ | (0/0/0/100/0/ | (20,0/0/0/80,0/0/ | 11,511 | 0,319
TBM,\j/ J 84,4/3,3/5,6) | 72,7/6,119,1) | 2,9/5,7) 0) 0)

atipi€no bojenje/
neadekvatno za
analizu

AS — Alportov sindrom; TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana

Ucinjena je analiza osjetljivosti imunohistokemijske metode u subtipiziranju

AS-a u odnosu na EM, ¢iji su rezultati prikazani u tablici 17.

Tablica 17. Dijagnosticka osjetljivost i specificnost za imunohistokemijsko bojenje na lance kolagena

tipa IV.
Vrijednost 95 % CI
Osijetljivost 20 % 7,71 -38,57 %
Specificnost 97,78 % 88,23 - 99,94 %
Pozitivni omjer vjerojatnosti 9,00 1,14 -71,04
Negativni omjer vjerojatnosti 0,82 0,68 — 0,98

Cl — interval pouzdanosti
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5.3 Ispitivanje tkiva bubrega dobivenog biopsijama transplantiranih bubrega

U dio istrazivanja tkiva bubrega dobivenog biopsijama transplantiranih bubrega
uklju€eno je 90 ispitanika, medijana dobi 49 godina (od 17 do 73 godine), 62 (68,9 %)
muska i 28 (31,1 %) zenskih ispitanika.

Opce karakteristike ukljuenih ispitanika s transplantiranim bubregom prikazane

su u tablici 18.

Tablica 18. Opce karakteristike uklju¢enih ispitanika s transplantiranim bubregom.

. . Broj bolesnika (%) 90 (100,0)
Spol primatelja Muskarci (%) 62 (68.9)
Zene (%) 28 (31,1)
Broj bolesnika 90
Dob primatelja X+SD 48412
(godine) C (IKR) 49 (40-58)
Najmanja vrijednost 17
Najveca vrijednost 73
s bol Broj bolesnika (%) 90 (100,0)
ecerna bolest u
primatelja Ne (%) 62 (68,9)
Da (%) 28 (31,1)
Broj bolesnika (%) 90 (100,0)
Vrsta transplantacije Bubreg (%) 77 (85,6)
SPKT (%) 13 (14,4)
Broj bolesnika (%) 90 (100,0)
Darivatelj Zivi darivatelj (%) 8 (8,9)
Kadaveri¢ni darivatelj (%) 82 (91,1)
Broj bolesnika 90
X + +
Dob darivatelja X +SD 46+16
(godine) C (IKR) 50 (35-57)
Najmanja vrijednost 8
Najveca vrijednost 75
Broj bolesnika (%) 90 (100,0)
Spol darivatelja Muskarci (%) 46 (51,1)
Zene (%) 44 (48,9)
. Broj bolesnika (%) 90 (100,0)
Odgodena funkcija Ne (%) 52 (57.8)
tk :
presatia Da (%) 38 (42,2)

C — medijan; X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni raspon;
SPKT - simultana transplantacija bubrega i gusterace
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Na slici 36 prikazan je pregled stupnja kroni¢nih promjena prema Banff
klasifikaciji'?' na nultim biopsijama bubreznih presadaka. Vecina ispitanika u svim
kategorijama nije imala promjena, odnosno imali su uredan nalaz. NajviSe ispitanika
(68; 75,6 %) nije imalo intersticijsku fibrozu (ci0), a samo 2 (2,2 %) je imalo teSku
intersticijsku fibrozu (ci3). Sli¢no je bilo i s tubularnom atrofijom koja nije nadena (ct0)
u 62 (68,9 %) ispitanika. Ostali su uglavnom imali umjerenu (ct2), a samo 1 (1,1 %)
ispitanik je imao teSku tubularnu atrofiju (ct3). Glomeruli su bili uredni u najveéem
dijelu ispitanika, a samo 1 je imao blago prosSirenje mezangija (mm1). Najvise
ispitanika, 66 (74,1 %), je imalo uredne arterije (cv0), dok ih je po 7 (7,9 %) imalo
umijereno (cv2) i znatno (cv3) fibrointimalno zadebljanje arterija. U jednom uzorku (1,1
%) nije bilo arterija dostupnih za analizu. NajviSe ispitanika (46; 51,1 %) imalo je
kroni¢ne promjene na arteriolama (hijalinozu), pri ¢emu je umjerena (ah2) ili teSka

hijalinoza arteriola nadena u 32 ispitanika (35,6 %).

100

20 89
90

80

68 66
60 - =0
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B

Broj ispitanika

40 - 2
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10’ 2 [

ci ct cg mm cv ah

Slika 36. Kroni¢ne promjene prema Banff klasifikaciji'?! na nultim biopsijama bubreZnih presadaka
(vidjeti tablicu 1. na strani 31).
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Na EM fotografijama nultih biopsija, koje su bile dostupne za 84 ispitanika (u
ostalih 6 nije bilo glomerula za EM analizu), izmjerene su debljine GBM prema
prethodno opisanoj standardiziranoj metodi (str. 23). Vrijednosti su prikazane u tablici
19. Ukoliko se izmjerene debljine GBM-a usporede s odredenim referentnim
rasponom za nas Odjel, tanke GBM bile su prisutne u 26 (31 %) nultih biopsija. Ukoliko
se primjeni kriterij SZO-e (GBM tanja od 250 nm bez obzira na spol), tada su tanke
GBM-e bile prisutne u 35 (41,7 %) nultih biopsija (tablica 19).

Tablica 19. EM karakteristike GBM-a na nultim biopsijama bubreznog presatka.

Broj bolesnika 84
X £8D 268457
GBM-0- X (nm) C (IKR) 266 (221-306)
Najmanja vrijednost 139
Najveca vrijednost 471
Broj bolesnika 84
X £8D 152437
GBM-0-min (nm) C (IKR) 145 (126-170)
Najmanja vrijednost 69
Najveca vrijednost 255
Broj bolesnika 84
X £8D 470£140
GBM-0-max (nm) C (IKR) 472 (369-540)
Najmanja vrijednost 205
Najveca vrijednost 1022
Broj bolesnika 84
X £SD 74425
GBM-0-SD (nm) C (IKR) 71 (54-89)
Najmanja vrijednost 32
Najveca vrijednost 163
TBMN prema Broj bolesnika (%) 84 (100,0)
kriterijima naseg Ne (%) 58 (69,0)
Odjela (%) Da (%) 26 (31,0)
TBMN prema Broj bolesnika (%) 84 (100,0)
kriterijima SZO (%) Ne (%) 49 (58,3)
Da (%) 35 (41,7)

0 — nulta biopsija, GBM — glomerularna bazalna membrana, X — aritmeti¢ka sredina; SD —
standardna devijacija; IKR — interkvartilni raspon, min — minimum, max — maksimum, nm —
nanometar, SZO — Svjetska zdravstvena organizacija
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Kod ispitanika koji su imali nulte biopsije ucinjene su biopsije pracenja nakon
12 mjeseci. Na slici 37. prikazan je pregled kroni¢nih promjena prema Banff
klasifikaciji'?' u tim biopsijama. Za razliku od nultih biopsija gdje naj¢e$ce nisu bile
prisutne znacajne kroni¢ne promjene tubulointersticija (ciO, ct0), u biopsijama
paracenja nakon 12 mjeseci najceSCe su bile blage (ci1, ct1) kroni¢ne promjene
tubulointersticija u 41 (45,6%) i 51 (56,7%) biopsija. U po dvije biopsije (2,2%) bile su
prisutne kroni¢ne promjene na glomerulima (cg1 i mm1). Kao i u nultim biopsijama u
biopsijama pracenja nakon godinu dana u najvise biopsija 65 (72,2%) i 40 (44,4%) bile

su prisutne uredne arterije i arteriole (cvO i ah0).
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Slika 37. Kroni¢ne promjene prema Banff klasifikaciji'?! na biopsijama bubreznog presatka 12 mjeseci
nakon transplantacije (vidjeti tablicu 1. na strani 31).

Za 80 ispitanika s biopsijama 12 mjeseci nakon transplantacije bile su dostupne
EM fotografije na kojima je izmjerena debljina GBM-a prema prethodno opisanoj
standardiziranoj metodi (str. 23). Za 10 ispitanika nije bilo moguée izmijeriti debljinu
GBM-a jer u uzorku za EM-u nije bilo glomerula. Ukoliko se izmjerene debljine
usporede s urednim vrijednostima za nas Odjel, tanke GBM bile su prisutne u 25 (31,3
%) ispitanika. Ukoliko se primjeni kriterij od SZO-a (GBM tanja od 250 nm bez obzira
na spol), tada su tanke GBM bile prisutne u 34 (43 %) ispitanika (tablica 20).
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Tablica 20. EM karakteristike GBM-a na biopsijama bubreznog presatka 12 mjeseci nakon

transplantacije.

Broj bolesnika 80
X £SD 256,5+44,8
GBM-12- X (nm) C (KR) 258,0 (229,0-286,0)
Najmanja vrijednost 135,0
Najveca vrijednost 390,0
Broj bolesnika 80
X £SD 149,1+31,4
GBM-12-min (nm) C (KR) 143,0 (124,0-171,0)
Najmanja vrijednost 86,0
Najveca vrijednost 248,0
Broj bolesnika 80
X £SD 431,4+112,9
GBM-12-max (nm) C (KR) 411,0 (354,0-507,0)
Najmanja vrijednost 170,0
Najveca vrijednost 763,0
Broj bolesnika 80
X £SD 65,7+20,3
GBM-12-SD (nm) C (IKR) 63,0 (51,0-77,0)
Najmanja vrijednost 22,0
Najveca vrijednost 124,0
TBMN prema Broj bolesnika (%) 80 (100,0)
kriterijima naseg Ne (%) 55 (68,8)
Odjela (%) Da (%) 25(31,3)
TBMN prema SZO Broj bolesnika (%) 80 (100,0)
(%) Ne (%) 45 (57,0)
Da (%) 34 (43,0)

12 — biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije, GBM — glomerularna bazalna membrana, X —

59

aritmetic¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni raspon, min — minimum, max —

maksimum, nm — nanometar, SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

Ucinjena je usporedba debljine GBM-a na nultim i biopsijama bubrega 12

mjeseci nakon transplantacije kod istih ispitanika i nije nadena statistiCki znaCajna
razlika u debljini GBM-a. (tablica 21).

Tablica 21. Usporedba debljine GBM-a nultih i biopsija 12 mjeseci nakon transplantacije (t test

uzoraka).

T test uzoraka

t df p
Par1 | GBM-0- X (nm) - GBM-12- X (nm) 0,934 72 0,354
Par 2 GBM-0-min (rzrr?%; GBM-12-min 0,081 79 0,936
Par 3 GBM-0-max (nm) - GBM-12-max 1,560 79 0,123
(nm)
Par 4 | GBM-0-SD (nm) - GBM-12-SD (nm) | 1,860 72 0,067

GBM - glomerularna bazalna membtrana, X — aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija, min —
minimum, max — maksimum, nm — nanometar
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Tablica 22. prikazuje klinicke parametre ispitanika u vrijeme biopsije, 12 mjeseci

nakon transplantacije. Proteinurija je bila prisutna u 10 (12,8 %) ispitanika, a

eritrociturija u 7 (9,1 %).

Tablica 22. Klinicki parametri ispitanika u vrijeme biopsije 12 mjeseci nakon transplantacije.

Broj bolesnika (%) 78 (100,0)
Proteinurija Ne (%) 68 (87,2)
Da (%) 10 (12,8)
Broj bolesnika 90
X +SD 0,44+1,18
PCR (g/mmol) C (IKR) 0,20 (0,09-0,38)
Najmanja vrijednost 0,04
Najveca vrijednost 8,58
Broj bolesnika (%) 77 (100,0)
Hematurija Ne (%) 70 (90,9)
Da (%) 7(9,1)
Broj bolesnika 90
X £8D 129,2+45,3
Kreatinin u serumu
(umol/l) C (IKR) 119,0 (102,0-142,0)
Najmanja vrijednost 54,0
Najveca vrijednost 352,0
Broj bolesnika 90
X +SD 55,76+17,09
eGFR (ml/min/1,73m2) C (IKR) 56,01 (44,90-65,85)
Najmanja vrijednost 18,24
Najveca vrijednost 117,09

PCR - proteini-kreatinin omjer; X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni
raspon, eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije

Ucinjena je usporedba opcih, klini¢kih (tablica 23) te patohistoloskih obiljeZja
(tablica 24) izmedu skupina ispitanika s i bez tankih GBM-a na nultim biopsijama
bubrega. Nije nadena statistiCki znaCajna razlika izmedu navedenih skupina niti za

jednu od analiziranih varijabli.
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Tablica 23. Opcée i kliniCke karakteristike ispitanika prema postojanju TBMN-a na nultoj biopsiji

("Mann-Whitney U test, 2x? test).

TBMN prema kriterijima naSeg Odjela Vrijednost =
Svi Ne Da testa
Broj ispitanika 84 58 26
Dob primatelja X +SD 48+12 49412 48+13 753,01 0,992
(godine) ’ ’
C (IKR) 49 (40-58) 48 (43-58) 51 (37-59)
. . ZIM 26/58 19/39 7/19 )
Spol primatelja (%) (31,0069,0) | (32,8/67.2) | (26,9/73,1) 0286 | 0,593
Seéerna bolest Ne/Da 58/26 40/18 18/8 0.0012 0 981
u primatelja (%) (69,0/31,0) (69,0/31,0) | (69,2/30,8) : :
Vrsta Bubreg/SPKT 7113 49/9 22/4 0.0002 1000
transplantacije (%) (84,5/15,5) (84,5/15,5) (84,6/15,4) ’ ’
Vrsta Zivi / Kadaverigni 8/76 5/53 3/23 )
darivatelja (%) (9.5/90,5) (8,6/91,4) | (11,5/88,5) 0.177 0,698
o ZIM 43/41 33/25 10/16 )
Spol darivatelja (%) (51,2/48,8) | (56,9/431) | (38,5/61,5) 2,442 0,118
Dob darivateli X +SD 46+16 46+15 48418
ob darivatelja 1
(godine) C (IKR) 50 (35-58) 50 (32-57) 52 (40-63) 679.0 0,468
Odgodena Ne/Da 50/34 36/22 14/12 05042 0478
funkcija grafta (%) (59,5/40,5) (62,1/37,9) | (53,8/46,2) ’ ’

Z — Zenski spol; M — muski spol; X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR —
interkvartilni raspon; eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije; SPKT — istovremena

transplantacija bubrega i gusterace

Tablica 24. PatohistoloSka obiljeZja (kroni¢ne promjene prema Banff klasifikaciji121, vidjeti tablicu 1
na strani 31.) ispitanika prema postojanju TBMN na nultoj biopsiji (x? test, 2Fisherov egzaktni test).

TBMN prema kriterijima naSeg Odjela Vrijednost )
Svi Ne Da testa
. 0/ 65/19 44/14 21/5 1
¢i0 (%) (77.4/22.6) (75.9/24,1) (80,8/19,2) 02477 10619
0/ 59125 4117 18/8 1
ct0 (%) (70,2/29,8) (70,7/29,3) (69,2/30,8) 0,018 10,892
i 0 84 58 26 ] ]
g (%) (100,0) (100,0) (100,0)
- 0 84 58 26 ] ]
(%) (100,0) (100,0) (100,0)
0/1/2/3 63/7/7/6 40171416 23/0/3/0 ,
cv 0 (%) (75.9/8.4/8,4/7,2) | (70.2/12,3/7.0110,5) | (88,5/0/11,5/0) | ©:885° | 0,062
01273 42112116114 28/5/13/12 14777312 ;
ah 0 (%) (50,0/14,3/119,0/16,7) | (48,3/8,6/22,4/20.7) | (53,8/26,9/11,5;7,7) | ©716° | 0.077

0 — u nultoj biopsiji; ci — stupanj intersticijske fibroze; ct — stupanj tubularne atrofije; cg — stupan;
dupliranja GBM; mm — stupanj proSirenja mezangijskog matriksa; ah — stupanj hijalinoze arteriola; cv —
stupanj zadebljanja arterija.
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Takoder je u€injena usporedba klinickih (tablica 25) i patohistoloskih obiljezja

(tablica 26)

izmedu skupine ispitanika s i bez tankih GBM-a kod ispitanika s

biopsijama bubrega 12 mjeseci nakon transplantacije. Nije nadena statistiCki znacajna

razlika

izmedu navedenih skupina niti

patohistoloskih obiljezja.

Tablica 25. Usporedba klini¢kih obiljezja bolesnika 12 mjeseci nakon transplantacije prema
postojanju TBMN-a ('x?2 test, 2Mann-Whitney test, 3Studentov t test).

za jedno od analiziranih klinickih i

TBMN prema kriterijima naseg Odjela

Vrijednost

Svi Ne Da testa P
— Ne/Da 59/9 40/6 193 1
Proteinurija (%) (86,8/13,2) (87,0/13,0) (86,4/13,6) | %005 | 0,946
Broj bolesnika 80 55 25
PCR (g/mmol) X +SD 0.45+1.26 0,26+0,23 0814211 237,52 | 0,954
C (KR) 0,18 (0,09-0,35) | 0.18 (0,09-0,35) |0.18 (0,09-0,38)
— Ne/Da 6117 43/3 18/4 1
Eritrociturija (%) 89,7/10,3 % 93,5/6,5 % 81,8182% | >191 | 0139
Broj bolesnika 80 55 25
Serumski X +SD 131,7+47.2 135,8+49,0 12274425 | 19102 | 0058
kreatinin (umol/l) 125,0 (103,0- 115,0 (96,0- ’ ’
C (KR) 120,0 (103,0-145,0) 114.0) 15.0)
Broj bolesnika 80 55 25
X +SD 55,6+17,89 52,59+15,96 61,14+20,68
52,53 (40,66- | 60,37 (46,62-
/ eCjFR C (KR) 53,44 (42,81-66,17) > 4(63) 70(27) 14025 | 0.075
Umin/1,73m2 _ ' ' ’ ’
(mi/min/1,73m2) X +SD 0,8830+1,3567 0,8509+1,3098 | 0,9535+1,4803
C (KR) 0,9372 (0,0697- | 0,8553 (0,1290- 11152 (-
1,7263) 1,7374) 0,0918-1,7257)

PCR - proteini-kreatinin omjer; X — aritmetic¢ka sredina; SD — standardna devijacija; IKR — interkvartilni
raspon, eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije

Tablica 26. Usporedba patohistolo3kih obiljeZja (kroni¢ne promjene prema Banff klasifikaciji121,

vidjeti tablicu

1 na strani 31.) ispitanika 12 mjeseci nakon transplantacije prema postojanju TBMN-a
("Fisherov egzaktni test, 2x? test)

TBMN prema kriterijima naseg Odjela Vrijednost
Svi Ne Da testa P
Sl I - . P T
ct12 0/(102,2)/3 (22,53/2@2;12{3/5,0) (16,4/2/03,8;?234:4/7,3) (36,0%13%%%,0/0) 46250 | 0188
cg 12 ((3:2,1) (977,253,5) (985?‘21;1 ,8) (962,35411,0) 03367 0,562
iz | NN cone) (96040 0336 | 0562
ov 12 0/(102,2)/3 (71 ,35/5231,;;2{;/8,8) (69,1 /?g{%{gm 0,9) (76,0/1195(;/11,10/4,0) 12857 | 0,815
ah 12 0/(145/3 (43,83??,3;5(5){3)?1 63) | (41 ,8/2134%1221/,181/20,0) (48,0/1 3{3;2/22,0/8,0) 2492 | 0469

12 — 12 mjeseci nakon transplantacije, ci — stupanj intersticijske fibroze; ct — stupanj tubularne atrofije;
cg — stupanj dupliranja GBM-a; mm — stupanj proSirenja mezangijskog matriksa; ah — stupanj
hijalinoze arteriola; cv — stupanj zadebljanja arterija.
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Od 84 ispitanika s izmjerenom debljinom GBM-a na nultim biopsijama, 26 je
imalo tanku GBM prema standardnim kriterijima naSeg Odjela (tablica 19). Za
imunohistokemijsku analizu na lance kolagena tipa IV bilo je dostupno tkivo bubrega
njih 14 i svi su pokazivali uredne obrasce imunohistokemijskog bojenja na lance

kolagena tipa IV.
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6 RASPRAVA

6.1 Odredivanje referentnog raspona uredne debljine GBM

SZO preporuca grani¢nu vrijednost debljine GBM-a za TBMN, neovisno o spolu,
od 250 nm za odrasle i 180 nm za djecu do 11. godine Zivota, uz napomenu da

metodologija odredivanja debljine GBM-a nije definirana.®®

Referentni raspon debljine uredne GBM-a varira u centrima izvrsnosti i
literaturnim navodima te ovisi o metodologiji mjerenja i nacinu pripreme uzoraka za
EM analizu. S obzirom na varijabilnost debljina GBM-a medu laboratorijima, viSe
autora govori o nuznosti definiranja vlastitog raspona uredne debljine GBM-a.4>%7
Stoga smo, kao prvi korak u ovom istrazivanju, na naSem Odjelu za nefropatologiju i

elektronsku mikroskopiju definirali viastiti raspon uredne debljine GBM-a.

lako provedena na manjem uzorku (23 muska i 22 Zenska ispitanika), srednja
vrijednost i raspon uredne debljine GBM-a koje smo dobili usporedivi su s rezultatima

Hass-a i suradnika (50 muskih i 50 Zenskih ispitanika) kao Sto je prikazano u tablici
27_45,72,125

Tablica 27. Srednja vrijednost i rasponi uredne debljine GBM-a

Nase istrazivanje = Haas*>72 Nase istrazivanje  Haas*>72
Muskarci 340136 nm 330+50 nm 268-412 nm 230-430 nm
Zene 301144 nm 305145 nm 213-389 nm 215-395 nm

6.2 Ispitivanje tkiva bubrega dobivenog biopsijama nativnih bubrega

Kolagen tipa IV je ubikvitarni protein u bazalnim membranama i Cini glavnu

kolagenu komponentu GBM-a.

AS je genski heterogen, strukturni poremecéaj GBM-a Ciju gensku pozadinu Cini
mutacija gena koji kodiraju izoforme kolagena tipa IV. Klini¢ki se prezentira kao
progresivna naslijedna nefropatija uz ultrastrukturne promjene GBM-a (nepravilna

stanjenja, zadebljanja i cjepkanja), gubitak sluha za tonove visokih frekvencija i
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oftalmoloSke probleme (prednji lentikonus, makularne pjege, kornealne endotelne
vezikule, rekurentne kornealne erozije i katarakte).®'"-* U 85 % sluc¢ajeva genska
osnova AS-a je mutacija X vezanog gena COL4A5 smjeStenog na Xq22 regiji, koji
kodira a5 lance kolagena tipa IV.2" Samo 15 % svih AS-a su posljedica autosomne
mutacije gena koji kodiraju a3 i/ili a4 lance kolagena tipa IV (COL4A3 i/ili COL4A4),
koji se najéeS8c¢e nasljeduju recesivno.'20.27 U literaturi su opisani i daleko rjedi
slu€ajevi autosomno dominantnog nasljedivanja, iako je taj termin joS uvijek predmet
prijepora.?8-32 EM karakteristika X-vezanog AS-a je izmjena stanjenih i zadebljanih
podrucja GBM-a, njena fragmentacija i lameliranje, pojava sitnih granula unutar GBM-

a te nepravilne vanjske konture GBM-a.340-44

TBMN je najCeSc¢i uzrok perzistentne hematurije u djece i odraslih, a zajedno s
AS-om i IgA nefropatijom ¢ini veéinu svih uzroka perzistentne hematurije.24-8 lako se
TBMN doima kao jednostavan entitet, u literaturi postoje nedosljednosti glede
imenovanja poremecaja, opisivanih klini¢kih karakteristika, etiologije i ishoda. Obi¢no
TBMN predstavlja nositelje za autosomno recesivni AS. Glavna kliniCka karakteristika
TBMN-a je perzistentna mikrohematurija®®8487-89 s povremeno pridruzenom
proteinurijom.86.9-93  NajCe8¢i nalaz na svjetlosnoj mikroskopiji je normalna

glomerularna histologija, a na EM vidljivo je difuzno stanjena GBM.%

Jedan od cilieva naseg istrazivanja bio je istraziti i opisati patohistoloske
karakteristike ispitanika s AS-om i TBMN-om. Ispitanici su na temelju PHD-a
podijeljeni na AS, TBMN, TBMN udruzenu s FSGS-om i hereditarni nefritis. Termin
hereditarni nefritis se u literaturi najéescée koristi kao sinonim za AS. Na naSem Odjelu
taj termin je koriSten u rutinskoj dijagnostici kada se na temelju morfologije nije moglo
jasno razlugiti radi li se o AS-u ili TBMN-u. Takvi bolesnici su obi¢no imali, u najve¢em
dijelu analiziranog glomerula, tanku GBM uz samo mijestimi¢na (do 10 % GBM-a)
zadebljanja s diskretnim lameliranjima. Miner®® je 2014. godine u ¢asopisu Kidney
International, osvrnuvsi se na poremecaje uzrokovane mutacijama kolagena tipa IV,
napisao da su COL4A3, COL4A4 i COL4AS5 mutacije, klini¢ki razli€ite, a ultrastrukturno
slicne manifestacije bolesti koje je najbolje shvatiti kao spektar AS-a. Taj pojam bi
obuhvatio sve poremecaje koji se na jednom kraju spektra ocCituju kao benigna
obiteljska hematurija (bez posljedi€nog ucinka na funkciju bubrega), a na drugom

kraju, kao klasi¢ni AS s nedetektabilnim kolagenom tipa IV u GBM-u, konaénom
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progresijom u ESKD, te slusnim i vidnim smetnjama. 1zmedu te dvije krajnosti nalaze
se svi ostali poremecaji koji imaju najrazliitije klinicke i histoloSke slike. Stoga bi
mozda ispravnije bilo, umjesto termina hereditarni nefritis kao nesigurne dijagnoze, za
ovakve sluCajeve koristiti termin ,poremecaj iz spektra AS-a“. Tim prije $to je ovo
istraZivanje pokazalo da su ispitanici s PHD-om ,hereditarnog nefritisa“ po klinic¢kim i

histoloSkim obiljezjima slicniji skupini ispitanika s AS-om nego onima s TBMN-om.

Dijagnoza TBMN-a, prije svega, zahtijeva dokaz prisustva difuzno tankih GBM-
a na EM. Debljina GBM-a varira obzirom na spol i dob. Takoder, veliki utjecaj na
debljinu GBM-a ima metodologija pripremanja uzoraka za EM analizu. Referentni
raspon debljine uredne GBM varira u centrima izvrsnosti i literaturnim navodima. S
obzirom na varijabilnost debljina GBM-a medu laboratorijima, viSe autora naglasava
nuznost definiranja vlastitog raspona uredne debljine GBM-a.4>%" Nase istraZivanje
potvrduje ovu tezu. Interesantno je da je u ovom istraZivanju, nakon $to smo proveli
standardizirano mjerenje, od 87 ispitanika s rutinski postavljenom dijagnozom TBMN-
a (s ili bez FSGS-a) kriterije za dijagnozu TBMN-a po novoutvrdenom referentnom

rasponu naseg Odjela imalo samo 47 ispitanika.

Dosadasnja istraZivanja su pokazala da nisu svi heterozigotni nosioci COL4A3
ili COL4A4 mutacija imali benigni tijek bolesti, ve¢ su pojedinci imali progresivni tijek s
hematurijom, hipertenzijom i ESKD-om.3*68-7> Kod odredenog broja bolesnika se
razvila proteinurija i FSGS s progresijom u ESKD.’®8" Paassen i suradnici su u
istrazivanju na 92 ispitanika s TBMN-om na$li 11 odraslih ispitanika (12 %) koji su
imali FSGS te su razvili hipertenziju ili bubreznu insuficijenciju. Deltas i suradnici su
pokazali na uzorku od 155 ispitanika s TBMN-om (posljedica mutacije COL4A3-
G1334E) da je 44 % ispitanika u dobi od 51. do 70. godine Zivota imalo progresiju
bolesti s razli€itim stupnjevima zatajenja bubrezne funkcije, ukljuéuju¢i ESKD-e. U
nasem istrazivanju FSGS je bila prisutna u 12 od 47 ispitanika (26 %) s TBMN-om.
Opisana skupina ispitanika imala je statistiCki znaCajno viSu razinu proteinurije od
grupa ispitanika s AS-om, TBMN-om i hereditarnim nefritisom. Srednja vrijednost

eGFR za navedenu skupinu bila je 66,3 ml/min/1,73m? (blaZze smanjena eGFR).

U nasem istrazivanju, pjenuSave stanice (makrofazi) u intersticiju bubrega su

zabiljeZzene kod ispitanika s dijagnozama AS-a (8; 24,2 %) i hereditarnog nefritisa (2;
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20 %). U ispitanika s TBMN-om nisu zabiljezeni pjenuSavi makrofazi u intersticiju.
Haas je u svojem preglednom radu o AS-u*® napomenuo da su pjenusavi makrofazi u
intersticiju bubrega jedno od karakteristicnijih svjetlosno-mikroskopskih obiljeZja AS-
a. Ipak, takve stanice nedostaju u znatnom dijelu biopsija s AS-om, pogotovo kada se
radi o biopsijama ucinjenim u ranijem tijeku bolesti. Od ukupno 97 bubrezZnih uzoraka
(84 biopsije, 13 obdukcija ili nefrektomija) ispitanika s AS-om u dobi od 2. do 41.
godine Zivota, iz tri razliCita istrazivanja, pjenuSavi makrofazi u intersticiju pronadeni
su u 39 (40 %) ispitanika.®-4% Pjenusavi makrofazi su se nalazili u uzorcima biopsija
starije djece i odraslih koji su takoder imali kroni¢ne promjene, kao S$to su
glomeruloskleroza i visi stupanj IFTA-e.38-4% U naSem istraZivanju pjenu$avi makrofazi
su pronadeni u neSto manjem broju ispitanika, 8 od 33 ispitanika s AS-om (24,2 %).
Interesantno je da su pjenusavi makrofazi bili prisutni i u 2 od 10 ispitanika (20 %) s
dijagnozom hereditarnog nefritisa (termina koristenog kod ispitanika kod kojih se na

temelju patohistoloskog nalaza nije moglo reci radi li se o AS-u ili TBMN-u).

Glavna EM karakteristika X-vezanog AS-a je izmjena stanjenih i zadebljanih
podrucja GBM-a, njena fragmentacija i lameliranje, pojava sitnih granula unutar GBM-
a te nepravilne vanjske konture GBM-a.>#%-44 Navedene promjene nadene su u
prakticno svim nasim ispitanicima s AS-om. Medutim, oskudno lameliranje bilo je
zabiljeZzeno i u dva ispitanika (5,9 %) s dijagnozom TBMN-a i dva ispitanika (16,7 %)
s dijagnozom TBMN-a i FSGS-a. Ovakav nalaz je u skladu s literaturom, gdje su

opisna lokalizirana cjepkanija i lameliranja GBM-a ispitanika s TBMN-om. 26

Statisticka analiza je pokazala da postoje znacajne razlike u SD-u debljine
GBM-a izmedu skupina ispitanika: AS-a i TBMN-a, AS-a i TBMN-a udruzenog s
FSGS-om, TBMN-a i hereditarnog nefritisa te TBMN-a udruzene s FSGS-om i
hereditarnog nefritisa. Dodatno je ucinjena AUROC analiza (povrsina ispod krivulje
osjetljivosti i specifiCnosti) za standardnu devijaciju debljine GBM-a (GBM-SD) u AS-
u. Tom analizom je utvrdeno da ukoliko je GBM-SD viSa od 61 nm se radi o AS-u, a
ne TBMN-u s osjetljivos¢u od 80,7 % i specificno$¢u od 74,19 %. Navedeni podatak

moze pridonijeti u procesu morfoloskog razlikovanja AS-a od TBMN-a.

NaSe istrazivanje pocivalo je na hipotezi da imunohistokemijska analiza a3, o4

i a5 lanaca kolagena tipa IV znatno pridonosi razlikovanju TBMN-a od AS-a i
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subtipiziranju AS-a, kako u analizi nativnih tako i biopsija transplantiranih bubrega.
Analizirali smo tkivo nativnih bubrega 90 ispitanika. lznenadujuca je bila Cinjenica da
su na temelju imunohistokemijske analize, iz skupine ispitanika s PHD-om AS-a (njih
30), subklasificirane samo dvije ispitanice kao nositeljice X-vezanog AS-a i dva
ispitanika kao muskarci s X-vezanim AS-om. Dva ispitanika s patohistoloSkom
dijagnozom AS-a pokazivala su atipi€an obrazac imunohistokemijskog bojenja s
urednim bojenjem za a3 i a4 lance kolagena tipa IV u glomerulima, dok su a5 lanci u
glomerulima bili negativni, ali su bili pozitivni u Bowmanovoj ¢ahuri. Negativno bojenje
za a5 lance kolagena tipa IV u glomerularnom klupku karakteristicno je za autosomno
recesivni AS. Medutim, ono je tada kombinirano s negativnim bojenjem za a3 i a4
lance u glomerulima, $to u nasem istrazivanju nije bio slu¢aj.*? Niti jedan nas ispitanik
nije pokazivao imunohistokemijski obrazac bojenja karakteristiCan za autosomno
recesivni AS. Osjetljivost imunohistokemijske metode za subtipiziranje PHD-a AS-a
(svjetlosna mikroskopija, IF i EM) u nasem istraZivanju je bila 20 %. Od 33 ispitanika
s PHD-om TBMN-a, jedan je imao atipiCan obrazac bojenja za lance kolagena tipa IV,
a svi ostali su, oCekivano, imali uredne obrasce bojenja za sva tri lanca. Interesantno
je da su medu ispitanicima s nejasnim PHD-om hereditarnog nefritisa dvije ispitanice

subklasificirane kao nositeljice X-vezanog AS-a.

Potrebno je napomenuti da su i u literaturi opisana nerijetka odstupanja od
opisanih klasi¢nih obrazaca bojenja za lance kolagena tipa IV u AS-u.*? Heidet i
suradnici su istaknuli izrazitu varijabilnost u imunohistokemijskom bojenju kod
bolesnika s autosomno recesivnim AS-om uzrokovanim mutaciama COL4A3.%"
Imunohistokemijski profil je u navedenom istrazivanju varirao od potpunog gubitka
ekspresije do potpuno urednih obrazaca imunohistokemijskog bojenja.?” Gubler i
suradnici su takoder opisali uredne obrasce bojenja kod bolesnika s autosomno
recesivnim AS-om uzrokovanim mutaciama COL4A4.'""° Rezultati njihovog
istrazivanja su pokazali da normalan rezultat imunohistokemijskog bojenja na lance
kolagena tipa IV ne iskljuCuje dijagnozu AS-a, Cak niti X-vezanog tipa. Opisani su
sluCajevi muskih bolesnika s X-vezanim AS-om i wurednim obrascima

imunohistokemijskog bojenja za lance kolagena tipa 1V.108.109

Nositeljice X-vezanog AS-a Cesto karakterizira mozaiCka ekspresija za a5 lance

kolagena tipa IV u glomerulima.05.106.108,109 Kgshatan i Michael® su u preglednom radu
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o AS-u zakljuCili da, iako je mozaiCka ekspresija a5 lanaca kolagena tipa IV
patognomoni¢na za nositeljice X-vezanog AS-a, uredni obrasci bojenja ne iskljucuju

zene s X-vezanim AS-om.

Relativno niska osjetljivost imunohistokemijske analize u nasem istrazivanju
djelomice se moZe objasniti opisanim Cinjenicama iz prethodnih istrazivanja. Dodatno,
u nasem su istrazivanju ispitanici bili klasificirani u skupinu AS-a na temelju
patohistoloSkog nalaza, prvenstveno EM-a (karakteristi¢no ultrastruktura GBM-a) koje
se oCekuje ne samo kod muskih ispitanika s X vezanim AS-om nego i kod Zzena s X-

vezanim AS-om te kod autosomno recesivnog AS-a.#?

6.3 Ispitivanje tkiva bubrega dobivenog biopsijama transplantiranih bubrega

U rutinskom klinickom radu naseg Odjela primijetili smo pojavnost tankih GBM-
a u EM nalazima nultih biopsija transplantiranih bubrega.’?’ Stoga je cilj dijela
istrazivanja s ispitivanjem tkiva bubrega dobivenog nultim biopsijama bio odrediti
uCestalost tankih GBM-a, te ispitati patohistoloSke, imunohistokemijske i kliniCke

karakteristike takvih ispitanika.

U ovaj dio istrazivanja bilo je uklju¢eno 90 ispitanika, medijana dobi 49 godina
(od 17 do 73 godine) od €ega su 62 (68,9 %) bili muski i 28 (31,1 %) Zenski ispitanici.
Na EM snimkama glomerula izmjerene su debljine GBM-a prethodno opisanom
standardiziranom metodom (str. 23). Ukoliko se izmjerene debljine GBM-a usporede
s urednim vrijednostima za na$ Odjel, tanke GBM bile su prisutne u 26 (31 %)
ispitanika. Ukoliko se primjeni kriterij SZO-a (GBM tanja od 250 nm bez obzira na
spol), tada su tanke GBM bile prisutne u 35 (41,7 %) nultih biopsija.

Literaturni podaci o bolesnicima s TBMN-om kao darivateljima bubrega su dosta
oskudni. Opisani su slu€ajevi transplantacije bubrega gdje su darivatelji bili oboljeli od
TBMN-a.'"” Hassan i suradnici'?® su opisali TBMN u 13 od 45 (38 %) ispitanika. Vazno
je napomenuti da se u njihovom istrazivanju radilo o biopsijama bubrega potencijalnih
zivih darivatelja koji su imali izoliranu mikroskopsku hematuriju. U istrazivanju Choi i

suradnika''® TBMN je bila prisutna u 7 od 15 bolesnika podvrgnutih biopsiji bubrega
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radi analize podobnosti bubrega za darivanje. | u ovom istraZivanju se radilo o
darivateljima s asimptomatskim abnormalnostima urina. U naSem istrazivanju udio
tankih GBM-a je bio nizi (ako se debljina GBM-a usporedi s referentnim rasponom
GBM-a za na$ Odjel). Unato€ tome, udio tankih GBM-a u nultim biopsijama bubrega
u naSem uzorku je iznenadujuce visok (31 %). Pogotovo ako se uzme u obzir da se
u literaturi Cesto citira podatak o prevalenciji TBMN-a u opcoj populaciji od 1 %, te da
se u naSem istrazivanju radilo o nultim biopsijama bubreznih presadaka koji su
uglavhom dobiveni od kadaveri¢nih darivatelja, a ne od odabrane kohorte zivih

darivatelja s asimptomatskim poremecajima urina.*!72

Zanimljivo je istrazivanje Choi i suradnika iz 2018."%° godine koje je pokazalo da
se od 11 analiziranih bubrega prije transplantacije, kojima je postavljena dijagnoza
TBMN-a, samo u 2 presatka TBMN je nadena u protokolarnoj biopsiji 10 dana nakon
transplantacije. Kod 2 primatelja koji su imali TBMN na protokolarnoj biopsiji 10 dana
nakon transplantacije, 1 je imao normalnu debljinu GBM-a na protokol biopsiji godinu
dana nakon transplantacije. Drugi primatelj je imao akutno stani¢no odbacivanje tipa
[IA s nepravilnim zadebljanjem GBM-a 6 godina nakon transplantacije. Ostalih 9
primatelja je imalo normalnu debljinu GBM-a u protokolarnim ili indikacijskim
biopsijama u prosjeku 11,0 £ 11,4 mjeseci nakon transplantacije. U naSem istrazivanju
nije nadena statistiCki znacajna razlika u debljini GBM-a izmedu nultih biopsija i

biopsija bubrega 12 mjeseci nakon transplantacije kod istih ispitanika.

Dische i suradnici su u novo transplantiranim presatcima bubrega pronasli tanke
GBM u 5 od 76 ispitanika. U dva dodatna ispitanika debljine GBM-a su bile grani¢ne,
izmedu normalnih vrijednosti i tankih GBM-a.88 U istom radu, autori su naglasili da
postoje Cimbenici koji bi mogli utjecati na rezultate mjerenja GBM-a kao $to su
cerebrovaskularne bolesti, za koje se moze sumnjati da imaju patogenetsku
povezanost s tankim GBM-om, tehnic¢ki ¢imbenici poput vremena trajanja tople i
hladne ishemije presatka te fiksacija tkiva.88 Uzimajuéi u obzir da su referentne
vrijednosti uredne debljine GBM-a naseg Odjela usporedive i sli¢ne vrijednostima koje
je dobio Haas, smatramo da je naSa morfometrijska metoda zadovoljavaju¢a i ne bi
trebala biti uzrok ovako iznenadujuce visokog udjela tankih GBM-a u naSem uzorku

nultih biopsija.*572
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Kada se analiziraju kroniCne patohistoloSke promjene bubrega na nultim
biopsijama bubrezZnih presadaka koriste¢i Banff klasifikaciju, vecina ispitanika nije
imala promjena u vecini analiziranih kategorija (ci, ct, cg, mm, cv)."?" U nasem
istrazivanju radilo se dominantno o preimplantacijskim biopsijama. Medutim, radi se o
nultim biopsijama koje imaju svrhu odredivanja stanja bubrega darivatelja te se na
temelju njih nije donosila odluka o transplantaciji bubrega. Uzorci ovih biopsija
primljeni su u formalinu, nakon ¢ega su izradeni histoloski preparati iz tkiva uklopljenog
u parafinske blokove. |z navedenih razloga, kroni€ne promjene su klasificirane po
Banff klasifikaciji, a ne prema klasifikaciji koju je opisao Remuzzi'?. Naime,
klasifikacijski sustav koji je opisao Remuzzi sluzi za procjenu kvalitete bubrega na
smrznutim rezovima kod preimplatacijske odluke o prihvacanju bubrega

davatelja.121.12°

U 20 (22,2 %) nultih biopsija bila je prisutna intersticijska fibroza blagog stupnja,
a u 27 (30 %) tubularna atrofija blagog stupnja. Ukupno 14 (15,8 %) nultih biopsija je
imalo umjereno ili znatno fibrointimalno zadebljanje arterija. Umjerena ili znatna
hijalinoza arteriola je bila prisutna u 32 (35,6 %) uzorka. Ukupno 23 od 89 (25,8 %)
ispitanika je imalo neki stupanj fibrointimalnog zadebljanja arterija, a 46 od 90 (51%)
hijalinozu arteriola. UCestalost fibrointimalnog zadebljanja arterija u nasem istrazivanju
je manja od one u radu Nickleita i suradnika''' koji su pronasli znakove
nefroangioskleroze u 68 % bubrega darivatelja, od ¢ega je 19 % bilo umjerenog ili

teSkog stupnja.

Nismo nasli statistiCki znaCajnu razliku izmedu grupa ispitanika sa i bez tankih
GBM-a na nultim biopsijama i biopsijama 12 mjeseci nakon transplantacije. U
ispitanika s nultim biopsijama razlika izmedu navedenih skupina nije nadena niti u
opc¢im i klinickim parametrima (dob i spol primatelja, vrsta transplantacije, dob i spol
darivatelja, odgodena funkcija presatka), niti u stupnju kroni¢nih promjena prema Banff
klasifikaciji. Razlika u stupnju kroni¢nih promjena prema Banff klasifikaciji nije nadena
niti izmedu ispitanika s i bez tankih GBM-a u biopsijama 12 mjeseci nakon
transplantacije. Takoder nije nadena razlika izmedu navedenih skupina za parametre
bubrezne funkcije 12 mjeseci nakon transplantacije (proteinurija, omjer proteina i

kreatinina, eritrociturija, razina serumskog kreatinina i eGFR).
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Eritrociturija je bila prisutna u 9,1 % ispitanika s transplantiranim bubregom 12
mjeseci nakon transplantacije. Nije bilo statistiCki znacajne razlike izmedu ispitanika s
eritrociturijom koji imaju ili nemaju tanke GBM na nultoj biopsiji. Treba uzeti u obzir da
je hematurija kod ispitanika sa tranplantiranim bubregom najCeS¢e uzrokovana
urinarnom infekcijom. Nakon toga po ucCestalosti slijede neoplazme bubrega,

odbacivanije presatka, povrat osnovne bolesti i urolitijaza.'3°

Kako prisutnost tankih GBM-a na EM-u, osim u TBMN-a (heterozigoti za mutacije
COL4A3i COL4A4), moze biti patoloSka promjena prisutna i kod nekih bolesnika s X-
vezanim AS-om te autosomno recesivnim AS-om, ucinili smo imunohistokemijsko
bojenje na lance kolagena tipa IV kod ispitanika koji su na nultim biopsijama
bubreznog presatka imali tanke GBM.3? Za imunohistokemijsku analizu lanaca
kolagena tipa IV bilo je dostupno tkivo bubrega od 14 takvih ispitanika i svi su
pokazivali uredne obrasce imunohistokemijskog bojenja za sva tri lanca kolagena tipa
V.
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7 ZAKLJUCCI

1. Referentni raspon uredne debljine GBM-a Odjela za nefropatologiju i
elektronsku mikroskopiju Klinicke bolnice Dubrava za muskarce iznosi 268 —
412 nm, a za zene 213 — 389 nm.

2. Postoji znaCajna razlika u kliniCkim parametrima (proteinurija, kliniCka
prezentacija, oSteCenje sluha, podatak o poremecajima iz spektra AS-a u
obitelji) izmedu ispitanika s AS-om, TBMN-om, TBMN-om udruzenim s FSGS-
om i hereditarnim nefritisom (pojam Kkoristen za ispitanike koji su imali
morfoloSke znacajke izmedu AS-a i TBMN-a).

3. Ne postoje statistiCki znacajne razlike u komorbiditetima (hipertenzija, Secerna
bolest, plu¢na bolest, sr€ana bolest, cerebrovaskularna bolest, periferna
vaskularna bolest) izmedu ispitanika s AS-om, TBMN-om, TBMN-om
udruzenim s FSGS-om i hereditarnim nefritisom.

4. Postoje odredene znacCajne razlike u svjetlosno-mikroskopskim (broj potpuno
vezivno promijenjenih glomerula, broj glomerula sa segmentalnom sklerozom,
udio glomerula sa segmentalnom sklerozom, prisustvo pjenusavih makrofaga
u intersticiju, udio i razred IFTA-e) i ultrastrukturnim (srednja vrijednost,
mininimum, maksimum i standardna devijacija debljine GBM-a, lameliranje i
izmjena tankih i debelih dijelova GBM-a) karakteristikama izmedu pojedinih
ispitivanih skupina.

5. Odredena je vrijednost razabiranja standardne devijacije mjerenja debljine
GBM-a izmedu AS-a i TBMN-a od 61 nm s osjetljivoS¢u od 80,7 % i
specificnosScu 74,2 %.

6. Imunohistokemijska analiza lanaca kolagena tipa IV pridonosi subtipiziranju
AS-a u 20 % ispitanika.

7. Za potpunu obradu ispitanika iz Alportovog spektra potrebna je uz
patohistolosku i kliniCku takoder i geneticka obrada.

8. Udio tankih GBM u nultim biopsijama bubreznih presadaka, prema referentnom
rasponu Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klini¢ke bolnice

Dubrava, iznosi 31 % analiziranih uzoraka.
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9. Nema statistiCki znacCajne razlike u debljini GBM-a na nultim biopsijama i
biopsijama bubrega 12 mjeseci nakon transplantacije.

10. Nema statisti¢ki znaCajne razlike izmedu ispitanika s tankim GBM-om i bez
tankih GBM-a u nultim biopsijama niti u op¢im i kliniCkim parametrima (dob i
spol primatelja, vrsta transplantacije, dob i spol darivatelja, odgodena funkcija
presatka), niti u stupnjevima kroni¢nih promjena prema Banff klasifikaciji (ci, ct,
cg, mm, cv, ah) kao niti u Kklinickim parametrima 12 mjeseci nakon
transplantacije (proteinurija, omjer proteinurije i kreatinina, hematurija, razina

serumskog kreatinina, eGFR).
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8 SAZETAK

Obiljezja glomerularne bazalne membrane u Alportovom sindromu i nefropatiji
tankih bazalnih membrana

Ciljevi istrazivanja: Rasvijetliti kompleksni pojam "tankih GBM-a" i utvrditi ulogu
imunohistokemijske analize na lance a3, a4 i a5 kolagena tipa IV pri razlikovanju
nefropatije tankih glomerularnih bazalnih membrana (TBMN) od Alportovog sindroma
(AS) i subtipiziranju AS-a.

Ispitanici i metode: Provedeno je retrospektivno istrazivanje na tkivu biopsija nativnih
bubrega (130 ispitanika) i bubreznih presadaka (90 ispitanika) uz provodenje
standardiziranog mjerenja GBM-a i imunohistokemijske analize na lance kolagena tipa
V.

Rezultati: Odreden je referentni raspon uredne debljine GBM-a (muskarci 268 — 412
nm, Zzene 213 — 389 nm) te patohistoloSke i kliniCke karakteristike ispitanika s AS-om,
TBMN-om, TBMN-om udruzenim s FSGS-om i hereditarnim nefritisom (pojam koristen
za ispitanike koji su imali morfoloSke znaCajke izmedu AS-a i TBMN-a). Postoji
znacajna razlika u klini€kim parametrima, svjetlosno-mikroskopskim i ultrastrukturnim
znaCajkama izmedu opisanih skupina. Udio tankih GBM-a u nultim biopsijama
bubreznih presadaka iznosi 31 % analiziranih uzoraka. Nema statistiCki znacajne
razlike izmedu ispitanika s tankim GBM-a i bez tankih GBM-a u nultim biopsijama
obzirom na kliniCke varijable, stupanj kroni¢nih promjena prema Banff klasifikaciji i

klinickim pokazateljima 12 mjeseci nakon transplantacije.

Zaklju€ak: Imunohistokemijsko bojenje u 20 % ispitanika pridonosi subtipiziranju AS-
a, a standardna devijacija mjerenja debljine GBM-a od 61 nm moze pridonijeti
razlikovanju AS-a i TBMN-a sa osjetljivoséu od 80,7 % i specificnoS¢u 74,2 %. Za
potpuno subtipiziranje bolesnika iz Alportovog spektra potrebna je uz patohistolodku i

klinicku takoder i genska analiza.
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9 SUMMARY

Characteristics of the glomerular basement membrane in Alport's syndrome
and thin basement membrane nephropathy

Petar Senjug

PhD Thesis 2021.

Aim: To elucidate concept of “thin GBM* and evaluate immunohistochemical staining
for a3, a4 and a5 chains of collagen type IV in differentiation of thin glomerular
basement membrane nephropathy (TBMN) from Alport syndrome (AS) and

subclassification of AS.

Patients and methods: A retrospective research of native (130 subjects) and
transplanted kidney biopsy tissue (90 subjects) was performed with standardized GBM

measurements and immunohistochemical analysis of the type IV collagen chains.

Results: The reference span of normal GBM thicknesses (men 268 - 412 nm, women
213 - 389 nm) and the histopathological and clinical characteristics of patients with
AS, TBMN, TBMN associated with FSGS and hereditary nephritis (a term used for
patients who had morphological features between AS and TBMN) were determined.
There is a difference in clinical parameters, light-microscopy and ultrastructural
features among the groups. The prevalence of thin GBM in zero time kidney transplant
biopsies is 31%. There are no differences between patients with or without thin GBM
in clinical variables, Banff chronic changes scores and clinical parameters 12 months

after transplantation.

Conclusion: Immunohistochemical staining in 20% of patients contributed to AS
subtyping. Standard deviation of average GBM thicknesses of 61 nm can contribute
to differentiation of AS and TBMN with sensitivity of 80.7% and specificity of 74.2%.
Pathohistological, clinical and also genetic processing is required to completely

subtype Alport spectrum patients.
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