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ATII angiotensin 2
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EMT epitel to mesenchymal transdifferentiation (epitelno-mezenhimalni prijelaz/pretvorba)
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ET-1 endotelinl
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1. UVOD

1.1. Definicija i dijagnosticki algoritam primarnog glomerulonefritisa

Prema definiciji primarni glomerulonefritisi imunoloske su bolesti glomerula koje mogu
zahvatiti tubulointersticij 1 pripadajuc¢u vaskularnu mrezu, nisu posljedica sistemskih bolesti i
ne diseminiraju na druge organe. Dijagnoza glomerulonefritisa temelji se na detaljnoj
anamnezi (ukljucujuéi obiteljsku i epidemiolosku anamnezu), fizikalnom pregledu i analizi
laboratorijskih (biokemijske, imunoloske, mikrobioloske, citoloske, seroloske) pretraga krvi i
mokrace. Slikovne dijagnosticke tehnike mogu prikazivati oblikom 1 veli¢inom uredne,
uvecane (akutna bolest) ili smanjene (kroni¢na bolest) bubrege, te u smislu preciznog
definiranja glomerulonefritisa nemaju znacajniju osjetljivost niti specificnost. Zlatni standard
dijagnosticke obrade glomerulonefritisa je biopsija bubrega. Optimalna histoloska analiza
podrazumijeva pregled bubreznog tkiva svjetlosnom, imunofluorescentnom i elektronskom
mikroskopijom, uzevsi u obzir i dovoljan broj glomerula za pojedinu vrstu analize odnosno
odgovaraju¢e bolesti glomerula (npr. 3 ili viSe glomerula za imunofluorescentnu
mikroskopiju, odnosno barem 20 glomerula na svjetlosnoj mikroskopiji uz najmanje 1
glomerul za elektronsko-mikroskopsku analizu u sigurnom dokazivanju fokalne segmentalne
glomeruloskleroze). U pogledu klini¢ko-patoloske korelacije, valja uzeti u obzir
konvergenciju histoloske prezentacije, Sto znac¢i da gotovo svaka histoloska promjena, barem
u odredenoj fazi bolesti, moZze biti prac¢ena Sirokim klinickim spektrom, te obrnuto, govorimo
o klini¢koj divergenciji koja ukazuje da jednom klinickom fenotipu mogu odgovarati razlicite
histoloske promjene (neovisno o patofizioloskim posebnostima unutar svakog pojedinog
entiteta) (1). lako odgovarajuéi oblici glomerulonefritisa su klinicki prepoznatljivi u sklopu
odredenog sindroma, nacelno svi oblici glomerulonefritisa mogu se klini¢ki prezentirati u
sljede¢im oblicima: nefrotski sindrom, nefriti¢ki sindrom, brzoprogresivni glomerulonefritis,
izolirana proteinurija i/ili eritrociturija, akutna/kroni¢na bubrezna insuficijencija. Ovisno o
trajanju bolesti (kronoloski uvid u anamnesticke podatke odnosno laboratorijsku
dokumentaciju) kra¢em ili duljem od 3 mjeseca, sve glomerulonefritise mozemo podijeliti u
akutne ili kroni¢ne. Kao zasebna podskupina po kriteriju trajanja bolesti i razvoju bubrezne
insuficijencije tijekom nekoliko tjedana do 3 mjeseca izdvaja se brzoprogresivni

glomerulonefritis. U definiranju primarnih glomerulonefritisa vazno je poznavati sveukupan
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komorbiditet pacijenta uz iskljuCivanje moguc¢ih sekundarnih uzroka poput autoimunih
sistemskih 1 tumorskih bolesti, organskih strukturalnih anomalija, infektivnih 1 metabolic¢kih
bolesti, kao i1 jatrogenih (toksi¢no-alergijske reakcije) ucinaka, koji mogu izazvati
glomerularna ostecenja izgledom sli¢na primarnim glomerulopatijama (pojam Siri od
glomerulonefritisa, jer prema nekim autorima glomerulonefritisi obuhvacaju samo one bolesti
glomerula u kojima nalazimo stani¢nu proliferaciju nativnih 1 infiltraciju/proliferaciju upalnih
stanica). Osim od sekundarnih bolesti glomerula, primarne glomerulonefritise vazno je

razlikovati i od hereditarnih nefropatija poput Alportova sindroma i bolesti tankih membrana.

1.2. Epidemioloski kontekst primarnih glomerulonefritisa

Na prijelazu 20. u 21. stoljece u razvijenim zemljama i zemljama u tranziciji najveci pobol i
smrtnost vezuje se za kroni¢ne nezarazne (u koje se ubraja i kroni¢na bubrezna bolest) bolesti
osobito kardiovaskularne 1 tumorske bolesti. Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije udio bolesnika s kroni¢nom boles¢u bubrega (KBB) na globalnoj razini iznosi
10% S$to KBB ¢ini jednim od vodec¢ih javnozdravstvenih interesa danasnjice (2). Od druge
polovice 20. stoljeca biljezi se kontinuirani porast incidencije bubreznih glomerularnih bolesti
kao 1 njihov rastu¢i udio u prevalenciji bolesnika s napreduju¢om kronicnom bubreznom
insuficijencijom, §to naravno moZemo sagledati u Cinjenici napretka nefroloske struke i1
dijagnostike (3). Uz galopirajuci porast prevalencije Secerne bolesti i arterijske hipertenzije,
glomerulonefritisi predstavljaju tre¢i najvazniji uzrok zavrS$nog stadija kroni¢ne bubrezne
bolesti i posljedi¢ne ovisnosti sve veé¢eg broja bolesnika o nadomjesnom bubreznom lije¢enju,
Sto za sve zemlje pa tako 1 Hrvatsku predstavlja znacajno socioekonomsko opterecenje (2,3,
Slika 1).
B Dijabeticka nefropatija
B Hipertenzivna
nefropatija

Glomerulonefritisi

m Ostalo

Slika 1. Prevalencija uzro¢nih dijagnoza zavrsne faze KBB u SAD i Hrvatskoj (www.hdndt.org/registar/)



Literaturni podaci pokazuju da su u zapadnim zemljama medu primarnim oblicima
glomerulonefritisa odrasle populacije naj¢es¢i IgA nefropatija (IGAN), fokalna segmentalna
glomeruloskleroza (FSGS) i membranska nefropatija (MN) (FSGS i MN ujedno i kao
najces¢e glomerularne bolesti s klinickom slikom nefrotskog sindroma), a znatno rjedi drugi
oblici poput bolesti minimalnih promjena (MCD), membranoproliferativni glomerulonefritis
(MPGN) 1 drugi proliferativni glomerulonefritisi (GN). lako u Hrvatskoj jo§ ne postoji
nacionalni Registar bubreznih biopsija, istovjetan redoslijed wucestalosti primarnih
glomerulonefritisa prisutan je i u Registru bubreznih biopsija Zavoda za nefrologiju i dijalizu

Klini¢ke bolnice Dubrava (KBD) u Zagrebu (4, Tablica 1, Slika 2-3).

Tablica 1. Prevalencija najces¢ih oblika GN u 3 nacionalna Registra i Registru Klinicke bolnice Dubrava (KBD)

OBLIK NACIONALNI REGISTAR REGISTAR
GLOMERULONEFRITISA KB
(%) SPANJOLSKA ITALIJA CESKA | DUBRAVA
IgA glomerulonefritis 17 21,5 24,2 20,5
FSGS 11 6,8 7,5 16,5
Membranska nefropatija 9,5 12,2 6,5 9
25
20
15
10
5 I
0 T T T - T -_\
IGA FSGS MGN MCD MPGN

Slika 2. Ucestalost najcescih oblika GN (u %) unutar skupine primarnih GN u Registru bubreznih biopsija KBD
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Slika 3. Raspored najéeséih primarnih GN prema dobi (godine Zivota na ordinati) i spolu, Registar bubreznih
biopsija KBD

Iako je u razvijenim zemljama populacija KBB u zavr$noj fazi dosegla svoj plato,
prvenstveno zbog sve uspjeSnije skrbi pacijenata sa Se¢ernom boleS¢u 1 arterijskom
hipertenzijom (to isto pokazuju i zadnji podaci iz Hrvatskog Registra kroni¢nih bubreznih
bolesti Hrvatskog drustva za nefrologiju, dijalizu i transplantaciju), prevalencija KBB
populacije jos raste u zemljama u tranziciji, te pogotovo u zemljama u razvoju koje i ¢ine
najveci dio svjetskog stanovnisStva, pa se moze ocekivati jo§ veci globalni porast prevalencije
KBB. Prevalencija KBB bolesnika s primarnim glomerulonefritisom u SAD-u iznosi 15%, a
incidencija 10% (2,3). U stopi navedene incidencije 7% odnosi se na primarne
glomerulonefritise i to 2,3% FSGS, 0,8% IGAN i 0,4% MN. Bolesnici s GN i KBB su u
prosjeku mladi (MN 56 godina, FSGS 47 godina, IgA 45 godina) nego oni s dijabetickom ili
hipertenzivnom nefropatijom i KBB (prosje¢no 62 godine). Unutar sve 3 KBB populacije
prevladava muski spol. Raspored najces¢ih primarnih GN u KBD prikazan je na Slici 2.
Skupina americ¢kih nefrologa navodi zanimljivu procjenu prema kojoj na svakog bolesnika
lijeCenog zbog glomerulonefritisa dolazi jo§ najmanje petero bolesnika sa subklini¢kim

tijekom bolesti (neprepoznati i nelijeceni pacijenti) (1).

1.3. Opéi ¢imbenici razvoja kroni¢ne bubreZne bolesti i glomerulonefritisa

Mnogobrojna 1 dugotrajna istrazivanja kao i klini¢ko iskustvo pokazali su brojne bolesti ili
stanja povezana s nastankom ili progresijom parenhimske bolesti bubrega odnosno
glomerulonefritisa. Tako, konceptualno gledaju¢i mozemo razlikovati medusobno povezane

tzv. klasi¢ne 1 nove ¢imbenike rizika progresije glomerulonefritisa (Tablica 2).



Tablica 2. Op¢i ¢imbenici rizika razvoja kroni¢ne bubrezne bolesti

KLASICNI CIMBENICI RAZVOJA KBB | NOVI CIMBENICI RAZVOJA KBB
Arterijska hipertenzija Ateroskleroza/ krutost arterija/simpatikotonus
Glomerularna hipertenzija Endotelna disfunkcija/eikosanoidi/Cimbenici rasta
Hiperglikemija/ hiperlipidemija/hiperuricemija Oksidativni stres/acidoza
Proteinurija/hipokalijemija/hiperkalcijemija Ekspresija upalnih citokina i sustava komplementa

Do sada najdetaljnije prouceni ¢imbenik inicijacije i progresije kroni¢ne bubrezne bolesti je
intraglomerularna hipertenzija koja razara strukturu glomerularne bazalne membrane S§to
prethodi glomerulosklerozi (5-6). Poviseni intraglomerularni hidrostatski tlak povecava
glomerularnu filtraciju, te rasteze sve funkcionalne slojeve glomerularne bazalne membrane
Sto pridonosi slabljenju mehanizama koji se odupiru mehanickom stresu 1 gubitku osnovne
funkcije odrzavanja selektivhog permeabiliteta (7). Drugi vazni patogenetski ¢imbenici
(Tablica 2) doprinose razvoju glomerulonefritisa na specifi¢nim biokemijskim i molekularnim

razinama (7-14).

1.3.1. Osnovni patofizioloski mehanizmi razvoja primarnih glomerulonefritisa

S obzirom na imunopatogenezu primarnih glomerulonefritisa, osobita paZnja suvremene
nefrologije usmjerena je sve vise na prouCavanje patofizioloskih mehanizama imunoloske
upale glomerula, te razvoja i primjene novih imunosupresivnih lijekova (15). U tom smislu 1
na razini upalnog (patoimunog) oSte¢enja arhitekture glomerula, vrijedi klasi¢na
patofizioloska postavka prema kojoj na mikrorazini gubitak strukture predstavlja i gubitak

funkcije.

Patofizioloski proces glomerularne ozljede posreduju rezidentne (glomerularne) i upalne
stanice, te peptidni medijatori upale-citokini (16). U rezidentne stanice ubrajamo: parijetalne
1 visceralne glomerularne epitelne stanice (podociti), mezangijske stanice, tubularne epitelne
stanice (osobitu vaznost imaju tubulociti proksimalnog kanali¢a), fibroblaste intersticija te
endotelne stanice glomerularnih i peritubularnih kapilara. Kao adaptivni odgovor na

stresogene Cimbenike, rezidentne stanice luce kemotaksijske Cimbenike upalnih stanica
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(monociti, neutrofili, limfociti,

mastociti)

1 trombocita iz cirkulacije (17). U

glomerulonefritisu, rezidentne, te regrutirane upalne stanice pojedinacno i u interakciji mogu

proizvoditi upalne medijatore (18).

1.3.2. Upalni citokini u glomerulonefritisu

Upalno-proliferacijski milje u kojemu se odrzava patofizioloska komunikacija oStecenih

rezidentnih s upalnim infiltriranim stanicama, posredovan je mrezom upalnih citokina i

faktora rasta s viSestrukom i slozenom parakrinom i autokrinom aktivnoséu (19, 20). Nacelno

citokine 1 faktore rasta u kontekstu razvoja imunoloske upale mozemo podijeliti na upalne i

protuupalne, odnosno prema njihovoj sposobnosti zapocinjanja ili intenziviranja upalnih

procesa (Tablica 3).

Tablica 3. Najvazniji proupalni i protuupalni citokini i endogeni proteini u glomerulonefritisu

PROUPALNI CITOKINI/HORMONI

PROTUUPALNI CITOKINI/HORMONI

IL-1,IL-2, IL-6, IL-7, RANTES, MCP-1, MAF, MIF | TGF-§, BMP-7
TNF-alfa, INFy, M-CSF, GM-CSF HGF
Angiotenzin II, aldosteron, inzulin, rezistin NO

bFGF1/2, CTGF, EGF, VEGF, PDGF PGI,

ICAM-1, VCAM, osteopontin, angiopoetin

Interferon o

Endotelini, eotaksin

Dekorin

Tromboksan, PAI-1, trombin

Relaksin, heparin

1.3.3. Patogenetske faze razvoja glomerulonefritisa i bubreZne fibroze

Detaljnim pracenjem patomorfoloSke dinamike u bubreznom parenhimu, progresija oste¢enja

glomerula i tubulointersticija podijeljena je na tri razvojne faze (21):

1) indukcijska faza,
2) upalna faza,

3) faza fibrogeneze.




Indukcijska faza posljedica je strukturno-funkcionalnog ostecenja glomerularne filtracijske
barijere (tlatne 1/ili imunoloSke geneze) s posljedicnim patoloSkim propusStanjem
bjelancevina. Imunoloska ozljeda glomerula gotovo uvijek podrazumijeva interakciju stani¢ne
1 humoralne imunosti, budu¢i talozenje cirkulirajucih ili in situ formiranih imunih kompleksa
u razlicitim slojevima glomerularne filtracijske barijere 1 mezangija, predstavlja temelj
autoimunog odgovora. Toksi¢an ucinak glomerularnog ultrafiltrata zasi¢enog bjelan¢evinama
razli¢itih bioloskih osobina izrazava se oSte¢enjem mezangijskih, glomerularnih i tubularnih
epitelnih stanica. U drugoj, upalnoj fazi, javlja se masivna proizvodnja i otpusStanje proupalnih
citokina (,,citokinska oluja®), a treca faza fibrogeneze (reakcija na upalu, pokusaj smirivanja
upale) rezultira pojacanom proizvodnjom komponenti izvanstanicnog matriksa s posljedicom
stvaranja vezivnih oZiljaka (21). Sve tri faze razvoja bubreZne bolesti zahvacaju sve strukture

nefrona i mogu u pojedinim nefronima postojati u razli¢itom stupnju razvoja.

1.3.4. Patogeneza glomerularne ozljede

Osnovne komponente glomerularne lezije ukljucuju oSte¢enje glomerularnog kapilarnog
endotela (upalnim stanicama i sustavom komplementa), zatim propadanje podocita (koje se
moze morfoloski kvantificirati povlacenjem nozica podocita, te gubitkom podocita uz
denudaciju GBM s podociturijom), te na posljetku mezangioproliferaciju i mezangiosklerozu
(22). Gubitak podocita (terminalno diferenciranih stanica) nenadoknadivo oStecuje
homeostazu GBM §to je patofizioloska osnova proteinurije i tzv. podocitopatija poput FSGS i
MN. Proteini zarobljeni u mezangiju oStecuju podocite 1 mezangijske stanice koji tada
otpustaju upalne citokine. Pod utjecajem upalnih medijatora endotel izrazava adhezivne
molekule za cirkuliraju¢e mononukleare uz posljedi¢nu infiltraciju upalom prijemcljivog
mezangija. Upalne stanice protrahirano proizvode upalne citokine i na isto potic¢u (aktiviraju)
rezidentne stanice ¢ime se prolongira upalni odgvor (tzv. ,,citokinski pritisak®). Djelovanjem
upalnog stresa na mezangijske stanice zapocinje proizvodnja izvanstani¢nog matriksa (ECM,
eng. extracellular matrix) odnosno glomeruloskleroza, koja uzrokuje gubitak funkcionalno
vrlo vazne interakcije mezangijskog matriksa i mezangijskih stanica, odnosno funkcionalan
mezangij zamjenjuje fibrozni oziljak (23). Posljedi¢no, postupno dolazi do suzavanja i
opstrukcije lumena kapilara i urinarnog interepitelnog prostora s ozljedom parijetalnih
epitelnih stanica i transkapsularnim ,,bijegom* upalnih citokina u intersticij gdje se nastavlja i

Siri upalna reakcija (23).



1.3.5. Patogeneza tubularne ozljede

Istovremeno mehani¢ko-upalnoj 1 fibrotskoj ozljedi glomerula, napreduje i oSte¢enje
tubulointersticija, koje mozemo pratiti na 3 funkcionalne razine: tubularnih epitelnih stanica,

intersticija 1 peritubularne kapilarne mreze (21-23).

Kao S§to je gubitak podocita klju¢an dogadaj u progresiji glomerularne ozljede tj.
glomeruloskleroze, tako je i gubitak tubularnih epitelnih stanica klju¢an dogadaj progresije
tubulointersticijskog oSte¢enja odnosno fibroze intersticija i atrofije tubula. U podlozi
tubularnog oStecenja prekomjerna je razgradnja bjelancevina (dospjelih glomerularnim
ultrafiltratom nakon oSte¢enja podocita i GBM) u lizosomima tubularnog epitela koja dovodi
do rupture lizosoma (tzv. proteinurijski stres) i posljedi¢nog oslobadanja proteolitickog
sadrzaja koji oSte¢uje tubularnu bazalnu membranu, djeluje proupalno i kemotaksijski (24). U
patogenetskom kontekstu, vazno je za naglasiti djelovanje upalnih citokina doplavljenih iz
glomerula peritubularnim kapilarama, glomerularnim filtratom i1 u nekim slucajevima per

continuitatem kroz oSteceni parijetalni epitel Bowmanove ¢ahure.

Upalni citokini iz lediranih tubulocita ulaze u peritubularni intersticij koji postaje ZariSte
upalnog medudjelovanja rezidentnih fibroblasta, cirkulirajuci limfocita (uglavnom limfociti T
CD4+), monocita i makrofaga. Uslijed upalne reakcije, tubulociti poprimaju obiljezja
imunoloski aktivnih stanica, tj. razvijaju karakteristiku antigen prezentiraju¢ih stanica uz
povrsinsku ekspresiju MHC II klase molekula. U daljnjem tijeku upale, aktivirani T limfociti
lu¢enjem IL-2 i IFN-y aktiviraju intersticijske makrofage koji per se proizvode komponente

ECM, odnosno lu¢enjem IL-1, TNFa, TGF-B i PDGF aktiviraju fibroblaste.

Poviseni hidraulicki intraglomerularni tlak prenasa se i na postglomerularnu peritubularnu
kapilarnu mrezu uz posljedicu endotelnog ostecenja i postupne obliteracije kapilara. Zatim
nastupa smanjenje protoka krvi uz redukciju cirkulacijskog tlaka u peritubularnim kapilarama
koji je nedovoljan da se suprotstavi povisenom osmotskom tlaku edematoznog intersticija.
Zbog toga, energetski zahtjevni tubulociti (koji u uvjetima upalnog metabolizma pojacano
trose kisik) postaju hipoksi¢ni, degeneriraju i atrofiraju (25). Hipoksija tubulocita rezultira
pojacanim stvaranjem amonijaka koji aktivira sustav komplementa koji prodiranjem u
intersticij aktivira makrofage. Jos jedna posljedica ozljede tubulocita je stvaranje slobodnih

kisikovih radikala koji dodatno djeluju kemotakti¢no i proupalno na razini intersticija.



Dakle, zajednicko obiljezje svih glomerularnih bolesti je da u uznapredovalom zavr§nom
tijeku dijele isti patohistoloSki obrazac, glomerularnu sklerozu i fibrozu intersticija koja je
prepoznata kao najvazniji nezavisni ¢imbenik progresije kroni¢ne bubrezne bolesti (26-28).
Pored fibroze intersticija kao najvaznijeg histoloskog prediktora tijeka KBB, najznacajniji

prognosticki biokemijski ekvivalent predstavlja veli¢ina proteinurije (29,30).

1.3.6. Patofizioloska uloga proteinurije na razvoj glomerulonefritisa

Uz vazan doprinos koli¢ine proteina, obilje eksperimentalnih dokaza potvrdilo je znacajnu
patogenetsku ulogu vrste proteinurije na tezinu oSteCenja bubreznog tkiva (npr. u bolesti
minimalnih promjena unato¢ cesto prisutnoj masivnoj proteinuriji ne dolazi do fibroze

bubrega) (31-35).

Intrinzi¢na nefrotoksi¢nost pojedinih vrsta proteina odgovara njihovoj bioaktivnosti (ovisna o
gradi 1 funkciji molekule): tako npr. masne kiseline iz albumina nakon endocitoze u
tubulocitima djeluju kemotaksijski na upalne citokine; drugi primjer je Fe'™ iz transferina koje
vrsi peroksidaciju odnosno akcelerira oksidativni stres s aktivacijom transkripcijskog faktora
NF-«B, koji u jezgri stanice uzrokuje ekspresiju gena za upalne citokine i njihove receptore
(36-38). Nadalje, komponente komplementa (doplavljene sistemskom cirkulacijom ali i
lokalno sintetizirane u tubulocitima) imaju sposobnost oste¢enja glomerularnih i tubularnih
epitelnih stanica te sudjelovanja u kemotaksiji upalnih efektornih stanica (39). Medu
proteinima visoke molekularne mase nalaze se i hormoni, npr. inzulinu sli¢an hormon rasta,
koji preko vlastitih receptora potenciraju proliferativno-fibroziraju¢i odgovor s ucinkom

kolapsa tubula (40).

1.3.7. Uloga stanica sa sposobnos¢u proizvodnje izvanstani¢nog matriksa (ECM)

Ocuvana struktura mezangijskog i tubulointersticijskog izvanstani¢nog matriksa, zajedno s
intaktnom gradom GBM i TBM, presudna je u odrzavanju uredne strukture i funkcije
glomerula, odnosno tubulointersticija. Funkcija mezangijskog i tubulointersticijskog matriksa
odrZava se uravnoteZzenom sintezom 1 razgradnjom njegovih komponenti, koje nisu samo

strukturne formacije, nego slozene makromolekule koje receptorski interagiraju sa stani¢nim



membranama posreduju¢i izmjenu tvari (makromolekula koje u interakciji s pojedinim
komponentama ECM mogu postati bioloski aktivne- npr. enzimski aktivne) izmedu stanica 1
intersticija, te stanica medusobno. Uz mezangijske stanice i tubulocite, u sintezi izvanstanic¢ne
tvari sudjeluju i intersticijski fibroblasti. U patoloskom upalnom mikrookolisu, stvara se i
nova populacija fibroblasta s kontraktilnim, proliferativnim, migracijskim 1 sintetskim
sposobnostima-miofibroblasti. U protrahiranoj upali, patofizioloSka uloga mezangijskih
stanica, fibroblasta te miofibroblasta i makrofaga, iskazuje se ekspanzijom izvanstani¢nog

matriksa kroz tri faze fibrogeneze (41):

- prekomjernim stvaranjem i odlaganjem komponenti izvanstani¢nog matriksa (kolagen
tipa I i III, fibronektin, laminin, trombospondin, osteopontin, elastin, tenascin te

proteoglikana npr. heparan-sulfat, betaglikana, dekorina),

- smanjenoj proizvodnji matriks-proteaza  (serin/tio/metaloproteinaze, aktivator

plazminogena PA, stromelizin, kolagenaze, elastaze, gelatinaza),

- pojacanoj proizvodnji inhibitora matriks proteaza (inhibitor plazminogen aktivatora
PAI-1, tkivni inhibitori metaloproteinaza TIMP) 1 stani¢nih receptora za intersticijski

matriks (integrini).

Istrazivanja su pokazala da je za akumulaciju izvanstani¢nog matriksa vaznija povecana
proizvodnja od smanjene razgradnje strukturnih elemenata ECM. Za dinamiku razgradnje
ECM vazan je i tzv. stupanj stabilnosti tkiva kojeg odreduje nekoliko ¢imbenika kao npr.

stupanj umreZenosti intersticijskih proteina i stupanj glikoziliranosti glikoproteina ECM.

1.4. Osnovni fizioloSki mehanizmi adaptacije nefrona na pocetno upalno oSteenje

Istrazivanja su pokazala da za progresiju oSte¢enja bubreznog parenhima, bilo koja noksa
mora djelovati duze vrijeme, buduéi je reparacijski kapacitet bubreznog parenhima (t;.
sposobnost adaptacije zdravih nefrona da preuzmu fukciju afunkcionalnih nefrona) veci od

potencijala ozljede bilo kojeg pojedina¢nog patogenog ¢imbenika (41, 42).

Glomerularna filtracija (GF) uslijed bubrezne bolesti odrzava se putem dva osnovna
mehanizma: ekstrinzicnim (vanbubreznim) 1 intrinzicnim (bubreznim) adaptacijskim

mehanizmima. Ekstrinzi¢nu razinu predstavlja autonomni ziv€ani sustav odnosno simpaticka
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inervacija cjelokupne bubrezne vaskulature ukljucivsi i1 aferentne i1 eferentne arteriole.
Navedeni mehanizam je uglavnom kratkotrajan 1 predstavlja eferentni krak refleksnog
odgovora aktiviranih karotidnih i kardiopulmonalnih baroreceptora. Drugi ekstrinzi¢ni
adaptivni mehanizam obiljezen je sintetskom aktivno$¢u srzi nadbubrezne zlijezde
(izlu¢ivanje adrenalina, noradrenalina). Djelotvornost ekstrinzi¢nih mehanizama obiljezena je
kratkotrajnos¢u 1 ve¢i znacaj postize tek u patoloSkim sluc¢ajevima naglog pada sistemskog
tlaka odnosno cirkulacijskog volumena. Intrinzi¢na razina regulacije GF obuhvaca prvobitno
autoregulacijski mehanizam tubuloglomerularne povratne sprege. To podrazumijeva
povecanu reapsorpciju NaCl u proksimalnim tubularnim segmentima uslijed smanjenja brzine
protoka tubularnog ultrafiltrata (koji je pak posljedica oSte¢cenja GBM). Zbog toga, do
distalnog kanali¢a dolazi znatno manja koli¢ina NaCl §to registrira macula densa odnosno
jukstaglomerularni aparat koji na to odgovara dilatacijom aferentne arteriole (lokalno
proizvedenim NO i prostaglandinima) i sekrecijom renina, ¢ime se podrzava proizvodnja
ATII. ATII djeluje konstrikcijski na eferentnu arteriolu, a rezultat takvog slijeda dogadaja jest
smanjenje otjecanja krvi iz glomerula §to povisuje hidrostatski glomerularni tlak i dakle
povecava GF. U intrinzicne mehanizme pripada i miogena autoregulacija GF i1 bubreznog
protoka krvi. Naime pojac¢anim protokom krvi dolazi do mehanickog rastezanja stijenki zila
(osobito arteriola) ¢ime se pojacava ulazak Ca’ iona iz cirkulacije u glatke misiéne stanice i
posljedi¢ne vazokonstrikcije odnosno smanjenja protoka krvi. Treca linija regulacije na
intrinzi¢noj razini temelji se na glomerulotubularnoj ravnotezi, koju karakterizira povecana
sposobnost uglavnom proksimalnog tubula da apsorbira vece koli¢ine glomerularnog filtrata.
Opisanim mehanizmom smanjuje se opterecenje distalnog tubula prekomjernim koli¢inama
glomerularnog filtrata i posredno osigurava uredan metabolizam elektrolita i vode. Za razliku

od ekstrinzi¢nih, intrinzi¢ni mehanizmi autoregulacije GF jesu dugotrajniji.

Ostecenjem (afunkcijom) odredenog broja nefrona, prema Brickerovoj hipotezi preostali
funkcionalni nefroni preuzimaju kompenzatornu ulogu filtracije (42, 43). U pocetku,
rastezanje GBM preko mehanoreceptora na podocitima dovodi do pojacane sinteze proteina
filtracijske membrane §to zaustavlja proteinurijski efekt, no uz neprekidnu progresivnu
intraglomerularnu hipertenziju, a pogotovo uz istovremenu upalu, dolazi do gubitka ovog
obrambenog mehanizma. Kao posljedica javlja se skleroza preostalih nefrona te se znacajniji

gubitak bubrezne funkcije manifestira nakon 70%-nog gubitka funkcionalne mase bubrega.
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1.4.1. Model plasti¢nosti bubreznog tkiva i EMT (epitelno-mezenhimska
transdiferencijacija)

Model plasti¢nosti nefrona temelji se na eksperimentalnim dokazima prema kojima nefron
nije staticna ve¢ biodinami¢na struktura (44). Navedena biodinamicnost (plasti¢nost)
definirana je 1 u morfoloskom i u funkcionalnom smislu. Prvobitno se taj pojam odnosio
samo na embrionalni razvoj nefrona, a potom sekundarno, i na razvoj bubrega u djetinjstvu
odnosno promjene u odrasloj dobi (starenje, razliCite bubrezne bolesti s akumulativnim
stresnim uc¢inkom). U kontekstu glomerulonefritisa, navedeni model moZzemo promatrati na
histoloskoj razini prate¢i promjene koje usred upalnog miljea odgovaraju proliferaciji,
hipertrofiji, migraciji, kontrakeciji, apoptozi, nekrozi i1 epitelno-mezenhimskoj tranziciji
konstitutivnih bubreznih stanica (45). Sve navedene reakcije posljedica su adaptacije strukture
i funkcije nefrona na novonastale uvjete posredovane hemodinamskim i imunoloskim

patomehanizmima pojedinih oblika glomerulonefritisa.

U nedavnim eksperimentalnih istrazivanjima pokazano je da fibrogeneza per se nije dovoljna
da uzrokuje gubitak funkcionalnog tkiva, ve¢ su za tu morfolosko-funkcionalnu degradaciju
potrebni 1 ukljuceni dodatni patofizioloski mehanizmi koji se temelje na gubitku populacija
visoko specijaliziranih stanica. Na razini glomerularne skleroze, zamijeceno je da u veéini
sluajeva najprije dolazi do segmentalnih sinehija 1 adhezija kapilarnog klupka za
Bowmanovu ¢ahuru. Navedeno opazanje pripisano je odvajanju (eng. detachment) i gubitku
podocita prvenstveno mehanizmom apoptoze (kao paralelni pojam u literaturi se koristi
denudacija GBM) (46). Jednako tako, inicijalna ozljeda na razini tubula prepoznata je kao
atrofija 1 dilatacija tubula zbog apoptoze tubulocita (47). Osim apoptoze epitelnih stanica,
recentni radovi prikazuju izravne dokaze i za apoptozu endotelnih stanica glomerularnih 1
peritubularnih kapilara (48). Gubitak endotelnih stanica, osim upalnim procesima, dodatno je
potaknut manjkom ¢imbenika rasta endotela (VEGF) koji je posljedica smanjenja broja

epitelnih stanica u kojima se spomenuti angiopoetski ¢imbenik konstitutivno proizvodi (49).

Sredis$nji dio modela plasticnosti nefrona predstavlja epitelno-mezenhimska tranzicija ili
transdiferencijacija (EMT) obiljeZena konverzijom epitelnog fenotipa podocita i tubulocita u
stanice s fenotipom i funkcijama miofibroblasta. Kao kljucan citokin koji organizira EMT i
sudjeluje u provodenju svih navedenih promjena u sklopu tzv. modela plasti¢nosti nefrona
istice se TGF-f.

12



2. ULOGA PRETVORBENOG CIMBENIKA RASTA BETA-1 (TGF-p1) U

PATOFIZIOLOGIJI GLOMERULONEFRITISA

2.1. TGF-p superobitelj

Pretvorbeni ¢imbenik rasta beta (TGF-B) pleotropni je multifunkcionalni citokin s temeljnim
imunomodulacijskim (dominantno protuupalnim), antiproliferacijskim 1 profibrotskim
u¢inkom. TGF-B pripada TGF-B superobitelji polipeptidnih faktora rasta odnosno
diferencijacije (50). TGF-P superobitelj prvotno je identificirana u kulturama stanica virusom
induciranih sarkoma misjih fibroblasta. Polipeptidi superobitelji TGF- pronadeni u brojnim
izrazajem u svim tkivima i organima $to podrazumijeva visok stupanj evolucijske
konzerviranosti i znacajan utjecaj u embrionalnom razvoju. Do sada je otkriveno 35
polipeptida TGF-B superobitelji. S obzirom na strukturne osobitosti definirane su 4 obitelji
proteina unutar TGF-f superobitelji: MIF (prema eng. Mullerian Inhibitory Factor)- ¢imbenik
inhibicije Mullerovih cijevi, aktivin/inhibin, TGF-f§ i BMP (eng. bone morphogenic proteins).
Polipeptidi TGF-B sudjeluju u mnogobrojnim fundamentalnim bioloSkim procesima poput
dijeljenja 1 diferencijacije stanica, razvoju tkiva i organa u prenatalnom i postnatalnom
razdoblju (51). U kralje$njaka je do sada pronadeno 5 razlicitih izoformi TGF-f obitelji od
kojih u sisavaca njih tri: TGF-B1, TGF-f2 i TGF-B3. Svaku izoformu sintetiziraju razliciti
geni uz razli¢ite oblike posttranskripcijske modifikacije. Mjesta najvece proizvodnje TGF- u
organizmu su pluca, kosti 1 bubrezi. Temeljno djelovanje TGF- ocituje se u reakcijama
akutne 1 kroni¢ne upale, imunoloskim zbivanjima i u regulaciji stani¢nog ciklusa (52).
Osobita uloga TGF-B ostvaruje se u mehanizmima cijeljenja odnosno odgovora na ozljedu
tkiva. U pogledu patogeneze glomerulonefritisa, ¢ini se da najznacajniju ulogu ima TGF-$1

izooblik.

2.2. TGF-P signalizacijski sustav

Za razumijevanje patofizioloskih procesa u kojima sudjeluje pretvorbeni ¢imbenik rasta beta,

valja uzeti u obzir cjelokupni patobioloski put od sinteze i aktivacije proteina, preko

13



aktivacije membranskog receptora odnosno unutarstani¢nih sustava drugih glasnika s
uc¢inkom transkripcije ciljnih gena, te sinteze proteina koji posreduju kemijske, morfoloske 1
funkcionalne promjene. Dinamika vezanja TGF-B za membranski receptor ovisi o
koncentraciji slobodnih TGF- molekula, gusto¢i raspolozivih receptora odnosno djelovanju

prirodnih modulatora (stimulatora/inhibitora) vezanja TGF-B za TGF-f receptor (TGF-BR).

2.2.1. Sinteza bioloski aktivnog TGF-p

Nativni prekursorski polipeptid TGF-f graden je od 390 aminokiselina i sastoji se od 3
aminokiselinska djela: signalnog peptida, zatim amino-terminalne sekvence- peptid
odrZavanja latencije LAP (latency associated peptide) i aktivnog peptida TGF-f (sastoji se od
129 aminokiselina) (53). Razgradnjom prekursorskog polipeptida furinskim konvertazama u
Golgijevom aparatu dolazi do odvajanja signalnog peptida, a preostala dva peptida, aktivan
TGF-B molekularne mase 25 kDa i LAP molekularne mase 80 kDa, ostaju zajedno
nekovalentno vezani u obliku peptidnog homodimera nazvanog mali latentni kompleks (TGF-
B LAP kompleks) (54). Mali latentni kompleks se u Golgijevom aparatu kovalentno veze za
LTBP (latent TGF-B -binding protein) signalni peptid veli¢ine 125 kDa (postoji u 4 izooblika
LTBP1-4), te tako nastaje inaktivni trodijelni veliki latentni kompleks (heterotrimer) koji se
izlucuje iz stanice (Slika 4). U stvaranju funkcionalnog TGF-f3 polipeptida dodatno doprinose

posttranskripcijske i1 posttranslacijske modifikacije usljed metilacije i nitrozilacije.

A
[ | eniiTerhes  Ipoproten  AKTWNITGRbet e
- E-] 8 eta
|5 | 8 £ J_ = receptor
[ | = 1reli TG beta
* T-LAPBOKDE - *
B g ZRELI TGF-BETAT, 25 kDa — ——
[ | # ?
5 k]
| | ITVANSTANICH
| MATRIKS LTBP + rezidua TGFbeta prekursora
L LTBP 125-160 kDa |
Slika 4. Struktura aktivnog TGF-B1, malog Slika 5. Shematski prikaz oslobadanja aktivne TGF-$1
i velikog latentnog kompleksa (prilagodeno molekule u izvanstani¢nom matriksu (prilagodeno
prema ref. 55) prema ref. 55)
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LTBP usmjeruje 1 pohranjuje veliki latentni kompleks u izvanstani¢ni matriks ili ga veze na
staniénoj membrani za integrinski receptor (56, Slika 4). Da bi doSlo do oslobadanja
funkcionalno aktivnog TGF-B (t;» 3 min), moraju se razgraditi veliki odnosno mali latentni
kompleks (t;, 100 min). Odvajanje LAP od molekule TGF-B posreduju proteaze poput
matriks-metalo proteaza MMP2/9, katepsina i plazmina, ¢emu pridonosi deglikozilacija LAP,
kiseli pH, oksidativni stres, poviSena toplina i1 trombospondin-1 (57-59, Slika 5). Nakon
disocijacije iz molekule malog latentnog kompleksa, oslobodeni LAP veZze se na manoza-
fosfatni receptor, dok se oslobodeni TGF-f moZe vezati na membranske receptore ili za
izvanstani¢ne proteoglikane poput dekorina, endoglina, biglikana (60, 61), te za kolagen IV i

fibronektin (62, 63). Cirkuliraju¢i TGF- u krvi veze se za 3, makroglobulin (64).

2.2.2. Grada i funkcija TGF-p receptorskog kompleksa (TGF-$R)

Specificno obiljezje TGF-B receptorskog kompleksa (TGF-BR) jest njegova grada u obliku
heterodimera s treonin/serin kinaznom aktivno$¢u (65). Za razliku od TGF-BR, drugi
transmembranski receptori za ¢imbenike rasta imaju karakteristinu tirozin-kinaznu aktivnost.
Prema nekim shvacanjima, TGF-BR je u evolucijskom razvoju stanice postao svojevrsni
intermedijar izmedu tirozin-kinaznih (ligandi su peptidi) 1 nuklearnih receptora steroidnih
hormona. TGF-fBR sastoji se od 2 podjedinice, TGF-BR tipa 1 i tipa 2 (TGF-BR1, TGF-fR2)
molekularnih masa 53k Da odnosno 80kDa. Opisan je i tzv. akcesorni TGF-B1 receptor tipa 3
odnosno membranski betaglikan koji pospjesuje vezanje TGF-p na TGF-BR2. U sisavaca je
opisano 7 podvrsta TGF-BR1 (tzv. ALK actin like kinases) i 5 TGF-BR2 uz njihove
medusobne tetramerske varijante koje mogu biti brojne i unutar bubreznog tkiva. Obje
receptorske jedinice gradene su od 3 domene: visokoglikozilirane izvanstanicne, kratke
transmembranske 1 enzimski aktivne unutarstanicne (serin/treonin kinaza). Enzimska
aktivnost receptorskog kompleksa nastaje kroz 2 koraka, prvi je vezanje aktivnog liganda
(TGF-B) za TGF-BR2, a drugi je posljedi¢na asocijacija (transfosforilacija) TGF-BR1 s TGF-
BR2 (66, Slika 6).
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Slika 6. Postupak vezanja TGF-f za receptorski kompleks (prilagodeno prema ref. 55)

2.2.3. Organizacija Smad sustava

Smad proteini predstavljaju supstrat unutarstaniéne domene TGF-BR1 ali ga mogu koristiti i
drugi receptorski kompleksi. Radi se o obitelji citoplazmatskih signalizacijskih proteina koji
posreduju prijenos signala aktiviranog TGF-BR 1 poticu transkripcijske mehanizme u jezgri
stanice. Otkriveni su u brojnim organizmima ukljucuju¢i koluti¢avce, kraljesnjake, sisavce
(67). Prvobitan opis navedenih proteina proizaSao je iz prou¢avanja BMP-u homolognih tzv.
MAD sekvencija (prema eng. MAD- Mothers against decapentaplegic) u razvoju musica
Drosophila mellanogaster, te gena u razvoju crva Caenorhabditis elegans (68, 69). Geni za
navedene proteine crva nazvani su Sma geni (Sma-2, Sma-3, Sma-4) a njihov proizvod Smad
proteini (akronim od sma+MAD). U stanici, Smad proteini rasporedeni su u 3 skupine: R-
Smad (receptorom aktiviran Smad), co-Smad (prema eng. common pathway Smad ili
cooperative Smad) ili Smad zajedni¢kog puta, te I-Smad (inhibitorni Smad). U podobitelj R-
Smad proteina pripadaju Smad2/3 (fosforilira ih TGF-BR ali i receptor aktivina), te
Smad1/5/8 koje aktivira BMP receptor (70,71). Smad4 je co-Smad oblik, do¢im Smad6 i
Smad?7 pripadaju skupini I-Smad (ili anti-Smad).

Struktura Smad-a izgradena je od N-terminalne NH1 domene (prema eng. N- terminal mad
homology) te C-terminalne NH2 domene cija uloga je usmjeravanje Smad-a prema jezgri.
Navedene funkcionalne domene prostorno su konformirane (zdruZene) u obliku ukosnice.
SSXS sekvenca C-terminalne regije R-Smad bogata je serinom i treoninom te predstavlja
potencijalno fosfoakceptorsko mjesto za aktiviranu TGF-BR1 podjedinicu koja dakle
fosforilacijom aktivira R-Smad (mijenja prostornu konformaciju ¢ime nastupa interakcija s

Co-Smad) (72, Slika 7).
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Slika 7. Mehanizam aktivacije R-Smad molekule (prilagodeno prema ref. 73)

Co-Smad se ne veze za TGF-BR1 (ne posjeduje SSXS regiju) ve¢ se preko NH2 domene veze

za R-Smad i tako ¢ini heteromultimerski kompleks koji odlazi u jezgru (72, Slika 8).
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Slika 8. TGF-B/Smad signalni put (prilagodeno prema ref. 73)

R-Smad/Co-Smad kompleks u jezgri predstavlja protranskripcijsku funkcionalnu jedinicu.
MH2 domena nuklearnog kompleksa ima transaktivatorsku sposobnost, odnosno privlaci
druge transkripcijske ¢imbenike (AP-1, Fast-1, Fast-2, TFE3, Spl) dok se intrinzi¢na
aktivnost NH1 domene Smad3 ocituje u izravnom vezanju na DNA (74-79, Slika 8).

Inhibicijska uloga I-Smad ostvaruje se na nekoliko nacina. Kao i Smad2/3, I-Smad veze se za
aktiviranu receptorsku jedinicu ali ne posjeduje fosfoakceptorsko mjesto (nema MH?2
domenu), nego zauzima mjesto vezanja i aktivaciju R-Smad-a (80). Nadalje, I-Smad ometa
povezivanje R-Smad-a s Co-Smad-om. Tre¢i mehanizam inhibicije posredovan je Smurf

proteinima koji privla¢e ubikvitin-ligazu Smurfl/2 i akardia koji posreduju proteasomsku
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degradaciju kompleksa TGF-BR i R-Smad (81). Smad7 dakle djeluje renoprotektivno, buduci
atenuira i fibrogenezu i upalu potic¢uéi sintezu Ix-Ba inhibitora NF-kB, te je manjak celularne
koncentracije Smad7 jedno od molekularnih obiljezja kroni¢ne bubrezne bolesti, progresivne
bubrezne upale i fibroze (82). S druge strane, Smad6 nema znacajnije djelovanje na podocite,

a u mezangiju moze Cak podrzavati upalni odgovor (83).

U regulaciji unutarstani¢ne signalizacije i transkripcijskog odgovora kompleksa TGF-f1-
TGF-BR, vaznu ulogu ima endocitoza samog kompleksa, koja se moze dogadati na 2 nacina,
putem klatrinom obloZenih pora ili kolesterolom bogatih mikrodomena staniéne membrane
(84). Endocitoza klatrinom oblozenim mjehuri¢ima usmjeruje kompleks u tzv. rane endosome
koji oslobadaju internalizirane receptore od liganda i usmjeruju ih na stanicnu membranu
kako bi vezali nove ligande. S druge strane, endocitoza u lipidima bogatim mjehuri¢ima

usmjeruje kompleks u tzv. kasne endosome i lizosome gdje oni bivaju razgradeni.

2.2.4. Medudjelovanje i integracija TGF-f/Smad s drugim signalizacijskim
mehanizmima

Za TGF-f/Smad osovinu dokazana je znaCajna interakcija s drugim kaskadnim
signalizacijskim putovima $to osigurava i raznolikost djelovanja ovog sustava. TGF-R moze
intereagirati s neSmad unutarstani¢nim proteinima, a jednako tako neSmad proteini mogu
djelovati na unutarstani¢nu Smad kaskadu. Na taj na¢in moguca je kompleksna suradnja
unutarstani¢nih kaskadnih signalizacijskih putova koji potjecu od razli¢itth membranskih
receptora (G-udruZeni receptori, tirozin-kinaze i serin-treonin kinaze, te receptora citokina).
Ta pojava se osobito odnosi na 2 signalizacijska sustava: ERK (prema eng. extracellular
receptor—linked kinase) i MAPK (prema eng. mitogen activated protein kinase) kojem
pripadaju p38 odnosno JNK (prema eng. c-Jun N terminale kinase) (85-87). Vaznost takvih
interakcija ostvaruje se na razini pojac¢avanja odnosno slabljenja provodnog impulsa TGF-
/Smad kontinuiteta odnosno krajnjeg odgovora u obliku proliferacije (ERK sustavom) ili

apoptoze (MAPK sustavom) pojedinih vrsta stanica (88).
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2.3. TGF-p1 i patofiziologija glomerulonefritisa

2.3.1. Utjecaj TGF-p1 na glomerul

Dokazano je da intraglomerularna hipertenzija uzrokuje rastezanje cijelog mezangija
ukljucujuéi kontraktilne mezangijske stanice. Uz hipertenzivni (biomehanicki stres) 1 ,,upalni
stres* (odgovor na upalu) uzrokuje u mezangijskim stanicama sintezu i luc¢enje TGF-B1, te
aktivator plazminogena koji oslobada aktivnu (slobodnu) molekulu TGF-B1 iz inaktivnog
latentnog kompleksa (89). Pored mezangijskih stanica kao glavnog izvora, TGF-B1 izlucuju i
lokalno infiltrirani makrofagi. TGF-B1 snaZno potice sintetsku aktivnost mezangijskih stanica
koje lu¢e komponente ECM i inhibitore njegove razgradnje, a smanjuje koncentraciju
proteoliti¢ih enzima (iznimka je MMP-2, gelatianza A- kolagenaza V) (89-91). Organizacija
(arhitektura) izvanstanicnog matriksa uredena je pojatanom sintezom receptorskih molekula-
integrina, preko kojih se odvija dinami¢na i funkcionalna interakcija izvanstani¢ni matriks-
mezangijske stanice (92). Sastav mezangijskog matriksa djeluje na diferencijaciju,
mitogenezu 1 migraciju mezangijskih stanica (93). U laboratorijskim uvjetima dokazan je
poveéan ulazak Ca” u mezangijske stanice izlozene TGF-B1. Navedeni mehanizam moguce
je inhibirati blokatorom receptora za inozitol-3-fosfat (IP3), pa se pretpostavlja da je upravo
taj receptor u odredenoj interakciji s TGF-B1 (Slika 9). Osim sintezom ECM mezangija, TGF-
B1 dodatno stiti glomerul od tlacnog prenaprezanja i oSteCenja, izravnim poticanjem
proizvodnje ET-1 koji parakrinim djelovanjem posreduje kontrakciju aferentne arteriole i tako
pridonosi smanjenju intraglomerularne hipertenzije (94). Obzirom na kratki poluZivot,
molekula TGF-B1 veliki u€inak ostvaruje poticanjem sinteze ¢imbenika rasta s parakrinom
aktivnoS¢u. Na razini glomerula, interesantno je zapazanje da autokrinim djelovanjem TGF-
B1 u podocitima potice sintezu CTGF (prema eng. connective tissue growth factor, ¢imbenik
rasta veziva) i VEGF koji mogu kontra struje glomerularnog filtrata doploviti do receptora na
endotelu 1 podocitima (95) (Slika 9). Osim angiopoetskog u€inka, VEGF mozZe djelovati i na
pojaCanu sintezu izvanstani¢nog matriksa u mezangiju. Uz navedene, TGF-f1 pokazuje i
brojne protuupalne ucinke. Imunomodulira i imunosuprimira humoralne i stani¢ne
imunoreakcije: inhibira adheziju leukocita na glomerularni endotel, te posljedi¢nu aktivaciju
leukocita i endotela, inhibira sintezu IL-8 u endotelu koji djeluje kemotakti¢no na imunoloske
stanice, nadalje inhibira proliferaciju B-limfocita i sintezu imunoglobulina, inhibira

mitogenezu T limfocita i stanica prirodnih ubojica (96-100).
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Imunolosku upalu u glomerulu 1 intersticiju, TGF-f1 kontrolira mehanizmom ,,funkcionalne
deaktivacije* makrofaga (101). Naime, TGF-B1 sprjecava lu¢enje kemotakticnih molekula,
inhibira adhezivnost i retenciju makrofaga u mezangiju (intrinzi¢na sposobnost makrofaga za
zadrzavanjem u upalnom miljeu), sprjeava sazrijevanje monocita u makrofage, inhibira
lucenje proupalnih citokina i slobodnih kisikovih radikala iz makrofaga 1 neutralizira ve¢
izluCene citokine. TGF-B1 oslabljuje odgovor mezangijskih stanica na upalne i mitogene
citokine poput IL-1 i IL-6, te djeluje antiproliferativno i proapoptotski na mezangijske stanice.
Fiziolosku ulogu TGF-B1 dakle, obiljezava profibrotsko i protuupalno djelovanje. Cimbenici
(egzogeni, endogeni) koji utje¢u na biolosko ponasanje TGF-B1 (ovisno o intenzitetu i duzini
njihova djelovanja) svaku ozljedu ili stres u glomerulu mogu usmjeriti u protrahirani upalni
proces (ukoliko inhibiraju aktivnost TGF-B1) s jedne ili pak u globalnu glomerulosklerozu
(ukoliko aktiviraju TGF-B1) s druge strane (102). TGF-B1 inhibira proliferaciju
mezangijskih, endotelnih i tubularnih epitelnih stanica. Mehanizam inhibicije ostvaruje se
djelovanjem na ciklin-ciklin zavisni kompleks kinaza koji kontrolira tranziciju stanicnog

ciklusa iz G1 u S fazu (104-107).
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Slika 9. Patofizioloski mehanizam djelovanja TGF-B1 u glomerulosklerozi (prilagodeno prema ref. 103)
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2.3.2. Tubulointersticij i TGF-p1

Zajednicki morfoloski obrazac zavrSnog stadija svih kroni¢nih bubreznih bolesti je
tubulointersticijska fibroza, koja je u veéini glomerularnih bolesti ujedno predstavlja i jedan
od glavnih prediktora progresije kroni¢ne bubrezne insuficijencije (108). Upala je per se
glavni zacetnik 1 propagator fibroze intersticija (drugim rije¢ima upala prethodi fibrozi).
Intersticijska fibroza kao dinamican interaktivni proces karakterizirana je sljede¢im
obiljezjima: hipertrofijom i proliferacijom matriks sintetiziraju¢ih stanica, akumulacijom
izvanstanicnog matriksa, infiltracijom upalnih stanica, ramifikacijom mikrocirkulacije i
gubitkom tubulocita (109). Intersticijska fibroza ovisi o koli€ini i sastavu novonastalog
izvanstani¢nog matriksa kao i o broju umnoZzenih fibroblasta. Sastav intersticijskog matriksa u
fibrozi razlikuje se od onoga u fizioloskim uvjetima, a ¢ine ga kolageni tip I i III, fragmenti
kolagena tip IV, fibronektin. Slaganje i rasporedivanje fibrilarnih struktura posreduju tzv.
kolageni nukleatori i fibrilini poput LAP-TGF-f, kolagena tip V, integrina i SPARC (secreted
proteins acidic and rich in cistein) (110). Ove molekule nazivamo joS interaktivnim
regulatorima s obzirom na njihove dodatne funkcije u slaganju intersticijskog matriksa, pa
tako npr. fibronektin pomaze vezanju kolagena za integrinske receptore na fibroblastima,
kolagen V pomaze vezivanje kolagena tip I, a SPARC stimulira sintezu MMP 1 PAI-1, te
EMT. Uobicajeno je da fibrogeneza zapocinje u fokalnim izoliranim upalnim niSama, te
difuzno progredira ako postoji kontinuirana profibrogena stimulacija. Migracija ili difuzija
fibroblasta izmedu formiranih kolagenih vlakana ovisna je o lokalnom kemotakticnom
gradijentu upalnih citokina unutar upalnih niSa (111). Razgradnja intersticijskog matriksa
ovisna je o djelovanju (ravnotezi) sustava lokalnih proteaza odnosno njihovih inhibitora.
Plazmin mozZe npr. razgraditi fibronektin, laminin, entaktin i perlecan (112). Uz sustav
plazminogen-plazmin (urokinazni i tkivni tip plazminogen aktivatora-uPA i tPA, zatim PAI-
1), matriks metaloproteinaze i1 njihovi tkivni inhibitori (MMP i TIMP), u razgradnji
intersticijskog matriksa vaznu ulogu imaju katepsini (cisteinom bogate kisele lizosomalne

proteaze).

U nastanku fibroze intersticija sudjeluju i upalne stanice: dendriticne stanice (prezentiraju
antigen), limfociti (T i B) koji uvijek prethode infiltraciji makrofaga i mastociti koji ovisno o
vrsti citokinske stimulacije mogu djelovati upalno i1 protuupalno (tj. profibrogeno, buduéi su u

njihovoj citoplazmi dokazane granule ispunjene s bFGF- bazicnim c¢imbenikom rasta
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fibroblasta). Makrofage dijelimo na klasi¢nim putem aktivirane (tip M1) koji iskazuju
proupalna svojstva, te alternativnim putem aktivirane (tip M2) koji djeluju protuupalno (113).
Populacija fibroblasta takoder je heterogena, pa tako razlikujemo aSMA (alfa smooth muscle
actin)j+ i aSMA- fibroblaste, te FSP (fibrocyte specific protein)+ i FSP- fibroblaste.
Proliferaciju sintetski aktivnih fibroblasta snazno podrzava upravo TGF-B1. Sudbina
tubulocita u fibrogenezi intersticija je razli¢ita. Upalom aktivirani tubulociti mogu
proliferirati, mogu krenuti putem programirane stani¢ne smrti ili u EMT (vidi iduce
poglavlje). Kao §to smo ranije istaknuli da glomerularni hidrostatski stres rasteze GBM i
potice lu¢enje TGF-B1 u mezangiju, sli¢no rasteze i tubularnu bazalnu membranu (TBM), te
posljedi¢no u tubulocitima aktivira NF-xB 1 sintezu TGF-f1 (114). Posljedicno razvoju
fibroze nastupa funkcionalno i anatomsko odvajanje tubula i glomerula u glomerularnom
vratu ¢ime nastaju afunkcionalni tzv. aglomerularni tubuli. Oporavak odnosno regeneracija
tubula mogu¢i su djelovanjem progenitorskih stanica parijetalnog epitela vaskularnog pola
glomerula (CD24+CD133+ stanice) ili iz mati¢nih stanica glomerulotubularnog prijelaza
(115, 116). U podrucju fibroze intersticija nastupa vazokonstrikcija, apoptoza endotela,
mikrotromboziranje kapilara te potom ishemija i hipoksija (117). Revaskularizacija, kao jedan
od preduvjeta zaustavljanja progresije fibroze, moguca je takoder nadoknadom izgubljenih

endotelnih stanica cirkuliraju¢im i1 lokalnim mati¢nim stanicama.

2.4. Epitelno-mezenhimska pretvorba

Epitelno-mezenhimska transdiferencijacija/tranzicija (prema eng. epithelial-to-mesenchymal
transition, EMT) bioloski je fenomen obiljezen pretvorbom epitelnog u mezenhimalni stani¢ni
fenotip. Prvotno, EMT je opisan u modelima embriogeneze i kancerogeneze. Brojna
istrazivanja pokazala su, da se EMT dogada u tubularnim stanicama razvijenim iz
metanefronskog mezenhima (ali ne 1 u sabirnim tubulima, koji su porijeklom iz epitela
ureteralnog pupoljka) embrioloskim mehanizmima mezenhimno-epitelne transdiferencijacije-
MET (118). EMT predstavlja suprotan smjer reakcija MET odnosno predstavlja model tzv.
,reverzne embriogeneze®, koja nastaje isklju¢ivo u uvjetima kroni¢ne izloZzenosti imunoloskoj
upali, ali 1 u kancerogenezi (119). Suvremena istrazivanja promatraju EMT kao moguce
klju¢an mehanizam fibrogeneze bubreznog tkiva. Preliminarni opis uloge EMT-a u razvoju
bubrezne fibroze opisao je 1995.g. Strutz sa suradnicima, kada je u epitelnim tubularnim
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stanicama miSeva s anti-TBM (tubularna bazalna membrana) bolesti dokazao fibroblast
specifi¢ni protein (Fspl, kalcij vezujuci protein stani¢nog citoskeleta neepitelnih stanica) (45).
U meduvremenu prikazani su rezultati brojnih in vivo 1 in vitro ispitivanja (modeli
opstruktivne uropatije, subtotalne nefrektomije, tPA-/- glodavaca) koji su potvrdili da
tubularne epitelne stanice mogu poprimiti karakteristi¢na obiljezja miofibroblasta, kljucnih

efektora odlaganja izvanstani¢nog matriksa (120-122).

U eksperimentalnom modelu opstruktivne nefropatije istrazivan je vremenski slijed odnosno
dinamika stvaranja intersticijskih miofibroblasta (intermedijarni tip stanica izmedu fibroblasta
1 glatkih miSi¢énih stanica). IstraZivanja su pokazala da populacija miofibroblasta nastaje u 2
uzastopne faze. U ranoj fazi (3 dana nakon kirurSki izazvane opstrukcije) miofibroblasti
nastaju aktivacijom lokalnih (rezidentnih) intersticijskih fibroblasta, dok u kasnoj fazi (7 dana
poslije operacije) glavninu miofibroblasta Cine transformirane tubularne epitelne stanice, a u
tzv. tranzitornoj fazi (pre-EMT faza), mogu se naci prijelazne stanice s dvostrukim, epitelnim
i mezenhimskim fenotipskim obiljezjima (123). Stovise, Iwano i suradnici pokazali su da u
populaciji miofibroblasta najmanje 1/3 ¢ine EMT epitelne stanice proksimalnog tubula (124).
Manyji udio miofibroblasta (oko 15%) potjece iz monocita 1 makrofaga koji iz koStane srzi i
cirkulacijskih bazena infiltriraju tubulointersticij (privuc¢eni kemotaksijskim svojstvima TGF-
B1), te iz perivaskularnih fibroblasta (periciti venula). U zadnje vrijeme dokazano je da i
endotel peritubularnih kapilara takoder sudjeluje u EMTu $§to je nazvano endotelno-
mezenhimska transdiferencijacija (EndoMT), te i EMT podocita (125, 126). Postupnost
gubitka podocita odnosno oblik njihove ozljede ovisan je o intenzitetu i trajanju stresogenog
induktora (hipertenzija, upala) (Slika 10). Pocetne promjene obiljezene su hipertrofijom

podocita, ukoliko se upala nastavi nastupa EMT podocita (127-130).

Nadasdy i sur. prvi su u humanim bubreznim bioptatima u bolesnika s zavrSnom fazom
kroni¢ne bubrezne bolesti dokazali imunohistokemijske markere EMT u podrucju fibroze
intersticija (131), a sli¢no je opisano i u kasnijim studijama na humanim bioptatima razli¢itih
primarnih i sekundarnih oblika glomerluonefritisa (132-134). Rastaldi i suradnici dodatnu
paznju upucuju i na mikroskopski ,,zdrave™ tubulocite kao i one oko kojih se nalazi tek
pocetna intersticijska fibroza, a u obje skupine su nasli epitel s pozitivnim mezenhimalnim
antigenima, Sto je vjerojatno upucivalo na vrlo ranu patogenetsku fazu bolesti, odnosno
mogucénost da tubulociti direktno i bez rupture TBM 1 migracije u intersticij izluuju kolagen
(134).
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Slika 10. Mehanizam transdiferencijacije podocita s molekularnim biljezima mezenhimske neofenotipizacije

(prilagodeno prema ref. 129)

EMT posreduju brojni citokini i faktori rasta. Za razliku od drugih citokina zacetnika EMT-a,
TGF-B1 posreduje cjelokupni tijek EMT-a (135). S druge strane, postoje inhibitori EMT-a,
medu kojima su najvazniji HGF (eng. hepatocyte growth factor), t¢ BMP-7 (bone
morphogenic protein 7) (123, 136, 137, Tablica 4).

Tablica 4. Cimbenici promocije i supresije EMT-a (prilagodeno i modificirano prema ref. 137)

TGF-B, ATII, TNFa, EGF, FGF2, CTGF, IL1/6, AGE

Cimbenici indukcije i promocije EMT .
kolagen I, MMP-2, plazmin, tPA, ROS, INFy, HIF1a

. HGF, BMP-7, relaksin, RAAS blokatori, statini,
Cimbenici supresije EMT o )
rapamicin, receptor vit. D, heparan-sulfat, kolagen IV

EMT razvija se u 4 osnovne vremenski povezane faze koju na molekularnoj razini manifestira
ekspresija nekoliko stotina do tisu¢a gena uslijed vezanja TGF-B1 za prekomjerno izrazene

TGF-BR na tubulocitima (44,45, 138-140, Slika 11):

- gubitak adhezije medu epitelnim stanicama,

- de novo ekspresije glatkomiSi¢nog o-aktina (a-SMA) 1 reorganizacija stani¢nog
citoskeleta,

- disrupcije stanicne membrane,

- migracije i invazije EMT stanica.
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Slika 11. Unutarstani¢ni signalizacijski mehanizmi regulacije EMT-a (prilagodeno prema ref. 137)

Prvu fazu EMT-a karakterizira odvajanje 1 gubitak polariteta epitelnih stanica zbog smanjene
ekspresije adhezivne receptorske molekule E-kadherina (adherence junction spoja) i proteina
Z01 (zonula ocludens, integrativni protein u strukturi tight junction spoja). Isto tako dolazi do
smanjene ekspresije katenina, unutarstani¢nog proteinskog posrednika izmedu adhezivnog
receptorskog sustava i stani¢nog citoskeleta. Gubitkom stani¢ne adhezije nestaje apikalno-
bazalni polaritet epitelnih stanica (podjednako bitan za strukturu i funkciju stanica), te dolazi
do njihovog izduljenja i odvajanja od TBM. Istovremeno u stanici dolazi do reorganizacije
citoskeletne arhitekture zamjenom aktina s aSMA, te intermedijarnih filamenata citokeratina s
vimentinom. Integritet TBM je presudan u razdvajanju dvaju odjeljaka bubreznog tkiva,
tubula i intersticija. Diskontinuitet TBM posredovan je pojaCanim stvaranjem matriks-
metaloproteinaza osobito tipa 2 i 9 koje razgraduju osnovne strukturne elemente TBM,
kolagen tipa IV i laminin (90). Prekidom TBM omogucena je interakcija kolagena tipa I iz
intersticija s tubularnim stanicama (koja potice EMT) i migracija transformiranih tubulocita u

peritubularni intersticij (91).

Sveobuhvatan utjecaj TGF-B1 na gubitak nefrona prikazan je shematski na Slici 12.
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Slika 12. Pleotropni u¢inci TGF-f u glomerulosklerozi i fibrozi tubulointersticija (prilagodeno prema ref. 141)

2.4.1. Bioloska sudbina EMT stanica

Bioloski put EMT stanica moze biti viSesmjeran. Epitelne stanice u fenotipskoj tranziciji
posebno su osjetljive, te u odredenim okolnostima postaju sklone apoptozi (tzv. two-heat
theory, najprije TGF-B1 preko sustava p38MAPK-prokaspaza 9/3 tubulocite ucini strukturno
nestabilnima, a zatim ih upalna ili druga noksa usmjeri preko Fas puta u apoptozu) (142). Za
razliku od EMT tubulocita, EMT podociti ne invadiraju u mezangij ili intersticij, nego se
odvajaju od GBM, nakon cega dolazi do njihove: apoptoze (posredovana sa Smad7),
formacije polumjeseca ili otplavljivanja urinom. Vazno je naglasiti da EMT nije nuzno
ireverzibilan proces pogotovo u ranoj fazi. Interesantna i prakti¢no bitna ¢injenica moguénost
je rediferencijacije EMT-om nastalih miofibroblasta u stanice epitelnog fenotipa. Reverzan
proces mezenhimno-epitelne transdiferencijacije, omogucuju induktori MET-a od kojih su

eksperimentalno verificirani HGF i BMP-7.
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2.5. Uloga TGF-B1 u nefrosklerozi laboratorijskih Zivotinja

Veliki broj bazicnih radova opisuje animalne modele skleroze glomerula i fibroze
tubulointersticija (modeli subtotalne nefrektomije, streptozotocinom inducirane dijabeticke
nefropatije, unilateralne potpune stenoze uretera, puromicin-adriamicin inducirane
glomeruloskleroze, imunoloski aktiviranog ekstrakapilarnog glomerulonefritisa) izazvane
djelovanjem TGF-B1 na mezangijske stanice i tubulocite. Drugi dokazi patogenetske uloge
TGF-B1 u animalnim modelima bubrezne fibroze, temelje se na istrazivanjima antifibrotskog

djelovanja blokatora TGF-B1 sustava.

U miSeva injekcija ATS (anti-timocitnog seruma) uzrokuje mezangiolizu 1 susljednu
mezangioproliferaciju (animalni model akutnog mezangioproliferativnog glomerulonefritisa)
uz visoke cirkulacijske i tkivne vrijednosti TGF-B1 i ekspanziju ECM (osobito mRNA i
proteina kolagena tip I/II, fibronektina, te tkivnih inhibitora matriks-proteaza) u podrucju
mezangija (143). Primjenom proteoglikana dekorina, prirodnog inhibitora TGF-B1, te TGF-p1

antisense oligonukleotida sprijecena je glomeruloskleroza (144, 145).

U modelu proliferativnog GN, primjena inhibitora TGF-BRI 1 antisense oligonukleotida za
TGF-B1, sprije¢ava glomerulosklerozu, odnosno suprimira ekspanziju mezangijskog

1zvanstani¢nog matriksa (146, 147).

Pored dokaza za patofiziolosko sudjelovanje TGF-f1 u akutnim glomerulonefritisima,
podastrijeti su podaci i za ireverzibilno profibrogeno djelovanje TGF-B1 u modelima kroni¢ne
bolesti (upale). Primjer za to je studija na transgeni¢nim miSevima s pojacanom ekspresijom
gena za TGF-B1 u hepatocitima, $to uzrokuje cirozu jetre i globalnu glomerulosklerozu (148).
Transfekcija gena za TGF-f1 u mezangij pokusnih glodavaca uzrokovala je
glomerulosklerozu, koja je nadena i1 u animalnim modelima fokalne segmentalne
glomeruloskleroze izazvane adriamicinom, te u modelima glomeruloskleroze posredovane
prekomjernom ekspresijom TGF-f1 (47, 149-150). U animalnim modelima reducirane
bubrezne mase, dokazano je pojacano lucenje TGF-Bl1 u podocitima (151). Osim
glomeruloskleroze, u animalnim modelima dokazana je i1 ozljeda tubulocita kao posljedica

djelovanja TGF-B1 (152).
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2.6. Uloga TGF-B1 u kulturama bubreZnih stanica

U kulturama mezangijskih stanica, tubulocita i bubreznih intersticijskih fibroblasta TGF-B1
moze inducirati sintezu drugih Cimbenika formiranja vezivnog tkiva, medu kojima su
najznacajniji bFGF 1 CTGF (153, 154). Navedeni peptidi u kulturama mezangijskih i
tubularnih stanica glodavaca, uzrokuju znacajnu stani¢nu proliferaciju i ekspanziju
izvanstanicnog matriksa usporedivu s nalazima bubreznih bioptata animalnih modela
glomerulonefritisa. Vaznost Smad signalizacijskog puta pokazana je u modelu s mutiranom
Smad3 molekulom bez fosfoakcepotorskog mjesta, tzv. Smad3A. U mezangijskim stanicama
izlozenima TGF-B1 koje su sintetizirale Smad3A nije zabiljeZena pojacana sinteza kolagena
(155). U stani¢nim kulturama animalnih podocita izloZzenih mediju TGF-B1, pokazano je
pojacano lucenje kolagena IV 1 fibronektina (156). Isto tako je u kulturama humanih 1
animalnih podocita dokazano da TGF-B1 inhibira ekspresiju tumor supresorskog gena WT-1

(Wilmsov tumor) $to doprinosi proliferaciji podocita (157).

2.7. Uloga TGF-p1 u glomerularnim bolestima u ljudi

Koncentracija ili ekspresija komponenti TGF-1 sustava (prekursorske molekule, serumski
nosaci, stani¢ni receptori, unutarstani¢ni prijenosnici) ispitivana je u krvi, mokraéi i
bioptatima bubrega bolesnika s razli¢itim oblicima glomerularne bolesti razlicitim
laboratorijskim metodama poput PCR, in situ hibridizacije, Western i Southern-blot,
indirektne imunofluorescencije, imunohistokemije, ELISA. Iako se u vedini istraZivanja
zakljuuje da u glomerularnim bolestima postoji prominentna aktivnost TGF-B1 sustava
ovisno o koriStenim metodoloskim pristupima i tipu glomerularne bolesti, rezultati nisu
jednoznacni.

Ovdje ¢emo ukratko prikazati znacaj nekoliko vaznih studija genetskog istraZivanja, te

istrazivanja TGF-B1 u krvi i mokraci.

Skupina Svedskih autora naSla je u istrazivanjima polimorfizma gena za TGF-B1 moguce

genotipove predisponirajuce za razvoj ali ne i progresiju IgA nefropatije (158).

U nekoliko istrazivanja dokazano je da aktivirani receptori za polimerne IgA imune

komplekse u mezangiju poticu proizvodnju TGF-B1 u mezangijskim stanicama.
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Djelovanje IgA preko receptora na mezangijskim stanicama S$toviSe oslobada lucenje
proupalnih citokina, te ¢imbenika rasta i fibrogeneze poput TGF-B1 koji potom lokalnom
difuzijom dolaze do podocita i tubulocita te ih aktiviraju (159, 160, 162, 163). Luc¢enje TGF-
B1 iz mezangijskih stanica moguce je sprijeciti primjenom RAAS blokatora (160-163).

Dijagnosticka 1 prognosticka vrijednost TGF-B1 u urinu ispitivana je u razli¢itim

oblicima GN.

Grcka skupina istraZzivaca, pokazala je u bolesnika s IGAN da je koncentracija TGF-f1 u
urinu u korelaciji s histoloSkim promjenama mezangioproliferacijom, proSirenjem
matriksa 1 prisutnosti polumjeseca (164). Povezanost koncentracije TGF-B1 u urinu s
histoloSkim nalazom polumjeseca pronadena je u joS jednoj studiji (165). U bolesnika s
MN koncentracija TGF-B1 u urinu bila je povezana sa stupnjem albuminurije i upalnom
infiltracijom intersticija i indeksom skleroze, te je znacajno padala u bolesnika u remisiji
(164).

Povecana koncentracija TGF-B1 u urinu u bolesnika s FSGS i MN u odnosu na zdrave
ispitanike nadena je u jo§ 3 istrazivanja (166-168), a u dva od njih nadena je i pozitivna
povezanost TGF-B1 u urinu s vrijednostima serumskog kreatinina (167, 168) i u jednom s
veli¢inom proteinurije (168).

Drugacije rezultate prikazale su dvije studije, prva talijanskih autora u kojoj u bolesnika s MN
nije pronadena razlika koncentracije TGF-B1 u urinu u odnosu na zdrave ispitanike (169),
kao niti u jednoj finskoj studiji (165). U istrazivanju japanskih autora, znacajno veca
koncentracija TGF-B1 u urinu bila je jedino u bolesnika s FSGS, dok je u IGAN bolesnika

bila jednaka, a u MN bolesnika ¢ak 1 manja prema kontrolnoj skupini (170).

Korelacija plazmatske koncentracije TGF-f1 sa koncentracijom serumskog kreatinina
ispitivana je u 46 bolesnika s IGAN, 26 s MN, 7 s FSGS te u krvi 50 kontrolnih
ispitanika (zdrave osobe). U svih skupina bolesnika s glomerularnom bolesti plazmatska
koncentracija TGF-B1 bila je manja ili jednaka onoj u zdravih ispitanika i nije korelirala
s vrijednostima serumskog kreatinina (171), a sli¢ni zaklju¢ci dobiveni su u jo§ dvije

studije (165, 172). Suprotni nalaz opisali su Shin i sur. (173).
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Slijedi tabli¢ni prikaz najvaznijh istrazivanja ekspresije mRNA TGF-B1 i TGF-f1 PCRom, in

situ hibridizacijom te imunoflorescentnom metodom u bolesnika s IGAN, FSGS i MN.

Tablica 5. Prikaz referenci radova koji govore u prilog i protiv povecane ekspresije mRNA TGF-B1 u bolesnika s

IGAN, FSGS i MN

EKSPRESIJA VECA PREMA
KONTROLNOJ SKUPINI

EKSPRESIJA JEDNAKA KONTROLNOJ
SKUPINI

Am J Kidney Dis. 2000;36(5):894-902. (173)
Kidney Int 1996;49:461-9. (174)

Clin Nephrol 2006;65:385-92. (175)

Clin Exp Immunol 1994;97:309-314. (176)

J Nephrol 2008;21:53-63. (177)

Zhonghua Bing Li Xue Za Zhi 2002;31(4):314-7.
(178)

Korean J Intern Med 2005;20:40-7. (179)
Nephrol Dial Transplant 2011;26:573-579. (180)

Nephron 1997;77:290-7. (181)
Nephrol Dial Transplant 1994;9(11):1545-52. (182)
Journal of Int Med Res 1997;25:71-80. (184)
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U zakljucku studije Ebeforsa i1 sur. navodi se vaznost mikrodisekcije nefrona na glomerule i
tubulointersticij u istraZivanjima koja odreduju koli¢inu mRNA TGF-B1 PCRom, budu¢i da

90% ekspresije gena TGF-B1 pripada tubulointersticiju (187).

2.8. Rezultati klinickih istrazivanja imunohistokemijske ekspresije TGF-p1 u bubreznim
bioptatima

U pregledu literature koja istrazuje tkivnu ekspresiju TGF-f1 u bubreznim bioptatima
nalazimo znacajnu heterogenost metodoloSkih pristupa i rezultata. U prvome redu, neke
studije ispitivale su ekspresiju gena, druge ekspresiju TGF-B1-LAP, te ekspresiju TGF-BR.
Studije koje su mjerile ekspresiju TGF-B1 koristile su imunofluorescentnu tehniku ili
imunohistokemiju s poliklonalnim ili kao $to je slu¢aj u naSem radu monoklonalnim misjim
anti-TGF-B1 protutijelima. Manji broj studija opisivao je korelaciju tkivne ekspresije TGF-1
s biokemijskim pokazateljima bubrezne funkcije (klirens kreatinina, proteinurija), vrlo mali
broj studija dizajniran je kao retrospektivno pracenje vecih ili manjih kohorta bolesnika, a u

tek nekoliko studija provedeno je prospektivno pracenje bolesnika.

2.8.1. Ekspresija TGF-B1 u IgA nefropatiji

U studiji Matti i sur. tkivna glomerularna i tubularna ekspresija TGF-f1 bila je veca u
bolesnika s IGAN u odnosu na ekspresiju u zdravih kontrola, te u pozitivnoj korelaciji s
glomerularnom ekspresijom fibronektina (196), dok su Endo i sur. nasli razliku samo
glomerularne ekspresije (190). Grupa iz Leidena je u bubreznim biopsijama bolesnika s
razli¢itim glomerulonefritisima, medu njima i IGAN 1 FSGS, pronasla proporcionalan odnos
ekspresije TGF-B1 i intersticijske fibroze (osim u bolesnika s MCD koji nisu imali jace

razvijenu intersticijsku fibrozu) (197).

Skupina talijanskih autora, prezentirala je zanimljiv rad u kojem je ispitivana ekspresija TGF-
B11ET-1 u 65 bolesnika s IgA glomerulonefritisom rasporedenih u 3 skupine: u prvoj skupini
nadena je mezangioproliferacija bez polumjeseca i1 bez glomeruloskleroze i intersticijske
fibroze (prosjecna koncentracija serumskog kreatinina bila je 88 umol/L i koli¢ina 24-satne
proteinurije 0,6 gr), u drugoj skupini bolesnici s polumjesecima bez kroni¢nih promjena
(prosjecna koncentracija serumskog kreatinina 150 pmol/L i koli¢ina 24-satne proteinurije 1,8
gr), te u tre¢oj skupini bolesnici s glomerulosklerozom i tubulointersticijskom fibrozom bez
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aktivnih lezija 1 polumjeseca (prosjecna koncentracija serumskog kreatinina bila je 229
umol/L 1 koli¢ina 24h proteinurije 2,4 gr) (198). U kontrolnoj skupini i u prvoj IGAN skupini
ekspresija TGF-B1 bila je podjednako slaba u glomerulima i negativna u tubulointersticiju. U
drugoj skupini glomerularna ekspresija TGF-B1 bila je intenzivna u polumjesecima, te
fokalno u proksimalnim i distalnim tubulocitima. U tre¢oj skupini TGF-1 nije bio izrazen u

skleroziranim glomerulima ve¢ u ostalim glomerulima i u tubulointersticiju.

U multicentri¢nom prospektivnom istrazivanju Brabcove i suradnika 24 mjeseca praceno je
50 bolesnika s IgA nefropatijom (180). U tkivu bubrega odredivana je ekspresija mRNA
TGF-B1 RT-PCR tehnikom i imunohistokemijski tkivna ekspresija TGF-B1. Nadeno je
univarijatnom (p=0,01) i multivarijatnom analizom (p=0,007) za ekspresiju gena TGF-f1

statistiCki znaCajana povezanost s porastom serumskog kreatinina.

U nekoliko idu¢ih studija dobiveni su drugaciji rezultati, odnosno nije nadena razlika

intenziteta tkivne imunoekspresije TGF-B1 izmedu IGAN bolesnika i kontrolnih skupina.

Ito i1 sur. nisu nasli razliku u glomerularnoj ekspresiji izmedu TGF-f1 bolesnika s IgA
nefropatijom 1 kontrolne skupine. Nesto veca ekspresija nadena je u tubulointersticiju ali bez
statistiCke znacajnosti (199). Kim je u 42 bolesnika nasao razliku u imunoekspresiji TGF-1

jedino u podocitima fokalno segmentalno skleroziranih glomerula (191).

Neimir i sur. su u 30 bolesnika s IGAN ispitivali ekspresiju gena i proteina TGF-B1-LAP i
TGF-B1 (200). Bolesnike su podijelili u 4 kategorije: s minimalnim histoloskim
promjenama, s blagom fibrozom u tubulointersticiju, zatim one sa sklerozom ili
polumjesecima u glomerulu i one s uznapredovanom glomerulosklerozom i1 fibrozom
tubulointersticija. Nasli su nekoliko zaklju¢aka: mRNA TGF-B1 bila je znacajno viSe
eksprimirana u glomerulima nego TGF-B1. Ekspresija TGF-B1 bila je prisutna u
intersticiju ali ne i u tubulima. Ekspresija TGF-f1 u glomerulu bila je pove¢ana u samo u
onih bolesnika sa znacajnom mezangijskom proliferacijom, a manja (jednaka kontrolnoj

skupini) u skleroziranim glomerulima.

Brazilska skupina autora, prikazala je retrospektivnu studiju 62 bolesnika s IgA nefropatijom
(s 24h proteinurijom ve¢om od 1 gram) pracenih prosje¢no 6 godina, u kojoj je nadena
tubulointersticijska ekspresija TGF-B1 u malog broja bolesnika, a glomerularna ekspresija
gotovo da i nije zabiljezena (201). Tubularna ekspresija TGF-B1 bila je u pozitivnoj korelaciji
s proteinurijom i serumskim kreatininom na kraju pracenja, dok nije nadena povezanost s
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inicijalnim vrijednostima proteinurije, serumskog kreatinina, tubulointersticijske fibroze i

ishoda bolesti.

2.8.2. Ekspresija TGF-p1 u membranskoj nefropatiji

U radu Kima i1 suradnika, u 12 bolesnika s MN najprije je elektronskomikroskopski
(imunogold metodom) u Siljcima GBM nadena povecana gusto¢a kolagena tipa IV, laminina 1
fibronektina. Autori su predlozili patogenetski model prema kojem subepitelni depoziti
(imunokompleksi i komplement) u MN poti¢u podocite na stvaranje TGF-f1 koji potom
aktivira podocite na pojacano lucenje komponenti izvanstani¢nog matriksa i posljedi¢no
zadebljanje GBM (194). In situ hibridizacijom unutar GBM pronadena je povecana koli¢ina
mRNA TGF-B1, al lanca kolagena tip IV, laminina i fibronektina.

U 17 MN bolesnika, Endo i sur. nasli su znacajno vecu ekspresiju TGF-f1 u glomerularnim
kapilarama u odnosu na kontrolnu skupinu i1 to jace izrazenu u bolesnika s II stupnjem

morfoloskih promjena prema Ehrenreich-Churgu nego onima s I stupnjem (190).

Goumenos 1 sur. proucavali su ekspresiju mRNA TGF-B1 i ekspresiju TGF-f1 u glomerulu i
tubulointersticiju, te koncentraciju TGF-f1 u serumu i urinu 25 bolesnika s razli¢itim
oblicima primarnih i sekundarnih glomerulonefritisa (od toga u 5 bolesnika s FSGS 1 11 s
MN) (172). U daljnjem tekstu prikazati ¢emo rezultate za FSGS 1 MN skupinu. Intenzivna
ekspresija TGF-B1 nadena je u tubulointersticiju u skupini FSGS 1 MN koja je odgovarala 24h
proteinuriji. Nadena je pozitivna korelacija tubularne ekspresije TGF-B1 sa stupnjem upalne
infiltracije intersticija. Isti autori nasli su u svojoj drugoj studiji znaCajnu povezanost
glomeruloskleroze s glomerularnom ekspresijom TGF-f1, te intersticijske fibroze s
tubulointersticijskom ekspresijom TGF-B1, koja je korelirala i sa serumskom koncentracijom

kreatinina (193).

2.8.3. Ekspresija TGF-B1 u fokalnoj segmentalnoj glomerulosklerozi

U istrazivanju Ita i suradnika, u 5 bolesnika s FSGS glomerularna ekspresija TGF-B1

odgovarala je ekspresiji u kontrolnih ispitanika, dok je u tubulointersticiju bila statisti¢ki
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znacajno veca (199). Slicno je naSla nizozemska skupina autora, uz to da su dodatno pokazali

da je tubulointersticijska ekspresija TGF-B1 korelirala teZini tubulointersticijske fibroze (197).

Danilewicz je sa suradnicima proveo komparativnhu imunohistokemijsko-morfometrijsku
analizu u 35 bolesnika s FSGS (202). Od toga 19 bolesnika je shva¢eno kao sekundarna
FSGS, a njih 16 kao idiopatska FSGS. U obje podskupine bolesnika nalaz glomerularne
ekspresije TGF-B1 bio je negativan, dok je suprotno tome u obje skupine bio fokalno

pozitivan u tubulointersticiju i to viSe u bolesnika s primarnom FSGS.

Kim 1 suradnici mjerili su imunoekspresiju TGF-f1, TGF-BRII, trombospondina-1,
fosforiliranih Smad2/Smad3 u glomerulima 15 bolesnika s FSGS (195). U histoloskom nalazu
glomerule su promatrali kroz 3 histoloSke podskupine: uredni glomeruli, glomeruli sa
segmentalnom sklerozom i glomeruli s globalnom sklerozom. Jedino u glomerulima sa

segmentalnom sklerozom nasli su blago do umjereno pozitivnu ekspresiju TGF-B1.

U jednom magistarskom radu, imunohistokemijski odredivana je ekspresija TGF-f1 u 51
bolesnika s FSGS (nisu razlu¢ivani primarni i sekundarni oblik) (203). Naden je znacajan
intenzitet ekspresije u zdravim segmentima fokalno skleroziranih glomerula, ali ne 1 u
podruc¢jima skleroze glomerula i intersticijske fibroze. Takoder je nadena pozitivna korelacija
izmedu glomerularne ekspresije TGF-f1 i stupnja glomeruloskleroze i tubulointersticijske
fibroze. Nije zabiljezena statisticki znaCajna povezanost stupnja ekspresije TGF-f1 s
vrijednostima 24 satne proteinurije niti serumskog kreatinina.

Goumenos i sur. u petero bolesnika s FSGS dokazali su poviSenu ekspresiju TGF-f1 u
tubulointersticiju bolesnika s FSGS, koja je korelirala veli¢ini 24h proteinurije, te stupnju

upalne infiltracije intersticija (172).

Grcka skupina autora predvodena Alexopoulosom prikazala je retrospektivno istrazivanje
koje je ukljucilo 33 bolesnika s primarnim oblikom FSGS. Bolesnici su podijeljeni u skupine
klinicki prezentirane nefrotskim sindromom i ne-nefrotskom proteinurijom, odnosno u
skupinu koja je odgovorila na lijecenje (simptomatsko, uz prednison i imunosupresiju ovisno
o indikaciji) i1 koja je bila na lijeCenje rezistentna. Medijan prac¢enja bolesnika iznosio je 55
mjeseci. Glomerularna ekspresija TGF-B1 bila je viSestruko ve¢a u obje skupine bolesnika
prema kontrolnoj skupini. Intersticijska ekspresija TGF-f1 odgovarala je razini serumskog
kreatinina prilikom biopsije, te je bila izrazenija u bolesnika koji nisu odgovorili na lijecenje,
ali bez statisticki znacajnog utjecaja na tijek bolesti (204).
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3. ULOGA ENDOTELINA-1 U PATOFIZIOLOGIJI GLOMERULONEFRITISA

3.1. Uvod- otkrivanje endotelina

Kompleksne fizioloske uloge bubreznog parenhima regulirane su djelovanjem brojnih
cirkuliraju¢ih (angiotenzin II, arginin vazopresin, atrijski natriuretski peptid), te lokalno
sintetiziranih peptida (endotelin— ET, bradikinin) i drugih molekula (npr. eikosanoida) s
parakrinom i autokrinom aktivnoscéu (205). Gledajuéi kronoloski, navedeni peptidi istrazuju
se ve¢ nekoliko desetljeca dok je endotelin otkriven krajem 80-ih godina proslog stoljeca.
Nakon pronalaska 1 definiranja duSi¢nog oksida (NO) kao pretpostavljenog ¢imbenika
relaksacije krvnih zila porijeklom iz endotela (endotel relaxing factor), Hickey i suradnici
1985.g., postavili su hipotezu postojanja oponirajué¢eg, dakle vazokonstriktornog ¢imbenika,
koji bi djelovao suprotno NO-u u svrhu uravnotezenog reguliranja vazotonusa. Otkrice
endotelina uslijedilo je nakon ekstrakcijskih pokusa dvojnom kromatografijom supernatanta
endotela aorte i pluéne arterije u svinja (206). U navedenim istrazivanjima prednjacili su
Yanagisawa, Masaki i sur. koji 1987.g. izoliraju i opisuju peptid izrazitog vazokonstriktornog
ucinka koji se pojacano izlucuje hipoksijom, istezanjem ili pritiskom krvozilne stjenke (207).
Kasnija istrazivanja dokazala su postojanje endotelinskih izopeptida u brojnih sisavaca i
kralje$njaka, a otkriveno je da ET gradom nalikuje sarafotoksinu, peptidnom neurotoksinu iz
slinovnica zmija otrovnica roda Atractaspsis engaddensis, $to ukazuje na zajednicko
evolucijsko porijeklo 1 visok stupanj strukturne konzerviranosti vazokonstriktornih efektora

(208). Znacajna uloga ET kao faktora rasta pronadena je i u organogenezi fetalnog tkiva.

3.2. Organizacija endotelinskog sustava

3.2.1. Sinteza i grada endotelina

Endotelini su polipeptidni citokini s visoko potentnim vazoaktivnim (pretezito
vazokonstriktornim) djelovanjem. lako je primarno mjesto sinteze endotelina endotel krvnih
zila, sinteza ET dokazana je i u drugim vrstama stanica (npr. glatke miSi¢ne stanice
vaskulature, leukociti, makorfagi, kardiomiociti, mezangijske stanice) u mnogim tkivima i
organima S$to ukazuje na njegovu ubikvitarnu prisutnost odnosno znacajnu ulogu u
homeostazi organizma. Sinteza endotelina sloZen je proces reguliran na 3 funkcionalne razine:

transkripcije, translacije (odrZavanje stabilnosti mRNA-ET), te posttranslacije (degradacija
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peptidnih prethodnika funkcijski zrelog ET) (209). Prva i druga razina kontrolirane su nizom
pro/anti transkripcijskih ¢imbenika od kojih mnogi djeluju tkivno specifi¢no i o dozi ovisno
(Tablica 6). U tre¢oj posttranslacijskoj fazi sinteze ET klju¢nu ulogu imaju 2 sustava enzima:
furin-endopeptidaze i endotelin konvertiraju¢i enzimi ECE (prema eng. endothelin converting
enzyme, vrsta metaloproteinaza) (210). Endotelinsku polipeptidnu obitelj ¢ine 3 izoforme:
endotelin 1 (ET-1), endotelin 2 (ET-2) i endotelin 3 (ET-3). Gen za ET-1 nalazi se na 6.
kromosomu (dok su geni za ET-2 1 ET-3 na 1. odnosno 20. kromosomu) i kodira veliki peptid
preproET (sastoji se od 203 amino kiseline), kojeg u Golgijevom aparatu cijepaju furinske
endopeptidaze i tako nastaje prekursorski proET (tzv. Big-ET od 38 a.k.) i terminalna NH-
/COOH- sekvenca (210, Slika 13). ECE (postoji u 7 izoformi: ECEla ECE1b,ECElc, ECE2,
ECE3, ECE4) cijepa proET na razini Trp*'-Val** &ime nastaje zreli aktivni oblik molekule
ET2 (210). Kinetika navedenih enzima odreduje dinamiku sinteze ET odnosno koli¢inu

njegove raspolozivosti pripadaju¢im receptorima, te time i ja¢inu njegovog bioloskog

djelovanja.
{pre) pro ET-1 (pre) pro ET-3 (pre} pro KT-3
#furinska proteaza l furinska proteza l ol
proteaza
veliki ET-1 veliki E'T-2 veliki ET-3
poeaecea kimaze oo z \ kimaze EEE; f \ iy

ne MMP proteaze
ET-1.200 ET-1.0 ET-2,0:, ET-23, ET-31 ET-3,1,

ET, Receptor ETg Receptor
Slika 13. Shematski prikaz sinteze endotelina (prilagodeno prema ref. 211)

Uz ECE (koja ne djeluje specifi¢no na ET prekursorima ve¢ npr. i u razgradnji inzulina 1
bradikinina), cijepanje proET mogu provoditi i kimaze, te razne nemetaloproteinaze ¢ime
nastaje vec¢i izooblik ET;3;, manje potentnog ali prolongiranog vazotoni¢kog djelovanja
(211). ECE zasluzne su za nastanak oko 1/3 ukupno sintetiziranog ET, dok u stvaranju
preostale 2/3 sudjeluju drugi gore navedeni enzimski sustavi. ECE-1 nalazi se na membrani

glatkih miSiénih stanica i djeluje u neutralnom pH, dok ECE-2 djeluje u citoplazmi endotela u
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kiselom mediju. Pored opisanog konstitutivnog oblika sinteze ET (karakteristicnog za sintezu
ET u endotelu, glatkim miSiénim stanicama, polimorfonuklearima), eksperimentalno je
dokazan i tzv. regulacijski oblik proizvodnje endotelina, za kojeg je specifino otpusStanje
pohranjenog endotelina u sekretornim vezikulama neurohipofize i to u zavisnosti o
osmolalnosti plazme (212). Otpustanje ET-1 iz neurohipofize moze djelovati na inhibiciju ili
stimulaciju pojedinih hormona adenohipofize (212). Na sloZenost nastanka i organizacije ET
sustava ukazuje ¢injenica da prostimulacijski ¢imbenici proizvodnje ET-1 ne moraju nuzno
stimulirati 1 proizvodnju ET-2 1 ET-3, kao niti proizvodnju samog ET-1 u razli¢itim tkivnim

odjeljcima.

Tablica 6. Najvazniji induktori i inhibitori sinteze endotelina (prilagodeno ref. 211)

Induktori sinteze ET Inhibitori sinteze ET

ATII, katekolamini, vazopresin, bradikinin prostaciklin, NO, ANP, BNP, BMP7, cAMP/GMP

inzulin, kortizol, endotoksin, trombin, lipotoksin | Estrogen, heparin, adrenomedulin, endotelin

IL-1, TGF-B, oxLDL, hipoksija, mehan. stres | RAAS blokatori

Endotelin-1, ET-1, je peptid (molekularne mase oko 2.5 kDa) graden od 21 aminokiseline
(212). Molekula je na 2 cisteinska mjesta (Cis'-Cis" i Cis’-Cis') povezana disulfidnim
vezama koje su odgovorne za 3D strukturu u obliku o uzvojnice (212). Dio molekularne
strukture od 6.-10. aminokiselinske rezidue zavinut je u petlju, dok dio od 16.-21. rezidue
predstavlja —COOH terminalni hidrofobni dio koji sadrzi aminoindolski prsten (213, Slika
14).

Slika 14. Struktura molekule endotelina-1-shematski prikaz.
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Cini se da je upravo —COOH terminalni dio molekule klju¢an u odrZavanju bioloske
aktivnosti jer se njegovim kemijskim oste¢enjem u potpunosti gubi bioloska funkcija ET. Od
ET-1, ET-2 razlikuje se u dvije amino kiseline, a ET-3 u 6 aminokiselina (214). ET-1
pokazuje fizioloSku ulogu u ve€ini parenhimskih organa dok se ET-2 nalazi pretezito u
bubregu i crijevima, te ET-3 najviSe u srediSnjem ziv€anom sustavu. Najjace 1 najvaznije

djelovanje na razini bubrega pokazuje ET-1.

ET-1 stvara se u korteksu 1 u meduli bubrega. Koncentracija ET-1 u meduli bubrega 2 puta je
veca od one u korteksu (StovisSe dokazano je da je bubrezna medula mjesto najvece
koncentracije endotelina u cijelom organizmu). U korteksu, u fizioloskim uvjetima ET-1 luce
endotelne stanice arkuatnih arterija i vena, aferentne i eferentne arteriole, glomerularne
kapilare 1 u manjoj mjeri epitelne 1 mezangijske stanice (215, 216). Predominantno mjesto
stvaranja ET-1 u meduli jesu tubulociti sabirnih cijevi i endotel vasa recta. Endotelin je
izmjeren u viSim koncentracijama u djece u odnosu na odrasle, te u crnaca u odnosu na

bjelacku populaciju.

3.2.2. Struktura i raspored endotelinskih receptora

Endotelinski receptori pripadaju obitelji G-proteina (heterotrimer s izotipovima
Gs,Gi,Gq,Gai2/13) zdruzenih receptora (217). ET receptor (ETR) kodiran je genom na 4.
kromosomu, ima molekularnu tezinu 40-75 kDa, strukturiran je od 7 transmembranskih

domena (218, Slika 15).

glikﬂzilagijska

I'I"IjESt NH2
vanstanicno

unutarstanicno

TR,
fosforilacijska y;

mjesta \/\__/‘

\— cooH

Slika 15. Struktura ET receptora (prilagodeno ref. 215)
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Eksperimentalno su dokazana 3 podtipa ETR: ETR A (ET4), ETR B (ETRp) 1 ETR C (ET¢)
ili nonA/nonB c¢ija uloga je do sada najmanje poznata (218-220). ET receptori tip A 1 B
pokazuju veliku strukturnu sli¢nost uz 63%-tnu sekvencijsku homologiju. Izvanstani¢ni NH-
dio ETR mjesto je ekstenzivne glikozilacije dok je unutarstanicni COOH- kraj mjesto

izlozeno serin-treoninskim kinazama (215).

Endotelinski receptori izrazeni su dominantno na endotelu i glatkim miSi¢ima krvnih zila u
mnogim parenhimskim organima (221). Raspodjela podtipova ETR je tkivno specificna. ETy
pretezito nalazi se u srcu, plu¢ima i mozgu te u manjoj mjeri u drugim organima, dok je ETRgp
najvise zastupljen u mozgu, plu¢ima i bubregu (222). Veliki broj induktora sinteze ET ujedno

potencira i sintezu ETR.

Raspored ETR na stjenci krvne zile je karakteristican (Slika 16). Na glatkim miSi¢énim
stanicama dominira prisutnost ET, s uglavnom parakrinom aktivno$¢u (223). ETRgp (kod
kojeg je naglaSena autokrina aktivnost) nalazi se na endotelnim stanicama te mehanizmom
otpustanja prostaciklina i dusi¢nog-oksida (NO) posreduje poveéano stvaranje cGMP-a u
podleze¢im glatkim miSi¢nim stanicama i time vazodilataciju (224). S druge strane, ETxa
inhibira iNOS $to doprinosi konstrikcijskom uc¢inku. Podvrsta ETRg (tzv. ETRg;) nalazi se na

glatkim miSiénim stanicama krvnih Zila te djeluje sinergisti¢ki s ET A (225, Slika 16).
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Slika 16. Raspored ET receptora u stjenci krvne zile (prilagodeno ref. 223)
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ETR S$iroko su rasprostranjeni u svim anatomskim slojevima bubreznog parenhima (215, 226,
227). U kori su pretezito izrazeni na mezangijskim stanicama, endotelu periglomerularnih
arteriola 1 arkuatnih arterija, u vanjskoj meduli na epitelu proksimalnih kanali¢a te u
unutarnjoj meduli na endotelu vasa recta (ve¢inom ET,). Na intersticijskim stanicama, te u
unutarnjoj meduli na razini sabirnih kanali¢a 1 dijelovima Henleove petlje dominira ekspresija

ETRg.

3.2.3. Biolo$ka aktivnost i katabolizam endotelina

Bioloska aktivnost ET odredena je serumskom koncentracijom, lokalnom tkivnom
koncentracijom ET 1 gustoCom pojedinih podtipova ETR. U tom smislu vazno je naglasiti da
ET nije pohranjen u obliku unutarstani¢nih vezikula (iznimka u neurohipofizi), te da nije
poznato veze li se ET-1 za plazmatske proteine. PreproET-1 ne pokazuje bioloSku aktivnost
iako ima visoko konzerviranu bioloski aktivnu sekvenciju, dok Big-ET-1 pokazuje 10%
bioloske aktivnosti ET-1 (215). Vezanje ET-1 za receptor je dugotrajno, do 48h (215).
Afinitet ET5 prema ET-1 i ET-2 je znacajniji nego prema ET-3, dok je afinitet ETRp
podjednak prema sve 3 izoforme (215). Osim u patofizioloskim uvjetima, cirkuliraju¢i ET,

ukljucujuéi periferno razgraden Big-ET-1, ne pokazuje aktivan bioloski ucinak u tkivima.
Uz navedeno, postoji joS nekoliko razina dokaza u prilog parakrinom djelovanju ET-1:
-u zdravih osoba koncentracija ET-1 u urinu je 6 puta visa u odnosu na serumsku
koncentraciju koja nije dovoljna da izazove vazokonstrikciju per se,
-75% ukupno sintetiziranog ET-1 usmjeruje se u stanici bazolateralno tj. kontraluminalno
-visoka konstanta disocijacije ETR (K4 100 pM) uz nisku prosjecnu serumsku
koncentraciju ET-1 (cca 1-2 pM),
- visoke serumske koncentracije ET-1 potrebne za aktivaciju ETR,
- intercelularna/intersticijska koncentracija ET odgovara serumskoj koncentraciji,
- kratko vrijeme poluzivota ET-1, t;»~ 1 minuta,

- autoindukcija sinteze ET-1 preko ETRp u mezangijskim stanicama (228, 229).
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Razgradnja ET-1 regulirana je na 3 razine: hidrolitickim djelovanjem neutralne endopeptidaze
(tzv. EDE: endotelin degrading enzyme) na membrani endotelnih stanica i razgradnje u
lizosomima (230). Nedavno je dokazano da mehanizam internalizacije kompleksa ET-1 1
ETRgp (koji se najveéim djelom dogada u pluénoj, splanhi¢noj i bubreznoj cirkulaciji)
predstavlja najvazniji nacin eliminacije cirkuliraju¢eg ET-1 (231). U tom kontekstu, bitna je 1

¢injenica da je inhibicija ECE-1 posredovana upravo putem ETRg.

3.2.4. Endotelinska signalizacija

Ucinke ET mozZemo podijeliti na kratkorocne i dugoro¢ne. Kratkorocni ucinci (regulacija
vazotonusa) posredovani su putem interakcije brojnih enzimatskih kaskadnih sustava u
citoplazmi stanice, dok su dugoro¢ni (mitogeni, proliferativni, proupalni, fibrogenetski)
regulirani prijenosom signala u stani¢nu jezgru odnosno aktivacijom transkripcijskih

¢imbenika. Izgleda da su dugotrajni u¢inci ET-1 posredovani dominantno aktivacijom ETx.

3.2.5. Signalizacija na razini stanicne membrane i citoplazme

Osnova kratkoronog djelovanja ET sustava uvjetovana je regulacijom unutarstani¢ne
koncentracije kalcija, koja ovisi o koli¢ini oslobodenog kalcija iz unutarstanicnih rezervi, te o
veli¢ini utoka izvanstani¢nog kalcija. Nize koncentracije ET pospjeSuju ulazak izvanstani¢nog
kalcija u stanicu, a veée koncentracije promoviraju oslobadanje kalcija iz unutarstani¢nih
vezikula (232). Ulazak kalcija u stanicu dogada se na membranskim kalcijskim kanalima §to

je naponom (voltazni kanali) odnosno receptorski regulirano.

Unutarstani¢no signaliziranje ET sustava odvija se putem mreze G-protein aktiviranih
efektora (sekundarnih glasnika) od kojih su najvazniji  fosfolipaza C, fosfolipaza D,
fosfolipaza A, (Slika 17). Fosfolipaza C aktivira inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) koji
zaposjedanjem receptora endoplazmatskog retikuluma i kalciosoma posreduje otpustanje
unutarstani¢o pohranjenog kalcija (233, Slikal7). Aktivacija diacil-glicerola (DAG) polarizira
plazmatsku membranu $to pogoduje otvaranju voltaznih kalcijevih kanala (234). Zavisno o
izopeptidnom subtipu ET, vrsti ETR i kombinaciji aktiviranih podtipova G proteina, ostvaruje
se ucinak vazokonstrikcije koji moze biti farmakoloski inhibiran djelovanjem blokatora
kalcijevih kanala u ovisnosti o tipu dominantno aktiviranog kalcijskog kanala (232).

Aktivacija protein kinaze C inhibira naveden slijed dogadaja inaktivacijom fosfolipaze C, te

41



posreduje 1 u realizaciji dugoro¢nih promitogenih uc¢inaka, koji su rezultat aktiviranih MAPK,
ERK1/2, INK/SAPK 1 Src (235, 236). Aktivacijom adenilat-ciklaze u stani¢noj membrani
pojacava se djelovanje beta-adrenergickog sustava i na taj nacin oponira vazokonstriktornom
ucinku. Uz aktivaciju fosfolipaze C, pokazano je, da je vazna paralelna aktivacija drugih
enzimatskih sustava poput fosfolipaze D 1 fosfolipaze A,. Aktivacijom fosfolipaze A, dolazi
do razgradnje arahidonske kiseline do razine prostaglandina i tromboksana koji mogu utjecati
na lokalnu hemodinamiku (237). Dodatni mehanizam ukljucen u unutarstani¢ni metabolizam
kalcija odreden je djelovanjem endotelina na Na/K 1 Na/H membranske izmjenjivace (Slika

17).

!
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Slika 17. Unutarstanic¢na signalizacija endotelinskog sustava (prilagodeno prema ref. 238).

3.2.6. Signalizacija u jezgri stanice

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da ET signalizacijski sustav posreduje aktivaciju c-fos, c-
jun i c-myc gena koji kodiraju odgovaraju¢e proteine uklju¢ene u AP-1 nuklearni
transkripcijski kompleks (239). Opisan mehanizam kljucan je za ET-1 posredovanu stani¢nu
proliferaciju i1 proizvodnju proupalnih citokina. Ovaj proliferativni odgovor, moze biti
moduliran djelovanjem ATII, ADH, ANP-a i drugih hormona (240). Vrijedi i obratno,
djelovanje ET-1 mozZe pospjesiti bioloski uc¢inak drugih ¢imbenika rasta (npr. povecanjem

membranske ekspresije receptora za epidermalni ¢imbenik rasta- EGF).
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3.3. Fizioloski ucinci endotelina u bubregu

3.3.1. Endotelin i bubrezna hemodinamika

Znanstvena istrazivanja utjecaja ET-1 na lokalnu renalnu i intrarenalnu hemodinamiku,
koriste dva eksperimentalna modela: model s agonistima, u kojem se lokalni bubrezni u¢inak
ET-1 proucava iv. primjenom ezgogenog endotelina, te model temeljen na blokadi ETR.
Blokatore ETR dijelimo opcenito na selektivne i neselektivne, s obzirom na afinitet pojedine
antagonisticke supstance prema pojedinom ETR podtipu. Selektivni blokatori oznacuju
afinitet blokatora prema ETs 1000x> ETRp, a neselektivni ETA 10-100x > ETRg, $to znaci da
ne postoji tzv. apsolutna ili supraselektivnost. Primjer neselektivnog ETR antagonista je
bosentan, ETa selektivnog antagonista BQ123 i ETRp selektivnog antagonista BQ788. S
obzirom na dominantno auto/parakrinu aktivnost bubreznog endotelinskog sustava, ispitivanja
uloge ET-1 u bubreznoj fiziologiji 1 patofiziologiji s antagonistima ETR smatraju se

primjerenijima u odnosu na studije s agonistima izvanstanicnog ET-1.

Endotelin je najjaci vazokonstriktorni peptid, 30 puta potentniji u odnosu na ATII i 50 puta u
usporedbi s noradrenalinom (241). U cjelokupnom cirkulacijskom sustavu, bubrezna
vaskulatura pokazuje najvecu senzitivnost i reaktibilnost za ET-1, dok je unutarnji dio
bubrezne srzi (medula) mjesto najvece koncentracije ET-1 u cijelom organizmu (242, 243).
Iako postoje mnoge slicnosti u odgovoru sistemske cirkulacije na ET-1, lokalno bubrezno
djelovanje ET-1 ima svoje osobitosti, koje uvelike ovisi o rasporedu ETR duz nefrona i

ucincima aktivacije pojedinih podtipova ETR (244, Tablica 7 i 8).

Tablica 7. Sinteza ET-1 i raspored ETR u pojedinim dijelovima bubrezne medule (prilagodeno prema ref. 238).

TIP STANICE SINTEZA ET-1 PRISUTNOST ETR PODTIP
SABIRNI TUBUL ++++ ++++ B>>A
ZADEBLJANI ++ —+ B

UZLAZNI KANALIC
ENDOTEL o ++ B
GLATKI MISIC - ++ A
SILAZNI TANKI - + ?
KANALIC
UZLAZNI TANKI _ - -
KANALIC
MEDULARNI - ++ AiB
INTERSTICLJ
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Tablica 8. Fizioloske i patofizioloske funkcije aktiviranih endotelinskih receptora u bubregu (prilagodeno prema

ref. 244)

ET, ETs
Bubrezna kortikalna vazokonstrikcija Bubrezna medularna vazodilatacija
Konstrikcija aferentne arteriole Konstrikcija aferentne arteriole
Dilatacija eferentne arteriole Dilatacija eferentne arteriole
Kontrakecija i proliferacija MS Natriureza
Akumulacija izvanstani¢nog matriksa Kontrakcija mezangijskih stanica
Fibroza intersticija Oslobadanje NO i PGE2

ET-1 uzrokuje porast bubrezne vaskularne rezistencije i smanjuje bubrezni protok krvi
odnosno glomerularnu filtraciju (Tablica 8) $to je posredovano uglavnom ET,A, dok se
istovremeno povecava medularna cirkulacija posredovana ETRp. Ovaj op¢i uéinak ostvaruje
se kortikalnom renalnom vazokonstrikcijom i kontrakcijom mezangijskih stanica, odnosno
dilatacijom medularne vaskulature. Dakle, nac¢elno vazokonstrikcija jaca je u kortikalnoj
cirkulaciji (interlobularna, arkuatna, glomerularna) i to jace u eferentnoj nego u aferentnoj
glomerularnoj arterioli (245). Pretpostavlja se da na pojacan protok krvi osjetljivi endotelni
receptori vlaénog stresa jo§ nejasnim mehanizmima poticu pojacanu ekspresiju gena za
endotelin (246). Uz to, opisuje se i1 tubuloglomerularni povratni mehanizam, prema kojem,
povecan dotok NaCl u maculu densu izaziva pojacano lu€enje endotelina koji parakrino
smanjuje jukstaglomerularnu sintezu renina, a time i angiotenzina II te aldosterona, zbog cega
se smanjuje tubularna reapsorpcija Na, odnosno povecava njegova ekskrecija. Dominantan
hemodinamski uc¢inak ET-1 u podrucju bubrezne medule je vazodilatacijski uz pojacani

protok krvi i smanjenje sistemnog krvnog tlaka (247).

3.3.2. Udinak endotelina na volumen tjelesnih tekuc¢ina- metabolizam Na i vode

Regulacija Na i vode ET-om je viSestruka, slozena i prvenstveno ovisi o koli¢ini ET, te
rasporedu ETR u podru¢ju medule (Tablica 7). Ukupno gledaju¢i, ETRg je 2 puta vise

prisutan u bubreznom parenhimu u odnosu na ET, 1 to pogotovo u meduli bubrega.
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U fizioloskim (pikomolarnim) koncentracijama ET-1 djeluje natriuretski 1 diuretski
prvenstveno inhibicijom receptora za ADH (u dilucijskom segmentu nefrona tj. jo§ preciznije
u sabirnim kanali¢ima) ali takoder i inhibicijom Cl kanala u debelom uzlaznom kraku
Henleove petlje, te Na kanala (Na/K ATPaza) u medularnom djelu distalnog kanali¢a i
sabirnoj cijevi (ovaj u¢inak posredovan je prostaglandinima 1 oponiran u¢inkom NSAR) (248,
Slika 17). Navedeni ucinci ostvaruju se putem ETRgp (Tablica 8). Poticaj povecanoj
medularnoj sintezi ET-1 jesu povecani osmolalitet medularnog podruc¢ja, odnosno povisen
tubularni protok glomerularnog ultrafiltrata i protok krvi u vasa recta (248). Dodatni
mehanizam natriuretskog u¢inka endotelina je njegova izravna stimulacija ANP-a u miocitima
sr¢anih pretkomora. U patoloSkim stanjima, vrlo visoke (nanomolarne) cirkulirajuce
koncentracije ET-1 pospjeSuju obrnuto djelovanje, Sto zna¢i da izravnim povecanjem
reapsorpcije NaCl u proksimalnim kanali¢ima, kao i poticanjem lucenja angiotenzina II i
aldosterona zadrzavaju Na i vodu u organizmu. Zaklju¢no, povecano opterecenje bubrega
vodom 1 soli povecava sintezu ET-1 koji pospjesuje njihovu ekskreciju iz organizma, dok
suprotno, stanje dehidracije inhibira izlu¢ivanje ET-1 $to indirektno poti¢e zadrzavanje soli i

vode u organizmu (248).

3.4. Uloga ET-1 u patofiziologiji glomerularne bolesti

3.4.1. ET-1 i endotelna disfunkcija

Vazan patoloski uc¢inak ET-1 ocituje se propagacijom endotelne disfunkcije koja predstavlja
patofizioloSku podlogu razvoja ateroskleroze odnosno krutosti arterija i povecane periferne
vaskularne rezistencije (211, Slika 18). Glavno obiljezje endotelne disfunkcije je oksidativni
stres sa slobodnim kisikovim radikalima (osobito vodikov peroksid) kao glavnim
posrednicima, formiranim posredstvom obrnuto proporcionalnih koncentracija ET-1 1 NO
(211, 249). Istrazivanja su dokazala da selektivni blokatori ET s povecavaju proizvodnju NO i

na taj nac¢in smanjuju upalu i aterosklerozu (211).
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Slika 18. Uloga endotelina u patofiziologiji endotelne disfunkcije (prilagodeno prema ref. 211)

3.4.2. ET-1iglomerularna ozljeda

Patofizioloski uc¢inak ET-1 u bubregu moze biti posredovan tlacnim 1 netlacnim

(imunomodulatornim) u¢incima na glomerul i tubulointersticij.

Na razini glomerularnih kapilara, ET-1 putem ETs povecava hidrostatski tlak
(vazokonstrikcija eferentne>aferentne arteriole) i mijenja permeabilnost GBM, §to rezultira
povisenom filtracijskom frakcijom proteina (250). Pored vazokonstrikcije, ET-1 povecava

ultrafiltracijski tlak u¢inkom (kontrakcija/proliferacija) na mezangijske stanice (251, 252).

Za ET-1 pokazano je u brojnim animalnim i humanim studijama da izravnim (preko svojih
receptora uglavnom ET,) 1 neizravnim djelovanjem (poticanjem sinteze drugih
proupalnih/mitogenih ¢imbenika i1 njihovih receptora u mezangijskim stanicama) potice
kontrakciju, proliferaciju, aktivaciju mezangijskih stanica (253-259, Tablica 9, Slika 19).
Povisena lokalna razina ET-1 takoder povecava mezangijsku proizvodnju upalnih citokina
poput TNF (aktivacijom NF-«kB), te kemotaksijskih posrednika ICAM-1 i1 VCAM-1 ¢ime se
znacajno perpetuira zapoceta upala 1 proliferacija u glomerulu (256, 257). Preko TNF (koji
djeluje na COX-2), ET-1 moZe inhibirati apoptozu mezangijskih stanica $to rezultira

njihovom hiperplazijom (260, 261).
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Tablica 9. Djelovanje ET-1 na otpustanje solubilnih ¢imbenika iz mezangijskih stanica (prilagodeno ref. 250)

POTICE OTPUSTANJE INHIBIRA OTPUSTANJE
ET-1 MATRIKS METALOPROTEINAZA 2 (MMP-2)
CIMBENIK NEKROZE TUMOTA (TNF) DUSICNI OKSID NO
CIMBENIK PORIJEKLA 1Z TROMBOCITA
(PDGF)
TROMBOKSAN E2
PROSTAGLANDINI
INHIBITOR AKTIVATORA PLAZMINOGENA
(PAI)
FIBRONEKTIN
TIP IV KOLAGENA
TIP I KOLAGENA
NO
OSTEOPONTIN
ETRA ETRB
e
e S S
MAPK PGE. Ca’ unutarstaniéno
/ = otpuitanje ~a
Ca™* MO
e-Tos, AP-1 ¢
\34 ET-1 sinteza

v Nakupljanje cGMP

Proliferacija izvanstanicénog

Kontrakcija

Slika 19. Patofizioloski ucinci stimulacije ETR , na mezangijskim stanicama (prilagodeno prema ref. 250)

Ekspanzija glomerularnog 1 tubulointersticijskog izvanstanicnog matriksa posredovana je
dvostrukim mehanizmom. Prvi podrazumijeva pojacanu sintezu komponenti izvanstani¢nog
matriksa (fibronektin, laminin, kolagen tip I i IV, proteoglikani), a drugi zako¢enom
razgradnjom istth komponenti (pojacanom sintezom PAI-1 i TIMP-2) (258, 262). U
izvanstanicnom matriksu ET-1 pojacava ekspresiju integrina (receptor na mezangijskim
stanicama za kolagen i laminin-a,;3;) vaznih za akumulaciju i remodeliranje kolagenih

vlakana u ¢vorove vezivnog tkiva koji su molekularni ekvivalent glomeruloskleroze (263).
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Sljede¢i involvirani mehanizam u razvoju glomerularne ozljede oStecenje je GBM. Prema
Kallauriu, ET-1 stvoren i otpuSten iz hipertenzivno i upalno oste¢enog endotela glomerularnih
kapilara djeluje na ETR (uglavnom ETR,) na podocitima (264). Uslijed saturacije podocita s
ET-1 nastupa disrupcija aktinskog citoskeleta, a zatim i oSte¢enje pukotinaste membrane
gubitkom nefrina (aktivacijom Rho i IP3 kinaza), Sto zajedno dovodi do gubitka filtracijske
barijere 1 izlaganja podocita velikoj koli€ini filtriranih proteina (265). Opterecenje podocita
proteinima, aktivira njithov metabolizam uz sintezu izvanstanicnog matriksa s rezultatom
zadebljanja GBM 1 razvoja glomeruloskleroze (266-268, Slika 20). Nasuprot patoloskim
ucincima aktivacije ETRa, aktivacija ETRg moze djelovati protektivno ponistavanjem

ucinaka aktivacije ETR, (269).
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Slika 20. Patofizioloski razvoj glomeruloskleroze posredovan spregom ET-1 s ET 4 (prilagodeno prema ref. 265)

3.4.3. ET-1i ozljeda tubulointersticija

Eksperimentalno je u bubreznim mikrodisekatima i kulturama tubularnih epitelnih stanica
dokazana povecana proizvodnja ET-1 u epitelu proksimalnih kanali¢a izloZzenih znacajnim
koli¢inama proteina (270, 271). Kontraluminalno lu¢enje ET-1 u intersticij uzrokuje
umnozavanje i sintetsku aktivnost fibroblasta (proizvodnja izvanstani¢nog matriksa koja
znacajno doprinosi fibrozi tubulointersticija) uz sekreciju kemotaksijskih citokina i
privlacenje upalnih stanica (osobito monocita) (272). Doplavljeni ET-1 iz glomerularne

mikrocirkulacije uzrokuje konstrikciju serijski spojenih peritubularnih kapilara (koje su
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pojacano propusne preegzistentnom upalnom ozljedom), sa posljedicnom hipoperfuzijom i
hipoksijom energetski zahtjevnih tubulocita. Hipoksijom (jedan od najjacih induktora sinteze
ET-1) potaknuta proizvodnja ET-1 u tubulocitima nastavlja proupalni “circulus vitiosus®. I u
ovom odjeljku nefrona, glavnina patogenetskih dogadaja izvrSava se putem ET,, no postoje

radovi koji upucuju na moguce proupalno sudjelovanje i ETRp (273).

Kao i u zivotinjskim eksperimentalnim modelima, ekstenzivno lucenje ET-1 1 TGF-B1
pokazano je na izolatima humanih proksimalnih tubulocita izloZzenih mediju hipersaturiranom
albuminima, transferinom i imunoglobulinima (274). Retencija apsorbiranih proteina u
tubulocitima ostecuje prekapacitirane lizosome, uz posljedi¢ni nastanak slobodnih kisikovih
radikala (unutarstanicnih drugih glasnika u kaskadi aktivacije nuklearnih promotora

proupalnih citokina) posredovan aktivacijom ETR (275, 276).

3.5. Eksperimentalni dokazi patogenetske uloge ET-1 u animalnim modelima GN

Rezultati predklinickih istraZzivanja, na animalnim modelima in vivo te mikrodisekatima
nefrona i homogenatima bubreznog tkiva, pokazali su pojacanu ekspresiju ET-1 i ETR u
modelima puromicin inducirane glomeruloskleroze, Heymanova nefritisa 1 drugim

induciranim glomerulopatijama (277-279).

Osobito vazne i nove spoznaje dobivene su u pokusima s transgeni¢nim zivotinjama, te tzv.

studijama isklju¢enja (knock-out) pojedinih gena.

Hocher i sur. pokazali su da transgeni¢ni misevi s humanim genom za ET-1 razvijaju
glomerulosklerozu i tubulointersticijsku fibrozu uz insuficijenciju bubrezne funkcije (280).
Istovjetan patohistoloSki ishod potvrden je jo§ jednom studijom s transgeni¢nim miSevima
koju su izveli Schwarz i sur. U njoj se obrazlaze kako se u miSeva s humanim genom za ET-1,
nije razvila samo pojacana sinteza to¢no odredenih komponenti izvanstani¢nog matriksa, npr.
laminina 1 kolagena tip I, nego je s druge strane ¢ak i smanjena proizvodnja drugih
komponenti kao §to je kolagen tip III (281). Ovakvi rezultati upucivali su na zaklju€ak da u
nastajanju intersticijske fibroze nije bitna samo koli¢ina nego i izmijenjeni sastav pojedinih

komponenti medustanic¢ne tvari.
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U ,,renal-mass reduction* modelu (morfoloski odgovara histologiji hipertenzivne nefropatije u
ljudi), pokazan je prostorno-vremenski slijed ekspresije gena za ET-1 gdje je ekspresija ET-1
najprije zabiljezena na razini tubula (14. dan od operacije), a tek nakon 28 dana ekspresija
ET-1 bila je nadena i u glomerulima ali uz jo$ uvijek slabiji intenzitet u odnosu na tubule

(282).

Patogenetska uloga ET-1 u brojnim oblicima glomerulonefritisa, dokazana je primjenom
ACE/ECE inhibitora 1 selektivnih/neselektivnih blokatora ETR s ucinkom smanjenja
ekspresije  mRNA ET-1, koncentracije ET-1 u krvi 1 mokraé¢i, kao 1 inhibicije
glomeruloskleroze i fibroze intersticija, te smanjenja serumskog kreatinina i proteinurije u

eksperimentalnih zivotinja (283- 289).

Studija Benignia medu prvima 1993. godine ukazala je da se primjenom ETa antagonista
moze posti¢éi smanjenje hipertenzije, proteinurije, te zaustavljanje fibroze 1 razine
imunoekspresije ET-1 u glomerulima Zivotinja s eksperimentalno izazvanom

glomerulosklerozom (290).

S obzirom na oStecenje podocita kao glavni patogenetski dogadaj u podocitopatijama, u
literaturi je zanimljivo opisan mehanizma prilagodbe podocita na hidrostatski, upalni,
metaboli¢ki i toksi¢ni stres. Radi se o mehanizmu autofagije, dokazanom u miSjim
animalnim modelima upalne ozljede glomerula, prema kojemu oSte€eni proteini i organele
unutar stanice bivaju razgradeni u lizosomima i zamijenjeni novim funkcionalnim
molekulama (291). Djelovanjem ET-1 dolazi do poremecaja autofagije, ¢ime nastupa
apoptoza podocita. Primjena selektivnog blokatora ETA darusentana promovirala je
repopulaciju podocita (hipotetski iz regrutiranih lokalnih parijetalnih epitelnih stanica kao
intrinziénih progenitorskih stanica) i1 endotela skleroticnih glomerula (predmnijevani
mehanizam je neoangiogeneza posredovana s VEGF i NO) (265), te posljedi¢no involucija
mezangijskog matriksa, normalizacija debljine hipertroficne GBM, nestanak vakuola u

podocitima, te pad proteinurije (292).
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3.6. Utjecaj ET-1 na razvoj glomerulonefritisa u ljudi

Utjecaj ET-1 proucavan je u razliitim oblicima primarnih i sekundarnih GN u ljudi,
kvantificiranjem razine ET-1 u krvi i urinu (uglavnom radioimunoesejima, ELISA), te
odredivanjem tkivne ekspresije u bubreznom parenhimu (imunohistokemijski, indirektnom
imunofluorescencijom, in situ hibridizacijom). Kao $to je poznato t;» ET-1 je vrlo kratak 1
iznosi svega 60 sekundi, a serumska koncentracija ET-1 ovisna je o dobi i fizickoj aktivnosti,
Sto utjeCe na nekonzistentnost rezultata studija koje proucavaju utjecaj serumske vrijednosti
ET-1 na tijek GN. Prednost imunohistokemijskog odredivanja tkivne ekspresije ET-1 prema
odredivanju koncentracije ET-1 u teku¢im medijima seruma i mokrace, svakako je uvid u

raspored i intenzitet ekspresije ET-1 u mezangiju, kapilarama, tubulointersticiju.

Istrazivanja cCeSkih autora na 122 bolesnika s IgA nefropatijom pokazala su da je
polimorfizam gena za ET-1 (promjena na pojedinatnom nukleotidu GG4A) povezan sa

ucestalos¢u IgA nefropatije (293).

Nakamura 1 sur. ispitivali su ekspresiju mRNA ET-1 u monocitima izoliranima iz cirkulacije
40 bolesnika s IGAN, jos 40 bolesnika s drugim oblicima GN, 10 bolesnika s primarnom
hipertenzijom, te u 30 zdravih kontrolnih ispitanika. Jedino u skupini s IGAN nadena je
povisena ekspresija mRNA ET-1, koja je ujedno odgovarala koli¢ini proteinurije i teZini
histoloskih promjena (294), a sli¢no je pokazala jo$ jedna studija brazilskih autora (295).
Rocattello 1 suradnici iz Instituta za nefrologiju u Torinu ispitivali su koncentraciju ET-1 u
urinu 58 bolesnika s razli¢itim oblicima primarnog GN, od toga u 36 bolesnika s IGAN, te 10
bolesnika s MN. Nasli su da je urinarna koncentracija ET-1 bila povecana u bolesnika s IgA
nefropatijom bez obzira na urednu ili oslabljenu bubreznu funkciju, dok je u bolesnika s MN
znacajno veca koli¢ina ET-1 u urinu nadena samo kod onih bolesnika s visokim stupnjem
meznagijske proliferacije (296).

Slicne rezultate, gore navedenima, tj. poviSene koncentracije ET-1 u mokra¢i bolesnika s
razli¢itim oblicima GN prikazani su u jo$ nekoliko studija (297-300).

U jednom prospektivnom istraZivanju, u 24 bolesnika s nefrotskim sindromom i urednom
bubreznom ekskretornom funkcijom, ispitivana je koncentraciju ET-1 u urinu bolesnika
nakon postizanja remisije ili uz perzistiranje proteinurije nakon provedene 6-mjesecne

imunosupresivne terapije s glukokortikosteroidima i ciklosporinom A.
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Koncentracija ET-lu urinu prije lijeCenja bila je poviSena u bolesnika s nefrotskim
sindromom u odnosu na kontrolnu skupinu, StoviSe, u bolesnika s perzistiraju¢om
proteinurijom koncentracija ET-1 ostala je poviSena i nakon lijecenja, dok je u bolesnika u
remisiji bila usporediva onoj u kontrolnoj skupini (301). Vrlo slicne zaklju¢ke imali su
Drakopoulos 1 suradnici u studiji s 37 bolesnika s razli¢itim oblicima GN, u kojoj je nadena
povecana koncentracija ET-1 u urinu u odnosu na kontrolnu skupinu, te pozitivna korelacija
24h proteinurije 1 koli¢ine ET-1 u urinu (302).

Horvati¢ je u svom magistarskom radu, u 60 bolesnika s razli¢itim oblicima glomerulopatija
(ukljucujuc¢i IGAN, FSGS i MN), proucavao koncentraciju ET-1 u porcijama urina i krvi, te
njihovu korelaciju s biokemijskim pokazateljima bubrezne funkcije. U navedenom radu, nije
pronasao znacajne razlike izmedu koncentracije ET-1 u urinu bolesnika s GN 1 koncentracije
ET-1 u urinu kontrolnih zdravih ispitanika. Takoder nije nadena povezanost koncentracije
ET-1 u urinu s vrijednostima arterijskog tlaka, kreatinina, klirensa kreatinina i proteinurije
(303). Chu 1 Wolf u svojim istrazivanjima takoder nisu nasli znacajne razlike koncentracije
ET-1 u urinu bolesnika s razli¢itim oblicima glomerulonefritisa i u urinu ispitanika kontrolne

skupine (304, 305).

3.7. Rezultati klini¢kih istraZivanja imunohistokemijske ekspresije ET-1 u bubreZnim

bioptatima

3.7.1. Ekspresija ET-1 u IgA nefropatiji

U studiji Zanatte i sur. ispitivana je tkivna ekspresija ET-1 i ETR, u 13 bolesnika s
dijabetickom nefropatijom, te u 10 bolesnika s IGAN i1 u 10 kontrola dobivenih
nefrektomijom zdravih segmenata bubreznih tumora. Za ekspresije oba proteina pokazali su
znacajan pozitivitet u glomerularnom i peritubularnom endotelu, a u tubularnom epitelu samo
za ETR4, u odnosu na ekspresiju u tkivu kontrolnih ispitanika. Stupanj ekspresije odgovarao

je koli¢ini proteinurije, ali ne i procijenjenoj glomerularnoj filtraciji (306).

U talijanskoj studiji Rastaldia i sur., u kontrolnoj i skupini s histoloski blagim oblikom IGAN
(histoloski definirana s nalazom bez polumjeseca, glomeruloskleroze i tubulointersticijske

fibroze) ekspresija ET-1 bila je tek naznacena u endotelu kapilara, a negativnha i u
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glomerulima 1 u tubulointersticiju. U skupini IGAN s polumjesecima, a bez kroni¢nih
promjena, ET-1 bio je gotovo negativan u glomerulima, a tek blago pozitivan u tubulima. U
skupini s razvijenim kroni¢nim promjenama bez polumjeseca, ET-1 u glomerulima je bio

blago pozitivan, a umjereno do jako u tubulointersticiju (198).

Lehrke 1 sur. ispitali su bubreznu imunoekspresiju ET-1 1 ETRg u 16 bolesnika s IGAN (307).
Imunoekspresija ET-1 bila je u bolesnika ve¢a nego u kontrolnih ispitanika i to vise u
tubulima nego u glomerulima, a medu bolesnicima bila je viSa kod bolesnika s veCom
proteinurijom, StoviSe veli¢ina proteinurije i stupanj tubularne ekspresije ET-1 bili su

statisti¢ki znacajno povezani.

U pretrazivanju PubMed baze podataka nisu nadena prospektivna istrazivanja utjecaja

ekspresije ET-1 na tijek primarne IgA nefropatije.
3.7.2. Ekspresija ET-1 u membranskoj nefropatiji

Pregledom literature naden je mali broj radova s opisom imunohistokemijske ekspresije ET-1
u primarnoj membranskoj nefropatiji, a takoder nedostaju podaci retrospektivnih 1

prospektivnih studija uloge ekspresije ET-1 na tijek bolesti.

Lerhke je u 4 bolesnika s MN pokazao da je ekspresija ET-1 u tubularnim epitelnim
stanicama veca u onih s 24h proteinurijom> 2gr u odnosu na bolesnike s manjom
proteinurijom. Bolesnici s ACE blokatorima imali su manju ekspresiju u odnosu na bolesnike

bez navedene RAAS blokade (307).

Vrlo interesantan rad prikazala je grcka skupina autora predvodena Vlachojannisom (301).
Oni su proveli prospektivno istrazivanje u 24 bolesnika s nefrotskim sindromom i urednom
bubreznom ekskretornom funkcijom, opisujuc¢i tkivnu ekspresiju ET-1 u bubreznim
bioptatima nakon postizanja remisije ili uz perzistiranje proteinurije nakon provedene 6-
mjesecne imunosupresivne terapije s glukokortikosteroidima i ciklosporinom A. ET-1 u tkivu
bubrega bio je naden u citoplazmi glomerularnog endotela u bolesnika s nefrotskim
sindromom 1 u kontrolnoj skupini (nefrektomirani zbog hidronefroma), a u citoplazmi

tubulocita samo u bolesnika s nefrotskim sindromom.
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3.7.3. Ekspresija ET-1 u fokalnoj segmentalnoj glomerulosklerozi

Japanska grupa autora ispitivala je imunoekspresiju ET-1 u bubreznim bioptatima trudnica s
preeklampsijom poslije poroda, te u 10 bolesnica s nefrotskim sindromom (s bolesti
minimalnih promjena, IGAN, FSGS, MN) 1 kontrolne grupe (zdravi segmenti nefrektomiranih
bubrega). Autori su nasli blagi pozitivitet duz glomerularnog klupka u kontrolnoj skupini,
negativan nalaz u Zena s anamnezom preeklampsije (neke od njih imale su poznatu
glomerularnu bolest prije trudnoce). U nalazu skupine s nefrotskim sindromom, nasli ju jaku
ekspresiju ET-1 u glomerulima, te arterijama i arteriolama, a samo diskretnu ekspresiju u

tubulima koja se nije razlikovala od one u kontrolnoj skupini (308).

U pretrazivanju literature nisu nadene retrospektivne niti prospektivne studije s pracenjem

bubrezne ekspresije ET-1 na tijek FSGS.
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4. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

4.1. Hipoteza istraZivanja

Stupan;j tkivne ekspresije pretvorbenog ¢imbenika rasta beta-1 (TGF-B1) i endotelina-1 (ET-
1) u bubreznim bioptatima prediktor je progresije primarnih glomerulonefritisa.

4.2. Primarni ciljevi:

- odredivanje stupnja tkivne ekspresije TGF-B1 i ET-1 u bubreznom parenhimu bolesnika s

dokazanim sljede¢im oblicima primarnog glomerulonefritisa: IgA glomerulonefritis (IGAN),

fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS), membranska nefropatija (MN),

- ispitivanje razlike u stupnju ekspresije TGF-f1 1 ET-1 izmedu IGAN, FSGS, MN 1 svake

pojedine skupine u odnosu na kontrolnu skupinu,

- ispitivanje povezanosti stupnja ekspresije TGF-f1 1 ET-1 u bubreZznom bioptatu prilikom
postavljanja dijagnoze s inicijalnim i kontrolnim (nakon godine dana pracenja) vrijednostima
procijenjene glomerularne filtracije (odredene MDRD formulom), te 24h proteinurije

(odredene Biuret testom).

4.3. Sekundarni ciljevi:

- usporedivanje razine imunoreaktivnosti TGF-f1 1 ET-1 s demografskim 1 klini¢kim
obiljezjima bolesnika (spol i dob), indeksom tjelesne mase (BMI kg/m?), visinom krvnoga
tlaka, lipidogramom, hematurijom, razinom serumskih albumina i serumskog IgA (za

bolesnike s IGAN)

- usporedivanje razine imunoreaktivnosti TGF-B1 1 ET-1 s nalazom:
a) svjetlosne mikroskopije,
b) imunoflourescentne mikroskopije,

c) elektronske mikroskopije.
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5. ISPITANICI I METODE

5.1. Dizajn studije

Provedeno je prospektivno otvoreno klinicko istrazivanje koje je ukljucilo 91 bolesnika
muskog 1 Zzenskog spola u dobi od 18 do 80 godina starosti. Struktura kohorte ukljucivala je 3
skupine bolesnika, bolesnici s IgA nefropatijom, s FSGS-om i membranskom nefropatijom,
od kojih svaka obuhvaca oko jedne tre¢ine od ukupnog broja ispitanika.

Klini¢ki dio istrazivanja izveden je na Zavodu za nefrologiju i dijalizu, ultrazvuk bubrega i
biopsija bubrega u Laboratoriju za nefroloski ultrazvuk, dok je histoloska i
imunohistokemijska  analiza  bubreznih  bioptata ucinjena u Laboratoriju za
imunofluorescentnu 1 elektronsku mikroskopiju Zavoda za patologiju i citologiju KB

Dubrava.

5.2. Ispitanici

5.2.1. Kriteriji ukljucenja ispitanika:

- dobrovoljno potpisivanje obrasca za informirani pristanak,
- osobe starije od 18 i mlade od 80 godina,
- koli¢ina bjelan¢evina u 24h urinu (Biuret test) >1000 mg,

- vrijednosti procijenjene glomerularne filtracije> 30 mL/min (prema MDRD formuli).

5.2.2. Kriteriji iskljucenja ispitanika:

- UZV, laboratorijski, klini¢ki, te patohistoloski potvrdene sljede¢e dijagnoze bubrezne
bolesti: akutni 1 kroni¢ni tubulointersticijski nefritis, kongenitalne 1 steCene malformacije
bubrega, hidronefroza, veziko-ureteralni refluks, maligne bolesti bubrega, kroni¢ni
pijelonefritis, tuberkuloza bubrega, opstruktivna uropatija, nefropatija u trudnoci, bolesti
bubreznog presatka, bolesnici u preterminalnoj i terminalnoj fazi kroni¢nog bubreznog
zatajenja (ukljuCujuci male fibrozno promijenjene bubrege- stupanj fibroze intersticija veci

od 75%), bubreZna kalkuloza ili apsces, tromboza ili embolija bubreZne arterije 1 vene;
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- klini¢ko-patoloSkom korelacijom postavljena sumnja na sekundarne oblike IgA nefropatije
(Tablica 10), membranske nefropatije (Tablica 11), fokalne segmentalne glomeruloskleroze
(Tablica 12),

- trudnice, dojilje,

- opc¢e loSe stanje bolesnika,

- sr¢ano zatajenje NYHA II-1V,

- pretilost (BMI> 30 kg/m?),

- Se¢erna bolest,

- mozdani inzult sa smetnjama ponasanja ili tezim organskim smetnjama, srcani infarkt s
posljedi¢nom malignom aritmijom ili kongestivnim zatajenjem srca,

- KOPB,

- ciroza jetre, virusni hepatitis,

- refraktorne psihijatrijske bolesti, alkoholizam, konzumiranje droga,

- malignomi, provedena radioterapija i kemoterapija,

- sistemske upalne bolesti vezivnog tkiva,

- traumatska ili operativna ozljeda bubrega,

- razvoj neglomerularne bubrezne bolesti tijekom razdoblja praéenja,

- odustajanje ispitanika,

- nedostupnost, nedolazak ispitanika na kontrole,

- smrt ispitanika.
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Tablica 10. Podjela IgA nefropatije (prilagodeno prema ref. 309)

Primarna IGAN

IgA nefropatija,

Schénlein—Henoch purpura;

SEKUNDARNA IGAN

Bolesti jetre: ciroza: alkoholna, primarna bilijarna, kriptogena, virusna (hepatitis B, C);

kroni¢na Sistosomijaza,

Crijevne bolesti: celijakija, kroni¢ni ulcerozni kolitis, Mb Crohn;

KoZne bolesti: dermatitis herpetiformis, psoriaza;

Bolesti pluca i bronha: sarkoidoza, idiopatska plu¢na hemosideroza, cisti¢na fibroza, bronchiolitis obliterans;
Neoplazme: karcinomi: pluéa, larinksa, gusterace, mycosis fungoides;

Infekeije: AIDS, lepra;

Druge sistemske i imunoloske bolesti: lupus, reumatoidni artritis, krioglobulinemija, psorijati¢ni artritis,
ankiloziraju¢i spondilitis, Mb Sjogren, Mb Behget’s; Sy Reiter, obiteljska imuna trombocitopenija, Sy
Goodpasture

Bolesti koje se rijetko javljaju zajedno s IGAN: ANCA vaskulitis, dijabeticka nefropatija, membranska

nefropatija.
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Tablica 11. Uzroci sekundarne membranske nefropatije (prilagodeno prema ref. 310)

SUSTAVNE BOLESTI VEZIVNOG TKIVA

Sistemski eritematozni lupus
Reumatoidni artritis
Mijesana bolest vezivnog tkiva

Sjogrenov sindrom

Ankilozirajuci spondilitis
Sistemska skleroza
Dermatomiozitis

Temporalni arteritis

Bulozni pemfigoid
Mijastenija gravis

Hashimoto tireoiditis

INFEKTIVNE BOLESTI

Hepeatitis B,C, Filarijaza, Sifilis

Malarija

Lepra

Sistosomijaza

Hidatioza

TUMORSKE BOLESTI

Karcinomi

Pluca, dojka, kolorektalni, jednjak, zeludac
m. mjehur, grli¢ maternice, bubreg, jajnik,

prostata, zdrijelo

Hematolo$ke neoplazme
Hodgkinova bolest
NeHodgkinovi limfomi
Kroni¢na limfati¢na

leukemija

Drugi tumori
Sarkomi, Mezoteliom
Svanom,

Feokromocitom,
Neuroblastom

LIJEKOVI I KEMIJSKE TVARI
Ziva (organska, anorganska, elementarna)

Soli zlata, Bucilamin, Kaptopril, Litij

Probenecid, Penicilamin,

Trimetadion, Diklofenak

Fenoprofen,Ketoprofen,

Sulindak, Formaldehid

OSTALO

Dermatitis herpetiformis, Crohnova bolest

Multipla skleroza, Guillian-Barreov sindrom

Primarna bilijarna ciroza
Sarkoidoza

Seéerna bolest

Srpasta anemija
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Tablica 12. Naj€es¢i uzroci, klinicka slika i histoloSke znacajke sekundarne FSGS

unilateralna renalna
ageneza

renalna displazija
refluksna nefropatija
kirurska ablacija

uznapredovala
bubrezna bolest s
redukcijom
funkcionalnih
nefrona

kroni¢na nefropatija
alografta

hipertenzija

u sklopu drugih
primarnih
nefropatija npr.
membranske i [gA
nefropatije

adipozitet

Urodene srcane
anomalije s
cijanozom

anemija srpastih
stanica

PRIMARNO REDNA .
v - ¥ PATOHISTOLOSKA
REDUCIRANA BUBREZNA KLINICKA SLIKA OBILJEZJA
BUBREZNA MASA MASA
proteinurija glomerulomegalija
nefrotskog ili
oligomeganefronija dijabetes mellitus subnefrotskog ranga

nefrotski sindrom nije
u cijelosti izraZen,
obicno bez
hipoalbuminemije,
hiperkolesterolemije i
edema

opsezna globalna
glomeruloskleroza
uz intersticijsku
fibrozu i tubularnu
atrofiju

bubrezna
insuficijencija u
anamnezi

diskretni segmentalni
oziljci, najcesce
perihilarno

u sklopu
hipertenzivne
nefroskleroze:
naglasena
arterioloskleroza,
hijalinoza arteriola,
Cesce subkapsularno
uz formiranje
oziljaka

fokalni gubitak
nozica podocita

hipertrofija i
hiperplazija podocita
rjede nego u primarnoj
FSGS

5.3. Metode istrazivanja

Kako bismo prepoznali i razdvojili primarne od sekundarnih oblika bolesti, koristili smo se

usporedbom anamnestickih, laboratorijskih i patohistoloskih podataka.

U svih bolesnika primijenjena je sljede¢a metodologija:
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- detaljna anamneza 1 fizikalni pregled (u sklopu kojeg je odredena visina arterijskog tlaka
mjerenjem Zivinim sfingomanometrom u mirovanju u lezeCem polozaju bolesnika (140-160
mmHg sistoli¢ki i/ili 80-90 mmHg dijastolicki I stupanj hipertenzije, 160-180 mmHg
sistolicki i/ili 90-100 mmHg dijastolicki II stupanj, >180 mmHg sistolicki i/ili >100 mmHg
dijastolicki III stupanj), indeks tjelesne mase kao omjer kilograma tjelesne mase i1 kvadrata
tjelesne visine izrazene u metrima),

- EKG 1 slikovne pretrage: RTG srca i pluc¢a, UZV trbuha i bubrega, po potrebi CT snimanje;

- laboratorijske pretrage:

a) biokemijske: KKS, SE, CRP, koagulogram, GUK, ureja, kreatinin, procjena
glomerularne filtracije prema MDRD formuli (Modified Diet in Renal Disorders)
ukupni proteini u plazmi, lipidogram (ukupni kolesterol, LDL kolesterol, HDL
kolesterol), jetrene transaminaze, elektroforeza serumskih bjelancevina, TSH i
hormoni S§titnjace, koncentracije elektrolita u krvi i urinu, sediment urina, 24-satna
proteinurija Biuret metodom, urinokultura;

b) imunoloske: pANCA, cANCA, komponente komplementa C3 i C4, anti-dsDNA,
ANF, RF latex, Waaler-Rose, krioglobulini, ASO titar, markeri virusnog hepatitisa B 1
G

Svi bolesnici bili su pradeni 12 mjeseci nakon biopsije bubrega. Na kontrolama pracen je
tijek bolesti uz fizikalni pregled i biljezenje krvnog tlaka, serumskog kreatinina, procijenjene

glomerularne filtracije, 24-satne proteinurije, te sediment urina i urinokulture.

Svim bolesnicima ukljuenim u studiju u¢injena je perkutana iglena (Bard*Magnum® 16x16
mm, Bard Peripheral Vascular Inc., USA) biopsija bubrega pod kontrolom ultrazvuka
(ALOKA ProSound SSD-3500). Rutinski uzeta su dva cilindra bubreznog tkiva. Bioptati
bubrega pregledani su svjetlosnom (bojanja hemalaun eozinom, PAS, Masson Tricrom,

srebrom po Jonesu), imunoflourescentnom (protutijela na IgA, IgG, IgM, C3, C4, Clgq, ki A

lake lance, fibrinogen) i elektronskom mikroskopijom, a kao vjerodostojni uzorci uzeti su u

obzir oni s >6 glomerula po prerezu, za FSGS> 10 glomerula po prerezu.

Svjetlosnom mikroskopijom definirani su: proSirenost mezangija (DA/NE), indeks ozljede
(izraCunat omjerom zbroja segmentalno skleroziranih i globalno skleroziranih glomerula s
ukupnim brojem glomerula, te zbrojem navedenog razlomka s udjelom tubulointersticijske

fibroze prikazane kao cijeli broj), prisutnost upalne infiltracije kortikalnog intersticija
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(DA/NE), postotni udio tubulointersticijske fibroze i1 atrofije tubula; stupnanj hijalinoze
arteriola i fibrointimalnog zadebljanja arterija (bez promjena 0, 1-25% 1, 26-50% 2, >50% 3).
Za bolesnike s IGAN odredivan je MEST skor prema Oxfordskoj klasifikaciji IgA nefropatije
(Tablica 13), te prisutnost nekroze, polumjeseca s udjelom celularnih, fibrocelularnih i
fibroznih polumjeseca; dok smo skupinu FSGS raspodijelili u podskupine prema Columbia
University klasifikaciji (Tablica 14). Imunoflourescentnom mikroskopijom semikvantitativno
odredena je glomerularna ekspresija (0-3+) pojedinih razreda imunoglobulina, IgA, 1gG, IgM
1 komponente komplementa C3. Elektronskom mikroskopijom definirana je prisutnost i
raspored imunih depozita, a u skupini bolesnika s MN raspodijela prema Ehrenreich-

Churgovoj klasifikaciji (Slika 21).

Tablica 13. Oxfordska klasifikacija IgA nefropatije (prilagodeno prema ref. 311.)

Mezangijska hipercelularnost
<50% glomerula MO
>50% glomerula M1
Segmentalna glomeruloskleroza
prisutna SO
odsutna S1
Endokapilarna hipercelularnost
prisutna EO
odsutna El
Tubularna atrofija/intersticijska fibroza
0-25% korteksa TO
26-50% korteksa T1
>50% korteksa T2
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I STADIJ II STADIJ

Subepitelni Siljci nove
] o g — depoziti GBM izmedu
denozita
III STADILJ IV STADIJ
Usadivanje Zadebljanje
depozita u GBM 1 .
novu GBM gesorpc la
e D = = o epozita

Slika 21. Klasifikacija membranske nefropatije po Ehrenreich-Churgu.

Tablica 14. Columbia University klasifikacija FSGS (prilagodeno prema ref. 312)

OBLIK FSGS OBILJEZJA BOLESTI |PROGNOZA
KLASICNA-OZILJNA |najmanje 1 glomerul sa
FSGS segmentalnim dobra

povecanjem matriksa
koji obliterira kapilaru

PERIHILARNA FsGs  |Periilama skleroza i faegto sekundarna
hijalinoza >50% rezistentna na lije¢enje
glomerula

TIP FSGS segme?ntalna-l lezija uz dobra
proksimalni tubul

CELULARNA FSGS hlperqelularnost kOJ-a loga prognoza
okludira lumen kapilara

KOLAPSNA FSGS najmanje 1 glomerul sa

segmentalnim ili loSa prognoza
globalnim kolapsom

Imunohistokemijska analiza bubreznog tkiva izvedena je s misjim monoklonalnim
protutijelima na TGF-B1 (Novocastra™ Leica Biosystems Newcastle Ltd, United Kingdom) i
ET-1 (abcam IHC Paragftin protocol Cambridge Science Park, Cambridge, United Kingdom)

u glomerulu, tubulointersticiju (u podrucju bubrezne kore) i krvnim Zilama bubrega.

Za imunohistokemijsku analizu parafinski preparati bubrega narezani su na debljinu 3-4 pm te

su podvrgnuti sljede¢em redoslijedu obrade:
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1. Ksilol 10 min,

2. Ksilol 10 min,

3.100% etanol 3 min,

4.96% etanol 2 min,

5. destilirana voda nekoliko minuta,

6. 3 ml H,O,/ 100 ml metanola kroz 20 min drzano u mraku, zatim isprano destiliranom
vodom,

7. stakalca stavljena u posudu s Target retrieval otopinom i destiliranom vodom u omjeru
25ml/250ml te grijana u mikrovalnoj pe¢nici na 600W 3x5min,

8. stakalca izvadena iz mikrovalne pec¢nice (uz provjeru isparenosti vode) uz postupno
hladenje tijekom pola sata na 25-26 °C,

9. stavljanje primarnog protutijela anti-TGF-B1 u omjeru s puferom (PBS) 1:10, endotelina 1
u omjeru s puferom 1:100, a negativna kontrola samo pufer, tijekom 1h na 37 °C u mraku,
10. ispiranje puferom (PBS) uz drzanje 10 min u mraku,

11. stavljanje sekundarnog protutijela (150 pL) na koje je vezan BIOTIN i drZanje 30 min u
mraku,

12. ispiranje puferom (PBS) te drzanje kroz 10 min u mraku,

13. stavljanje kompleksa STREPTOVIDIN-PEROKSIDAZA (150 pL) kroz 30 min u mraku,
14. ispiranje u puferu (PBS) te drzanje kroz 10 min u mraku,

15. stavljanje DAB (diaminobenzidin) kromogena (pozitivna reakcija daje smedu boju)
lkap/1ml (DAB pufer) uz drzanje 5 min u mraku,

16. ispiranje vodovodnom vodom,

17. bojanje Hemalaun bojom tijekom 50 s,

18. ispiranje tijekom 1min obi¢nom vodovodnom vodom,

19. provlac¢enje kroz redom 96%, 100% etanol i ksilol,

20. pokrivanje pokrovnim stakalcem, kao medij za pokrivanje koristen Co-mount.

Sastojak koriStenog PBS pufera ( koristi se u imunohistokemiji i za IF mikroskopiju),

u 5L destilirane vode: 33,99 g NaCl/ 9,258 g Na,HPO42H,0/ pH pufera iznosi: 7,2.

Stupanj ekspresije ispitivanih upalnih citokina u bubreZznom bioptatu odreden je

semikvantitativno na sljede¢i nacin:
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Za glomerul: Za tubulointersticij:

0- bez ekspresije, 0- bez ekspresije,

1+ slaba i mjestimi¢na ekspresija, 1+ ekspresija do 10% korteksa,
2+ umjerena segmentalna ekspresija, 2+ ekspresija od 10 do 30%,
3+ umjerena difuzna ili jaka segmentalna ekspresija, 3+ ekspresija od 30 do 50%,
4+ jaka difuzna ekspresija. 4+ ekspresija >50%.

Za imunohistokemijsku analizu u glomerulu koriSten je svjetlosni mikroskop uz povecanje od
400 puta, a za analizu tubulointersticija povecanje od 200 puta.

U kontrolnoj skupini koristili smo uzorke bubreznih bioptata 18 ispitanika (koji su bioptirani
zbog prolazne blage eritrociturije ili proteinurije) s urednim parenhimom na svjetlosnoj,
imunofluorescentnoj i elektronskoj mikroskopiji. U literaturi se kao kontrola u vecini radova
koristi bubrezno tkivo nefrektomiranih bubrega (makroskopski i mikroskopski slobodni
segmenti tumorskog tkiva bubrega), nadalje bubrezni parenhim transplantiranog donorskog
zdravog bubrega, ili pak biopsije bubrega s dokazanim dijagnozama poput bolesti minimalnih
promjena ili tankih membrana, u kojima je viSekratno dokazano da su uvijek diskretne ili

negativne ekspresije TGF-B1 (174).

U zdravom bubreznom tkivu uobicajeno se ne vidi glomerularna ekspresija TGF-B1, te je
kao 1 u tubulu moguce vidjeti samo diskretnu do blagu ekspresiju (313). Endotelin-1 je u
zdravih ljudi eksprimiran u niskom stupnju u vaskulaturi i u glomerulima, dok je

negativan ili tek diskretno pozitivan u tubulointersticiju (314, 315).

Kao pozitivnu i negativnu kontrolu u postupku imunohistokemije, koristili smo uzorke tkiva
posteljice (Slika 22 i1 23) dobivene iz Zavoda za patologiju Klinike za Zenske bolesti i
porodnistvo KBC-a ,,Zagreb, te sluajno odabran bubrezni bioptat (Slika 24). Tkivo
posteljice koristili smo kao kontrolu jer je prema literaturi uvijek imunohistokemijski
pozitivno na TGF-f 1 ET-1 (316, 317, Slika 22). Slikovni primjeri izrazaja TGF-f1 1 ET-1 u

bubreznom parenhimu bolesnika s glomerulonefritisom prikazani su Slikama 25 i 26.
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Slika 22. Tkivo posteljice bez primjene monoklonalnog protutijela (negativna kontrola). Svjetlosni mikroskop,
uvecéanje 400x

Slika 23. Tkivo posteljice nakon primjene monoklonalnog anti-ET-1 protutijela (pozitivna kontrola). Svjetlosni
mikroskop, uvecanje 400x
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Slika 24. Bubrezno tkivo. slucajno izabranog bolesnika, pozitivna kontfola. Svjetlosni

L

Slika 25. Ekspresija TGF-B1 u tubulointersticiju, svjetlosni mikroskop uvecanje 400x
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Slika 26. Ekspresija ET-1 u glomerularnim i peritubularnim kapilarama, svjetlosni mikroskop uveéanje 400x
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6. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Podaci su prikazani tablicno 1 graficki. Normalnost raspodjele je analizirana Smirnov-
Kolmogorovljevim testom te su se shodno dobivenim rezultatima u daljnjoj analizi koristili
neparametrijski testovi i nacini prikaza podataka. Razlike u kategorijskim vrijednostima
izmedu ispitivanih skupina analizirane su hi kvadrat testom, dok su se razlike u kvantitativnim
vrijednostima utvrdile Kruskal-Wallis testom s odgovarajuom post-hoc analizom
(Mann.Whitney U test). Povezanost pojedinih izmjerenih vrijednosti u svakoj ispitivanoj
skupini (IgA, FSGS 1 MN) prikazane su kroz Spearmanov koeficijent korelacije. Razina
znacajnosti definirana je na razini od 5%. U analizi se koristila programska podrska MedCalc
for Windows, verzija 11.6 (www.medcalc.be) te IBM SPSS Statistics for Windows, verzija
19.0.0.1 (www.spss.com).
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7. REZULTATI

7.1. Demografska, klinicka i laboratorijska (biokemijska) obiljeZja bolesnika

7.1.1. Demografska obiljeZja bolesnika

U istrazivanje je ukljuen 91 bolesnik: od toga 57 muskaraca (62,6%) i 35 zena (37,4%).
Dobna i spolna raspodjela bolesnika unutar pojedinih ispitivanih skupina bolesnika (IGAN,

FSGS i1 MN) i kontrolnoj skupini prikazani su u Tablici 151 16.

Tablica 15. Spol bolesnika u pojedinim skupinama bolesnika i kontrolnoj skupini

Spol
Muski Zenski
N % N %
Kontrola 18 44,4% 10 55,6%
. IgA 26 74,3% 9 25,7%
Skupina
FSGS 14 58,3% 10 41,7%
MN 17 53,1% 15 46,9%
Tablica 16. Dob bolesnika u pojedinim ispitivanim skupinama
Percentile
Skupina N Min Max
25. 50. (Medijan) 75.
Kontrola 18 18,00 55,00 27,50 43,00 49,50
Dob IgA 35 19,00 70,00 30,00 40,00 51,00
(godine) FSGS 24 | 18,00 | 79,00 26,25 53,00 67,25
MN 32 | 22,00 72,00 41,50 53,50 57,75

Odredivanjem Pearson Chi-Square koeficijenta hi-kvadrat testom nije nadena razlika u
spolnoj zastupljenosti medu skupinama bolesnika i u kontrolnoj skupini ispitanika (Tablica
17). Za varijablu dob Kruskal Walis testom pokazana je razlika (p=0,027), bolesnici u FSGS i
MN skupini s medijanom dobi 53 godine bili su straiji od bolesnika s IGAN (medijan dobi 40
godina) 1 ispitanika kontrolne skupine s medijanom dobi 43 godine (Tablica 17, Slika 27).
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Tablica 17. Ispitivanje znacajnosti razlike varijabli dobi i spola medu skupinama

Varijabla hi-kvadrat df P
Dob (godine) 7,245 2 0,027
Spol 3,456 2 0,178
50
60—
o
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Slika 27. Razlike u dobi izmedu ispitivanih skupina IgAN, FSGS i MN u dobi: Box i Whiskerov plot

7.1.2. Klini¢ka obiljeZja bolesnika

U Tablici 18 prikazana je ucestalost povisenog krvnog tlaka (u tri stadija prema ESC-ESH
smjernicama) i prisutnost hematurije medu skupinama ispitanika, a u Tablici 19 indeks

tjelesne mase.
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Tablica 18. Ucestalost povisenog krvnog tlaka i hematurije u skupinama bolesnika i u kontrolnoj skupini

Skupina
IGAN FSGS MN Kontrola
N (% |N|% |[N|% |N %
Normotenzija | 20 | 57,1% | 11 | 45,8% | 19 | 59,4% | 4 22.2%
. . I stupanj 8 229% | 8 |333% | 12| 37,5% | 10 55,6%
Hipertenzija )
II stupanj 4 11,4% | 3 12,5% | 1 3,1% |4 222%
111 stupanj 3 86% |2 |83% |0 |00% |0 0,0%
B Da 30 | 85,7% | 17 | 70,8% | 26 | 81,3% | 10 55,6%
Hematurija
Ne 5 143% | 7 | 292% | 6 18,8% | 8 44,4%
~ Da 15 | 42,9% 2 20,0%
Makrohematurija
e 20 | 57,1% 8 80,0%
Tablica 19. Indeks tjelesne mase u skupinama bolesnika
Percentile
Srednja
Skupina N SD Min | Max 50.
vrijednost 25. 75.
(Medijan)
IGAN 35 26,76 4,86 19,00 | 36,50 | 22,90 | 26,50 31,00
BMI
(kg/m?) FSGS 24 27,22 4,31 16,00 | 35,00 | 24,20 | 26,90 30,80
g/m
MN 27 28,97 4,59 | 21,20 | 37,50 | 25,00 | 28,50 31,50

Za varijable hipertenzija i hematurija izmedu bolesnika i kontrolne skupine ispitanika nije

pronadena znacajna razlika (Pearson Chi-Square koeficijent hi-kvadrat test, Tablica 20) niti je

nadena razlika u veli¢ini indeksa tjelesne mase (Kruskal Wallis, Tablica 20).

Tablica 20. Ispitivanje razlike u hipertenziji, hematuriji i BMI medu skupinama

Varijabla hi-kvadrat df P

Hipertenzija 6,277 6 0,393
Hematurija 3,869 4 0,364
BMI (kg/m?) 3,182 2 0,204
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7.1.3. Laboratorijska (biokemijska) obiljeZja bolesnika

U Tablici 21 prikazane su srednje vrijednosti serumske koncentracije lipida i albumina.

Tablica 21. Serumska razina lipida i albumina u skupinama bolesnika

Percentile
Skupina | N | Srednja vrijednost | SD Min | Max
25. | 50. (Medijan) | 75.
IGAN 35| 6,18 1,68 | 3,30 | 10,00 | 5,00 | 6,20 7,10
Kolesterol
FSGS 24 | 8,96 326 | 4,60 | 18,70 | 6,70 | 8,35 10,55
(mmol/L)
MN 32 | 8,04 1,89 | 520 | 13,30 | 6,53 | 8,00 9,40
DL IGAN 27 | 3,61 1,30 | 1,30 | 6,00 | 2,80 | 3,40 4,50
FSGS 18 | 5,07 2,23 | 1,60 | 11,00 | 3,28 | 5,15 6,48
(mmol/L)
MN 25 | 5,30 1,63 | 3,20 | 10,00 | 4,00 | 5,00 6,05
IGAN 34 | 1,35 0,54 | 0,80 | 3,80 | 1,00 | 1,25 1,60
HDL
FSGS 24 | 2,08 2,37 | 1,00 | 12,90 | 1,20 | 1,50 2,13
(mmol/L)
MN 32 | 1,51 0,40 | 1,00 | 240 | 120 | 1,45 1,80
. IGAN 35 | 35,23 6,04 | 23,00 | 48,00 | 32,00 | 35,00 39,00
Albumini
" FSGS 24 | 23,38 10,54 | 10,00 | 52,00 | 15,25 | 21,00 32,25
(/L) MN 32 | 26,19 6,80 | 14,00 | 43,00 | 21,25 | 27,00 29,75

Za varijable biokemijskih serumskih nalaza pokazano je sljedece: varijabla HDL pokazivala
je tendenciju vecih vrijednosti u skupini FSGS nego u skupinama MN i1 IGAN (p=0,06), dok
su se varijable ukupni kolesterol i LDL statisticki znacajno razlikovale medu skupinama. U
pogledu varijable LDL (medijan 5,15 mmol/L, IQ raspon 1,60-11 mmol/L) i ukupnog
kolesterola (medijan 8,35 mmol/L, IQ raspon 4,60-18,70 mmol/L) bolesnici u skupini FSGS
pokazali su znacajno viSe vrijednosti u odnosu na one u IGAN skupini (p=0,001 za LDL,
p<0,001za ukupni kolesterol) i tek diskretno vise od MN bolesnika (Tablica 22, Slika 28 1 29).
Takoder je nadena statisticki znacajna razlika (p<0,001, Tablica 22, Slika 30) za vrijednosti
serumskog albumina koje su bile manje u FSGS (medijan 21 gr/L, 1Q raspon 15,25-32,25
gr/L) 1 MN (medijan 27 gr/L, 1Q raspon 21,25-29,75 gr/L) skupini u odnosu na skupinu IGAN
(medijan 35 gr/L, 1Q raspon 32-39 gr/L).

Tablica 22. Ispitivanje razlike serumske koncentracije lipida i albuminina medu skupinama, Kruskal Wallis test

Varijabla Chi-Square df P
Kolesterol (mmol/L) 19,305 2 <0,001
LDL (mmol/L) 13,303 2 0,001
HDL (mmol/L) 5,614 2 0,060
Albumini (g/L) 30,724 2 <0,001
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Slika 28. Razlike u koncentraciji serumskog kolesterola izmedu ispitivanih skupina IgAN, FSGS i MN: Box i
Whiskerov plot
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Slika 29. Razlike u koncentraciji serumskog LDLa izmedu ispitivanih skupina IgAN, FSGS i MN u LDL-u:
Box i Whiskerov plot
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Slika 30. Razlike u serumskom albuminu izmedu ispitivanih skupina IgAN, FSGS i MN u serumskom albuminu:

Box i Whiskerov plot

U Tablici 23 prikazane su koncentracije serumskog kreatinina na pocetku prac¢enja bolesnika
odnosno prije uinjene biopsije bubrega (kreatininl), te serumske koncentracije kreatinina
nakon jedne godine pracenja (kreatinin2). Procijenjena glomerularna filtracija (eGFR)
odredena je MDRD formulom, na pocetku pracenja (MDRDI) i kontrolna procjena
glomerularne filtracije na kraju pracenja (MDRD2), te smo izracunali razliku procijenjene
glomerularne filtracije izmedu kraja 1 pocetka pracenja (MDRD2-MDRDI). Za kontrolnu

skupinu prikazane su samo vrijednosti kreatininl i MDRDI.

Sto se ti¢e serumskih vrijednosti kreatininl i kreatinin2, te procijenjene glomerulske filtracije
MDRD1 i MDRD?2, nije nadeno znacajnih statisti¢kih razlika medu skupinama bolesnika, no
izdvojena je tendencija (p=0,075) porasta glomerularne filtracije (MDRD2-MDRDI1) u IGAN
skupini prema preostale dvije skupine FSGS i MN (Tablica 24).
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Tablica 23. Laboratorijski parametri bubrezne ekskrecijske funkcije na pocetku i na kraju pracenja u skupinama

bolesnika, te na pocetku pracenja u kontrolnoj skupini ispitanika

Percentile
Skupina | N | Min Max 50.
25. 75.
(Medijan)
. IGAN 35| 67,00 326,00 87,00 107,00 135,00
kreatininl
FSGS 24 | 56,00 250,00 80,00 94,00 136,50
(umol/L)
MN 32 | 62,00 | 256,00 | 79,00 | 93,50 105,25
Kontrola | 18 | 62,00 123,00 72,50 80,00 100,50
- IGAN | 34 | 52,00 | 295,00 | 72,50 | 98,00 110,25
kreatinin2
FSGS 24 | 56,00 176,00 76,25 93,50 129,00
(umol/L)
MN 30 | 55,00 188,00 75,50 92,00 110,00
IGAN 35 | 20,00 108,00 52,00 69,00 82,00
MDRDI FSGS 24 | 23,70 | 120,80 | 44,68 | 67,85 95,50
(mL/min/1,73 mz) MN 32 | 17,90 117,00 54,53 75,40 86,65
Kontrola | 18 | 60,00 90,70 68,40 | 73,00 83,65
IGAN 34 | 25,00 128,00 63,50 72,25 98,00
MDRD2
) , FSGS 24 | 36,00 117,20 47,55 65,90 98,50
(mL/min/1,73 m®)
MN 30 | 25,10 102,80 52,00 73,65 90,58
IGAN | 34 | -19,00 | 56,00 1,50 | 9,00 22,25
MDRD2-MDRD1
) 5 FSGS 24 | -71,60 | 29,90 -12,25 | 345 17,70
(mL/min/1,73 m®)
MN 30 | -30,40 | 27,90 -14,45 | 2,85 13,83

Tablica 24. Kruskal Wallis test, ispitivanje razlike kreatinina i glomerularne filtracije na pocetku i kraju pracenja

medu skupinama

Varijabla Chi-Square df P

kreatininl (umol/L) 3,637 2 0,162
kreatinin2 (umol/L) ,428 2 0,808
MDRDI (mL/min/1.73 m?) ,692 2 0,708
MDRD2 (mL/min/1.73 m?) 1,380 2 0,502
MDRD2-MDRDI (mL/min/1.73 m?) 5,190 2 0,075

U Tablici 25 prikazane su vrijednosti 24-satne proteinurije u skupinama bolesnika na pocetku
(Biuretl) i na kraju jednogodisnjeg prac¢enja (Biuret2), te njihova razlika (Biuret2-Biuretl).

Za kontrolnu skupinu ispitanika prikazana je vrijednost Biuretl.
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Tablica 25. Vrijednosti 24-satne proteinurije na pocetku i na kraju pracenja, te njihova razlika medu skupinama

bolesnika
Percentile
Skupina | N | Min Max 50.
25. 75.
(Medijan)
IGAN 35| 0,34 8,90 1,10 2,00 4,20
Biuretl (g/24h) FSGS 24 | 1,00 33,20 | 4,25 10,55 13,25
MN 32 1 1,94 27,70 | 4,00 6,80 10,58
Kontrola | 18 | 0,08 0,60 0,11 | 0,17 0,37
IGAN 34 | 0,06 3,90 | 0,21 0,55 1,05
Biuret2 (g/24h) FSGS 23 | 0,00 7,50 | 0,20 0,80 2,10
MN 30 | 0,00 13,50 | 0,22 0,43 0,74
. . IGAN 34 | -7,30 | 0,10 | -3,55 -1,49 -0,65
Biuret2-Biuretl
FSGS 23 | -31,90 | 3,10 | -13,00 | -9,85 -2,66
(g/24h)
MN 30 | -27,00 | 1,00 | -8,90 | -5,40 -2,96

Bolesnici s MN 1 FSGS imali su znacajno vecu (p<0,001) 24-satnu proteinuriju na pocetku

pracenja (Biuretl) nego bolesnici s IGAN (Tablica 26).

Za razliku od pocetne vrijednosti 24-satne proteinurije (Biuretl), vrijednost 24-satne
proteinurije na kraju pracenja (Biuret2) nije pokazala znacajnu razliku medu ispitivanim
skupinama. Shodno tome, nadena je znaclajna razlika (p<0,001, Tablica 26) izmedu
vrijednosti 24-satne proteinurije izmjerene na pocetku i na kraju prac¢enja (Biuret2-Biuretl), s
time da je veca razlika nadena u skupini FSGS (medijan -9,85 gr/L, IQ raspon -13,0 do -2,66
gr/L) 1 skupini MN (medijan -5,40 gr/L, 1Q raspon -8,90 do -2,96 gr/L) u odnosu na skupinu
IGAN (medijan -1,49 gr/L, 1Q raspon -3,55 do -0,65 gr/L).

Tablica 26. Kruskal Wallis test, ispitivanje zna¢ajnosti razlike 24 satne proteinurije medu skupinama

Varijabla hi-kvadrat df P
Biuretl (g/24h) 29,544 2 <0,001
Biuret2 (g/24h) 1,404 2 0,495
Biuret2-Biuretl (g/24h) 22,852 2 <0,001
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7.2. PatohistoloSke (morfolo$ke) promjene na bubreznom tkivu bolesnika

Morfoloske (histoloske) varijable podijelili smo u dvije kategorije: one koje su zajednicke
svim bolesnicima i1 one koje su tipi¢ne za pojedine oblike glomerulonefritisa odnosno skupine
bolesnika. U prvu kategoriju (varijable zajednic¢ke svim trima skupinama bolesnika, Tablice
27 1 28) ukljucene su sljedece histoloSke varijable: promjene na krvnim zilama u vidu
hijalinoze arteriola (HA, subklasificirana kao: blaga, umjerena, teska) i fibrointimalnog
zadebljanja arterija (FIZA, subklasificirana kao blaga, umjerena, teSka); ekspresija C3
komponente komplementa u glomerulu odredene imunofluorescentnom mikroskopijom
(veli¢ina ekspresije oznacena od 0- bez ekspresije, odnosno 1-3: slaba-umjerena-jaka
ekspresija); zatim promjene na tubulointersticiju, upalna infiltracija tubulointersticija (kratica:
upalna inf TI: DA ili NE), stupanj intersticijske fibroze (IF, izrazena u %), te indeks ozljede

(prema eng. Injury score, kratica IS).

Tablica 27. Patohistoloska obiljeZja u glomerulima, krvnim zilama i tubulointersticiju u sve tri skupine bolesnika

Skupina
IGAN FSGS MN

N | % N | % N | %

Usalna inf T1 Da 14 1 40,0% | 6 | 25,0% | 5 15,6%
palna in
Ne 21 | 60,0% | 18 | 75,0% | 27 | 84,4%
0 7 120,0% |22 (91,7% | 5 15,6%
3 IF 1 18 1514% |2 | 8,3% 16 | 50,0%
2 9 [257% (0 |0 6 18,8%
3 1 29% |0 |0 5 15,6%
Bez 221 629% | 17 | 70,8% | 17 | 53,1%
FIZA Blaga 6 17,1% | 3 12,5% | 9 | 28,1%
Umjerena | 4 11,4% | 3 12,5% | 4 12,5%
Teska 3 8,6% 1 42% |2 | 6,3%
Bez 12 | 34,3% | 15 | 62,5% | 13 | 40,6%
HA Blaga 9 |257% |3 12,5% | 10 | 31,3%

Umjerena | 9 | 25,7% |4 | 16,7% | 7 | 21,9%
Teska 5 [143% |2 [83% |2 |63%
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Tablica 28. Patohistoloska obiljezja u glomerulima i tubulointersticiju u sve tri skupine bolesnika

Percentile
Skupina | N | Srednja vrijednost | SD | Min | Max

25. | 50. (Medijan) 75.

IGAN | 35 0,56 0,42 | 0,00 | 1,50 | 0,18 0,47 0,80

IS FSGS | 24 0,34 0,26 | 0,04 | 1,08 | 0,15 0,27 0,42
MN 32 0,21 0,20 | 0,00 | 0,71 | 0,06 0,15 0,30
IGAN | 35 19,29 17,79 | 0,00 | 60,00 | 5,00 20,00 30,00
IF%  FSGS | 24 13,75 17,34 | 0,00 | 65,00 | 0,00 7,50 20,00
MN 32 9,38 10,61 | 0,00 | 40,00 | 1,25 5,00 10,00

Histoloske varijable koje su predstavljale promjene na krvnim zilama (FIZA i HA), nisu

pokazale razlike u stupnju uznapredovalosti izmedu skupina bolesnika. Za histolosku

varijablu upalna inf TI u IGAN skupini, pokazna je tendencija vece ucestalosti u odnosu na

FSGS 1 MN skupinu (p=0,079). Za razliku od navedenih, histoloSka varijabla C3 IF bila je

statistiCki znacajno jace izrazena (p<0,001, Tablica 29, Slika 31) u skupini IGAN (80%) i
skupini MN (83,3%), nego u skupini FSGS (8,3%).

Tablica 29. hi-kvadrat test, ispitivanje razlika histoloskih varijabli medu skupinama bolesnika

Varijabla Skupina
. hi-kvadrat | 13,711
Upalna inf
df 4
TI
P 0,079
hi-kvadrat | 46,004
C3IF df 6
P <0,001
hi-kvadrat | 3,056
FIZA df 6
P 0,802
hi-kvadrat | 6,455
HA df 6
P 0,374
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Slika 31. Razlike izmedu ispitivanih skupina u stupnju ekspresije C3 IF

Za intersticijsku fibrozu u bolesnika s IGAN nadena je tendencija (p=0,090) jace

uznapredovalosti, dok je indeks skleroze bio statisticki znacajno veéi (p<0,001, Tablica 30,

Slika 32) u skupini IgAN (medijan 0,47, I1Q raspon 0,18-0,80) nego u FSGS (medijan 0,27, 1Q

raspon 0,15-0,47) i MN (medijan 0,15, 1Q raspon 0,06-0,30).

Tablica 30. Kruskal Wallis test, ispitivanje znacajnosti razlike indeksa skleroze i stupnja intersticijske fibroze

medu skupinama

Varijabla hi-kvadrat df P
IS 16,450 2 <0,001
IF% 4,820 2 0,090
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Slika 32. Razlika u indeksu ozljede (IS) izmedu ispitivanih skupina

U bolesnika s IgA nefropatijom od svjetlosnomikroskopskih obiljeZja izdvojeni su postotni
udio pojedinih vrsta polumjeseca (C- celularni, FC fibrocelularni, F fibrozni polumjeseci,
Tablica 31), postojanje nekroze i MEST skor prema Oxfordskoj klasifikaciji (Tablica 32).
Imunofluorescentnom mikroskopijom semikvantitativno odreden je stupanj ekspresije IgA
protutijela (I-najmanji, 3 — najvisi stupanj) u glomerulima (Tablica 32). Elektronskom
mikroskopijom odredena je unutarglomerularna lokalizacija imunih kompleksa (kratice: mez
dep —depoziti u mezangiju, subepit dep- depoziti subepitelno, subend dep- depoziti

subendotelno, mem dep- depoziti intramembranski, Tablica 32).

Tablica 31. Udio (%) pojedinih tipova polumjeseca u bolesnika s IGAN

Percentile
Vrsta Srednja
N SD | Min | Max 50.
polumjeseca vrijednost 25. 75.
(Medijan)
35 4,34 5,951 0,00 | 20,00 | 0,00 0,00 7,00
Celularni
35 2,62 5,31 | 0,00 | 24,00 | 0,00 0,00 4,50
Fibrocelularni
35 3,41 7,50 | 0,00 | 40,00 | 0,00 0,00 8,30
Fibrozni
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Tablica 32. Dodatna morfoloska obiljezja bolesnika s IGAN

IGAN
N %
1 10 28,6%
IgA IF 2 9 25,7%
3 16 45,7%
0 16 45,7%
M
1 19 54,3%
0 21 60,0%
E
1 14 40,0%
S 0 8 22.9%
1 27 77,1%
0 20 57,1%
T 1 13 37,1%
2 2 5,7%
Da 7 20,0%
Nekroza
Ne 28 80,0%
Da 33 100,0%
Mez dep
Ne 0 0,0%
. Da 5 15,2%
Subepitdep
Ne 28 84,8%
Da 16 48,5%
Subenddep
Ne 17 51,5%
Da 8 24.2%
Membdep
Ne 25 75,8%

U bolesnika s membranskom nefropatijom, osim do sada navedenih histoloskih obiljezja,

prikazana je 1 proSirenost mezangija na svjetlosno-mikroskopskom pregledu (deskriptor

mezang matriks SM), stupanj imunofluorescentne ekspresije IgG protutijela u mezangiju (0-

bez ekspresije, 1- blaga ekspresija, 2- umjerena i 3-jaka ekspresija), te elektronsko-

mikroskopski definiran stupanj razvijenosti promjena u GBM (vidjeti poglavlje Ispitanici i

metode) prema Ehrenreichu i Churgu (Tablica 33).
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Tablica 33. Dodatna morfoloska obiljezja bolesnika s MN

MN
N %
0 2 6,3%
1 6 18,8%
IgGIF

2 11 34,4%

3 13 40,6%

Da 10 31,3%

Uvecan mezang matriks SM

Ne 22 68,8%

1 3 9,4%

Ehrenreich Churg 2 17 53,1%
3 12 37,5%

U bolesnika s fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom dodatno je opisana jacina

ekspresije IgM u glomerulima, te prevalencija bolesnika prema Columbia University

klasifikaciji (1-perihilarni oblik, 2- klasi¢ni, 3- celularni, 4- tip varijanta, Tablica 34).

Tablica 34. Dodatna morfoloska obiljezja bolesnika s FSGS

FSGS
N %

0 14 58,3%
IgM IF

1 10 41,7%

1 1 4,2%

2 10 41,7%
Columbia klasifikacija

3 3 12,5%

4 10 41,7%
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7.2.1. Bubrezna ekspresija TGF-p1 i ET-1 u bolesnika s glomerulonefritisom i
kontrolnoj skupini ispitanika

U Tablici 35 prikazana je ekspresija ET-1 1 TGF-B1 u glomerulu i tubulointersticiju (ET1G,
ET1-T1%, TGF-B1G, TGF-B1TI%) u pojedinim podskupinama bolesnika s glomerularnom
bolesti (IGAN, FSGS, MN), a u Tablici 36 svih bolesnika s glomerulonefritisom i kontrolnoj

skupini ispitanika.

Tablica 35. Ekspresija TGF-f1 i ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju u pojedinim skupinama bolesnika i

kontrolnoj skupini ispitanika

Percentile
Skupina | N | Srednja vrijednost | SD Min | Max
25. 50. (Medijan) | 75.

IGAN 29 1,77 0,86 | 0,50 | 3,30 | 1,10 1,60 2,55

FSGS 20 1,90 1,03 | 0,00 | 3,70 | 0,93 1,80 2,50
ET1G

MN 28 1,60 0,89 | 0,00 | 3,50 | 0,88 1,30 2,48

Kontrola | 14 0,28 0,34 | 0,00 | 1,15 | 0,00 0,20 0,50

IGAN 29 42,45 23,73 | 7,00 | 91,00 | 20,50 43,00 58,50

FSGS 20 48,78 27,34 | 2,50 | 91,00 | 23,00 52,00 71,75
ET-1TI %

MN 28 41,26 28,93 | 0,20 | 93,00 | 18,00 28,00 68,88

Kontrola | 10 24,45 26,12 | 0,00 | 65,00 | 0,00 17,50 55,25

IGAN 28 1,04 0,93 | 0,00 | 3,80 | 0,30 0,70 1,70

FSGS 20 1,17 1,25 | 0,00 | 4,00 | 0,30 0,60 1,90
TGF-B1 G

MN 30 111 0,90 | 0,00 | 3,80 | 0,40 0,80 1,73

Kontrola | 11 0,62 0,49 | 0,00 | 1,80 | 0,40 0,60 0,80

IGAN 28 30,86 20,75 | 0,00 | 75,00 | 12,75 26,50 45,75

FSGS 20 39,60 28,67 | 4,50 | 95,00 | 15,50 36,50 63,00
TGF —B1 TI %

30 32,20 22,07 | 3,00 | 89,00 | 15,75 27,00 44,50
Kontrola | 5 23,30 13,95 | 8,50 | 40,00 | 11,00 18,50 38,00
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Tablica 36. Ekspresija TGF-B1 i ET1 u glomerulu i tubulointersticiju u svih bolesnika s glomerulonefritisom i u

kontrolnoj skupini ispitanika

Percentile
Skupina2 | N | Srednja vrijednost | SD Min | Max
25. 50. (Medijan) | 75.

Bolesnici | 77 | 1,74 0,91 0,00 | 3,70 | 0,95 1,60 2,50
ETIG

Kontrola | 14 | 0,28 0,34 | 0,00 | 1,15 | 0,00 | 0,20 0,50

Bolesnici | 77 | 43,66 26,48 | 0,20 | 93,00 | 21,00 | 43,00 66,25
ET-1 TI %

Kontrola | 10 | 24,45 26,12 | 0,00 | 65,00 | 0,00 17,50 55,25

Bolesnici | 78 | 1,10 1,00 | 0,00 | 4,00 | 0,30 | 0,70 1,70
TGF-f G

Kontrola | 11 | 0,62 0,49 | 0,00 | 1,80 | 0,40 | 0,60 0,80

Bolesnici | 78 | 33,62 23,45 | 0,00 | 95,00 | 15,00 | 27,50 46,75
TGF-B TI %

Kontrola | 5 | 23,30 13,95 | 8,50 | 40,00 | 11,00 | 18,50 38,00

Ispitivajuéi razliku intenziteta glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 1 ET-1
svake pojedine skupine bolesnika (IGAN, FSGS, MN) s kontrolnom skupinom Kruskal-
Wallis testom (vidjeti Tablicu 35), za TGF-B1 nije pokazana statistiCki znacajna razlika
intenziteta imunoekspresije niti u glomerulima niti tubulointersticiju, dok je za ET-1 pokazana
statisticki znacajna razlika (p<0,001) izmedu glomerularne ekspresije svake pojedine skupine

bolesnika i kontrolne skupine (Tablica 36, Slika 33).

Tablica 36. Kruskal-Wallis test, razlika glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 i ET-1 svake
pojedine skupine bolesnika (IGAN, FSGS, MN) s kontrolnom skupinom

hi-kvadrat df P
ETIG 29,253 3 <0,001
ET-1TI % 6,202 3 0,102
TGF-B G 2,472 3 0,529
TGF-B TI % 1,610 3 0,657
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Slika 33. Intenzitet imunoreaktivnosti ET-1 u glomerulu bubrega u bolesnika s definiranim oblicima primarnog

glomerulonefritisa i kontrolnoj skupini

Ispitivajuéi intenzitet glomerularne i1 tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 1 ET-1 sve tri
skupine bolesnika kao jedne zajednicke skupine koju smo nazvali bolesnici 1 ekspresije TGF-
B1 1 ET-1 u kontrolnih ispitanika (Mann Whitney U testom) dobivena je statisticki znacajna
razlika intenziteta ekspresije ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju izmedu bolesnika i
kontrolne skupine ispitanika (Tablica 37, Slika 33 i 34), dok za TGF-B1 nije pokazana
statisticki znacajna razlika intenziteta imunoekspresije niti u glomerulima niti

tubulointersticiju.

Tablica 37. Mann Whitney test. Ispitivanje razlike intenziteta glomerularne i tubulointersticijske

imunoekspresije TGF-B1 1 ET-1 skupine bolesnici (IGAN+FSGS+MN) i kontrolne skupine

Mann-

Whitney U | Z P
ET1G 56,000 -5,318 <0,001
ET-1TI % 213,000 -2,289 0,022
TGF-B G 328,500 -1,255 0,209
TGF-B TI % 150,000 -,862 0,389
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Slika 33. Intenzitet imunoreaktivnosti na ET-1 u glomerulu bubrega u bolesnika i kontrolnoj skupini
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Slika 34. Intenzitet imunoreaktivnosti ET-1 u tubulointersticiju bubrega u bolesnika i kontrolnoj skupini



7.3. Povezanost numeric¢kih varijabli s glomerularnom i tubulointersticijskom
ekspresijom TGF-p1 i ET-1 u bolesnika s IGAN

Dob i BMI nisu znacajno povezani s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske

ekspresije TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s IGAN (Tablica 38).

Tablica 38. Povezanost dobi i BMI s bubreznom ekspresijom TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s IGAN

IGAN
Spearmanova Kkorelacija ET1G | ET-1TI % | TGF-p G | TGF-B TI %
Koeficijent korelacije | 0,257 | -,189 0,064 -0,063
Dob (godine) P 0,178 | 0,327 0,746 0,750
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | 0,238 | -0,264 -0,055 -0,084
BMI (kg/m®) P 0,214 | 0,166 0,780 0,672
N 29 29 28 28

U Tablici 39 prikazane su korelacije varijabli biokemijskih nalaza s TGF-f1 i ET-1 u
glomerulu (G) i tubulointersticiju (TI). Za varijable HDL, albumini, kreatininl, serumska
koncentracija IgA (IgAS), MDRDI i promjena MDRD nije nadeno statisticki znacajnih
korelacija. Za neke varijable pronadene su pozitivne ili negativne tendencije bez statisticke
znacajnosti, tako je za kolesterol nadena tendencija porasta s ekspresijom ET-1 u glomerulu
(p=0,096), za MDRD?2 tendencija porasta s TGF-B1 u glomerulu (p=0,058) i tendencija pada
Biureta (Biuret2-Biuretl) s TGF-B1 u TI (p=0,087). Za serumski LDL nadena je pozitivna
statisti¢ki znacajna korelacija (p=0,027) s ET-1 u glomerulu (Slika 35). Varijabla kreatinin2
bila je u negativnoj statisticki znacajnoj korelaciji (p=0,043) s TGF-B1 u glomerulu (Slika
36).
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Tablica 39. Povezanost biokemijskih parametara s bubreznom ekspresijom TGF-f1 i ET-1 u bolesnika s IGAN

IGAN
Spearmanova Kkorelacija ET1G | ET-1TI % | TGF-BG | TGF-$ TI %
Koeficijent korelacije | 0,315 -0,186 -0,092 0,095
Kolesterol (mmol/L) P 0,096 0,335 0,643 0,632
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | ,0482 -0,093 -0,053 0,251
LDL (mmol/L) P 0,027 0,690 0,810 0,248
N 21 21 23 23
Koeficijent korelacije | 0,207 0,231 0,314 0,080
HDL (mmol/L) P 0,290 0,237 0,111 0,693
N 28 28 27 27
Koeficijent korelacije | 0,212 0,046 -0,071 -0,153
Albumini (g/L) P 0,270 0,813 0,720 0,438
N 29 29 28 28
IgAS Koeficijent korelacije | -0,107 -0,143 0,246 0,058
P 0,589 0,469 0216 0,775
N 28 28 27 27
Koeficijent korelacije | -0,022 -0,277 -0,208 -0,258
kreatinin1 (umol/L) P 0,909 0,145 0,289 0,184
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | 0,046 -0,173 -0,392 -0,306
kreatinin2 (umol/L) P 0,813 0,368 0,043 0,120
N 29 29 27 27
Koeficijent korelacije | -0,016 0,266 0,107 0,199
MDRDI (mL/min/1,73 m*) p 0,934 0,164 0,587 0,310
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,111 0,215 0,369 0,265
MDRD2 (mL/min/1,73 m%)  p 0,565 0,263 0,058 0,181
N 29 29 27 27
MDRD2-MDRDI1 Koeficijent korelacije | -,0218 -0,156 0,238 0,188
) 5 P 0,256 0,418 0,231 0,347
(mL/min/1,73 m®) N 29 29 27 27
Koeficijent korelacije | -0,071 -0,011 0,016 0,315
Biuretl (g/24h) P 0,713 0,956 0,934 0,102
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,061 0,058 -0,242 -0,110
Biuret2 (g/24h) P 0,753 0,764 0,225 0,586
N 29 29 27 27
Koeficijent korelacije | 0,023 -0,050 -0,123 -0,335
Biuret2-Biuretl (g/24h) P 0,904 0,798 0,543 0,087
N 29 29 27 27
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Slika 35. Spearmanova korelacija serumske koncentracije LDL i glomerularne ekspresije ET-1 u bolesnika s

IGAN
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Slika 36. Spearmanova korelacija koncentracije kreatinina na kraju pracenja (kreatinin2) i glomerularne

ekspresije TGF-B1 u bolesnika s IGAN
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Sto se ti¢e korelacije numeri¢kih varijabli histologkih bubreznih promjena (IS, IF%, Cpolu%,
FCpolu%, Fpolu%) s ekspresijom TGF-B1 1 ET-1 nije nadeno statisti¢ki znacajnih korelacija,
jedino pozitivna tendencija povezanosti udjela fibrocelularnih polumjeseca s ekspresijom ET-
1 u TI (p=0,079) i negativna tendencija (p=0,054) udjela fibroznih polumjeseca s TGF-f1 u
TI (Tablica 40).

Tablica 40. Povezanost histoloskih varijabli s bubreznom ekspresijom TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s IGAN

IGAN
Spearmanova Kkorelacija ET1G | ET-1 TI % | TGF-p G | TGF-g TI %
Koeficijent korelacije | -0,184 -0,121 -0,137 -0,311
IS P 0,338 0,531 0,485 0,107
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,047 -0,135 -0,111 -0,196
IF % P 0,807 0,485 0,573 0,316
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,190 -0,074 -0,039 0,055
P 0,322 0,704 0,846 0,780
Cpolu% N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | 0,201 0,332 -0,227 -0,171
FCpolu% P 0,295 0,079 0,246 0,383
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,061 0,089 -0,207 -0,368
F polu % P 0,753 0,645 0,289 0,054
N 29 29 28 28

7.4. Povezanost kategorijskih varijabli i ekspresije TGF-f1 i ET-1 u IGAN skupine
bolesnika

Statisticka analiza je pokazala da nema povezanosti spola, hipertenzije i hematurije s
bubreznom ekspresijom TGF-f1 i ET-1 u bolesnika s IGAN (Tablica 41). Nasuprot tome,
postoji negativna statistiCki znacajna korelacija (p=0,035) izmedu makrohematurije i

ekspresije TGF-B1 u tubulointersticiju (Tablica 41, Slika 37).
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Tablica 41. Povezanost spola, hipertenzije i hematurije s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske

ekspresije TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s IGAN

IGAN
Nominalna korelacija tau-b ET1G | ET-1 TI % | TGF-p G | TGF-g TI %
Koeficijent korelacije | -0,189 0,059 0,260 0,128
Spol P 0,235 0,706 0,110 0,426
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,118 -0,053 -0,120 0,035
Hipertenzija P 0,432 0,718 0,438 0,820
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | -0,066 -0,105 -0,093 0,043
Hematurija P 0,680 0,506 0,568 0,787
N 29 29 28 28
Koeficijent korelacije | ,0184 0,220 -0,215 -0,339
Makrohematurija P 0,249 0,163 0,186 0,035
N 29 29 28 28
TGF beta TI
skupine %
1000 = 1
5,56% 0%
I s A, 1-9%
TSI TSI
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_ A 30-50%
80,0 M51-100%
g 600
°
T 4
> 40,00%
40,0 =
4
20,0 — 3 22 22%
30,00% alataTa
2
11,11%
0,0 T
Da Me
Makrohematurija

Slika 37. Povezanost makrohematurije i intenziteta tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 u bolesnika s IGAN
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Nema statisticki znacajne povezanosti histoloSkih karakteristika IGAN bolesnika (upalna inf
TI, stupanj IgA IF i C3 IF, nekroza, mez dep, subepit dep, subend dep, mem dep, prisutnost
polumjeseca) s glomerularnim i tubulointersticijskim intenzitetom ekspresije TGF-B1 1 ET-1
(Tablica 42 1 43). Za segmentalnu glomerulosklerozu pokazana je tendencija (p=0,067) rjede
ucestalosti s jac¢inom glomerularne ekspresije ET-1 (Tablica 42), a za ucestalost polumjeseca
pozitivna tendencija (p=0,061) s jac¢inom glomerularne ekspresije TGF-B1 (Tablica 44). Za
endokapilarnu proliferaciju nadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija sa stupnjem
glomerularne ekspresije ET-1 (p=0,049), dok je za tubularnu atrofiju i intersticijsku fibrozu
pokazana statisticki znacajna negativna korelacija sa stupnjem glomerularne ekspresije TGF-
B1 (p=0,023), kao 1 znacajna negativna korelacija (p=0,007) izmedu stupnja FIZA i TGF-1
u tubulointersticiju (Tablica 42, Slike 38-40).
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Tablica 42. Povezanost histoloskih kategorijskih varijabli s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske

ekspresije TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s IGAN

IGAN
Nominalna korelacija tau-b ET1G | ET-1TI % | TGF-8 G | TGF -8 TI %
Upalna inf Koeficijent korelacije | 0,079 0,063 0,096 0,151
P 0,620 0,689 0,555 0,347
T N 29 29 28 28
IgA IF Koeficijent korelacije | -0,055 0,012 -0,052 -0,061
P 0,717 0,936 0,734 0,687
N 29 29 28 28
C31IF Koeficijent korelacije | -0,171 0,204 -0,070 -0,127
P 0,258 0,173 0,655 0,409
N 29 29 28 28
FIZA Koeficijent korelacije | -0,115 0,010 -0,018 -0,412
P 0,446 0,947 0,909 0,007
N 29 29 28 28
HA Koeficijent korelacije | 0,150 0,206 0,154 -0,137
P 0,311 0,159 0,302 0,354
N 29 29 28 28
M Koeficijent korelacije | -0,223 -0,038 0,053 -0,144
P 0,162 0,810 0,746 0,369
N 29 29 28 28
E Koeficijent korelacije | 0,312 -0,053 0,070 0,181
P 0,049 0,736 0,665 0,260
N 29 29 28 28
S Koeficijent korelacije | -0,292 -0,208 -0,069 -0,171
P 0,067 0,188 0,670 0,288
N 29 29 28 28
T Koeficijent korelacije | -0,021 -0,105 -0,371 -0,261
P 0,894 0,494 0,023 0,104
N 29 29 28 28
Nekroza Koeficijent korelacije | 0,236 0,253 -0,186 -0,039
P 0,139 0,108 0,253 0,810
N 29 29 28 28
Mez dep Koeficijent korelacije
P . . . .
N 27 27 27 27
Subepitdep Koeficijent korelacije | 0,083 -0,092 0,180 0,247
P 0,617 0,574 0,279 0,132
N 27 27 27 27
Subenddep Koeficijent korelacije | 0,032 0,108 0,144 0,045
P 0,845 0,510 0,386 0,786
N 27 27 27 27
Membdep  Koeficijent korelacije | 0,055 0,100 -0,214 -0,100
P 0,739 0,543 0,198 0,540
N 27 27 27 27
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Tablica 43. Povezanost glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 i ET-1 s nalazom polumjeseca

Polumjeseci
Da Ne
N % N %

1 7 63,6% 4 36,4%
ETIG 2 7 70,0% 3 30,0%

3 6 75,0% 2 25,0%

1 2 66,7% 1 33,3%

2 4 57,1% 3 42,9%
T 3 3 60,0% 2 40,0%

4 11 78,6% 3 21,4%

0 8 100,0% 0 ,0%

1 5 45,5% 6 54,5%
TGFbetaG 2 5 71,4% 2 28,6%

3 0 ,0% 1 100,0%

4 1 100,0% 0 ,0%

0 1 100,0% 0 ,0%

1 5 83,3% 1 16,7%
TGFbetaTI 2 5 62,5% 3 37,5%

3 5 62,5% 3 37,5%

4 3 60,0% 2 40,0%

Tablica 44. Ispitivanje znacajnosti korelacije ekspresije TGF-B1i ET-1 i prisutnost polumjeseca (Pearson hi-

kvadrat test)
Polumjeseci

hi-kvadrat 0,28
ET1G df 2

P 0,366

hi-kvadrat 1,256
ETITI df 3

P 0,74

hi-kvadrat 8,946
TGFbetaG df 4

P 0,062

hi-kvadrat 1,485
TGFbetaTI df 4

P 0,829
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Slika 38. Povezanost endokapilarne proliferacije i intenziteta glomerularne ekspresije ET-1 u bolesnika s IGAN
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Slika 39. Povezanost stupnja tubularne atrofije/intersticijske fibroze i intenziteta tubulointersticijske ekspresije

TGF-B1 u bolesnika s IGAN
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Slika 40. Povezanost varijable FIZA i intenziteta tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 u bolesnika s IGAN

7.5. Povezanost numerickih varijabli s ekspresijom TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s FSGS

Rezultati statisticke analize povezanosti dobi i BMI s glomerularnom i tubulointersticijskom

ekspresijom TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s FSGS prikazani su u Tablici 45. Dob i indeks

tjelesne mase nisu statisticki znacajno povezani s intenzitetom ekspresije TGF-B1 1 ET-1 u

bolesnika s FSGS (Tablica 45).

Tablica 45. Povezanost dobi i indeksa tjelesne mase s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske ekspresije

TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s FSGS

FSGS
Spearmanova korelacija ET1G e TGF-$G TGEpII
% %
Koeficijent korelacije 0,256 0,140 0,146 0,429
Dob (godine) P 0,275 0,556 0,539 0,059
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,018 0,037 0,232 0,359
BMI (kg/m?) P 0,940 0,876 0,325 0,120
N 20 20 20 20
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Isto tako, nema povezanosti niti izmedu ispitivanih parametara (kolesterol, LDL, HDL,
albumin, kreatininl, kreatinin2, MDRD1, MDRD2, MDRD2-MDRD1, Biuretl, Biuret2,
Biuret2-Biuret1) i imunoekspresije TGF-B1 1 ET-1 (Tablica 46).

Tablica 46. Povezanost biokemijskih parametara s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske ekspresije

TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s FSGS

FSGS
Spearmanova korelacija ET1G ET-1 TI TGF-p G | TGF-B TI
Koeficijent korelacije 0,035 0,008 -0,044 0,169
Kolesterol (mmol/L) P 0,882 0,975 0,855 0,477
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije -0,016 -0,194 -0,186 0,125
LDL (mmol/L) P 0,954 0,489 0,506 0,657
N 15 15 15 15
Koeficijent korelacije 0,218 -0,152 -0,145 0,214
HDL (mmol/L) p 0,355 0,522 0,541 0,364
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,168 -0,100 0,064 -0,014
Albumini (g/L) P 0,479 0,674 0,788 0,952
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije -0,161 -0,105 -0,010 0,036
kreatininl (pmol/L) P 0,497 0,661 0,967 0,880
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije -0,255 -0,228 -0,018 0,140
kreatinin2 (umol/L) P 0,278 0,333 0,941 0,556
N 20 20 20 20
MDRDI Koeficijent korelacije -0,074 0,005 -0,146 -0,226
. 5 P 0,758 0,985 0,540 0,338
(mL/min/1,73 m®) N 20 20 20 20
MDRD?2 Koeficijent korelacije 0,034 0,150 -0,057 -0,297
. 5 P 0,887 0,529 0,813 ,204
(mL/min/1,73 m") N 20 20 20 20
MDRD2-MDRD1 Koeficijent korelacije 0,179 0,150 0,131 0,019
. ) P 0,451 0,527 0,581 0,937
(mL/min/1,73 m®) N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,048 -0,251 -0,243 -0,089
Biuretl (g/24h) P 0,841 0,285 0,301 0,709
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije -0,172 -0,275 -0,019 -0,027
Biuret2 (g/24h) P 0,481 0,254 0,937 0,910
N 19 19 20 20
Biuret2-Biuret] Koeficijent korelacije -0,004 0,227 0,140 -0,017
P 0,989 0,351 0,555 0,942
(g/24h) N 19 19 20 20
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Rezultati statisticke analize povezanosti parametara indeksa ozljede (IS) 1 stupnja

intersticijske fibroze (IF) i intenziteta glomerularne 1 tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 1

ET-1 prikazani su u Tablici 47.

Tablica 47. Povezanost indeksa ozljede i stupnja intersticijske fibroze s intenzitetom glomerularne i

tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s FSGS

FSGS
Spearmanova korelacija ET1G e TGF-p G TGEpII
% %
Koeficijent korelacije 0,078 0,100 0,059 0,157
IS P 0,743 0,676 0,805 0,509
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,203 0,122 0,272 0,244
IF % P 0,391 0,608 0,246 0,300
N 20 20 20 20

Niti stupanj ozljede niti stupanj intersticijske fibroze nisu statisticki znacajno povezani s

intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 i ET-1 u bolesnika s

FSGS.

7.6. Povezanost kategorijskih varijabli s ekspresijom TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s FSGS

Kategorijske varijable spol, hipertenzija, hematurija, nisu statisticki znacajno povezane sa

stupnjem glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-1 1 ET-1 u bolesnika s FSGS.

Tablica 48. Povezanost dobi, hipertenzije i hematurije s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske

ekspresije TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s FSGS

FSGS
Nominalna korelacija tau-b ET1G ET-1TI TGF- G | TGF- TI
Koeficijent korelacije 0,339 0,111 0,159 0,164
Spol P 0,082 0,563 0,416 0,395
po N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,013 0,212 0,089 0,187
Hipertenzija P 0,943 0,242 0,627 0,299
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,077 0,067 0,016 0,130
Hematurija P 0,694 0,727 0,937 0,500
N 20 20 20 20
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Medu kategorijskim histoloSkim varijablama, jedina statisticki znacajna (p=0,014) 1 to
pozitivna povezanost nadena je izmedu stupnja hijalinoze arteriola i intenziteta ET-1 u
glomerulu (Slika 41), te pozitivna tendencija (p=0,075) izmedu stupnja hijalinoze arteriola 1

intenziteta ekspresije TGF-B1 u tubulointersticiju (Tablica 49).

Tablica 49. Povezanost histoloskih varijabli i intenziteta glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 i

ET-1 u bolesnika s FSGS

FSGS
Nominalna korelacija tau-b ET1G Er TGF-B G QR
% %
Koeficijent korelacije -0,286 -0,094 -0,235 -0,070
Upalna inf TI P 0,125 0,610 0,230 0,707
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije -0,007 0,102 0,024 0,048
IgM IF P 0,970 0,595 0,901 0,804
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije -0,203 -0,184 -0,111 0
C3IF P 0,297 0,340 0,569 1,000
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,123 0,121 -0,086 0,213
FIZA P 0,516 0,517 0,643 0,247
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,464 0,249 -0,014 0,325
HA P 0,014 0,181 0,941 0,075
N 20 20 20 20
Koeficijent korelacije 0,033 0,275 0,007 -0,103
Columbia klasifikacija P 0,858 0,135 0,972 0,573
N 20 20 20 20
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Slika 41. Povezanost stupnja hijalinoze arteriola (HA) i intenziteta glomerularne ekspresije ET-1u bolesnika s
FSGS

7.7. Povezanost numerickih varijabli s ekspresijom TGF-p1 i ET-1 u bolesnika s MN

U skupini bolesnika s MN nema statisticki znaCajne Kkorelacije izmedu intenziteta
glomerularne 1 tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 1 ET-1 i dobi te indeksa tjelesne mase

(Tablica 50).

Tablica 50. Povezanost dobi i indeksa tjelesne mase i intenziteta glomerularne i tubulointersticijske ekspresije

TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s MN

MN
Spearmanova korelacija ET1G Frn TGF-p G ECEhE
% %
Koeficijent korelacije 0,074 -0,152 0,102 0,011
Dob (godine) P 0,709 0,439 0,590 0,952
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije 0,205 -0,204 -0,106 -0,225
BMI (kg/m?) P 0,335 0,339 0,613 0,279
N 24 24 25 25
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Rezultati statisticke analize povezanosti ispitivanih biokemijskih parametara s glomerularnom
1 tubulointersticijskom ekspresijom TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s MN prikazani su u Tablici
51 i Slikama 42-45. Kao §to rezultati pokazuju, nema statisticki pouzdane korelacije izmedu
serumske koncentracije klesterola, LDL, HDL te varijabli MDRD1 i Biuret2 i glomerularne i
tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 1 ET-1 u bubregu bolesnika (Tablica 51).

Nadalje, rezultati analize pokazuju mogucu povezanost serumske koncentracije albumina s
ekspresijom ET-1 u tubulointersticiju (p=0,089), koncentracije kreatinina na kraju pracenja
(kreatinin2) s intenzitetom glomerularne ekspresije TGF-B1 (p=0,055), serumske
koncentracije albumina i glomerularne ekspresije TGF-B1 (p=0,098), serumske koncentracije
kreatinina na pocetku pracenja (kreatininl) i glomerularne ekspresije ET-1 (p=0,069), te
varijjable promjena MDRD (MDRD2-MDRDI1) s glomerularnom (p=0,085) i
tubulointersticijskom (p=0,096) ekspresijom TGF-P1.

Nasuprot tome, statisticki znacajna negativna korelacija pokazana je izmedu serumske
koncentracije albumina i glomerularne ekspresije ET-1 (p=0,003), te varijable promjena
Biureta (Biuret2-Biuretl) i glomerularne ekspresije ET-1 (p=0,009, Tablica 51, Slika 42 1 43).
Isto tako, statisticki znacajna korelacija (p=0,028) pokazana je za varijablu MDRD?2 i
glomerularnu ekspresiju TGF-B1 (p=0,043) kao i za varijablu Biuretl i glomerularnu

ekspresiju ET-1 (Tablica 51, Slika 44 i 45).
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Tablica 51. Povezanost serumskih biokemijskih parametara i intenziteta glomerularne i tubulointersticijske

ekspresije TGF-B1 1 ET-1 u bolesnika s MN

MN
Spearmanova korelacija ET1G ET-1TI | TGF-B G TGF-B
Koeficijent korelacije 0,290 0,014 -0,215 0,130
Kolesterol (mmol/L) ~ p 0,135 0,945 0,255 0,492
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije 0,162 -0,018 -0,072 -0,184
LDL (mmol/L) P 0,484 0,940 0,739 0,389
N 21 21 24 24
Koeficijent korelacije -0,025 -0,079 -0,180 0,084
HDL (mmol/L) P 0,900 0,689 0,341 0,660
N 28 28 30 30
o Koeficijent korelacije -0,537 -0,327 0,308 -0,021
Albumini (g/L) P 0,003 0,089 0,098 0,913
N 28 28 30 30
o Koeficijent korelacije 0,348 0,131 -0,024 0,053
kreatininl (umol/L)  p 0,069 0,505 0,898 0,780
N 28 28 30 30
o Koeficijent korelacije 0,263 0,226 -0,366 -0,312
kreatinin2 (umol/L)  p 0,186 0,257 0,055 0,106
N 27 27 28 28
MDRDI1 Koeficijent korelacije -0,239 -0,221 0,087 -0,063
(mL/min/1,73m?) x 02 0229 0.0 0150
MDRD2 Koeficijent korelacije -0,186 -0,258 0,384 0,286
oL Ty T 0354 | 019 | 0053 | 040
MDRD2-MDRD1 Koeficijent korelacije 0,109 -0,047 0,331 0,321
oL ety T 0589 | 081 | oo8s | 00%
) Koeficijent korelacije 0,416 0,270 -0,208 0,147
Biuretl (g/24h) P 0,028 0,165 0,271 0,438
N 28 28 30 30
) Koeficijent korelacije 0,309 0,009 0,082 0,111
Biuret2 (g/24h) P 0,117 0,964 0,678 0,572
N 27 27 28 28
Biuret2-Biuretl Koeficijent korelacije -0,496 -0,286 0,015
P 0,009 0,148 . 0,938
(g/24h) N 27 27 0 28
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Slika 42. Spearmanova korelacija varijabli serumskih albumina i intenziteta glomerularne ekspresije ET-1 u

bolesnika s MN
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Slika 43. Spearmanova korelacija varijable promjena Biureta i intenziteta glomerularne ekspresije ET-1 u

bolesnika s MN
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Slika 44. Spearmanova korelacija varijable MDRD2 i glomerularne ekspresije TGF-f1 u bolesnika s MN
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Slika 45. Spearmanova korelacija varijable Biuretl 1 glomerularne ekspresije ET-1 u bolesnika s MN
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Za ispitane histoloske varijable indeksa ozljede i intersticijske fibroze nije nadena statisticki

znacajna korelacija s intenzitetom glomerularne 1 tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 1 ET-

1 (Tablica 52).

Tablica 52. Povezanost indeksa ozljede i intersticijske fibroze s intenzitetom glomerularne i tubulointersticijske

ekspresije TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s MN

MN
Spearmanova korelacija ET1G ErtT TGF-f G SESPEE
% %
Koeficijent korelacije 0,010 0,077 -0,131 -0,070
IS P 0,961 0,698 0,490 0,713
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,012 0,116 -0,155 -0,203
IF % P 0,952 0,558 0,414 0,282
N 28 28 30 30

7.8. Povezanost kategorijskih varijabli u skupini bolesnika s MN

Kategorijske varijable spola i hipertenzije nisu u statisti¢ki znacajnoj korelaciji s intenzitetom

glomerularne 1 tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 i ET-1, a za hematuriju nadena je

pozitivna tendencija (p=0,065) povezanosti s glomerularnom ekspresijom ET-1 (Tablica 53).

Tablica 53. Povezanost

ekspresije TGF-B1 i ET-1 u bolesnika s MN

spola,

MN
Nominalna korelacija tau-b ET1G Fr-n TGF- G TGEp T
% %
Koeficijent korelacije -0,215 -0,048 -0,062 0,100
Spol P 0,185 0,763 0,690 0,516
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,113 -0,081 -0,013 -0,019
Hipertenzija P 0,486 0,615 0,934 0,901
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,294 -0,088 0,020 0,045
Hematurija P 0,065 0,577 0,897 0,770
N 28 28 30 30

hipertenzije, hematurije i intenziteta glomerularne i tubulointersticijske
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Rezultati statisticke analize povezanosti histoloskih varijabli 1 intenziteta glomerularne i

tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 1 ET-1 prikazani su u Tablici 54. Niti jedna histoloska

varijabla nije statisticki znacajno povezana s glomerularnom i tubulointersticijskom

ekspresijom TGF-B1

komplementa i tubulointersticijske ekspresije ET-1 (p=0,035, Slika 46).

i ET-1, osim stupnja glomerularne ekspresije C3 komponente

Tablica 54. Povezanost histoloskih varijabli i intenziteta glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 i

ET-1 u bolesnika s MN

MN
Nominalna korelacija tau-b ET1G Er-r TGF- G fenp
% %
Koeficijent korelacije -0,127 0,058 0,139 -0,073
Upalna inf TI P 0,435 0,719 0,372 0,636
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije 0,048 0,119 0,014 0,039
IgG IF P 0,753 0,426 0,924 0,789
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije 0,108 0,313 0,022 0,096
C3TIF P 0,472 0,035 0,878 0,504
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,014 -0,097 -0,161 -0,045
FIZA P 0,930 0,525 0,274 0,755
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,120 -0,078 -0,199 0,022
HA P 0,427 0,602 0,172 0,880
N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,233 0,046 -0,114 0,119
Uvecan mezangijski P 0,149 0,774 0,467 0,441
matriks (SM) N 28 28 30 30
Koeficijent korelacije -0,308 -0,280 0,261 0,165
Ehrenreich Churg P 0,051 0,073 0,083 0,269
N 28 28 30 30
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Slika 46. Povezanost glomerularne ekspresije C3 komponente komplementa i intenziteta ekspresije

tubulointersticijskog ET-1 u bolesnika s MN

7.9. Analiza povezanosti glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-p1 i ET-1
po skupinama bolesnika

U svakoj skupini bolesnika, odredivanjem Spearman rank koeficijenta (Spearman rho),
ispitivali smo mogucu povezanost izmedu ekspresije TGF-f1 u glomerulu i TGF-f1 u
tubulointersticiju, ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju, te ekspresije izmedu TGFB1 u

glomerulu i tubulointersticiju s ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju.

U skupini bolesnika s IGAN nadena je pozitivna korelacija (p=0,011) izmedu intenziteta
glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 (Slika 47), dok nije nadena statisticki
znaCajna korelacija izmedu glomerularne i tubulointersticijske ekspresije ET-1, odnosno

izmedu glomerularne 1 tubulointersticijske ekspresije TGF-f1 1 ET-1.
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Slika 47. Korelacija glomerularne i tubulointersticijske ekspresije TGF-p1 u bolesnika s IGAN

40',0
TGF beta TI%

U skupini bolesnika s FSGS, nasli smo statisticki znac¢ajnu povezanost ekspresije TGF-f1 u

glomerulu i tubulointersticiju (p=0,000, Slika 48), zatim ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju
(p=0,008, Slika 49), te ET-1 u glomerulu s TGF-f1 u glomerulu (p=0,038, Slika 50) i
tubulointersticiju (p=0,012, Slika 51).

Skupina: FSGS
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Slika 48. Korelacija ekspresije TGF-B1u glomerulu i tubulointersticiju u bolesnika s FSGS
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Slika 49. Korelacija izmedu ekspresije ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju u bolesnika s FSGS
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Slika 50. Korelacija izmedu ekspresije ET-1 u glomerulu i TGF-1u glomerulu u bolesnika s FSGS
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Slika 51. Korelacija izmedu ekspresije ET-1 u glomerulu i TGF-f1u tubulointersticiju u bolesnika s FSGS

U skupini bolesnika s MN nadena je statisticka znacajna korelacija (p=0,040) izmedu
ekspresije ET-1 u glomerulu i tubulointersticiju (Slika 52) i negativna korelacija (p=0,013)
izmedu ekspresije ET-1 u glomerulu i TGF-B1 u glomerulu (Slika 53). Nasuprto tome, nema

povezanosti izmedu TGF-B1 u glomerulu 1 tubulointersticiju.

Skupina: MN
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Slika 52. Korelacija izmedu ekspresije ET-1 u glomerulu i ET-1 u tubulointersticiju u bolesnika s MN
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Slika 53. Korelacija izmedu ekspresije ET-1 u glomerulu i TGF-Blu glomerulu u bolesnika s MN

7.10. Povezanost intenziteta ekspresije TGF-pf1 i ET-1 na tijek glomerularne bolesti

Povezanost ekspresije TGF-B1 1 ET-1 1 tijeka glomerularne bolesti ispitivali smo u bolesnika
koje smo razvrstali u podskupine ishoda bolesti na temelju podataka o pocetnim vrijednostima
24h proteinurije 1 glomerularne filtracije (Biuretl i MDRDI1), te istim vrijednostima na kraju
jednogodisnjeg pracenja (Biuret2 i MDRD?2). Bolesnici u kompletnoj remisiji imali su 24h
proteinuriju na kraju prac¢enja <0,3 grama, stabilne vrijednosti kontrolnog kreatinina ili porast
procijenjene glomerularne filtracije (izraCunate MDRD formulom). U bolesnika u parcijalnoj
remisiji poCetna 24h proteinurija nefrotskog ranga je na kraju pracenja pala ispod 1 grama (ali
ne ispod 0,3 grama) uz stabilnu glomerularnu filtraciju. Svi ostali bolesnici svrstani su u
podskupine bez promjene ili progresija bolesti, ovisno o tome dali je 24h proteinurija ostala
ista ili se povisila uz pad klirensa kreatinina na kraju pra¢enja. Glomerularna i
tubulointersticijska ekspresija TGF-B1 nije bila povezana s tijekom bolesti u svim ispitivanim
skupinama. OpaZena je statisticki znacajno niZza glomerularna ekspresije ET-1 u skupini

IGAN bolesnika i u svih bolesnika koji su postigli remisiju (Tablice 55-57, Slika 54).
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Tablica 55. Povezanost glomerularne ekspresije ET-1 u glomerulu na tijek bolesti u ispitivanim skupinama

bolesnika
ET1G skupine
Skupina UKkupno
0% 1-9% 10-29% | 30-50% | 51-100%
| N|O 6 0 5 0 11
Kompletna remisija
% | 0,0% 54,5% 0,0% 45,5% 0,0% 100,0%
Parcital o N[O 4 7 2 0 13
arcijalna remisija
% | 0,0% 30,8% 53,8% 15,4% 0,0% 100,0%
Ishod
IGAN B ) N[O 1 2 0 0 3
ez promjene
% | 0,0% 33,3% 66,7% 0,0% 0,0% 100,0%
b B N[O 0 0 1 0 1
rogresija
% | 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% | 0,0% 100,0%
Uk N |0 11 9 8 0 28
upno
% | 0,0% 39,3% 32,1% 28,6% 0,0% 100,0%
| N |0 2 3 2 0 7
Kompletna remisija
% | 0,0% 28,6% 42,9% 28,6% 0,0% 100,0%
| N |1 2 3 2 0 8
Parcijalna remisija
% | 12,5% | 25,0% 37,5% 25,0% 0,0% 100,0%
Ishod
FSGS B ) N|O 0 0 1 0 1
ez promjene
% | 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% | 0,0% 100,0%
b B N|O 1 1 1 0 3
rogresija
% | 0,0% 33,3% 33,3% 33,3% 0,0% 100,0%
Uk N |1 5 7 6 0 19
upno
% | 5,3% 26,3% 36,8% 31,6% 0,0% 100,0%
Komol o N |0 9 2 3 0 14
ompletna remisija
% | 0,0% 64,3% 14,3% 21,4% 0,0% 100,0%
Parcial o N |1 2 4 2 0 9
arcijalna remisija
! ! % | 11,1% | 22,2% 44,4% 22,2% 0,0% 100,0%
Ishod
N|O 2 0 0 1 3
MN Bez promjene
% | 0,0% 66,7% 0,0% 0,0% 33,3% 100,0%
N|O 1 0 0 0 1
Progresija
% | 0,0% 100,0% | 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Uk N |1 14 6 5 1 27
upno
% | 3,7% 51,9% 22,2% 18,5% 3,7% 100,0%
Komol . N |O 17 5 10 0 32
ompletna remisija
% | 0,0% 53,1% 15,6% 31,3% 0,0% 100,0%
Parcital o N |2 8 14 6 0 30
arcijalna remisija
% | 6,7% 26,7% 46,7% 20,0% 0,0% 100,0%
Ishod
Uk B ) N |0 3 2 1 1 7
upno ez promjene
% | 0,0% 42,9% 28,6% 14,3% 14,3% 100,0%
N|O 2 1 2 0 5
Progresija
% | 0,0% 40,0% 20,0% 40,0% 0,0% 100,0%
. N |2 30 22 19 1 74
Ukupno
% | 2,7% 40,5% 29,7% 25,7% 1,4% 100,0%
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Tablica 56. Povezanost intenziteta glomerularne ekspresije ET-1 s tijekom glomerularne bolesti

Skupina Vrijednost df P
hi-kvadrat
12,718 6 0,048
IGAN test
Ukupni N | 28
hi-kvadrat
3,776 9 0,926
FSGS test
Ukupni N | 19
hi-kvadrat
16,672 12 0,162
MN test
Ukupni N | 27
hi-kvadrat
21,904 12 0,039
Ukupno test
Ukupni N | 74
ET1G
1000 skupine
' 0%
M 1-9%
[110-29%
W 30-50%
800 -
' [151-100%
g 60,0
=]
i 1
2 - 100,00% p=0,048
400 - 53,85%
2
B6,67%
200
0,0 - T
Kompletna Parcijalna Bez Frogresija
remisija remisija  promjene

Ishod

Slika 54. Povezanost glomerularne ekspresije ET-1 u bolesnika s IGAN s tijekom bolesti
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Tubulointersticijska ekspresija ET-1 nije bila povezana s tijekom bolesti u pojedinim

skupinama bolesnika ve¢ samo pozitivna tendencija (p=0,091) u podskupini MN bolesnika

(Tablica 57). Statisticki znacajna povezanost nadena je jedino u podskupini bolesnika koji

nisu postigli remisiju (Tablica 58, Slika 55).

Tablica 57. Povezanost ekspresije ET-1 u tubulointersticiju i tijeka bolesti u ispitivanim skupinama bolesnika

ET-1 TI skupine %

Skupina Ukupno
1-9% 10-29% | 30-50% | 51-100%
Kompletna remisija N 10 3 3 3 11
% | 0,0% 27,3% 27,3% 45,5% 100,0%
Parcijalna remisija N3 1 1 8 13
Ishod % | 23,1% | 7,7% 7,7% 61,5% 100,0%
IGAN Bez promjene N 10 2 1 0 3
% | 0,0% 66,7% 33,3% 0,0% 100,0%
Progresija N 10 1 0 0 1
% | 0,0% 100,0% | 0,0% 0,0% 100,0%
Ukupno N |3 7 5 13 28
% | 10,7% | 25,0% 17,9% 46,4% 100,0%
Kompletna remisija N 10 2 1 4 7
% | 0,0% 28,6% 14,3% 57,1% 100,0%
Parcijalna remisija N2 1 2 3 8
Ishod % | 25,0% | 12,5% 25,0% 37,5% 100,0%
FSGS Bez promjene N 10 0 0 1 1
% | 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0%
Progresija N 10 2 0 1 3
% | 0,0% 66,7% 0,0% 33,3% 100,0%
Ukupno N |2 5 3 9 19
% | 10,5% | 26,3% 15,8% 47,4% 100,0%
Kompletna remisija N 10 7 1 6 14
% | 0,0% 50,0% 7,1% 42,9% 100,0%
Parcijalna remisija N3 2 0 4 9
Ishod % | 33,3% | 22,2% 0,0% 44,4% 100,0%
MN Bez promjene N 10 1 1 1 3
% | 0,0% 33,3% 33,3% 33,3% 100,0%
Progresija N1 0 0 0 1
% | 100,0% | 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Ukupno N |4 10 2 11 27
% | 14,8% | 37,0% 7,4% 40,7% 100,0%
Kompletna remisija N 10 12 5 15 32
% | 0,0% 37,5% 15,6% 46,9% 100,0%
Parcijalna remisija N |8 4 3 15 30
Ishod % | 26,7% | 13,3% 10,0% 50,0% 100,0%
Ukupno Bez promjene N 10 3 2 2 7
% | 0,0% 42,9% 28,6% 28,6% 100,0%
Progresija N1 3 0 1 5
% | 20,0% | 60,0% 0,0% 20,0% 100,0%
Ukupno N |9 22 10 33 74
% | 12,2% | 29,7% 13,5% 44,6% 100,0%
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Tablica 58. Povezanost intenziteta ekspresije ET-1 u tubulointersticiju i tijeka glomerularne bolesti.

Skupina Vrijednost df P

hi-kvadrat

13,753 9 0,131

IGAN test

Ukupni N | 28

hi-kvadrat | 7,55 9 0,580
FSGS

Ukupni N | 19

hi-kvadrat | 15,008 9 0,091
MN

Ukupni N | 27

hi-kvadrat | 19,04 9
Ukupno 0,025

Ukupni N | 74
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8. RASPRAVA

8.1. IgA glomerulonefritis- op¢i dio

U radu je ukljuceno i praceno tijekom godinu dana 35 bolesnika (26 muskaraca i 9 Zena) s
IgA nefropatijom dokazanom biopsijom bubrega. lako je za postavljanje dijagnoze IgA
nefropatije u vecini slucajeva dovoljna histoloska analiza bubreznog tkiva svjetlosnim i
imunofluorescentnim  mikroskopom, bioptati svih  bolesnika analizirani su i
elektronskomikroskopski, kako bi se uz klinicku sliku i laboratorijske pretrage iskljucilo
sekundarno porijeklo bolesti. Prosje¢na dob bolesnika (medijan) iznosila je 40 godina (IQ
raspon od 19 do 70 godina) §to je bilo oCekivano statisticki znacajno manje (p=0,027) u
odnosu na dob druge dvije ispitivane skupine bolesnika (u obje skupine medijan 53 godine).
Medijan indeksa tjelesne mase (26,9 kg/m”, IQ raspon 16-35 kg/m?) upuéivao je da se radi

pretezito o populaciji s povec¢anom tjelesnom tezinom, ali ne u rangu pretilosti.

Ukupno 47% bolesnika imali su poviSene vrijednosti krvnog tlaka, njih 8,6% III stupnja
prema smjernicama Europskog drustva za hipertenziju i kardiologiju. Hematurija, jedno od
tipicnih klini¢kih obiljeZja IgA nefropatije, zabiljeZena je u 86% bolesnika, a u njih 43%
makrohematurija. Prosje¢ne serumske vrijednosti kolesterola i LDL kolesterola bile su nesto
iznad gornje referentne granice, a vrijednost serumskog HDL na donjoj referentnoj granici.
Medijan serumske vrijednosti albumina bio je 35 gr/L (IQ raspon 6-48 gr/L) Sto je statisticki
znacajno vise (p<0,001) nego u FSGS (medijan 21 gr/L, 1Q raspon 10-52 gr/L) i MN skupini
(27 gr/L, 1Q raspon 14-53 gr/L), te u skladu s ¢injenicom da ipak manji postotak bolesnika s
IGAN se prezentira klinickom slikom nefrotskog sindroma (u naSoj kohorti udio IGAN
bolesnika s nefrotskim sindromom iznosio je 33%). Medijan 24-satne proteinurije na pocetku
pracenja iznosio 2 gr/24h (IQ raspon 1,10-4,20 gr), odnosno na kraju pracenja 0,55 gr (IQ
raspon 0,21-1,05 gr) uz medijan razlike Biuret2-Biuretl -1.49 gr (IQ raspon -3,55 do -0,66
gr). U studiji nisu sudjelovali bolesnici s blazim oblikom bolesti uzevsi u obzir kriterij
veli¢ine 24-satne proteinurije, tj. bolesnici s vrijednostima 24-satne proteinurije < 1 gr/24h.
Razlog tome je dizajn istrazivanja prema kojemu smo pratili one bolesnike kod kojih je
proteinurija predmnijevano u cijelosti ili ve¢inom bila posljedica osnovne etiopatogenetske
naravi bolesti (mezangioproliferacija i nakupljanje IgA imunih kompleksa), za razliku od onih
bolesnika gdje je proteinurija moguce bila djelom ili cak ve¢inom posljedica drugih posrednih
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¢imbenika (hipertenzija, tjelesna masa, tranzitorni neprepoznati febrilitet 1 uroinfekt koji je
prethodio hospitalizaciji itd.) §to je veca vjerojatnost u bolesnika s proteinurijom < 1gr/24h u
odnosu na one s proteinurijom >1gr/24h. U skladu s navedenim, otvorilo se pitanje pracenja
povezanosti ekspresije ispitivanih citokina s visinom proteinurije. Moguc¢i odgovor na ovakvo
pitanje nalazimo u cCinjenici da je gotovo svaki tre¢i bolesnik imao 24h proteinuriju
nefrotskog ranga, stoga je bilo moguce cijelu skupinu IGAN bolesnika razvrstati u manje
podskupine tj. one s proteinurijom nenefrotskog i nefrotskog ranga, te medu njima provjeriti

eventualnu razliku u intenzitetu ekspresije TGF-1 1 ET-1.

Ekskrecijska bubrezna funkcija provjerena je na pocetku pracenja (medijan serumskog
kreatinina iznosio je 107 umol/L, IQ raspon 67-326 umol/L), te na kraju prac¢enja (medijan 98
umol/L, 1Q raspona 72,50-110,25 pmol/L), uz odredivanje procijenjene glomerularne
filtracije na pocetku (medijan 69 mL/min/1,73 m?, IQ raspon 52-82 mL/min/1,73 m?) i na
kraju pra¢enja (medijan 72,25 mL/min/1,73 m?, IQ raspon 52-98 mL/min/1,73 m?). Nadeno je
da je serumska koncentracija kreatinina na pocetku pracenja bila nesto visa u IGAN bolesnika
nego u FSGS (medijan 94 pmol/L, IQ raspon 80-136,50 umol/L) i MN skupini (medijan
93,50 pumol/L, 1Q raspon 79-105,25 pmol/L), no bez statistiCkog znacaja. Medijan promjene
procijenjene glomerularne filtracije (MDRD2-MDRDI1) na kraju pracenja iznosio je 9
mL/min/1,73 m® $to sugerira dobar oporavak bubrezne funkcije u praéenom periodu. Uvidom
u navedene vrijednosti parametara bubrezne ekskrecijske funkcije, mozemo re¢i da je u
kohorti IGAN bilo malo bolesnika s uznapredovalim stadijem kroni¢ne bubrezne
insuficijencije. Razlog tome je selekcija bolesnika na pocetku pracenja kada se iskljucilo
bolesnike kod kojih je intersticijska fibroza bubreznog bioptata iznosila preko 75% bubreznog
parenhima. Time se htjelo sprijeciti nekoliko nepovoljnih moguénosti na tijek istrazivanja.
Naime, poznato je da je ekspresija TGF-B1 u dijelovima bioptata s visokim stupnjem fibroze
prakticki nemjerljiva, a odredeni dio tih bolesnika zbog razvoja zavr$nog stadija kroni¢ne
bubrezne insuficijencije odlazi u mati¢ne ustanove zbog planiranja nadomjesnog bubreznog
lijeCenja, te postaju nedostupni za daljnje adekvatno pracenje. S druge strane podskupina
IGAN bolesnika s visokom serumskom koncentracijom kreatinina koja se prezentira
brzoprogresivnim glomerulonefritisom (uz relativno mali udio fibroze u intersticiju) je

epidemioloski relativno rijetka.

Sto se tiée zabiljezenih histoloskih obiljezja mozemo ih podijeliti u svjetlosnomikroskopska,
imunofluorescentna i elektronskomikroskopska. Uz to, u svakoj od skupina bolesnika,
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opisana su zajedniCka histoloSka obiljezja koja su prisutna u svim skupinama, te posebne
histoloske karakteristike specificne svakoj pojedinoj skupini bolesnika, odnosno obliku
glomerularne bolesti. Od zajednickih histoloSkih varijabli, promjene na krvnim zilama,
hijalinoza arteriola bila je prisutna u gotovo 2/3 bolesnika s IGAN uglavnom blagog i
umjerenog stupnja (u IGAN vise od drugih skupina ali bez statisticke znacajnosti), dok je
fibrointimalno zadebljanje arterija (ve¢inom u blagom i srednjem stupnju) nadeno u priblizno
1/3 bolesnika (vise od FSGS, manje od MN skupine). Varijabla prosje¢ni udio intersticijske
fibroze bila je takoder najvisa u IGAN bolesnika (uz pozitivnu tendenciju bez statisticki
dosegnute znacajnosti), dok je indeks ozljede tkiva bio statisticki znacajno veci (p<0,001) u
IGAN skupini (medijan 0,47), zatim u FSGS (medijan 0,27), pa u MN (0,15). Upalna
infiltracija intersticija nadena je u 40% bolesnika, §to je bilo vise nego u bolesnika s FSGS
(25%) 1 MN (15,6%), ali bez statisticke znacajnosti. Imunofluorescentno bojanje za C3
komponentu komplementa (uglavnom verificiran 1. i 2. stupanj intenziteta) bilo je pozitivno u
80% IGAN bolesnika, $to je bilo slicno kao u MN skupini (85%), te znacajno vise (p<0,001)
od FSGS skupine (8,3%).

Usporedba varijabli upalne infiltracije intersticija 1 udjela intersticijske fibroze koje obje
pokazuju tendenciju veée vrijednosti u IGAN skupini, zapravo valja povezati s
patofizioloskim obrascem prema kojem mjesto upale s vremenom razvija se u mjesto fibroze.
Sli¢no vrijedi u pogledu razmatranja varijable indeks ozljede (valja se podsjetiti kako ona
ovisi 0 broju skleroziranih glomerula), a vidjeli smo da je glomerularna ekspresija C3
komplementa bila osobito izrazena u IGAN bolesnika, §to ukazuje na aktivnu imunolosku

upalu u neskleroziranim glomerulima i neskleroziranim segmentima skleroziranih glomerula.

Slijedi analiza nekoliko IGAN specificnih histoloSkih ~ varijabli.  Glomerularna
imunofluorescentna ekspresija IgA bila je semikvantitativno 3+ u 45% bolesnika. U 20%
bolesnika nadena je nekroza uz prisutnost polumjeseca, u 4,3% bolesnika nadeni su celularni

polumjeseci, u 3,4% fibrozni, u 2,6% fibrocelularni polumjeseci.

U pogledu Oxfordske klasifikacije, M- mezangijska proliferacija u preko 50% glomerula
nadena je u 55% bolesnika, E-endokapilarna proliferacija u 40% bolesnika, S- skleroza
mezangija u 60%, te T- tubularna atrofija i intersticijska fibroza u 43% bolesnika i to u njih
5% T2 (uznapredovala), a u 37% T1 (blaga do umjerena). Visoki udio bolesnika sa S1 1 T1

odgovara malo prije spomenutom visokom indeksu ozljede, gdje se upravo udio intersticijske
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fibroze nalazi u nazivniku jednadzbe za izraCunavanje indeksa ozljede.

Gledaju¢i elektronskomikroskopske karakteristike, raspored imunokompleksa u glomerulu,
ocekivano u 100% bolesnika nadeni su depoziti IgA u mezangiju, uz to joS u 15% bolesnika
subepitelno, u 50% subendotelno, te u jo§ gotovo 24% intramembranski, Sto sve zajedno

govori u prilog vrlo intnezivne imunoloske upale.

8.1.1. IgA glomerulonefritis i TGF-$1

Unutar IGAN skupine ekspresija TGF-B1 u glomerulima bila je statisticki znac¢ajno povezana
s tubulointersticijskom ekspresijom TGF-B1 (p=0,011). U literaturi nalazimo jedan rad

kineske skupine autora koji navedenu povezanost nisu pronasli (186).

U naSem istrazivanju, intenzitet imunoekspresije TGF-B1 u glomerulu i tubulointersticiju nije
bio znacajno veci od intenziteta ekspresije TGF-B1 u kontrolnoj skupini, a istovjetne rezultate
naSima nalazimo u nekolicini radova (191, 199, 201). Medutim, u literaturi nalazimo i
radove u kojima je opisana povecana ekspresija TGF-f1 i to samo u glomerulima (190),
odnosno i u glomerulima i tubulointersticiju (180). Za varijable dob, spol, indeks tjelesne
mase, serumski kolesterol 1 albumini, te hipertenzija, nismo nasli povezanost s ekspresijom
TGF-B1, kao niti za varijablu hematurije, no interesantno je da je makrohematurija znacajno
rjede nadena u bolesnika s viSim tubulointersticijskim stupnjem imunoekspresije TGF-B1, za
$to nismo nadli sliéne podatke u literaturi. Sto se tice ekspresije TGF-Bl i serumske
koncentracije IgA u naSem radu nije nadena povezanost, kao niti u radu Han 1 sur. (179), dok
je u jednom drugom radu nadena znacajna pozitivna korelacija (186). U kontekstu analize
histoloskih parametara, samo neki medu radovima, nalaze povezanost ekspresije TGF-B1sa
stupnjem glomeruloskleroze (189), te uznapredovalosti tubulointersticijske fibroze (187, 189,
197, 198), dok se u drugim radovima (ukljucujuci 1 naSe rezultate) ne nalazi takva povezanost
(173, 200, 201). U prospektivnom prikazu Eikmansa i sur., suprotno rezultatima vecine
navedenih studija, glomeruloskleroza bila je manje izrazena u bolesnika s vecom
tubulointersticijskom ekspresijom mRNA TGF-B1 (183). U ovom kontekstu, mi smo opisali
gotovo statisticki  znaCajnu negativhu korelaciju udjela fibroznih polumjeseca s
tubulointersticijskom ekspresijom TGF-B1. Nadena je pozitivna tendencija glomerularne
ekspresije TGF-B1 1 prisutnosti polumjeseca, bez znacajnih razlika medu pojedinim

podvrstama polumjeseca. Drugi radovi isti¢u pojacanu ekspresiju TGF-B1 upravo u zdravim
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segmentima skleroziranih glomerula, te u glomerulima s polumjesecima (191, 198), pri tome
ne izdvajajuéi histoloSku podvrstu polumjeseca. U naSem radu nismo naSli povezanost
ekspresije TGF-B1 sa prisutno$¢u nekroze kao niti sa stupanjem proliferacije mezangija
(definiran u Oxfordskoj klasifikaciji), dok u literaturi u nekoliko radova ekspresija mRNA
TGF-B1 (176, 178) 1 TGF-B1 (184, 200) bila je pojatana samo u glomerulima s viSim
stupnjem mezangioproliferacije. Statisticki znaCajna negativna korelacija nadena je izmedu
glomerularne ekspresije TGF-B1 1 stupnja tubulointersticijske fibroze, a tubulointersticijska
ekspresija TGF-B1 bila je u negativnoj korelaciji s varijablom fibrointimalnog zadebljanja
arteriola, a u jednoj studiji navedene korelacije nisu bile statisticki znacajne (180).
MorfoloSke varijable stupanj ekspresije IgA 1 C3 u glomerulu (definirane
imunofluorescentnom mikroskopijom), kao niti veli¢ina tubulointersticijske infiltracije
upalnim stanicama nisu bili u znac¢ajnoj korelaciji sa stupnjem ekspresije TGF-B1, a sli¢no je
nadeno 1 u jednoj korejskoj retrospektivnoj studiji (179). Takoder, niti za
elektronskomikroskopski definiranu histolosku varijablu raspodjele imunih kompleksa u
glomerulu, nismo na$li povezanost sa stupnjem ekspresije TGF-B1 niti smo u drugim
radovima pronasli ispitivanje takvih korelacija. Razmatraju¢i povezanost ekspresije TGF-f1
s bubreznim funkcionalnim parametrima dobili smo sljedece rezultate. Serumska
koncentracija kreatinina na pocetku pracenja nije bila povezana s ekspresijom TGF-B1, no
serumska koncentracija kreatinina na kraju pracenja bila je u statisticki znacajnoj negativnoj
korelaciji s glomerularnom ekspresijom TGF-B1 (uz tendenciju pozitivne korelacije s
procijenjenom glomerularnom filtracijom na kraju praé¢enja). U dva istrazivanja nije nadena
povezanost ekspresije mMRNA TGF-B1 s vrijednostima serumskog kreatinina (173, 181). Dvije
retrospektivne studije opisale su povecanu ekspresiju mRNA TGF-B1(179) 1 TGF-B1(201) u
tubulointersticiju s porastom serumskog kreatinina tijekom trajanja istrazivanja, dok u tre¢em
retrospektivnom istrazivanju takva korelacija nije dokazana (187). Slicno nasim rezultatima, u
prospektivnoj studiji Eikmansa i sur., nakon godine dana pracenja zabiljezen je porast
glomerularne filtracije u bolesnika s ve¢om tubularnom ekspresijom mRNA TGF-B1 (183). U
drugom prospektivnom radu s praéenjem 51 bolesnika tijekom 2 godine, Brabcova i sur. nasli
su multivarijatnom analizom statisticki znacajnu pozitivhu povezanost ekspresije TGF-B1 s

porastom serumskog kreatinina (180).

Za razliku od nasih rezultata koji ne upucuju na znacajnu povezanost veli¢ine proteinurije sa

stupnjem ekspresije TGF-B1 (osim pozitivne tendencije jaCine tubulointersticijske ekspresije
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na smanjenje pada proteinurije), u nekoliko radova opisuje se pozitivna povezanost veliine
tubularne ekspresije mRNA TGF-B1 i TGF-B1 s veli¢inom proteinurije (177), a medu njima 1
u dvije retrospektivne studije na porast proteinurije (179, 201). Usporedivo pak nasim
rezultatima, u nekim istrazivanjima nije nadena povezanost ekspresije mRNA TGF-B1 s
veli¢inom  proteinurije (173), kao niti za povezanost ekspresije TGF-B1 u jednoj
retrospektivnoj studiji (187). Sto se tie prospektivnih studija, nije nadena povezanost
ekspresiie mRNA TGF-B1 na porast proteinurije (180). Stovise, u ranije citiranoj
prospektivnoj studiji Eikmansa i sur., nadena je negativna korelacija izmedu pada proteinurije

tijekom godine dana pracenja i tubularne ekspresije mRNA TGF-B1 (183).

Sazeto receno, rezultate u nasem radu (ekspresiju TGF-f1 jednaku onoj u kontrolnoj skupini)
djelomi¢no mozemo promatrati u svjetlu €injenice da je prakticno 100% bolesnika u nasem
istrazivanju prije biopsije bubrega bilo izlozeno duzem ili kraCem djelovanju jednog ili vise
RAAS blokatora, a prema literaturi izlozenost RAAS blokatorima uzrokuje znacajan i1 brz pad
ekspresije TGF-B1 u tkivu bubrega. Povezanost i medudjelovanje ATII (sredisnji efektor
RAAS 1 ciljni supstrat RAAS blokatora) i TGF-B1 u bubregu je visSestruko, ostvaruje se u
svim intrinziénim populacijama stanica, u krvnim zilama (319), mezangiju (320) 1
podocitima (321), te tubulocitima (322, 323). Dobro je poznato i eksperimentalno dokazano

da RAAS blokatori intenzivno inhibiraju sintezu TGF-B1 u bubrezima (162, 173).

U literaturi u znatnom broju radova ne nalazimo podatak o udjelu bolesnika s predbioptickim
lijeenjem RAAS blokatorima. U radovima u kojima se taj podatak ipak navodi, uzimanje
RAAS blokatora u predbioptickom periodu varira od 50% (187), preko 60 % (180, 196) i
80% (201), pa sve do 100% bolesnika (172). U radovima u kojima se navodi da svi ili ve¢ina
bolesnika nisu uzimali RAAS blokatore, uglavnom se opisuje ekspresija TGF-B1 veca od one
u kontrolnoj skupini, dok u radovima s visokim udjelom bolesnika na RAAS blokatorima
¢eS¢e nalazimo suprotne zakljuCke. Tako npr. u radu Shina i suradnika, proucavana je
bubrezna ekspresija mRNA TGF-B1, te koncentracija TGF-B1 u serumu i1 urinu u 36
bolesnika s IgA nefropatijom (173). U 16 od 26 bolesnika nadeno je da su prosjecno 80 dana
prije biopsije bubrega uzimali ACE inhibitor ili ATIIR; antagonist. U bolesnika koji su
uzimali RAAS blokatore prije biopsije bubrega, bubrezna ekspresija gena za TGF-B1 nije se
razlikovala od ekspresije u kontrolnoj skupini, dok je u podskupini bolesnika koji nisu
uzimali RAAS blokatore bila statistiCki znacajno veca. Koncentracija TGF-B1 u krvi i
mokraci nije se razlikovala medu bolesnicima koji su uzimali i koji nisu uzimali RAAS
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blokator. Sli¢an ucinak antagonista ATIIR;, te spironolaktona u svojoj studiji s IGAN

bolesnicima pokazali su IThm i suradnici (162).

8.1.2. IgA glomerulonefritis i ET-1

Ekspresija ET-1 u glomerulima bila je statisticki znacajno poviSena (p<0,001) u odnosu na
glomerularnu ekspresiju u kontrolnoj skupini, dok tubulointersticijska ekspresija u pojedinim
podskupinama bolesnika nije se razlikovala od one u kontrolnoj skupini. Valja medutim
naglasiti da kada su uzete u obzir zajedno sve tri podskupine bolesnika s glomerulonefritisom,
nadena je znacajno veca (p=0,022) i tubulointersticijska ekspresija u odnosu na kontrolnu
skupinu. Istovjetan nalaz nasem nasli su Zanatta i suradnici (306). U jednom drugom radu
nadena je povecana ekspresija ET-1 samo u tkivu bolesnika s uznapredovalim fibrotskim
promjenama i to jace u tubulointersticiju nego u glomerulima (198). U njemackoj velikoj
studiji Lehrke i suradnika, takoder je nadena povecana i glomerularna i tubulointersticijska
ekspresija (307). Znacajno je da u navedenoj studiji, ekspresija ET-1 bila je veca u bolesnika s
24-satnom proteinurijom ve¢om od 2 grama i klirensom kreatinina manjim od 80 mL/min, te
u onih bolesnika koji nisu uzimali ACE inhibitore (307). U istaknutoj studiji dodatno je
navededeno kako je proteinurija korelirala samo s intenzitetom tubularne ekspresije ET-1 (ne
1 sa stupnjem glomerularne ekspresije ET-1). Zannata je pak naSao povezanost tubularne
ekspresije ET-1 s veli¢inom proteinurije, ali ne 1 s glomerularnom filtracijom (306). U naSem
istrazivanju nije nadena znacajna korelacija bubrezne ekspresije ET-1 niti s proteinurijom niti

s procijenjenom glomerularnom filtracijom prilikom biopsije bubrega.

Nismo nasli povezanost demografskih obiljezja (spol, dob), te klinickih (hipertenzija,
hematurija, indeks tjelesne mase) s ekspresijom ET-1. U naSem radu nadena je pozitivna
tendencija intneziteta glomerularne ekspresije ET-1 i1 koncentracije serumskog kolesterola
(p=0,096), dok je za varijablu serumski LDL nadena statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija s
glomerularnom ekspresijom ET-1 (p=0,027). Vrijednosti HDL nisu pokazale znacajnih
korelacija s ekspresijom ET-1, dok razinu serumskih triglicerida nismo ispitivali, a u literaturi
nasli smo jedan rad koji je ukazivao na hipertrigliceridemiju kao rizi¢ni ¢imbenik razvoja IgA
nefropatije (324). Osim navedenih nisu nadene druge znacajne korelacije ispitivanih varijabli

biokemijskih krvnih nalaza s bubreznom ekspresijom ET-1.
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Sto se ti¢e numeri¢kih mikroskopskih (histolokih) varijabli, nadena je pozitivna tendencija
porasta udjela fibrocelularnih polumjeseca s tubulointersticijskom ekspresijom ET-1
(p=0,079). Sli¢no tomu, Rastaldi, kod bolesnika s uznapredovalom glomerulosklerozom,
zabiljezio je umjereno poviseni intenzitet ekspresije ET-1 u tubulointersticiju (198). Ako
gledamo varijable Oxfordske klasifikacije bolesti, nalazimo negativnu tendenciju izmedu
stupnja skleroze glomerula (S) 1 glomerularne ekspresije ET-1 (p=0,067). S druge strane,
nalazimo statisti¢ki pozitivnu korelaciju varijable endokapilarna proliferacija (E) kao znaka
aktivnosti upale s glomerularnom ekspresijom ET-1. U glomerulima s nekrozom, nismo nasli
statisticki znacajno vecu ekspresiju ET-1 u odnosu na glomerule bez nekroze. Rastaldi i

suradnici nisu pak nasli pojacanu ekspresiju ET-1 u polumjesecima (198).

Takoder u nasem, kao 1 drugim radovima nije nadena povezanost ekspresije ET-1 s

histoloskim obiljezjima imunofluorescentne niti elektronske mikroskopije.

U naSem istrazivanju bolesnici koji su nakon godine dana pracenja postigli kompletnu ili
parcijalnu remisiju, imali su statisticki znacajno manju glomerularnu ekspresiju ET-1

(p=0,048) u odnosu na one bez odgovora na lije¢enje ili s progresijom bolesti.

Zaklju¢no, mozemo re¢i da imunohistokemijskim odredivanjem ekspresije ET-1 u bubreznim
bioptatima, u bolesnika s IGAN mozemo predvidjeti one s ve¢im rizikom od progresije
bolesti. Dobiveni rezultati mogu biti razlogom razmatranja uvodenja imunosupresivne terapije

u bolesnika s IGAN s dokazanom jakom imunoekspresijom ET-1 u bubreznim bioptatima.

8.2. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza- op¢i dio

U radu je ukljuc¢eno 24 bolesnika s FSGS, od toga 14 muSkaraca i 10 Zzena, medijan dobi bio
je 53 godine (IQ raspon 19-79 godina), Sto ukazuje da je populacija FSGS bolesnika bila
nesto starije zivotne dobi od populacije bolesnika s IGAN, te istovjetne prosjecne dobi
populaciji bolesnika s MN. Medijan indeksa tjelesne mase iznosio je 26,9 kg/m* (IQ raspon
19-35 kg/m®) §to je bitno zbog poznate &injenice kako je u pretilih ugestaliji oblik
sekundarnog FSGS, dok smo u ovom radu upravo takve i druge sekundarne oblike FSGS
iskljucili iz analize. Kod 55% bolesnika zabiljeZena je hipertenzija, uglavnom I stupnja.

Visoki udio bolesnika od 70% imao je hematuriju (niti jedan makrohematuriju), $to je nesto

124



viSe nego prema literaturi gdje se hematurija spominje u 20-40% bolesnika (325). U pogledu
varijabli LDL (medijan 5,15 mmol/L, IQ raspon 1,60-11 mmol/L) i ukupnog kolesterola
(medijan 8,35 mmol/L, 1Q raspon 4,60-18,70 mmol/L) bolesnici u skupini FSGS pokazali su
znacajno vise vrijednosti u odnosu na one u IGAN skupini (p=0,001) i tek diskretno vise od
MN bolesnika, $to je u skladu s tipicnom klinickom prezentacijom nefrotskog sindroma u tih
bolesnika. U skladu s klinickom slikom, u bolesnika s FSGS nadene su najvise vrijednosti 24-
satne proteinurije medu sve tri skupine bolesnika (medijan 10,35 gr, 1Q raspon 1-33,25 gr,
p<0,001), te najmanje vrijednosti serumskih albumina (medijan 21 gr, IQ raspon 15,25-32,25
gr, p<0,001). Iznos 24h proteinurije na kraju praéenja, varijabla Biuret2, iznosila je 0,8 gr
(medijan) uz IQ raspon (0-7,5 gr), Sto sugerira povoljan klinicki tijek uz lijeCenje (RAAS
blokator s glukokortikosteroidom s ili bez imunosupresiva). Medijan serumske koncentracije
pocetnog kreatinina iznosio je 94 pmol/L (IQ raspon 80-136,25 pumol/L), uz procijenjenu
glomerularnu filtraciju 67,85 pmol/L/1,73m”> (medijan) i IQ raspon 23,70-120,80
umol/L/1,73m*. Na kraju pracenja, vrijednost serumskog kreatinina iznosila je 93,50 pmol/L
(medijan) uz IQ raspon 56-176 pumol/L, a procijenjena glomerularna filtracija 65,90
umol/L/1,73m* (medijan) uz IQ raspon (36-117.20 umol/L/1,73m?). Iz navedenih varijabli
bubrezne ekskrecijske funkcije, mozemo zakljuciti da u vecine bolesnika nije doSlo do

progresije bubrezne insuficijencije.

Sto se ti¢e histoloskih varijabli, FIZA je nadena u 30% bolesnika, a HA u 40%, u oba slu¢aja
ve¢inom blagog stupnja. U 25% bolesnika nadena je upalna infiltracija intersticija Sto je
manje u odnosu na IGAN (40%), a neSto visSe prema MN skupini (15%) (bez statisticke
znacajnosti). Varijabla IS imala je medijan 0,47 (IQ raspon 0,15-0,42), Sto je bilo statisticki
znacajno manje od IS u IGAN 1 neSto ve¢i od MN skupine. Varijabla IF imala je medijan
7,50% (IQ raspon 0-20%), Sto je histoloska potvrda da su bolesnici bioptirani u ranijem
stadiju bolesti. C3 komponenta komplementa nadena je pozitivna samo u 8% bolesnika §to je
statisticki znac¢ajno manje nego u IGAN bolesnika (80%) i MN bolesnika (85%), za razliku
od IgM imunokompleksa koji su nadeni u 42% bolesnika s FSGS. Ultrastrukturno gledajuci,
raspodjela bolesnika prema vaZze¢oj Columbia klasifikaciji bila je sljedeca: perihilarna FSGS
4%, klasicni oblik i tip varijanta po 42%, te celularni 12%. Vecina radova, osim u njih dva
(202, 203, 204), nije izdvojila jesu li tijekom ispitivanja razdvojili podskupine primarne i
sekundarne fokalne segmentalne glomeruloskleroze, niti su pokazali raspored odnosno udio

bolesnika prema Columbia klasifikacijskim kriterijima, osim u jednom radu (202).
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8.2.1. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza i TGF-p1

U FSGS bolesnika, nadena je pozitivna statisticki znacajna korelacija izmedu TGF-B1 u
glomerulu i TGF-Blu tubulointersticiju (p=0,000), te izmedu TGF-f1 u tubulointersticiju i
ET-1 u glomerulu (p=0,012). Pregledom literature nismo nasli na ovakav nacin ispitivane
korelacije. Navedeni razultat moze sugerirati da pojacana ekspresija ET-1 u glomerulu potice

distalnu ekspresiju TGF-B1.

Intenzitet imunoekspresije TGF-1 u glomerulu i tubulointersticiju nije bio zna¢ajno veci od
inteziteta ekspresije TGF-B1 u nalazu bioptata kontrolne skupine. Sli¢no kao i za rezultate
ispitivanja ekspresije TGF-B1 u IGAN bolesnika, ovakav nalaz najvjerojatnije barem
djelomicno odgovara Cinjenici da su gotovo svi ispitanici u naSem istrazivanju prije biopsije
bubrega krace ili duze vrijeme uzimali RAAS blokatore, dok u nekim studijama bolesnici
prije biopsije bubrega nisu uzimali RAAS blokatore (172). U pregledu literature nalazimo
radove koji su nasli znaCajnu ekspresiju TGF-f1 u glomerulu (174, 184, 195, 203) i
tubulointersticiju (172, 174, 184, 197, 199, 202, 203, 204), no postoje i1 radovi koji sukladno
naSim rezultatima nisu nasli statisticki znacajnu ekspresiju u glomerulu (187, 197, 199, 202).
U radu Danilewicza i suradnika, tubulointersticijska ekspresija TGF-B1 bila je intenzivnija u

bolesnika s primarnom nego u bolesnika sa sekundarnom FSGS (202).

Ve¢ smo ranije rekli da je prosjecna zZivotna dob bolesnika s FSGS bila znacajno veca u
odnosu na bolesnike s IGAN. Uz to, u bolesnika s FSGS, ekspresija TGF-f1 u
tubulointersticiju imala je tendenciju porasta blizu statisticke znacajnosti s porastom dobi
(p=0,059). U radu Alexopoulos 1 sur. je naglaSeno kako je dob bila jedna od statisticki
znacajnih pozitivnih prediktora bubreznog prezivljenja u bolesnika s FSGS, no autori nisu
nasli statisticki znac¢ajne povezanosti varijable dob i ekspresije TGF-B1 (204). Naime, poznato
je da s porastom dobi napreduje proces starenja svih organa tako i bubrega, u kojima se za
svaku dekadu Zivota u prosjeku smanjuje klirens kreatinina za 10 ml/min, a prema nekim
izvjestajima i broj nefrona (za otprilike 5000 nefrona po bubregu za svaku godinu), $to prema
Brickerovoj teoriji adaptacije na stres, podrazumijeva progresivno smanjivanje bubrezne
funkcionalne rezerve osobito u uvjetima dodatnog optereéenja i ozljeda u bubregu, u Sto
ubrajamo 1 proteinuriju nefrotskog ranga u FSGS bolesnika (42). Za druge numericke
varijable, indeks tjelesne mase, koncentracija lipida u krvi, kreatinin na pocetku i kraju

pracenja, procijenjena glomerularna filtracija na pocetku 1 kraju pracenja, 24-satna
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proteinurija na pocetku 1 kraju pracenja, serumska vrijednost albumina, nije pokazano
statistiCki znacajne povezanosti s bubreznom ekspresijom TGF-B1, kao niti za kategorijske
varijable spol, hipertenzija, hematurija, stupanj glomerularne ekspresije C3 i IgM. Za razliku
od nasih rezultata, neki radovi nalaze pozitivhu korelaciju izmedu veli¢ine proteinurije i
ekspresije TGF-B1 u tubulointersticiju (172). S druge strane retrospektivna studija
Alexopoulos 1 sur. pokazala je pozitivhu povezanost tubulointersticijske (ali ne 1
glomerularne) ekspresije TGF-B1 i kreatinina prilikom biopsije bubrega, te nakon 55 mjeseci
pracenja, no bez utvrdene nezavisne prediktivne vrijednosti (204). Drugi radovi, poput naSeg,
ne nalaze znacajne korelacije ekspresije TGF-B1 niti s proteinurijom niti sa serumskim
kreatininom (203). U jednoj prospektivnoj studiji, ekspresija mRNA TGF-B1 bila je nakon
godine dana pracenja u negativnoj povezanosti s proteinurijom, a intenzitet ekspresije
TGF-B1 u tubulointersticiju prilikom biopsije bubrega u statisti¢ki znacajnoj pozitivnoj

korelaciji s glomerularnom filtracijom (183).

(183). U pogledu korelacija varijabli morfoloskih promjena i tkivne ekspresije TGF-B1,
jedina pozitivna tendencija, ali bez statisticke znacajnosti, nadena je izmedu stupnja hijalinoze
arteriola 1 intersticijske ekspresije TGF-B1. U drugim radovima ne opisuje se povezanost
izmedu promjena na bubreznim krvnim zilama i bubrezne ekspresije TGF-B1. U nekoliko
radova spominje se statistiCki znac¢ajna povezanost izmedu glomerularne ekspresije TGF-B1 i
glomerularne skleroze (203) odnosno tubulointersticijske ekspresije TGF-B1 1 fibroze
intersticija (197, 203). Ve¢ navedena prospektivna studija Eikmansa i suradnika, pokazala je
negativnhu povezanost tubulointersticijske ekspresije mRNA TGF-f1 sa stupnjem
glomeruloskleroze (183). U naSem radu nije nadena povezanost ekspresije TGF-BI i
glomeruloskleroze odnosno intersticijske fibroze. U radu Danilewicza 1 suradnika
tubulointersticijska ekspresija TGF-B1 korelirala je obrnuto proporcionalno sa stupnjem
upalne infiltracije (202), dok je suprotno pokazala jedna grcka skupina autora (172). U naSem
radu nismo nasli znacajne povezanosti upalne infiltracije intersticija i ekspresije TGF-B1.
Najvece razlike medu radovima u literaturi jesu upravo oko glomerularne ekspresije TGF-p1,
gdje neki isticu intenzivnu ekspresiju upravo u skleroziranim glomerulima (195) ili u zdravim
segmentima skleroziranih glomerula (203), dok drugi (kao i naSe istrazivanje) ne nalaze
istaknute korelacije (187, 197, 199, 202). Za razliku od drugih radova, mi smo bolesnike
razvrstali u podskupine prema Columbia klasifikaciji, no nije nadena znacajna razlika medu

pojedinim podskupinama u odnosu na tkivnu ekspresiju TGF-B1.
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8.2.2. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza i ET-1

Ekspresija ET-1 u glomerulima bila je u statistiCki znacajnoj pozitivnoj korelaciji s
ekspresijom ET-1 u tubulointersticiju (p=0,008), te s ekspresijom TGF-f1 u glomerulima
(p=0,038) i TGF-B1 u tubulointersticiju (p=0,012). U literaturi ne nalazimo ispitivanje

navedenih korelacija.

Intenzitet imunoekspresije ET-1 u glomerulu (medijan 1,6, IQ raspon 1,2-2,5) bio je statisticki
znacajno veci od intenziteta ekspresije ET-1 u glomerulu kontrolne skupine (medijan 0,2, 1Q
raspon 0,0-0,5). Za ekspresiju ET-1 u tubulointersticiju nije nadena statisticki znacajna
razlika. Kao 1 u nasem istrazivanju, Nagai i suradnici nasli su statisti¢ki znacajnu ekspresiju u
glomerulima, ali i u krvnim zilama u odnosu na kontrolnu skupinu (308). Murer i1 suradnici
nasli su pozitivnu ekspresiju ET-1 i u glomerulu i tubulocitima, no moramo naglasiti da je u

istrazivanje bila uklju¢ena pedijatrijska populacija (326).

Niti jedna od ispitivanih numeric¢kih klini¢kih, biokemijskih niti histoloskih varijabli nije

nadena u znacajnoj korelaciji s glomerularnom ili tubulointersticijskom ekspresijom ET-1.

Sto se ti¢e kategorijskih varijabli, mugki spol imao je tendenciju jate ekspresije ET-1 u
glomerulu (medijan 1,7, IQ raspon 1,3-2,6) u odnosu na zZenski spol (medijan 1,1, IQ raspon
0,7-2,2), ali bez statisticke znacajnosti. Od histoloskih kategorijskih varijabli, veli¢ina
hijalinoze arteriola bila je u statisticki znacajnoj pozitivhoj povezanosti s jacinom
glomerularne ekspresije ET-1 (p=0,014). Isto je nadeno u radu Nagaia i suradnika (308). S
obzirom da smo takoder u iste skupine bolesnika nasli gotovo statisticki znacajnu pozitivnu
korelaciju varijable HA sa stupnjem tubulointersticijske ekspresije TGF-f1, moguce je da
interakcija ova dva citokina utjeCe na promjenu morfologije malih krvnih Zila u bubregu
bolesnika s FSGS. Medu klasifikacijskim podskupinama bolesnika (odredenima Columbia
klasifikacijom) nije nadena razlika u jacini bubrezne ekspresije ET-1, dok u drugim radovima

nismo nasli sli¢nih ispitivanja.

8.3. Membranski glomerulonefritis- op¢i dio

U istrazivanju je sudjelovalo 17 muskaraca (53,1%) i 15 Zena (46,9%) s medijanom dobi
53,50 godina (IQ raspon 41,50-57,50). Medijan indeksa tjelesne mase iznosio je 28,50 kg/m*

(IQ raspon 25-31,50), $to je nesto vise, ali bez statisticke razlike u odnosu na skupinu IGAN i
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FSGS. Oko 40% bolesnika imalo je hipertenziju, ve¢inom 1. stupnja. Hematurija zabiljeZena
je u 80% bolesnika, $to je vise nego u literaturi gdje se krece izmedu 30-50%, ali niti jedan
bolesnik nije imao makrohematuriju, dok prema literaturi je ona prisutna u do 5% bolesnika s
MN (310). Navedene razlike moguée su posljedica razli¢ito postavljenih kriterija hematurije
(broj eritorcita u vidnom polju sedimenta urina) u razli¢itim radovima. Procijenjena
glomerularna filtracija iznosila je 75,40 mL/min/1,73m” (medijan) uz IQ raspon 54,53-86,85
mL/min/1,73m?, a na kraju praéenja 73,65 mL/min/1,73m” (medijan) uz IQ raspon 52-90,58
mL/min/1,73m’. Prosje¢na promjena glomerularne filtracije (MDRD2-MDRDI1) na kraju
pratenja iznosila je 2,85 mL/min/1,73m’> (medijan) uz IQ raspon -14,45-13,83
mL/min/1,73m?, §to ukazuje na dobar oporavak velike veéine bolesnika. Proteinurija u 24h
uzorku urina u MN skupini na pocetku pracenja bila je 6,80 gr (medijan, IQ raspon 4-10,58
gr), a na kraju praéenja 0,43 gr (medijan, IQ raspon 0,22-0,74 gr). Sto se ti¢e histoloskih
varijabli, indeks ozljede iznosio je 0,15 (medijan) uz IQ raspon 0,06-0,30, §to je bilo
statistiCki znaCajno manje u odnosu na IGAN skupinu, a stupanj intersticijske fibroze iznosio
je 5% (medijan) Sto govori u prilog da vecina bolesnika je imala tek pocetne intersticijske
promjene bubreznog parenhima. U skladu s time te ranije spomenutim udjelom hipertenzivnih
bolesnika, promjena na zilama FIZA, bila je prisutna u 50% bolesnika i to ve¢inom blazeg
stupnja, te HA u oko 60% bolesnika, takoder blazeg stupnja. Upalna infiltracija intersticija
nadena je u 15% MN bolesnika, a glomerularni pozitivitet IgM imalo je 94% bolesnika medu
njima 75% visokog stupnja. U 30% bolesnika nadeno je prosirenje mezangijskog matriksa. Po
pitanju morfoloskog elektronskomikroskopskog statusa GBM 1 usadenosti imunih kompleksa
(prema Ehrenreich-Churgu), promjene I stupnja nadene su u oko 10% bolesnika, II stupnja u

53% 1 III stupnja u oko 37% bolesnika.

8.3.1. Membranski glomerulonefritis i TGF-p1

Kao $to smo ranije pokazali za IGAN i1 FSGS bolesnike, takoder nije nadena znacajno veca
ekspresija TGF-B1 u glomerulu i tubulointersticiju MN skupine prema kontrolnoj skupini.
Istovjetno prethodnim primjerima, ovakav nalaz moZe se tumaciti primjenom RAAS

blokatora prije ukljucivanja u istrazivanje (prije odredivanja imunoekspresije TGF-f1 1 ET-1).
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U literaturi postoje radovi koji slicno poput naSega nisu nasli znaCajnu glomerularnu
ekspresiju TGF-B1 (20, 172), ali u nekoliko radova ve¢a glomerularna ekspresija TGF-$1
(178,190, 193) i mRNA TGF-f1 (194) u bolesnika s MN bila je dokazana.

Za numericke varijable dob, lipidi u krvi, kreatininl, MDRD1, indeks ozljede, intersticijska
fibroza, Biuretl, Biuret2 i promjena Biureta, nisu nadene znacajne korelacije s ekspresijom
TGF-B1. Pozitivna tendencija bez statistickog znacaja nadena je izmedu varijable albumina u
krvi 1 glomerularne ekspresije TGF-B1 (p=0,098). U studiji Yanga i suradnika, glomerularna
ekspresija mRNA TGF-B1 nije bila povezana s veli¢inom proteinurije (181). Za razliku od
navedene studije, u radu Goumenosa i suradnika, pronadena je pozitivna korelacija tubularne
ekspresije TGF-B1 i veli¢ine proteinurije uz naglasak da bolesnici prethodno nisu uzimali

RAAS blokatore (172).

Takoder pozitivna tendencija nadena je i izmedu glomerularne i tubulointersticijske ekspresije
TGF-B1 i varijable promjena MDRD. Statisticki znacajna pozitivna korelacija zabiljeZena je
izmedu varijable MDRD2 i glomerularne ekspresije TGF-B1, drugim rijeCima veca
glomerularna filtracija na kraju pradenja nadena je u bolesnika s veéim intenzitetom
glomerularne ekspresije TGF-f1 prilikom biopsije bubrega. Suprotno nasim rezultatima, u
dvije studije nadena je znacajna pozitivna korelacija tubularne ekspresije TGF-B1 s razinom
serumskog kreatinina (20, 193), dok u jednoj studiji nije nadena znacajna korelacija

glomerularne ekspresije mRNA TGF-B1 s razinom kreatinina u krvi (181).

Za kategorijske varijable spol, hipertenzija, hematurija, upalna infiltracija intersticija,
promjene na krvnim zilama FIZA i HA, uvecanje mezangija, te stupanj ekspresije C3 1 IgG
nije bilo znacajnih korelacija. Pozitivna tendencija nadena je izmedu histoloske varijable
raspodjele imunokompleksa u GBM prema Ehrenreich 1 Churgu i glomerularne ekspresije
TGF-B1, sto bi moglo sugerirati da tezinu oste¢enja GBM u MN prati veca ekspresija TGF-
B1. Sli¢no su pokazali Endo i suradnici, koji su nasli znacajnije jaci intenzitet ekspresije
mRNA TGF-B1 u endotelu glomerularnih kapilara u bolesnika s MN 1II stupnja (prema
Ehrenreich 1 Churgu), nego onih s I stupnjem promjena GBM (178). Takoder, Kim je opisao
pojacani intenzitet glomerularne ekspresije mRNA TGF-B1 s debljinom GBM (194). U tri
rada opisuje se korelacija povecane glomerularne ekspresije TGF-f1(178, 193) i mRNA TGF-
B1 (181) s jacinom glomeruloskleroze, odnosno tubularne ekspresije TGF-f1 s veli¢inom

intersticijske fibroze (193) i intersticijske upalne infiltracije (172).
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8.3.2. Membranski glomerulonefritis i ET-1

Glomerularna ekspresija ET-1 korelirala je s tubulointersticijskom ekspresijom ET-1 i
glomerularnom ekspresijom TGF-B1. Navedene korelacije nisu istraZzivane u dostupnoj
literaturi. Ovaj rezultat upucuje na mogucu vaznost interakcije ova dva citokina u zadebljanju
GBM odnosno umnozavanju vezivnog medustanicnog matriksa oko formiranih imunih

kompleksa.

Za glomerularnu ekspresiju ET-1 pokazana je veca ekspresija prema onoj u kontrolnoj
skupini, $to nije vrijedilo i za tubulointersticijsku ekspresiju ET-1. Nije nadeno znacajnih
korelacija izmedu bubrezne ekspresije ET-1 i glomerularne te tubulointersticijske fibroze.
Glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znacajno pozitivno korelirala s visinom 24h
proteinurije prilikom biopsije bubrega, te je bila negativnho povezana s koncentracijom
serumskih albumina i padom 24h proteinurije na kraju prac¢enja. U radu Lerhkea i sur.,
ekspresija ET-1 u tubularnim epitelnim stanicama bila je ve¢a u onih s 24h proteinurijom> 2
gr u odnosu na bolesnike s manjom proteinurijom (307). Vlachojannis i sur., slicno
rezultatima Lerhkeove studije, nasli su pak pozitivnu ekspresiju ET-1 u tubulima u bolesnika
s nefrotskim sindromom (301). U naSem radu, nadalje, nadena je pozitivna tendencija izmedu
intenziteta glomerularne ekspresije ET-1 i razine serumskog kreatinina prilikom biopsije
bubrega. Tubulointersticijska ekspresija ET-1 bila je statisticki znac¢ajno pozitivnho povezana
sa stupnjem ekspresije C3 komponente komplementa u mezangiju. Uz to, nadena je negativna
tendencija i glomerularne i tubulointersticijske ekspresije ET-1 sa stupnjem uznapredovalosti
GBM promjena (u smislu Ehrenreich-Churgove klasifikacije). Za navedene korelacije, u
literaturi nismo nasli usporedivih studija i rezultata. U MN bolesnika s postignutom remisijom
zamijeCena je tendencija nizoj ekspresiji ET-1 u tubulointersticiju ali bez statisticke

znacajnosti.
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9. ZAKLJUCCI:

U bolesnika s IGAN:

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znacajno veca od glomerularne ekspresije ET-1

u kontrolnoj skupini

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znacajno pozitivno povezana s LDL i

endokapilarnom proliferacijom

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki znacajno je niza u bolesnika s postignutom

parcijalnom ili potpunom remisijom na kraju jednogodisnjeg pracenja

- glomerularna ekspresija TGF-B1 znac¢ajno je manja u bolesnika sa pove¢anjem serumskog

kreatinina na kraju prac¢enja

- glomerularna ekspresija TGF-B1 znacajno je veca u bolesnika s manjom tubularnom

atrofijom 1 intersticijskom fibrozom

- tubulointersticijska ekspresija TGF-Bl1 bila je =zna¢ajno manja u bolesnika s

makrohematurijom i u bolesnika s ve¢im stupnjem fibrointimalnog zadebljanja arteriola
U bolesnika s FSGS:

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znac¢ajno veca od glomerularne ekspresije ET-1

u kontrolnoj skupini

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je pozitivno povezana sa stupnjem hijalinoze

arteriola
U bolesnika s MIN:

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znac¢ajno veca od glomerularne ekspresije ET-1

u kontrolnoj skupini

- glomerularna ekspresija ET-1 bila je statisticki znacajno veca u bolesnika s nizim
koncentracijama serumskih albumina 1 manjim padom 24h proteinurije tijekom

jednogodisnjeg pracenja

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znacajno pozitivno povezana s koli¢inom 24h

proteinurije na pocetku praéenja
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- tubulointersticijska ekspresija ET-1 statistiCki je znacajno pozitivno povezana sa stupnjem

ekspresije C3 komplementa u mezangiju

- glomerularna ekspresija TGF-f1 statisticki je znacajno pozitivno povezana s

procijenjenom glomerularnom filtracijom na kraju pracenja.

Op¢enito:

- bolesnici s FSGS 1 MN bili su starije Zivotne dobi od bolesnika s IGAN 1 ispitanika

kontrolne skupine

- Dbolesnici s FSGS i MN imali su znacajno viSe vrijednosti 24 satne proteinurije, te

serumske koncentracije LDL 1 ukupnog kolesterola u odnosu na bolesnike s [IGAN

- bolesnici s IGAN i MN imali su zna¢ajnu ja¢u glomerularnu ekspresiju C3 komponente
komplementa u odnosu na bolesnike s FSGS

- Dbolesnici s IGAN imali su znac¢ajno veéi indeks ozljede u odnosu na bolesnike s FSGS i
MN

- glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je znacajno veca u svim pojedinim skupinama

bolesnika kao i svih bolesnika zajedno nego u ispitanika kontrolne skupine

- tubulointersticijska ekspresija ET-1 nije se razlikovala izmedu pojedinih podskupina
bolesnika i1 kontrolne skupine, ali je bila statisti¢ki znacajno vec¢a u skupini svih bolesnika

(sve tri podskupine zajedno) u odnosu na kontrolnu skupinu

- bubrezna ekspresija TGF-B1 nije se bitno razlikovala izmedu skupina bolesnika i
kontrolne skupine, najvjerojatnije zbog dugotrajnog uzimanja jednog ili vise RAAS
blokatora u vremenu prije biopsije bubrega

- ograni¢enja ovog rada jesu relativno maleni broj ispitanika, kratko¢a perioda pracenja i
uzimanje RAAS blokatora prije biospija bubrega (u smislu odredivanja ekspresije TGF-$1

u bubreznom tkivu).
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10. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANIJA: ispitati intenzitet i tkivnu raspodjelu imunoekspresije pretvorbenog
¢imbenika rasta beta-1 (TGF-Bl) i endotelina-1 (ET-1) u tri najces¢a primarna
glomerulonefritisa: IgA nefropatiji (IGAN), membranskom glomerulonefritisu (MN) i
fokalnoj segmentalnoj glomerulosklerozi (FSGS), te njihovu povezanost s varijablama

bubrezne funkcije odnosno tijekom bolesti.

ISPITANICI I METODE: u 91 bolesnika dobi od 18 do 80 godina biopsijom bubrega uz
druge laboratorijske pretrage definiran je jedan od gore navedenih primarnih
glomerulonefritisa. Uz rutinski histoloski pregled bioptata, na uzorcima bubreznog
parenhima provedeno je imunohistokemijsko ispitivanje ekspresije TGF-f1 1 ET-1. Kao
kontrolnu skupinu koristili smo bioptate 18 ispitanika s prolaznom blagom eritrociturijom
ili proteinurijom, kojima u bubreznom parenhimu nisu nadene patoloske promjene.
Bolesnicima su odredeni klinicki i laboratorijski parametri prilikom biopsije bubrega, te

nakon godine dana pracenja.

REZULTATI: ekspresija TGF-B1 nije se znacajno razlikovala u odnosu na kontrolnu skupinu.
U skupini bolesnika s IGAN, glomerularna ekspresija TGF-B1 povezana je s nizom
koncentracijom serumskog kreatinina na kraju pracenja, te stupnjem intersticijske fibroze
1 tubularne atrofije, a u bolesnika s MN je pozitivho povezana s procijenjenom
glomerularnom filtracijom na kraju prac¢enja. Nadalje, glomerularna ekspresija ET-1
statisticki je znacajno veca u svakoj od pojedinih skupina bolesnika s GN u odnosu
prema kontrolnoj skupini. U bolesnika s MN glomerularna ekspresija ET-1 statisticki je
znacajno povezana s 24h proteinurijom prilikom biopsije bubrega, a u bolesnika s FSGS
sa stupnjem hijalinoze arteriola. Nadena je statisticki znacajno sniZzena glomerularna

ekspresija ET-1 u bolesnika koji su postigli djelomic¢nu ili kompletnu remisiju.

ZAKLJUCCI: glomerularna imunoekspresija ET-1 povezana je s tijekom bolesti, no za

potvrdu toga potrebna su dugotrajna prospektivna istrazivanja s ve¢im brojem bolesnika.

Kljucne rijeci: endotelin, glomerulonefritis, pretvorbeni ¢cimbenik rasta beta.
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The influence of transforming growth factor beta and endothelin-1 in the course of

primary glomerulonephritis

OBJECTIVE: to investigate the level of immunoexpression and the tissue distribution of the
TGF-B1 and the ET-1 in the kidney biopsy specimens of the patients with three the most
common primary glomerulonephritides, and to examine the possible relationship between the
immunoexpression of the cytokines and the course of glomerulonephritis.

SUBJECTS AND METHODS: 91 patients who were diagnosed with the primary form of IgA
nephropathy (IGAN), membranous nephropathy (MN) or focal segmental glomerulosclerosis
(FSGS) were followed prospectively for one year. Initial clinical, laboratory and
pathohistological parameters at the time of the renal biopsy as well as the laboratory
parameters at the end of follow up period were compared with level of the TGF-B1 and the
ET-1 immunoexpression in biopsy specimens.

RESULTS: TGF-B1 renal immunoexpression was not significantly higher in comparation to
control group. In IGAN patients, glomerular TGF-B1 expression was negatively correlated
with the tubulointerstitial fibrosis and with serum creatinine level after one year, in MN group
positively correlated with estimated glomerular filtration rate at the end of the study. Opposite
results were found with ET-1 expression, where glomerular expression of ET-1 was
significantly higher in all three patient subgroups compared to the control group. In IgAN
group significant positive correlation is found between glomerular ET-1 expression level and
the serume LDL concentration as well as with the endocapillary proliferation. In MN lower
baseline serum albumine level and higher 24h proteinuria were corrleated with a higher
glomerular ET-1 expression. In FSGS group glomerular ET-1 expression was in positive
correlation with the grade of an arteriolar hyalinosis. In patients who achieved partial or
complete remmison, glomerular ET-1 expression appeared significantly lower compared to
those patients who experienced stationar course or disease progression.

CONCLUSION: glomerular ET-1 immunoexpression was significantly higher among patients
with glomerulonephritides compared to the control group and influenced on the course of
glomerulonephritis. This should be further investigated in future long-term prospective

studies with larger number of patients.
Key words: endothelin, glomerulonephritis, transforming growth factor beta.

PhD student: Miroslav Tisljar, MD, 2016.
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