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POPIS POKRATA | OZNAKA

ADAMTS - disintegrin i metaloproteinaze s motivom trombospondina (engl. A Disintegrin

and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs)

ADAMTSL2 — protein slican disintegrin i metaloproteinazi s motivom trombospondina 2

(engl. A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs like protein 2)

ADPKD - autosomno dominantna policisti¢na bubrezna bolest (engl. Autosomal Dominant

Polycystic Kidney Disease)

AER - stupanj izlu¢ivanja albumina u 24-satnoj mokraci (engl. Aloumin Excretion Rate)
ANOVA — analiza varijance (engl. Analysis of Variance)

ATP — adenozin trifosfat (engl. Adenosine Triphosphate)

BMP — kostani morfogenetski protein (engl. Bone Morphogenetic Protein)

BMP-1 — kostani morfogenetski protein 1 ili prokolagen c-proteinaza (engl. Bone

Morphogenetic Protein 1)

CCA — ciklus stani¢nog mirovanja (engl. Cell-Cycle Arrest)

CD14 — membranski receptor CD14 (engl. Cluster of Differentiation 14)

CRP — C-reaktivni protein (engl. C-Reactive Protein)

CTGF — ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (engl. Connective Tissue Growth Factor)

DAMP — molekulske strukture nastale osteenjem (engl. Damage-Associated Molecular
Pattern)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. Estimated Glomerular Filtration
Rate)

ECM - izvanstani¢ni matriks (engl. Extracellular Matrix)
ECM 1 — protein izvanstani¢nog matriksa 1 (engl. Extracellular matrix protein 1)

EGFR - receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor)



EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. Epithelial-to-Mesenchymal Transition)

ERK - kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom (engl. Extracellular signal-Regulated

Kinase)

ESRD - zavrsni stadij bubrezne bolesti (engl. End Stage Renal Disease)

EV - izvanstani¢ne vezikule (engl. Extracellular Vesicles)

FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. Fibroblast Growth Factor)

Fn14 — receptor za TWEAK (engl. Receptor for TNF-like Weak Inducer of Apoptosis)
FSP1 — specifi¢ni ¢cimbenik fibroblasta 1 (engl. Fibroblast Specific Protein 1)

GFR - brzina glomerularne filtracije (engl. Glomerular Filtration Rate)

Gli 1 — transkripcijski ¢imbenik onkogena povezanog s gliomom (engl. Transcription Factor

Glioma-Associated Oncogene Homology)

GUK - glukoza u krvi

GWAS - svegenomsko istrazivanje povezanosti (engl. Genome-Wide Association Study)
HABP 2 — protein 2 koji veze hijaluronan (Hyaluronan-Binding Protein 2)

HDL - lipoproteini visoke gustoée (engl. High Density Lipoproteins)

HIF-10 — hipoksijom induciran ¢imbenik 1 alfa (engl. Hypoxia Inducible Factor-/«)
IFNy — interferon gama

Ig — imunoglobulin (engl. Immunoglobulin)

IL-10 — interleukin-1 alfa

IL-1p — interleukin-1 beta

IL-6 — interleukin-6

IRAK1 — kinaza 1 povezana s receptorom za interleukin-1 (engl. Interleukin-1 Receptor-

Associated Kinase 1)

ITM — indeks tjelesne mase



JAK - Janus kinaze
JNK - c-jun n-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal Kinase)
KBB - kroni¢na bubrezna bolest

KDIGO - organizacija za pobolj$anje globalnih ishoda bubreznih bolesti (engl. Kidney Disease

Improving Global Outcome)

INcCRNA — duga-nekodirajuca ribonukleinska kiselina (engl. long-noncoding Ribonucleic Acid)
LAP — peptid povezan s latencijom (engl. Latency Associated Peptide)

LATS1/2 — supresorska kinaza velikih tumora 1/2 (engl. Large Tumor Suppressor Kinase 1/2)
LDL - lipoproteini niske gustoce (engl. Low Density Lipoprotein)

LRG — leucinom-bogat alfa-2 glikoprotein (engl. Leucine Rich alpha-2 Glycoprotein)

LTBP — protein koji veze latentni TGF- (engl. Latent TGF-$ Binding Protein)

MAPK — mitogenom aktivirane proteinske kinaze (engl. Mitogen-Activated Protein Kinases)

MASP1 — serinska proteaza lektina koji veze manan (engl. Mannan-Binding Lectin Serine
Protease 1)

MCP-1 — kemoatraktantni protein monocita-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1)
MiRNA — mikro ribonukleinska kiselina (engl. micro Ribonucleic Acid)

MMP — matriks metaloproteinaze (engl. Matrix Metalloproteinases)

MST1/2 — Ste20-sli¢na kinaza (engl. Ste-20-Like Kinase 1/2)

MTOR — vezno mjesto rapamicina u sisavaca (engl. Mammalian Target of Rapamycin)

MXRA 5 — protein povezan s pregradnjom matriksa 5 (Matrix-Remodeling-Associated
Protein 5)

NGAL - lipokalin vezan uz neutrofilnu gelatinazu (engl. Neutrophil Gelatinase-Associated
Lipocalin)



NKD2 — homolog proteina gole kozice Drozofile melanogaster 2 (engl. Naked cuticle protein

homolog of Drosophila melanogaster 2)

NLR — receptori sli¢ni oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide (engl. Nucleotide-

binding Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptor)

NLRP3 — receptori sli¢ni oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide s pirinskom

domenom 3 (engl. NLR Family Pyrin Domain Containing 3)
P — statisticka vjerojatnost (engl. Probability)
PBS — puferirana otopina fosfatnih soli (engl. Phosphate Buffered Saline)

PCPE-1 — pojacivac prokolagen C-endopeptidaze (engl. Procollagen C-endopeptidase
Enhancer 1)

PDGF — ¢imbenik rasta podrijetlom iz trombocita beta (engl. Platelet-Derived Growth
Factorp)

PDGFR-$ — receptor ¢imbenika rasta podrijetlom iz trombocita beta (engl. Platelet-Derived

Growth Factor Receptor-5)

PEDF — pigmentni ¢imbenik podrijetlom iz epitela (engl. Pigment Epithelium-Derived

Factor)

PEMT - parcijalna epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. partial Epithelial-to-

Mesenchymal Transition)
PI13K — fosfatidil inozitol 3-kinaze (engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase)

PRR - receptori za prepoznavanje molekulskih struktura (engl. Pattern Recognition

Receptors)

SASP — sekretorni fenotip stanica s izrazenim signalnim putevima procesa starenja (engl.

Senescence-Associated Secretory Phenotype)
SD - standardna devijacija
SGLT2 — kotransporter tipa 2 za natrij i glukozu (engl. Sodium-glucose Cotransporter-2)

SLRP - mali, leucinom-bogati proteoglikani (engl. Small, Leucine-Rich Proteoglycans)



SMAD - SMAD signalni put (engl. Small Mothers Against Decapentaplegic)
SNP — pojedinac¢ni nukleotidni polimorfizam (engl. Single Nucleotide Polymorphism)

STAT - provodnik signala i aktivator transkripcije (engl. Signal Transducer and Activator of

Transcription)

TAZ — transkripcijski koaktivator s PDZ-veznim motivom (engl. Transcriptional Coactivator
with PDZ Binding Motif )

TGF-B1 — transformirajuci ¢imbenik rasta beta 1 (engl. Transforming Growth Factor-Beta 1)

TGF-p ig-h3 — transformiraju¢im ¢imbenikom rasta beta inducirani protein ig-h3 (engl.

Transforming Growth Factor-Beta-induced protein ig-h3)

TGFR — receptor za transformirajuéi ¢imbenik rasta beta (engl. Transforming Growth Factor

Receptor)

TIMP — tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza (engl. Tissue Inhibitors of Matrix

Metalloproteinases)

TLR — receptor sli¢an Toll receptoru Drosophila vrste (engl. Toll-Like-Receptor)

TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora-alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-Alpha)

TNFR — receptor za ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-a Receptor)

TRAF — ¢imbenik povezan s receptorom za ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor

Necrosis Factor-a Receptor Associated Factor)

TWEAK - slabi induktor apoptoze sli¢an ¢imbeniku nekroze tumora (engl. TNF-like Weak

Inducer of Apoptosis)

TYK?2 —tirozin kinaza 2 (engl. Tyrosine Kinase 2)

tzv. — takozvani

UUO — unilateralna opstrukcija uretera (engl. Unilateral Ureteral Obstruction)
VCAM-1 — protein adhezije vaskularnih stanica 1 (engl. Vascular cell adhesion protein)

VEGF — ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (engl. Vascular Endothelial Growth Factor)



VEGFR — receptor za ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (engl. Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor)

vs — naspram (lat. versus)
YAP —engl. Yes-Associated Protein

¥2 — vrijednost testa proporcija (engl. Chi Square Test)



1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. Kroni¢na bubrezna bolest

Kroni¢na bubrezna bolest (KBB) je opceniti termin za skupinu razlicitih etioloSkih entiteta,
kojima je zajednic¢ko postupno pogorSanje bubrezne funkcije sve do njenog potpunoga gubitka,
kada ju je potrebno nadomjestati razli¢itim metodama dijalize ili transplantacijom bubrega.
Organizacija za poboljSanje globalnih ishoda bubreznih bolesti (KDIGO, Kidney Disease
Improving Global Outcome) definira KBB kao poremecaj bubrezne strukture ili funkcije, u
trajanju od najmanje 3 mjeseca te uz prisutnost jednog od sljede¢ih dvaju uvjeta: 1) brzina
glomerularne filtracije (GFR, engl. Glomerular Filtration Rate) manja od 60 ml/min/1,73 mz
I1) prisutnost biljega bubreznog ostecenja (1). Biljezima bubreznog oste¢enja smatramo: (a)
albuminuriju, definiranu izlu¢ivanjem > 30 mg albumina u mokraci tijekom 24 sata (AER) ili
omjerom albumina 1 kreatinina > 30 mg/g u jednokratnom uzorku mokrace, (b) patoloski
sediment mokrace, (c) poremecaj histologije bubreznog tkiva utvrdene biopsijom ili promjenu
strukture bubrega utvrdenu slikovnim dijagnostickim metodama; (d) poremecaj funkcije
bubreznih kanalica i (e) stanje nakon presadbe bubrega (2). Ukoliko se u trenutku pregleda ne
moze precizno utvrditi trajanje bubrezne bolesti, odnosno procijeniti radi li se o akutnoj ili
kroni¢noj bubreznoj bolesti, potrebno je pratiti i ponavljati laboratorijske nalaze. Trenutno
nema usuglaSenog stava koliko vremensko razdoblje sniZzene glomerulske filtracije treba
prihvatiti kao sigurni kriterij za dijagnozu KBB, ali naj¢esce se smatra da on mora biti barem
90 dana.

Stupnjevanje tezine KBB odredujemo temeljem vrijednosti glomerularne filtracije, stupnja
albuminurije 1 etiologije bubrezne bolesti (1). Klju¢no je stupnjevanje prema vrijednosti GFR
izraZzene u ml/min 1 korigirane prema standardnoj tjelesnoj povrsini (1,73 m?), temeljem koje
razlikujemo 5 stupnjeva KBB: KBB1 s normalnom ili visokom GFR (= 90); KBB2 s blago
snizenom GFR (60-89); KBB3a s blago do umjereno snizenom GFR (45-59); KBB3b s
umjereno do tesko snizenom GFR (30-44); KBB4 s tesko snizenom GFR (15-29); KBB5 s GFR
< 15, a koju jo§ nazivamo zavr$nim stadijem KBB (ESRD, iz engl. End Stage Renal Disease).
Stupnjevima se dodatno pridruzuju kategorije albuminurije (A1-A3), pri ¢emu Al oznacava
kategoriju bez albuminurije (AER < 30 mg), A2 umjerenu albuminuriju (AER 30-300 mg), a
A3 tesku albuminuriju (AER > 300 mg). Ukoliko u bolesnika nisu utvrdeni drugi biljezi
bubreznog osStecenja, tada se izolirani nalaz smanjene glomerularne filtracije, koji bi pripadao

u stupanj KBB1 i KBB2, ne smatra dijagnostickim kriterijem za KBB (1).



Vrijednost  glomerularne filtracije moze se najtocnije  odrediti  scintigrafijom
ioheksolom/iotalamatom ili manje pouzdanije klirensom kreatinina, no u rutinskoj praksi GFR
najcesce se procjenjuje putem Siroko dostupnih racunskih formula za procijenjenu brzinu
glomerularne filtracije (eGFR, engl. estimated Glomerular Filtration Rate), koje procjenjuju
glomerularnu filtraciju temeljem vrijednosti koncentracije kreatinina ili cistatina C u Kkrvi
bolesnika. Od dostupnih formula najéesce se koristi CKD-EPI formula, koja je tijekom godina
i modificirana (3).

Temeljem procjena iz 2017. godine oko 9% svjetske populacije boluje od KBB, a godisnje od
posljedica KBB i pridruZenih kardiovaskularnih komplikacija umire oko 2,6 milijuna ljudi (4).
Uznapredovala KBB, a posebno ESRD, koja zahtijeva nadomjeStanje bubreZzne funkcije
dijalizom, dodatno pridonose gubitku funkcionalnosti i kvalitete zivota oboljelih. KBB biljezi
stalni porast na ljestvici vodeéih uzroka smrti u svijetu i temeljem dosadasnjeg trenda
procjenjuje se da bi 2040. godine mogla doseci peto mjesto na ljestvici svih uzroka smrti u
svijetu (5).

Seéerna bolest najznadajniji je rizi¢ni ¢imbenik za razvoj KBB, dok je poviseni krvni tlak
najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za razvoj kardiovaskularnih bolesti, povezan i s razvojem KBB (6).
Procjena ucestalosti primarnih bolesti glomerula zna¢ajno varira zbog neujednacenog pristupa
dijagnostici ove skupine bubreznih bolesti. S obzirom da je KBB u ranim stupnjevima obi¢no
asimptomatska, znacajan trud ulaze se u programe ranog otkrivanja bolesti, koji obuhvacaju
pretrazivanje rizi€nih skupina najceS¢e metodom detekcije albumina u mokraci. Poseban trud
pridaje se osvjes¢ivanju potrebe za ranom dijagnostickom biopsijom bubrega u svrhu
pravovremenog otkrivanja i lije¢enja primarnih bolesti glomerula (7).

U terapijskom smislu, specifi¢no lijeenje moguce je u sluc¢aju primarnih bolesti glomerula,
dok se u bolesnika s drugim uzrocima KBB uglavnom nastoji usporiti napredovanje bolesti
dobrom kontrolom krvnog tlaka, regulacijom Secerne bolesti, lijeCenjem dislipidemije i
optimiziranjem dijetetskih mjera (2). U uznapredovalom i zavrSnom stupnju KBB vazno je
lijeCenje anemije 1 adekvatna korekcija poremecaja mineralno-koStanog metabolizma te
kvalitetno nadomjestanje bubrezne funkcije dijalizom uz maksimalno moguce odrzavanje
kvalitete zivota bolesnika (8).

Najbolji oblik nadomjestanja bubrezne funkcije svakako je transplantacija bubrega, za koju se
bolesnici pocinju pripremati ve¢ tijekom stupnja KBB4. Ipak, dugoro¢no prezivljenje
transplantiranog bubrega joS§ uvijek je limitirano brojnim ¢imbenicima (9). Stoga su znacajni

napori usmjereni o€uvanju bubrezne funkcije ili bar usporavanju progresije KBB.



Djelomic¢ni uspjeh u usporavanju progresije KBB moguce je posti¢i primjenom inhibitora
renin-angiotenzinskog sustava, a odnedavno znacajnu korist u klini¢kim studijama pokazuju
inhibitori transportera tipa 2 za natrij i glukozu (SGLT2, engl. Sodium-glucose Cotransporter-
2) u stanicama proksimalnih kanali¢a bubrega (10). Ipak, moguénosti lijeCenja razvijene KBB
1 dalje su znaCajno ograni¢ene. Sve bubrezne bolesti, neovisno o etiologiji, zavrSavaju
bubreznom fibrozom, trajnim oSte¢enjem bubreznog tkiva (11). Prepoznavanje klju¢nog
trenutka u procesu fibrogeneze, pri kojem bi bilo moguce fibrogenezu zaustaviti i vratiti sustav
u stanje homeostaze, predmet je brojnih aktualnih istrazivanja. Uz produbljivanje spoznaja o
mnogobrojnim patofizioloskim mehanizmima, znacajan napor pridaje se i otkrivanju novih
bioloskih ¢imbenika, koji sudjeluju u patogenetskom procesu, a mogucée ih je utvrditi u
prijelomnom periodu iz krvi ili mokrace bolesnika. Uz dijagnosticki znacaj, ovakve molekule
mogu biti i cilj terapijskih intervencija (12).

lako pod terminom bubrezne fibroze najcesée podrazumijevamo iskljuc¢ivo  tubulo-
intersticijsku fibrozu, znacajan znanstveni napredak ostvaren je zadnjih godina i u podrucju
razumijevanja patogeneze glomeruloskleroze (13). Oba procesa u konacnici doprinose gubitku
funkcionalnog bubreznog tkiva, a time i1 razvoja ESRD-a. U glomerulu proces fibroze pocinje
aktivacijom glomerularnih epitelnih stanica, prvenstveno podocita, uslijed razli¢itih etioloskih
ostec¢enja, ukljucujuci i proces glomerularne hiperfiltracije. Posljedi¢no dolazi do aktivacije
epitelnih stanica Bowmanove cahure, koje pocinju izluCivati kemokine 1 migriraju u
Bowmanov prostor formirajuci celularne polumjesece, koji u konacnici postaju fibrozni te cijeli

proces vodi ka glomerulosklerozi (14).

1.2. Stani¢ni i molekularni mehanizmi tubulointersticijske fibroze

Bubrezna fibroza je s histoloskog aspekta definirana patoloskim nakupljanjem razlicitih
komponenata izvanstani¢nog matriksa (ECM) u prostoru intersticija tkiva bubrega, atrofijom
bubreZznih kanali¢a te propadanjem 1 nestankom bubreznih kapilara (15). lako prisutnost
tubulointersticijske fibroze u tkivu bubrega ne korelira dobro s laboratorijskim pokazateljima
bubreznog zatajenja, njen stupanj odli¢no predskazuje kljucne ishode KBB, kao $to su brzina
postizanja ESRD-a i potreba za nadomjesnim bubreznim lijeCenjem. Stoga je stupnjevanje
tubulointersticijske fibroze uklju¢eno u gotovo sve patohistoloske klasifikacije bubreznih

bolesti, posebno primarnih bolesti glomerula i patologije transplantiranog bubrega (16,17).



Bubreznim intersticijem u uzZzem smislu smatramo prostor izmedu tubula, glomerula i
peritubularnih kapilara, iako mu strukturalno takoder pripada i vezivno tkivo podrucja
bubreznih arteriola te intraglomerularni mezangij. Intersticij se sastoji od bubrezne strome koju
¢ine raznovrsni proteini izvanstani¢nog matriksa, u koji su ulozene mezangijske 1 upalne
stanice. U Sirem smislu, peritubularne kapilare i limfaticko Zzilje, zbog svoje funkcionalne
povezanosti s ostalim komponentama izvanstani¢nog matriksa, takoder pripadaju bubreznom

intersticiju (18).

Razumijevanje patogeneze tubulointersticijske fibroze znacajno se produbilo tijekom zadnjeg

desetljeca (13,19).

Ranije se patogeneza bubrezne fibroze temeljila na paradigmi epitelno-mezenhimalne (EMT,
engl. Epithelial-to-Mesenchymal Transition), a potom i na endotelno-mezenhimalnoj tranziciji
(engl. Endothelial-to-Mesenchymal Transition), procesu u kojem bi epitelne stanice
proksimalnih tubula i endotelne stanice peritubularnih kapilara, nakon ozljede, poprimale
funkcionalna 1 strukturalna obiljezja miofibroblasta, stanica proizvodaca izvanstani¢nog
matriksa u procesu fibrogeneze (20,21). Takoder je, temeljem klinickih studija, postalo
razvidno da signalni putevi posredovani transformirajué¢im ¢imbenikom rasta-beta (TGF-B,
engl. Transforming growth factor-beta 1) nisu jedini generator fibrogeneze i da se iskljucivo
blokadom ovog ¢imbenika i njegove signalizacije ne moze zaustaviti razvoj fibroze (22-26).
Fokus istraZzivanja proSirio se u ovom podru¢ju prema molekularnim i imunoloskim

mehanizmima u fibrogenezi, ¢emu je posebno koristio ubrzani razvoj tzv. ,,omics* tehnologije.

Nove spoznaje o podrijetlu i funkciji intersticijskih miofibroblasta, procesima aktivacije
epitelnih stanica tubula, mehanizmima komunikacije izmedu strukturalnih, mezenhimalnih 1
upalnih stanica bubreznog intersticija te spoznaje o aktivnoj ulozi sastavnica izvanstani¢nog
matriksa u procesu nastanka bubrezne fibroze temelji su danasnjeg razumijevanja regulacije

procesa fibrogeneze (27-30).

Na Slici 1. pojednostavljeno je prikazan sloZzeni mehanizam regulacije bubreZzne fibrogeneze.

Klju¢ni segmenti ove regulacije opisani su u sljede¢im poglavljima.
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz slozenih mehanizama regulacije bubrezne fibrogeneze

1) bubrezna ozljeda; 2) parcijalna epitelno-mezenhimalna tranzicija; 3) transformacija
miofibroblasta; 4) regulacija i autoregulacija miofibroblasta: a) proizvodnja i luenje sastavnica
ECM-a; b) lucenje kemokina i citokina; c¢) aktivacija sustava nespecificne imunosti; 5)
pregradnja ECM-a. MMP - matriks metaloproteinaze; ADAMTS - disintegrin i
metaloproteinaze s motivom trombospondina; DAMP - molekulske strukture nastale
oste¢enjem; TLR - receptor sli¢an Toll receptoru Drosophila vrste; PMN - polimorfonuklearni
leukociti; SASP - sekretorni fenotip s izrazenim signalnim putevima procesa starenja. Slika je

izradena u programu Biorender.com.



1.2.1. Molekularne promjene epitelnih stanica bubreznih tubula nakon ozljede

Ozljeda epitelne stanice tubula pocetni je dogadaj patofizioloskog procesa bubrezne
fibrogeneze (31). U istrazivanjima povezanosti genskih promjena s pojavnos¢u bolesti na razini
cijeloga genoma (engl. GWAS, Genome Wide Association Studies), utvrdeno je da su
pojedinacni nukleotidni polimorfizmi (engl. SNP, Single Nucleotide Polymorphisms) povezani
s pojedinim bubreznim bolestima, ali ne direktno s poznatim signalnim putevima fibrogeneze
(32). GWAS nije utvrdio mutacije gena za kljuéne profibroti¢ke signalne molekule, poput TGF-
B. Ipak, odredene mutacije, koje dovode do pojacane proizvodnje i nakupljanja specifi¢nih
proteina u tubularnim stanicama, mogu biti i pokreta¢ procesa fibrogeneze, a SNP, smjesteni
uz gene za metabolicku aktivnost stanice, mogu u epitelnim stanicama tubula stvarati

preduvjete za pokretanje profibrogene signalizacije (33,34).

Kako je ve¢ spomenuto, teorija da aktivirane epitelne stanice tubula, u procesu potpune
epitelno-mezenhimalne tranzicije, fenotipski ,postaju miofibroblasti, otklonjena je
znanstvenim spoznajama o njihovom podrijetlu (35). Nacelno, prvotna ozljeda dovodi do
aktivacije 1 fenotipskih promjena epitelnih stanica, koje posljedi¢no pojacavaju signalnu
komunikaciju s okolnim intersticijem. Aktivacijom epitelnih stanica, u njima se dogadaju
promjene stani¢nog ciklusa, metabolicke aktivnosti te njenog sekretornog statusa, a sve ove
promjene, temeljem recentne literature, objedinjene su pod nazivom parcijalna epitelno-
mezenhimalna tranzicija (pEMT) (36). Aktivirane epitelne stanice pokre¢u mehanizam svog
oporavka, koji uklju¢uje pokretanje procesa programirane stani¢ne smrti (apoptoze) ili
regulirane nekroze (tzv. nekroptoze), a u kojima sudjeluju stanice nespecificnog imunoloskog
odgovora, posebno makrofagi (37-39). U slucaju ponavljajuc¢e ozljede, proupalni signalni
putevi ukljuceni u proces nekroptoze bivaju preusmjereni u profibrogene. U ovom procesu
sudjeluju i tzv. molekulske strukture nastale oStecenjem (DAMP, engl. Damage associated
molecular patterns), koje su dio sustava nespecifi¢cnog imunoloskog odgovora, a oslobadaju se
iz stanice nakon ozljede kao znak upozorenja (40). DAMP potom aktiviraju dendriti¢ke stanice
i makrofage u svom okoli$u, ¢ime dodatno pojacavaju upalni odgovor i pridonose stvaranju
proupalnog 1 profibrogenog izvanstani¢nog okruzenja. Ponavljaju¢om ili trajnom ozljedom
epitelnih stanica u njima se aktivira mehanizam tzv. odgovora DNA na ozljedu (engl. DNA-
damage response), koji ukljucuje prelazak stanice u ciklus G2/M stani¢nog mirovanja (engl.

Cell-Cycle Arrest), Sto kratkoro¢no S§titi stanicu od ozljede, ali dugotrajno mirovanje stanice



aktivira njenu daljnju promjenu u tzv. sekretorni fenotip s izraZzenim signalnim putevima
procesa starenja (SASP, engl. Senescence-Associated Secretory Phenotype) (41). Epitelne
stanice sa SASP fenotipom karakterizira tzv. patoloski sekretom, koji ukljucuje proizvodnju
proinflamatornih citokina poput interleukina-6 (IL-6), ¢cimbenika nekroze tumora alfa (TNF-a.),
interferona gama (IFN-y) te kemoatraktantnog proteina monocita-1 (MCP-1/CCL2), koji je
poznati bioloski biljeg bubrezne fibroze (42). Epitelna stanica SASP fenotipa luc¢i i
profibroticke ¢imbenike poput TGF-B te proteine izvanstani¢nog matriksa, koji posreduju u
mreze 2 (CCN2; engl. Cellular Communication Network Factor 2), prethodno poznatog pod
imenom c¢imbenik rasta vezivnog tkiva (CTGF, engl. Connective Tissue Growth Factor).
Utvrdeno je da se CCN2/CTGF moze nakon izlucivanja ponovo vezati na epitelnu stanicu
putem receptora za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR, engl. Epidermal Growth Factor
Receptor), §to ukazuje na ulogu sustava pozitivne povratne sprege izmedu ¢imbenika ECM-a i
epitelne stanice tubula (Slika 1.) (43). SASP fenotip u humanim stanicama povezan je i sa
stvaranjem inflamasoma, koji se javlja kao potreba stanice za rjeSavanjem nakupljenih,
nerazgradivih tvari u vlastitim lizosomima. Proces se odvija putem aktivacije receptora sli¢nih
oligomerizacijskoj domeni, koja veze nukleotide s pirinskom domenom 3 (NLRP3, engl. NLR
family pyrin domain containing 3), ¢ime se poti¢e formiranje inflamasoma daljnjom
aktivacijom kaspaze 1 uz istovremeno postupno otpustanje citokina IL-la, -1p 1 IL-18.
Formiranje inflamasoma utvrdeno je i u epitelnim stanicama tubula, koje su poprimile SASP

fenotip (19).

Epitelne stanice proksimalnih tubula bubrega pripadaju skupini stanica visokog stupnja
metaboli¢ke aktivnosti jer sudjeluju u aktivnom transportu velikog broja molekula (44). Stoga
akumuliraju veliku koli¢inu energije u obliku adenozin trifosfata (ATP), koju dobivaju ve¢inom
oksidacijom slobodnih masnih kiselina (FAO, engl. fatty acid oxidation). Kao posljedica
ozljede poremecen je proces FAO s posljedi¢nim nakupljanjem masnih kiselina, $to dovodi do
promjene oblika stanice i ujedno manjka energije, potrebne za metabolicke procese. Ovakav
poremecaj dogada se 1 tijekom fibrogeneze (45). Analizom ekspresije signalnih puteva u KBB
naden je znacajno sniZen izrazaj metabolickih puteva, vezanih uz proizvodnju energije u
mitohondrijima (46). Genetskim istrazivanjima utvrdena je povezanost delecije gena za
metaboli¢ke procese u epitelnim stanicama proksimalnih tubula s razvojem bubrezne fibroze i

gubitkom bubrezne funkcije (47).



Osim navedenih procesa, istrazuju se 1 epigenetske promjene epitelnih stanica povezane s
fibrozom. Epigenetska promjena ekspresije pojedinih gena moze rezultirati pojacanom
proizvodnjom proupalnih i profibrotickih molekula ili aktivacijom njihovih signalnih puteva
tijekom fibrogeneze (48). Na epigenetske promjene mogu utjecati Cimbenici unutar stanice, ali
i izvanstani¢nog prostora. Nakon transplantacije, stanice donorskog bubrega dolaze u dodir s
okoliSem primatelja §to znacajno utjece na epigenetske promjene, koje su povezane s razvojem
fibroze grafta (49). Epigenetske promjene ukljucuju metilaciju DNA, modifikacije histona, ali
su najdinamicnije promjene vidljive u stvaranju pojedinih mikro ribonukleinskih kiselina
(miRNA,; engl. micro Ribonucleic Acid). MiRNA moduliraju ekspresiju gena vezuci se za
ciljanu prijepisnicku RNA ¢ime moduliraju njene daljnje ucinke. Promjene u sintezi ili
regulaciji miRNA povezane su s kriticnim tockama u procesu aktivacije, ali i supresije
fibrogeneze (50). Pojedine miRNA utjecu na transkripciju gena za ¢imbenike stani¢ne adhezije
poput E-kadherina kao i represore njihove transkripcije ZEB1 i ZEB2 (engl. Zinc finger E-box-
binding homeobox 1 and 2). Pojac¢ana ekspresija miRNA-21 utvrdena je u mi§jem modelu
fibroze transplantiranog bubrega, a njenom inhibicijom postize se regresija fibroze. Takoder,
na stanicnom modelu utvrdeno je da se komunikacija izmedu makrofaga i1 miofibroblasta
djelomi¢no ostvaruje izvanstani¢nim vezikulama, koje prenose miRNA-21. Internalizacija ovih
endovezikula u miofibroblaste odvija se putem receptora signalnog puta usjeka 2 (NOTCH2,
engl. Notch Receptor 2), a rezultira proupalnim i profibroti¢kim uéincima (51). Potpuno novo
podrudje istrazivanja bavi se ulogom dugih-nekodiraju¢ih RNA(IncRNA, long-noncoding

Ribonucleic Acid), koje su u istrazivanjima pokazale povezanost s fibrogenezom (49).

1.2.2. Signalni putevi u bubreznoj fibrozi

Signalne puteve u fibrogenezi mozemo nacelno podijeliti na profibrogene i proupalne, iako neki
od njih mogu ostvarivati istovremeno ili alternativno oba ucinka. Takoder, pojedini putevi

medusobno se isprepli¢u u odredenom dijelu signalnog slijeda.
1.2.2.1. TGF-B/SMAD signalni put

Najpoznatiji i temeljni profibrogeni signalni put u bubreznoj fibrozi posredovan je ¢imbenikom
rasta TGF-B1 (22). Njegova pojacana ekspresija dokazana je u razvoju kroni¢nog stadija vecine
bubreznih bolesti. Sintetizira se u obliku prekursora, od kojeg se posttranslacijskom

modifikacijom oslobada peptid povezan s latencijom (LAP, engl. Latency Associated Peptide),



koji se veZe na zreli TGF-f homodimer te se potom zajednicki veZzu na protein koji veze latentni
TGFB (LTBP, engl. Latent TGF-§ Binding Protein) i S njim formiraju neaktivni kompleks
TGF-B/LAP/LTBP. Ovaj kompleks nalazi se u izvanstani¢nom matriksu, a aktivaciju TGF-3
posreduju matriks metaloproteinaza-2 i -9, trombospondin i plazmin, oslobadaju¢i ga iz
kompleksa. TGF-B ostvaruje u¢inak vezanjem na membranski receptor za transformirajuci
¢imbenik rasta beta 1 (TGFR1), koji potom aktivira TGFR2, a daljnji signalni slijed prenosi se
putem SMAD (engl. Small mothers against decapentaplegic) transkripcijskih ¢imbenika.
SMAD?2 i SMAD3 aktiviraju se fosforilacijom, vezu s citoplazmatskim SMAD4 te se prenose
u jezgru. SMAD3 na DNA stimulira prepisivanje gena za profibrogene ¢imbenike: proteine
izvanstanicnog matriksa (kolagen tipa 1, a-aktin glatkih miSi¢nih stanica), tkivne inhibitore
matriks metaloproteinaza (TIMP, engl. Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases), ali
stimulira 1 prepisivanje profibroticlke miRNA 1 IncRNA. Proces aktivacije SMAD
transkripcijskih ¢imbenika kontroliran je ¢imbenikom SMAD7, koji je negativni regulator ovog
slijeda. Preko SMAD4 djeluju i kostani morfogenetski proteini (BMP, engl. Bone
morphogenetic proteins). TGFB/SMAD komunicira s drugim signalnim putevima ukljucujuci:
mitogenom-aktiviranom proteinskom kinazom (MAPK), WNT/B-kateninskim putem, EGFR-
om, veznim mjestom rapamicina u sisavaca (MTOR, engl. Mammalian Target of Rapamycin) i
putem cimbenika p53. EGFR takoder je prisutan na epitelnoj stanici tubula i vezanjem
epidermalnog ¢imbenika rasta ili TGF-a dolazi do aktivacije kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalom (ERK, engl. Extracellular signal-Regulated Kinase) i provodnika signala i aktivatora
transkripcije 3 (STATS3, engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3). STAT-3
izmedu ostalog posreduje 1 promjenu stani¢nog ciklusa u G2/M- fazu stani€énog mirovanja, kao

dio procesa parcijalne epitelno-mezenhimalne tranzicije (22).
1.2.2.2. Mitogenom-aktivirane proteinske kinaze

Mitogenom-aktivirane proteinske kinaze, u koje ubrajamo p38MAPK, c-Jun terminalnu kinazu
(JNK, engl. c-Jun N-terminal kinase) i ERK, mogu biti aktivirane razli¢itim ¢imbenicima rasta,
citokinima i ligandima nespecificnog imunoloskog odgovora. Signalizacija putem JNK aktivira
jun i fos transkripcijske ¢imbenike, koji poti¢u transkripciju gena za aktivatorski protein—1
(engl. Activator protein-1), ¢ija daljnja signalizacija pospjeSuje profibroticki u¢inak TGFp-1.
Ovaj signalni put posreduje i prepisivanje gena za citokine i kemoatraktante leukocita u
epitelnoj stanici tubula (52). Primjer posredovanja ove signalizacije u bubreznoj fibrozi je
vezanje angiotenzina 2 na stanice glomerularnog mezangija, koji putem MAPK potice

prepisivanje gena za trombospondin-1, odgovornog za aktivaciju LTGFp (53). Mitogenom-



aktivirane proteinske kinaze mogu fosforilirati i SMAD na poticaj TGFB1, ¢ime pospjesuju

njegov profibrogeni ucinak.
1.2.2.3. WNT/B-katenin signalni put

WNT signalni put znacajan je u razvoju bubrega. U KBB poveéava se aktivnost brojnih
molekula, koje imaju sposobnost vezanja za frizzled stani¢ni receptor WNT puta, koji se nalazi
na epitelnim stanicama tubula, pericitima i1 fibroblastima, Sto rezultira njihovim pojacanim
izrazajem B-katenina. Istrazivanja pokazuju da je u fibrogenezi aktivacija ovog puta znacajna i
rezultira sekrecijom molekula, koje u daljnjem tijeku aktiviraju miofibroblaste u procesu
pPEMT-e (54). Posebno je zanimljivo da aktivacija ovog signalnog puta u epitelnim stanicama
potice isklju¢ivo profibrogene, a ne i proupalne signalne puteve (55). Pokusaj blokade jednog
segmenta WNT signalnog puta u eksperimentalnom modelu, primjerice delecijom Wnt4 u
miofibroblastima, rezultira usporavanjem napredovanja bubrezne fibroze. Ipak, neovisno o tom
ucinku ekspresija B-katenina ostaje povisena, $to upucuje na istovremenu ukljucenost razli¢itih

signalnih kaskada istog puta (15).
1.2.2.4. HEDGEHOG signalni put

Poput WNT-a, Hedgehog signalni put (Hh) takoder je znacajan u razvoju bubrega, da bi potom
u zdravim stanicama bubrega bio inaktivan. Tijekom fibrogeneze zamijeéena je njegova
pojacana aktivacija u epitelnim stanicama tubula, a posreduje i komunikaciju izmedu epitelnih
i mezenhimalnih stanica intersticija (56). Vezanjem liganda za Hh receptor dolazi do aktivacije
transkripcijskog ¢imbenika Glil te posljedi¢nog prepisivanja Glil gena. Upravo je putem
pojacanog izrazaja Glil gena u pericitima, perivaskularnim fibroblastima 1 mati¢nim
stromalnim stanicama utvrdeno njihovo zajednicko podrijetlo, a pojacani izraZaj ovog gena
prati se i tijekom njihove transformacije u miofibroblaste (57). Znacajnu ulogu Hh puta u
bubrezZnoj fibrozi potvrduju eksperimentalni radovi delecije transkripcijskog ¢imbenika Gli2,
prekursora aktivacije Glil, u pericitima 1 perivaskularnim fibroblastima, ¢ime se fibrogeneza
prekida (58). Hh signalni put znacajan je i za nastanak vaskularnih kalcifikacija velikih krvnih
zila u bubregu, ali i u drugim organima. Opc¢enito napredovanjem KBB dolazi do nastanka
vaskularnih kalcifikacija. Pod utjecajem uremije, hiperfosfatemije i hiperlipidemije aktivira se
Hh signalni put u perivaskularnim stanicama adventicije ve¢ih krvnih Zila, poti¢e njihova

migracija kroz endotel u lumen, gdje sudjeluju u procesu formiranja kalcifikacija (59).

1.2.2.5. NOTCHY/Delta signalni put
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NOTCH/Delta takoder je znacajan u razvoju bubrega i odreduje sudbinu stanica u procesu
diferencijacije. Signalni slijed provodi se izmedu efektorske stanice, koja na svojoj povrsini
ima Delta ili Jagged (Jag) ligand i NOTCH receptora (NOTCH 1-4) na stanici, koja prima
signal, a nalazi se u neposrednoj blizini efektorske stanice. NOTCH je transmembranski
receptor, koji se konformacijski mijenja vezanjem liganda te se unutra$nji dio receptora odvaja,
prelazi u jezgru i potice prepisivanje NOTCH gena. Kontrola aktivacije ovog puta vrlo je
kompleksna i1 ukljucuje velik broj poznatih i joS nepoznatih mehanizama (60). Aktivnost
NOTCH signalnog puta dokazana je u KBB u ljudi i na zivotinjskom modelu. Smatra se da
aktivacija putem NOTCH receptora u epitelnoj stanici tubula dovodi do prepisivanja Twist i
Snail transkripcijskih ¢imbenika, posebno Snaill, koji onda parakrinim putem aktiviraju
intersticijske mezenhimalne stanice ili direktno miofibroblaste. | ovaj signalni put smatra se
dijelom pEMT-e (61).

1.2.2.6 JAK/STAT signalizacija

Signalizacija Janus kinazama (JAK) posredovana je STAT-om u citoplazmi stanice koji nakon
dimerizacije ulazi u jezgru i poti¢e prepisivanje ciljnih gena. JAK obitelj sadrzi 4 razlicite
kinaze: JAK 1-3 te tirozin kinazu 2 (TYK2, engl. Tyrosine Kinase 2) koje djeluju putem Sest
razli¢itih citoplazmatskih prijenosnika STAT-a, a odgovorne su za razvoj i sazrijevanje
imunoloSkog sustava, hematopoeze, ali 1 bubreZnih bolesti poput dijabeticke bolesti bubrega i
autosomno dominantne policisticne bolesti bubrega (62). JAK su prisutne na epitelnim
stanicama tubula, mezangijskim stanicama i podocitima. Ligandi JAK-a uglavnom su citokini
ili ¢imbenici rasta, ¢ija je ekspresija, kao i ekspresija samih JAK-a pojacana tijekom
fibrogeneze (63). Medutim, istrazivanja u tom podru¢ju nisu jednoznacna i1 pokazuju da se
inhibicijom STAT3 signalizacije fibrogeneza moze i usporiti i da se JAK-STAT signalizacijom
moze sprijeciti razvoj bubrezne fibroze na misjem modelu opstruktivne uropatije, unilateralnom

opstrukcijom uretera (UUQ) (64,65).
1.2.2.7. TWEAK/Fn14 signalni slijed

Slabi induktor apoptoze slican ¢imbeniku nekroze tumora (TWEAK, engl. TNF-like Weak
Inducer of Apoptosis) pripada obitelji ¢imbenika nekroze tumora (TNF, engl. Tumor Necrosis
Factor). VezZe se za Fnl4, receptor iz skupine receptora za ¢imbenike nekroze tumora
(TNFR, engl. Tumor Necrosis Factor Receptor) putem kojeg ostvaruje daljnji
komunikacijski signal s unutarstani¢énim ¢imbenikom povezanim s receptorom za ¢imbenik

nekroze tumora alfa (TRAF, engl. Tumor Necrosis Factor-a Receptor Associated Factor).
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Ovaj signalni slijed u konac¢nici dovodi do prepisivanja gena koji, ovisno o vrsti Stanice, mogu
rezultirati proliferacijom, upalom ili stani¢nom smrti. TWEAK moze aktivirati i ¢imbenik
NF-kp netipi¢nim slijedom. TWEAK je izrazen u epitelnim , mezangijskim stanicama i
podocitima. U proupalnom miljeu TWEAK moze u epitelnoj stanici pospjesiti apoptozu.
Zajedno s ¢imbenikom nekroze tumora-alfa (TNF-a) i interferonom gama (IFNy) sudjeluje u
procesu nekroptoze. TWEAK u fibroblastima potice prepisivanje i izlu¢ivanje upalnih
citokina (66). In vitro aktivira pretvorbu pericita u miofibroblaste te je odgovoran za njihovu
proizvodnju citokina (67). Izrazaj TWEAK-a u mi§jem modelu povezan je s razvojem upale i

fibroze, a njegovom inhibicijom proces se zaustavlja (66).
1.2.2.8. Signalizacija izvanstani¢nim vezikulama

Zadnjih godina otkriveno je da stanice mogu komunicirati i putem direktnog medusobnog
prijenosa unutarstani¢nih molekula izvanstani¢nim vezikulama (EV, engl. Extracellular
Vesicules), najces¢e njihovom podvrstom, egzosomima. Egzosomi mogu prenositi razli¢ite
stani¢ne proteine, miRNA, IncRNA, mRNA 1i lipide (68). Utvrdeno je da EV mogu prelaziti iz
sistemske cirkulacije u endotelne stanice kapilara te epitelne stanice tubula bubrega. Zanimljivo
je da se egzosomi mati¢nih stanica, koji prenose specificnu miR-146a-5p, mogu iz urina
transportirati u oSte¢enu tubularnu stanicu bubrega, gdje se potice prepisivanje gena za kinazu-
1 povezanu s receptorom za interleukin-1 (IRAK1, engl. Interleukin-1 Receptor-Associated
Kinase 1), §to posljedi¢no smanjuje oksidativni stres i upalu (69). Egzosomi, koji sadrze
pojedine vrste miRNA, prenose se iz oStecene epitelne stanice u fibroblaste kao jedan od oblika

komunikacije obuhvacen u procesu pEMT (70).
1.2.2.9. HIPPO signalni put

Hippo ili Salvador-Warts-Hippo (SWH), imenovan prema klju¢noj kinazi ovog signalnog puta
(Hippo kinaza), otkrivenog u vinske musice, regulira rast i stani¢nu prilagodbu tijekom razvoja
organa u zivotinja. Specifi¢no ime nastalo je iz ¢injenice da blokiranje ovog puta dovodi do
nekontroliranog rasta i fenotipske sli¢nosti s nilskim konjem (engl. hippopotamus). U¢inak se
u ljudi ostvaruje putem aktivacije nekoliko kljucnih kinaza, Ste20-sli¢ne kinaze (MST1/MST2,
engl. Ste-20-Like Kinase 1/2) te supresorske kinaze velikih tumora (LATS1/LATS2, engl.
Large Tumor Suppressor Kinase 1/2), koje posljedicno fosforiliraju ko-transkripcijske
¢imbenike YAP (engl. Yes-Activated Protein) i transkripcijski koaktivator s PDZ-veznim
motivom (TAZ, engl. Transcriptional coactivator with PDZ binding motif), ¢ime ih zadrzavaju

u citoplazmi, pospjesuju¢i njihovu razgradnju i1 onemogucavaju njihov transkripcijski
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potencijal u jezgri. YAP 1 TAZ utjeCu na prepisivanje gena vezanih uz modulaciju stanicnog
ciklusa, potencijala stani¢ne prilagodbe u organima te modulacije izvanstani¢énog matriksa i
potencijala stani¢ne pokretljivosti (71). Hippo signalni put nema svoje specifi¢ne receptore, veé
odgovara na promjenu mehanicisti¢kih odnosa medu stanicama kao i promjenu odnosa izmedu
stanica 1 izvanstani¢nog matriksa. Ovaj poticaj takozvanom mehanoregulacijom potvrden je i u
bubreznoj fibrogenezi. Aktivira se promjenama proteinskih kompleksa odgovornih za
medustanicnu komunikaciju, ali i direktnom komunikacijom s ECM-om, naj¢es¢e putem
integrina. Ovakva aktivacija vjerojatno dovodi do otvaranja pora na jezgrinoj membrani, ¢ime
se povecava utok YAP-a i TAZ-a u jezgru i aktivira transkripcija. Hippo ima i viSestruke
interakcije s drugim signalnim putevima, poput Wnt i MAPK puteva. YAP/TAZ ¢imbenici
smatraju se znac¢ajnim u regenerativnoj medicini i najvise se istrazuju u podrucju regeneracije
sr¢anog misi¢nog tkiva (72). Povezanost s bubreznom fibrozom opisana je u literaturi, a valja
izdvojiti zanimljivo istraZivanje Xu i suradnika u kojem je delecijom gena za MST1/MST2 u
epitelnoj stanici tubula postignuta hiperaktivacija transkripcije putem YAP/TAZ ¢imbenika,
koja je potom bila povezana s pojacanim izrazajem fibroze. Delecijom YAP ili TAZ signalnih
molekula fibroticki fenotip stanice povlaci se, $to rezultira smanjenim izrazajem fibroze (73).
Postoji znacajna razlika medu spolovima, vezana uz utjecaj ovog puta na nastanak bubrezne
fibroze, koja je vjerojatno povezana i s ko-aktivacijom ovih transkripcijskih ¢imbenika putem
EGFR-a, za kojeg je poznato da se razlicito aktiviraju u Zena i muskaraca (74). Zanimljivo je
da se ucinak na polarizaciju makrofaga u procesu nastanka bubreZzne fibroze, a koji je
posredovan signalizacijom WNT puta (WNT5a), ostvaruje takoder putem YAP-TAZ
¢imbenika, Sto ukazuje na medusobnu komunikaciju ovih puteva u segmentu aktivacije

¢imbenika nespecificnog imunoloskog sustava (75).
1.2.3. Uloga pericita i endotelno-pericitne komunikacije u patogenezi bubrezne fibroze

Tijekom fibrogeneze dogadaju se strukturalne i funkcionalne promjene peritubularnih kapilara,
koje se oc€ituju povecanjem broja vakuola u endotelnim stanicama, fokalnim proSirenjima
subendotelnog prostora, a kasnije i zadebljanjem bazalne membrane. U konacnici se broj
kapilara u intersticiju znatno smanjuje (engl. capillary rarefaction), sto dovodi do posljedi¢ne
ishemije 1 pogorSanja funkcije okolnih tubula (76). Teorija ,kroni¢ne hipoksije
tubulointersticija“ kao glavnoga generatora bubrezne fibroze u KBB postoji unazad 20-ak
godina, ali je recentnim istraZivanjima, posebice spoznajama o funkciji hipoksijom induciranog

¢imbenika 1 alfa (HIF-1a, engl. Hypoxia inducible factor-/a) dodatno potvrden njen znacaj.
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Znacajnu ulogu u tom procesu imaju periciti (Glil+ mezenhimalne stanice) koji se u ranoj fazi
fibrogeneze odvajaju od stijenke peritubularnih kapilara i postaju miofibroblasti (57). Dokaz da
periciti na ovaj nacin sudjeluju u inicijalizaciji fibrogeneze potvrden je istrazivanjem na mi§jem
modelu koje je pokazalo da je ablacija pericita u zdravih miSeva sama po sebi dovoljna za
pokretanje procesa, te posljedicno zbog hipoksije dovodi do ozljede epitelnih stanica tubula
(77). Poznato je da postoji komunikacija izmedu endotelnih stanica peritubularnih kapilara i
okolnih pericita. U ranoj fazi stanice pojacavaju komunikaciju koja posljedi¢no dovodi do
odvajanja 1 transformacije pericita. Ova komunikacija ostvaruje se c¢imbenikom rasta
podrijetlom iz trombocita (PDGFp, engl. Platelet-Derived Growth Factorf}) Kojeg luce
endotelne stanice, a putem vezanja na istovjetni receptor na pericitima (PDGFRp, engl.
Platelet-Derived Growth Factor Receptor-f) (78). Blokadom receptora za ¢imbenik rasta
vaskularnog endotela (VEGFR) na endotelnoj stanici blokira se i poc¢etni komunikacijski signal,

Sto ukazuje na primarnu ulogu endotelnih stanica u ovom procesu (79).

Zanimljivo istrazivanje Schrimpf C i suradnika, koji su analizirali ekspresiju gena u pericitima
tijekom ranog perioda nakon stani¢ne ozljede, pokazalo je da periciti u odrzavanju homeostaze
peritubularnih kapilara koriste i mogucénost pojacavanja ekspresije TIMP3 kao odgovora na
pojacanu ekspresiju ADAMTSI proteaze u endotelnoj stanici (80). Utvrdeno je da ekspresija
molekula ADAMTS 1 1 ADAMTS 2 na mi§jem modelu UUO raste nakon bubreZne ozljede,
Sto dodatno ukazuje na moguci znacaj ADAMTS proteaza u pocetnoj fazi fibrogeneze, tijekom

destabilizacije peritubularnih kapilara.

Uloga pericita u proizvodnji eritropoetina, regulirana s HIF-1a problematizirana je u literaturi
radi njegovog potencijalnog profibrogenog uc¢inka (81,82). Ideja o profibrogenom uc¢inku HIF-
la potencirana je primjenom novih lijekova u lijeenju anemije bubreZne bolesti koji inhibiraju
ucinak prolil hidroksilaze te na taj nacin povecavaju njegovu raspolozivost, a time i proizvodnju
eritropoetina (83). Pan 1 suradnici su 2021. godine pokazali na mi§jem modelu UUO da HIF
stabilizacija u pericitima povecava dostupnost eritropoetina, ali da istovremeno ne utjece na

fibrogenezu (84).

Moze se zakljuciti da je uloga pericita u odrZzavanju homeostaze bubreznog intersticija od velike

vaznosti, a gubitak ili promjena funkcije pericita moze voditi u KBB.

14



1.2.4. Uloga i podrijetlo miofibroblasta u bubreznoj fibrogenezi

Istrazivanja genetskog markiranja stani¢nih linija pokazala su da miofibroblasti u bubreznoj
fibrozi poticu od samoobnavljaju¢ih FOXD1* progenitorskih stanica, vaznih u razvoju
epitelnih, endotelnih, ali i mezenhimalnih stanica bubrega (85,86). Temeljem pracenja
podrijetla stanica postavljeno je naéelo da tri razli¢ite vrste rezidualnih mezenhimalnih stanica,
periciti, multipotentne mezenhimalne stromalne stanice i tzv. rezidualni fibroblasti, u procesu
fibrogeneze fenotipski ,,postaju“ miofibroblastima (35). Periciti, kako je ranije opisano,
prilijezu uz bazalnu membranu endotelnih stanica peritubularnih kapilara i s njima
komuniciraju. Multipotentne mezenhimalne stromalne stanice takoder se nalaze uz
peritubularne kapilare na mjestima njihova grananja i ¢ine oko 5-10% stanica intersticija u
odraslog ¢ovjeka. Populacija multipotentnih mezenhimalnih stromalnih stanica povecava se
tijekom fibrogeneze 1 one u konacnici ¢ine oko 60% populacije miofibroblasta. Preostalih 40%
pripada pretvorbi iz pericita i1 rezidentnih fibroblasta (28). Odredeni broj istraZivanja upucuje
da stanice prete¢e miofibroblasta mogu poticati i iz koStane srzi, §to se odnosi na multipotentne
mezenhimalne stromalne stanice i populaciju kolagen-1*CD11b" fibrocita koji poput monocita
dolaze u bubreg tijekom upale (87). Dodatno je istrazena i uloga tranzicije makrofaga u
miofibroblaste u proupalnom okoliSu, za koju je utvrdeno da doprinosi intersticijskoj fibrozi u
nativnim, ali transplantiranim bubrezima (88, 89). Ipak, unato¢ prijeporima o dominantnom
podrijetlu miofibroblasta, klju¢ni radovi pokazali su da se gubitkom funkcije ili ablacijom

rezidualnih mezenhimalnih stanica usporava ili potpuno onemogucava proces fibrogeneze (57).

Najnovija istrazivanja metodom sekvencioniranja RNA pojedina¢nih stanica utvrdila su da
vecina stanica u fibrotiénom bubregu, koje pojacano izrazavaju gen za kolagen 1 (COL1A1"),
imaju izrazen 1 PDGFRB (PDGFRf"), tipi¢ni biljeg rezidentnih mezenhimalnih stanica 1
miofibroblasta (90). Takoder utvrdeno je da je populacija PDGFR* rezidentnih mezenhimalnih
stanica, iz koje nastaju miofibroblasti, zaista genetski raznolika te da obuhvaca pericite
(NOTCH3* /RGS5" /PDGFRa") i1 dvije razlic¢ite vrste fibroblasta (Meg3*/PDGFRa* i
COLECI11* /CXCL12"), a da oni u tijeku transformacije mijenjaju gensku ekspresiju klju¢nih
biljega fibroze. U fazi razvijene bubrezne fibroze vecina stanica, koje proizvode komponentne
ECM-a (COL1A1"), ima izrazen i PDGFRa i B te Postn (PDGFRa" PDGFRB*POSTNY) ¢ime
se smatra da je po prvi put definiran kompletni transkripcijski biljeg miofibroblasta (90).
Takoder, u mi§jem modelu bubrezne fibroze, a i humanom bubreznom tkivu s razvijenom
tubulointersticijskom fibrozom ve¢ina PDGFRa'/PDGFRB*/POSTN* MFB izrazava i inhibitor
signalnog puta WNT 2 (NKD?2). lako se radi o inhibitoru WNT signalnog puta, u fibrogenezi
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bubrega pokazao se kao aktivator jednog dijela WNT puta i time kao moguca ciljna molekula

za antifibroticku terapiju.

Miofibroblast je klju¢na stanica fibrogeneze koja, osim proizvodnje klju¢nih proteina ECM-a,
lu¢i upalne kemokine i citokine, ukljucujuéi i kemotakticke ¢imbenike leukocita (28,91).
Navedene molekule, uklju¢ujuéi i odredene komponente ECM-a, povratno ponovo djeluju na
same miofibroblaste i podrzavaju njihov aktivni status. Time se proces perpetuira. (Slika 1.).
Njihovu aktivaciju podrzavaju i DAMP molekule koje se na miofibroblaste vezu putem
receptora slicnih Toll receptoru Drosophila vrste (TLR, engl. Toll-Like-Receptor). DAMP

putem TLR-a istovremeno stimulira i preteCe miofibroblasta, pericite i fibroblaste (92).
1.2.5. Uloga nespecificnog imunoloskog odgovora u bubreznoj fibrogenezi

Nespecificni imunoloski odgovor sudjeluje u inicijaciji, ali 1 daljnjem razvoju fibrogeneze.
Ukljucen je u patogenezu veéine primarnih bolesti glomerula kao i oste¢enja transplantiranog
bubrega (93). Stanice i medijatori upale nespecificnog imunoloskog sustava prepoznate su
zadnjih godina kao klju¢ni ¢imbenici u patogenezi kroni¢ne bolesti bubrega (94). Neutrofili,
dendriticke i NK stanice sudjeluju u ranijim fazama bubreznih bolesti, dok su makrofagi
znacajni tijekom cijelog procesa bubreznog osSteéenja, ukljucujuéi prijelaz iz akutnog u
kroni¢no bubrezno zatajenje (95). Makrofagi se u procesu nastanka bubrezne bolesti mogu
regrutirati iz koStane srZi, no poznato je da su u tkivu bubrega od fetalne dobi prisutni rezidentni
makrofagi. Recentno je analizom genske ekspresije u bubreznim tkivima zdravih fetalnih 1
odraslih bubrega Covjeka definirana prisutnost 1 raspodjela imunoloSkih stanica, ¢ime je
potvrdeno da rezidentni makrofagi naseljavaju bubrezno tkivo jo§ tijekom prenatalnog
razdoblja (96). U procesu prijelaza akutnog u kroni¢no oSte¢enje bubrega znacajne su tzv.
fenotipske promjene makrofaga u kojima oni na poticaj ¢imbenika okoliSa mijenjaju svoju
funkciju 1 sekretorni potencijal, §to se manifestira 1 promjenom biljega na njihovoj stani¢noj
membrani, a time 1 potencijalnih molekula koje th mogu aktivirati. Naglasavaju se dvije
krajnosti ili tzv. polarizacija makrofaga u kojoj oni, nakon pocetne ozljede tkiva, poprimaju
proinflamatorni fenotipski obrazac M1, luce proupalne citokine te privlace nove monocite iz
krvi u upalno podrucje, a potom dominira M2 anti-upalni obrazac, nacelno zaduzen za

smirivanje upale i regeneraciju tkiva (97).

U okviru M2 obrasca postoji i dodatna podjela na M2a, M2b i M2c, pri ¢emu je znacajno

napomenuti da M2c¢ makrofage moze stimulirati TGF-f, IL-10, ali i glukokortikoidi koji
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istovremeno utjeCu i na remodeliranje ECM-a. Nije do kraja definirano djeluju li M2c
makrofagi pod utjecajem MMP-a pro- ili antifibrogeno (98). Najznacajniji poticaj za
polarizaciju makrofaga u smjeru M1 ostvaruje se DAMP molekulama, izlu¢enim iz epitelnih
stanica tubula nakon ozljede. One se na makrofage vezu putem TLR receptora, kako je ve¢
opisano u 1.2.1. Protrahirana ili ponavljajuca ozljeda zadrzava makrofage u M1 fenotipu, Cime
se podrzava kroni¢na upala i onemoguéava proces regeneracije. Zakljucno, obje fenotipske

krajnosti (M1 1 M2) znacajne su u patogenezi KBB (99).

U novim istrazivanjima propituju se i mogucénosti djelovanja na metabolicke procese

imunoloskih stanica, ukljucenih u bubrezne bolesti, §to ukljucuje i fibrogenezu (100).

1.3. Uloga i regulacija izvanstani¢nog matriksa u fibrozi bubrega

Sve prethodno navedene molekularne promjene na razini bubreznih stanica u kona¢nici dovode
do prekomjerne proizvodnje sastavnica ECM-a, $to je glavno morfolosko obiljezje bubrezne
fibroze. Povijesno se smatralo da se radi isklju¢ivo o pasivhom procesu odlaganja sastavnica
ECM-a, dok je danas poznato da su sastavnice ECM-a i aktivno uklju¢ene u procese
medustani¢ne signalizacije te 1 samoregulaciju vlastite proizvodnje i funkcije (30). Znacajnu
ulogu imaju i tkivne proteinaze ECM-a koje trajno reguliraju njegovu pregradnju na razlicite

nacine (101).

ECM se tijekom Zivota, a posebice razdoblja razvoja organa, trajno pregraduje pod utjecajem
raznolikih ¢imbenika rasta 1 citokina. Slicno se dogada u ranoj fazi fibrogeneze kada se nakon
primarne, etioloski razli¢ite ozljede tkiva ECM aktivira, strukturno mijenja, omogucava ulazak
upalnih stanica, a sve u cilju pokusaja popravka nastale ozljede. Ovakav aktivni, promjenjivi
oblik ECM-a naziva se ,,privremeni matriks* (102). Trajna ili ponavljajuca ozljeda usmjerava
promjenu ,,privremenog matriksa“ u tipi¢ni kolagenom bogati matriks koji je glavno obiljezje

uznapredovale fibroze svih organa, ukljucujuci i bubreg.

1.4. Proteini izvanstani¢nog matriksa 1 njihova raspodjela u bubreznim odjeljcima

Anatomski gledano, ECM se u kori bubrega nalazi u podru¢ju glomerularnog mezangija
(glomerularni ECM) i tubulointersticija, ali je i sastavni dio stijenke i okolnog prostora velikih
bubreznih krvnih Zila. Medularni intersticij je u fizioloSkom smislu zastupljeniji od kortikalnog,

ali je nedovoljno istrazen u bubreznoj fibrozi, kao i podru¢je bubreznog hilusa, ¢aSica i

bubrezne kapsule. U fizioloSkim uvjetima pojedini proteini ECM-a razli¢ito su zastupljeni u
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glomerulima 1 intersticiju. Tijekom patoloskog procesa i ranog perioda fibrogeneze izrazaj
pojedinih proteina mijenja se, Sto ih tada Cini potencijalnim bioloskim biljezima bubrezne

fibroze (103).

U glomerularnom podrucju znacajno je razlikovati proteine ECM-a glomerularne bazalne
membrane 1 glomerularnog mezangija. Najznacajniji proteini, povezani prognosticki s
bolestima glomerula i fibrozom u podruc¢ju glomerularne bazalne membrane su: laminin,
kolagen tip IV, transmembranski kolagen tip XVI1I, nidogeni i heparan sulfat proteoglikani. Od
heparan sulfat proteoglikana u ovom su podrucju prisutni agrin i perlekan. U podru¢ju ECM-
a glomerularnog mezangija, koji komunicira s izvan glomerularnim prostorom u podrucju
vaskularnog pola, u fizioloSkim uvjetima uglavnom se nalaze: fibronektin, kolagen tip IV 1V,
laminin A,B1 i B2, hondroitin sulfat i heparan sulfat proteoglikani, od kojih su u ovom podrucju
zastupljeni: perlekan, kolagen tip XVIII i bamakan. Mali proteoglikani (dekorin, biglikan,
fibromodulin i1 lumikan), koji se inace u fizioloSkim uvjetima nalaze isklju¢ivo u podrucju
tubulointersticija, mogu biti pojacano izrazeni i u ovom podrucju u bolestima glomerula

(dekorin i biglikan u IgA nefropatiji) (104).

U podrucju bubreznog intersticija ECM sadrzi kolagen tipa I, III, V, VI, VII i XV, sulfatne i
ne-sulfatne glikozaminoglikane, glikoproteine i polisaharide. Izrazaj pojedinih komponenti
mijenja se tijekom fibrogeneze. Opcenito, u razvijenoj fibrozi dominantno se nakupljaju
kolagen tipa 1 i 3. Glikoproteini, fibronektin i trombospondin-1 (TSP-1) ukljuéeni su u
organizaciju ECM-a u fizioloskim uvjetima, ali i pojacano izrazeni s napredovanjem KBB.

TSP-1 mogu¢i je medijator rane faze fibroze putem aktivacije TGF-f (105).

Proteoglikane tubulointersticija mozemo podijeliti na male, leucinom-bogate proteoglikane
(SLRP, engl. small leucine rich glycoproteins): dekorin, biglikan, lumikan i fibromodulin te
velike: hijaluronan i verzikan. Osim uloge hidracije i mehanicke stabilizacije ECM-a,
proteoglikani vezu i ¢imbenike rasta te su izvor profibrotickih ¢imbenika rasta poput LTGFf
ili ¢imbenika rasta fibroblasta 2 (FGF2). Pojacani izrazaj biglikana i dekorina u KBB potvrden
je u eksperimentalnim modelima, ali i bubrezima s KBB u ljudi. Dekorin, za razliku od

biglikana, ima antifibroticki potencijal (106).

Hijaluronan 1 verzikan glavne su komponente ,,privremenog matriksa“. Ekspresija verzikana u
tubulointersticijskom prostoru zdravih tkiva bubrega utvrdena je jo§ 1996. godine (107).
Hijaluronan ucestalo na sebe veze susjedne molekule (hijaloadherine), a s verzikanom tvori

strukture poput uZeta, koje se najceS¢e nalaze u neposrednoj okolini stanica 1 utjecu na njihovu

18



funkciju. Verzikan lu¢e stromalne/intersticijske stanice, ali ga mogu izlu¢ivati i upalne stanice
(leukociti i makrofagi). | hijaluronan i verzikan ulaze u interakciju s upalnim stanicama te
potenciraju pro- ili anti-upalne ucinke. Velika molekula hijaluronana veze se na stanice ili
putem CD44 receptora, kojim posreduje antiupalne ucinke, ili putem TLR2 1 TLR4 receptora,
kojim posreduje proupalne i1 profibrogene ucinke. Cjelovita molekula verzikana kao 1 njeni
fragmenti, tzv. verzikini, djeluju na upalne stanice indirektno putem vezivanja s hijaluronom,
ali mogu se i direktno vezati na CD44 receptor mijeloidnih stanica i TLR receptore makrofaga,
Sto rezultira izlu¢ivanjem proupalnih citokina (108). Verzikini nastaju razgradnjom verzikana,
koje posreduju proteinaze ECM-a, ukljucuju¢i i c¢lanove obitelji ADAMTS proteaza,
ADAMTS-4 i ADAMTS-1 (109). Hijaluronan i verzikan imaju zna¢ajnu ulogu u transformaciji
,privremenog* u profibroticki matriks, koju ostvaruju uglavnom putem mehanoregulacijskih
signalnih puteva, podrzavajué¢i na taj nacin trajnu stimulaciju miofibroblasta (110). U
eksperimentalnim modelima na kulturi stanica pojacani izrazaj verzikana poticao je
transformaciju fibroblasta u miofibroblaste (111). U konacnici, pojacana ekspresija verzikana

povezana je s progresijom KBB u biopsijskim uzorcima bubreznih tkiva u ljudi (112).

1.5. Proteinaze izvanstani¢nog matriksa

Proteinaze ili proteoliticki enzimi ECM-a sudjeluju u fiziolo§koj pregradnji (engl. turnover),
modeliranju i razgradnji ECM-a. Dodatno, one mijenjaju ulogu pojedinih proteina ECM-a na
nacin da proteolitiCkim procesuiranjem aktiviraju pojedine proteine u odredenom kaskadnom
lancu ili pak razgradnjom proteina omogucavaju stvaranje novih aktivnih proteinskih
fragmenata (113). Na taj se nacin proteinaze mogu smatrati i signalnim molekulama, §to ih
dodatno ¢ini potencijalnim izvorom bioloskih biljega fibroze. Najznacajnije proteinaze ECM-
a pripadaju u veliku nadobitelj cink-metaloproteinaza, tzv. metzincina (engl. metzincin). Oko
200 proteinaza u sisavaca, koje pripadaju ovoj obitelji, imaju vrlo razli¢ite uloge u
organizmu, ali ih strukturalno karakteriziraju dvije glavne odrednice: metioninski ostatak
(Met) na aktivnom enzimskom mjestu i istovjetni slijed aminokiselina povezanih s cinkovim
ionom na katalitickom mjestu, ¢ime se i prepoznaje njihova evolucijska povezanost (114).
Metzicini mogu biti vezani uz stani¢nu membranu ili se nalaziti slobodno u medustani¢cnom
prostoru. Vecina metalo-proteinaza odgovornih za pregradnju ECM-a svrstana je u dvije
obitelji: matriks-metaloproteinaze (M10) i astacin/adamalizine (M12). Unutar obitelji M12,

astacinska podobitelj (M12A) obuhvac¢a BMP-1 i meprine, a adamalizinska (M12B) obuhvaca
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ADAMTS. Iako su se donedavno matriks metaloproteinaze smatrale klju¢nima u procesima
pregradnje ECM-a u procesu fibroze, danas se fokus istrazivanja $iri prema ADAMTS

proteinazama, pa i meprinima.
1.5.1. Matriks metaloproteinaze (MMP)

Obitelj MMP smatra se glavnim predstavnikom proteinaza ECM-a te je i najistraZenija
skupina u bubreznim bolestima. MMP sudjeluju u procesuiranju proteina ECM-a (kolagena,
glikoproteina, velikih proteoglikana i drugih proteina), ali i aktivaciji signalnih molekula koje
se nalaze ili ulaze u ECM tijekom patoloskog procesa ( kemokini, ¢cimbenici rasta). MMP
sudjeluju u medustani¢noj signalizaciji te komunikaciji stanica s ECM-om. Temeljem njihove
strukture razlikujemo 6 podtipova MMP-a: kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-
18), gelatinaze (MMP-2, MMP-9), stromalizine, matrilizine, MMP vezane za stani¢nu
membranu i ostale (115). Sve MMP-e stvaraju se kao proenzimi i kasnije aktiviraju. TKivni
inhibitori metaloproteinaza (TIMP) najvazniji su inhibitori MMP-a i kontroliraju njihovu
aktivnost. Glomerularne, tubularne i rezidentne intersticijske stanice lu¢e MMP-e.
Kolagenaza MMP-1, koja razgraduje kolagen tipa 3, povezana je s eksperimentalnim
modelom bubreZne fibroze u zivotinja, a njena razina bila je poviSena u krvi bolesnika s
autosomno dominantnom policisticnom bolesti bubrega (ADPKD). Suprotno tome, njena
koncentracija u krvi bolesnika s ESRD-om nije bila povisena (116, 117). Zanimljivo je da se u
najranijoj fazi nakon bubrezne ozljede zamjecuje pojacani izrazaj kolagenaza (MMP-1), a
potom pojacana ekspresija gelatinaza (118). Gelatinaze nisu izraZzene u zdravom tkivu
bubrega, ali njihova proizvodnja u procesu pEMT biva potaknuta razli¢itim signalnim
putevima (TGFB/SMAD, MAPK, NOTCH). Dokazano je da citokini rane faze bubrezne
ozljede, TNF-a i MCP-1, stimuliraju proizvodnju gelatinaza MMP-2 i -9 (119). Koncentracija
MMP-9 u plazmi postupno raste u bolesnika tijekom napredovanja KBB, a ¢ini se da
istovremeni porast plazmatske koncentracije inhibitora TIMP-1 nije efikasan u supresiji
MMP-9 (120). MMP-7 iz skupine matrilizina povezana je s razlicitim bubreznim bolestima
kao i samom BF (121). MMP-7 razgraduje razli¢ite komponente ECM-a (fibronektin,
laminin, elastin, kolagen tip 4), ukljucujuci i velike proteoglikane poput verzikana. Pojacani
izrazaj MMP-7 povezan je s KBB u eksperimentalnim modelima UUO te u bolesnika s
dijabeti¢kom nefropatijom i lupusnim nefritisom (115). MMP-7 nije prisutan u zdravom
bubregu, ali je njegova ekspresija nadena u epitelnim stanicama tubula tijekom procesa

parcijalne EMT tijekom koje posreduje daljnju signalizaciju WNT/kateninskim putem (122).
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Njegov znacaj u procesu fibrogeneze temelji se na istrazivanju bubrezne fibroze na UUO
modelu tijekom kojeg su misevi s ablacijom gena za MMP-7 bili zasti¢eni od razvoja
bubrezne fibroze (123). Iz skupine MMP-a vezanih za stani¢nu membranu, MMP-14 bio je
pojacano izrazen u bioptickim uzorcima bolesnika s dijabetiCkom nefropatijom (124). Zadnjih
godina istrazivanja MMP-a utvrdila su da njihova uloga u bolestima, ukljucuju¢i i
fibrogenezu, nije ograni¢ena samo na puko proteoliticko djelovanje, nego da su mnogi ucinci
MMP-a posredovani njihovim ne-proteolitickim djelovanjem, koje ukljucuje posredovanje i
kontrolu medustani¢ne signalizacije, komunikacije izmedu stanica i ECM-a te regulaciju
procesa upale i regeneracije tkiva. Primjer takvog ne-proteolitickog djelovanja je interakcija
gelatinaze MMP-2 s aVB3 integrinom, posljedi¢énim pokretanjem signalnog slijeda i
pojacanog lucenja ¢imbenika HIF-1a, $to u konacnici potice proces fibrogeneze (115). Ne-
proteolitiCki ucinci gelatinaze MMP-9 takoder su predmet recentnih istrazivanja. Ove
spoznaje o ne-proteolitickim u¢incima MMP-a otvorile su potrebu za detaljnim proucavanjem
metaloproteinaza iz astacinsko/adamalizinske obitelji koje imaju vaznost u samom procesu

pregradnje i remodeliranja ECM-a (113).

1.5.2. Disintegrin i metaloproteinaze s motivima trombospondina (ADAMTYS)

Disintegrin i metaloproteinaze s motivima trombospondina (ADAMTS) pripadaju podobitelji
adamalizina (M12B) zajedno s poznatijim transmembranskim proteinima skupine Disintegrin i
metaloproteinaza (ADAM). ADAMTS proteinaze su sekretorne molekule i djeluju slobodno u
izvanstani¢cnom prostoru. Kataliziraju reakcije brojnih supstrata, ¢iji se broj svakodnevno
povecava proteomskim istrazivanjima, a odgovorne su za vrlo razli¢ite funkcije u organizmu,
koje ukljuuju i reorganizaciju ECM-a tijekom organogeneze. S obzirom na S$iroku
rasprostranjenost njihovih supstrata u organizmu, poremecena ekspresija ADAMTS proteaza
povezana je sa Sirokim spektrom bolesti od kojih je najviSe istraZena povezanost s
osteoartritisom, vaskularnim bolestima, aterosklerozom i tromboti¢kom-trombocitopeni¢nom
purpurom (125). Danas poznajemo 19 razli¢itth ADAMTS proteaza, a gradene su od
metaloproteinazne 1 tzv. pomoc¢ne domene. Kljuni dio metaloproteinazne domene je
kataliticka jedinica koja sadrzi tri histidinska ostatka rasporedena oko atoma cinka te lancani
niz metionina (Met dio). lako ispred kataliticke jedinice postoji prodomena, smatra se da njeno
odvajanje nije nuzno za aktivaciju ADAMTS proteaza. U sastavu metaloproteinazne domene

nalazi se i disintegrinski segment (engl. disintegrin-like) koji je ime dobio po uzoru na srodnu
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ADAM obitelj, ali ADAMTS proteinaze nemaju sposobnost vezanja za integrine te se smatra
da je ovaj segment krivo imenovan. Pomo¢na domena je karboksi terminalna regija koja sadrzi
trombospondin tip-1 motiv (TSR), domenu bogatu cisteinom i ,,spacer* domenu. TSR je niz
od 50-ak aminokiselina istovjetnih molekuli trombospondina 1. Spacer regija je varijabilna i
moze sadrzavati 103-160 aminokiselina. Nakon spacer regije slijedi jos$ razliciti broj TSR-a te
pojedini segmenti kljucni za prepoznavanje ciljnog supstrata (126). ADAMTS proteinaze
mozemo podijeliti u 4 skupine prema funkciji, koje su odraz filogenetskog podrijetla:
hijalektanaze, prokolagen peptidaze, ADAMTS-13 te ADAMTS proteinaze povezane s
fibrilinom i fibronektinom. Struktura ADAMTS proteinaza prikazana je na Slici 2.,
prilagodenoj prema Kelwick i suradnicima (126). U hijalektanaze ubrajamo dvije skupine
proteaza koje pokazuju visoki stupanj strukturalne slicnosti u podrucju pomoéne domene, a
imenovane su prema prvom otkrivenom supstratu. Prva skupina su agrekanaze (ADAMTS-1, -
4, -5, -8, -15), a druga proteoglikanaze (ADAMTS-9 i -20), iako obje djeluju na mnoge
proteoglikane u cijelom organizmu. Agrekanaze dobile su ime prema svom prvom otkrivenom
supstratu, proteoglikanu agrekanu, ali djeluju i na brevikan, neurokan, verzikan, biglikan, relin
itd. Prokolagen-N-peptidaze (ADAMTS-2, -3, -14) odgovorne su za sazrijevanje trostruke
ovojnice kolagenskih fibrila. I hijalektanaze i prokolagen peptidaze procesuiraju ekstracelularni
matriks tijekom organogeneze, ali i u patoloskim procesima. Proteinaza ADAMTS-13 jedini je
¢lan svoje skupine, procesuira von Willebrandov ¢imbenik i1 time zaustavlja proces zgruSavanja,
a njen nedostatak rezultira trombotickim trombocitopeni¢nim purpurom. U cetvrtu
funkcionalnu skupinu pripadaju 4 strukturalno slicna para: ADAMTS-7 i -12 koji procesuiraju
hondroitin-sulfatne lance u hrskavici; ADAMTS-16 i -18, povezani s bolestima korneje oka;
ADAMTS-6 1 -10, povezani sa smetnjama provodenja u sréanom misi¢u te ADAMTS-17 i -19,
povezani s bolestima sréanih zalistaka. Mutacije u posljednja dva para povezane su sa

sindromom Weill-Marchesani tip 1 (126).

22



Protelnase domain Ancillary domain

- -

apanvts1 Q00 ] T I
aoamtsa M ] RIS
ADAMTS 5 e I .
Agurecanase’
ADAMTS 8 proteoglycanase
ADAMTS 15
ADAMTS 8
ADAMTS 20
aoavtsz [T TEISEE |1
- Procollagen M-
ApamTs 3 ] , [ ] propeptidase Domains
ApAaMTs4 ] 00 [ i | - Signal ESi”tegm'
=]
apamTsa 0] B [ VWFCP
Pro-demain . Cystaine-rich
soamtsy W 1 AR [ | cowmp
1 o protainasas Metall
aoavtsz [T T [ Biaio- i
G proteinase - Spacer region
-
ADAMTS 6 THrOMbospondn - — 1y
- type 1 motif D proteoglycan
apants 1o [ W ] (TSR} domaln
apavtsts [ Unkriown conA
aoamts 1s [ W or orphan PLAG domain
aoants1z [ B
aoavTs 19 [ TN cotagen
: y M= & GUB domain
propeptidase

I | | I I [ | I I
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1BOO 2000

& —

Amino acids
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1.5.2.1. Uloga ADAMTS-4 proteinaze u bolestima krvozilnog sustava

ADAMTS-4 izoliran je 1999. godine pod imenom agrekanaza-1 te kao prvi otkriveni ¢lan
ADAMTS proteaza predstavlja i u gradevnom smislu najmanju, osnovnu strukturalnu jedinicu
ADAMTS proteaza, ¢ija pomoc¢na domena zavr$ava sa ,,spacer” regijom (127). ADAMTS-4
aktivira se u stanici odvajanjem prodomene i signalnog peptida, $to rezultira stvaranjem triju
mogucih formi molekule razli¢ite mase (68, 53 i 40 kDa) koje se izlucuju u ECM, Sto ga
razlikuje od drugin ADAMTS proteaza, koje se aktiviraju u samom ECM-u (128). Tortorella i
suradnici su 2000. godine pokazali da je TSR regija molekule klju¢na za prepoznavanje tada
jedinog poznatog supstrata, agrekana (129). Uz agrekan do danas je otkriven znacajan broj
supstrata proteinaze ADAMTS-4 koji se nalaze na razli¢itim mjestima u organizmu: verzikan,
relin, biglikan, brevikan, matrilin -3 i hrskavi¢ni oligomerni protein (COMP). Njeni glavni
inhibitori su a-2 makroglobulin i TIMP-3 (130, 131). lako je uloga ADAMTS-4 proteinaze
najbolje istrazena u patogenezi osteoartritisa, rasprostranjenost njegovog drugog supstrata
verzikana u krvnim zilama kao i njegova uloga u patogenezi ateroskleroze potakla je i
istrazivanja usmjerena k ispitivanju uloge ADAMTS-4 u bolestima kardiovaskularnog sustava
(109,132,133). ADAMTS-4 pojacano je izrazena u aterosklerotskom plaku infiltriranom
makrofagima (134).

Verzikan i njegova proteaza ADAMTS-4 imaju znacajnu ulogu u formiranju, ali i posljedi¢noj
destabilizaciji aterosklerotskog plaka (135). U Zivotinjskim modelima pokazano je da povecani
protok krvi putem tlatnog opterec¢enja dovodi do pojacane fragmentacije verzikana u sklopu
pregradnje ECM-a stijenke krvne Zile, a u kojem sudjeluje i ADAMTS-4 proteaza (136, 137).
Istovremena pojacana ekspresija verzikana i ADAMTS-4 proteinaze utvrdena je
imunohistokemijskom metodom u podrucju aterosklerotskog plaka karotidne arterije bolesnika,
podvrgnutih operaciji radi znaajne stenoze karotidnih arterija (138). Primjenom razli¢itih
inhibitornih molekula u procesu aterogeneze na stanicnom modelu ateroskleroze postize se
izmedu ostalog i smanjenje ekspresije molekule ADAMTS-4 u makrofagima, Sto potkrepljuje
znataj ADAMTS-4 proteinaze u aterosklerozi (139). Takoder, povisena koncentracija
ADAMTS-4 molekule utvrdena je u bolesnika s koronarnom bolesti srca, a njegova
koncentracija dodatno je rasla u onih bolesnika koji su imali nestabilnu koronarnu bolest (140,
141). U radu Rena i suradnika nadena je povezanost razine ADAMTS-4 proteinaze u krvi

bolesnika operiranih radi torakalne aneurizme, a njegov izraZaj povezan je s disekcijom
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aneurizmatski promijenjene zile (142). Povecanu koncentraciju ADAMTS-4 u krvi imali su i

bolesnici operirani radi disecirajué¢e aneurizme aorte (143).

Povezanost izrazaja ADAMTS-a u upalnom miljeu ateroskleroze pokazuje i njegovu ulogu
vezanu uz upalu per se. Povezanost ADAMTS-4 s upalom izvrsno je prikazana u istrazivanju
Boyda i suradnika iz 2020. godine u kojem se ova proteaza pokazala moguc¢om poveznicom
izmedu akutnog infektivnog upalnog zbivanja i susljednih pocetnih fibrogenetskih zbivanja u
pluénom parenhimu. Ponovo je utvrdena klju¢na uloga makrofaga, ali i fibroblasta u
proizvodnji ADAMTS-4 molekule (144). Cinjenica da upalni citokini poput IL-1, TNF, IL-17,
kao 1 profibrogeni, poput TGFf poticu sekreciju ADAMTS-4 molekule dodatno potkrepljuju

njen znacaj u procesu upale i transformaciji upale prema fibrozi (145).
1.5.2.2. ADAMTS-4 u bubreznim bolestima i fibrozi

Ideja 0 ADAMTS-4 proteinazi kao potencijalnom ¢imbeniku u kroni¢noj bubreznoj bolesti
proizlazi, s jedne strane, iz nekoliko znanstvenih radova koji su povezali neke od ADAMTS
proteinaza s bubreznom fibrogenezom, te istraZivanja koja ukazuju na ulogu njegovog supstrata
verzikana u progresiji KBB, s druge strane (80, 91, 112). Grgi¢ i suradnici pronasli su pojacanu
gensku ekspresiju ADAMTS proteaza (ADAMTS-2 i ADAMTS-12) u bubreznim
fibroblastima tijekom njihove transformacije u miofibroblaste (91). Armutcu i suradnici 2019.
godine utvrdili su pojacanu ekspresiju ADAMTS-1, -12 i -15 u bubrezima s razvijenom
bubreznom fibrozom u animalnom modelu adriamicinske nefropatije (146). Ekspresija
ADAMTS-4 molekule utvrdena je u proksimalnim i distalnim tubulima bubrega fetalnih 1
odraslih miSeva (147). U pilot istrazivanju Grgurevi¢ i suradnici proteomskom analizom opazili
su ADAMTS-4 molekulu u bolesnika lije¢enih hemodijalizom. Takoder u eksperimentalnom
modelu bilateralne 5/6 nefrektomije u Stakora primjena ADAMTS-4 povecala je progresiju BF
i mortalitet eksperimentalnih Zivotinja, dok je primjenom protutijela na ADAMTS-4 ovaj efekt
bio otklonjen (148).

Genska ekspresija ADAMTS-4 utvrdena je u tkivima bubrega ispitanika s membranskom
nefropatijom 2018. godine. S obzirom na metodologiju u istom istrazivanju nije mogla biti
utvrdena tocna lokalizacija pojacanog izrazaja ove molekule u bubregu. Bolesnici ukljuceni u

studiju bili su pretezno u stupnju KBB1 (149).
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1.6. Bioloski biljezi i uloga proteomskog profiliranja u KBB

Znacajna heterogenost objavljenih istrazivanja provedenih na razli¢itim populacijama
bolesnika s KBB otezava identifikaciju cirkuliraju¢ih bioloskih biljega koji se javljaju tijekom
napredovanja bubrezne fibrogeneze te onemogucava predvidanje bubreznih ishoda povezanih
s napredovanjem KBB. Primjerice, Mansour i suradnici sistematskim pregledom literature
utvrdili su da bi se pojavnost u krvi i mokraci samo triju molekula: TGF-, kemoatraktantnog
proteina monocita-1 (MCP-1) i matriks metaloproteinaze-2 mogla povezati s histoloski
utvrdenim stupnjem fibroze bubrega (42). S obzirom na dosadasnje spoznaje o povezanosti
izrazaja proteaza ECM-a s bubreznom fibrozom i njihovog razli¢itog pojavljivanja tijekom
procesa fibrogeneze te moguce direktne uloge u patogenezi bubreznih bolesti, proteinaze
ECM-a, osobito ADAMTS proteinaze znacajan su izvor novih bioloskih biljega KBB (103).
Metoda proteomske analize bazirana na spektrometriji masa, kombinaciji s drugim ,,omics*
metodama, uspjesno se koristi u istrazivanjima novih zanimljivih molekula u KBB, $to
ukljucuje i istrazivanja proteaza ECM-a (150, 151). Najnovija istrazivanja koriste tehnologiju
proteomike za utvrdivanje novih supstrata pojedinih matriks-metaloproteinaza (152). U ovim
istrazivanjima proteini plazme tretirani ciljanom proteazom prvotno su razdvojeni tehnikom
elektroforeze na gelu, a potom analizirani spektrometrijom masa promatrajuéi razlikovnost
proteina (potencijalnih supstrata) izmedu tretirane 1 netretirane plazme zadanom proteazom.
Danas se vise koristi tzv. shot-gun tehnika, bez prethodnog razdvajanja proteina
elektroforezom na gelu (153). Spektrometriji masa prethodi priprema, koja ukljucuje
denaturaciju proteina, razlaganje disulfidnih veza, alkilaciju cisteinskih zavrSetaka i digestiju
proteina tripsinom, a potom razdvajanje proteina tehnikom tekuce kromatografije. S obzirom
da ova tehnika sama po sebi nije kvantitativna metoda, kvantifikacija se provodi
oznacavanjem ionskim biljezima na mjestu odredenog aminokiselinskog ostatka tipi¢nog za
katalitiCko mjesto. Razli¢itim tehnikama oc€itanja indirektno se utvrduje koli¢ina odredenog
proteina ili proteinaze. Alternativno se radi financijskih razloga uspjesno koristi tzv. label-free
semi-kvantitativna proteomska analiza koja se bazira na odnosu prisutnosti pojedinog
promatranog proteina izmedu ispitivanih uzoraka. Ova tehnika uspjesno je koriStena u

otkrivanju novih supstrata gelatinaze MMP-9 (151).

Proteomske analize dinamike, odnosno razlikovnosti u pojavljivanju proteina tijekom nastanka
i progresije KBB, mogla bi pridonijeti utvrdivanju novih bioloskih biljega KBB. Dosadasnja

proteomska istrazivanja molekularnog profila proteina u KBB nisu opsezna. Glorieux i
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suradnici usporedili su proteomski profil 14 bolesnika u stupnju KBB 2+3 s profilom 15
bolesnika u stupnju KBB 5 na hemodijalizi te u kona¢noj analizi nasli razlike u izrazaju za 39
proteina izmedu ovih dviju skupina (154). Dodatnom analizom bioloskih puteva u istom
istrazivanju skupina bolesnika u KBB 5 imala je visi izrazaj proteina iz grupe reaktanata akutne
upale te pojedine komponente komplementa u odnosu na stupanj KBB2+3. Nadene su i razlike
u izrazaju koagulacijskih parametara, ali smjer promjene nije bio jednoznacan. U istoj analizi
nadena je vecina poznatih uremijskih toksina koji su bili ocekivano znacajnije prisutni u KBB
5. Dodatna ELISA analiza ucinjena je za 4 proteina koji su pokazali dinamiku povecanja prema
KBB 35, a ranije nisu opisani u literaturi: ¢imbenik komplementa D, lizosom C, leucinom-bogat
alfa-2 glikoprotein (LRG, engl. Leucine-Rich alpha-2 Glycoprotein) i glikoprotein bogat
histidinom. U¢injenom korelacijom s eGFR prva tri proteina pokazala su inverznu korelaciju

s eGFR.U istom istraZivanju tijekom progresije KBB utvrden je porast koncentracije lizosoma

CiLRG-a

Romanova i suradnici analizirali su proteom bolesnika u stupnju 5 KBB koji jo$ nisu zapoceli
lijecenje dijalizom (155). Od 27 proteina, koji su pokazali razliku u izrazaju izmedu ispitivane
skupine i zdravih kontrola, kao kandidati za bioloske biljege KBB predlozeni su serumski a-
1 antitripsin i HSP-90B2 (engl. heat shock protein). U radu Higashisake i suradnika, kao
biomarker KBB predloZen je C1q komponenta komplementa, koja je znacajno porasla u uzorku
plazme bolesnika s KBB, a tendencija porasta korelirala je sa stupnjem smanjenja glomerulske
filtracije. (156).

S obzirom na znacajnu ulogu proteza ECM-a kao biljega bubrezne fibroze na histoloskoj razini,
povezivanje njihovog histoloskog izrazaja s profilom proteoma tijekom napredovanja KBB

mogao bi dodatno doprinijeti razumijevanju patogeneze KBB.
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2. HIPOTEZA

Protein ADAMTS-4 novi je bioloski biljeg kroni¢ne bubrezne bolesti, povezan sa stupnjem

progresije bolesti i histoloSkim pokazateljima fibroze bubrega.
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3. CILJEVI | SVRHA ISTRAZIVANJA

3.1. Opéi cilj

Istraziti pojavnost i razlike u pojavljivanju proteina ADAMTS-4 u krvi i mokraci bolesnika u
razli¢itim stupnjevima kroni¢ne bubrezne bolesti, u bolesnika u zavrSnom stupnju bolesti,

lijeCenih peritonejskom ili hemodijalizom te bolesnika s transplantiranim bubregom.

3.2. Specific¢ni ciljevi

1. Utvrditi stupanj kroni¢nih promjena intersticija, glomerula i krvnih Zila u patohistoloskom
materijalu bioptata bubrega bolesnika, u kojih je uc¢injena medicinski indicirana dijagnosticka

biopsija bubrega i istraZiti povezanost fibroze s izrazajem proteina ADAMTS-4.
2. Istraziti utjecaj metode dijalize na koncentraciju proteina ADAMTS-4 u Krvi.

3. Istraziti razliku u pojavnosti ADAMTS-4 proteina izmedu bolesnika s kronicnom bubreznom

bolesti prije i nakon transplantacije bubrega.

4. Istraziti utjecaj imunosupresivnog lije¢enja na pojavljivanje ADAMTS-4 proteina u Krvi i
mokraci bolesnika s KBB.

5. Istraziti razlike u koncentraciji proteina ADAMTS-4 izmedu skupina bolesnika s razli¢itim

uzrocima kroni¢ne bubrezne bolesti.

3.3. Svrha istrazivanja i o¢ekivani znanstveni doprinos

Znanstveni doprinos rada nova je spoznaja 0 pojavnosti ADAMTS-4 proteina u krvi i mokraci
bolesnika s kroni¢nom bubreZznom bolesti te njegovoj pojacanoj imunohistokemijskoj ekspresiji
u tkivima nativnih i transplantiranih bubrega s KBB. ADAMTS-4 u ovom je istrazivanju po
prvi put povezan s napredovanjem bubrezne fibroze u biopsijskim uzorcima tkiva bubrega s
KBB. Nove spoznaje dobivene ovim istrazivanjem postavljaju temelj za daljnja istrazivanja

ADAMTS-4 proteina, kao moguceg bioloskog biljega kroni¢ne bubrezne bolesti.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici, materijali i tijek istrazivanja

4.1.1. Ispitanici i prikupljanje uzoraka

U prosjecno istrazivanje pojavnosti ADAMTS-4 u krvi i mokraci bolesnika s KBB uklju¢eno
je ukupno 150 ispitanika; 135 bolesnika s KBB, lije¢enih u Zavodu za nefrologiju, arterijsku
hipertenziju, dijalizu i transplantaciju KBC-a Zagreb u razdoblju od sije¢nja 2017. do prosinca
2018. godine te kontrolna skupina od 15 zdravih dobrovoljaca (ZDR). Bolesnici su odabrani
temeljem pretrazivanja Bolnickog informatickog sustava o njihovoj aktualnoj bubreznoj
funkciji te su potom u sljede¢im dolascima u razliCite segmente Zavoda za nefrologiju,
arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju uklju¢ivani u istrazivanje s ciljem formiranja
ukupno 8 skupina bolesnika u svim fazama kroni¢ne bolesti bubrega: 5 skupina od po 15
bolesnika od prvog do petog stupnja kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB1-KBB5), 1 skupina od
15 bolesnika na peritonejskoj (PD) i 1 skupina od 15 bolesnika na hemodijalizi (HD), 1 skupina
od 30 bolesnika nakon transplantacije bubrega (TB) te 1 skupine od 15 zdravih kontrolnih
ispitanika (ZDR), ukupno 9 skupina ispitanika. Stratifikacija bolesnika u KBB skupine u¢injena
je temeljem procjene glomerulske filtracije (eGFR) izracunate putem CKD-EPI formule prema
aktualnoj vrijednosti njihovog serumskog kreatinina, dobi, spola i rase (3). Izracun veli¢ine
uzorka adekvatne statisticke snage ucinjen je prema preporukama iz radova Nyangoma i sur. i

Cairnsa i sur.te usporedbom sa sli¢énim radovima (157-158).

Svi ispitanici detaljno su obavije$teni o tijeku i svrsi istrazivanja te su potpisali suglasnost za
sudjelovanje. Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo KBC-a Zagreb (EP-16/106-2) te
Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu. U istraZivanje nisu bile ukljuene osobe
mlade od 18 godina, bolesnici s dokazanim zlo¢udnim, sistemskim autoimunim, reumatskim ili
bolestima srediSnjeg Ziv€anog sustava, osobe s mentalnim poremecajima i poremecajima

ponasanja te bolesnici s akutnom kardiovaskularnom ili infektivnom bolesti.

Uzorci krvi 1 mokrace prikupljeni su tijekom rutinskih kontrola ili bolni¢kog lijeCenja prema
nacelima Dobre klini¢ke prakse. U bolesnika lijeCenih hemodijalizom uzorkovanje je radeno
tijekom redovitog dolaska na postupak dijalize, i to prije i nakon postupka. Uzorci krvi uzimani
Su u epruvete sa 3,8% natrijevim citratom u omjeru citrata i krvi od 1:9, a uzorci mokrace (20
ml) u ciste epruvete. Potom je krv centrifugirana na 3000 okretaja tijekom 15 minuta pri

temperaturi od 4 °C te su alikvoti plazme, dobiveni centrifugiranjem, pohranjeni u hladnjaku
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na -80 °C u Odjelu za tipizaciju tkiva KBC-a Zagreb. Uzorci mokrace centrifugirani su i
pohranjeni na isti nacin. Pred analizu uzorci su na ledu transportirani u Odjel za proteomiku te

su dalje ¢uvani na -80°C do trenutka analize.

Uzorci tkiva bubrega za imunohistokemijsku analizu izrazaja proteina uzimani su naknadno iz
smrznutih parafinskih rezova bioptata ispitanika, u kojih je biopsija bubrega uc¢injena temeljem
klinicke indikacije, istovremeno s uzimanjem uzoraka krvi ili iz pohranjenog materijala neke
od ranijih biopsija. Klinicke indikacije za biopsiju bubrega ukljucivale su porast kreatinina,
pojavu proteinurije, aktivni sediment urina, a u transplantiranih bubrega sumnju na odbacivanje
ili drugu etiologiju. Biopsije su provedene standardiziranom procedurom, primjenom igle
vodilice uz vizualizaciju ultrazvukom u stacionarnim odjelima Zavoda za nefrologiju, arterijsku
hipertenziju, dijalizu i transplantaciju KBC-a Zagreb (159). Uzorci biopsijskog tkiva
transportirani su u gazici natopljenoj fizioloskom otopinom u Klini¢ki zavod za patologiju i
citologiju KBC-a Zagreb, gdje je dalje uslijedila standardizirana obrada materijala tkiva.
Materijal uzoraka biopsija bubrega darivatelja ucinjenih na dan transplantacije (,,nulte
biopsije*) prikupljen je iz arhive Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb. 1z
arhive su za istrazivanje upotrebljeni iskljucivo tkivni rezovi ,,nultih biopsija“ bubrega koji su

transplantirani bolesnicima ukljuenim u istrazivanje.

4.1.2. Tijek istraZivanja

Translacijsko istrazivanje provedeno je na tri lokacije: Zavodu za nefrologiju, arterijsku
hipertenziju, dijalizu i transplantaciju KBC-a Zagreb, Odjelu za proteomiku Centra za
translacijska 1 klinicka istraZzivanja Medicinskog fakulteta u Zagrebu te Klinickom zavodu za

patologiju i citologiju KBC-a Zagreb.

Svi klinicki podaci relevantni za ovo istraZivanje prikupljeni su tijekom pregleda bolesnika, a
laboratorijski podaci iz Bolni¢kog informatickog sustava KBC-a Zagreb. Klinic¢ki i1
laboratorijski podaci o darivateljima bubrega prikupljeni su iz baze podataka o darivateljima
Eurotransplanta (engl. Donor data). Laboratorijski i klinicki podaci ispitanika uklju¢enih u
analizu imunohistokemijskog izraZaja proteina u tkivima bubrega odgovarali su datumu
provedene biopsije bubrega, neovisno je li biopsija provedena prospektivno ili je koristen

materijal iz arhive.
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Prikupljeni uzorci plazme ukupno 150 ispitanika, klasificiranih u 9 skupina, nakon puliranja
analizirani su na prisutnost proteina tehnikom proteomske analize koriStenjem uredaja za

masenu spektroskopiju.

Odredivanje koncentracije proteina ADAMTS-4 u plazmi i mokra¢i bolesnika ucinjeno je

metodom ELISA-e u 79 od 150 ispitanika iz 9 opisanih skupina.

Obje navedene analize provedene su u Odjelu za proteomiku Centra za translacijska i klinicka

istrazivanja Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Analiza imunohistokemijskog izrazaja ADAMTS-4 proteina provedena je u 53 ispitanika s
kroni¢nom bolesti bubrega, na dostupnim biopsijskim uzorcima tkiva uzetim istovremeno s
uzorkovanjem krvi ili pohranjenim ranije u arhivi Klinickog zavoda za patologiju i citologiju
KBC-a Zagreb. U 19 ispitanika radilo se o biopsiji nativnih bubrega (NBB), a u 34 o biopsiji
transplantiranog bubrega (TBB). Kao kontrolna tkiva za IHK analizu, bez prisustva kroni¢ne
bolesti bubrega, koriSteni su arhivirani uzorci 8 ,,nultih“ biopsija bubrega darivatelja (KTR).
Odsutnost kriterija za KBB u navedenoj skupini utvrdena je temeljem podataka iz baze
darivatelja Eurotransplanta (engl. Donor dana report), a prema kriterijima: eGFR>90 ml/min,
odsutnost proteinurije i strukturnih promjena bubrega. Kao usporedbena molekula za IHK
analizu koristen je koStani morfogenetski protein 1 (BMP-1; engl. Bone morphogenetic protein
1).

Dodatna analiza parova biopsija obuhvatila je 15 od 34 bolesnika s transplantiranim bubregom
(15 TBB) u kojoj je usporedena istrazena razlika imunohistokemijskog izrazaja ADAMTS-4
proteina izmedu biopsija bubrega ucinjenih u pojedinom vremenskom intervalu nakon
transplantacije (TBB) i pripadajuéih ,,nultih biopsija“ (TBBO0), u¢injenih u aktu transplantacije
bubrega (15 TBB-TBBO parova). Sve patohistoloske i imunohistokemijske analize tkiva

bubrega ucinjene su u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb.

4.2. Proteomska analiza

Za odredivanje profila proteina u plazmi i mokraci bolesnika s razli¢itim stupnjevima kroni¢ne
bolesti bubrega koriStena je metoda tekucinske kromatografije u kombinaciji sa
spektrometrijom masa na uredajima Easy-nLC 1200 (Thermo Scientific) i Q Exactive Plus

(Thermo Scientific). Uloga proteomske analize u ovom istrazivanju je ispitati pojavnost
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razli¢itih proteina u pojedinom stupnju KBB te usporediti promjene pojavnosti proteina tijekom

napredovanja KBB, s ciljem potencijalnog utvrdivanja novih bioloskih ¢imbenika KBB.
4.2.1. Obrada i priprema uzoraka

a) Zdruzivanje uzoraka

Smrznuti uzorci plazme otopljeni su te su potom svi uzorci unutar 9 skupina bolesnika (ZDR,
KBB1-KBBS5, HD, PD, TB) zdruzeni (engl. pooling). Za HD skupinu formirana su dva uzorka,
i to prije (HD-P) i nakon postupka hemodijalize (HD-N), ¢ime je za daljnju analizu ukupno

formirano 10 uzoraka volumena 15 mL po eksperimentalnoj skupini.
b) Procis¢avanje (purifikacija) uzoraka na heparinskim kolonama

Purifikacija uzoraka provedena je na heparinskim kolonama volumena 5 ml (HiTrap TM
Heparin HP, GE Healthcare Europe GmbH). Za purifikaciju su koristeni ekvilibracijski pufer
(engl. binding buffer/washing): 10 mM Na.HPOa, pH=7 i pufer za eluaciju proteina s kolone:
10 mM Na:HPO. + 0.5 M NaCl; 10 mM Na:HPO. + 1.0 M NaCl; 10 mM Na:HPO. + 2 M
NaCl; pH=7. KoriStene su 1 Sprice volumena 5 1 10 ml, igla za aspiraciju plazme, epruvete za

kolekciju prolaznih i eluatnih frakcija, te aceton za precipitaciju eluatnih frakcija.
Postupak purifikacije proveden je prema sljede¢em protokolu:

b-1) Kolona je fiksirana na stalku i ekvilibrirana s 10 ml navedenog ekvilibracijskog pufera.
Prvih 5 ml koristilo se za ispiranje prezervacijske tekucine u koloni, a potom drugih 5 ml za

dodatno ispiranje.

b-2) Uzorak plazme potom je propusten kroz kolonu na nac¢in da se plazma iglom aspirira u
Spricu, potom se igla odstrani, a Sprica fiksira na gornji dio kolone, kako bi se izbjeglo prskanje.
Tijekom postupka koriStena je zastitna oprema za rad s bioloSkim materijalom (kuta, rukavice,
naocCale). Na donji, izlazni dio kolone postavljena je epruveta koja sakuplja svih 15 ml
propustene frakcije uzorka. Pojedini uzorak propusten je kroz kolonu dva puta €ime se
omogucilo potpunije vezanje proteina na heparinska zrnca. Nevezana frakcija proteina

skupljena je i pohranjena na -20 °C.

b-3) Nakon propustanja uzoraka, kolona je dva puta isprana s 10 ml navedenog ekvilibracijskog
pufera (washing buffer), ¢ime smo uklonili sve nevezane proteine 1 pripremili kolone za

eluiranje.
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b-4) U postupku cluiranja proteina s elucijskim puferom koristili smo razrijedenja pufera s 3
razli¢ita udjela NaCl-a (0,5 M, 1 M i 2 M). Prvo je provedeno eluiranje puferom uz 0,5 M,
potom 1 M i nakon toga 2 M NaCl, na nacin da se po 5 ml pufera propusti kroz kolonu, a eluat
sakuplja po 1 ml u 5 epruveta. Ukupna dobivena koli¢ina eluatne frakcije dobivena

propustanjem svih triju razrjedenja pufera na jednoj koloni iznosila je 15 puta po 1 ml.

b-5) U sljede¢em koraku uéinjena je precipitacija proteina iz eluatnih frakcija uz primjenu
acetona rashladenog na -20 °C. U epruvete s eluatima proteina dodan je rashladeni aceton u
razrjedenju 1:4, epruvete su vorteksirane kako bi se sadrzaj homogenizirao i inkubirane na -80
°C tijekom no¢i. Sljedeceg dana epruvete su centrifugirane 10 minuta na 18.000 g, dekantirane
te je pazljivo odstranjen supernatant kako bi proteinski talozi ostali na dnu epruvete. Potom je
sadrzaj epruveta osusen na sobnoj temperaturi tijekom 20 minuta. Uzorci su potom otopljeni u

1 M Urea/50 mM NH+HCO:s.

4.2.2. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima pro¢is¢enim heparinom

U uzorcima procis¢enim heparinom potrebno je odrediti koncentraciju proteina kako bi se prije
digestije proteina koncentracije proteina u uzorcima ujednacile. Koncentracija proteina u
istrazivanju odredena je koristenjem komercijalno dostupnog kompleta kemikalija, BioRad RC
DC Protein Assay Kit II, na nacin da se alikvot uzorka razrijedi destiliranom vodom u omjeru
1:5 1 nakon toga odredi koncentracija proteina prema uputama proizvodaca BioRad RC DC
Protein Assay Kit I1. Apsorbancija proteina izmjerena je pri valnoj duljini 690 nm, koristenjem

uredaja SpectraMax 13x (Molecular Devices LLC.)

4.2.3. Digestija (razgradnja) proteina peptidazom tripsinom

U sljedec¢em koraku proteini se razgraduju peptidazom tripsinom u peptide, koji ¢e potom biti
analizirani teku¢inskom kromatografijom i masenom spektrometrijom. Kako bi se poboljsala
ucinkovitost digestije, proteini se prethodno denaturiraju urejom i potom izlazu djelovanju
jodoacetamida (alkiliraju¢eg agensa). Jodoacetamid se kovalentno veze na boc¢ne lance cisteina,

te sprijeCavajuci ponovno stvaranje disulfidnih mostova 1 renaturaciju proteina.

Digestija proteina provedena je prema sljede¢em protokolu:
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1) Odvojen je uzorak od 40 pg proteina te pomijeSan s 200 ul 8 M otopine ureje u filteru za
centrifugiranje koji ,,propusta‘“ proteine manje od 30 kDa. Filter je umetnut u epruvetu od 1,5

ml te centrifugiran na 14000 g 30 min pri sobnoj temperaturi.

2) Na filter za centrifugiranje dodano je novih 200 pl 8 M otopine ureje i uzorak je centrifugiran

na 14000 g 20 min pri pri sobnoj temperaturi.

3) 1z tubice Eppendorf od 1,5 ml odstranjena je 8 M ureja prikupljena tijekom prethodnih dvaju
koraka (engl. flow through).

4) Na filter za centrifugiranje dodano je 100 pl 55 mM jodoacetamida otopljenog u 8 M ureji.

Uzorak je kratko vorteksiran te inkubiran 20 min na sobnoj temperaturi, u mraku.
5) Uzorak je centrifugiran na 14000 g 10 min pri sobnoj temperaturi.

6) Na filter za centrifugiranje dodano je 100 pl 8 M ureje te je uzorak centrifugiran na 14000 g

15 min pri sobnoj temperaturi. Ovaj je korak ponovljen dva puta.

7) Uzorku je dodano 100 pl 50 mM otopine amonijevog bikarbonata te je uzorak centrifugiran

na 14000 g 10 min pri sobnoj temperaturi. Ovaj je korak ponovljen dva puta.

8) Uzorku je dodano 75 ul 50 mM otopine amonijevog bikarbonata i tripsina u omjeru 50:1 te
je kratko vorteksiran.

9) Kako bi se sprijecilo isparavanje uzorka, vrh epruvete zasti¢en je parafilmom te je uzorak

inkubiran preko no¢i na 37 °C.

10) Filter za centrifugiranje premjesten je u novu tubicu Eppendorf od 1,5 ml i centrifugiran na

14000 g 15 min na sobnoj temperaturi.

11) Uzorku je dodano 50 pl 50 mM otopine amonijevog bikarbonata te je centrifugiran na 14000

g 10 min na sobnoj temperaturi.

12) Uzorku je dodano 50 ul 0.5 M otopine natrijevog klorida te je centrifugiran na 14000 g 10

min na sobnoj temperaturi.

13) Filtrat u epruveti sadrzi otopinu triptickih peptida koja je zakiseljena do pH 2,5-3

dodavanjem 30 ul 20% octene kiseline, ¢ime je zavrSen ukupni postupak digestije.
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4.2.4. Procis¢avanje i ugusc¢ivanje peptida

U ovom se koraku tripti¢ki peptidi koncentriraju i proc¢iséavaju od zaostalih soli (amonijeva

bikarbonata i natrijeva klorida) koje ometaju ionizaciju peptida u spektrometru masa.
Procisc¢avanje i koncentriranje peptida provedeno je prema sljede¢em protokolu:

1) U nastavak pipete od 100 pl uglavljen je materijal C18 (tzv. Stage Tips-STop And Go
Extraction), prethodno navlazen dodavanjem 100 pl metanola. Stage Tips je potom
centrifugiran na sobnoj temperaturi tijekom 2 min na 1300 g, ispran s 200 pl 0,5% octene

kiseline (otopina A), ponovo centrifugiran na 1300 g 3 min na sobnoj temperaturi.

2) U Stage tips dodan je uzorak prociS¢enih peptida te je ponovo centrifugiran na sobnoj

temperaturi tijekom 5 minuta na 1300 g.

3) Stage Tips ispran je s 200 ul 0.5 % octene kiseline (otopina A) i ponovo centrifugiran na
sobnoj temperaturi tijekom 3 minute na 1300 g.

Peptidi su eluirani s materijala C18 (Stage tips) u mikrotitarsku ploCicu s 96 jazica, na nacin da
je Stage Tips uglavljen na plasti¢nu Strcaljku, a peptidi su isprani pomocu 40 pl otopine koja
sadrzi 80% acetonitrila (ACN) 1 20% otopine A (otopina B).

Centrifugiranjem na vakuum-centrifugi (Eppendrof Concentrator 5301) tijekom 10 min pri 30
°C 200 g uparen je zaostali ACN. U ovom koraku triptic¢ki peptidi pro¢i§¢avaju se od zaostalih
soli (amonijeva bikarbonata i natrijeva klorida) koje ometaju ionizaciju peptida u spektrometru

masa. Peptidi se istovremeno i koncentriraju kako bi se bolje nanijeli na tekucinski kromatograf.

4.2.5. Teku¢inska kromatografija i spektrometrija masa

Procisceni peptidi razdvojeni su temeljem polariteta i analizirani pomoc¢u nano-skale HPLC
sustava Easy-nLC 1200 (Thermo Scientific) spojenog s Q Exactive Plus spektrometrom masa
(Thermo Scientific) kroz nano-elektrosprej LC-MS sucelje. Peptidi su u otapalu “A” (0,5%
AcOH u vodi) naneseni na nanokolonu duljine 25 cm pakiranu C18 materijalom (PepMap,
ThermoFischer) i razdvojeni kroz 45-minutni gradijent 10-70% otapala ,,B*“ (80% ACN, 0,5%
ACcOH u vodi) s protokom od 250 nL/min. Automatizirani ciklusi mjerenja spektrometra masa

ukljucivali su puno skeniranje MS i skeniranje MS/MS do deset najintenzivnijih iona, koristeci
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se dinamic¢kim isklju¢enjem kako bi se izbjeglo prekomjerno fragmentiranje (analiza) peptida
najvece koncentracije. Puni skenovi MS (m/z od 300 do 2000) dobiveni su u Orbitrap
analizatoru na rezoluciji od 70,000 s unutrasnjom kalibracijom pomocu tzv. ,lock® mase.

Uzorci su analizirani u tehni¢kim duplikatima.

4.2.6. Bioinformaticka obrada dobivenih podataka

Eksperimentalne podatke, odnosno spektre pojedinih fragmentiranih peptida bioinformaticki
smo analizirali kako bi se dobile informacije vazne za bioloski sustav. Peptidi su identificirani
i kvantificirani uporabom racunalnog programa Thermo Scientific Proteome Discoverer
softwarea verzija 2.4. Eksperimentalni spektri pretraZzeni su uporabom SequestHT i Mascot
pretrazivaca i usporedeni s humanom bazom proteina dostupnom na internetskim stranicama
baze UniProt (Proteome ID: UP000005640). Za in silico digestiju humanih proteina odabrana
je peptidaza tripsin. Maksimalna dopustena pogreska postavljena je na uobicajenih 0,01, a
minimalna duljina peptida za identifikaciju proteina podeSena je na sedam aminokiselina.
Proteini identificirani s najmanje jednim peptidom smatrani su relevantnima za daljnju analizu.
Prikupljeni proteomski podaci pohranjeni su uporabom Proteom eXchange Consortium
softwarea u on-line javnu proteomsku bazu podataka PRIDE (ldentifikator seta podataka:
PXD033427). Analiza znac¢ajnih bioloskih puteva uz analizu obogacivanja genima (engl. Gene
enrichment analysis) ucinjena je uporabom Funrich 3.1.3. softwarea (160). Statisticka
znacajnost unutar bioloskih puteva definirana je kao statisti¢ki znacajna za p < 0,05, prema
u¢injenom hipergeometrijskom testu, korigiranom za Bonferronijevu korekciju. Nakon
pretrazivanja literature utvrdeni su najznacajniji putevi koji su prikazani u rezultatima.
Individualna identifikacija proteina, pronadenih samo u odredenoj istrazivackoj skupini (engl.
outliers ) dobivena je prema Binarnom kodu da/ne za svaku grupu proteina. Individualni
proteini prikazani su Termo mapom ili u tablici sa stupi¢ima (engl. bars) prema njihovoj
relativnoj ekspresiji u eksperimentalnoj skupini i analizirani semikvantitativno. Za svaki protein
analiziran je trend ekspresije u skupinama i promjena ekspresije u odnosu na kontrolnu skupinu

(ZDR). Termo mapa izradena je u besplatnom programu Morpheus, dostupnom na internetu.
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4.3. ELISA analiza

Za odredivanje koncentracije ADAMTS-4 proteina u plazmi i mokraci bolesnika s razliitim
stupnjevima KBB koriStena je indirektna imunoenzimska metoda ELISA, kitom Human

ADAMTS-4 DuoSet ELISA DY4307-05 R&D, Minneapolis, MN.

Analizirani su uzorci plazme i mokracée od 79 ispitanika: 32 u stupnjevima KBB1-KBB5, 7 iz
PD skupine, 5 iz HD skupine, 30 iz TB skupine te 5 iz ZDR skupine. Za 5 ispitanika iz HD
grupe odvojeno su analizirani uzorci prije (HD-P) i nakon postupka hemodijalize (HD-N) te je

u konacnici ukupan broj pojedinacnih uzoraka za analizu iznosio 84.

Postupak je proveden prema uputama proizvodaca, a rezultati su ocitani spektrofotometrijom
na uredaju SpectraMax i3x (Molecular Devices LLC. 3860 N First Street, San Jose, CA 95134,
USA) pri valnoj duljini od 450 nm. Svi uzorci i standardizirane kontrole analizirani su u
duplikatu, a za uzorke, ¢iji je rezultat pokazao individualni koeficijent varijabilnosti (CV) veci
od 25%, testiranje je ponovljeno. Spektrofotometrijski rezultati analizirani su u racunalnom

programu Softmax Pro 7.0.3. Software (Molecular Devices LLC).

Tijekom postupka koriSteni su pufer za prekrivanje (engl. phosphate buffered saline, PBS),
pufer za razrjedivanje reagensa i blokiranje nespecifi¢nog vezanja (1% BSA (engl. bovine

serum albumin) u PBS) i pufer za ispiranje (0,1% Tween u PBS).

ELISA analiza provedena je prema sljede¢oj proceduri:
4.3.1. Priprema plocice

1) Smrznuti uzorci u mikroepruvetama smjeSteni su na stalak i1 odloZeni u hladnjak na +4°C

tijekom noci kako bi se postupno otopili.

2) Vezno protutijelo razrijedeno je u PBS-u 120 x na radnu koncentraciju te je u svaku od 96

jazica stavljeno po 100 ul otopine.
3) Potom je plocica pokrivena i inkubirana tijekom no¢i na + 4°C.

4) Svaka jazica isprana je dva puta s po 400 ul pufera za ispiranje. Nakon svakog ispiranja

tekucina je u potpunosti odstranjena, a nakon zadnjeg ispiranja pufer je u potpunosti odstranjen.
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4.3.2. Blokiranje

6) Plocica je blokirana dodavanjem 300 pl pufera za blokiranje reagensa u svaku jazicu.
7) Potom je inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom sat vremena.

8) Nakon toga isprana je prema istovjetnom protokolu navedenom pod tockom 4).

4.3.3. Nanosenje kontrolnih i eksperimentalnih uzoraka

U ovom koraku uslijedilo je nanosenje kontrolnih i eksperimentalnih uzoraka u ukupnoj koli¢ini

od 100 pl po jazici, neovisno radi li se o nerazrijedenom ili razrijedenom uzorku.
9) Kontrolni uzorci nanose se na sljede¢i nacin:

U prvoj jazici nalazi se nerazrijedena kontrola, a nakon toga kontrole su razrijedene na nacin
da se 10,5 pl kontrolnog uzorka razrijedilo sa 409,5 pul pufera za razrjedivanje i nanijelo 200
ul u prvu sljedecu kontrolnu jazicu. Potom se sadrzaj resuspendirao, aspiriralo 100 pl i dodalo
u sljedecu jazicu. Postupak je nastavljen tako do zadnje jazice u koju je stavljeno samo 100 pl

Cistog pufera za razrjedivanje.
10) Eksperimentalni uzorci nanijeli su se nerazrijedeni u duplikatu po 100 ul u svaku jaZzicu.
11) Plocice su prekrivene 1 inkubirane tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi.

12) Potom je uslijedilo ispiranje kao pod toc¢kom 4).

4.3.4. Detekcija proteina

13) Dodano je po 100 pl sekundarnog antitijela radnog razrijedenja (1:60) u svaku jazicu.
14) Plocica je ponovo prekrivena 1 inkubirana 2 sata na sobnoj temperaturi.

15) Potom je isprana kao pod tockom 4).
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4.3.5. Primjena streptavidina

16) U svaku je jazicu potom dodano 100 pl razrijedene otopine streptavidina, kao pripreme za

ocitanje (razrijeden je puferom za razrjedivanje u omjeru 1:40).

17) Plocica je ponovo pokrivena i inkubirana 20 minuta na sobnoj temperaturi, bez izlaganja

direktnom svjetlu.

18) Potom je isprana kao pod tockom 4).

4.3.6. Dodavanje supstrata i zaustavljanje reakcije

19) Dodano je 100 pl otopine supstrata u svaku jaZicu.
20) Plocica je inkubirana 20 minuta na sobnoj temperaturi bez izlaganja svjetlu.

21) U svaku je jazicu dodano 50 pl otopine za zaustavljanje te je plo¢ica njezno protresena kako

bi se sadrzaj u jazicama pomijesao.
4.3.7. Ocitanje na optickom c¢itacu

22) Ocitanje je provedeno ¢itacem namjesStenim na valnu duljinu od 450 nm.

4.4. Imunohistokemijska analiza biopsijskih uzoraka bubreznog tkiva

4.4.1. Primarna obrada uzoraka tkiva dobivenih biopsijom bubrega

Biopsijski materijal dostavlja se u laboratorij na gazici namocenoj fizioloSkom otopinom u
zurnoj proceduri. Potom je pristupljeno standardiziranoj obradi 1 pripremi materijala za analizu,
koja je ukljucila rutinsku analizu svjetlosnim (SM) i elektronskim mikroskopom (EM) te
imunofluorescencu (IF) (161). Materijal biopsije bubrega darivatelja, ucinjen u aktu

transplantacije (,,nulta biopsija‘), nije rutinski analiziran elektronskim mikroskopom.

Priprema uzoraka za ove analize u€injena je prema sljedecem protokolu:
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1) Prije rezanja tkivo biopsije analizirano je disekcijskim mikroskopom pod povecanjem 20-
40 puta, kako bi se bolje prikazale strukture od interesa te se tkivo razdijelilo za svaku od triju
gore navedenih analiza posebno, osim u slucaju ,,nultih” biopsija transplantiranih bubrega.
Kljuc¢no je da se za SM analizu uzme dio koji sadrzi minimalno 10 glomerula, dok je za EM i

IF dovoljno 2-5 glomerula.

2) Tkivo za SM potom se inkubira u formalinu, dehidrira alkoholom, uklopi u parafin i nakon
toga rade se serijski rezovi pomoc¢u mikrotoma debljine od 3 um. Rezovi su se obojali rutinski

hemalaun-eozinom, PAS bojenjem, Masson-trikromnim i bojenjem po Jonesu.

3) Tkivo za EM fiksiralo se u McDowellovu fiksativu, potom tretiralo osmijevim tetroksidom,
uranijem acetatom i dehidriralo acetonom te je potom uklopljeno u sinteticku smolu Agar.
Rezovi se rade na ultramikrotomu i debljine su 0,5-1 pum te se oboje toluidinom. Potom se
dijelovi u kojima ima glomerula i tubula rezu jo$ na ultra tanke rezove koji se stavljaju na

bakrene mrezice i o€itavaju elektronskim mikroskopom.

4.4.2. Patohistoloska analiza bioptata bubrega

Za potrebe ovog istrazivanja koristili smo samo analize u¢injene svjetlosnim mikroskopom. Svi

uzorci rutinski su obradeni i IF 1 EM.

Analiza SM ulinjena je standardiziranom tehnikom kojom se analiziraju detaljno sva podrucja
bubreznog tkiva: podrucje glomerula, tubula i intersticija. Analiza ima cilj prepoznati odjeljak
u kojem se dogada primarni patoloSki proces, procijeniti rasprostranjenost bolesti te njenu
aktivnost 1/ili kronicitet. Aktivnost 1 kronicitet izrazeni su kvalitativno 1 kvantitativno, razli¢itim
histoloskim pokazateljima (engl. histology scores). U analizi biopsija transplantiranih bubrega
sve aktivne 1 kroni¢ne promjene izraZene su histoloSkim pokazateljima prema dijagnosti¢kim
kriterijima utvrdenim na konferenciji Banff radne skupine iz 2017. godine (17).
Standardiziranom okularnom metodom je za sve analizirane bioptate nativnih bubrega (NBB)
procijenjen stupanj intersticijske fibroze i tubularne atrofije (IFTA): 0 (<5%); 1 (6-25%); 2 (26-
50%) ili 3 (>50%). Analogno IFTA-i, u bioptatima transplantiranih bubrega se, prema Banff
dijagnostickim kriterijima, prisutnost intersticijske fibroze definira kroni¢nim intersticijskim
stupnjem (ci) kao: 0 =<5%, 1 (6-25%), 2 (26-50%) ili 3 (>50%), a prisutnost tubularne atrofije
(ct) graduira temeljem udjela atrofi¢nih u ukupnom broju tubula kore bubrega kao ct stupanj: 0

=<5%, 1 (6-25%), 2 (26-50%) ili 3 (>50%). Osim navedenih, za usporedbene analize izrazaja
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proteina ADAMTS-4 i BMP-1 s histoloskim promjenama u transplantiranim bubrezima
koriSteni su, prema Banff dijagnosti¢kim kriterijima, i sljede¢i pokazatelji: stupanj intersticijske
upale (i), stupanj upale tubula-tubulitis (t), udio intersticijske fibroze uz prisutnu upalu (ilFTA),
stupanj ukupne upale u intersticiju (ti = i + ilFTA), stupanj upale peritubularnih kapilara-
peritubularni kapilaritis (PTCitis). U svim bioptatima stupnjevan je 1 udio kroni¢no
promijenjenih glomerula (glomeruloskleroza-GS) kao: 0-odsutna, 1-blaga (<25%), 2-umjerena
(25-50%) ili 3-teska (>50%). Akutno tubularno oStecenje stupnjevano je kao 0 (odsutno ili

blago) ili 1 (umjereno do tesko).

4.4.3. Imunohistokemijska analiza biopsijskih uzoraka

Imunohistokemijsko bojanje biopsijskih uzoraka tkiva bubrega na proteine ADAMTS-4
ucinjeno je naknadno na rezovima tkiva, dobivenog iz parafinskih blokova. Kao usporedbena
molekula koriStena je dokazana profibrogena molekula BMP-1. Cijeli postupak, koji ukljuéuje
pre-tretiranje uzoraka, deparifinizaciju i inkubaciju antitijelima, proveden je automatizirano na

uredaju Dako Omnis, proizvodaca Agilent Technologies, CA prema sljede¢oj proceduri:
1) Priprema uzoraka

Uzoreci tkiva iz parafinskih blokova narezani su na debljinu od 4 um na nacin da su od tkiva
jednog ispitanika narezana 4 uzorka, dva za svako pojedinac¢no bojenje (ADAMTS-4 i BMP-1)
te su poloZeni na odvojena stakalca. Stakalca su potom osusena tijekom 1 sata na 60 °C, kako

bi se tkivo fiksiralo za stakalce.
2) Deparafinizacija i rehidracija

Nakon §to su stakalca ohladena odstranjen je parafin primjenom sredstva Clarify (American
Mastertech, Lodi, CA). Nakon toga uslijedio je proces rehidracije uzoraka uz primjenu etanola
1 konacno ispiranje vodom tijekom 5 minuta. Proces je voden automatizirano na uredaju Dako

Omnis (Dako Omnis platform, Agilent Technologies, CA).
3) Oslobadanje antigena (izlaganje epitopa)

U sljede¢em koraku ucinjeno je kidanje veza medu aminokiselinama, kao posljedice ranije
fiksacije formalinom. Na taj na¢in dolazi do oslobadanja antigena, odnosno epitopa, kako bi se

omogucilo vezanje ciljnog antitijela u sljede¢em koraku postupka. Ovaj postupak ucinjen je
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pomocu sredstva Dako Flex TRS Low (Agilent Technologies, CA) uz zagrijavanje na 97°C
tijekom 30 minuta.

4) Inkubacija antitijelima

U ovom koraku stakalca su inkubirana primarnim antitijelima odvojeno za ADAMTS-4 i za
BMP-1.

Za ADAMTS-4 upotrebljeno je primarno zecje poliklonalno ADAMTS-4 antitijelo,
proizvodaca Abcam, Cambridge, MA, u razrijedenju 1:200 i inkubirano tijekom 60 minuta, a
potom Dako GV800 HRP-konjugirano sekundarno antitijelo, proizvodaca Agilent

Technologies, CA tijekom 20 minuta.

Za ekspresiju proteina BMP-1 stakalca su pretretirana u niskom pH (pH=6,0) te inkubirana
primarnim poliklonalnim ze¢jim antitijelom HPA014572, proizvodaca Sigma-Aldrich, Merck,
Germany u razrijedenju od 1:50 tijekom 60 minuta. Nakon toga primijenjen je pojacivac signala
primarnog antitijela (Rabbit Linker Dako GV809) tijekom 10 minuta, a nakon toga uslijedila je
inkubacija konjugiranim sekundarnim antitijelom Dako GV800 HRP, proizvodaca Agilent

Technologies, CA tijekom 20 minuta.
5) Aplikacija kromogena i bojanje hematoksilinom

Za vizualizaciju kompleksa antigen-antitijelo provedena je inkubacija kromogenom 3,3'-
diaminobenzidine (DAB), koji se veze na HRP sekundarnog protutijela te u konac¢nici daje
crvenkastu boju (EnVision FLEX, Code GV800). Kao kontrastno bojenje ostalih struktura

upotrebljen je hematoksilin kao bazno bojenje.
6) Analiza imunohistokemijskog bojenja

Stakalca su analizirana pod svjetlosnim mikroskopom Zeiss Axiostar plus, uz povecanje 200 1
400 puta. Kao pozitivnu kontrolu za ADAMTS-4 u tkivu Koristili smo pozitivitet ADAMTS-4
proteina u stijenci intralobularne bubrezne arterije biopsijskog uzorka tkiva, gdje je uzorak

obojenja u potpunosti odgovarao literaturnim podacima (138).

Imunohistokemijski izrazaj za ADAMTS-4 i BMP-1 analizirao se na odvojenim rezovima za
sve uzorke na nacin da se izrazaj utvrdivao zasebno za tri podrucja bubreznog tkiva: intersticij,
glomerule i tubule. Unutar svakog od tih podruc¢ja odvojeno su analizirani sljedeéi odjeljci:

peritubularne kapilare (PTC) i intersticijska stroma (INT) za podrucje intersticija, glomerularne
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kapilare (GC) i Bowmanova ¢ahura (BW) za glomerularno podrucje te proksimalni (PXT) i
distalni tubuli (DT) za tubularno podrucje. Za svaki od 6 navedenih odjeljaka (PTC, INT, GC,
BW, PXT, DT) pojedinog biopsijskog uzorka ocitan je imunohistokemijski izrazaj i definiran
kao pozitivan (+) ili negativan (-). Pozitivnim smo definirali IHC bojenje, koje je bilo
zastupljeno u viSe od 1% promatranog odjeljka u svakom pojedinom uzorku po uzoru na
metodologiju imunohistokemijske analize primijenjene u istrazivanjima tumora dojke (162).
Graduaciju intenziteta imunohistokemijskog bojenja nismo ucinili s obzirom da se radilo o
prvom ikada sistematskom istrazivanju imunohistokemijskog izrazaja molekule ADAMTS-4 u

tkivima bubrega s KBB.

4.5. Statisti¢ka analiza

Svi klinicki, laboratorijski podaci, podaci dobiveni proteomskim i analizama tkiva bubrega
pohranjeni su i obradeni u elektronickom obliku uz potpuno postivanje propisanih postupaka
za zaStitu osobnih podataka. Normalnost raspodjele kontinuiranih varijabli testirana je
D’ Agostino-Pearsonovim testom. Mjere centralne tendencije kojima su prikazane varijable su:
aritmeticka sredinatstandardna devijacija te medijan (interkvartilni raspon). Koncentracije
ADAMTS-4 proteina u plazmi prikazane su kao multiple varijable u grafu s oznakom kutijastog
dijagrama za medijan. Normalno raspodijeljene varijable usporedene su Studentovim t-testom
i t-testom za uparene uzorke. a za varijable ¢ija raspodjela odstupa od normalne koristen je
Mann-Whitneyjev U-test. Razlike izmedu triju i viSe skupina testirane su analizom varijance
(ANOVA) i Kruskal-Wallisovim testom s Bonferronijevom korekcijom. Kategorijske varijable
prikazane su kao apsolutni brojevi i proporcije. Za usporedbu kategorijskih varijabli koristen je
Fisherov %2 test. Korelacije su testirane Pearsonovim 1 Spearmanovim testom. U istraZivanje je
ukljuceno 8 skupina po 15 ispitanika te jedna skupina od 30 ispitanika, $to je procijenjeno kao
adekvatna statisticka snaga za proteomsku analizu. Kao razina znacajnosti koristit ¢e se p-

vrijednost manja od 0,05.

Frekvencije ADAMTS-4 i BMP-1 proteina u biopsijama tkiva iz 3 skupine (KTR, NBB, TBB),
kao 1 usporedba parova, odredene su direktnim brojanjem temeljenim na binarnom kodu da/ne
temeljem imunohistokemijskog bojenja. Razlike u distribuciji podataka usporedene su

Fisherovim y2 testom s Yates korekcijom. Sve analize uc¢injene su u MedCalc programu

(verzija 19.2.6).
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5. REZULTATI

5.1. Profil proteina i pojavnost ADAMTS-4 molekule u krvi i mokra¢i ispitanika

Profil proteina i pojavnost ADAMTS-4 molekule ispitivana je u krvi i mokraéi ukupno 150
ispitanika, raspodijeljenih u 9 skupina: 1 skupina od 15 zdravih kontrolnih ispitanika (ZDR), 5
skupina s 15 bolesnika od prvog do petog stupnja kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB1-KBB5),
skupina s 15 bolesnika na peritonejskoj (PD), skupina s 15 bolesnika na hemodijalizi (HD) i
skupina s 30 bolesnika s transplantiranim bubregom (TB). U Tablici 1la prikazani su osnovni
podaci i laboratorijski nalazi, a u Tablici 1b osnovna bubrezna bolest i najvaznije klinicke

karakteristike ispitanika.
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Tablica 1a. Osnovni podaci i laboratorijski nalazi ispitanika

ZDR KBB1 KBB2 KBB3 KBB4 KBB5 HD PD B

N 15 15 15 15 15 15 15 15 30
Dob 429+ 367+ 545+ 565+ 605+ 607+ 499+ 481+ 512+
(godine) 94 152 182 145 161 154 177 167 158
Epg,}o;emkl 7(46) 8(53) 7(46) 4(26) 9(60) 6(40) 10(68) 7(46) 5(17)
IT™ 243+ 251+ 287+ 257+ 263+ 283+ 280+ 255+ 268+
(kg/m?) 27 47 64 52 41 52 94 41 54
Kreatinin 72.7+ 741+ 887+ 158+ 237+ 476+ 8659+ 760.2+ 184.9+
(umol/L) 109 143 152 237 522 136 187.1 1831 64.2
eGFR

. 104+ 102+¢1 747+ 393+ 217+ 103+ 30.7+
(MmLTs 01 02 88 72 47 23 TP 164

- 020 036 070 049 043 188 0.47
(Prfztj'g;””a ©01- (02— (03~ (04 (04 (07— np Np (03—
g 05 15 13 12) 31 32 1.1)
Ureja 50+ 50+ 62+ 105+ 166+ 243+ 246+ 205+ 127+
(mmol/L) 10 13 16 33 49 49 62 57 49
Kolesterol 44+ 54+ 42+ 45+ 50+ 50+ 39+ 51+ 45+
(mmol/L) 06 25 08 08 14 17 09 12 12
Trigliceridi 1.1+ 12+ 15+ 16+ 2.5+ 2.7+ 2.2+ 2.3+ 2.0+
(mmol/L) 06 09 07 06 12 27 12 15 09
HDL 16+ 16+ 13+ 13+ 11+ 11+ 09+ 13+ 12+
(mmol/L) 03 04 04 04 06 03 03 05 04
LDL 24+ 33+ 22+ 21+ 28+ 27+ 21+ 29+ 26+
(mmol/L) 05 24 07 08 14 13 07 10 10
g'/?_‘;m'” 44+3 30+6 38+3 40+3 3746.6 40+4 30+25 3844 30457
GUK 43+ 48+ 52+ 56+ 55+ 56+ 61+ 56+ 58+
(mmol/L) 04 06 09 14 12 14 22 19 15
CRP 09+ 12+ 28+ 33+ 40+ 51+ 55+ 38+ 20+
(mg/L) 08 16 17 34 44 59 66 43 20
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Tablica 1b. Osnovna bubrezna bolest i najvaznije klinicke osobine ispitanika

ZDR KBB1 KBB2 KBB3 KBB4 KBB5 HD

OSNOVNA BB n (%)

Glomerularna E = = o 2 & .
(0) (86)  (100)  (60) (33) (40)  (27)
Hipertenzivna 0 0 0 2 > 2 0
(0) (0) (0) (13) (33) (13) (0
AD policisticna p L v v v L 2
©) (7 0) @) (0) (n (13
Dijabeticka 0 0 0 0 . 1
0) 0) 0) ©) (7 M
Ostali specificni 0 1 0 2 2 2 5
uzroci (0) 7 (0) (13) (13) (13) (33)
0 0 0 1 2 3 3
Nepoznata

© O (0) (mn (13  (20) (20)

KLINICKE OSOBINE n (%)

Avrterijska 0 7 14 13 15 15 13
hipertenzija 0) 47) (93) (86) (100)  (100) (86)
Seéerna bolest 0 0 3 4 o 2 3
(0) (0) (20) (26) (33) (13)  (20)
Hiperlipidemija 0 > 12 10 12 v 6
(0) (33) (80) (67) (80) (60)  (40)
Ateroskleroza ¢ ¢ < . 2 s 1
(0) (0) (20) (26) (33) G3) (M
Osteoartritis 0 1 . L 0 0 .
(0) (7 (7 (7 (0) (0) (7
Eutlanic 2 2 1 6 3 8 6
(13)  (13) (7 (40) (20) (53)  (40)
| .. 0 2 2 2 0 1 0
munosupresija

© 13 13 13 (© ™ ©

PD

2
(13)
2
(13)
1
()
3
(20)
5
(33)
2
(13)

14
(93)
3
(20)
6
(40)
4
(26)
0
(0)
5
(33)
1
(7)

B

4
(13)
3
(10)
0
@)
12
(40)
3
(10)
8
(27)

27
(90)
8
(27)
11
(37)
5
(17)
0
(0)
5
(17)
30

(100)

N-ukupan broj bolesnika u skupini; n-broj ispitanika s promatranim obiljezjem; np-nije

primjenjivo; BB-bubrezna bolest
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5.1.1. Analiza trenda ekspresije proteina proteomskim profiliranjem

Proteomskom analizom ispitivanih skupina identificirana su ukupno 453 razli¢ita proteina, od
kojih po pojedinim skupinama: KBB1 356, KBB2 353, KBB3 381, KBB4 375, KBB5 390, PD
387, HD-P 391, HD-N 394, TB 358 proteina. Prikupljeni proteomski podaci pohranjeni su
uporabom Proteome Xchange Consortium programske podrske u online javnu proteomsku bazu
podataka PRIDE (Identifikator seta podataka: PXD033427). 1z daljnje analize iskljuCeni su
standardni proteini, koje redovito nalazimo u plazmi bolesnika, poput albumina. Relativne
jacine izrazaja proteina utvrdene masenom spektrometrijom (IBAQ) prilagodene su putem
formule na postotne udjele pojedinog proteina u ispitivanoj skupini. Potom je za pojedinacni
protein izra¢unat prosje¢ni postotni udio tog proteina za sve skupine zajedno (ZDR, KBB 1-5,
PD, HD-P, HD-N, TB), te se promatrao trend kretanja proteina kroz stupnjeve KBB, a u odnosu
na prosjecnu vrijednost. Takoder, znacajnom tendencijom porasta ili pada trenda proteina

izmedu skupina smatrali smo dvostruku promjenu postotnog udjela.
5.1.1.1. Analiza trenda ekspresije proteina u skupinama KBB1 do KBB5

Veliki broj proteina pokazao je znacajnu promjenu ekspresije u razli¢itim stupnjevima KBB.
Posebno su analizirani razvojni stupnjevi KBB1-5 te je promatran trend ekspresije u odnosu na
kontrolnu skupinu. Pomnom analizom trendova pojedina¢nih proteina, zatim trendova skupina
proteina povezanih zajednickom funkcijom, utvrdeno je da veliki broj pojedinacnih i/ili
funkecijski povezanih proteina znacajno mijenja ekspresiju u ranim stupnjevima KBB, odnosno
KBB2. Trend ekspresije apolipoproteina, komponenti komplementa, ¢imbenika koagulacije,
¢imbenika rasta, komponenti ekstracelularnog matriksa, lektina i drugih signalnih molekula

prikazan je termo-mapom na Slici 3.
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MBL serine protease 2
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Plexin domain-containing protein 2
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Sialc acid-binding Ig-like lectin 16

e |

Slika 3. Termomapa izabranih proteina sa znacajnom promjenom ekspresije u stupnju KBB2.
U mapi su prikazane promjene izrazaja izabranih proteina tijekom razvoja i progresije KBB
za skupine ispitanika: 0 — skupina zdravih kontrola (ZDR); skupine ispitanika od stupnja
KBB1-5. Nijansama crvene boje prikazana je graduacija pojacane, a nijansama plave
graduacija slabije ekspresije proteina, obje u odnosu na prosje¢nu ekspresiju pojedinacnog
proteina u svim ispitivanim skupinama. Stupac A — prikaz proteina s tendencijom porasta
ekspresije tijekom progresije KBB i prekretnicom u stupnju KBB2; Stupac B - prikaz proteina
s tendencijom pada ekspresije tijekom progresije KBB i prekretnicom u stupnju KBB2.
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5.1.1.2. Analiza outlier proteina

Analizom svih proteina utvrdeno je ukupno 10 proteina, koji su se pojavljivali samo u jednoj
skupini ispitanika (iz engl. outlier) s KBB te 2 proteina u ZDR skupini. Od 10 proteina
utvrdena su 3 u KBB2, 4 iskljuc¢ivo u HD skupini, 2 u ispitanika na oba modaliteta dijalize
(HD 1 PD skupine) te samo 1 protein u TB skupini. Samo 2 od 453 proteina zamije¢ena su
isklju¢ivo u ZDR skupini, a da nisu bila prisutna niti u jednoj od skupina s KBB. Rezultati su
prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Popis proteina prisutnih isklju¢ivo u pojedinoj ispitivanoj skupini (outlier protein)

NAZIV outlier PROTEINA UniProt ID
ZDR Teski lanac imunoglobulina-podvrsta 1/OR15-1 AO0A075B7D0
Receptor leukocita sli¢an podobitelji imunoglobulina tipa 2 Q8N423-1
Podjedinica hemoglobina delta P02042
KBB2  Receptor za transferin-1 P02786
Protein adhezijske vaskularnih stanica 1 (VCAM-1) P19320-1
Protein slican SPARC 1 Q14515
D Dermokin Q6E0U4-1
Guanilin Q02747
Osteopontin P10451-1
HD+PD Hond'roadherln ) 015335
Protein regeneracije otocic¢a 3-alfa Q06141
TB Protein S100-Al12 P80511

5.1.1.3. Analiza uremijskih toksina

Sljedeca analiza ukljucila je pretrazivanje proteomske baze s ciljem utvrdivanja prisustva
uremijskih toksina (UT). Od 453 analizirana proteina utvrdeno je 7 proteina, koji suu
literaturi 1 prema bazama definirani kao uvrijezeni UT ,,srednje” molekulske mase (163). U
Tablici 3. prikazani su UT i njihov trend ekspresije u ispitivanim skupinama. Trend porasta
ekspresije prema zavrSnom stupnju KBB (KBBS5) imalo je 6 od 7 proteina, s razli¢itim
omjerom ekspresije u odnosu na kontrolu skupinu (KBB5/ZDR) koja je varirala od 1.47 za
angiogenin do maksimalno 6.58 za alfa-1 kiseli glikoprotein 1. Inzulinu slican ¢imbenik rasta
1 (IGF-1) imao je trend pada prema KBB-5. Alfa-1 kiseli protein 1 i 2, alfa-1 mikroglobulin

te cistatin C imali su daljnji trend povecéanja ekspresije prema HD-P skupini, za razliku od PD
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skupine u kojoj je ekspresija ova 4 proteina bila podjednaka ekspresiji u hemodijaliznih
bolesnika nakon postupka dijalize (HD-N). U TB skupini 4 od 7 proteina imalo je trend pada
u odnosu na KBB5, HD-P i PD skupinu. Neovisno o omjeru KBB5/ZDR, 6 od 7 uvrijezenih
uremijskih toksina, neovisno o tendenciji rasta u zavrSnom stupnju KBB, pokazuje znacajnu,
naglu promjenu ekspresije proteina u stupnju 2 KBB, kako je ranije prikazano i za izabrane

proteine u termo mapi.

Tablica 3. Analiza trenda ekspresije uvrijezenih uremijskih toksina u ispitivanim skupinama

UniProt
m

Prosjek | KBBS/

NAZIV PROTEINA % 7DR

P02760 [Protein AMBP 0,5500 |4.2630

P03950 |Angiogenin 0.0160 | 1.4765

P00746 |Cimbenik komplementa D 0369 [ : 0830 [@.0770 m I 16 10.0429 | 0.1500 |6.3185

P01034 |Cistatin-C 0048 [0.0040 |0 0087 Lm H . 0,0200 |4.5239

P02763 |Alfa-1-kiseli glikoprotein 1~ 0.0284 0.1800 | 6.5864

P19652 |Alfa-1-kiseli glikoprotein 2 0188 §0.0094 EMM I ).0275 0,0700 | 2.8911

P05019 [Inzulinu slican ¢imbenik rasta I :m:l :m:m 0009 0,0020 |0.4939

KBB/ZDR — omjer ekspresije izmedu skupina KBBS i ZDR; prosjek (%) — prosjec¢na
ekspresija proteina; za svaki pojedini protein vrijednost postotka ekspresije u istrazivanim
skupinama prikazana je crvenom vodoravnom trakom radi boljeg prikaza razlike u ekspresiji
izmedu istrazivanih skupina

U cilju identificiranja potencijalnih kandidata za nove uremijske toksine provedena je daljnja
analiza, koja je ukljucila izdvajanje proteina, ¢iji bi profil odgovarao profilu uvrijeZenih
,»srednjih” molekula. Za podatke o proteinima koriStena je Uniprot baza. Izdvojeni su proteini
s trendom porasta u zavrSnom stupnju KBB, uz uvjete da im omjer ekspresije izmedu KBBS5 1
ZDR iznosi minimalno 1.4, da zadovoljavaju kriterij daljnjeg trenda poveéanja ekspresije
prema dijalizi (HD-P skupina) te da molekularna masa proteina bude u granicama 0,5-60 kDa
prema Duranton i suradnicima (163). Na ovaj nacin izdvojena su 57 proteina, od kojih su
daljnjim pretrazivanjem literature izdvojeni samo oni proteini, Koji su u literaturi povezani s
bubreZnim bolestima, a ujedno imaju 1 dokazani sistemski upalni u€inak, aterogeni potencijal
ili povecavaju rizik od kardiovaskularnih bolesti. Konacno je izdvojeno 15 novih

potencijalnih kandidata za UT (Tablica 4 i 5).
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Tablica 4. Trend ekspresije potencijalnih kandidata za uremijske toksine

UniProt . ZDR | KBBI Prosjek | KBBS/
D NAZIVPROTEINA % % % % ZDR
MOR1Q1 [Komplement C3 (fragment) 0,0000 (0,0000 (0,0000 0,0003| np

P11226 [Protein C udruzen s manozom 0,0016| 24498

Q9Y6Z7 [Kolektin-10 0,0018| 3,0569

P25311 |Cink-alfa-2-glikoprotein 0,0013| 5,5377

P07998  (Pankreasna ribonukleaza 0,0069| 70572

P02765 |Alfa-2-HS-glikoprotein 0,1020| 79125

P02774 [Protein udruzen s vitaminom D 02346 6,0381

PODIIS  [Serumskiamiloid A-1 0,0026(11,5124

Q66K66 |Transmembranski protem 198 0,0117| 3,8733

P41222  |Prostaglandin-H2 D-izomeraza 0,0068 | 5,8695

P07478  |Tripsin-2 0,0003| np
P02766 |Transtiretin 0,0666| 1,9843
P80188 |[NGAL 0,0008| np

H3BPR7 |[Receptor tirozin-kinaze 3 0,0018 0,0229 9,6401

P28300 |Protein-lizin 6-oksidaza ,0002 10,0000 (0,0000 ®,0004 ©.0004 @.000- . 0,0008| 1,8122

KBB/ZDR — omjer ekspresije izmedu skupina KBBS i ZDR; prosjek (%) — prosjec¢na
ekspresija proteina; za svaki pojedini protein vrijednost postotka ekspresije u istraZivanim
skupinama prikazana je crvenom vodoravnom trakom radi boljeg prikaza razlike u ekspresiji
izmedu istrazivanih skupina

Tablica 5. Potencijalni kandidati za uremijske toksine i poveznica s literaturom

UniProt ULOGA U BUBREZNOJ SISTEMSKI

D NAZIV PROTEINA BOLESTI REFERENCA UCINAK REFERENCA
MOR1Q1 Komplement C3 (fragment) proupalni, profibrogeni Zhang, 2020 (164) proaterogeni Kiss, 2022 (165)
P11226 Protein C udruZen s manozom proupalni, profibrogeni Satomura, 2010 (166) tkardiovaskularni rizik Poppelaars, 2016 (167)
Q9Y6z7 Kolektin-10 proupalni, profibrogeni Qin, 2018 (168) proaterogeni Vengen, 2017 (169)
P25311 Cink-alfa-2-glikoprotein prognosti¢ki ¢imbenik za DN Elsheikh, 2019 (170) proaterogeni Aragongs, 2016 (171)
P07998 Pankreasna ribonukleaza prognosticki ¢imbenik za ABB Zechendorf, 2020 (172)  povezanost s KVB Bedenbender, 2020 (173
P02765  Alfa-2-HS-glikoprotein prognosticki ¢imbenik Kalantary, 2018 (174) proupalni Bourebaba, 2019 (175)
P02774  Protein udruzen s vitaminom D prognosti¢ki ¢imbenik za KBB  Denburg, 2015 (176) proaterogeni Gasparri C, 2010 (177)
PODJI8  Serumski amiloid A-1 proupalni, proangiogeni Liu, 2020 (178) proangiogeni Liu, 2020 (178)
Q66K66 Transmembranski protein 198  ¢imbenik Wnt signalnog puta  Habuka, 2014 (179) proaterogeni Weerackoon, 2021 (180)
P41222  Prostaglandin-H2 D-izomeraza prognosticki ¢imbenik za DN Bacci, 2015 (181) prediktor KV rizika  Orenes-Pifiero, 2013 (182)
P07478 Tripsin-2 glomerularna lezija Baricos, 1991 (183) proaterogeni Shi, 2020 (184)
P02766 Transtiretin tekspresija u mezangiju Al-Kafaji, 2010 (185) proaterogeni Singhal, 2021 (186)
P80188 NGAL prognostic¢ki ¢imbenik za ABB  Albert, 2020 (187) povezanost s KVB Lindberg, 2016 (188)
H3BPR7 Receptor tirozin-kinaze 3 profibrogeni Liu, 2016 (189) proaterogeni Zhang, 2022 (190)
P28300 Protein-lizin 6-oksidaza profibrogeni Niu, 2020 (191) povezanost s KVB Rodriguez, 2008 (192)

ABB — akutna bubrezna bolest; KV — kardiovaskularni; KVB — kardiovaskularna bolest; DN
— dijabeticka nefropatija
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5.1.1.4. Analiza proteina s gubitkom ekspresije nakon transplantacije bubrega

Pretrazivanjem baze proteina uoceno je da samo 10 od ukupno 453 proteina pokazuju

ekspresiju u svim ispitivanim skupinama, osim u skupini nakon transplantacije bubrega (TB).

Tablica 6. Proteini s gubitkom ekspresije u skupini TB

UniProt ID NAZIV PROTEINA

Q9HDCY |Protein membrane adipocita
HOY7H7 |Protein citokeneze 4

P01703 (lg lambda lanac varijabla 1-40
Q15063-3|Izoforma 3 periostina
P48740-1 [MASP-1

Q7Z6G3 |EF kalcij vezujuéi protein 2
095497 |Panteteinaza

HOY6RA Cimbenik izmjene gvaninskih '16 [ﬂ[ﬂ[ﬂ:ﬂ
nukleotida 1
HOYGF6 |Citozin deaminaza ssSDNA DE’D
B oz foooso

H3BPR7 |Receptor tirozin-kinaze 3

SSDNA - jednostruka uzvojnlca DNA,; Ig - imunoglobulin; MASP-1 - serinska proteaza
lektina povezanog s mananom; za svaki pojedini protein vrijednost postotka ekspresije u
istrazivanim skupinama prikazana je crvenom vodoravnom trakom radi boljeg prikaza razlike
u ekspresiji izmedu istrazivanih skupina
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5.1.1.5. Analiza proteina povezanih s izvanstani¢nim matriksom

Radi uvida u pojavnost i trend ekspresije proteina iz naSe baze, povezanih s izvanstani¢nim
matriksom (ECM), uc€injeno je pretrazivanje pojedinacnih proteina uz koriStenje podataka iz

Uniprot baze proteina te objavljene literature putem Pubmed pretrazivaca.

Proteini su analizirani prema podskupinama: glikoproteini ekstracelularnog matriksa, kolageni,
proteoglikani, ostali proteini povezani s ekstracelularnim matriksom, proteinaze, inhibitori

proteinaza i ostali regulatori ekstracelularnog matriksa.

Vecina proteina svih navedenih skupina pokazuje znacajnu promjenu trenda ekspresije u

stupnju KBB2.

Od proteinaza ekstracelularnog matriksa utvrdene su MMP-2 i MMP-9. Nisu utvrdene
ADAMTS proteinaze. Od proteinaza iz skupine Disintegrin i metaloproteinaze s motivima
trombospondina utvrden je isklju€ivo protein slican ADAMTS proteazi 2 (ADAMTSL?2), ¢ija

je ekspresija bila prisutna u kontrolnoj te skupinama ispitanika na dijalizi.

Izabrani ECM proteini te njihov trend ekspresije prikazan je u Tablici 7.
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Tablica 7. Trend ekspresije izabranih proteina povezanih s izvanstani¢nim matriksom

ZDR KBB1 KBB2 KBB3 KBB4 KBB5 HD-P HD-N PD B Prosjek
% % % % % % % % % % %

UniProt 1D NAZIV PROTEINA ‘
ECM GLIKOPROTEINI
P02750 |LRG

P02751 |Fibronektin

P23142 |Fibulin-1

Q15582 |TGF-B ig-h3

P07996 |Trombospondin-1
P24043 |Laminin a-2 podjedinica
KOLAGENI

0,0278
3,1430
0,0075
0,0162
0,0699
0,0002

P20908 |a-1 lanac kolegena V 0,0065
P12111 |a-3 lanac kolagena VI 0,0172
P39060-1 |a-1 lanac kolagena XVl 0,0263
P02461 |a-1 lanac kolagena I11 0,0010
Q05707-1 |a-1 lanac kolagena X1V 0,0004

PROTEOGLIKANI
P51884 |Lumikan
Q92954-1 |Proteoglikan 4
P98160 |Perlekan

0,0133
0,0399
0,0005

QINR99 [MXRA5
P21333 [Filamin-A

Q14520-1 [HABP 2

P08493-1 |Matriks Gla

Q16610 |ECM 1
PROTEINAZE ECM-a
P08253  |MMP 2 m | 00111
P14780 [MMP9
Q86TH1 |ADAMTSL 2

0,0007
0,0079
0,1219
0,0019
0,3661

P01023 |a-2 makroglobulin 1,3972
P01033 |TIMP-1 0,0029
P16035 |TIMP-2

P16070 |CD44 antigen
014786-1 |Neuropilin-1
P36955 |PEDF
Q15113 |PCPE-1

0,0008
0,0241
0,8645
0,0066

MXRA 5 - protein povezan s pregradnjom matriksa 5, HABP 2 - protein vezan uz hijaluronan
2, ECM 1 - protein izvanstani¢nog matriksa 1, MMP - matriks metaloproteinaza,
ADAMTSL?2 - protein sli¢an disintegrin i metaloproteinazi s motivom trombospondina, 2,
TIMP - tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza, PEDF - pigmentni ¢imbenik podrijetlom
iz epitela, PCPE-1 - pojacivac prokolagen C-endopeptidaze; za svaki pojedini protein
vrijednost postotka ekspresije u istrazivanim skupinama prikazana je crvenom vodoravnom
trakom radi boljeg prikaza razlike u ekspresiji izmedu istraZivanih skupina
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5.1.2. Analiza ekspresije signalnih puteva proteina obogaéena analizom gena

Analiza ekspresije signalnih puteva proteina obogacena analizom gena uc¢injena je usporedbom
udjela seta nase baze podataka s pozadinskim setom gena u Funrich programskoj podrsci
(Funrich 3.1.1.), dostupnoj putem internetske poveznice. Znacajnost ekspresije u ovom
programu utvrdena je hipergeometrijskim testiranjem, uz Bonferronijevu korekciju. Statistic¢ki
znacajna ekspresija utvrdena je za pojedine signalne puteve u sklopu imunolos§kog odgovora,
zatim medustani¢ne i komunikacije stanica s izvanstani¢nim prostorom 0sobito putem sustava
integrina, pojedinih dijelova kaskade koagulacijskog sustava, kao i metaboli¢kih puteva lipida
i glukoregulacije te posttranslacijskog procesuiranja proteina. U tablici 8. prikazani su svi
statistiCki znacajni signalni putevi, naveden je udio seta gena za svaki signalni put za sve
ispitivane skupine. Sivom bojom je oznacen znacajniji trend odstupanja u pojedinom stupnju
KBB. Najznacajnije promjene trenda ekspresije vidljive su u KBB2 stupnju za aktivnost
kaskade komplementa, nespecificnog imunoloskog odgovora, interakcija posredovane
integrinima 1 unutrasnjeg koagulacijskog puta. U ranim stadijima znacajnije se mijenja i
ekspresija lipidnog metabolizma, a najizraZenija promjena ekspresije metabolizma lipoproteina
te razgradnje, mobilizacije 1 transporta lipida dogadaju se u skupini s transplantiranim
bubregom. Grafi¢ki su prikazani trendovi ekspresije u ispitivanim skupinama za sustav
nespecificne imunosti (Slika 4a.), kaskadu komplementa (Slika 4b.) , metabolizam lipoproteina

(Slika 5.) i aktivaciju hemostaze (Slika 6.)
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Tablica 8. Ekspresija statisticki znacajnih signalnih puteva proteina obogacenih genima

Interakcije posredovane B2 integrinima
Interakcije posredovane B3 integrinima
Interakcije posredovane integrinima
Integrini ukljuceni u angiogenezu
Ukupna aktivnost imunolo§kog sustava

Aktivnost nespecifi¢éne imunosti

Aktivacija klasi¢nog puta komplementa
Aktivnost kaskade komplementa

Inicijalno pokretanje puta komplementa

Aktivnost terminalnog puta komplementa

Stvaranje C4 i C2 aktivatora

Transport posredovan hilomikronima

HDL-om posredovani transport lipida

Razgradnja, mobilizacija i transport lipida

Metabolizam lipoproteina
Epitelno-mezenhimalna tranzicija

Stvaranje fibrinskog ugruska
Razgradnja fibrinskog ugruska
Hemostaza

Intrinzicki put koagulacije

Degranulacija trombocita

Regulacija putem ¢imbenika IGF

Putevi povezani sa Se¢ernom bolesti

Post-translacijske modifikacije proteina
Aktivacija y-karboksiliranih proteina
v-karboksilacija, prijenos i aktivacija

Transport prekursoraiz ER u GT

ZDR KBB1 KBB2 KBB3 KBB4 KBB5 HD-P

%

6,14035

6,14035

7,89474

21,0526

14,0351

4,38596

13,1579

7,89474

5,26316

5,26316

6,14035

6,14035

8,77193

8,77193

14,0351

18,4211

3,50877

28,0702

10,5263

5,26316

7,89474

13,1579

4,38596

4,38596

4,38596

4,38596

% %

5,50459 6,42202

6,422 6,422

8,25688 7,33945

0 22,0184

14,6789 15,5963

4,58716 4,58716

13,7615 13,7615

8,2569 8,2569

5,5046 5,5046

5,5046 5,5046

6,422 6,422

6,422 6,422

9,1743 19,1743

9,1743 19,1743

13,761 13,761

18,3486 18,3486

3,66973 3,66973

2844 28,44

11,0092 11,0092

5,50459 0

8,2569 8,2569

12,844 13,7615

0 4,58716

3,66973 4,58716

0 4,58716

3,66973 4,58716

%

5,98291

5,98291

7,69231

21,3675

14,5299

4,2735

12,8205

7,69231

5,12821

5,12821

5,98291

5,98291

8,54701

8,54701

13,6752

17,9487

3,4188

27,3504

10,2564

5,12821

7,69231

12,8205

4,2735

4,2735

4,2735

4,2735

%

5,9322

5,9322

6,77966

21,1864

14,4068

4,23729

12,7119

7,62712

5,08475

5,08475

5,9322

5,9322

8,47458

8,47458

13,5593

17,7966

3,38983

27,1186

10,1695

5,08475

7,62712

12,7119

4,23729

4,23729

4,23729

4,23729

%

5,83333

5,83333

7,5

20,8333

14,1667

4,16667

12,5

7,5

6,66667

5,83333

9,16667

9,16667

13,3333

17,5

3,33333

26,6667

10

75

12,5

4,16667

4,16667

4,16667

4,16667

%

5,83333

5,83333

20,8333

14,1667

4,16667

12,5

75

6,66667

5,83333

9,16667

9,16667

14,1667

17,5

3,33333

26,6667

10

75

12,5

4,16667

4,16667

4,16667

4,16667

PD
%

5,9322

5,9322

7,62712

20,339

14,4068

4,23729

12,7119

7,62712

5,08475

5,08475

6,77966

5,9322

9,32203

9,32203

13,5593

17,7966

3,38983

27,1186

10,1695

5,08475

7,62712

12,7119

4,23729

4,23729

4,23729

4,23729

B
%

6,08696

6,08696

6,95652

21,7391

14,7826

4,34783

13,0435

7,82609

5,21739

5,21739

5,21739

6,08696

7,82609

7,82609

13,913

18,2609

3,47826

27,8261

10,4348

5,21739

7,82609

13,0435

4,34783

4,34783

4,34783

4,34783
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AKTIVNOST SUSTAVA NESPECIFICNE IMUNOSTI
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AKTIVNOST KASKADE KOMPLEMENTA
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Slika 4a i 4b. Prikazana je aktivnost signalnih puteva: a) nespecificnog imunoloskog odgovora
i b) kaskade komplementa u skupinama. Postotak (%) oznacava udio ekspresije proteina baze
podataka dobivene istrazivanjem u pozadinskom setu gena programske podrske Funrich.
Crvena linija prikazuje linearni trend kretanja ekspresije. Vidljiva je tendencija porasta trenda

u stupnju KBB2 za nespecifi¢ni imunoloski odgovor te KBB1 i 2 za kaskadu komplementa.
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METABOLIZAM LIPOPROTEINA
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Slika 5. Prikazana je aktivnost signalnih puteva metabolizma apoliporoteina. Postotak (%)
oznacava udio ekspresije proteina baze podataka dobivene istrazivanjem u pozadinskom setu
gena programske podrske Funrich. Crvena linija prikazuje linearni trend kretanja ekspresije.
Vidljiva je tendencija porasta trenda u ranom stadiju KBB te ponovo u ESRD, sa znac¢ajnim

padom ekspresije u TB skupini.
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Slika 6. Prikazana je aktivnost signalnih puteva povezanih s hemostazom. Postotak (%)
oznacava udio ekspresije proteina baze podataka dobivene istrazivanjem u pozadinskom setu
gena programske podrske Funrich. Crvena linija prikazuje linearni trend kretanja ekspresije.

Vidljiva je tendencija porasta trenda ekspresije ranim stadijima KBB i pad prema ESRD.

Iz analize ekspresije objedinjenih bioloskih puteva za specificne skupine proteina obogacenih
izrazajem gena izdvojeni su podaci za skupine proteina povezanih s izvanstani¢nim matriksom:
ukupni izrazaj cijelog izvanstani¢nog sustava na stanicnoj razini (EC sustav), objedinjeni
izrazaj sastavnica izvanstani¢nog matriksa na stani¢noj i molekularnoj razini, objedinjeni
izrazaj inhibitora proteinaza i metaloproteinaza na molekularnoj razini. Usporedbom udjela seta
naSe baze podataka s pozadinskim setom gena u Funrich programskoj podrsci, izrazaj cijelog
izvanstani¢nog sustava, objedinjenih sastavnica ECM-a na stani¢noj i molekularnoj razini te
inhibitora proteaza na molekularnoj razini bili su statisticki znacajni (p < 0.0001), za razliku od
izrazaja metaloproteinaza koji nije bio statisticki znacajan (p > 0.05). Trend izrazaja za
objedinjene sastavnice ECM-a na stani¢noj i molekularnoj razini znacajnije pada u stupnju

KBB2 u odnosu na kontrolnu ZDR skupinu. Rezultati su prikazani u Tablici 9.

Tablica 9. Analiza ekspresije bioloSkih puteva proteina ECM-a obogacenih izrazajem gena

ZDR KBB1 KBB2 KBB3 KBB4 KBB5 HD-P PD B

% % % % % % % % %
EC (stani¢na razina) 77,8325 78,5714 80,9238 77,0334 77,7777 76,8518 77,9816 77,7777 79,1044
ECM (stani¢na razina) 12,3152 12,2449 11,6402 12,4401 12,0772 13,4259 13,3027 13,4259 11,9403

ECM (molekularna razina) 8,6124 18,9552 18,2474 8,8785 18,0188 9,4594 9,417 9,9547 8,2524
INHIBITORI PROTEINAZA  6,6985 69651 6,701 7,0093 7,0754 6,7567 6,7264 6,3348 7,2815

METALOPROTEINAZE * 0.4785 0.9950 10.309 0.9345 14.159 0.9009 0.4484 0.4524 14.563

Postotak (%) oznacava udio ekspresije gena ECM-a ispitivanih skupina u pozadinskom setu
gena programske podrSke Funrich. Znacajnost ekspresije utvrdena je hipergeometrijskim
testiranjem, uz Bonferronijevu korekciju. Svi navedeni putevi su bili znacajno izrazeni u
ispitivanim skupinama osim metaloproteinaza oznacenih zvjezdicom (*). Sivom bojom je

prikazan izrazeniji trend pada izrazaja u KBB2.
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Na Slici 7. objedinjen je prikaz trend ekspresije sastavnica ECM-a na stani¢noj i molekularnoj
razini sa sustavom nespecificne imunosti i kaskade komplementa. Vidljiva je znacajna
promjena trenda ekspresije sustava ECM-a i imunoloskog sustava u stupnju KBB2, s razli¢itim
smjerom kretanja ekspresije. Ostri pad trenda ekspresije ECM sustava istovremeno prati vidljivi
porast ekspresije sustava nespecificnog imunoloskog odgovora i kaskade komplementa. Prema
ESRD odnosi se mijenjaju u suprotnom smjeru, s ponovnom tendencijom znacajne promjene

smjera u TB skupini.

o, 16.0 -
15.5963
15.0
14.0
13.7615
7T -
13.0 - y
I'd ~
P -~
12.0 T~a - 7 ~.
= 711.6402
11.0
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9.0 4 \/ \
20 4 8.2474
7.0 1 ] 1 1 1
ZDR KBB2 KBBj3 HD/PD B
———NESPECIFICNA IMUNOST =——KASKADA KOMPLEMENTA
= = ECM (stani¢na razina) — ECM (molekularna razina)

Slika 7. Prikaz odnosa signalnih puteva imunoloskog sustava i aktivnosti ECM-a u KBB.
Postotak (%) oznacava udio ekspresije proteina baze podataka dobivene istraZzivanjem u

pozadinskom setu gena programske podrske Funrich.
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5.1.3. ELISA analiza detekcije i distribucije ADAMTS-4 u ispitivanim skupinama

Analizirani su uzorci plazme i mokra¢e ukupno 79 ispitanika: 32 u stupnjevima KBB1-KBBS5,
7 iz PD skupine, 5 iz HD skupine, 30 iz TB skupine te 5 zdravih ispitanika iz ZDR skupine.
Protein ADAMTS-4 utvrden je ELISA analizom u krvi i mokraci bolesnika s KBB.

Distribucija koncentracija ADAMTS-4 proteina u plazmi ispitanika prikazana je na Slici 8.
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Slika 8. Distribucija koncentracije ADAMTS-4 u plazmi ispitanika prema skupinama

Na slici je prikazan graf distribucije vrijednosti koncentracija izrazene kao medijan sa stupnjem
pogreske unutar 95% intervala pouzdanosti. Multiple varijable u kutijastom dijagramu
prikazane su pravokutnicima koji predstavljaju vrijednosti izmedu gornje i donje kvartile (25
do 75 percentila), srednja linija predstavlja medijan, a linije se protezu od maksimalne do
minimalne vrijednosti. Vrijednosti nize ili viSe od 1,5 puta interkvartilnog razmaka od donje 1
gornje kvartile smatraju se znacajnim odstupanjima i prikazane su tockicama. Statisticki

znacajne razlike medu skupinama prikazane su na slici.

Koncentracija proteina ADAMTS-4 u plazmi znacajno je varirala medu skupinama ispitanika
u razli¢itim stupnjevima KBB i nije utvrdena povezanost koncentracije s napredovanjem KBB.
Pratio se trend porasta koncentracije od stupnja KBB1 do KBB3, nakon ¢ega se koncentracije
smanjuju te je ADAMTS-4 odsutan u ispitanika u stupnju KBB5. Usporedbom najvisih
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koncentracija ADAMTS-4 izmedu pojedinih skupina s KBB (KBB 1-5, PD, HD, TB) i skupine
zdravih ispitanika (ZDR), znacajna razlika utvrdena je samo izmedu ZDR i HD skupine (ZDR
vs. HD-P; 226 vs. 1032.6; p=0.006). Medusobnom usporedbom plazmatskih koncentracija
ADAMTS-4 medu skupinama s KBB nije nadeno znacajne razlike niti za jednu usporedbu
(p>0.05). Najvise koncentracije ADAMTS-4 utvrdene su u stupnjevima KBB2 i KBB3, a one
su se znacajno razlikovale od koncentracija ostalih stupnjeva KBB promatranih zajedno
(KBB2+3 vs. KBB1+4+5; 2925.1 vs. 613.6; p=0.0064) kao i od najvisih koncentracija svih
ispitivanih skupina zajedno (KBB2+3 vs. KBB1+4+5+HD-B+PD+TB; p=0.00004). U
skupinama na dijalizi niti jedan ispitanik lije¢en peritonejskom dijalizom nije imao detektabilni
ADAMTS-4 u plazmi, za razliku od ispitanika lijeCenih hemodijalizom c¢ije su najvise
koncentracije ADAMTS-4 u plazmi prije postupka dijalize iznosile 1032.6 pg/ml (PD vs. HD;
p<0.00001). Koncentracija ADAMTS-4 proteina nije se znacajno mijenjala tijekom postupka
hemodijalize, §to ukazuje da se ADAMTS-4 nije odstranjivao porama filtera (HD-P vs. HD-N;
1032.6 vs. 1171; p=0.084). U skupini bolesnika s transplantiranim bubregom samo tri od
ukupno 30 ispitanika imalo je detektabilan ADAMTS-4 u plazmi.

ADAMTS-4 bio je prisutan u mokrac¢i u ZDR skupini s medijanom koncentracije 512 pg/ml.
Prisutna je znafajna varijabilnost njegove koncentracije u urinu medu skupinama i nema
korelacije s progresijom KBB. Najvise koncentracije zabiljezene su u stupnjevima KBBL1 i
KBB4 (KBB1- 893 pg/ml i KBB4 1491 pg/ml). Nije bilo znac¢ajne razlike medu skupinama.
Kao i u plazmi, koncentracija ADAMTS-4 u mokra¢i smanjuje se prema ESRD. Svi ispitanici
PD skupine su imali odrzanu diurezu, a ADAMTS-4 nije utvrden u mokraci niti jednog od tih
ispitanika. U HD skupini samo su dva bolesnika imala odrzanu diurezu i u oba je ADAMTS-4
bio prisutan u mokra¢i s medijanom koncentracije 1483.5 pg/ml. Ni u jednog od 30 ispitanika
TB skupine ADAMTS-4 nije utvrden u urinu. Distribucija koncentracija ADAMTS-4 proteina

u urinu ispitivanih skupina prikazana je na Slici 9 .
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Slika 9. Distribucija koncentracije ADAMTS-4 u mokrac¢i ispitanika prema skupinama.

Nasslici je prikazan graf distribucije vrijednosti koncentracija izrazene kao medijan sa stupnjem
pogreske unutar 95% intervala pouzdanosti. Multiple varijable u kutijastom dijagramu
prikazane su pravokutnicima, koji predstavljaju vrijednosti izmedu gornje i donje kvartile (25
do 75 percentila), srednja linija predstavlja medijan, a linije se protezu od maksimalne do
minimalne vrijednosti. Vrijednosti niZe ili vise od 1,5 puta interkvartilnog razmaka od donje i
gornje kvartile smatraju se znacajnim odstupanjima i prikazane su toCkicama. Statisticki

znacajne razlike medu skupinama prikazane su na slici.

U ispitanika skupina KBB1 do KBB?5 testirana je razlika u plazmatskoj i urinskoj koncentraciji
ADAMTS-4 proteina ovisno o prisutnosti primarne bolesti glomerula kao osnovne bubrezne
bolesti, neovisno o stupnju KBB. Nije bilo statisticki znacajne razlike medu ispitivanim
skupinama (KBB1-5 sa GN vs. KBB1-5 bez GN, 1934 vs. 398; p=0.09538 za plazmu i KBB1-
5sa GN vs. KBB1-5 bez GN, 630 vs. 629; p=0.99622 za mokracu). Ista usporedba ucinjena je
samo za skupine KBB1-3, s obzirom na aktivnost bolesti u tim stupnjevima bolestima te
takoder nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu skupina (KBB 1-3 sa GN vs. KBB1-3
bez GN; p=0.2443 za plazmu i p=0.9398 za mokracu).

Za skupine KBB1-5 testirane su razlike u koncentracijama ADAMTS-4 u plazmi i urinu ovisno
0 prisutnosti komorbiditeta iz tablice 1 (arterijska hipertenzija, Se¢erna bolest, ateroskleroza,

hiperlipidemija, pusenje) te nije bilo statisticki znacajne razlike (za sve usporedbe p > 0.05).
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Takoder je u skupinama KBB1-5 testirana razlika u koncentraciji ADAMTS-4 proteina u
plazmi 1 urinu ovisno o uzimanju imunosupresivne terapije te nije bilo znacajne razlike medu

skupinama s imunosupresivnom terapijom ili bez nje.

5.2. Imunohistokemijska analiza ADAMTS-4 i BMP-1 proteina u tkivima bubrega

Imunohistokemijski izrazaj proteina ADAMTS-4 analiziran je u biopsijskim uzorcima
bubreZznog tkiva: 8 uzoraka bubreznog tkiva bez KBB (KTR skupina), 19 uzoraka nativnih
bubrega (NBB) i 34 uzoraka transplantiranih bubrega (TBB). U svakom uzorku analiziran je
IHC izrazaj proteina u 6 tkivnih odjeljaka: peritubularne kapilare-PTC, intersticijska stroma-
INT, glomerularne kapilare-GC, Bowmanova ¢ahura-BW, proksimalni tubuli-PXT, distalni
tubuli-DT. Kao usporedba, na serijskim rezovima tkiva uc¢injena je imunohistokemijska analiza

na BMP-1, molekulu s dokazanim profibrogenim u¢inkom.

5.2.1. Distribucija ADAMTS-4 i BMP-1 proteina u tkivnim odjeljcima bubrega s KBB

Analizirana je distribucija frekvencija ispitanika s pozitivnim imunohistokemijskim izrazajem
ADAMTS-4 i BMP-1 u svakom od promatranih 6 odjeljaka bubreznog tkiva za tri skupine
ispitanika bolesnika: KTR, NBB 1 TBB. Testirane su razlike u frekvencijama izmedu skupina s
KBB (NBB ili TBB) i kontrolne skupine bez KBB (KTR), kao i razlike u frekvencijama izmedu
dviju podskupina unutar KBB skupina: pocetne KBB (pKBB) koja obuhvaca stupnjeve KBB1
12 (eGFR > 60 ml/min) te razvijene KBB (rKBB) koja obuhvaca stupnjeve KBB3-5 (eGFR <
60 ml/min). Klinicke osobine ispitanika, uklju¢enih u ovaj dio istrazivanja, prikazane su u

Tablici 10.
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Tablica 10. Klinicke osobine ispitanika za imunohistokemijsku analizu biopsija bubrega

N

Dob (godine)
Spol Zenski N (%)
ITM (kg/m2)
eGFR
(m1/min/1.73m2)

Proteinurija (g/24h)
KBB n (%)

bez KBB

KBB1

KBB2

KBB3

KBB4

KBB5

KTR

8

53+13
6(75)
24.3+4.6

108+28

np

8(100)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

KLINICKE OSOBINE n (%)

Acrterijska hipertenzija
Seéerna bolest
Hiperlipidemija
Ateroskleroza
Pusenje

HISTOLOSKA DIJAGNOZA n (%)
8(100)

Uredan nalaz
Glomerularna BB
Hipertenzivna BB
ANCA vaskulitis
TCR

ABMR
TCR+ABMR

BK nefropatija
Nespecifi¢no
ATO

4(50)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

6(75)

NBB

19
43217
12(63)

26.1%5.7

56+36
3.27%2.7

0(0)
5(26.3)
4(21.1)
2(10.5)
6(31.6)
2(10.5)

12(63.2)
0(0)
9(47.4)
2(10.5)
6(31.6)

0(0)
17(89.5)
1(5.3)
1(5.3)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
5(26.3)

TBB

34
50216
6(18)

27.145.4

37+16
1.53+1.5

0(0)
0(0)
3(8.8)
20(58.8)
10(29.4)
1(2.9)

31(91.2)
9(26.5)
13(38.2)
8(13.6)
5(14.7)

2(5.8)
4(11.7)
0(0)
0(0)
2(5.8)
5(14.7)
4(11.7)
3(8.8)
14(41.1)
8(23.5)

PAROVI
TBB TBBO
15 15
51+44 5147
1(7) 9(60)
27.9+185  25.6+2.2
3864 9122
1.22+5.46 Np
0(0) 14(93)
0(0) 1(6.7)
1(6.7) 0(0)
9(60) 0(0)
5(33.3) 0(0)
0(0) 0(0)
13(86.6) 6(40)
5(33.3) 0(0)
5(33.3) 0(0)
14(93.3) 0(0)
1(6.7) 1(6.7)
2(133)  13(86.6)
1(6.6) 0(0)
0(0) 0(0)
0(0) 0(0)
1(6.6) 0(0)
1(6.6) 0(0)
1(6.6) 0(0)
3(20) 0(0)
6(40) 2(13.3)
3(20) 8(53.3)

N - ukupan broj bolesnika u skupini; n - broj ispitanika s promatranim obiljezjem; np. - nije

primjenjivo; BB - bubrezna bolest; TCR - odbacivanje posredovano T-limfocitima; ABMR-

odbacivanje posredovano protutijelima; TCR+ABMR - kombinirano odbacivanje; BK

nefropatija - BK virusom uzrokovana nefropatija; Nespecificno - nespecificirane kroni¢ne

promjene ili promjene bez kriterija za specifi¢nu dijagnozu; ATO - akutno tubularno oStecenje
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5.2.1.1. Distribucija proteina ADAMTS-4 i BMP-1 u skupini KTR

Distribucija frekvencija za oba proteina u skupini KTR (skupina ispitanika bez KBB) prikazana
je na Slici 10. BMP-1 je u KTR bio izrazen samo u odjeljku proksimalnih tubula (88%
ispitanika) i Bowmanove ¢ahure (37% ispitanika). Za razliku od proksimalnih tubula, distalni
tubuli bili su negativni za BMP-1 u svih ispitanika skupine KTR. Takoder, niti jedan ispitanik
nije imao izrazen BMP-1 u podrucju bubreznog intersticija (PTC i INT), niti u odjeljku GC-a.
ADAMTS-4 je u skupini KTR bio najizrazeniji u podru¢ju Bowmanove cahure (100%
ispitanika) te, za razliku od BMP-1, i u podru¢ju distalnih tubula (75% ispitanika). Za razliku
od BMP-1, ADAMTS-4 bio je izrazen u odjeljku GC-a u 38% ispitanika. U podru¢ju bubreznog
intersticija. ADAMTS-4 bio je izrazen samo u jednog ispitanika (1/8; 13 %), i to isklju¢ivo u
podru¢ju intersticijske strome (INT), dok je odjeljak PTC-a u svih ispitanika bio
imunohistokemijski negativan na ADAMTS-4. Na Slici 11. prikazano je IHC bojenje
ADAMTS-4 u jednog ispitanika skupine KTR i u pozitivnoj IHC kontroli.

100%
100% - 88%
80% - 75%
60% 1 50%
38% 37%

40% -
20% A 13%

0% 0% -o% 0% 0%

-—

INT GC BW PXT DT

PTC

= ADAMTS-4  BMP-1

Slika 10. Distribucija ADAMTS-4 i BMP-1 u KTR (kontrolna skupina bez KBB)
Prikazana je ucestalost IHK izrazaja oba proteina u 6 odjeljaka bubreznog tkiva. PTC-
peritubularne kapilare, INT-intersticijska stroma, GC-glomerularne kapilare, BW-Bowmanova

Cahura, PXT-proksimalni tubuli, DT-distalni tubuli
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Slika 11. a) Pozitivna kontrola za IHK
Prikazano je IHK bojanje ADAMTS-4

proteina u stijenci vece krvne zile bubreznog
tkiva (crna isprekidana strelica). PXT pozitivan
na ADAMTS-4 oznacen je crnom zvjezdicom.

Pozitivna kontrola u€injena je temeljem ranije
opisanog IHK izrazaja molekule u stijenci

karotidne arterije (138).

Slika 11. b) Imunohistokemijsko bojenje na ADAMTS-4 u tkivu bubrega bez KBB (KTR)
Vidljiv je IHK pozitivitet u nekim od glomerularnih kapilara (GC) oznaceno crvenom strelicom

i pozitivitet u proksimalnom tubulu (PXT) ozna¢en crnom zvjezdicom
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5.2.1.2. Distribucija proteina BMP-1 u skupinama NBB i TBB

BMP-1 je u skupinama ispitanika s KBB, sli¢cno kao i u kontrolnoj skupini, bio izrazen
isklju¢ivo u tubularnom podruc¢ju i u Bowmanovoj ¢ahuri. Za razliku od skupine KTR, BMP-1
je u skupinama s KBB izrazen u distalnim tubulima, ali bez statisti¢ke znacajne razlike u
frekvencijama ispitanika u odnosu na KTR (NBB vs KTR; 31,5% vs 0%; p = 0.279 i TBB vs
KTR; 14,7% vs 0%; p = 0.563). Nije bilo znacajne razlike u pojavnosti BMP-1 u podru¢ju PXT
1 BW izmedu skupina s KBB i KTR skupine (NBB vs KTR, 94.7% vs 87,5%; p=1; TBB vs
KTR, 97% vs 87,5%; p = 0,348 za PXT te NBB vs KTR 15,8% vs 37,5%; p = 0,319; TBB vs
KTR, 20,5% vs 37,5%; p = 0,369 za BW). Rezultati su prikazani na slikama 12 i 13.
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Slika 12. Distribucija BMP-1 u skupini NBB (nativne biopsije bubrega s KBB)
Prikazane su frekvencije bolesnika s pozitivnim IHC izrazajem BMP-1 u NBB u usporedbi s
KTR za odjeljke Bowmanove ¢ahure (BW), proksimalnih tubula (PXT) i distalnih tubula (DT).
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Slika 13. Distribucija BMP-1 u skupini TBB (biopsije transplantiranih bubrega s KBB)
Prikazane su frekvencije bolesnika s pozitivnim IHC izrazajem BMP-1 u TBB u usporedbi s

KTR za odjeljke Bowmanove ¢ahure (BW), proksimalnih tubula (PXT) i distalnih tubula (DT).
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Slika 14. Prikaz imunohistokemijske analize BMP-1 proteina u zdravom i tkivu bubrega s KBB
a) prikaz IHC bojenja na protein BMP-1 u KTR skupini bez KBB; b) prikaz IHC bojenja na
protein BMP-1 u NBB skupini. Vidljiv je pozitivitet u PXT (zvjezdica) i BW (plava strelica).
Nema znacajne razlike u IHC bojenju izmedu KTR i NBB skupine.

Za sva tri odjeljka (PXT, DT i BW) testirane su razlike medu podskupinama temeljem stupnja
KBB (pKBB vs. rKBB) te nije bilo znacajne razlike ni u NBB ni u TBB skupini (za sve p >
0.05). Na Slici 14. prikazano je IHK bojanje na BMP-1 u tkivu bubrega.
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5.2.1.3. Distribucija proteina ADAMTS-4 u skupinama s KBB

U obje skupine ispitanika s KBB ADAMTS-4 bio je izraZzen u svih 6 analiziranih bubreznih
odjeljaka. Distribucija frekvencija ispitanika s pozitivnim IHK izrazajem proteina za NBB i
TBB skupinu prikazana je na slikama 15. i 16. ADAMTS-4 bio je znatno ¢e$Ce prisutan u
podrucju bubreznog intersticija u ispitanika s KBB u odnosu na KTR skupinu (NBB vs. KTR;
57,9% vs. 14,3%; p=0.043 1 TBB vs. KTR; 64.7% vs. 14,3%; p=0.015; oboje za podruc¢je INT
te NBB vs. KTR; 52.6% vs. 0%, p=0.025i TBB vs. KTR; 97% vs. 0%; p<0.001; oboje za PTC).
U odjeljku glomerularnih kapilara ADAMTS-4 takoder je bio znacajno CeSce izrazen u
ispitanika s KBB (NBB vs. KTR; 100% vs. 37,5%; p=0.001 i TBB vs KTR; 85.3% vs. 37,5%,
p=0.012). U tubularnom podruc¢ju (PXT i DT) te podru¢ju BW ADAMTS-4 bio je podjednako
izrazen u ispitanika s ili bez KBB u skupini nativnih i transplantiranih biopsija bubrega (za sve

usporedbe p > 0.05).
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Slika 15. Distribucija ADAMTS-4 u NBB (nativne biopsije bubrega s KBB)

Prikazane su frekvencije bolesnika s pozitivnim IHC izrazajem ADAMTS-4 u NBB u
usporedbi s KTR za 6 analiziranih odjeljaka: PTC - peritubularne kapilare, INT - intersticijska
stroma, GC - glomerularne kapilare, BW - Bowmanova ¢ahura, PXT - proksimalni tubuli, DT
- distalni tubuli. Znacajna razlika utvrdena je za podrucje PTC (*p=0.02475), INT
(**p=0.04325) i GC (***p=0.00069).
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Slika 16. Distribucija ADAMTS-4 u TBB (biopsije transplantiranih bubrega s KBB)
Prikazane su frekvencije bolesnika s pozitivnim IHC izrazajem ADAMTS-4 u TBB u
usporedbi s KTR za 6 analiziranih odjeljaka: PTC - peritubularne kapilare, INT - intersticijska
stroma, GC - glomerularne kapilare, BW - Bowmanova ¢ahura, PXT - proksimalni tubuli, DT
- distalni tubuli. Znaéajna razlika utvrdena je za podru¢je PTC (*p<0.0001), INT
(**p=0.01462) 1 GC (***p=0.01151), u kojima je frekvencija bila viSa u TBB te za podrucje
BW (****p=0.01587) u kojoj je bila niza u TBB u odnosu na KTR.

Daljnja analiza usporedbe podskupina temeljem stupnja tezine KBB (pKBB vs. rKBB) u¢injena
je za tri odjeljka (PTC, INT i GC), u kojima je izrazaj ADAMTS-4 proteina bio statisticki

znacajno veci u skupinama s KBB usporedno s KTR.

U NBB skupini znacajno vise ispitanika s razvijenom KBB imalo je pozitivan ADAMTS-4 u
podrudju peritubularnih kapilara u odnosu na po¢etnu KBB (rKBB vs. pKBB; 47% vs 5%; p =
0.001). Ista usporedba za INT odjeljak bila je marginalno statisticki znacajna (rKBB vs pKBB;
42% vs 16%; p=0.0690). Nije bilo razlike medu podskupinama za odjeljak glomerularnih
kapilara (Slika 17.). Prikaz IHK bojenja na ADAMTS-4 u pocetnom i razvijenom stupnju KBB
prikazan je na Slici 18. a i b. U TBB skupini nije bilo razlike u izrazaju ADAMTS-4 proteina

medu podskupinama ispitanika temeljem stupnja tezine KBB (Slika 19.)
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Slika 17. Usporedba izrazaja ADAMTS-4 u NBB skupini prema stupnju tezine KBB
Prikazana je usporedba frekvencija IHK izrazaja ADAMTS-4 proteina izmedu podskupina s
pocetnom (pKBB) i razvijenom (rKBB) kroni¢nom bubreznom bolesti za tri odjeljka: PTC -
peritubularne kapilare, INT - intersticijska stroma, GC - glomerularne kapilare. Ucestalost IHK
pozitiviteta za ADAMTS-4 znacajno je visa u ispitanika s rKBB u odnosu na pKBB u podruéju
PTC (*p=0.0011) i marginalno statisticki razli¢ita za podruc¢je INT (p=0.0690).
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Slika 18. Prikaz IHC bojenja za ADAMTS-4 u pocetnoj i razvijenoj KBB (nativne biopsije)
a) Pocetni stadij KBB u skupini NBB (pKBB-NBB). Vidljiv je pozitivitet u GC (crvena
strelica), PTC (crni trokut) i PXT (zvjezdica) te slabi pozitivitet u INT (izvijugana strelica)

b) Razvijeni stadij KBB u NBB skupini (rKBB-NBB). Vidljiv je izrazeni pozitivitet u svim
promatranim odjeljcima: GC (crvena strelica), PTC (crni trokut), PXT i izraziti pozitivitet u
INT (izvijugana strelica)
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Slika 19. Usporedba izrazaja ADAMTS-4 u TBB skupini prema stupnju tezine KBB

Prikazana je usporedba frekvencija IHK izrazaja ADAMTS-4 proteina izmedu podskupina s
pocetnom (pKBB) i razvijenom (rKBB) kroni¢nom bubreznom bolesti za tri odjeljka: PTC -
peritubularne kapilare, INT - intersticijska stroma, GC - glomerularne kapilare. ADAMTS-4
bio je ceSce prisutan u ispitanika s rKBB u odnosu na pKBB u svim trima podruc¢jima, ali

razlika nije dosegla statisti¢ku znacajnost (p > 0.05 za sve usporedbe).

U sljedecoj analizi usporedene su istovjetne podskupine prema tezini KBB izmedu nativnih i
transplantacijskih bioptata s KBB. Znacajna razlika nadena je samo u usporedbi podskupine
pKBB u podru¢ju PTC (pKBB-NBB vs. pKBB-TBB; p=0.0182), dok je izrazaj ADAMTS-4
proteina u svim ostalim usporedbama za sva tri ostala bubrezna odjeljka (PTC, INT, GC) bio
slican (pKBB-NBB vs. pKBB-TBB, p=0.5227 i rKBB-NBB vs. rKBB-TBB, p=0.4577; oboje
za INT; pKBB-NBB vs. pKBB-TBB, p=1i rKBB-NBB vs rKBB-TBB, p=0.3102; oboje za GC
te rKBB-NBB vs. rKBB-TBB; 0.43293 za PTC).
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5.2.2. Povezanost ekspresije proteina ADAMTS-4 s histoloskim parametrima fibroze i upale

Temeljem prethodnih analiza, kojima je u podruc¢ju bubreznog intersticija naden znacajno veci
izrazaj proteina ADAMTS-4 u ispitanika s KBB u odnosu na kontrole, u nastavku smo proveli
analizu povezanosti imunohistokemijskog izrazaja ADAMTS-4 proteina s histoloSkim

parametrima bubrezne fibroze i upale.

U NBB skupini ve¢i stupanj intersticijske fibroze i tubularne atrofije (IFTA > 1) bio je znacajno
povezan s ekspresijom ADAMTS-4 u podruéju peritubularnih kapilara (PTC; p = 0.003) te
intersticijske strome (INT; p = 0.013).

Sli¢no je pokazano i za TBB skupinu u kojoj je veéi stupanj intersticijske fibroze (B-ci> 1) i
vedi stupanj tubularne atrofije (B-ct > 1) bio znacajno povezan s izrazajem ADAMTS-4 u INT

(p =0.0053 1 p=0.0028), ali ne i PTC odjeljku bubreznog intersticija (p = 1).

Kako bismo utvrdili je li izrazaj ADAMTS-4 proteina vezan iskljuéivo uz stupanj intersticijske
fibroze i tubularne atrofije ili/i stupanj intersticijske upale, ucinjena je za TBB skupinu
usporedbena analiza ekspresije ADAMTS-4 proteina s ostalim histolo§kim biljezima upale i
fibroze prema Banff klasifikaciji, koji su ukljuéili: intersticijsku upalu (B-i), tubulitis (B-t),
upalu u podrucju intersticijske fibroze (B-iIFTA) te totalnu upalu u fibroticnom 1 nefibroticnom
podrudju intersticija (B-ti). Ekspresija ADAMTS-4 proteina u INT je, uz ranije navedene -
stupanj intersticijske fibroze (B-ci) i tubularne atrofije (B-ct), bila povezana i sa stupnjem
intersticijske upale u podru¢jima IFTA-e (B-ilFTA), kao i s ukupnim stupnjem upale (ti), koje
obuhvaca upalu u atroficnom 1 neatroficnom dijelu bubreznog intersticija. Takoder ekspresija
ADAMTS-4 proteina nije korelirala s prisutnos¢u peritubularnog kapilaritisa. Svi rezultati

prikazani su u Tablici 11.

Potom je u 23 bioptata TBB skupine bez intersticijske fibroze (B-ci<1) testirana povezanost
IHK ekspresije ADAMTS-4 proteina s prisutno$¢u upalnog infiltrata u intersticiju i tubulitisom.
Rezultati su prikazani u Tablici 12.
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Tablica 11. Usporedba izrazaja ADAMTS-4 s histoloskim biljezima upale i fibroze (TBB)

PTC INT PXT DT
N (%) P wN (%) P wN (%) P N (%) P

-Cl >
Bc? l 11711 (100) 100000 11/11 (100) 0,00531 5/11(45,3) 0,02376 11711 (100) 0,54901
B-a1 <1 22123 (95,71 11/23 (47.8) 2/23 (8,1 21123 (81,3)
B-ct =1 20/28 (100 22/29 (75,9 7/29 (24,1 28/29 (96,6

= (100 0,14705 (759 0,00284 (241 0,33775 ©65) 0,27629
B-ct0 4/5 (80,0 0/5 (0,0 0/5 (0,0) 4/5 (80,0)

>
B-t >1 10/10 (100) 0.70588 5710 (90,0 0.06066 4710 (40,0) 0.15731 9110 (90,0) 100000
B-t0 23/24(95,8) 13/24 (54, 1) 3724 (12,5) 23124 (95,8)

o>
B? =1 13/13 (100) 100000 11/13 (84,6) 020872 4/13 (30,8) 038677 12/13 (92,3) 1,00000
B-10 20/21(95,2) 11721 (52,4) 3/21(14,3) 20/21 (95,2)

-i >
B ?IFTA 1 22/22(100) 035291 18/22 (81,8) 0,00843 7/22 (31,8) 0,06963 21722 (95,5) 100000
B-IFTA<1  11/12(91,6) 412 (33,3) 0/12 (0,0) 11/12 (91,6)
B-ti>1 17/17 (100 15/17 (88,2 6/17 (35,3 16/17 (94,1

f (100 0,99999 (88,2) 0,01044 (353) 0,08345 G40 1,00000
B-t<l 16/17 (94,1) 717 (41,2) 1/17 (5,9) 16/17 (94,1)

. >
B-PTC>1 10/10 (100) 100000 9710 (90,0) 0,06066 3710 (30.0) 0,64445 9110 (90,0) 100000
B-PTCO0 23/24 (95,8 13/24 (54.1) 4724 (16,7) 23124 (95,8)

Tablica 12. Usporedba izrazaja ADAMTS-4 s upalom i tubulitisom u TBB bez fibroze

PIC INT PXT DT
N (%) P N (%) N (%) N (%) P
Bt>l  6/6(100) 516 (83.3) W) Si6(83)
ol 0.06864 D 005928 099999
B-t0 16/17 (94.1) 6/17(353) 017 (0.0) 16/17(94.1
Bisl §/8(100 6/8(75.0 28 (25,0 718875
e (10 70 ogozs 2830 011067 T8BT 0no
B0 14/15(93.3) 5/15(333) 0/15 (0.0) 14/15(93.3)
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Usporedba ekspresije BMP-1 proteina u¢injena je na isti nac¢in samo za podruc¢je bubreznih
tubula, temeljem prethodnih rezultata vezanih uz distribuciju BMP-1 proteina u odjeljcima
tkiva (Tablica 13).

Tablica 13. Usporedba izrazaja BMP-1 s histoloskim biljezima upale i fibroze (TBB)

PXT DT
N (%) p N (%) p
B-ci >1 11/11 (100) 11/11 (100)
_ 1,00000 1,00000
Beci <1 2223 (95.7) 21123 (913)
-ct >
B-ct > 229 (100) | o0c AR
Bect 0 4/5 (80.0) 1/5 (20.0)
Bt >1 10/10 (100) 0/10 (0.0)
1,00000 029071
B-t0 23/24 (95 8) 5124 (20.8)
B-i >1 13/13 (100) 113 (7,7)
| 1.00000 1.00000
B-i 0 2021 (95,2) 4121 (19,1
¥ 11/12 (91,6 2/12 (16,7
BAllTA =1 /12 (31,8) 100000 /12 (16,7) 100000
BAIFTA <1 22/22 (100) 322 (13.6)
B-i >1 16/17 (94,1 317 (17,6)
_ 0,99999 0.99999
B-ti <1 17/17 (100) 217 (11.8)
B-PTC>1 1010 (100) 1110 (10.0)
1,00000 1,00000
B-PTCO  23/24(958) 44 (16.7)

Tablica 14. Usporedba izrazaja BMP-1 s upalom i tubulitisom u TBB bez fibroze

PXT DT
/N (%) P /N (%) P

B-t >1 6/6 (100 0/6 (0,0

‘= /6 (100) 1,00000 /6 (0.,0) 1,00000
B-t 0 16/17 (94,1) 4/17 (23,5)
B-i >1 8/8 (100 1/8 (12,5

L= /8 (100) 1,00000 /8(12.3) 1,00000
B-i 0 14/15 (93.3) 3/15 (20,0)
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Tijekom analize imunohistokemijskog izrazaja ADAMTS-4 u odjeljcima bubreznog tkiva
zamije¢eno je da se ADAMTS-4 ceSée pojavljuje u proksimalnim tubulima s akutnim
tubularnim oste¢enjem (ATO). Stoga je u€injena analiza povezanosti za NBB i TBB skupinu
te je utvrdeno da je ekspresija ADAMTS-4 proteina u proksimalnim tubulima obje skupine
statisticki znacajno veca u ispitanika s akutnim tubularnim oStecenjem (100% vs. 7%; p =
0.00052 za NBB 1 88% vs. 0%; p <0.0001 za TBB skupinu). Ista usporedba ucinjena je i za
BMP te nisu nadene znacajne povezanosti (100% vs. 93% za NBB i 100% vs. 96% za TBB; za
obje usporedbe p > 0,05).

Testirana je i korelacija ekspresije ADAMTS-4 u PTC s prisutnos$¢u peritubularnog kapilaritisa
(B-ptc > 0) i prisutno$¢éu razgradnog produkta komplementa C4d (C4d > 0). Ekspresija
ADAMTS-4 u PTC nije bila povezana niti s peritubularnim kapilaritisom kapilarama niti s

izrazajem C4d (p = 1, za obje testirane korelacije).

Kona¢no je ucinjena analiza povezanosti ekspresije ADAMTS-4 proteina u podrucju
glomerularnih kapilara (GC) s prisutno$¢u kroni¢nih promjena glomerula (GS). Prisutnost
glomeruloskleroze (GS), izrazene kao stupanj GS ve¢i od 1, nije bila povezana s ekspresijom
ADAMTS-4 proteina u glomerularnim kapilarama ni u NBB (p = 1), ni u TBB skupini (p =
0.290), a takoder niti kada je stupanj GS usporeden s izrazajem ADAMTS-4 u GC za obje
skupine zajedno (p = 0.175).

5.2.3. Analiza izrazaja ADAMTS-4 u parnim biopsijama transplantiranih bubrega

Usporedbena analiza parnith biopsija transplantiranih bubrega ukljucila je 15 biopsijskih
uzoraka tkiva transplantiranih bubrega (TBB) uzorkovanih u razli¢itom razdoblju nakon
transplantacije bubrega i njihovih pripadajuc¢ih uzoraka ,,nultih biopsija® (TBBO0) ucinjenih u
aktu transplantacije (TBB-TBBO0; N=15 parova). Prosje¢ni vremenski period izmedu parnih
biopsija iznosio je 690 dana (28-2340). Rezultati analize usporedbe frekvencija prikazani su u
Tablici 15. Skupine su se zna¢ajno razlikovale prema stupnju intersticijske fibroze (ci), stupnju
KBB, kao i IHK izrazaju ADAMTS-4 proteina u podrucju intersticija (PTC 1 INT) te

glomerularnih kapilara (GC). Prosje¢ni stupanj intersticijske fibroze (ci) bio je znacajno visi u
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TBB skupini (TBB vs.TBBO; 1,27/0,07; p < 0.000157). U podru¢ju tubula (PXT i DT) te
Bowmanove ¢ahure glomerula nije bilo znacajne razlike u IHC izrazaju ADAMTS-4 proteina

izmedu parnih skupina (TBB vs. TBBO; p < 0,05 za PXT, DT i BW).

Tablica 15. Usporedba izrazaja ADAMTS-4 u parnim biopsijama transplantiranih bubrega

TBBO (N=15) TBB (N=15) =
eGFR ml/min/1.73m2 91+22 38+64 <0.00001
KBB stupanj 0(0-3) 3(2-4) <0.00001
B-ci 0,07+0,3 1,27+1,0 0,000157
INT n (%) 1(6,67) 10 (66,7) 0,00169
PTC n (%) 0(0) 15 (100) <0.0001
PXT n (%) 6 (40) 2 (13,3) Ns
DT n (%) 11 (73,3) 15 (100) Ns
GC n (%) 5(33,3) 13 (86,7) 0,00778
BW n (%) 14 (93,3) 10 (66,7) Ns
Biopsija bubrega
(broj dana nakon 0 690 (28-2340) -

transplantacije)

N - ukupan broj bolesnika u skupini; n - broj ispitanika s pozitivnim IHK bojenjem na
ADAMTS-4; ns - nije statisticki znacajno; PTC - peritubularne kapilare, INT - intersticijska
stroma, GC - glomerularne kapilare, BW - Bowmanova ¢ahura, PXT - proksimalni tubuli, DT

- distalni tubuli; B-ci - kronicni intersticijski stupanj prema Banff klasifikaciji
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Na Slici 20. prikazan je odnos glomerularne filtracije i ucestalosti IHK bojenja na ADAMTS-
4 u PTC, INT i GC, a na Slici 21. prikazano je IHK bojenje za ADAMTS-4 u jednom paru
biopsijskih uzoraka (TBBO-TBB).

140
120

100

100%
&0

80%%
==TBB0

eGFR ml/min

60
0%

A 40

£ 2]
67%
% l

g
INT

20% 0% 20

V4
pIC

6C 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15
Ispitanici

Slika 20. Izrazaj ADAMTS-4 proteina i odnos prema glomerularnoj filtraciji u usporedbi

parova
A) prikazana je razlika u IHK ekspresiji ADAMTS-4 izmedu skupine ,,nultih® (TBBO) i parnih
biopsija transplantiranog bubrega (TBB). Ekspresija ADAMTS-4 znacajno je ¢es¢a u TBB u
odnosu na TBBO skupinu, za PTC (p<0.0001), INT (**P=0.00169) te GC (***P=0.00778).

B) TBB skupina ima statisticki znacajno nizu glomerulsku filtraciju u odnosu na TBBO (37,93

vs. 91,47; p<0.00001).
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Slika 21. THK izrazaj proteina ADAMTS-4 u tkivima parnih biopsija transplantiranih bubrega
Slika prikazuje THK izrazaj ADAMTS-4 u tkivu bubrega pod svjetlosnim mikroskopom
(povecanje 100x): a) nulta biopsija - TBBO; bez znakova KBB; b) biopsija bubrega u razdoblju
nakon transplantacije - TBB s KBB3; IHK bojenje za ADAMTS-4 prisutno je u GC (crvena
zvjezdica), PTC (crni trokut), INT (strelica-skretnica) te PXT (crna zvjezdica).

83



6. RASPRAVA

Mogucénosti lijeCenja razvijene KBB joS uvijek su znatno ograni¢ene. Glavni uzrok tome je
nemogucnost utjecaja na proces bubrezne fibrogeneze kada on, uslijed perpetuirane aktivacije
viSestrukih sistemskih 1 tkivnih ¢imbenika, prijede u ireverzibilni stadij. U trazenju
mehanizama, koji bi pomogli u lijeCenju KBB, izmedu ostalog tezi se pronalaZenju novih
bioloskih biljega, uklju¢enih u patogenezu bolesti koji bi svojim pojavljivanjem u krvi ili
mokraéi bolesnika upucivali na pojavu bolesti u njenoj ranoj fazi, a u idealnom sluc¢aju bili i
potencijalni terapijski cilj (193). Nasi rezultati proteomskog profiliranja plazme cijelog spektra
bolesnika s KBB, ukljucujuci i one nakon transplantacije bubrega, nedvojbeno su pokazali da
se kljuéno procesuiranje bolesti, bez obzira na vrstu i funkciju promatranih skupina proteina,
dogada u stupnju 2 KBB-i koji bismo mogli nazvati stupnjem-prekretnicom. Prvotnu spoznaju
0 toj ¢injenici objavili smo u nasim istrazivanjima u lipnju 2022. godine (194). Zapazeni trend
ekspresije razli¢itih, funkcionalno povezanih skupina proteina kroz stupnjeve KBB1-5 prosirili
smo analizom trenda ekspresije uremijskih toksina te skupine proteina povezanih s aktivnoséu
izvanstani¢nog matriksa. Molekula ADAMTS-4, koju smo u krvi bolesnika s KBB utvrdili
ELISA metodom, pokazivala je sli¢nu distribuciju s najvi§im koncentracijama u ispitanika u

stupnju KBB2 i KBB3.

Proteomskom analizom svih ispitivanih skupina utvrdili smo ukupno 453 proteina, ¢ija je
prisutnost varirala medu skupinama. Ovakvo presje¢no istrazivanje pojedina¢nih skupina
cijelog spektra kroni¢ne bubreZne bolesti, ukljucujuci i bolesnike lijeCene svim modalitetetima
nadomjestanja bubrezne funkcije, peritonejskom dijalizom, hemodijalizom 1 transplantacijom
bubrega nije do sada objavljeno u literaturi (154, 155, 195, 196). Luczak i suradnici su u analizi
usporedbe aterosklerotskog profila proteina medu skupinama ispitanika sa ili bez KBB
analizirali KBB skupinu na nac¢in da su formirali 3 skupine: KBB1-2, KBB3-4 i KBB5 (196).
U svom radu opisali su linearni porast koncentracije uremijskih toksina cistatina C i a-1
mikroglobulina (AMBP) prema zavr$snom stupnju KBB, dok je fetuin A imao obrnuti trend
ekspresije. U nasem istrazivanju smo, sukladno literaturnim podacima 1 podacima
sistematizirane baze uremijskih toksina (database.uremic-toxins.org), utvrdili prisutnost 7
uremijskih toksina karakteristika tzv. ,,srednjih” molekula, ukljucuju¢i AMBP 1 cistatin C.
Pracenje trenda kroz odvojene stupnjeve KBB omogucilo nam je uvid u ¢injenicu da i tipicni
uremijski toksini, poput AMBP ili pak cistatina C, koji se redovito koristi i u klinickoj i praksi
za izraCun glomerulske filtracije, a koji su i u nasem istrazivanju pokazali profil ponaSanja

uremijskog toksina, ujedno imali znacajnu i naglu promjenu smjera ekspresije u KBB2 stupnju
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(197). Neovisno o tome radi li se o znacajnijem padu ili porastu ekspresije u KBB2, uremijski
toksini potom nakon KBB 3 stupnja pokazuju porast ekspresije prema ESRD. Ova spoznaja
mogla bi promijeniti uvrijeZeno poimanje uremijskih toksina, kao molekula, ¢ija koncentracija
isklju¢ivo raste u procesu napredovanja bubreznog zatajenja te u konacnici rezultira
uremijskim simptomima, pridonosi sistemskom upalnom odgovoru, aterosklerozi te nastanku
vaskularnih kalcifikacija (198). Jedini protein, koji je u nasSoj analizi pokazao kontinuirani
porast kroz sve stupnjeve KBB, je adenozin deaminaza 2, a nije uvrSten u popis uremijskih
toksina. Glorieux i suradnici su usporedbom proteomskog profila objedinjene skupine KBB2 i
KBB3 sa skupinom KBBS5 lijecenih hemodijalizom utvrdili razliku u ekspresiji za 39 proteina
(154). Unutar 39 proteina utvrdeni su i uremijski toksini koji su o¢ekivano pokazali znacajno
viSu ekspresiju u skupini KBBS5. Validacijska analiza ELISA metodom ucinjena je za 4 proteina
koji su pokazivali dinamiku povecéanja prema KBB 5, a ranije nisu opisani u literaturi: ¢imbenik
komplementa D, LRG i glikoprotein bogat histidinom. Za prva tri utvrdena je inverzna
korelacija s procijenjenom glomerulskom filtracijom. Cimbenik komplementa D, koji je potom
uvrSten u bazu uremijskih toksina, utvrden je sada i u naSem istraZivanju, kao 1 LRG. I u ovom
slu¢aju detaljniji uvid u trend ekspresije kroz sve stadije KBB pokazao je da ¢imbenik
komplementa D pokazuje nagli trend pada u KBB2, a tek potom nakon KBB3 tipi¢ni obrazac
uremijskog toksina. Zanimljivo je da se u nasem istrazivanju molekula leucinom bogat alfa 2
glikoprotein nije ponasao kao uremijski toksin. Nije bila prisutna u kontrolnoj skupini, imala je
zatim znacajan trend porasta u KBB2, a nakon toga obrazac njene ekspresije prema ESRD-u
nije odgovarao obrascu ponaSanja uremijskog toksina. Ovo zapaZanje potrebno je provjeriti u
validacijskoj studiji  kvantifikacije proteina drugom karakterizacijskom, odnosno

kvantifikacijskom metodom.

Literatura vezana uz kvantifikaciju uremijskih toksina u ESRD-u, kao i odnos njihove
koncentracije u ESRD prema koncentraciji u zdravih osoba, vrlo je nekonzistentna i najbolji
pokusaj sistematskog objedinjavanja dostupnih literaturnih podataka objavljen je u radu
Durantona i suradnika iz 2012. godine (163). Od ukupno 7 uremijskih toksina u nasem
istrazivanju, prema izratunu omjera ekspresije proteina izmedu KBBS5 i ZDR skupine, samo
IGF-1 nije odgovarao omjerima opisanim u navedenoj publikaciji. Dodatno, iako se u bazi
uremijskih toksina, kao i navedenom radu Durantona i suradnika, alfa-1 kiseli glikoprotein
spominje isklju¢ivo kao jedna molekula, mi smo utvrdili njegova dva podtipa, alfa-1 Kiseli

glikoprotein 1 i 2. Omjer ekspresije KBB5/ZDR za alfa-1 kiseli glikoprotein 11 2 te IGFBP1 u
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naSem istrazivanju bio je znacajno veci u odnosu na literaturne podatke za molekulu alfa-1
kiselog glikoproteina (163).

Literaturni podaci, koji su analizirali usporedbu odstranjivanja uremijskih toksina izmedu
razli¢itih metoda dijalize, pokazali su kontradiktorne rezultate. Podloga, na kojoj se temelji
povoljniji u¢inak odstranjivanja ,,srednjih”molekula peritonejskom dijalizom, odnosi se na
¢injenicu da su u dijalizni proces na peritonejskoj membrani ukljucene i tzv ,,velike* pore koje
propustaju molekule do 60 kDa (199-201). U nasem istraZivanju 3 uremijska toksina, a-Kiseli
glikoprotein 1 i 2 te IGF-1, pokazala su razliku u ekspresiji izmedu HD i PD skupine, s nizim
trendom ekspresije u PD skupini. Svih 15 bolesnika u HD skupini lijeceni su filterima s
visokoproto¢nim membranama. Zanimljivo je opazanje da im se ekspresija uremijskih toksina
nakon postupka dijalize nije znacajnije razlikovala od one prije postupka. Ovakvo opazanje u
skladu je s dana$njom tendencijom k $iroj primjeni filtera s porama, koje bi bolje odstranjivale
UT ,,srednje* molekulske veli¢ine (202). Detaljnija analiza ove problematike temeljem nasih
rezultata ogranicena je premalim brojem ispitanika za usporedbe ove vrste.

Uremijski toksini pokazali su razliciti trend ekspresije nakon transplantacije bubrega u odnosu
na ESRD. Cistatin C, ¢imbenik komplementa D, angiogenin te IGF-1 pokazali su znacajniji
trend pada u TB skupini u odnosu na skupine u ESRD s dijalizom ili bez nje. Suprotno tomu,
a-1 kiseli glikoprotein 1 i 2 te¢ AMBP nisu normalizirali svoj izrazaj nakon transplantacije.
AMBP je u ranijim istraZivanjima imao sniZzenu ekspresiju u serumu bolesnika s akutnim
odbacivanjem transplantiranog bubrega (203). S obzirom da su uzorci ispitanika u naSem
istrazivanju u skupinama zdruzeni, a da je TB skupina heterogena i po histoloSkoj dijagnozi te
ukljucuje bolesnike s dijagnozama odbacivanja, BK nefropatije, ali 1 nespecifi¢nih kroni¢nih
promjena, postoji mogucnost da je to utjecalo na ekspresiju AMPB. Izostanak pada oba tipa
alfa-1 kiselog glikoproteina nakon transplantacije moze se djelomi¢no tumaciti ve¢ ranije
opisanim povecanim KBB5/ZDR omjerom za alfa-1 Kiseli glikoprotein 1 ili pak eventualnim
utjecajem upalnih procesa u heterogenoj TB skupini, s obzirom da se radi o reaktantnu akutne
upale (204).

Ravnaju¢i se logikom ponaSanja dokazanih UT, od 453 proteina dodatno smo izdvojili one
koji bi, prema molekularnoj masi i omjeru ekspresije 5 stadija KBB u odnosu na ZDR skupinu,
zadovoljili uvrijeZene kriterije ponaSanja uremijskih toksina, a nakon toga, sistemati¢nim
pregledom literature izdvojili 15 proteina povezanih s bubreZznom bolesti i/ili s kroni¢nim
upalnim stanjima, aterosklerozom ili poviSenim rizikom za kardiovaskularne bolesti. U Tablici

4. vidljivo je ponovo da trend ekspresije raste uglavnom tek nakon stupnja KBB3 prema KBB5
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i HD-P skupini, a da sve ove molekule pokazuju vidljivu, zna¢ajniju promjenu ekspresije u
KBB2. Predlozeni popis potencijalnih uremijskih toksina potrebno je provjeriti u buduc¢im
istrazivanjima nekom od metoda direktne detekcije i kvantifikacije pojedinog proteina u ve¢em

broju uzoraka ispitanika (ELISA ili Luminex metoda).

Analize ekspresije signalnih puteva proteina, ukljucujuci 1 analizu obogacenu genima, poput
Funrich analize u naSem istrazivanju, pokazale su da proteomski profili dobro prikazuju
pojacanu aktivaciju imunoloskog odgovora tijekom razvoja KBB (155). To se posebno odnosi
na sustav kaskade komplementa i nespecifi¢ni imunoloski odgovor, koji su u naSem istrazivanju
imali vidljivi trend porasta ekspresije u KBB2. Romanova i suradnici analizirali su proteom 26
bolesnika u zavrSnom stupnju KBB, koji nisu zapoceli postupke dijalize te su nasli pojacan
izrazaj proupalnih citokina i c¢imbenika sustava komplementa. U istom istrazivanju
koncentracija y- podjedinice ¢imbenika komplementa- 8 (C8-y) utvrdena metodom ELISA-e
bila je tri puta niza u ESRD u odnosu na kontrole. U nasem istraZivanju isti cimbenik pokazivao
je nesto nizu ekspresiju u KBB5 u odnosu na ZDR, ali je znacajan trend pada u odnosu na ZDR
bio vidljiv u KBB2 i TB skupini. Cimbenici sustava komplementa u nafem istraZivanju
znacajno su se razdvojili temeljem statusa ekspresije upravo u KBB2 stupnju.

Ulogu aktivacije sustava komplementa u KBB pokazalo je istrazivanje Higashisaka i suradnika
koji su pratili razliku izrazaja proteina izmedu uzoraka krvi, koja doti¢e u bubreg te uzoraka iz
venske krvi, uzorkovane iz nadbubreZnih vena u bolesnika sa sumnjom na funkcionalni adenom
nadbubrezne zlijezde (156). Usporedbom skupina bolesnika prema stupnju glomerularne
filtracije, koncentracija C1q podjedinice komplementa bila je znacajno visa u venskom sustavu
skupine s nizom glomerularnom filtracijom. Isto je potvrdeno i na mi§jem modelu dijabeticke
nefropatije u istom istrazivanju. U nasem istraZivanju takoder je zamijecen trend pada aktivnosti

sustava komplementa prema KBB5 i dijalizi, s ponovnom tendencijom porasta u TB skupini.

Sukladno drugim istraZivanjima, u ispitivanim skupinama utvrdili smo statisticki znacajno
aktiviran sustav metabolizma lipida. Komponentne apolipoproteinskog metabolizma pokazale
su, sliéno ¢imbenicima kaskade komplementa, znacajnu promjenu trenda u KBB2 (205).
Posebno zanimljivim jest zamijeceni pad trenda aktivnosti apolipoproteinske signalizacije
nakon transplantacije bubrega. Potrebna su daljnja istrazivanja u tom smislu koja bi donijela

jasnije spoznaje.
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Takoder je utvrdena statisticki znacCajna aktivacija unutarstanicne, medustanicne, kao i
komunikacije izmedu stanica i ECM-a, posredovana B-integrinima, §to je sukladno literaturnim

podacima.

Dinamika proteina i proteaza ECM-a bubreznog intersticija, ali i glomerularnog mezangija
znacajan su dio procesa fibrogeneze. [z naseg proteoma izdvojili smo molekule koje su prema
literaturi povezane s KBB ili bubreznom fibrozom, a ukljuene u procese signalizacije,
pregradnje ili reorganizacije ECM-a na tkivnoj ili sistemskoj razini te prikazali trend njihovog
kretanja u skupinama bolesnika cijelog spektra KBB. I ovdje je vidljiva znacajna promjena

trenda ekspresije u KBB2 za vecinu izabranih proteina.

Od obitelji kolagena utvrdili smo ekspresiju a-1 lanca kolagena tipa 111 1 V, a-3 lanca kolagena
tipa VI, a-1 lanca kolagena tip XIV te izoformu 2 a-1 lanca kolagena tip XV1Il. Kolagen tip I,

inace znacajno prisutan u intersticijskom matriksu kod KBB, nije utvrden naSom analizom (30).

Kolagen tip VI tek je nedavno izoliran iz bubrega u prostoru izmedu bazalne membrane i
intersticijskog matriksa te povezan s bubreznom bolesti (206). U procesu njegove pregradnje
sudjeluje matrikin endotrofin (ETP) koji cijepa a-3 lanac kolagena odmah nakon njegova
izlu€ivanja. Sparding i suradnici pokazali su u nedavno objavljenom istraZzivanju da je razina
endotrofina u krvi bolesnika s I gA nefropatijom i ANCA vaskulitisom vi$a od zdravih kontrola
te da se dodatno povecava u visSim stupnjevima KBB (207). Takoder je utvrdena korelacija
izmedu serumske razine endotrofina u bolesnika obje ispitivane skupine 1 histolosSkog stupnja
intersticijske fibroze. U nasem je istrazivanju alfa-3 lanac kolagena IV bio prisutan u svim
stupnjevima KBB, pokazivao je trend porasta prema KBB-5, §to je u skladu s rezultatima
Sparding i suradnika, a uzlazni trend nastavio se i u bolesnika na PD. Nakon transplantacije
prati se silazni trend, ali ekspresija ostaje viSa u odnosu na ZDR skupinu. Yepes-Calderon i
suradnici utvrdili su da je serumska razina kolagena VI bila povezana sa stupnjem IFTA-e u
protokolarnim biopsijama bubrega u razdoblju od 6 mjeseci nakon transplantacije, dok je

istovjetna korelacija izostala u kasnijem prac¢enju (208).

Kolagen tip X1V pripada u skupinu nefibrilarnih kolagena i strukturalno se povezuje s drugim
tipovima kolagena ili susjednim molekulama ECM-a, poput lumikana i dekorina. Uvidom u
objavljene literaturne podatke do sada nema izvjeStaja o povezanosti izrazaja ovog tipa
kolagena i KBB. Nasi podatci pokazuju njegovu pojacanu ekspresiju u stupnjevima 3 i 5 KBB

uz uzlazni trend prema dijaliznim skupinama (PD i HD-P). Izlucuju ga fibroblasti, a opisana je
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njegova uloga u regeneraciji miocita i plué¢noj fibrozi, te prisutnost u kozi, gdje se strukturalno
povezuje s trombospondinom-5 (101). Genska eckspresija kolagena XIV utvrdena je u
uroepitelnim tumorima bubrega te je korelirala s loSijim ishodom bolesti (209). Mogucéu
povezanost ovog tipa kolagena i njegov znacaj u KBB potrebno je provjeriti u susljednim

istrazivanjima.

Kolagen tip XVIII spominje se, prema literaturi, kao dio urinarnog proteoma u KBB (210).
Endostatin, N-terminalni fragment kolagena tipa XVIII, koji se odvaja djelovanjem
metaloproteinaza, dokazani je inhibitor angiogeneze, povezan i s KBB (211). Proteomski profil
ekspresije Izoforme 2 a-1 lanca kolagena tip XVIII u KBB nije do sada opisana u literaturi.
Nasi rezultati pokazuju da mu se ekspresija naglo smanjuje u KBB2, a nakon toga znacajno
raste i ostaje visoka u dijaliznim skupinama te ponovo pada nakon transplantacije. Zanimljivo
je da je trend naglog pada ekspresije u KBB2 zajednicko obiljezje za kolagen tipa III, VI, 1
XVIII u nasem istrazivanju, dok se kolagen tipa V ponaSa razli¢ito, odnosno izrazen je
podjednako u svim stupnjevima KBB uz dodatni porast prema dijalizi. Uvrijezeno je
razmi$ljanje da se smanjeni izrazaj razliCitih kolagena u KBB povezuje s njegovom
potroSnjom u izgradnji ECM-a, pa bi se moglo spekulirati da se to dogada u KBB2. Ovakvo

opazanje do sada nije objavljeno u literaturi.

Protein povezan s pregradnjom matriksa 5 izraZzen je u ECM-u zdravog bubrega, a ekspresija
mu se povecava tijekom razvoja bubrezne fibroze. Osnovna uloga ovog proteina nije poznata.
Temeljem dosadaS$njih istrazivanja poznato je da na njega utje¢e TGF-f signalni put, no nije
jasno djeluje li on tijekom fibrogeneze kao pro ili anti-fibrogeni ¢imbenik. Nema podataka u
literaturi 0 njegovoj prisutnosti u serumu bolesnika kroz stadije KBB. U nasem istrazivanju,
slicno ponasanju drugih proteina ECM-a, pokazuje nagli porast ekspresije u KBB2 stupnju
(212).

Lumikan, proteoglikan iz skupine malih leucinom bogatih proteoglikana (SLRP), dio je
hiperproduktivnog ECM-a tijekom napredovanja razlicitih tipova bubreznih bolesti. Njegova
akumulacija, posebice u razvijenoj dijabetickoj nefropatiji, utvrdena je analizama skupina gena
eksprimiranih iz fibrotiéno promijenjenih uzoraka glomerula, dobivenih mikrodisekcijom
bubreznog tkiva tijekom razvoja bolesti (213). Lumikan je u nasoj analizi pokazao nagli trend
porasta u KBB2 stupnju. U navedenom istrazivanju Feng i suradnika opisana je i pojacana
ekspresija gena za fibulin 1, fiboromodulin i MMP-2. Fibulin-1 je temeljem istrazivanja Neimana

1 suradnika predlozen 1 kao potencijalni biomarker poremecaja bubrezne funkcije (214).
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Suprotno ranijim istrazivanjima, fibulin-1 u nasem proteomskom profiliranju nije pokazao
razliku u svojoj ekspresiji u KBB u odnosu na kontrolnu skupinu, niti je njegova ekspresija
rasla prema zavrSnom stupnju i dijalizi. Dodatno, ekspresija mu se nije mijenjala ni nakon

transplantacije bubrega.

Kao §to je spomenuto, LRG je predlozen od Glorieux i suradnika kao kandidat za uremijski
toksin. U naSem istrazivanju nadena je podvarijanta LRG1 koji je serumski glikoprotein,
nepotpuno razjasnjene funkcije, a akumulira se u plazmi tijekom upalnih zbivanja, posebno
autoimunih bolesti (154). Yang i suradnici su 2020. povezali serumsku koncentraciju ovog
proteina u serumu s histoloskom aktivnosti lupusnog nefritisa (215). Iako su u tom istrazivanju
pokazali slabu tendenciju porasta u stupnjevima uznapredovale KBB, vazno je uociti da je
LRGI1 bio znacajno povisen ve¢ u stupnju 1 i 2 KBB u odnosu na kontrole, §to je vrlo sli¢no
ponaSanju ove molekule u nasem istrazivanju, gdje se pojavljuje ostar pik u stupnju 2 KBB, a

tek znacCajnije slabija ekspresija u zavrSnim stupnjevima KBB.

Proteini glomerularnog proteoma, prema istrazivanju Lennona i suradnika iz 2014. godine,
mogu biti isklju¢ivo dio bazalne membrane glomerula, ali i tzv. glomerularnog ECM-a (216,
217). U nasem istrazivanju utvrdili smo laminin a-2 podjedinicu, perlecan i fibulin 1, koji se
nalaze dominantno u BM te transformirajuéi ¢imbenik ¢imbenika rasta-beta induciran ig-h 3 i
Matriks Gla protein, koji se nalaze u glomerularnom ECM-u. Trend ekspresije laminina a-2 u
naSem istrazivanju nije u skladu s dosadas$njim publikacijama. Opisano je da se nalazi isklju¢ivo
u promijenjenom glomerularnom miljeu, a da nestaje kasnije s razvojem KBB (218, 219). Nasa
analiza pokazuje da je njegova ekspresija prisutna u ZDR skupini, zatim pokazuje znacajan
trend pada do KBB2, a nakon toga je prisutan u KBB3, KBBS5 i PD. Unato¢ vidljivu trendu
ekspresije 1 bez obzira $to se radi 0 relativnoj kvantifikaciji, ipak treba napomenuti da je udio
laminina, ¢iju smo ekspresiju pratili, bio izrazito nizak u odnosu na ostale proteine u pojedinoj

skupini (u ZDR skupini 0,005%).

Transformirajuc¢i ¢imbenik rasta-beta induciran ig-h 3 je glikoprotein prisutan u podru¢ju
glomerularnog ECM-a, dio je vaskularne komponentne jukstaglomerularnog aparata kao i
ravnog dijela (pars recta) proksimalnih tubula. Njegova pojacana ekspresija povezana je s
tubulointersticijskom fibrozom na modelu ciklosporinske nefropatije u miseva te u dijabetickoj
bolesti bubrega (220, 221). Ekspresija ovog ¢imbenika tijekom progresije KBB nije se znacajno
razlikovala od ZDR skupine, uz iznimku blagog porasta trenda u HD i PD skupini.
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PojaCana ekspresija perlekana opisana je u IgA nefropatiji 1 kroni¢noj disfunkciji
transplantiranog bubrega (30). U nasem se istrazivanju perlekan nije znacajnije pojavljivao
tijekom razvoja i napredovanja KBB, nego se ponasao sli¢nije profilu uremijskog toksina, sa

Znacajnijom ekspresijom u stupnju KBB5 1 na dijalizi.

Razina Matrix Gla proteina u serumu povezana je u bolesnika s KBB sa stupnjem vaskularnih
kalcifikacija i1 krutosti krvnih zila. Njegova aktivacija ovisi o dostupnosti vitamina K u
organizmu i u aktivnom obliku spre¢ava kalcifikacije krvnih zila. Ukoliko ne dode do aktivacije
razina njegova inaktivnog oblika u serumu, raste i povezana je s loSim kardiovaskularnim
ishodima (222). U nasoj analizi pokazuje ostar trend pada u KBB2, a ekspresija mu raste prema

dijalizi, $to bi moglo odgovarati opisanom nakupljanju njegova inaktivnog oblika.

Pojedini ECM proteini (protein ekstracelularnog matriksa 1, filamin-A, protein udruzen s
hijalouronanom 2, proteoglikan 4), pojedine matriks metaloproteinaze poput MMP-2,
pojacivaé prokolagen C-endopeptidaze 1, ali i inhibitor metaloproteinaze 1 (TIMP-1), pokazuju
zanimljivi profil proteomske ekspresije, koji je suprotan prethodno opisanim ECM
komponentama. Naime, ovi proteini zna¢ajno su prisutni u zdravih ispitanika, trend im ostaje
podjednak ili tek blago snizen u KBB1, a nakon toga se uocava nagli pad ekspresije u KBB2,
da bi potom u vecine ekspresija ponovo porasla u KBB3, uz daljnji varijabilni tijek ovisan o
pojedinacnom proteinu. Sli¢no je opisano ranije za izoformu 2 kolagena XVIII i alfa-1 lanac
kolagena III. Ovakav tijek mogao bi se spekulativno tumaciti aktivnim sudjelovanjem pojedinih
proteina, odnosno njihovom potrosnjom na tkivnom nivou tijekom najaktivnijeg perioda u
patofizioloSkom smislu razvoja KBB, §to posljedicno dovodi do njihova naglog nestanka iz
plazme ili alternativno razgradnjom proteina uslijed istovremene aktivacije njihovih inhibitora
na sistemskom nivou. Zanimljiv je primjerice odnos proteomskog trenda ekspresije proteina
udruZenog s hijalouronanom 2 (HABP2) i CD44 receptora za hijalouronan, koji se ponasaju
potpuno suprotno u KBB2. HABP?2 je izvanstani¢na serinska proteaza koja veze hijaluronan,
ima ulogu u hemostazi, ali i regulira propusnost krvnih Zila vezano uz upalu (223). CD44 je
receptor za hijaluronan kojim se prenosi signalizacija, kojoj je cilj zaustaviti aktivnost upale
1 sprijeciti daljnju progresiju upalne aktivnosti i njeno preusmjeravanje k procesu fibrogeneze,

kao Sto je to opisano u poglavlju 1.3.1.

Dodatno su zanimljivi outlier proteini, koji su se u nasoj analizi pojavili u stupnju KBB2,
protein adhezije vaskularnih stanica 1 (VCAM-1) i receptor za transferin-1, a koji su u literaturi

povezani s bubreznom bolesti i fibrozom. VCAM-1 je u istraZzivanjima povezan s progresijom
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albuminurije, odnosno stupnjem dijabeticke nefropatije te histoloSkim parametrima aktivnosti
bubrezne bolesti u bolesnika s lupusnim nefritisom (224, 225). Takoder je u drugim
istrazivanjima detektiran u bolesnika na dijalizi, a njegova koncentracija utvrdena metodom
ELISA-e korelirala je s hemodinamskim parametrima arteriovenske fistule (226). Nasi rezultati
1 rezultati drugih istrazivanja upucuju na potrebu preciznije analize aktivnosti ove molekule

tijekom razvoja KBB s to¢nim pozicioniranjem njene uloge u dijagnostici KBB.

Uloga Receptora za transferin-1 proucavana je u svjetlu negativnih aspekata metabolizma
zeljeza 1 oksidativnih procesa na bubreznu fibrozu. Yasamura i suradnici pokazali su na mi§jem
modelu streptozocinske dijabeticke nefropatije i UUO da genska modifikacija molekule dovodi
do promjena u razvoju fibroze u oba modela (227). Nema podataka o sistemati¢cnom prac¢enju

ekspresije ovog proteina tijekom razvoja KBB te su potrebna daljnja istrazivanja.

Ukupna analiza proteina ekstracelularnog matriksa obogacena izrazajem gena pokazala je da se
trend ekspresije sastavnica ECM-a na molekularnom i stani¢énom nivou, izrazen udjelom nasih
proteina unutar ukupne baze gena povezanih s ECM, vidljivo mijenja u stupnju 2 KBB i da se
to dogada istovremeno s promjenom izrazaja signalnih puteva nespecifi¢cnog imunoloskog
odgovora 1 kaskade komplementa. Pojaana aktivnost signalnih puteva nespecificnog
imunoloskog odgovora u ranim stupnjevima KBB, potkrijepljena brojnim literaturnim

podacima, vidljiva je i u nasem istrazivanju (67).

S obzirom da je iz literature poznato da sastavnice ECM-a i ¢imbenici nespecificnog
imunoloskog odgovora djeluju povezano u procesu fibrogeneze na tkivnoj razini, nase detaljno
proteomsko profiliranje upotpunilo je literaturne podatke i pokazalo da se interakcija ovih dvaju

sustava vidi 1 na sistemskoj razini 1 da je ona najizrazenija u stupnju KBB2 (108).

Iako u proteomskoj analizi u plazmi bolesnika nije utvrdena ADAMTS-4 proteinaza, njena
prisutnost utvrdena je ELISA analizom. Sistemski profil ADAMTS-4 molelule u KBB vrlo je
slican profilu ranije spomenutih sastavnica ECM-a. Uz ogradu usporedbe razli¢itih metoda
utvrdivanja proteina, znaCajan porast koncentracije ADAMTS-4 u KBB2 nalikuje
proteomskom profilu ranije opisanih molekula. Visoka koncentracija ostaje prisutna u KBB3,
da bi potom padala i bila ispod razine detekcije u KBB5 i PD skupini. Zanimljivo, ADAMTS-
4 ponovo se nakuplja u ispitanika na hemodijalizi, $to je u skladu s ranijim opaZanjima
Grgurevic L. i suradnika (148). U TB skupini ADAMTS-4 utvrden je samo u 3 bolesnika. Moze

se spekulirati da je u metodoloskom smislu na njegovu detekciju utjecala imunosupresivna
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terapija, po ¢emu se ova skupina znacajno razlikovala od drugih ispitivanih skupina. Ipak u
analizi usporedbe koncentracija ADAMTS-4 molekule u skupinama KBB1-5 nije nadena
znacajna razlika kada se promatrao status uzimanja imunosupresivne terapije. S obzirom na
mali broj ispitanika ovu usporedbu potrebno je uzeti s rezervom i provjeriti u buduc¢im
istrazivanjima. S druge strane, zanimljivo je da smo proteomskom analizom izdvojili skupinu
od 9 proteina koji su bili prisutni u svim ispitivanim skupinama, osim u TB skupini, §to je
djelomicno sli¢no ponasanju ADAMTS-4 molekule, utvrdene ELISA-om. Neki od tih proteina
sudjeluju i u procesu signalizacije tijekom fibrogeneze, poput Cimbenika ukljucenih u lektinski
put aktivacije komplementa (MASP1) te izoforme 3 perostina, koji sudjeluje u adheziji stanica

i utjeCe na vezanje BMP-1 molekule u izvanstani¢énom matriksu (228).

Temeljem literaturnin podataka, ADAMTS-4 do sada nije utvrden niti proteomskim
istrazivanjima, koja su analizirala Siroki spektar proteina ekstracelularnog matriksa, neovisno o
bubreznim bolestima (217). Za razliku od matriks metaloproteinaza, koje su proteomskim
istrazivazivanjima povezane s KBB, ADAMTS proteaze (ADAMTS 2, 7, 9, 10, 16-18)
utvrdene su iskljucivo u istrazivanju Glorieux i suradnika iz 2015. godine. Ekspresija ADAMTS
proteaza nije se u istom istrazivanju razlikovala medu promatranim skupinama ranog u odnosu

na zavrsni stadij KBB (154).

U naSem istrazivanju prvi put je u ispitanika s KBB utvrdena ekspresija proteina sli¢nog
ADAMTS proteazi 2 (ADAMTSL2). Ovaj protein istraZzuje se u patogenezi srcane fibroze
(229).

Utvrdili smo i prisutnost MMP 2 i MMP 9, dviju funkcionalno povezanih matriks
metaloproteinaza koje sudjeluju u razgradnji kolagena, §to je u skladu s ranijim istrazivanjima
povezanosti ovih MMP s KBB (230). Zanimljivo, trend ekspresije MMP 2, gledaju¢i njegovo
kretanje od ZDR skupine sa znac¢ajnim padom ekspresije u KBB2, bio je vrlo slian trendu
njenih tkivnih inhibitora TIMP-1 i TIMP-2.

Zarazliku od njih, visoka razina ekspresije a-2 makroglobulina, sistemskog inhibitora razlicitih
klasa proteinaza, ukljucujuéi i proteinaze ECM-a (MMP i ADAMTS), ali tkivne inhibitore
proteaza (TIMP-1 i 2), u stupnju KBB2, mogla bi hipotetski biti povezana sa smanjenom
ekspresijom njegovih navedenih supstrata (101, 231). Medusobne odnose proteinaza i njihovih

inhibitora tijekom razvoja KBB potrebno je dodatno istraziti validacijskim metodama.
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Proces fibrogeneze, kao Sto je detaljno razradeno u uvodu, pocinje pojac¢anom signalizacijom
iz ostecene epitelne stanice, koja se potom prenosi u intersticij tijekom procesa tzv. parcijalne
epitelno-mezenhimalne tranzicije. U tom razdoblju pojacava se signalizacija izmedu endotelnih
stanica peritubularnih kapilara i1 prilezecih pericita koja, izmedu ostalog, rezultira i promjenama
kapilara, prvim vidljivim strukturalnim promjenama u razvoju bubrezne fibroze (76, 77, 232).
Zanimljivo, neuropilin 1, su-receptor VEGFR-a, kojim se ostvaruje endotelno pericitna
komunikacija na razini peritubularnih kapilara, takoder pokazuje znacajan pik ekspresije u
stupnju KBB2 u naSem istrazivanju (79). Neuropilin 1 je i regulator vaskularne propusnosti u

bubregu jer je integritet bazalne membrane kapilara povezan s ekspresijom ove molekule (233).

Potencijal vecine bioloskih biljega KBB, izoliranih iz krvi bolesnika, po¢iva na povezanosti
njihove razine u krvi sa stupnjem napredovanja bolesti. Istrazujuéi prisutnost i ulogu
ADAMTS-4 proteinaze u biopsijskim uzorcima tkiva bubrega s razli¢itim stupnjevima KBB,
ukljucujuéi 1 posttransplantacijske biopsije, prvi put smo utvrdili da je imunohistokemijska
ekspresije ove molekule u razli¢itim odjeljcima bubreznog tkiva ¢esc¢a u bolesnika s KBB u
odnosu na kontrolnu skupinu (234). Njegovu prisutnost u tkivu bubrega s KBB usporedili smo
s IHK izrazajem molekule BMP-1, koja je ranije potvrdena kao profibrogena molekula (235).
BMP-1 bio je izrazen gotovo iskljucivo u podrucju bubreznih tubula, a ucestalost ekspresije mu
se u tom podrucju nije mijenjala tijekom razvoja KBB. Kada se primijenila graduacija
intenziteta IHK bojenja bubreznih tubula, tada je visi stupanj intenziteta bio povezan s akutnim
tubularnim oSte¢enjem (rezultati nisu prikazani). Ovaj opaZaj mogao bi biti podloga budu¢im
istrazivanjima povezanosti BMP molekule s akutnom ozljedom bubrega. Ucestalost IHK
pozitiviteta ADAMTS-4 molekule u podru¢ju peritubularnih kapilara raste s napredovanjem
KBB, a visi stupanj intersticijske fibroze (IFTA > 1) povezan je s ¢eS¢om ekspresijom
ADAMTS-4 molekule u intersticijskoj stromi i peritubularnim kapilarama. Isto je razvidno i u
transplantiranim bubrezima, gdje je ekspresija ADAMTS-4 proteina u intersticijskom odjeljku
bila povezana sa stupnjem intersticijske fibroze i tubularne atrofije. Dodatna analiza usporedbe
u TBB skupini sa svim kroni¢nim biljezima oSte¢enja, prema Banff klasifikaciji, pokazala je
povezanost IHK izrazaja ADAMTS-4 u INT sa stupnjem intersticijske upale u podrucjima
IFTA-e (B-iIFTA) i ukupnim stupnjem upale bubreznog intersticija (B-ti). Kada smo iz analize
izostavili bolesnike s intersticijskom fibrozom (B-ci > 1) i usporedili izrazaj ADAMTS-4
molekule u tkivu iskljucivo sa stupnjem upale (B-i score), nije bilo povezanosti izmedu izrazaja
ove molekule i razine upale u bubreznom tkivu. Takoder, IHK bojenje ADAMTS-4 molekule

u PTC nije bio povezan s prisutnoS¢u peritubularnog kapilaritisa. Poznato je da je ADAMTS-
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4 povezan s bolestima kardiovaskularnog sustava i to strukturalnim bolestima poput aneurizme
i disekcijske aorte kao i aterosklerotskim bolestima, poput koronarne bolesti srca i ateroskleroze
karotidnih arterija. U oba slu¢aja ADAMTS-4 proteaza angazirana je u procesu regeneracije
tkiva, njen izrazaj potvrden je u makrofagima, koji infiltriraju takva podrucja i1 skoro uvijek je
molekula ADAMTS-4 u takvom miljeu pridruzena svom S$iroko rasprostranjenom substratu
verzikanu (128, 138). S obzirom da je razina ekspresije verzikana povezana s napredovanjem
KBB u mi§jem modelu adriamicinske nefropatije, a pojacani izrazaj mu je utvrden i u
biopsijskim uzorcima bubrega s KBB, moglo bi se lako pretpostaviti da je isti model
medudjelovanja ADAMTS-4 molekule i njenog supstrata verzikana prisutan tijekom bubrezne

fibrogeneze (112).

Promjena dinamike imunoloskog sustava u KBB dogada se na sistemskoj i tkivnoj razini (94,
236). U nasem istrazivanju proteomskim profiliranjem KBB pokazano je da razina signalizacije
u sustavu nespecificnog imunoloskog odgovora pocinje rasti tijekom KBB1, a najizrazenija je
u stupnju KBB2. Sli¢an trend porasta, iako u manjem opsegu, vidljiv je i za signalni sustav
kaskade komplementa, ¢ije pak pojedinaéne komponente pokazuju ili znacajan porast ili
znacajan pad trenda ekspresije u KBB2. Brojna istrazivanja potvrdila su vaznu ulogu makrofaga
u procesu rane fibrogeneze, a promjena njihovog fenotipa jedan je od klju¢nih dogadaja, koji
preusmjeravaju proces upale i regeneracije tkiva u proces ireverzibilne fibrogeneze (89, 99).
Stoga bi se moglo re¢i da je prepoznavanje trenutka tranzicije fenotipa makrofaga u tkivu
bubrega vazno i za procjenu potencijalnog terapijskog djelovanja na fibrogenezu. Molekule,
koje bi bile povezane s ovom tranzicijom, mogle bi biti koristan signal. Pojacana ekspresija
ADAMTS-4 u makrofagima povezuje se u literaturi s razli¢itim upalnim stanjima, a koja

potencijalno takoder vode prema procesu fibrogeneze (134, 139, 144, 145, 237).

Pojacan genski izrazaj srodnih ADAMTS proteaza (ADAMTS 2 i 12) dokazan je u stanicama
koje svojim obiljezjima pripadaju transformacijskim miofibroblastima u ranoj fazi bubrezne
fibrogeneze (80). ADAMTS 1 bio je pojacano izraZen u aktiviranim pericitima, kao dio procesa
endotelno-pericitne komunikacije. U istom istrazivanju utvrden je i pojacan izrazaj ADAMTS-

4 molekule, iako on nije dosegao razinu statistiCke znacajnosti.

Sve navedeno u skladu je s nasim opazanjem da se IHK ekspresija ADAMTS-4 molekule u
peritubularnim kapilarama pojavljuje u samom pocetku razvoja KBB, dominantno u KBB1, da
bi joj se nakon toga izrazaj konsekutivno povecavao u podrucju intersticijske strome, prateci

poveéanje kolic¢ine ECM-a. S druge pak strane, ekspresiju ADAMTS-4 molekule u
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glomerularnim kapilarama zamijetili smo ve¢ u kontrolnoj skupini bez KBB, i to ¢ak u 37%
biopsijskih uzoraka, a taj izrazaj povecavao se tijekom napredovanja KBB. Vrlo slicno
zamijeceno je i u analizi parnih transplantacijskih biopsija. Zanimljivo, ta rana faza ekspresije
ADAMTS-4 u GC odlikovala se linecarnim IHK pozitivitetom u stijenci kapilare, ali i to¢kastim
IHK pozitivitetom unutar lumena (Slika 11.b). Temeljem toga moglo bi se pretpostaviti da se
radi o istovremenoj ekspresiji ADAMTS-4 molekule u podru¢jima uz bazalnu membranu
glomerularne kapilare, tzv. glomerularnog ECM-a , kao i ekspresiji u stani¢nim elementima u
samom lumenu kapilare, Sto bi potencijalno moglo odgovarati ekspresiji u makrofagima.
Detaljniju karakterizaciju ovog opazanja potrebno je provesti u sljede¢im istrazivanjima.
Hipotetski je moguée da u podru¢ju intersticija postoje i dva razliita izvora pojacane
proizvodnje ADAMTS-4 molekule tijekom fibrogeneze, a spekulativno bi to mogli biti
sistemski/tkivni makrofagi i periciti. Hipotetsko pozicioniranje ADAMTS-4 molekule u

bubreznoj fibrogenezi prikazano je na Slici 22.

U konacnici, usporedbom parnih biopsijskih uzoraka (TX0-TBB), u kojima je usporeden IHK
izrazaj ove molekule u istom bubreznom tkivu s vremenskim odmakom tijekom kojeg dolazi
do napredovanja KBB i intersticijske fibroze na histoloskoj razini, utvrdili smo da se ekspresija
molekule ADAMTS-4 povecava s porastom stupnja KBB i koli¢inom intersticijske fibroze.
Ako bismo toj spoznaji pridodali i ¢injenicu da se ADAMTS-4 u plazmi ispitanika s KBB
ponasa u stupnju KBB2 vrlo slicno molekulama, koje su ve¢ ranije povezane s bubreznim
bolestima, tada bismo ADAMTS-4 molekulu mogli gledati u svjetlu novog potencijalnog
biljega KBB.

Glavno ogranienje ovog istraZivanja jest da se radi o presjecnom, a ne longitudinalnom
istrazivanju ispitivanih skupina te nije bila moguéa potpuna ujednacenost skupina temeljem
pridruZenih 1 osnovne bubrezne bolesti. Djelomi¢no je ovo ograni¢enje prevladano usporedbom
parnih biopsija transplantiranih bubrega. Dodatno ograni¢enje uvida u ulogu osnovne bubrezne
bolesti na ekspresiju proteina, ukljucujuc¢i i ADAMTS-4, prisutno je radi udruzivanja uzoraka
u proteomskoj analizi, koja je imala za cilj dobivanja vidljivije ekspresije klju¢nih proteina u

pojedinim ispitivanim skupinama, ¢ime se pak dobilo na bioloskoj raspolozivosti molekula.

S obzirom da istrazivanje donosi potpuno novo otkrice ADAMTS-4 molekule u kroni¢noj
bubreznoj bolesti 1 pozicionira ovu molekulu na mjesto potencijalnog novog bioloskog biljega,
potrebna su daljnja temeljita istrazivanja koja bi potvrdila ili otklonila rezultate dobivene naSim

istrazivanjem.
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Slika 22. Hipotetsko pozicioniranje ADAMTS-4 molekule u bubreznoj fibrogenezi.

Slika je izradena u programu Biorender.com.
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7. ZAKLJUCAK

1. Temeljem provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da je KBB2 stupanj prekretnica
brojnih patogenetskih procesa vaznih u razvoju KBB, a ocituje se znacajnim promjenama
trenda ekspresije pojedinacnih proteina, kao i signalnih puteva imunoloskog, metaboli¢kog,

koagulacijskog i regenerativnog sustava.

2. Uvrijezeni uremijski toksini ,srednje molekulske mase”, utvrdeni proteomskom
analizom, pokazuju znacajnu promjenu trenda ekspresije u stupnju KBB2. Temeljem
karakteristika promjena trenda ekspresije pojedinih proteina kroz stadije KBB i njihove
literaturne povezanosti s bubreznom bolesti i/ili sistemskom upalom krvnih zila i
kardiovaskularnih bolesti, utvrdeno je 15 novih kandidata za uremijske toksine. Potrebna

su susljedna validacijska istraZivanjaza provjeru ovog rezultata.

3. Molekula ADAMTS-4 utvrdena je po prvi puta u perifernoj krvi i mokradéi ispitanika
sa kroni¢nom bubreznom bolesti metodom ELISA-e, §to smo i objavili 2022. godine (234).
Koncentracija ove molekule u plazmi, u stupnju KBB2 i KBB3, bila je znacajno visa u
odnosu na sve ostale ispitivane skupine, $to je u skladu s prethodno navedenim opazanjem

vezano uz prekretnicu u stupnju KBB2.

4. Koncentracija ADAMTS-4 proteinaze u krvi nije korelirala s prisutnos¢u pridruzenih
bolesti, kao niti s primarnom bolesti glomerula kao osnovnom bubreznom bolesti.
ADAMTS-4 nije pokazao karakteristike trenda ekspresije uremijskog toksina. U skupini s
transplantiranim bubregom ADAMTS-4 utvrden je u plazmi u samo 10% ispitanika, dok u
mokraéi nije bio prisutan. Potencijalni uzrok mogao bi biti primjena IS terapije i drugi
metodoloski razlozi, no ne moze se otkloniti niti mogucénost da se radi o specificnom
ponasanju ADAMTS-4 proteinaze u bolesnika nakon transplantacije bubrega. ADAMTS-4
detektiran je u mokraéi ispitanika u razli¢itim stadijima KBB, s varijabilnim kretanjem
vrijednosti koncentracija tijekom progresije KBB. ADAMTS-4 protein nije zabiljeZzen u
mokraci ispitanika u stadiju KBB5, ispitanika na peritonejskoj dijalizi, kao ni u

transplantiranih.

5. U imunohistokemijskoj analizi prisutnosti ADAMTS-4 molekule u tkivima bubrega
utvrdili smo da je ADAMTS-4 prisutan u zdravom tkivu bubrega u podrucju bubreznih

tubula, ali 1 djelomi¢no glomerularnih kapilara te Bowmane ¢ahure. Njegov izrazaj se
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pojavljuje u peritubularnim kapilarama 1 podrucju intersticijske strome u pocetnim
stupnjevima KBB, a poveéava u razvijenoj KBB. Osim u presje¢noj analizi bioptata
bubrega, povezanost imunohistokemijske ekspresije sa stupnjem KBB utvrdena je i u

analizi usporedbe parnih biopsija transplantiranih bubrega.

6. Utvrdili smo i da je imunohistokemijski izrazaj proteina ADAMTS-4 zna¢ajno povezan
sa stupnjem intersticijske fibroze i tubularne atrofije u nativnim i transplantiranim
bubrezima, a da je njegova ekspresija u bubrezima s prisutnom fibrozom povezana s upalom
lokaliziranom u podrucju fibroze (iIFTA) kao i ukupnim stupnjem upale (ti). Dodatnom
subanalizom povezanosti izrazaja ADAMTS-4 sa intersticijskom upalom i tubulitisom u
bubrezima bez izrazene fibroze, nije utvrdena povezanost izmedu ekspresije ovog proteina

I izolirane upale intersticija i tubula.

Sve navedeno govori u prilog da bi se ADAMTS-4 proteinaza mogla razmotriti kao novi biljeg
KBB na sistemskoj 1 tkivnoj razini. Potrebna su daljnja prospektivna istrazivanja na ve¢em
uzorku ispitanika, uz istovremenu klasifikaciju ispitivanih skupina prema osnovnoj bubreznoj

bolesti.
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8. SAZETAK

Provedeno je istrazivanje pojavnosti ADAMTS-4 proteina u KBB u cilju utvrdivanja ove
molekule kao novog bioloskog biljega KBB.

Ukljuceno je 150 ispitanika podijeljenih u 9 skupina: 5 (stupnjevi KBB1-5), 1 hemodijaliza, 1
peritonejska dijaliza, 1 nakon transplantacije bubrega te 1 skupina zdravih ispitanika.

Metode su ukljucivale: (1) teku¢insku kromatografiju sa spektrometrijom masa za proteomsku
analizu ekspresije proteina u zdruzenim uzorcima plazme svake pojedine skupine te dodatnom
analizom signalnih bioloSkih puteva obogacivanjem gena; (2) ELISA analizu pojedinacnih
uzoraka krvi i mokrace 79 ispitanika iz navedenih 9 skupina; (3) imunohistokemijsku analizu
(IHK) ADAMTS-4 na biopsijskim tkivima 19 nativnih i 34 transplantirana bubrega s KBB te 8
bubrega bez KBB. Parna analiza je ukljucila 15 postransplantacijskih biopsija i njihovih parnih
biopsija u¢injenih tijekom postupka transplantacije.

Proteomska analiza pokazala je da se znafajna promjena trenda ekspresije razli¢itih skupina
proteina dogada u stupnju KBB2. ADAMTS-4 nije utvrden proteomskom analizom, ali je
njegova prisutnost potvrdena ELISA analizom. Njegova koncentracija nije korelirala s
napredovanjem KBB. Najvise prosjecne koncentracije u plazmi utvrdene su U stupnjevima
KBB2 i KBB3. Frekvencija pojavljivanja IHK ekspresije ADAMTS-4 u podrudju intersticija,
peritubularnih i glomerularnih kapilara bila je visa u skupinama s KBB u odnosu na kontrole.
Ekspresija proteina ADAMTS-4 u podrucju peritubularnih kapilara bila je znacajno ¢es$éa u
bubrezima s razvijenom (KBB3-5) u odnosu na pocetnu (KBB1-2) fazu bolesti. Visi stupanj
intersticijske fibroze bio je povezan s ekspresijom ADAMTS-4 u podru¢ju bubreznog
intersticija. U analizi parova ADAMTS-4 znacajno je Ce$ce izrazen u skupini s nizom
glomerulskom filtracijom 1 viSim stupnjem fibroze u odnosu na skupinu biopsija uinjenih
tijekom postupka transplantacije.

Zaklju¢no, ADAMTS-4 mogao bi biti novi bioloski biljeg KBB, povezan sa stupnjem

progresije bolesti i pokazateljima bubrezne fibroze te su potrebna daljnja istrazivanja.
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9. SUMMARY

Protein ADAMTS-4 as a novel biomarker in chronic kidney disease

Ivana Kovacevi¢ Vojtusek, 2023

Aim of the study was to investigate ADAMTS-4 molecule as a novel biomarker of CKD.
ADAMTS-4 were determined in plasma and urine of 150 participants from 9 investigational
groups: 5 (CKD stages 1-5), 1 haemodialysis, 1 peritoneal dialysis, 1 kidney transplant
recipients and 1 healthy control. Methods included high-liquid performance chromatography
accompanied by mass spectrometry of pooled group samples and ELISA of 79 individual
samples. Gene enrichment analysis for significant biological pathways was performed
afterwards. Immunohistochemistry (IHC) analysis included biopsy samples from 19 native and
34 transplanted kidneys with CKD and controls without CKD. Paired analysis included 15
posttransplant and their biopsy pairs, taken at transplantation.

Expression of considerable number of proteins changed their trend significantly in stage 2 of
CKD. ADAMTS-4 was not detected by proteomic analysis, but confirmed by ELISA. The
highest plasma concentrations were detected in stages CKD2 and CKD3 but correlated poorly
with CKD progression. Biopsy samples with CKD expressed ADAMTS-4 significantly more
frequent than controls. Frequencies of IHC staining were significantly higher in biopsies with
higher stages of fibrosis. In paired analysis expression was significantly higher in group with
lower eGFR and higher fibrosis score.

ADAMTS-4 could be a novel biomarker for chronic kidney disease but further validation is

needed.
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