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1. UVOD
1.1. ENDEMSKA NEFROPATIJA
1.1.1. Epidemiologija endemske nefropatije

Endemska nefropatija (EN) je klasificirana kao tubulointersticijska kroni¢na
bolest bubrega koja se oc€ituje sporim klini¢kim tijekom, a zavréna faza bolesti je
bubrezna insuficijencija i potreba za hemodijalizom. (1) Bolest se javlja u seoskim
sredinama smjestenim uz tokove rijeka podunavskog sliva u Hrvatskoj, Bosni i
Hercegovini, Srbiji, Bugarskoj i Rumunjskoj. U Hrvatskoj se endemsko Zzariste
bolesti nalazi u Brodsko-posavskoj Zupaniji na obali rijeke Save (slika 1), zapadno
od Slavonskog Broda i ukljuCuje Cetrnaest sela, a to su Slavonski Kobas, Kaniza,
Bebrina, Banovci, Stupni¢ki Kuti, Sumedée, Dubodac, Zbjeg, Zivike, Prigac,
Slobodnica, Malino, Luzani i Brodski Varo$. (2) Nije zabiliezena medu
stanovnistvom urbanih sredina, a stanovnistvo susjednih sela uz endemsko
podrucje nije pogodeno boleS¢éu. Obolijevaju ¢lanovi unutar obitelji i to u dobi od
45 do 60 godina i ne mladi od 15 godina, ali nije nasljednog karaktera. (3, 4)
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Slika 1. Endemsko podrucje endemske nefropatije u

Brodsko-posavskoj zupaniji u RH



Prvi dokazani slu¢aj bolesti opisan je 1949. g. u bolesnika iz Slavonskog
Koba$a, sela endemskog podrucja, pa se iz tog razloga bolest u lokalnog
stanovniStva naziva i "kobaska bolest". (3) Jedna od znacajnih karakteristika EN je
povezanost s nastankom karcinoma gornjih mokraénih puteva, bubreznih ¢aSica,
nakapnice i mokracovoda. Bolest pogada intersticij bubrega, to¢nije proksimalni
tubul i posebno urotel gornjeg urotrakta. (4, 5) Prevalencija EN je u endemskim
selima u razdoblju od 1975. do 1991. g. u prosjeku bila 4,4%, a u rasponu od 0,7%
do 8,3%. (6-8) Novija strazivanja iz 2005. g. na istom podrucju, ali u smanjenom
obimu, pokazala su smanjenje prosjecne prevalencije na 2,3% za ciljano razdoblje
(9, 10), na podrucju od priblizno 10.500 stanovnika. (2)

Povezanost EN s karcinomom urotela gornjega urotrakta (engl. upper tract
urothelial carcinoma, UUC), jedna je od karakteristika kod oboljelih od EN i to
predominantno medu Zenama $to je suprotno od pojavnosti u opéoj populaciji
izvan endemskog podruéja. Zene su prema nekim autorima e$ée obolijevale od
muskaraca, a taj omjer se kretao od 2,04:1 do 3:2 u korist Zena. (5) Pojedini autori
istiCu da je omjer oboljelih muskaraca i Zena podjednak. (11)

U vremenu 50-tih godina 20. stolje¢a oboljeli od EN umirali su u ranoj
Zivotnoj dobi s 40-50 godina od renalne insuficijencije. Zbog progresivnog
klinickog tijeka bolesti s bubreznim zatajenjem i smrtnim ishodom ti bolesnici nisu
obolijevali od UUC. Kasnija istrazivanja pojavu UUC povezuju sa starijim dobnim
skupinama 65-70 godina. (12-15) U razdoblju od 2003. do 2009. g. na razini RH
zabiljezen je broj od 298 slucajeva UUC od toga je u Brodsko-posavskoj zupaniji
bilo 45 slu€aja, od kojih 9 slu€aja u endemskom podrucju. 1z toga proizlazi da je
srednja stopa morbiditeta od UUC na 100.000 stanovnika u RH iznosila 0,96; za
Brodsko-posavsku Zupaniju 3,63, a za endemski kraj 13,40. Specifini morbiditet
od UUC-a u endemskom kraju iznosio je 13,90, odnosno za Brodsko-posavsku
zupaniju 3,9 puta vise nego za RH. (16) Op¢i mortalitet endemskog podrudja za
period 1991.-2002. g. nije se znacajnije razlikovao od opéeg mortaliteta Brodsko-
posavske Zupanije i RH. (6) Medutim, specifi¢ni mortalitet od EN u istom razdoblju
bio je 0,65. U periodu izmedu 1995.-2002. g. specificni mortalitet endemskog
podrucja u odnosu na podru¢je RH za Zene je bio znatno veéi nego za muskarce i
iznosio je 9,02 naspram 4,70. Specificni mortalitet od UUC-a za populaciju
endemskog podrucja je bio 14 puta veci u odnosu na Brodsko-posavsku Zupaniju i

Cak 55 puta veci u odnosu na RH. (6)



1.1.2. Etiologija endemske nefropatije

U proteklom razdoblju istrazivan je utjecaj brojnih faktora okoliSa na
oboljevanje od EN, kao Sto su teSki metali (olovo, Ziva, kadmij), zatim
mikroelementi, brojni virusi i bakterije, policikli¢ki ugljikovodici i aromatski spojevi.
(17-19) Dugo vremena se trazila poveznica s okratoksinom A, mikotoksinom Koji
moze izazvati kroniénu bubreznu insuficijenciju u zivotinja kao i karcinom bubrega.
(20, 21) Kod covjeka se nije naSla poveznica izmedu pojacane ingestije
okratoksina A i bubreZne insuficijencije ili bilo kojeg tipa tumora mokrac¢nih putova.
(22)

Novija istraZivanja etiologije EN provedena na endemskom podruc¢ju RH
navode da je aristolohi¢na kiselina, produkt bilike "vudja stopa", Aristolochia
clematitis, odgovorna za pojavu EN i karcinoma urotela gornjega urotrakta. (23)

Godine 2012. Jelakovi¢ i sur. objavili su rezultate devetogodiSnjeg
istrazivanja povezanosti EN i tumora urotela gornjega urotrakta s aristolohi¢nom
kiselinom, a klju¢na poveznica je bio pronalazak adukata aristolohi¢ne kiseline
(AA) u karcinomima urotela kao i u tkivu bubrega nakon nefroureterektomije (NU).
(23, 24) U prilog nalazu iSla su istrazivanja koja su jo$ ranije ukazivala na
povezanost ingestije sjemenki biljke Aristolochiae clematitis i pojave nefropatije.
(25) Tu poveznicu se moze usporediti sa nefropatijom kineskih trava kao i sa
nefropatijom Zena iz Belgije koje su uzimale pripravke za mrSavljenje koji su
sadrzavali biljku Aristolochia clematitis. Razlika je u brzini nastanka klinicke slike
odnosno u koli¢ini aristolohi¢ne kiseline koja se unosila u organizam. Tako su zene
iz Belgije razvijale klinicku sliku bubrezne insuficijencije kroz par mjeseci do
nekoliko godina u sklopu nefropatije aristolohi¢ne kiseline (AAN), a neke su
oboljele i od karcinoma urotela gornjega urotrakta. (26, 27) Za klini¢ku sliku EN
koja je sporog tijeka i s UUC u kasnijoj fazi bolesti je odgovoran koli¢inski mali
unos fitotoksina vucje stope kroz dugi period od 15 godina. (28, 29, 30) Utvrdeno
je da se specifitna mutacija onkosupresora p53 nalazi u tkivu tumora UUC kao i u
tkivu bubreznog korteksa bolesnika s EN. Objasnjenje je u kovalentnom vezanju
adukata AA i nastanku kovalentnih veza unutar dvostruke zavojnice DNA zbog
Cega se javlja greska pri transverziji A:T — T:A. (31, 32)

Istrazivana je i genska predispozicija te nasljedni faktori odgovorni za
pojavu EN ¢emu u prilog govori distribucija bolesti u populaciji pod rizikom i
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manifestacija bolesti unutar obitelji najvjerojatnije kao rezultat poligenske
predispozicije. Novija istrazivanja genske predispozicije govore da je EN
multifaktorska bolest s predispozicijom za rizicne faktore okoliSa. Istrazivanja
genske podloge za nastanak EN ukazala su na povezanost s genima na
kromosomu 3 (3925-3g26), tumor-supresor genima i protoonkogenima, mutacije
gena HSPG2, KCNKS5 i CELA1 na kromosomima 1, 6 i 12, nove spoznaje vezane
za kromosom 6 i KCNK5 povezane s angiogenezom i EN te mutacije u sustavu
mismach repair. (33, 34)

1.1.3. Klini¢ka slika endemske nefropatije

Poznato je da je EN bolest neuo€livog pocetka, asimptomatska,
progresivnog, ali relativno sporog tijeka. Bolesnici mogu osjecati u pocetku opcu
slabost, brzo se umaraju, povremeno osjecaju lumbalnu bol. Karakteristi¢na je
tubularna proteinurija proteina niske molekulske mase u ranim fazama bolesti,
kasnije je mijeSovita tubularno-glomerularna proteinurija (o1-mikroglobulin, [e-
mikroglobulin, Tamm-Horsfallow protein). Periferni edemi i poviSeni krvni tlak javlja
se u kasnijim fazama bolesti kako bolest progredira padom glomerularne filtracije,
padom koncentracijske sposobnosti bubrega i na kraju do terminalne uremije i
potrebe za hemodijalizom. Pojava UUC je klinicka znagajka EN. Normocitna
hipokromna anemija je gotovo uvijek prisutna u bolesnika u ranim fazama bolesti i
progredira s renalnom insuficijencijom. Morfoloski, u EN bubreg moze biti od
urednog izgleda do vrlo malog skvréenog i atrofi€nog izgleda (slika 2). (35)

Kazalo: 1-kora bubrega; 2-nakapnica i mokra¢ovod; 3-CaSice; 4-srz bubrega
Slika 2. Morfoloski izgled bubrega u bolesnika s endemskom nefropatijom



1.1.4. Dijagnosticki kriteriji endemske nefropatije

Dijagnosticki kriteriji EN usaglasavali su se tijekom dugog niza godina i

kako nisu bili ujednaCeni za pojedina endemska podruc¢ja, nije bilo lako

usporedivati klinicke podatke oboljelih. Godine 2013. g. Jelakovi¢ i sur. donijeli su

preporuke sa svrhom izjednacavanja kriterija probira, dijagnoze i lije€enja EN u

svim endemskim ZzariStima na temelju ekspertnog miSlienja radne skupine

stru€njaka iz razli¢itih podru¢ja medicine (javno zdravstvo, nefrologija, urologija,

epidemiologija, radiologija, patologija, onkologija, bazi€ne znanosti).

Zakljucci radne skupine se baziraju na Sest glavnih to¢aka:

1.

Vaznost ranog probira EN i otkrivanja bolesti koji nije opravdan do 20. godine
Zivota kako kod sporadi¢nih slu¢ajeva EN izvan endemskog podrudja, tako i za
¢lanove obitelji koji su odselili iz endemskog podrudja.

Odredivanije i interpretacija razine glomerularne filtracije i alouminurije u EN u
odnosu na druge kroni¢ne bubrezne bolesti prema preporukama: "The Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO)" iz 2012. godine.
Alfa-1-mikroglobulinurija je pouzdani ¢imbenik osteéenja proksimalnog tubula.
U slu€aju albuminurije, omjer al-mikroglobulinurije i alouminurije ¢e govoriti u
prilog mjesta dominantne lezije.

Kriterij za probir u endemskim selima su: stanovnici u endemskim selima i/ili
domacinstvima s EN/UUC s boravkom duzim od 20 godina, oSteéenje
proksimalnog tubula, smanjena brzina glomerularne filtracije i UUC.

Sporadicni slu€ajevi EN su: bolesnici kod kojih se ne moze na drugadiji nacin
objasniti renalna insuficijencija ili bolesnici s UUC koji zive u selima gdje se
bave poljopriviedom, a izvan su endemskog podrucja. Zatim ¢lanovi obitelji
oboljelih kao "sporadi¢ni slu¢aj EN", EN bolesnici na dijalizi gdje se inace ne
dijaliziraju oboljeli od EN, transplantirani EN bolesnici koji Zive u ne-
endemskom podrucju.

Elementi za utvrdivanje dijagnoze EN:

a) dokaz da je o$tecenje proksimalnog tubula dominantna znacajka

b) anemija primjerena dobi i spolu, drugi uzroci anemije iskljuceni

c) sve druge bubrezne bolesti iskljucene



d) biopsiju bubrega savjetovati bolesnicima u slu€aju preklapanja s drugim
kroniénim bubreznim bolestima i u sumnjivim slu€ajevima na "sporadi¢nu
EN"
e) iskljuciti sve druge nefrotoksi¢ne agense okoli§a osim aristolohi¢nu kiselinu
Pored zaklju¢aka sazetih u Sest glavnih to¢aka, radna skupina je dala i
preporuke za provjeravanje i nadgledanje, dijagnosticke metode za EN i UUC,
lije€enje i prevenciju i preporuke za transplantaciju oboljelih od EN (tablica 1,
tablica 2). (36)
Tablica 1. Smjernice za probir, nadzor, dijagnostiku, prevenciju i lijecenje
bolesnika s endemskom nefropatijom (EN) i karcinomom urotela gornjega

urotrakta (UUC) i bolesnika s transplantiranim bubregom

Preporuke A: Probir i nadzor

1A. Odrasle stanovnike EN sela trebalo bi pregledati. Bolesnike treba uputiti

nefrologu.

2A. Sumnijivi za bolest i ¢lanovi EN domacinstava bez znakova ostecenja

proksimalnog tubula ili UUC trebaju se kontrolirati jednom godisnje.

3A. Postupak masovnog probira trebao bi se ponoviti u EN selima nakon pet

godina.

4A. Treba utvrditi tubularnu proteinuriju, eGFR, broj eritrocita i citologiju urina.

5A. Bubreznu funkciju treba provijeriti u svih UUC bolesnika iz poljoprivrednih
sela. Bubrezni korteks bioptiran tijekom operacije (udaljen od tumora) treba
analizirati na postojanje EN i ako je moguce, treba ga zamrznuti na —20°C radi
naknadnog odredivanja razine adukata AA-DNA. Mutacijski spektar p53 odrediti

u tumorskom tkivu.

6A. Bolesnike s terminalnim stadijem bubrezne bolesti (ESRD), nepoznatog
podrijetla iz ne-EN sela i ¢lanove takvih domadinstava trebalo bi pregledati kako

bi se utvrdili slu¢ajevi sporadi¢nog EN/UUC.

Preporuke B-1: Dijagnosticke metode za EN

1B. Analizirati samo odgovarajuci prikupljene uzorke urina.

2B. Grani¢na vrijednost za veli¢inu glomerularne filtracije i alouminurije (UAE) i




a-TMCR su 10 mg/L, odnosno 23,5 mg/g. Za procjenu bolesnika s
albuminurijom treba koristiti a-IM/ UAE, grani¢na vrijednost je 20,91. Za potvrdu
dijagnoze i za pracenje treba koristiti a-IMCR, grani¢na vrijednost je 31,5 mg/g.

3B. 24-h izlu€ivanje proteina treba mijeriti u osoba sa: smanjenim eGFR-om; s
albuminurijom i a1iM / UAE <0,91.

4B. GFR treba procijeniti pomocu jednadzbe CKD-EPI iz 2009. godine.

5B. Bolesnike s EN-om treba razvrstati prema smjernici KDIGO iz 2012. godine.

6B. Anemija je definirana kao razina hemoglobina <120 g/L za muskarce i Zzene
> 50 godina i <110 g/L za Zene <50 godina.

7B. Biopsiju bubrega treba razmotriti kod osoba s: proteinurijom =1 g/dU; sa
sumnjom na drugu postojecu bolest bubrega.

8B. Bolesnike s EN u fazama CKD-a =23A i bolesnike s histopatoloskim nalazima
povezanim s kroni¢nom nefropatijom aristolohi¢ne kiseline treba nadzirati zbog
UUC-a.

Preporuke B-2: Dijagnosticke metode za UUC

9B. Ispitanici visokog rizika za razvoj UUC-a (bolesnici s: histopatoloSkim
nalazima koji ukazuju na EN; bolesnici s EN-om i CKD-a = 3A stadija ili na
dijalizi) trebaju kontrolu citologije urina, ultrazvuka ili drugih slikovnih tehnika
svakih 6 mjeseci.

10B. Clanove EN domadinstava trebalo bi pregledavati svake godine.

11B. Bolesnike s prethodnim UUC-om, rakom mokraénog mjehura ili
hematurijom treba pregledavati svaka tri mjeseca. Hematuriju treba procijeniti

cistoskopijom.

12B. Raspolozive dijagnosticke postupke kao (kontrastni CT i
ureteropijeloskopija) trebaju se koristiti za vizualizaciju UUC-a. (37)

13B. Kod EN transplantiranih bolesnika i u EN bolesnika koji su podvrgnuti
dijalizi, cistoskopija se mora provoditi svakih 6 mjeseci.

Preporuke C: Prevencija i lijecenje

1C. Stanovnike sela treba obavijestiti da: (a) EN ima podmukli pocetak, ali uvijek
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napreduje do ESRD-a i da rana dijagnoza omogucéava provedbu lije¢enja Sto
moze usporiti napredovanje kroni€ne bubrezne bolesti KBB; (b) EN i UUC nisu
naslijedne bolesti, takoder bi trebali znati da je genetska predispozicija
vjerojatna, ali relevantna tek nakon dugotrajne izlozenosti nefrotoksinima u

okolisu.

2C. Stanovnike sela treba snazno ohrabriti da sudjeluju u programima probira i

posjecuju nefrologe.

3C. Tijela javnog zdravstva trebaju educirati izlozenu populaciju i treba naglasiti
ulogu AA u EN-u.

4C. Javno-zdravstvena i poljoprivredna tijela trebala bi pokrenuti napore za

uklanjanje aristolohije s polja na kojima se uzgaja Zito.

5C. Obiteljski lije¢nici opce medicine trebaju informirati pacijente o vaznosti
primarne i sekundarne prevencije kroni¢ne bubrezne bolesti po&evsi od vaznosti
promjena zivotnog stila te o velikom riziku od razvoja UUC-a i potrebi redovitog

pracenja.

6C. Pacijente s potvrdenom EN treba lijeciti poput ostalih bolesnika s KBB-om i
ESRD-om, peritonealnom dijalizom, hemodijalizom ili transplantacijom bubrega.

Preporuke C: Lije¢enje bolesnika s UUC

10C. Standardna terapija je potpuna NU s ekscizijom manzete mokracnog
mjehura oko mokra¢nog usc¢a i regionalne limfadenektomije. Tome u prilog ide i
opazanje da su ponavljajuc¢i tumori kod EN bolesnika videni ¢eS¢e nego kod
ostalih bolesnika s UUC-om.

11C. Konzervativni kirurski pristup trebao bi biti rezerviran samo za odabrane
bolesnike s bilateralnim tumorima kod kojih je o€uvanje bubrega vazno. Pacijenti
lije€eni konzervativnim pristupom izloZzeni su povec¢anom riziku lokalnog recidiva

i zahtijevaju Ceste kontrole.

12C. Sve bolesnike s UUC-om treba pazljivo nadzirati zbog ponavljajucih ili

novih tumora.

13C. Kemoterapija je indicirana za lokalno proSirenu i metastatsku bolest kada
nije moguce izvesti operativni zahvat. (37)




Preporuke C: Transplantacija bubrega u bolesnika s EN

15C. Bolesnike s EN-om treba uvrstiti na listu za transplantaciju bubrega,
zajedno s ostalim bolesnicima s ESRD-om, ali je potrebno u takvih bolesnika
isklju€iti prisutnost karcinoma urotela.

16C. Kod transplantacije sa Zivih darivatelja nuzno je obaviti dodatna ispitivanja.
Ako je darivatelj zivio u EN podrucju vise od 15 godina, potrebno je udiniti
biopsiju bubrega kako bi mogli iskljuciti EN i/ili prisutnost adukata AA-DNA.
Pronalazenje bilo kojeg od navedenih iskljuCuje potencijalnog darivatelja.

17C. Obzirom na visoku ucestalost UUC-a kod EN/AAN transplantiranih
bolesnika, svi bolesnici s EN-om trebaju se podvrgnuti obostranoj NU prije
transplantacije. Obostranu NU treba uciniti kod svih primatelja EN mladih od 65
godina. Kod EN bolesnika starijih od 65 godina, obostranu NU trebalo bi udiniti
prije transplantacije bubrega ako je: (a) ve¢ dijagnosticiran UUC ili karcinom

mokraénog mjehura; (b) pozitivna obiteljska anamneza za UUC ili EN.

18C. Nakon transplantacije, EN bolesnike koji su odbili obostranu NU treba
pazljivo nadzirati zbog UUC.

19C. Imunosupresiju mTOR inhibitorima treba razmotriti za EN transplantirane
bolesnike.

Kazalo: EN-endemska nefropatija; UUC-karcinom urotela gornjeg urotrakta; eGRF-
procjena  brzine  glomerularne  filtracije; ~ AA-aristolohi¢na  kiselina; DNA
dezoksiribonukleinska kiselina; p53-tumor supresor gen; ERSD (engl. End-stage Renal
Disease) terminalni stadij bubrezne bolesti; mokraéni o1-mikroglobulin/albumin
(ATM/UAE); CKD (engl. Cronic Kidney Disease); KBB (kroni¢na bubrezna bolest); AAN-
nefropatija aristolohi¢ne kiseline; mTOR-(eng. mechanistic target of rapamycin); meh.
meta rapamicina



Tablica 2. Klasifikacija populacije s obzirom na endemsku nefropatiju (EN)

| Oboljeli/bolesni od EN

Il Sumnijivi da boluju od EN

1. Bolest dokazana biopsijom
(indikativna za EN)* ili

2. Boravak u EN selima >20g +
tubularna proteinurija® + smanjena

glomerularna filtracija + anemija?2 ili

3. Boravak u EN kuc¢anstvima >15g +

tubularna proteinurija? ili

4. Boravak u EN selima >20g + UUC?

+ tubularna proteinurija?

1. Boravak u EN kuéanstvima > 159 +
smanjena glomerularna filtracija +
anemija?d ili

2. Boravak u EN selima >20g +

tubularna proteinurija? ili

3. Boravak u EN selima >20g + UUC?

lll Visokoriziéna skupina za EN

IV Sporadi¢na EN*

1. Boravak u EN kuc¢anstvima > 15

godina

2. Boravak u ku¢anstvima sa
sporadi¢nim EN slu¢ajevima > 15

godina

Dokazano biopsijom/indikativho za EN
u bolesnika s UUC iz neendemskih
podrucja ili u osoba iz njihovog

kuéanstva

Kazalo: EN-endemska nefropatija;UUC-karcinom urotela gornjega urotrakta;'Ne postoje
znacCajke koje su patognomonicne za EN, ali otkrivanje adukata AA-DNA i mutacija p53 su
dijagnosti¢ke; Omjer mokra¢nog a1-mikroglobulina i kreatinina (A1M/MCR) > 31,5 mg/g i
omjer mokracnog al-mikroglobulina i albumina (ATM/UAE) = 0.91; 2A1M/MCR >31,5
mg/g i ATM/UAC 20,91; 3Hemoglobin <120 g/L za muskarce i Zzene >50 godina, <110 g/L
za zene 250 godina; “Ispitanici s kroniénom intersticijskom nefropatijom kod kojih bi se
trebali iskljuciti drugi uzroci (refluksna nefropatija, kroni¢ni pijelonefritis, rekurentni
pijelonefritis, hipertenzivna nefroskleroza, izlozenost olovu, kadmiju, biljlkama koje sadrze

AA, ciklosporin A)
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1.1.5. Lije€enje endemske nefropatije

Za bolesnike koji boluju od EN nema specifi¢ne terapije, veé se bolesnicima
koji su u razli¢itim stadijima bubrezne insuficijencije nastoji produziti vrijeme do
terminalnog stadija bubrezne insuficijencije $to za takve bolesnike znaci nastavak

lije€enja hemodijalizom ili transplantacijom bubrega.
1.2. KARCINOMI UROTELA GORNJEGA UROTRAKTA (UUC)
1.2.1. Etiologija karcinoma urotela gornjega urotrakta

Karcinomi urotela su Cetvrti po ucestalosti zlocudnih tumora u covjeka.
Javlja se kao karcinom urotela mokraénog mjehura i mokraéne cijevi odnosno
karcinom urotela donjega urotrakta i kao karcinom bubreznih ¢asica, nakapnice i
mokrac¢ovoda odnosno karcinom urotela gornjega urotrakta.

Karcinom mokracnog mjehura u 90-95% slucajeva spada u naj¢esce sijelo
karcinoma urotela. Skupini karcinoma UUC pripada priblizno 5% zlo¢udnih tumora
urotela s incidencijom od 1,8 novih slu¢ajeva na 100000 stanovika godiSnje u
zapadnim zemaljama. Incidencija medu muskarcima je znacajno visa (2,7/100000)
naspram Zzena (1,1/100000). (38) ViSe od polovice UUC-a u trenutku postavljanja
dijagnoze su invazivni T2 ili viSeg stadija od kojih je jedna Cetvrtina s regionalnim
metastazama, a svega je 20% karcinoma mokracénog mjehura u vrijeme
postavljanja dijagnoze invazivno. U vecine bolesnika s UUC-om je zahvaéen jedan
ureter, a samo u 2-4% slucajeva su zahvacena oba. (39)

Prosje¢na Zivotna dob kada se javlja UUC je 65-80 godina Zivota i ¢eSc¢e kod
muskaraca, nego kod Zzena. (40)

Lych sindrom ili nasljedni nepolipozni oblik karcinoma kolona je poremecaj
u sklopu kojeg je povecan rizik za nastanak viSe vrsta karcinoma medu kojima su i
karcinomi urotela. Nasljednost u pojavi UUC vezano uz Lych sindrom odnosi se na
mutacije (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) u mismatch repair genu (gen MMR).
(41,42)

Neki faktori okoliSa djeluju na povecanu incidenciju karcinoma urotela.
Poznato je da izlozenost duhanu povecéava rizik za nastanak karcinoma
mokraénog mijehura i to za 2-7x. Djelovanje adukta aristolohi¢ne kiseline iz biljke
vucja stopa povezana je specificnom mutacijom gen supresora p53 na poziciji 139
u kodonu, a koja se javlja uglavnom u bolesnika s nefropatijom kineskih trava ili
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endemskom nefropatiijom s UUC. Postoji i velika uestalost UUC-a u endemskom
podru¢ju na Tajvanu koja se ne moze direktno i sa sigurnoSc¢u povezati s

povec¢anom koli€¢inom arsena u pitkoj vodi. (43, 44)

1.2.2. Histoloski oblici karcinoma urotela gornjega urotrakta

U najvec¢em broju slu¢ajeva UUC su disti karcinomi prijelaznog urotela, a u
manjem postotku mogu imati sarkomatoidnu, limfoepitelnu komponentu.
Skvamocelularni karcinom se naj¢e$¢e spominje uz kroni¢nu upalu i litijazu.
(45,46)

Belinijev karcinom ili karcinom sabirnih kanalica moZe imati slicne karakteristike
kao UUC radi bliskog embrionalnog porijekla ali ta vrsta tumora ipak spada u
karcinom bubreznih stanica. (47)

[ Ly —

Kazalo:1-bubrezne ¢asice; 2-bubrezna nakapnica

Slika 3. Izgled karcinoma bubreZnih ¢aSica i nakapnice
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Kazalo:1-otvoreni lumen mokrac¢ovoda ispunjen karcinomom

Slika 4. Izgled karcinoma mokra¢ovoda

1.2.3. Stupnjevanije i klasifikacija karcinoma urotela gornjega urotrakta

Razlikujemo neinvazivne papilarne karcinome niskog malignog potencijala,
urotelne karcinome male i velike malignosti, maligne promjene koje su u razini
sluznice (carcinoma in situ, CIS) i invazivne urotelne karcinome. Makroskopski
izgled tumora bubreznih €asica, nakapnice i mokrac¢ovoda prikazani su na slikama
3i4.(48)

Urotelni karcinomi se klasificiraju prema proSirenosti tumora, statusu limfnih
¢vorova i prisutnosti metastaza (TNM) klasifikaciji. Posljednja klasifikacija Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organizaton, WHO) iz 2016. godine
prikazana je u tablici 3. (49, 50).
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Tablica 3. Klasifikacija prosSirenosti tumora karcinoma urotela gornjega urotrakta

T - primarni tumor

Tx - primarni tumor se ne moze procijeniti

TO - bez podataka o primarnom tumoru

Ta - neinvazivni papilarni karcinom

Tis - karcinom "in situ"

T1 - Tumor prodire u subepitelno vezivno tkivo
T2 - Tumor prodire u misi¢ni sloj

T3 - Tumor prodire izvan miSi¢énog sloja u masno tkivo bubrezne nakapnice i/ili
tkivo bubrega; tumor uretera prodire izvan miSiénog sloja u periuretralno masno
tkivo

T4 - Tumor zahvaca druge organe ili kroz tkivo bubrega prodire u okolno masno
tkivo

N - regionalni limfni évorovi

Nx - Regionalni limfni Evorovi se ne mogu procijeniti
NO - Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1 - Metastaza u jedan limfni Evor koji je u najve¢em promjeru <2 cm

N2 - Metastaza u jedan limfni &vor >2 cm u promijeru ili u vide limfnih ¢vorova

M - udaljene metastaze

MO - Bez udaljenih metastaza

M1 - Udaljene metastaze

Kazalo: TNM (engl. Tumor, Nodus, Metastasis)
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1.2.4. Dijagnoza karcinoma urotela gornjega urotrakta
1.2.4.1. Simptomi karcinoma urotela gornjega urotrakta

Naj¢es¢i simptom u oko 80% oboljelih je krv u mokraci vidljiva okom ili ona
mikroskopska, bol u lumbalnoj lozZi, gubitak na tjelesnoj tezini, povisena tjelesna

temperatura, opca slabost. (51)

1.2.4.2. Dijagnosticke metode za otkrivanje karcinoma urotela gornjega
urotrakta

ViSeslojna kompjuterizirana urografija (MSCT urografija) ima najveéu
dijagnosti¢ku vrijednost radi velike specificnosti pretrage od 0,93-0,99 i
senzitivnosti 0,67-1,0. (52) Pored tumora moze se vidjeti posljedi¢na dilatacija
Supljinskog sustava bubrega tumorom, prodor tumora u stijenku organa i okolne
strukture kao i povec¢anje limfnih ¢vorova i metastaze u udaljene organe $to u
konacdnici ima loSiju prognozu u smislu lijeCenja i prezivlienja kod metastatske
bolesti.

Urografija pomoc¢u magnetske rezonance (MR urografija), indicirana je za
bolesnike kod kojih se ne moze napraviti MSCT urografija. Najéesci razlog za to je
alergija na jodno kontrastno sredstvo ili smanjena bubrezna funkcija kod koje bi
primjena vodotopivog jodnokontrastnog sredstva mogla pogorsati ve¢ oste¢enu
bubreznu funkciju. Osjetljivost MR urografije je 0,75 i manja je u usporedbi s
MSCT urografijom posebno za tumore manje od 2 cm. (53) Treba napomenuti da
se MR urografija moze koristiti u slu¢ajevima kod kojih bolesnici imaju oSteéenu
bubreznu funkciju, smanjenu glomerularnu filtraciju i klirens kreatinina, jer se kao
kontrastno sredstvo koje bitno manje ostecuje bubreznu funkciju upotrebljava
gadolinij. CitoloSki nalaz urina, uretrocistoskopija i ureterorenoskopija su naredne
pretrage u dijagnostici UUC.

Pozitivan nalaz citologije urina kod uredne uretroskopije i cistoskopije sugerira na
UUC. Citologija je manje osjetljiva metoda za UUC posebno za karcinome manjeg
stupnja zlocudnosti stoga bi bilo pozZeljnije uzimati uzorke urina iz bubrezne
nakapnice i mokra¢ovoda lijeve i desne strane. Retrogradna ureteropijelografija je
nacin kontrastne pretrage gornjeg urotrakta kod koje se kontrastno sredstvo ne
ubrizgava u sistemsku cirkulaciju nego u Supljinski sustav bubrega i opcija je za

dijagnostiku  UUC. Ureterorenoskopija je metoda direkine vizualizacije
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unutrasnjosti Supljinskog sustava gornjeg urotrakta. Fleksibilna ureterorenoskopija
se primjenjuje za vizualiziranje unutrasnjosti mokrac¢ovoda, bubreznih &aSica i
bubrezne nakapnice i koristiti se za biopsiju sumnjivih promjena sluznice i

tumorskih promjena gornjega urotela. (54)

1.2.5. Prognoza karcinoma urotela gornjega urotrakta
1.2.5.1. Preoperativni €imbenici

Prognosticki faktor za UUC je proboj u misiéni sloj i iznosi manje od 50%
petogodiSnjeg prezivljenja, odnosno manje od 10% za bolesnika s udaljenim
metastazama u trenutku postavljanja dijagnoze. Starija dob bolesnika u vrijeme
dijagnoze UUC povezuje se s smanjenim prezivljenjem oboljelih od UUC-a. Isto
tako mnogi stariji bolesnici su izlije¢eni od UUC-a te se dob neovisno ne moze
uzeti kao pouzdan pokazatelj ishoda. Isto tako i spol se vise ne smatra neovisnim
prognostickim faktorom koji utjec¢e na smrtnost od UUC-a. (55-57)

Populacijska istrazivanja pokazala su da su bolesnici afroamerickog
podrijetla imali lo8iju prognozu od ostalih usporedivanih skupina. (58) UZivanje
duhanskih proizvoda poveéava rizik za smrtnost i povratak bolesti nakon
operativnog lije€enja i povecava rizik za pojavu ili povratak bolesti u mokraéni
mjehur. Bolesnici s ureteralnim i/ili multifokalnim tumorom imaju loSiju prognozu
spram bolesnika s tumorom u pijelonu usporedujuci stupanj malignosti tumora.
(59)

Kada se postavi dijagnoza UUC i indikacija za operativni zahvat, postupak
bi se trebalo provesti unutar 5 tjedana jer svaka ve¢a odgoda zahvata povecava
rizik progresije bolesti. (60)

Limfovaskularna invazija kao i prisutnost tumorskih nekroza takoder se

ubrajaju u loSe prognosticke faktore. (61-67)

1.2.5.2. Postoperativni ¢imbenici

Nakon operativhog zahvata procjenjuje se stadij i stupanj malignosti
bolesti. Metastaza u limfne ¢&vorove je negativan prognosticki Cimbenik za
prezivljavanje bolesnika. Limfadenektomija tijekom radikalne nefroureterektomije
(RNU) vazna je u procjeni stadija bolesti. (68)
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Limfovaskularna invazija se nalazi u oko 20% bolesnika s UUC pri RNU te
predstavlja neovisni prognosticki faktor i potrebno je navesti taj podatak u svakom
patohistolo8kom nalazu. Pozitivan kirurSki rub povecava vjerojatnost povratka
bolesti. (69-71)

Molekularni markeri kao §to su markeri stani¢ne adherencije E-kaderin i CD24,
receptor epidermalnog faktora rasta, stani¢ne proliferacije Ki-67, apoptoze BcL-2,
angiogeneze, vaskularne invazije, RON, C-met pokazali su povezanost s UUC. Do
sada su takva istrazivanja radena na malim serijama bolesnika i nisu joS do sada

usla u klinicke dijagnosti¢ko prognosticke kriterije. (72-78)

1.2.6. Lije€enje karcinoma urotela gornjega urotrakta
1.2.6.1. Lokalizirana bolest

Postedna operacija UUC moze se provoditi kod karcinoma urotela niskog

stupnja malignosti tako da se ne ugrozi klini¢ki ishod za preZzivljenje bolesnika koji
bi bio isti kao i kod radikalne nefroureterektomije bez obzira na status
kontralateralnog bubrega.
Isti se moze razmatrati i kod bolesnika s oste¢enom funkcijom bubrega ili kod
solitarnog bubrega. Endoskopskim pristupom odnosno ureteropijeloskopijom se
mogu razmatrati operacije tumora niskog stupnja malignosti i to u slu¢ajevima
lareske ablacije fleksibilnim ureterorenoskopom premda u tom slu¢aju se ne moze
dobiti adekvatan patohistolo$ki nalaz te ovdje postoji mogucnost neadekvatnog
nalaza stadija bolesti i stupnja malignosti. (79)

Perkutani pristup se primjenjuje kod tumora niskog stupnja malignosti
najéesS¢e smjestenog u donjim ¢asSicama bubrega gdje se ne moze adekvatno
pristupiti fleksibilnim ureterorenoskopom. U tom postupku mogu¢ je rasap malignih
stanica kroz operativno polje.

Segmentalna resekcija mokra¢ovoda, selektivna ureterektomija (SU) s
kirurskim rubom bez tumora, kod tumora niskog stupnja malignosti je nacin
oCuvanja istostranog bubrega s tim da se kod tog postupka moze uciniti i
adekvatna limfadenektomija. Kod tumora distalnog mokraéovoda niskog stupnja
malignosti se moze uciniti resekcija s dijelom mokracnog mjehura te se moze

uciniti nova anastomoza mokrac¢ovoda s mokraénim mjehurom. Takva operacija se
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moze uciniti i kod tumora s visokom stupnjem malignosti kod postednih operacija u
bubreznoj insuficijenciji ili kod solitarnog bubrega.

Radikalna nefroureterektomija je otvoreni operativni zahvat pri kojem se
odstrani bubreg, mokraéovod i dio mokraénog mjehura kroz Kkoji prolazi
mokraéovod i predstavlja standard pri otklanjanju UUC. Kako bi se izbjegla
diseminacija tumora potrebno je izbjegavati otvaranje mokra¢nog puta, direktan
dodir instrumenata i tumora, odstranjenje bubrega i mokra¢ovoda s dijelom
mokraénog mjehura u bloku. Invazivni i veliki tumori s metastazama u limfnim
¢vorovima i lokalno uznapredovale tumore se ne operira laparoskopski.
Dosadasnje studije nisu pokazale znacajnu razliku izmedu opceg prezivljenja i
karcinom specificnog prezivljenja obzirom na odabir RN otvorenim nasuprot

laparoskopskom pristupu. (80-82)

1.2.6.2. Prosirena bolest

Kod proSirene bolesti RNU samostalno nema znacaja u smislu opcéeg
prezivljenja bolesnika i karcinom specificnog prezivljenja bez primjene sustavne
kemoterapije i izvodi se samo u slucaju potrebe palijativnog lije€enja. Sustavna
kemoterapija standardni je pristup za bolesnike s neoperabilnim lokalno
uznapredovalim ili metastatskim UUC na bazi cis-platine i gemcitabina. U slu€aju
lokalno proSirene bolesti postoje studije koje pokazuju korist neoadjuvantne i
adjuvantne kemoterapije u kombinaciji s RNU za opce prezivljenje i karcinom
specificno prezivljenje. Kemoterapija se primjenjuje u slucajevima kada je to
moguce obzirom na opcée stanje bolesnika i uz o€uvanu bubreznu funkciju. (83-88)

Adjuvantna instilacija kemoterapeutika u mokraéni mjehur kao S$to su
mitomicin ¢, doksorubicin, gemcitabin koja se ucini u manje od 72 sata nakon
RNU smanjuje stopu pojave tumora u mokraénom mjehuru u prvoj godini nakon
RNU. Stopa pojavnosti tumora u mokracnom mjehuru nakon RNU je izmedju 22 i
47%. (89, 90)
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1.3. GLAVNI SUSTAV TKIVNE PODUDARNOSTI

Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Mayor Histocompatibility Complex,
MHC) predstavlja veliku skupinu od 200 i vise do sada otkrivenih gena, koji se
dijele na gene MHC-razreda |, MHC-razreda Il i MHC-razreda Ill. Geni ovog
sustava igraju kljuénu ulogu u imunosti, tj. imunoloskoj reakciji.

U Covjeka se MHC naziva sustav HLA (engl. Human Leukocyte Antigen,
HLA), po tome §to je prvoopisani lokus HLA-A uo€en na povrSini ljudskih leukocita
jo§ davne 1958.godine. Danas genski kompleks HLA predstavlja najslozZenije
opisani sustav gena kod Covjeka, premda na njegovu sekvencu otpada svega
0,001% cijelog humanog genoma. Geni HLA kodiraju molekule HLA odgovorne za
imunoloSku reakciju koja nastaje pri prepoznavanju stranih antigena i to od
patogenih uzro€nika raznih bolesti, u transplantaciji tkiva i organa, preko
C¢imbenika koji nastaju u pojedinim autoimunim bolestima do povezanosti s
karcinogenezom. (91)
Opcepoznato je da su geni HLA najpolimorfniji geni u ljudskom genomu s velikim
brojem alela na svakom pojedinom lokusu HLA. (92) Raznolikost alela, odnosno
njihovih kombinacija odrzavaju se se na razini populacije zbog individualne
slicnosti, odnosno razlike u imunoloskom odgovoru na strane antigene. Kljuéna
uloga molekula sustava HLA je odrZzavanje ravnoteZze eksperesije antigena na

stani¢noj razini mehanizmima prepoznavanja antigena. (93)

1.3.1. Smjestaj i organizacija regije sustava HLA

Regija HLA smjestena je na kraéem kraku kromosoma 6, na poziciji 6p21.1-
21.3 i obuhvaéa vise od 4 milijuna parova baza. Ako gledamo kraci krak
kromosoma 6 (slika 5), tada je najblize centromeri smjeStena skupina gena HLA
razreda Il, najudaljenija od centromere je skupina gena HLA razreda |, smjestena
telomerno, a izmedu te dvije skupine gena HLA smjestili su se geni HLA razreda
lll. Polozaj lokusa HLA utvrdena je mapiranjem gena odnosno analizom
uCestalosti rekombinacija (engl. crossing-over) u sekvenci susjednih lokusa i
hibridizacijom DNA. Genska regija HLA razreda | obuhvaca klasi¢ne i neklasi¢ne
gene HLA. U klasi¢ne se ubrajaju geni HLA -A, -B i -C, Cije su molekule prisutne

na gotovo svim stanicama nasSeg organizma. Neklasi¢ni geni HLA razreda | mogu
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se podijeliti u dvije podgrupe, prva podgrupa su geni HLA-E, -F i -G koji kodiraju
molekule unutar HLA razreda |, koji se od klasiénih gena HLA razreda | razlikuju
po manjem polimorfizmu, drugacijoj tkivnoj raspodjeli, funkciji, kao i u€inku njihovih
produkata te podgrupa gena koja obuhvaca djelove gena (npr. HLA-H, -I, -J).

Genska regija HLA razreda Il sastoji se od 6 genskih podregija: HLA-DM, -
DN, -DO, -DP, -DQ i -DR. Klasi¢ne podregije HLA razreda |l HLA-DP, -DQ i -DR
obuhvacaju gene koji kodiraju molekule na membranama specijaliziranih antigen
predo¢nih stanica (B-limfocita, makrofaga, dendritickin stanica, specijaliziranih
epitelnih stanica) i vezna su mjesta za CD4+ limfocite. Geni neklasi¢nih podregija
HLA razreda Il (HLA-DM, -DN i -DO), kodiraju molekule koje se nalaze u
citoplazmi na unutarstani¢nim membranama kao $to su lizosomi, obi¢no noseci
antigene peptide, odnosno antigen predo¢ne molekule HLA razreda Il. (94, 95)

U sklopu regije HLA razreda Il nalaze se geni koji su odgovorni za ustroj
molekula HLA razreda | poput TAP1 i TAP2 (engl. Transporters Associated with
antigen Processing).

Genska regija HLA razreda lll obuhvac¢a gene koji ne spadaju u tzv.
klasicne gene HLA, ve¢ kodiraju molekule koje nisu neposredno ukljuéene u
proces imunoloskog prepoznavanja, a sudjeluju u imunoloskim reakcijama. Tu se
ubrajaju pojedine komponente komplementa (C2, C4A, C4B), zatim citokini (engl.
Tumor Necrosis Factors, TNF, TNF-a, TNF-B); LT-a, LT-B (engl. Lymphotoxin),
proteini toplinskog Soka (engl. Heat Shock Proteins, HSP), kao i druge molekule
koje nemaju ulogu u imunoloskim reakcijama. (96, 97)
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Slika 5. Shematski prikaz organizacije i rasporeda gena HLA na

kraéem kraku kromosoma 6

1.3.2. Obiljezja sustava HLA

Glavna obiljezja sustava HLA su polimorfizam i poligenost s vise od 200
opisanih gena i preko 25 000 razli¢itih alela, Ciji se broj neprekidno poveéava
pronalazenjem novih tehnika identifikacije. (98)

Medu najpolimorfnije lokuse HLA spadaju lokusi HLA-B i HLA-DRB1 (slika 5).

Polimorfizam gena HLA je rezultat rekombinacije unutar pojedinog gena, $to

predstavlja izmjenu razli¢itin alela istog lokusa HLA, zatim konverzijom gena fj.
izmjenom ulomaka izmedu razli€itih gena, mutacijama medu kojima je naj¢eS¢a
toCkasta u vidu insercije ili delecije baze ili baznog para u lancu nukleotida te
evolucijskom selekcijom. (99)
UCestalost mutacija u regiji HLA manja je nego §to bi se ocCekivalo naspram
koli¢ine mutacija u ostatku humanog genoma, stoga je izrazita polimorfnost gena
HLA uvelike posljedica evolucijske selekcije. |z toga proizlazi i da je
heterozigotnost HLA 80-90% naspram homozigotnosti, selekcijska prednost
jedinki.

Jo§ jedna odlika sustava HLA je i kodominantnost alela, a oznatava
podjednaku nazo€nost oba alela, odnosno haplotipa HLA nasljedena od roditelja,
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na povrSini stanice. Odredena kombinacija alela razli¢itih lokusa HLA na jednom
kraku kromosoma 6 Cini haplotip, a unutar regije HLA ucestalost rekombinacije
iznosi <2%. (100)

Haplotipovi HLA roditelja (jedan od oca i jedan od majke), udruzeni u par cini
genotip HLA. Specificnost po kojoj je sustav HLA takoder poznat je pojava
neravnoteze udruzivanja (engl. linkage disequilibrium, LD) tj. da se aleli bliskih
lokusa HLA pojavljuju u zajedni¢kom haplotipu uc€estalije od o€ekivanog, u odnosu

na njihovu pojedinaénu ucestalost.

1.3.3. Geni i molekule HLA razreda |

Svaki gen HLA graden je od egzona i introna. Gen za teski lanac molekula
HLA razreda | sadrzi 8 egzona (kodirajuc¢e sekvence), a razdvojeni su razli€ito
dugim intronima (nekodirajuéim sekvencama). Egzoni 2 i 3 kodiraju najpolimorfniji
dio molekule HLA razreda | koje €ini vezno mjesto za strani antigen. (101)

Molekule HLA razreda | gradene od dva polipeptidna lanca u naravi su
heterodimerni membranski glikoproteini. Teski lanac (a) graden je od oko 350
aminokiselina (~45 kD), i sastoji se od tri dijela (ekstracelularni, transmembranski i
citoplazmatski). Ekstracelularni je graden od tri domene a1, a2 i a3. Domene ai i
a2 grade pukotinu koja predstavlja vezno mjesto za strani antigen, a domena a3
posjeduje vezno mjesto za stanini receptor citotoksi¢nog limfocita T i sli¢na je
konstantnom dijelu imunoglobulina. Polimorfizam molekula HLA razreda | u prvom
redu posljedica je rasporeda aminokiselina u domenama al i a2. Laki lanac, B2
mikroglobulin (12 kD), kodiran je genom smjeStenim na kromosomu 15. Funkcija
lakog lanca je ucvrdc¢ivanje molekule HLA razreda | i nema ulogu u prezentaciji

stranih antigena (slika 6).

22



ORGANIZACIJA GENA MOLEKULA VEZANI
HLA RAZREDA | HLA RAZREDA | FEFTID

egzon
1 vodedi
slijed
2 —— domena i, PEPTID
3 — domena i, o, > L,
4 — domena 0L,
(i B.
mikroglobulin
5 transmembranska
regija
6 — citoplazmatska
/ regija
7
8

Slika 6. Shematski prikaz organizacije egzona gena HLA razreda | i
molekule HLA razreda |

1.3.4. Geni i molekule HLA razreda ll

Struktura gena HLA razreda I, slicna je strukturi gena HLA razreda | i
kodiraju molekule HLA razreda Il koje su gradene od tezeg (o) lanca i lakSeg (B)
lanca. Lanac a kodira gen graden od 5, a lanac B kodira gen graden od 6 egzona.
Egzon 1 kodira vodeci peptid, a egzoni 2 i 3 kodiraju dvije izvanstani€ne domene.
Egzon 4 kodira transmembransko podrucje, a egzon 5 citoplazmatsko. Oba ova
podrucja kodira egzon 4 u genima za a lanac. (102) Molekule HLA razreda |l
nalaze se na antigen prezentiraju¢im stanicama (dendritickim stanicama,
makrofagima, B limfocitima), limfatiCkom tkivu, epitelnim i endotelnim stanicama.
(103) Razlike izmedu pojedinih alela HLA razreda Il ve¢inom se nalaze u egzonu 2
lakog i teSkog lanca. 1z toga se moze zakljuciti da egzon 2 kodira veznu pukotinu

odnosno mjesto za vezanje peptida (slika 7).
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Iz navedenog, proizlazi da svaka podregija HLA razreda Il ima gene koji

kodiraju sintezu oba lanca (a i B) molekule HLA razreda Il i to po jedan

funkcionalni gen A i B koji kodiraju odgovarajuci a, odnosno 3 lanac.

Molekule HLA razreda Il gradene su od dva sli¢nha, nekovalentno vezana

polimorfna lanca a i . Molekula HLA razreda Il, 2/3 lakog i teSkog lanca ima izvan

stanice, a vezna pukotina je prostranija i Sire strukturirana. U pukotinu molekule

HLA razreda Il vezu se duZi peptidi koji se u prosjeku sastoje od 15 (10-30)

aminokiselina. lzvanstaniéni dio molekule se sastoji od Cetiri domene: al, a2, 1 i

B2. Dio molekule HLA razreda Il koje &ine domene a2 i B2 sudjeluju u

nekovalentnom povezivanju lanaca molekule HLA razreda Il. (104)

ORGANIZACIJA GENA MOLEKULA HLA RAZREDA
HLA RAZREDA I S VEZANIM PEPTIDOM

I

ORGANIZACIJA GENA

HLA RAZREDA I

vodedi vodedi
~* slijed PEPTID slijed
—— domena o, domena f,«—— B 2
|

3 ——— domena O domena [J, «——— 3
transmembranska transmembranska+ 4

4 regija regija
\“\,.. cltﬂlplazmatsl-ca cito_plazmatska 5

regija regija

=7}

Slika 7. Shematski prikaz organizacije egzona gena HLA razreda Il i

molekule HLA razreda Il

1.3.5. Uloga gena HLA u imunoloskoj reakciji

Vodeca uloga gena HLA je u imunoloskoj reakciji obrane organizma od

stranih antigena i to na nacin prezentacije peptida molekulama imunoloSkog

sustava te pokretanje imunoloSke reakcije s ciliem uklanjanja stranog antigena.

Razlike izmedu molekula HLA razreda | i Il su u tkivnoj raspodjeli i zastupljenosti,
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tipu stanica kojima antigen prezentiraju i tipu antigena koje prezentiraju na svojim
membranama. Isto tako reguliraju proizvodnju specificnin  antitijela,
medudjelovanje stanica tijekom imunoloSke rekacije, proizvodnju komponenti
komplementa i joS nekih drugih komponenti imunoloske rekacije.

Molekule HLA razreda | prezentiraju strani antigen citotoksi¢nim limfocitima
T (CD8+), koji svojim specificnim receptorom za antigen prepoznaju kompleks
antigena tkivne podudarnosti vlastitoga organizma i u stanici preradenog dijela ili
dijelova stranog antigena. Molekula HLA ima jedno vezno mjesto za antigen i na to
mjesto moze radi svojstva polimorfnosti vezati razli€ite antigene, ali istovremeno
jedna molekula moze vezati samo jedan antigen. Molekule HLA razreda | ulaze iu
reakciju s razli€itim NK (engl. Natural Killer, NK) inhibitorskim receptorima i tako
Stite integritet zdrave stanice od autoimunog djelovanja NK.

Molekule HLA razreda Il prezentiraju strane antigene pomocéni¢kim
limfocitima T (CD4+). Fagocitirani strani antigen se u stanici razgraduje na
peptidne dijelove koji se vezu na specificni dio molekule HLA razreda Il i kao
kompleks putuju na membranu antigen prezentirajuce stanice. Kompleks antigena
na stani€noj membrani prepoznaju pomocénicki T limfociti (CD4+), veZzu se za

kompleks i tako zapocinju imunoloski odgovor.

1.3.6. Povezanost sustava HLA s karcinogenezom i bolestima bubrega

Nekontrolirani rast stanica koje se razlikuju od tkiva iz kojeg potjeCu temelji
se na modelu koji govori o promjenama u prezentaciji povrSinskih molekula na
tumorskim stanicama koje su odgovorne za neprepoznavanje od strane vlastitog
imunoloskog sustava. Stanice gube regulatorne mehanizme kontroliranog rasta na
nacin da razni karcinogeni ili onkogeni virusi djeluju na aktivaciju ili supresiju gena
koji posljediéno naru$avaju mehanizme odgovorne za kontroliranu proliferaciju i
popravke mutacija u genomu. (105-108)

Posljedica tih dogadanja su strukturne i funkcionalne promjene molekula
HLA, promjene u ekspersije tumorskih antigena, nedostatak citokina Kkoji
suprimiraju proliferaciju i drugih mehanizama koji direktno i/ili indirektno sudjeluju u
imunoloSkom prepoznavanju. Svi ti dogadaji dovode do stanja u kojem imunoloSki
sustav viSse ne moze prepoznati tumorske stanice i koje na taj nacin "bjeze"

kontroli imunolo$kog sustava.
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su da niti jedan alel HLA razreda I i Il nije
povezan s povec¢anom pojavnosti bilo kojeg karcinoma (do sada istrazivanog) vec¢
je pokazano da su pojedini aleli HLA vi$e zastupljeni u nekim vrstama karcinoma,
zatim da su povezani s duzinom prezivljenja ili prognozom, kao i da su povezani
sa stadijem tumora, uspjehom imunoterapije kao i procjenom napredovanja
bolesti. (109-111)

Istrazivanja povezanosti sustava HLA i pojedinih karcinoma otkrila su da je
gen HLA-A*02 povezan s loSijim ishodom medu bolesnicima koji su bolovali od
karcinoma pluéa, prostate i jajnika. Jedno od mogucih objasnjenja je i da gen HLA-
A*02 djeluje na onkosupresor gene i na taj nacin povecava ekspresiju malignih
stanica i loSiju prognozu kod bolesnika nositelja ovog gena. (112-114)

Brojni radovi uodili su pojavu smanjenog ili potpunog gubitka eksperesije
molekula HLA razreda | na povrsini stanica nekih solidnih tumora (npr. kolorektalni
karcinom, melanom, karcinom dojke, karcinom vrata maternice i tumorima
hematopoetske loze). (115-120) Istovremeno je poznato da smanjena ekspresija
ili nedostatak molekula HLA razreda | na povrSini stanica ima za posljedicu
poremecaj mehanizma obrade i prezentacije antigena prije nego strukturnih
promjena same molekule HLA. (121, 122)

Neprekidni napredak i razvoj metoda odredivanja tj. tipiziranja
gena/alela/molekula HLA dovela je do boljeg razumijevanja povezanosti sustava
HLA i brojnih bolesti, a posljedicno tome i povezanosti s bolestima bubrega.
Pokazano je da su pojedini geni HLA rizi¢ni ¢imbenici za bubrezne bolesti koje su
posredovane imunolodkim sustavom, te zajedno s drugim genetskim faktorima
dovode do gubitka tolerancije na vlastite antigene i nastanka autoimune bolesti
bubrega. (123, 124) Tako su na primjer istrazivanja Goodpasture-ove bolesti
bubrega i gena HLA utvrdila da HLA-DR1 i HLA-DR15, zbog razliCitog afiniteta
vezanja peptida dovode do zastite, odnosno do povecanja rizika za nastanak
bolesti. (123, 124) Naime, povezanost sustava HLA i Goodpasture-ove bolesti prvi
put se spominje jo§ 1978. godine kada je otkrivena povezanost s antigenom HLA-
DR2 (kasnije se utvrdilo da se antigen HLA-DR2 dijeli na dva antigena HLA-DR15
i -DR16). Medutim, primjenom molekularnih metoda utvrdeno je da je povezanost
samo s alelom HLA-DRB1*15:01, ali ne i s drugim alelima gena HLA-DRB1*15,
odnosno gena HLA-DRB1*16. Povezanost Goodpasture-ove bolesti i alela HLA-

DQB1*06:02 utvrdena u nekim radovima posljedica je neravnoteze udruzivanja
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izmedu alela HLA-DQB1*06:02 i HLA-DR15. (125) S druge strane, za antigene
HLA-DR1, HLA-DR7 kao i alel HLA-DPB1*04:01 utvdeno je da imaju zastitni
u€inak za razvoj Goodpasture-ove bolesti. (126)

Jo$ jedna bolest bubrega, membranska nefropatija, bolest kod koje se na
glomerularnoj membrani koja zadeblja odlazu imunikompleksi, povezana je s
pojedinim specificnostima HLA. Rezultati istrazivanja utvrdili su postojanje
viSestruko povecanog rizika za pojavu membranske nefropatije kod osoba
pozitivhih za antigen HLA-DRS3, odnosno antigen HLA-DQ2. Povezanost pojedinih
bolesti bubrega i sustava HLA prikazana je u tablici 4.

Na temelju dosadas$njih istrazivanja prevladava misljenje da molekule HLA
imaju podloznu, odnosno zastitnu ulogu u nastajanju bolesti promjenama u
ekspresiji ili stabilnosti ili uslijed modifikacije antigenih peptida. (127) Medutim,
to€an mehanizam imunoloski posredovanih bolesti, a kojeg sustav HLA regulira na
razini prepoznavanja peptida i T stani€nog receptora bit ¢ée, najvjerojatnije u
buduc¢nosti temelj razvoja ciljane terapije za takve bolesti. (127-130)

Tablica 4. Prikaz povezanost pojedinih antigena/gena/alela HLA i razli€itih bolesti

bubrega
LOKUS SEROLOSKI BOLEST RIZIK
EKVIVALENT

HLA RAZRED |

HLA-A2 HLA-A2 Dijabeti¢na nefropatija +
Penicilin povezan-AIN ++

HLA-A*11:01 HLA-A11 IgAN +

HLA-B8 HLA-B8 Penicilamin i/ili "gold-associated" ++
membranska nefropatija

HLA-B35 HLA-B35 IgAN i Henoch—Schdnlein purpura +

HLA RAZRED I

HLA-DRB1*01:01 HLA-DR1 |Goodpasture-ova bolest zastita

HLA-DRB1*01:02 | HLA-DR1 |TINU +

HLA-DR3 HLA-DR3 |Penicilamin i/ili "gold-associated" ++
membranska nefropatija

HLA-DRB1*03:01 | HLA-DR17(3) |Lupus nefritis ++
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HLA-DRB1*04 HLA-DR4 |Dijabeti¢na nefropatija ++
IgAN ++
Goodpasture-ova bolest +
HLA-DR7 HLA-DR7 |Steroid-sensitivni nefrotski +
sindrom
HLA-DRB1*07:01 HLA-DR7 |Goodpasture-ova bolest zastita
HLA-DRB1*09:01 HLA-DR9 |MPO-AAV +
HLA-DRB1*09:01 HLA-DR9 |Goodpasture-ova bolest zastita
HLA-DRB1*11:01 | HLA- DR11 |MPO-AAV +
HLA-DRB1*15 HLA- DR15 |Lupus nefritis +
HLA-DRB1*15 HLA- DR15 |PR3-AAV ++
HLA-DRB1*15:01 | HLA-DR15 |Goodpasture-ova bolest +++
Membranska nefropatija ++
(uklju€ujuci povezanost s B-
hepatitisom)
HLA-DQA1*05:01 HLA-DQ5 |Membranska nefropatija ++
HLA-DQA1*05:01 HLA-DQ5 |Penicilamin i/ili "gold-associated" ++
membranska nefropatija
HLA-DQB1*02:01 HLA-DQ2 |Membranska nefropatija ++
HLA-DQB1*03:01 HLA-DQ7 |IgAN ++
HLA-DQB1*03:02| HLA-DQ8 |Dijabeti¢na nefropatija ++
HLA-DQB1*03:02| HLA-DQ8 |Dijabeti¢na nefropatija ++
HLA-DPB1*04:01 | HLA-DPw4 |Goodpasture-ova bolest zastita
HLA-DPB1*04:01 | HLA-DPw4 |PR3-AAV +++

Kazalo: AAV-anti-neutrofilna citoplazmatska antitijela-povezana s vaskulitisom; AIN-
alergijski intersticijski nefritis; FSGS, fokalna i segmentalna glomeruloskleroza; IgAN,
imunoglobulin A nefropatija; MCD-bolest minimalnih promjena; MPO-mijeloperoksidaza;
NA nije primjenjivo; PR3, proteinaza 3; TINU, tubulointersticijski nefritis i uveitis. U&inci
rizika kategorizirani su kao + do +++ procijenjeni na temelju broja i veliine studija, omjera
8ansi i znanstvenog objasnjenja. Membranska nefropatija je ‘primarno’ anti- PL A2R
(sekretorna fosfolipaza A2 receptor)-protutijelo-pozitivna membranska nefropatija osim
ako nije drugacije navedeno.
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2. HIPOTEZA

Geni HLA su povezani s rizikom za nastanak EN, odnosno karcinoma urotela
gornjega urotrakta u bolesnika s EN.
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3. CILJEVI

3.1. OPCI CILJEVI

U skupini bolesnika s EN podijeljenih u skupinu s UUC i skupinu bez UUC ispitati
povezanost gena HLA s nastankom i klini¢kim tijekom bolesti.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

1. IstraZiti povezanost gena HLA s rizikom za nastanak EN.
2. lstraziti povezanost gena HLA s rizikom za nastanak karcinoma urotela

gornjega urotrakta u bolesnika sa EN.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. ISPITANICI

Plan istrazivanja je odobren od strane Etickih povjerenstava Klinickog
bolni¢kog centra Zagreb, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i Eti¢kog
povjerenstva Opce bolnice "Dr. Josip Bencevi¢" u Slavonskom Brodu.

Svi ispitanici su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

4.1.1. Skupina oboljelih ispitanika

U ovom istrazivanju analizirali smo 111 uzoraka periferne krvi EN bolesnika
oba spola u dobi od 55 do 88 godina lije€enih na Odjelu za urologiju i Odjelu za
internu medicinu u Opc¢oj bolnici "Dr. Josip Bencevi¢" u razdoblju 2005.-2018.
godine. Dijagnozu EN postavili smo na osnovu anamnestickin podataka o
prebivalistu u endemskom podrucju, pozitivnoj obiteljskoj anamnezi za EN i/ili
UUC i/ ili hemodijalizi kod bolesnika koji se nisu prethodno lijecili u OB "Dr. Josip
Bencevi¢" ili prema medicinskoj dokumentaciji u drugim zdravstvenim
ustanovama, klinickoj slici i laboratorijsko dijagnosti¢kim pretragama. Skupinu EN
bolesnika podijelili smo u podskupinu u kojoj se pojavio UUC, na podskupine kod
kojih se bolest pojavila prije i poslije 65. godine Zivota i druge. U skupini EN
bolesnika (N=111) bilo je podjednak broj muskaraca (n=56; 50,5%) i Zzena (n=55;
49,5%). Medijan Zivotne dobi cijele skupine bolesnika bila je 70 g. (36. g.-87. g.).
Podskupina EN bolesnika kod koje se bolest pojavila prije 65. g. zivota (N=46;
41,4%) od Cega je muskaraca bilo (n=29; 63%) i Zena (n=17; 37%), a podskupina
EN bolesnika kod koje se bolest pojavila nakon 65. g. Zivota (N=65;58,6%)
sastojala se od muskaraca (n=27; 47,5%) i zena (n=38; 58,5%). Skupinu EN
bolesnika podijelili smo i na bolesnike kod kojih se pojavio UUC i na one bez UUC.
Podskupina EN bolesnika s UUC brojala je 52 bolesnika (N=52; 46,8%), od toga
bilo je 23 muskarca i 29 Zena. Ako ovu podskupinu EN bolesnika s UUC
podijelimo na skupinu kod koje se bolest pojavila prije 65 g. Zivota dobijemo broj
(N=32; 54,2%), od toga muskaraca (n=9; 64,3%) i zena (n=5; 35,7%).

Podskupina EN bolesnika s UUC kod koje se bolest pojavila poslije
65.godine Zivota broji 38 bolesnika (N=38; 73,1%), od toga muskaraca (n=14;
36,8%) i Zzena (n=24; 63,2%). U podskupini EN bolesnika s UUC bilo je 59
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bolesnika (N=59; 53,2%) kod kojih se bolest pojavila poslije 65.g. Zivota. U ovoj
podskupini se bolest podjednako pojavila obzirom na Zivotnu dob prije i poslije
65.9. zivota (<65 (N=32; 54,2%), 265 (N=27; 45,8%)). U ovoj podskupini bolesnika
bez UUC kod koje se bolest pojavila prije 65.9. Zivota bilo je nesto viSe muskaraca
spram zena M (n=20; 62,5%) : Z (n=12; 37,5%). Medijan pra¢enja skupine EN
bolesnika bio je 9 godina. U tablici 5 prikazani su demografski podaci o

istraZzivanoj skupini bolesnika.

Tablica 5. Demografski podaci o ispitivanoj skupini bolesnika s endemskom
nefropatijom

Spol n (%)
Muskarci 56 (50,5)
Zene 55 (49,5)

Zivotna dob u trenutku dijagnoze

Raspon 369.—87g.

Median 709

Muskarci n (%) Zene n (%)

<65 g. (N=46; 41,4%) 29 (63,0) 17 (37,0)

>65 g. (N=65; 58,6%) 27 (41,5) 38 (58,5)

Prac¢enje bolesnika

Raspon 0-33g.

Median 9g.

UUC neg (N=59; 53,2%)
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<65 g. (N=32; 54,2%) 20 (62,5) 12 (37,5)

>65 g. (N=27; 45,8%) 13 (48,1) 14 (51,9)

UUC poz (N=52; 46,8%)

<65 g. (N=14; 26,9%) 9 (64,3) 5 (35,7)

>65 g. (N=38; 73,1%) 14 (36,8) 24 (63,2)

Vrsta karcinoma

C65 (N=20; 38,5%) 9 (45,0) 11 (55,0)
C66 (N=25; 48,1%) 12 (48,0) 13 (52,0)
C65+C66 (N=7; 13,4%) 2 (28,6) 5 (71,4)

Kazalo: C65-karcinom bubrezne &aSice i nakapnice; C66-karcinom mokracovoda: n-broj
bolesnika; UUC-karcinom urotela gornjega urotrakta;

4.1.2. Skupina ¢lanova obitelji EN bolesnika

Osim EN bolesnika analizirali smo skupinu od 52 zdrava srodnika, odnosno
¢lanova uze obitelji (braca, sestre, djeca) koji zive na endemskom podrucju. Svi
Clanovi obitelji uklju€eni u istrazivanje bili su zdravi na osnovu anamneze i

laboratorijskih nalaza .
4.1.3. Kontrolna skupina

Kontrolna skupina obuhvaéala je 190 zdravih nesrodnih ispitanika

odgovarajuce dobi i spola iz Brodsko-posavske Zupanije.

4.2. MATERIJALI

Svim ispitanicima uzet je uzorak periferne krvi (5 ml) s antikoagulansom
EDTA, koji je dalje koriSten za odredivanje polimorfizma gena HLA razreda | i Il.
Tipizacija gena HLA izvedena je u Odjelu za tipizaciju, Klinickog zavoda za
transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju KBC-a Zagreb.
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4.3. METODE
4.3.1. Klinicke metode

4.3.1.1. Dijagnoza EN

Dijagnozu EN postavili smo na temelju anamnestickih podataka o boravku u
EN kucanstvu ili na endemskom podrucju, odnosno pozitivhoj obiteljskoj
anamnezi, izlozenosti rizicnim &imbenicima, kronicnom programu hemodijalize pri
tome isklju¢ujuci ostale ¢imbenike kroni€ne bubrezne insuficijencije (povideni krvni
tlak, dijabetes i druge bolesti), ultrazvuénog nalaza (mali skvréeni bubreg, tanki
korteks, ali i urednog UZV nalaza bubrega) podatka o lije€¢enju karcinoma urotela
gornjega urotrakta kao i laboratorijskih parametara.

U svrhu odredivanja laboratorijskin parametara bolesnicima je vadena krv
za analizu (KKS, serumski kreatinin, i ostalih rutinskih laboratorijskih parametara),
a u nekim slu€ajevima odredivao se i klirens kreatinina u 24 h urinu i proteinurija.
Hemoglobin (KKS) se odredivao na hematoloSkom analizatoru Sysmex XN-1000,
Mes (Sysmex Corporation, 1-2-3 Murotani, Nishi-ku, Kobe 651-2241, Japan).
Kreatinin u serumu se odredivao enzimskom metodom na biokemijskom
analizatoru Alinity c, Abbott (Abbott Park Ilinois, USA). Albumin (i/ili mikroalbumin)
u urinu se odredivao kvantitativno imunoturbidimetriiskom metodom na
biokemijskom analizatoru DxC 700 AU, Beckman Coulter (Beckman Coulter Inc.
250 c Kraemer Bvid Brea CA 92821, USA).

Vrijednost bubrezne funkcije procijenjena je na osnovu mjerenja
glomerularne filtracije formulom CKD-EPI iz 2009. g. (za Zene kod kojih je
vrijednost  serumskog  kreatinina <65 umol/L; eGFR=144x(kreat/62)
0.329%(0,993)90dine - gerumski  kreatinin - >65 pmol/L; eGFR=144x(kreat/62)
1.209¢(0,993)9dne; za muskarce kod kojih je vrijednost serumskog kreatinina < 80
umol/L; eGFR = 144x(kreat/80) %41 x (0.993)9°dne, serumski kreatinin >80 pmol/L;
eGFR=144 x (kreat/80)'20°x(0,993)9°d"¢). Na osnovu procijenjene glomerularne
filtracije odreduje se stadij bubrezne insuficijencije prema KDOQI (engl. Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative). (131)
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4.3.1.2. Dijagnoza UUC-a

Dijagnozu UUC postavill smo na osnovu anamnesti¢kih podataka o
prebivalistu na endemskom podrucju, podataka o pozitivnoj obiteljskoj anamnezi
na karcinom urotela gornjega urotrakta, orjentacijskom ultrazvuénom pregledu
urotrakta u smislu vidljivih promjena u kanalnom sustavu bubrega koje upucuju na
ekspanzivni proces ili posljediénu hidronefrozu kao rezultat opstrukcije kanalnog
sustava tumorskim procesom, hematurije i pozitivnim nalazom malignih stanica u

urinu ili ve¢ ranije lije¢enom UUC.

Od neinvazivnih pretraga u svrhu postavljanja dijagnoze UUC-a koristili smo
intravensku urografiju (IVU), kompjuteriziranu urografiju (CTU) i urografiju
magnetskom rezonancom (MRU).

4.3.1.3. Hematurija

Dijagnoza hematurije postavljena ja na temelju mikroskopskog pregleda
sedimenta urina pri kojem je rezultat bio =3 eritrocita po vidnom polju mikroskopa

velikog povecanja.
4.3.1.4. Citoloska analiza urina

CitoloSka analiza urina koriStena je u svrhu otkrivanja malignih stanica. Za
analizu uzimao se drugi jutarnji urin tri dana uzastopno. Svaki uzorak obraden je
od trenutka uzorkovanja u vremenu od 30 minuta u kojem je urin pripremljen za
citolosku analizu. Urin (0,5 ml) se centrifugirao 1500 okr/3min, nakon toga su se
stanice u sedimentu bojale May-Grunwald-Giemsom po Pappenheimu. Kod dijela
bolesnika za citoloSku analizu urina uzimali su se urini posebno iz desnog i lijevog

bubrega te mokracovoda.
4.3.1.5. Intravenska urografija (IVU)

Intravenska ili ekskrecijska urografija se koristila za detekciju UUC. Kao
metoda koristi konvencionalnu rendgensku cijev i rentgensko zraCenje prilikom
koje se bolesniku ubrizga jodno vodotopivo kontrastno sredstvo u venu koje se
potpuno izlu€uje putem bubrega iz organizma. Na slikovnim prikazima VU, UUC

se prezentirao kao "defekt punjenja kanalnog sustava" bubreznih c&aSica
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nakapnice i mokraéovoda. Kao rutinska pretraga IVU se koristila u Opc¢oj bolnici
"Dr. Josip Bencevi¢" sve do 2017. godine.

4.3.1.6. Kompjuterizirana urografija (CTU)

Za dijagnozu UUC koristili smo CTU koja se izvodila na aparatu Siemens
Somatom Definition 128. Metoda CTU Kkoristi rentgenske zrake uz intravesnku
primjenu vodotopivog jodnokontrastnog sredsva. Na osnovu viSeslojnih snimaka
urotrakta, MSCT (engl. multislice computed tomography), bili smo u mogucnosti
dobiti slikovni prikaz tumorskih promjena kanalnog sustava gornjeg urotrakta u
vidu defekta punjenja kontrasta kanalnog sustava, zadebljanih stijenki ¢aSica,
nakapnice i mokracovoda) ili neprikazivanja djelomi¢no ili u cijelosti kanalnog
sustava. Kompjuteriziranom urografijom dijagnosticirali smo UUC u bolesnika kod
kojih je vrijednost ureje i kreatinina bila u granicama normalnih laboratorijskih
vrijednosti ili u bolesnika kod kojih je zbog bubrezne insuficijencije, bubrezna

funkcija nadomjestena hemodijalizom.
4.3.1.7. Magnetska rezonanca (MR)

Kod bolesnika s kroni¢nom bubreZznom insuficijencijom kod kojih bi primjena
jodnokontrastnog sredstava mogli pogorsati ve¢ narusenu bubreznu funkciju ili kod
bolesnika koji su alergi¢ni na jodna kontrastna sredstva za dijagnostiku UUC sluzili
smo se magnetnom urografijom s gadolinijem, kontrastnim sredstvom koje znatno
manje opterecuje i ostecuje bubreznu funkciju intravenskom primjenom kao i kod
bolesnika kao dodatnu dijagnosticku metodu. MR urografija za dijagnozu UUC
radena je na uredaju Siemens Magnetom Essenza 1,5 T.

Od invazivnih pretraga koristili smo endoskopske metode cistoskopiju i

ureteropijeloskopiju.

4.3.1.8. Cistoskopija

Cistoskopija je endoskopska metoda pregleda mokraénog mjehura kojom
se pomocu opti¢kog instrumenta uvedenog u mokra¢ni mjehur vizualizira njegova
unutradnjost, a mi smo je Kkoristil prvenstveno da bismo iskljucili istodobno

postojanje tumora mokra¢nog mjehura i UUC.
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4.3.1.9. Ureteropijeloskopija

Ureteropijeloskopija je endoskopska metoda kojom se pomocu
semirigidnog i fleksibilnog ureterorenoskopa moze direkto vizualizirati lumen
uretera, bubrezne nakapnice i bubreznih €aSica i patoloske promjene u njima, a
isto tako wuzimati materijal uocenih patoloSkih promjena biopsijom za
patohistolo$ku dijagnozu.

4.3.2. Tipizacija HLA
4.3.2.1. Izolacija DNA

Za izolaciju DNA koristili smo metodu automatske izolacije na nacin da smo
iz 200 pl uzorka periferne krvi ispitanika izolirali DNA pomoc¢u komercijalnog seta
za izolaciju DNA (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit |, Roche,
Rotkreuz, Svicarska) na uredaju MagNA Pure Compact. Metoda podiva na
principu liziranja stanica u uzorku periferne krvi pomoéu pufera za razgradnju
stanica i proteinkinaze K. Nakon postupka lize stanica molekule DNA se specificno
vezu na povrSinu magnetskih kuglica koje se potom izdvajaju pomoc¢u magneta.
Potom se uzorci DNA ispiru, a DNA se denaturira postupkom zagrijavanja na

visokoj temperaturi i tako odvaja od magnetskog nosaca.

4.3.2.2. Odredivanje gena i alela HLA metodom lanc¢ane reakcije polimerazom
i s oligonukleotidnim probama specifiénih sekvenci (PCR-SSO)

Za odredivanje polimorfizama HLA Kkoristili smo se metodom lancane
reakcije polimerazom i oligonukleotidima sa sekvencama specificnim za genske
skupine HLA (engl. Polymerase Chain  Reaction—Sequence-Specific
Oligonucleotides, PCR-SSO). Za odredivanje gena HLA razreda Il umnaza se
egzon 2 i egzon 3, dok se za tipizaciju gena HLA razreda Il umnaza samo egzon
2. (182) Odredivanje gena HLA proveli smo uz pomo¢ komercijalnog seta
LIFECODES (Gen-Probe Transplant Diagnostics, Stamford, SAD). Metoda se
temelji na hibridizaciji oznacenog produkta PCR s oligoprobama specificnim za
slijed nukleotida. Umnazanje DNA provodi se metodom lan¢ane reakcije
polimeraze, pri ¢emu se koriste pocetnice specificne za pojedini lokus HLA. U

reakciji umnazanja koriste se dvije pocetnice (5" i 3’), pri ¢emu je jedna pocetnica
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prisutna u suviSku. Na taj nacin ¢e u pocetnim ciklusima reakcije umnazanja
nastajati dvolanéana DNA kao produkt samog umnazanja. Jednom kad se iscrpi
koli¢ina ograniCavaju¢e pocetnice, u slijedeéim koracima ¢e se uz pomoc
preostale pocetnice, stvarati jednolan¢ana DNA. Prema preporuci proizvodaca
koncentracija DNA za navedeni test iznosi 50-100 ng/ul. UmnozZene molekule DNA
nakon denaturacije sudjeluju u hibridizacijskoj reakciji. Ukupni volumen jedne
reakcije PCR iznosi 20,2 pl (6 pl Lifecodes Master Mix, 9 pyl H20, 0,2 ul Taq
polimeraze i 5 pl uzorka testirane DNA. | dvolan€ana i jednolan€ana DNA Cce,
nakon postupka denaturacije, biti koriStene u reakciji hibridizacije. Oligoprobe (za
svaki lokus HLA broj proba je razli€it) koje se koriste u reakciji hibridizacije su
homologne sa slijedom nukleotida u umnozenoj DNA koji je jedinstven ili za alel ili
za skupinu alela HLA.

Probe se potom hibridiziraju s komplementarnom regijom ukoliko je ta regija
prisutna u umnozenoj DNA, odnosno ukoliko je osoba kojoj se odreduju aleli na
pojedinom lokusu HLA nositelj alela s tim specificnim slijedom nukleotida. Ukupni
volumen jedne hibridizacijske reakcije iznosi 20 pl (5 pl produkta PCR-a i 15 pl
otopine mikrosfera). Za reakciju hibridizacije potrebno je 20 minuta, a potom se
hibridizacijskoj reakciji dodaje otopina fluorescentne boje za obiljezavanje (170 pl
pufera za razrjedenje i 0,85 pl streptavidina). Streptavidin se veze na biotinizirane
dijelove DNA koje su specificno vezane s probama na odredenim mikrosferama.

U reakciji hibridizacije takoder se koriste i tzv. "konsensus" oligoprobe (tzv.
pozitivne kontrole) koje imaju slijed nukleotida homologan slijedu nukleotida
prisuthnom na svim alelima pojedinog lokusa HLA. Na taj nacin se kontrolira uspjeh
samog postupka umnazanja i hibridizacije, oligoprobe su vezane za Luminex
mikrosfere koje su napravljene za uporabu u Luminex aparatu (Luminex Corp.,
Austin, SAD). Buduéi su populacije mikrosfera obiliezene s jedinstvenom
fluorescentnom bojom, aparat moze istovremeno oditati i razlikovati signal sa 100
razliCitih mikrosfera. To znaci da se pojedine oligoprobe mogu razlikovati s obzirom
na fluorescentnu boju mikrosfere na koju su vezane. Luminex aparat moze odrediti
relativnu koli€¢inu ozna¢enog produkta PCR koji se hibridizirao s oligoprobom na
pojedinoj mikrosferi te na taj nacin, prema jacini dobivenog signala, odrediti da li je
za pojedinu probu doslo do hibridizacije (pozitivna reakcija) ili ne (negativna
reakcija), Sto zauzvrat daje informaciju o tome koji je alel HLA, odnosno gen HLA,

prisutan u analiziranom uzorku na testiranom lokusu HLA. Za analizu pozitivnih i
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negativnih rezultata hibridizacije i odredivanje genskih skupina HLA Kkoristili smo

analiticki program MatchIT (Immucor, Stamford, USA).

4.3.2.3. Odredivanje gena i alela HLA metodom lanéane reakcije polimerazom

i pocetnicama specificnih sekvenci (PCR-SSP)

Metoda PCR-SSP (engl. Polymerase Chain Reaction—Sequence-Specific
Primers), koristi specificne pocetnice tijekom PCR reakcije te se umnoZavaju
razliCite grupe ili pojedini alel HLA. (133) Testovi se sastoje od razli€itog broja
pocetnica ovisno koji se gen umnaza tj. analizira. Sve reakcije sa specificnim
pocetnicama sadrze i kontrolni par pocetnica za umnozavanije pozitivhe kontrole u
svrhu provjere reakcijskin komponenti i ispravnosti testa. Rezultati PCR-SSP
metode oditavaju se pomocu agarozne gel elektroforeze (1,5% gel). To je metoda
kojom se fragmenti DNA razdvajaju kroz polimernu strukturu agaroznog gela u
polju istosmjerne struje. Umnozene djelove DNA koje dobijemo ovom metodom
potrebno je obojiti florescentnom bojom radi dalje identifikacije. U pripremljenu
otopinu agaroznog gela dodamo florescentnu boju, izljemo u kalup u kojem
poprima strukturu gela i tako pripremljenog stavljamo u kadicu za elektroforezu s
puferom. Prilikom svake elekiroforeze potrebno je koristit tzv. DNA marker, to¢no
odredenog broja i veliCine fragmenata DNA. Odredujemo veli¢inu amplificiranih
fragmenata DNA u naSim uzorcima. Postupak elektroforeze traje 25 minuta uz
jakost struje 150 mA i napona od 160 V. Kao rezultat eletroforeze PCR produkata
u gelu vide se razdvojene vrpce uzoraka DNA koje pod UV svjetlom floresciraju
radi florescente boje vezale za molekule DNA.

Za analizu rezultata koristene su baze alela IPD-IMGT/HLA 3.31-3.35. (134)

4.4. STATISTICKE METODE

Podatke smo analizirani deskriptivnom statistikom. UCestalost alela odredili
smo uz pomo¢ GeneRate program (http://geneva.unige.ch/ahpd/). Program PyPop
(http://www.pypop.org) koristen je za izraun Hardy-Weinberg ravnoteze (HWE),
homozigotnosti (engl. Ewens-Watterson homozygosity) kao i analizu haplotipova
dva, odnosno tri lokusa HLA. (135,136)

39



Povezanost pojedinih kliniCkih i genetskih ¢imbenika procijenili smo uz
pomo¢ 2x2 kontingencijske tablice (GraphPad software, QuickCalcs,
www.graphpad.com) pri ¢emu je razina statisticke znacajnosti iznosila P<0,05.
Vrijednosti P testirane su i s ukupnim brojem uoc€enih alela HLA na pojedinom
lokusu HLA i tako smo dobiti korigiranu vrijednost P (Pcorr). U slu€aju kada je broj
pojedinog Cimbenika bio maniji od 5, koristili smo Fisher-ov test. Svakom paru
usporedenih gena, alela, haplotipova kojem je odredena ucestalsot i pridruzena P
vrijednost, odredili smo i omjer Sansi ili omjer izgleda OR (Odds ratio) koji govori 0
snazi povezanosti izmedu "dogadaja bolesti" i izlozenosti C¢imbenicima rizika. Kada
je OR <1,00 (95% CI <1,00) izlozensot ¢imbeniku smanjuje rizik za Stetni dogadaj
ili bolest i predstavlja zastitni ¢imbenik. Kada je OR=1,00 (95% CI sadrzi 1,00)
tada nema povezanosti dogadaja i izloZenosti riziku, a kada je OR >1,00 (95% CI
> 1,00) tada izlozenost povecéava rizik za Stetni dogadaj ili bolest te predstavlja
riziCni Cimbenik.

Raspodjela alela i haplotipova HLA prikazane su tablicno i graficki
(histogrami).
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5. REZULTATI

U tablici 6. prikazani su op¢i podaci o broju gena i alela lokusa HLA-A, -B i -
DRB1 za skupinu EN bolesnika i kontrolnu skupinu, kao i broj heterozigota HLA. U
obje prikazane skupine podjednak je broj gena i alela za sva tri HLA lokusa. Nije
nadena statistiCki znacajna razlika izmedu heterozigota uo€enih i ocekivanih

izmedu te dvije skupine.

Tablica 6. Broj uoCenih gena i alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1 u skupini bolesnika

s endemskom nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

EN BOLESNICI | KONTROLA
HLA-A (N=111) (N=190)
BROJ GENA 14 16
Heterozigoti uoceni 93 159
Heterozigoti ocekivani 93,11 159,64
BROJ ALELA 20 21
Heterozigoti uoceni 94 160
Heterozigoti ocekivani 95,36 160,57
HLA-B
BROJ GENA 27 27
Heterozigoti uoceni 102 178
Heterozigoti ocekivani 102,14 176,43
BROJ ALELA 35 36
Heterozigoti uoceni 105 183
Heterozigoti ocekivani 104,54 179,64
HLA-DRB1
BROJ GENA 12 13
Heterozigoti uoceni 98 168
Heterozigoti ocekivani 98,09 169,18
BROJ ALELA 26 30
Heterozigoti uoceni 101 177
Heterozigoti ocekivani 102,33 175,93

Kazalo: EN - endemska nefropatija;
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5.1. RASPODJELA GENA, ALELA | HAPLOTIPOVA LOKUSA HLA-A, -B i -
DRB1 UNUTAR SKUPINE BOLESNIKA S ENDEMSKOM NEFROPATIJOM

5.1.1. Raspodjela gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1

Raspodjela gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1 praéena je unutar skupine
bolesnika s EN te usporedena sa zdravom kontrolom. Iz tablice 7 vidljivo je da je
medu bolesnicima otkriveno 14 razlicitih gena HLA-A, a u kontroli 16. Medu
bolesnicima s EN nisu uoceni geni HLA-A*66 i HLA-A*69. U obje testirane skupine
najéesce je bio prisutan gen HLA-A*02. Usporedba raspodijele gena ovog lokusa
pokazala je statistiCki znacajno (P=0,0181) manju ucestalost gena HLA-A*01
medu bolesnicima (7,7%) nego u kontroli (14,2%). PoviSena ucestalost (14,9%)
gena HLA-A*24 u skupini bolesnika s EN u usporedbi s kontrolom (10%) nije
dostigla staticku znacajnost.

Tablica 7. Raspodjela gena lokusa HLA-A u skupini bolesnika s endemskom
nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-A* (N=111) (N=190) P

n GF n GF
01 17 0,0766 54 0,1421 0,0181
02 68 0,3063 123 0,3237 0,7167
03 25 0,1126 41 0,1079 0,8928
11 12 0,0541 22 0,0579 1,0000
23 6 0,0270 9 0,0237 0,7920
24 33 0,1487 38 0,1000 0,0883
25 7 0,0315 9 0,0237 0,6043
26 19 0,0856 21 0,0553 0,1750
29 2 0,0090 3 0,0079 1,0000
30 3 0,0135 5 0,0132 1,0000
31 9 0,0405 8 0,0211 0,2029
32 11 0,0496 18 0,0474 1,0000
33 2 0,0090 10 0,0263 0,2263
66 - - 1 0,0026 1,0000
68 8 0,0360 17 0,0447 0,6768
69 - - 1 0,0026 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo€enih gena HLA - A; GF - uCestalost gena
HLA-A
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Analize raspodijele gena lokusa HLA-B i HLA -DRB1 u skupini bolesnika s
EN usporedena s kontrolnom skupinom prikazana su u tablicama 8 i 9. Medu
bolesnicima s EN nadeno je 27 razli¢itih alela lokusa HLA-B naspram 26 u
kontrolnoj skupini, (tablica 8). NajéeSce zastupljeni gen u obje skupine bio je HLA-
B*35. U skupini bolesnika s EN nije uocen gen HLA-B*58. Statisticki znacajna
razlika izmedu dvije prikazane skupine (P=0,0369) uocena je za gen HLA-B*57,
koji je bio manje prisutan medu bolesnicima (2,7%), nego u kontrolnj skupini
(6,8%).

Usporedba raspodijele gena lokusa HLA-DRB1, (tablica 9), izmedu skupine
bolesnika s EN i kontrolne skupine nije pokazala statistiCki znacajnu razliku. U
skupini bolesnika uocCeno je 12, a u kontrolnoj skupini 13 gena HLA-DRBI1.
Naj¢eS¢e uoceni gen HLA-DRB1 u obje skupine bio je HLA-DRB1*11. Snizena
zastupljenost gena HLA-DRB1*08 (1,4%) u skupini bolesnika s EN u usporedbi s
kontrolnom skupinom (3,9%) nije pokazala statistiCki znacajnu razliku.

Tablica 8. Raspodjela gena lokusa HLA-B u skupini bolesnika s endemskom
nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-B* (N=111) (N=190) P
n GF n GF
07 16 0,0721 35 0,0921 0,4500
08 18 0,0811 26 0,0684 0,6270
13 7 0,0315 15 0,0395 0,8224
14(B64) 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
14(B65) 3 0,0135 7 0,0184 0,7523
15(B62) 5 0,0225 9 0,0237 1,0000
18 21 0,0946 25 0,0659 0,2066
27 10 0,0451 24 0,0632 0,4646
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35 39 0,1757 54 0,1421 0,2935
37 2 0,0090 3 0,0079 1,0000
38 16 0,0721 22 0,0579 0,4916
39 7 0,0315 14 0,0368 0,8210
40(B60) 2 0,0090 7 0,0184 0,4966
40(B61) 7 0,0315 6 0,0158 0,4288
41 1 0,0045 3 0,0079 1,0000
44 20 0,0901 30 0,0790 0,6481
47 1 0,0045 - - 0,3688
48 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
49 6 0,0270 11 0,0290 1,0000
50 2 0,0090 1 0,0026 0,5582
51 18 0,0811 37 0,0973 0,5595
52 4 0,0180 4 0,0105 0,4752
53 2 0,0090 4 0,0105 1,0000
54 1 0,0045 - - 0,3688
55 2 0,0090 5 0,0132 1,0000
56 4 0,0180 3 0,0079 0,4324
57 6 0,0270 26 0,0684 0,0369
58 - - 4 0,0105 0,3022

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uoenih gena HLA-B; GF — ucestalost gena

HLA-B; () - seroloski ekvivalent
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Tablica 9. Raspodjela gena lokusa HLA-DRB1 u skupini bolesnika s endemskom
nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-DRB1* (N=111) (N=190) P
n GF n GF

01 23 0,1036 43 0,1132 0,7875
03 24 0,1081 34 0,0895 0,4759
04 24 0,1081 37 0,0974 0,6766
07 19 0,0860 45 0,1184 0,2206
08 3 0,0135 15 0,0395 0,0844
09 : . 1 0,0026 1,0000
10 2 0,0090 2 0,0053 0,6282
11 40 0,1802 62 0,1632 0,6522
12 4 0,0180 7 0,0184 1,0000
13 22 0,0991 36 0,0947 0,8836
14 7 0,0315 10 0,0263 0,7999
15 21 0,0946 40 0,1053 0,7798
16 33 0,1487 48 0,1263 0,4589

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo€enih gena HLA-DRB1; GF - ucestalost
gena HLA-DRB1

5.1.2. Raspodijela alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1

Usporedba raspodjele alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1 prikazane su u
tablicama 10-12. Najce&¢i alel na lokusu HLA-A bio je HLA-A*02:01 u obje skupine
ispitanika, dok je alel HLA-A*01:01 pokazao statsitiCki znacajno smanjenu
ucestalost u skupini bolesnika s EN-om u usporedbi s kontrolom.
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Na lokusu HLA-B najveéu ucestalost medu bolesnicima s EN pokazao je

alel HLA-B*18:01 (9,5%), a medu kontrolnim ispitanicima najvecu zastupljenost
imao je alel HLA-B*51:01 (9,7%). Za dva alela ovog lokusa (HLA-B*27:05 i
B*57:01) razlike u ucestalostima izmedu testiranih skupina bile su statisticCki

znacajne (tablica 11).

U prikazanoj raspodjeli alela lokusa HLA-DRBH1
najucestaliji alel bio je HLA-DRB1*16:01 (14%), a u kontrolnoj skupini alel HLA-
DRB1*07:01 (11,8%). Statisti¢ki znacajnu razliku u zastupljenosti izmedu dvije

testirane skupine pokazao je alel HLA-DRB1*04:02 (tablica 12).

u skupini bolesnika

Tablica 10. Raspodijela alela lokusa HLA-A u skupini bolesnika s endemskom

nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190).

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-A* (N=111) (N=190) P
n AF n AF
01:01 17 0,0766 54 0,1421 0,0181
02:01 66 0,2973 122 0,3211 0,5848
02:05 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
02:22 1 0,0045 - - 0,3688
03:01 25 0,1126 36 0,0947 0,4852
11:01 12 0,0541 22 0,0579 1,0000
23:01 6 0,0270 9 0,0237 0,7920
24:02 29 0,1351 38 0,1000 0,2828
24:03 3 0,0135 - - 0,0497
24:07 1 0,0045 - - 0,3688
25:01 7 0,0315 9 0,0237 0,6043
26:01 19 0,0856 21 0,0553 0,1750
29:02 2 0,0090 1 0,0026 0,5582
30:01 3 0,0135 4 0,0105 0,7126
31:01 7 0,0315 8 0,0211 0,4288
31:02 2 0,0090 - - 0,1356
32:01 11 0,0496 18 0,0474 1,0000
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33:01 2 0,0090 10 0,0263 0,2263
68:01 6 0,0270 14 0,0368 0,6403
68:02 2 0,0090 3 0,0079 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo€enih alela HLA-A; AF - uCestalost alela

HLA-A

Tablica 11. Raspodjela alela lokusa HLA-B u skupini bolesnika s endemskom
nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-B* (N=111) (N=190) p
n AF n AF

07:02 16 0,0720 33 0,0868 0,6434
08:01 18 0,0811 26 0,0684 0,6280
13:02 7 0,0315 13 0,0342 1,0000
14:01 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
14:02 3 0,0135 7 0,0184 0,7523
15:01 4 0,0180 9 0,0237 0,7763
15:09 1 0,0045 - - 0,3688
18:01 21 0,0946 25 0,0658 0,2065
27:02 7 0,0315 6 0,0158 0,2461
27:05 3 0,0135 18 0,0474 0,0369
35:01 19 0,0856 25 0,0658 0,4177
35:02 4 0,0180 - - 0,0182
35:03 15 0,0676 26 0,0684 1,0000
35:08 1 0,0045 3 0,0079 1,0000
37:01 2 0,0090 3 0,0079 1,0000
38:01 16 0,0721 22 0,0579 0,4919
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39:01 5 0,0225 11 0,0290 0,7950
39:03 1 0,0045 - - 0,3688
39:06 1 0,0045 3 0,0079 1,0000
40:01 2 0,0090 7 0,0184 0,4966
40:02 7 0,0315 6 0,0158 0,2471
41:01 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
44:02:01g 18 0,0811 22 0,0579 0,3095
44:03 2 0,0090 7 0,0184 0,4966
47:01 1 0,0045 - - 0,3688
48:01 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
49:01 6 0,0270 11 0,0290 1,0000
50:01 2 0,0090 1 0,0026 0,5582
51:01 18 0,0811 37 0,0974 0,5595
52:01 4 0,0180 4 0,0105 0,4752
53:01 2 0,0090 4 0,0105 1,0000
54:01 1 0,0045 - - 0,3688
55:01 2 0,0090 5 0,0132 1,0000
56:01 4 0,0180 3 0,0079 0,4324
57:01 6 0,0270 26 0,0684 0,0369

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo€enih alela HLA-B; AF - ulestalost alela
HLA-B; B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27); () - seroloSki ekvivalent
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Tablica 12. Raspodjela alela lokusa HLA-DRB1 u skupini bolesnika s endemskom

nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-DRB1* (N=111) (N=190) P
n AF n AF
01:01 20 0,0901 36 0,0947 0,8855
01:02 2 0,0090 6 0,0160 0,7167
01:03 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
03:01 24 0,1081 34 0,0895 0,4759
04:01 6 0,0270 14 0,0368 0,6403
04:02 14 0,0631 9 0,0237 0,0252
04:03 - - 5 0,0132 0,1636
04:04 3 0,0135 6 0,0160 1,0000
04:05 1 0,0045 1 0,0026 1,0000
04:07 - - 1 0,0026 1,0000
04:08 - - 1 0,0026 1,0000
07:01 19 0,0856 45 0,1184 0,2206
08:01 3 0,0135 13 0,0342 0,1884
08:02 - - 1 0,0026 1,0000
08:04 - - 1 0,0026 1,0000
09:01 - - 1 0,0026 1,0000
10:01 2 0,0090 2 0,0053 0,6282
11:01 21 0,0946 30 0,0790 0,5451
11:03 1 0,0045 3 0,0080 1,0000
11:04 16 0,0720 29 0,0763 1,0000
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11:12 2 0,0090 - - 0,1356
12:01 4 0,0180 7 0,0237 1,0000
13:01 14 0,0063 22 0,0580 0,8591
13:02 5 0,0225 9 0,0237 1,0000
13:03 3 0,0135 3 0,0080 0,6746
13:05 - - 2 0,0053 0,5337
14:01:01¢g 6 0,0270 10 0,0263 1,0000
14:05 1 0,0045 - - 0,3688
15:01 17 0,0766 36 0,0947 0,5513
15:02 4 0,0180 4 0,0105 0,3134
16:01 31 0,1396 43 0,1132 0,3034
16:02 1 0,0045 5 0,0132 0,4215
16:03 1 0,0045 - - 0,3688

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uoCenih alela HLA; AF - uCestalost alela HLA;
DRB1*14:01:01g (DRB1*14:01 ili DRB1*14:54)

5.1.3. Raspodjela haplotipova HLA
5.1.3.1. Raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

U tablici 13. prikazana je raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 na razini
gena (niska rezolucija) u kojoj je izmedu 23 prikazana haplotipa u skupini
bolesnika s EN najzastupljeniji bio haplotip HLA-B*08~DRB1*03 (6,7%), a u
kontroli izmedu 20 prikazanih haplotipova, najéeS¢i haplotip bio je HLA-
B*07~DRB1*15 (5,1%). Najveéu statistiCku znacajnost (P=0,0060) pokazala je
razlika u frekvenciji haplotipa HLA-B*18~DRB1*11 i HLA-B*44~DRB1*16 dok je
haplotip HLA-B*38~DRB1*04 pokazao manje statistiCki znacajnu P vrijednosti
(P=0,0447).
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Tablica 13. Raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 u skupini bolesnika s
endemskom nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-B*~DRB1* (N=111) (N=190) P
n HF n HF

07~07 3,3 0,0147 2,5 0,0067 0,6746
07~13 3,0 0,0135 - - 0,0981
07~15 7,7 0,0349 19,2 0,0506 0,6768
08~03 14,8 0,0666 18,0 0,0472 0,3536
13~07 4,0 0,0180 10,7 0,0280 0,5893
15(B62)~13 3,5 0,0158 3,8 0,0099 0,4752
18~11 12,3 0,0554 5,1 0,0135 0,0060
18~16 4,3 0,0193 3,5 0,0093 0,4752
27~16 7,0 0,0315 8,9 0,0236 0,6043
35~01 8,4 0,0377 11,8 0,0311 0,8155
35~03 3,1 0,0136 - - 0,0981
35~04 4,4 0,0197 6,6 0,0174 1,0000
35~11 8,1 0,0367 16,7 0,0440 0,6768
35~16 3,2 0,0144 5,6 0,0147 1,0000
38~04 10,9 0,0493 7,3 0,0193 0,0447
39~16 6,0 0,0270 6,8 0,0179 0,5643
40(B61)~11 6,0 0,02703 3,0 0,0079 0,0767
44~04 3,0 0,0135 1,6 0,0043 0,3635
44~11 6,5 0,0292 7,0 0,0183 0,4010
44~16 7,5 0,0338 1,6 0,0130 0,0060
51~11 5,0 0,0225 14,3 0,0376 0,4696
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51~13 4,4 0,0197 3,2 0,0083 0,4324

51~15 3,0 0,0135 - - 0,0981

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo¢enih haplotipova HLA-B~DRB1; HF -
ucestalost haplotipa HLA-B~DRBH1; () - seroloski ekvivalent; - u tablici su prikazani samo
haplotipovi HLA-B~DRB1 uoc¢eni 23x unutar skupine bolesnika

5.1.3.2. Raspodjela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija)

Medu 19 haplotipova HLA-A~B~DRB1 prikazanih u tablici 14 razlika u
uCestalostima haplotipa HLA-A*24~B*35~DRB1*11
vrijednost (P=0,0024). Za pet haplotipa HLA-A*02~B*08~DRB1*03 uocena razlika
bila je statisticki znaCajna (P=0,0277). Zanimljivo je istaknuti da je medu EN
bolesnicima najc¢es¢i haplotip bio HLA-A*01~B*08~DRB1*03 (4,1%), a medu
zdravim ispitanicima haplotip HLA-A*03~B*07~DRB1*15 (2,9%) koji je medu
bolesnicima pokazao ucestalost od 1,8%.

pokazala je najve¢u P

Tablica 14. Prikaz haplotipova* HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija) u skupini

bolesnika s endemskom nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S EN KONTROLA
HLA-A*~B*~DRB1* (N=111) (N=190) P
n HF n HF
01~08~03 9,0 0,0410 10,7 0,0282 0,4835
02~08~03 5,0 0,0225 1,3 0,0030 0,0277
02~18~11 7,9 0,0358 3,0 0,0079 0,0219
02~27~16 4.8 0,0218 7,0 0,0184 0,7672
02~39~16 3,0 0,0135 - - 0,0981
02~44~16 4,9 0,0223 2,7 0,0071 0,1521
02~51~01 3,0 0,0135 6,0 0,0158 1,0000
02~51~04 3,0 0,0135 3,0 0,0078 0,6746
02~51~11 3,0 0,0135 8,0 0,0211 0,7541
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02~52~15 3,0 0,0135 - - 0,0981
03~07~15 4,0 0,0180 10,9 0,0287 0,5893
03~35~14 3,0 0,0135 - - 0,0981
11~35~01 3,8 0,0173 - - 0,0641
24~18~16 3,0 0,0135 - - 0,0981
24~35~04 3,0 0,0135 - - 0,0981
24~35~11 6,0 0,0270 - - 0,0024
26~07~13 3,0 0,0135 - - 0,0981
26~38~04 8,0 0,0360 6,0 0,0158 0,1589
68~35~11 3,0 0,0135 - - 0,0981

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF -
ucCestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; # - u tablici su prikazani samo haplotipovi
HLA-A~B~DRB1 uoceni 22x unutar skupine bolesnika

5.1.3.3. Raspodjela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija)

Osim analize haplotipova HLA-A~B~DRB1 na razini gena (niska rezolucija)
napravljena je i analiza haplotipova na razini alela HLA (visoka rezolucija) te su
dobiveni rezultati prikazani u tablici 15. Medu 15 haplotipova HLA-A~B~DRB1
uoenih 23x medu bolesnicima haplotip HLA-02:01~B*27:02~DRB1*16:01
pokazao je statisticki najvecu razliku (P=0,0024) izmedu skupina. Naime, haplotip
je medu bolesnicima uocen s ucestalos$cu od 2,7 %, dok u kontroli nije uocen. Jos
su dva haplotipa pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku u skupini bolesnika (P<0,05),
HLA-02:01~B*08:01~03:01 i HLA-02:01~B*51:01~DRB1*04:02 dok ih u kontrolnoj
skupini nije bilo. Haplotip HLA-01:01~B*08:01~DRB1*03:01 s u€esalo$¢u od 4,5%
medu bolesnicima i 2,8% u kontroli bio je naj¢eS¢i u obje istrazivane skupine.
Cetiri haplotipa uogena u skupini bolesnika HLA-02:01~B*39:01~DRB1*16:01,
HLA-02:01~B*52:01~DRB1*15:02, HLA-03:01~B*35:03~DRB1*14:01:01g i HLA-
24:03~B*18:01~DRB1*16:01 nisu uofena u kontrolnoj skupini. Razlika izmedu

dvije skupine bila je na granici statisticke zna¢ajnosti (P=0,0497).

53



Tablica 15. Prikaz haplotipova? HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija) u skupini
bolesnika s endemskom nefropatijom (N=111) i zdravoj kontroli (N=190)

BOLESNICI S KONTROLA
HLA-A*~B*~DRB1* EN (N=111) (N=190) P
n HF n HF

01:01~08:01~03:01 9,0 0,0405 10,9 0,0287 0,4835

02:01~08:01~03:01 5,0 0,0225 - - 0,0066

02:01~18:01~11:04 4,7 0,0212 4,0 0,0105 0,3011

02:01~27:02~16:01 6,0 0,0270 - - 0,0024

02:01~39:01~16:01 3,0 0,0135 - - 0,0497

02:01~44:02:01g~16:01 | 4,8 0,0218 4,0 0,0105 0,3011

02:01~51:01~04:02 4,0 0,0180 - - 0,0182

02:01~51:01~11:01 3,0 0,0135 7,5 0,0197 0,7541

02:01~52:01~15:02 3,0 0,0135 - - 0,0497

03:01~07:02~15:01 4,0 0,0180 9,5 0,0250 0,5880

03:01~35:03~14:01:01g | 3,0 0,0135 - - 0,0497

11:01~35:01~01:01 3,0 0,0135 3,0 0,0079 0,6764

24:02~07:02~15:01 3,0 0,0135 53 0,0140 1,0000

24:03~18:01~16:01 3,0 0,0135 - - 0,0497

26:01~38:01~04:02 5,0 0,0225 2,0 0,0053 0,0781

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n-broj uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF -
uCestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27);
DRB1*14:01:01g (DRB1*14:01 ili DRB1*14:54); # - u tablici su prikazani samo haplotipovi
HLA-A~B~DRB1 uoceni 23x unutar skupine bolesnika

U tablici 16a. prikazani su svi aleli i haplotipi HLA koji su bili statisticki
znacajno poviSeni u skupini EN bolesnika u usporedbi s kontrolom. Za haplotip
HLA-B*44~DRB1*16 uocgena je statisti¢ki najznacajnija P vrijednost (P=0,0130) za
razliku ucestalosti izmedu bolesnicke i kontrolne skupine. S druge strane alel HLA-
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DRB1*04:02 i haplotip HLA-B*38~DRB1*04 pokazali su priblizno isti omjer izgleda
(OD=2,76 i OD=2,88).

Nasuprot rezultatima iz tablice 16a., aleli HLA koji su bili statisti¢ki znacajno
sniZzeni u skupinu EN bolesnika u usporedbi s kontrolom prikazani su u tablici 16b.
StatistiCki najznacajniju razliku pokazao je alel HLA-A*01:01 koji je u bolesnickoj
skupini bio priblizno dva puta manje prisutan nego medu zdravim ispitanicima
(7,6% naspram 14,2%; P=0,0109; OD=0,46; 95% CI=0,25-0,83). ViSe od
dvostruko snizenu ucestalost u skupini bolesnika pokazao je i alel HLA-B*57:01
(2,7% naspram 6,8%; P=0,0299; OR=0,36; 95%CI=0,14-0,91). Znacajnu razliku u
uCestalosti izmedu bolesnika s EN i zdravih ispitanika uocena je za alel HLA-
B*27:05 (1,4% naspram 4,7%; P=0,0369; OD=0,27; 95%CI=0,08-0,92). Niti jedan
haplotip HLA nije pokazao statisticki zna€ajnu snizenu ucestalost medu EN

bolesnicima

Tablica 16a. Zbirni prikaz alela i haplotipova HLA koji su statistiCki znacajno
POVISENI u skupini bolesnika s endemskom nefropatijom u usporedbi s

kontrolom
HLA- BOLESNICH oo | P | opEsw%c
(N=111)
A* B*  DRBt* % %
04:02 6,31 237  |0,0225| 2,76 (1,15-6,60)
18 11 5,54 1,35  [0,0286| 10,80 (1,28-0,92)
38 04 10,9 73 |0,0344| 2,88(1,08-7,65)
44 16 7.5 1,6 [0,0130| 7,30 (1,52-35,02)
02 18 1 7.9 30  |0,0219| 4,84 (1,26-18,65)
24 35 1 6,0 . 0,0321|23,47(1,31-420,82)
02:01 08:01 03:01 5,0 . 0,0444 | 19,68 (1,08-359,32)
02:01 27:02 16:01 6,0 . 0,0231| 23,47 (1,31-420,82)

Kazalo: EN - endemska nefropatija; % - uCestalost gena/alela/haplotipova HLA; OD -
omjer izgleda; Cl - interval pouzdanosti

55




Tablica 16b. Zbirni prikaz alela HLA koji su statisti¢ki znagajno SNIZENI u skupini

bolesnika s endemskom nefropatijom u usporedbi s kontrolom

HLA- EN KONTROLA
BOLESNICI (N=190)
A* B* DRB1* % % P OD (95% ClI)
01:01 7,66 14,21 0,0109| 0,46 (0,25-0,83)
27:05 1,35 4,74 0,0369| 0,27 (0,008-0,92)
57:01 2,70 6,84 0,0299| 0,36 (0,14-0,91)
Kazalo: EN - endemska nefropatija; % - uCestalost gena/alela/haplotipova HLA; OD -

omijer izgleda; Cl - interval pouzdanosti

5.2. RASPODJELA GENA, ALELA 1 HAPLOTIPOVA LOKUSA HLA-A, -Bii -
DRB1 UNUTAR PODSKUPINA BOLESNIKA S OBZIROM NA PRISUTNOST
KARCINOMA UROTELA GORNJEGA UROTRAKTA

5.2.1. Raspodjela gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1

Skupinu bolesnika s EN podijelili smo na dvije podskupine obziroma na
prisutnost, odnosno odsutnost karcinoma urotela gornjega urotrakta (UUC) te
analizirali u¢estalost gena, alela i haplotipova HLA.

Na lokusu HLA-A niti jedan od 14 gena HLA-A nije pokazao statistiCki
znaCajnu razliku u zastupljenosti izmedu dvije podskupine bolesnika (tablica 17).

U tablici 18 prikazane su ucestalosti gena HLA-B medu kojima je samo gen
HLA-B*27
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Tablica 17. Usporedba raspodijele gena lokusa HLA-A medu EN bolesnicima s

karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez karcinoma

urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S UUC

EN BOLESNICI BEZ

HLA-A* (N=52) UUC (N=59) P
n GF n GF
01 8 0,0769 9 0,0763 1,0000
02 31 0,2981 37 0,3136 0,8842
03 10 0,0962 15 0,1271 0,5276
11 4 0,0385 8 0,0678 0,3863
23 4 0,0385 2 0,0170 0,4224
24 18 0,1731 15 0,1270 0,3514
25 3 0,0288 4 0,0339 1,0000
26 11 0,1058 8 0,0678 0,3445
29 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
30 1 0,0096 2 0,0170 1,0000
31 4 0,0385 5 0,0424 1,0000
32 3 0,0289 8 0,0678 0,2253
33 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
68 5 0,0481 3 0,0254 0,4778

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih gena HLA-A; GF - uCestalost gena HLA-A
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Tablica 18. Usporedba raspodijele gena lokusa HLA-B medu EN bolesnicima s

karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez karcinoma

urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S

EN BOLESNICI BEZ

HLA-B* UUC (N=52) UUC (N=59) P
n GF n GF
07 8 0,0769 8 0,0678 0,8014
08 9 0,0865 9 0,0763 0,8098
13 2 0,0192 5 0,0424 0,4523
14 (B64) - - 1 0,0085 1,0000
14 (B65) 2 0,0192 1 0,0085 0,6009
15 (B62) 2 0,0192 3 0,0254 1,0000
18 9 0,0865 12 0,1070 0,8195
27 8 0,0769 2 0,0170 0,0437
35 17 0,1635 22 0,1864 0,7251
37 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
38 11 0,1058 5 0,0424 0,0753
39 3 0,0289 4 0,0339 1,0000
40 (B60) 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
40 (B61) 3 0,0289 4 0,0339 1,0000
41 - - 1 0,0085 1,0000
44 9 0,0865 11 0,0932 1,0000
47 - - 1 0,0085 1,0000
48 1 0,0096 - - 0,4685
49 1 0,0096 5 0,0424 0,2180
50 1 0,0096 1 0,0085 1,0000

58



51 8 0,0769 10 0,0846 1,0000
52 3 0,0289 1 0,0085 0,3428
53 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
54 - - 1 0,0085 1,0000
55 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
56 - - 4 0,0339 0,1246
57 3 0,0289 3 0,0254 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih gena HLA-B; GF - uCestalost gena HLA-B () - serolo$ki ekvivalent

bio statistiCki znac¢ajno (P=0,0437) ¢eSce prisutan medu bolesnicima s UUC-om
(7,7%) u usporedbi s bolesnicima bez UUC-a (1,7%). Gen HLA-B*38 unatoc
dvostruko vecoj zastupljenosti u skupini EN bolesnika s UUC-om (10,6%) u
usporedbi s bolesnicima bez UUC-a (4,2%) nije dosegnuo statistiCku znacajnost.
Ostali geni HLA-B bili su podjednako zastupljeni u obje podskupine bolesnika s
EN-om.

Na lokusu HLA-DRB1 niti jedan gen nije pokazao razliku u zastupljenosti
izmedu dvije podskupine EN bolesnika (tablica 19).
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Tablica 19. Usporedba raspodijele gena lokusa HLA-DRB1 medu EN bolesnicima
s karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez karcinoma
urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S EN BOLESNICI BEZ
HLA-DRB1* UUC (N=52) UUC (N=59) P
n GF n GF
01 10 0,0962 13 0,1102 0,8296
03 10 0,0962 14 0,1186 0,6679
04 13 0,1250 11 0,0932 0,5185
07 8 0,0769 11 0,0932 0,8110
08 1 0,0096 2 0,0170 1,0000
10 - - 2 0,0170 0,4997
11 21 0,2019 19 0,1610 0,4556
12 2 0,0192 2 0,0170 1,0000
13 10 0,0962 12 0,1070 1,0000
14 3 0,0289 4 0,0339 1,0000
15 11 0,1058 10 0,0848 0,6501
16 15 0,1442 18 0,1525 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih gena HLA-DRB1; GF - u€estalost gena HLA-DRB1

5.2.2. Raspodijela alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1
Analiza raspodjele alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu bolesnicima
obzirom na prisustvo/odsustvo UUC-a prikazana je u tablicama 20-22. Niti jedan

alel istrazivanih lokusa HLA nije pokazao razliku u zastupljenosti izmedu dvije
podskupine EN bolesnika.
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Tablica 20. Usporedba raspodjele alela lokusa HLA-A medu EN bolesnicima s
karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez karcinoma
urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S UUC | EN BOLESNICI BEZ UUC
HLA-A* (N=52) (N=59) P
n AF n AF
01:01 8 0,0769 9 0,0763 1,0000
02:01 29 0,2789 37 0,3136 0,6592
02:05 1 0,0096 - - 0,4685
02:22 1 0,0096 - - 0,4685
03:01 10 0,0962 15 0,1271 0,5276
11:01 4 0,0386 8 0,0678 0,3863
23:01 4 0,0385 2 0,0170 0,4224
24:02 17 0,1635 12 0,1017 0,2310
24:03 - - 3 0,0254 0,2469
24:07 1 0,0096 - - 0,4685
25:01 3 0,0289 4 0,0339 1,0000
26:01 11 0,1058 8 0,0678 0,3445
29:02 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
30:01 1 0,0096 2 0,0170 1,0000
31:01 2 0,0192 5 0,0424 0,4523
31:02 2 0,0192 - - 0,2183
32:01 3 0,0289 8 0,0678 0,2253
33:01 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
68:01 4 0,0385 2 0,0170 0,4224
68:02 1 0,0096 1 0,0085 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih alela HLA-A; AF - uCestalost alela HLA-A
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Tablica 21. Usporedba raspodiele alela lokusa HLA-B medu EN bolesnicima s

karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez karcinoma

urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S UUC | EN BOLESNICI BEZ UUC
HLA-B* (N=52) (N=59) p
n AF n AF
07:02 8 0,0769 8 0,0678 0,8014
08:01 9 0,0865 9 0,0763 0,8098
13:02 2 0,0192 5 0,0424 0,4523
14:01 - - 1 0,0085 1,0000
14:02 2 0,0192 1 0,0085 0,6009
15:01 1 0,0096 3 0,0254 0,6246
15:09 1 0,0096 - - 0,4685
18:01 9 0,0865 12 0,1017 0,8195
27:02 5 0,0481 2 0,0170 0,2568
27:05 3 0,0289 - - 0,1012
35:01 5 0,0481 14 0,1186 0,0906
35:02 3 0,0289 1 0,0085 0,3428
35:03 9 0,0865 6 0,0509 0,4225
35:08 - - 1 0,0085 1,0000
37:01 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
38:01 11 0,1058 5 0,0424 0,0753
39:01 1 0,0096 4 0,0339 0,3744
39:03 1 0,0096 - - 0,4685
39:06 1 0,0096 - - 0,4685
40:01 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
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40:02 3 0,0289 4 0,0339 1,0000
41:01 - - 1 0,0085 1,0000
44:02:01g 8 0,0769 10 0,0845 1,0000
44:03 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
47:01 - - 1 0,0085 1,0000
48:01 1 0,0096 - - 0,4685
49:01 1 0,0096 5 0,0424 0,2180
50:01 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
51:01 8 0,0769 10 0,0848 1,000
52:01 3 0,0289 1 0,0085 0,3428
53:01 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
54:01 - - 1 0,0085 1,0000
55:01 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
56:01 - - 4 0,0339 0,1246
57:01 3 0,0289 3 0,0254 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih alela HLA-B; AF - uCestalost alela HLA-B; B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27)
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Tablica 22. Usporedba raspodjele alela lokusa HLA-DRB1 medu EN bolesnicima

s karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez karcinoma

urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S UUC

EN BOLESNICI BEZ UUC

HLA-DRB1* (N=52) p
n AF n AF
01:01 7 0,0673 13 0,1102 0,3489
01:02 2 0,0192 - - 0,2183
01:03 1 0,0096 - - 0,4685
03:10 10 0,0962 14 0,1186 0,6679
04:01 1 0,0096 5 0,0424 0,2180
04:02 8 0,0769 6 0,0509 0,5817
04:04 3 0,0289 - - 0,1012
04:05 1 0,0096 - - 0,4685
07:01 8 0,0769 11 0,0932 0,8110
08:01 1 0,0096 2 0,0170 1,0000
10:01 - - 2 0,0170 0,4997
11:01 14 0,1346 7 0,0593 0,0673
11:03 - - 1 0,0085 1,0000
11:04 6 0,0577 10 0,0846 0,6040
11:12 1 0,0096 1 0,0085 1,0000
12:01 2 0,0192 2 0,0170 1,0000
13:01 4 0,0385 10 0,0848 0,1780
13:02 4 0,0385 1 0,0085 0,1885
13:03 2 0,0192 1 0,0085 0,6009
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14:01:01¢g 3 0,0289 3 0,0254 1,0000
14:05 - - 1 0,0085 1,0000
15:01 8 0,0769 9 0,0763 1,0000
15:02 3 0,0289 1 0,0085 0,3428
16:01 15 0,1442 16 0,1356 1,0000
16:02 - - 1 0,0085 1,0000
16:03 - - 1 0,0085 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uoCenih alela HLA-DRB1; AF - ucestalost alela HLA-DRB1; DRB1*14:01:01g
(DRB1*14:01 ili DRB1*14:54)

5.2.3. Raspodijela haplotipova HLA
5.2.3.1. Raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

Raspodiela haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija) uo€enih =23x unutar
pojedine podskupine EN bolesnika prikazana je u tablici 23. Dva su haplotipa
pokazala statistiCki znaCajnu razliku u ucestalosti. Haplotip HLA-B*35~DRB1*01
statistiCki znacajno CeS¢e je bio prisutan medu bolesnicima bez UUC-a (6,7%;

P<0,01), haplotip nije imao niti jedan
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Tablica 23. Usporedba raspodijele haplotipova? HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)
medu EN bolesnicima s karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN
bolesnika bez karcinoma urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI S EN BOLESNICI BEZ
HLA-B*~DRB1* UUC (N=52) UUC (N=59) P
n HF n HF
07~13 - - 3,0 0,0254 0,2496
07~15 5,0 0,0481 2,0 0,0170 0,2568
08~03 6,8 0,0652 8,0 0,0678 1,0000
18~11 6,0 0,0577 6,5 0,0547 1,0000
18~16 - - 3,4 0,0292 0,2496
27~16 4,0 0,0385 2,0 0,0170 0,4224
35~01 - - 79 0,0669 0,0077
35~03 - - 3,0 0,0254 0,2496
35~04 4,0 0,0385 . - 0,0467
35~11 4,7 0,0449 3,5 0,0301 0,7373
35~15 3,0 0,0289 1,0 0,0085 0,3427
38~04 8,0 0,0769 3,0 0,0254 0,1193
39~16 3,0 0,0289 3,0 0,0254 1,0000
40(B61)~11 3,0 0,0289 - - 0,1012
44~11 2,1 0,0120 4,0 0,0339 0,6870
44~16 5,9 0,0570 3,0 0,0254 0,3109
51~11 3,0 0,0289 3,0 0,0254 1,0000
51~15 - - 3,0 0,0254 0,2496

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih haplotipova HLA-B~DRB1; HF - u€estalost haplotipa HLA-B~DRB1; () - seroloski
ekvivalent; # - prikazani su samo haplotipovi HLA-B~DRB1 uoc¢eni 23x unutar pojedine
podkupine bolesnika
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bolesnik s UUC-om. Istovremeno haplotip HLA-B*35~DRB1*04 s frekvencijom od
3,9% medu bolesnicima s UUC-om dostigao je statistiCku znacajnost u usporedbi
s bolesnicima bez UUC-a medu kojima nije uocen.

5.2.3.2. Raspodijela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija)

Analiza raspodjele haplotipova HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija) uo€enih
=3x medu EN bolesnicima s obzirom na UUC prikazana je u tablici 24. U skupini
bolesnika s UUC-om uoc€eno je osam haplotipa od kojih tri haplotipa nisu uo¢ena u
skupini bolesnika bez UUC-a, a najzastupljeniji iz te skupine haplotip HLA-
A*26~B*38~DRB1*04 (5,8%) je pokazao statistiCki znacajno (P=0,0098) poviSenu
u€estalost medu EN bolesnicima s UUC-om.

Tablica 24. Usporedba raspodjela haplotipova* HLA-A~B~DRB1 medu EN
bolesnicima s karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52) i EN bolesnika bez
karcinoma urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICIS | EN BOLESNICI BEZ
HLA-A*~B*~DRB1* UUC (N=52) UUC (N=59) P
n HF n HF

01~08~03 3,0 0,0290 6,0 0,0509 | 0,5068
02~18~11 3,0 0,0290 4,0 0,0339 | 1,0000
02~35~16 5,0 0,0481 2,0 0,0170 | 0,2568
02~39~16 - - 3,0 0,0254 | 0,6009
02~40(B61)~11 3,0 0,0290 1,0 0,0085 | 0,3428
02~44~16 4,0 0,0385 2,0 0,0170 | 0,4224
03~07~13 - - 4,0 0,0339 | 0,1246
03~07~15 3,0 0,0290 - - 0,1012
03~35~01 - - 3,0 0,0254 | 0,6009
24~18~16 - - 3,0 0,0254 | 0,6009
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24~35~04 3,0 0,0290 - - 0,1012
24~35~11 - - 3,0 0,0254 0,6009
26~38~04 6,0 0,0577 - - 0,0098

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uoCenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF - ucestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; () -
seroloski ekvivalent; # - u tablici su prikazani samo haplotipovi HLA-A~B~DRB1 uodeni
=3x unutar pojedine podskupine bolesnika

Haplotip HLA-A*03~B*07~DRB1*13 u skupini EN bolesnika bez UUC-a pojavio se

u 3,3% ispitanika dok u skupini bolesnika s UUC-om nije bio prisutan.
5.2.3.3. Raspodjela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija)

Usporedba raspodijele haplotipova HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija)
uoCenih 23x pokazala je statisti¢ki zna€ajnu razliku u skupini bolesnika s UUC-om
za haplotip HLA-26:01~B*38:01~DRB1*04:02 koji u skupini bolesnika bez UUC-a

nije otkriven (3,8% naspram 0%, P=0,0467).

Tablica 25. Usporedba HLA-A~B~DRBH1
rezolucija) medu EN bolesnicima s karcinomom urotela gornjega urotrakta (N=52)

raspodjele haplotipova® (visoka

i EN bolesnika bez karcinoma urotela gornjega urotrakta (N=59)

EN BOLESNICI | EN BOLESNICI BEZ
HLA-A*~B*~DRB1* S UUC (N=52) UUC (N=59) P
n HF n HF
01:01~08:01~03:01 3,0 0,0289 6,0 0,0509 0,5069
02:01~18:01~11:01 - - 3,0 0,0254 0,2496
02:01~18:01~11:04 3,0 0,0289 1,0 0,0085 0,3428
02:01~35:03~16:01 4,0 0,0385 1,0 0,0085 0,1885
02:01~39:01~16:01 - - 3,0 0,0254 0,2496
02:01~44:02:01g~16:01 3,0 0,0289 3,0 0,0254 1,0000
03:01~07:02~13:01 - - 3,0 0,0254 0,2496
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03:01~07:02~15:01 3,0 0,0289 - - 0,1012
11:01~35:01~01:01 - - 3,0 0,0254 0,2496
24:03~18:01~16:01 - - 3,0 0,0254 0,2496
26:01~38:01~04:02 4,0 0,0385 - - 0,0467

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n-broj
uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF - ucestalost haplotipa HLA-A~B~DRBI1;
B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27); # - u tablici su prikazani samo haplotipovi
HLA-A~B~DRB1 uoceni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika;

U tablici 26. prikazani su svi aleli i haplotipovi HLA koji su bili statistiCki
znacajno poviseni medu EN bolesnicima s UUC-om u usporedbi s kontrolom.
NajvecCa statisticka znacajnost uocena je za alel HLA-DRB1*04:02 (P=0,0117;
OD=3,65; 98% CI=1,33-10,02), ali i za haplotip HLA koji je tvorio s alelom HLA-
A*26:01 i alelom HLA-B*38:01 (P=0,0195; OD=7,83; 95% Cl=1,39-44,04).

Niti jedan gen, alel ili haplotip HLA nije pokazao statisti¢ki zna¢ajno snizenu
ucestalost medu EN bolesnicima s UUC-om u usporedbi s kontrolom, ¢ak ni
priblizno dvostruko niza ucestalost alela HLA-A*01:01 medu EN bolesnicima s
UUC-om (7,69%) u odnosu na kontrolu (14,21%) nije dostigla statistiCku
znacajnost (P=0,0562; OR=0,45; 95% CI=0,20-1,02).
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Tablica 26. Zbirni prikaz alela i haplotipova HLA koji su statistiCki znacajno

POVISENI u skupini bolesnika s endemskom nefropatijom i karcinomom urotela

gornjega urotrakta (N=52) u usporedbi s kontrolom (N=190)

EN
HLA. BOLESNICI | KONTROLA
S uuC (N=190)
(N=52)
A* B* DRB1* % % P | OD (95% ClI)
3,65
04:02 7,69 2,37 0.01171 1 33-10,02)
4,83
5,77 1,35 0,0121
18 11 (1,41-16,51)
26,94
2,90 - 0,0303
24 35 04 (1,37-530,22)
4,38
5,77 1,58 0,0142
26 38 04 (1,35-14,29)
7,83
3,85 0,53 0,0195
26:01 38:01 04:02 (1,39-44,04)

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; % -
uCestalost gena/alela/haplotipa HLA; OD - omjer izgleda; Cl-interval pouzdanosti

Analiza ucestalosti gena/alela/haplotipova HLA izmedu podskupine EN

bolesnika bez UUC-a i zdravih ispitanika pokazala je samo razliku za haplotip

HLA-B*18~DRB1*11

koji je bio statisticki

znacCajno cCeSce prisutan medu

bolesnicima (P=0,0081; OD=4,98; 95% Cl=1,52-16,34). Istovremeno niti jedan
gen, alel ili haplotip HLA nije bio statisti¢ki zna¢ajno snizen u skupini EN bolesnika

s UUC-om.
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5.3. RASPODJELA GENA, ALELA | HAPLOTIPOVA LOKUSA HLA-A, -B i -
DRB1 UNUTAR PODSKUPINA BOLESNIKA S ENDEMSKOM NEFROPATIJOM
S OBZIROM NA ZIVOTNU DOB POJAVE BOLESTI (PRIJE | NAKON 65. g.
ZIVOTA)

5.3.1. Raspodjela gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1

Bolesnici su analizirani i obzirom na dob pojave bolesti te su podijeljeni u
dvije podskupine, bolesnike kod kojih se bolest pojavila prije 65. godine Zivota i
bolesnike kod kojih se bolest pojavila poslije 65. godine Zivota (tablica 27). Gen
HLA-A*23 uolen je u podskupini bolesnika starijih od 65 godina (4,6%) uz
statistiCki znacajnu razliku (P=0,0430) spram podskupine mlade od 65 godina u
kojoj nije bio uoCen. UCestalosti gena lokusa HLA-B i -DBR1 u obje prikazane
podskupine EN bolesnika nisu dosegnule statisti¢ki znacajne razlike.

Tablica 27. Prikaz raspodjele gena* lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu EN
bolesnicima s obzirom na dob pojave bolesti prije i nakon 65. godine zivota (<65 g.
N=46; 265 g. N=65)

EN BOLESNICI <65 g. | EN BOLESNICI 265 g.
HLA-A* (N=46) (N=65) p
n GF n GF
03 8 0,0870 17 0,1308 0,3906
23 - - 6 0,0462 0,0430
24 14 0,1522 19 0,1462 1,0000
25 2 0,0217 5 0,0385 0,7024
26 9 0,0978 10 0,0769 0,6309
68 5 0,0544 3 0,0231 0,2807
HLA-B*
07 5 0,0544 11 0,0846 0,4416
08 10 0,1087 8 0,0615 0,2211
14(B65) 3 0,0326 - - 0,0698
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15(B62) 1 0,0109 4 0,0308 0,4060
40(B61) 4 0,0435 3 0,0231 0,4523
44 6 0,0652 14 0,1077 0,3451
51 9 0,0978 9 0,0692 0,4635
53 2 0,0217 - - 0,1706
56 - - 4 0,0308 0,1437
HLA-DRB1*
03 14 0,1523 10 0,0769 0,0832
04 12 0,1304 12 0,0923 0,3875
07 5 0,0544 14 0,1077 0,2239
11 18 0,1957 22 0,1692 0,722
12 - - 4 0,0308 0,1437
14 4 0,0435 3 0,02308 0,4523
16 11 0,1196 22 0,1692 0,3431

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo€enih gena; GF - uCestalost gena HLA; () -
seroloski ekvivalent; # - u tablici su prikazani samo geni HLA za koje je uogena razlika 22%
izmedu dvije podskupine bolesnika

5.3.1. Raspodijela alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1

U tablici 28 prikazani su rezultati raspodjele alela HLA u dvije podskupine
bolesnika s EN podijeljene na Zivotnu dob pojave bolesti (prije i poslije 65. godine
Zivota), prikazani su samo aleli €ija je razlika u€estalosti izmedu podskupina bila
>2%. StatistiCki znacajno povisenu zastuplienost medu bolesnicima kod kojih se
bolest pojavila nakon 65.godine pokazao je alel HLA-A*23:01 P=0,0430). Nasuprot
tome aleli lokusa HLA-B*14:02 i -B*27:05, uo€eni su samo u podskupini mladoj od

65 godina ali ta razlika nije dosegnula razinu statisticke zna€ajnosti.
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Tablica 28. Prikaz raspodjele alela? lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu EN
bolesnicima s obzirom na dob pojave bolesti prije i nakon 65. godine zivota (<65 g.
N=46; 265 g. N=65)

EN BOLESNICI <65. g.

EN BOLESNICI 265 g.

HLA-A* (N=46) (N=65) p
n AF n AF
03:01 8 0,0867 17 0,1308 [ 0,3906
23:01 - - 6 0,0462 | 0,0430
26:01 9 0,0978 10 0,0769 | 0,6309
31:01 - - 3 0,0231 | 0,2687
33:01 2 0,0217 - - 0,1706
68:02 2 0,0217 - - 0,1706
HLA-B*
07:02 5 0,0544 11 0,085 | 0,4416
14:02 3 0,0326 - - 0,0698
27:05 3 0,0326 - - 0,0698
35:01 9 0,0978 10 0,0769 | 0,6309
35:03 4 0,0435 11 0,0846 | 0,2849
40:02 4 0,0435 3 0,0231 | 0,4523
44:02:01g 6 0,0652 12 0,0923 [ 0,6192
51:01 9 0,9780 9 0,0692 | 0,4635
53:01 2 0,0217 - - 0,1706
56:01 - - 4 0,0231 | 10,1437
HLA-DRB1*

01:01 7 0,0761 13 0,1000 | 0,6380
03:01 14 0,1522 10 0,0769 [ 10,0832
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04:02 8 0,0870 6 0,0462 0,2664
07:01 5 0,0544 14 0,1077 0,2239
11:01 7 0,0761 14 0,1077 0,4916
11:04 9 0,0978 7 0,0539 0,2922
12:01 - - 4 0,0308 0,1437
13:01 7 0,0761 7 0,0539 0,5796
13:03 - - 3 0,0231 0,2687
16:01 10 0,1615 10 0,1087 0,4768

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uoCenih alela; AF - uCestalost alela HLA;
B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27); # - u tablici su prikazani samo aleli HLA za koje je
uocena razlika 22% izmedu dvije podskupine bolesnika

5.3.3. Raspodijela haplotipova HLA
5.3.3.1. Raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

Usporedujuci raspodielu haplotipova lokusa HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)
izmedu podskupina bolesnika s obzirom na dob pojave bolesti (<65 i 265 godina
Zivota), dva su haplotipa HLA-B*35~DRB1*01 i HLA-B*51~DRB1*13 pokazala
statistiCki znacajnu razliku (P<0,05), zastuplijeni su bili samo u podskupini
bolesnika mladih od 65 godina (tablica 29). Nasuprot tome, haplotip HLA-
B*44~DRB1*16 uz uoCenu statisti¢ki znacajnu razliku (P<0,05), naden je samo u

podskupini bolesnika starijinh od 65 godina.
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Tablica 29. Prikaz raspodijele haplotipova” lokusa HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

medu EN bolesnicima s obzirom na dob pojave bolesti prije i nakon 65. godine
Zivota (<65 g. N=46; 265 g. N=65)

EN BOLESNICI <65 g.

EN BOLESNICI 265 g.

HLA-B*~DRB1* (N=46) (N=65) )
n HF n HF
07~07 - - 3,0 0,0231 0,2657
07~15 - - 4,8 0,0367 0,0781
08~03 9,0 0,0978 6,0 0,0462 0,1750
13~07 - - 4,0 0,0308 0,1437
15 (B62)~13 - - 4,0 0,0308 0,1437
18~01 - - 3,0 0,0231 0,2657
18~11 6,0 0,0652 5,8 0,0448 0,5597
27~16 2,0 0,0217 5,0 0,0385 0,7024
35~01 4,0 0,0435 - - 0,0284
35~04 2,0 0,0217 2,8 0,0213 1,0000
35~11 6,0 0,0652 2,6 0,0198 0,1675
35~14 - - 3,0 0,0231 0,2657
35~15 - - 3,2 0,0249 0,2657
35~16 - - 3,4 0,0264 0,2657
38~04 5,0 0,0544 6,0 0,0462 0,7652
39~16 2,0 0,0217 4,0 0,0308 1,0000
40 (B61)~11 - - 3,0 0,0231 0,2657
44~11 2,5 0,0272 3,6 0,0308 1,0000
44~16 - - 6,4 0,0492 0,0430
51~01 - - 4,0 0,0308 0,1437
51~11 2,5 0,0272 4,0 0,0308 1,0000
51~13 4,0 0,0435 - - 0,0284

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n -

broj uo¢enih haplotipova HLA-B~DRB1; HF -

ucestalost haplotipa HLA-B~DRB1; () - seroloski ekvivalent; # - u tablici su prikazani samo
haplotipovi uo¢eni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika
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5.3.3.2. Raspodijela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija)

U prikazu raspodijele haplotipova lokusa HLA-A~B~DRB1(niska rezolucija)
medu podskupinom bolesnika mladih do 65 i starijih od 65 godina s obzirom na
dob pojave bolesti uoceno je 14 haplotipova HLA-A~B~DRB1 od kojih je haplotip
HLA-A*24~B*35~DRB1*11 razliku (P<0,05) u
podskupini bolesnika mladih od 65 godina. Haplotip HLA-A*03~B*35~DRB1*16

uocen je samo u podskupini bolesnika starijih od 65 godina dok ga u usporedenoj

pokazao statisticki znacajnu

podskupini nije bilo, medutim ta razlika nije dosegnula razinu statistiCke

znacajnosti (tablica 30).

Tablica 30. Prikaz raspodjele haplotipova? lokusa HLA-A~B~DRB1
rezolucija) medu EN bolesnicima s obzirom na dob pojave bolesti prije i nakon 65.
godine zivota (<65 g. N=46; 265 g. N=65)

(niska

EN BOLESNICI <65 g. | EN BOLESNICI 265 g.
HLA-A*~B*~DRB1* (N=46) (N=65) P
n HF n HF
01~08~03 6,0 0,0652 3,0 0,0231 [ 0,1675
02~08~03 : : 3,0 0,0231 | 0,2687
02~18~11 4,0 0,0435 4,0 0,0308 | 0,7203
02~35~16 3,0 0,0326 . - 0,0698
02~39~16 1,0 0,0109 4,0 0,0308 | 0,4060
02~44~16 2,0 0,0217 4,5 0,0346 | 0,7024
02~51~01 - - 3,0 0,0231 | 0,2687
02~51~04 3,0 0,0326 . - 0,0698
03~07~13 - - 3,0 0,0231 | 0,2687
03~07~15 - - 4,0 0,0308 | 0,1437
03~35~16 - - 5,0 0,0385 | 0,0781
24~13~07 - - 3,0 0,0231 | 0,2687
24~35~11 4,0 0,0435 . - 0,0284
26~38~04 2,0 0,0217 5,0 0,3850 | 0,7024

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo€enih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF -
ucestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; # - u tablici su prikazani samo haplotipovi uoceni
=>3x unutar pojedine podskupine bolesnika
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5.3.3.3. Raspodjela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija)

U tablici 31 prikazane su ucestalosti haplotipova lokusa HLA-A~B~DRB1
(visoka rezolucija) medu podskupinama bolesnika s obzirom na dob pojave
bolesti. Statisticki znacajnu razliku u usporedbi ucestalosti izmedu dvije
podskupine bolesnika nije dosegnuo niti jedan od prikazanih haplotipa HLA-
A~B~DRB1.

Tablica 31. Prikaz raspodjele haplotipova* lokusa HLA-A~B~DRB1 (visoka
rezolucija) medu EN bolesnicima s obzirom na dob pojave bolesti prije i nakon 65.
godine zivota (<65 g. N=46; 265 g. N=65)

EN BOLESNICI EN BOLESNICI
HLA-A*~B*~DRB1* <65 g. (N=46) 265 g. (N=65) P

n HF n HF

01:01~08:01~03:01 6,0 0,0652 3,0 0,0231 0,1675

02:01~08:01~03:01 2,0 0,0217 3,0 0,0231 1,000
02:01~18:01~11:01 3,0 0,0326 - - 0,0698
02:01~18:01~11:04 - - 2,9 0,0223 0,2687
02:01~35:03~16:01 3,0 0,0326 - - 0,0698
02:01~27:02~16:01 - - 4,0 0,0308 0,1427

02:01~44:02:01g~16:01 | 2,0 0,0217 3,9 0,0300 1,000

02:01~51:01~01:01 - - 3,0 0,0231 0,2687
02:01~51:01~04:02 3,0 0,0326 - - 0,0698
03:01~07:02~15:01 - - 4,0 0,0308 0,1437
03:01~35:03~14:01:019g - - 3,0 0,0231 0,2687
24:02~13:02~07:01 - - 3,0 0,0231 0,2687
26:01~38:01~04:02 1 0,0109 4,0 0,0308 0,4060

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF -
uCestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27);
DRB1*14:01:01g (DRB1*14:01 ili DRB1*14:54); # - u tablici su prikazani samo haplotipovi
uoceni =23x unutar pojedine podskupine bolesnika
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U tablici 32. prikazani su svi aleli i haplotipovi HLA koji su bili statistiCki
znacajno poviSeni u skupini bolesnika s EN-om kod kojih se bolest pojavila prije
65. godine zivota naspram kontrole. Alel HLA-DRB1*04:02 s ucestalo$¢u od 8,7%
pokazao je statisticki najvecu razliku (P=0,0053). Niti jedan gen, alel ili haplotip
HLA nije pokazao statistiCki zna¢ajno snizenu ucestalost medu EN bolesnicima
kod kojih se bolest pojavila prije 65. godine zivota u usporedbi s kontrolom.

Tablica 32. Zbirni prikaz alela i haplotipova HLA koji su statistiCki znacajno
POVISENI u skupini bolesnika s endemskom nefropatijom kod kojih se bolest

pojavila <65 godine zivota (N=46) u usporedbi s kontrolnom skupinom (N=190)

EN
BOLESNICI |
HLA- 5154%') (N=190) P OD (95% Cl)
A* B*  DRBT1* % %
04:02 8,70 237 | 0,0053 | 4,23 (1,54-11,68)
18 11 6,52 135 | 0,0065 | 5,55 (1,61-19,08)
51 13 4,35 0,83 | 0,0408 | 4,43 (1,06-18,43)
02 18 11 4,35 0,79 | 0,0229 | 594 (1,2827,52)
24 35 11 4,35 : 0,0137 | 40,34 (2,13-763,59)
02:01 18:01 11:01 3,25 : 0,0244 | 30,66 (1,55-604,32)

Kazalo: EN - endemska nefropatija; % - uCestalost gena/alela’/haplotipova HLA; OD -
omijer izgleda; Cl - interval pouzdanosti

Aleli i haplotipovi HLA koji su bili statistiCki zna¢ajno poviSeni u skupini
bolesnika s EN-om kod kojih se bolest javila nakon 65. godine Zivota u usporedbi s
kontrolom prikazani su u tablici 33. Haplotip HLA-B*44~DRB1*16 s u€estaloS¢u od
4,9% pokazao je statistiC¢ki najvecu razliku u usporedbi s kontrolom (P=0,0029;
OD=11,34 95% Cl=2,29-56,13).
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Niti jedan gen, alel ili haplotip HLA medu EN bolesnicima kod kojih se bolest
pojavila nakon 65. godine zivota u usporedbi s kontrolom nije pokazao statisticki
znacajno snizenu razliku, uklju€ujuci i dvostruko niza uc€estalost alela HLA-B*57:01
(2,31%) naspram kontrole (6,84%).

Tablica 33. Zbirni prikaz gena/alela/haplotipova HLA koji su statistiCki znacajno
POVISENI u skupini bolesnika s endemskom nefropatijom kod kojih se bolest
pojavila = 65 godine zZivota (N=65) u usporedbi s kontrolnom skupinom (N=190)

EN BOLESNICI| KONTROLA
HLA- P P OD (95% ClI
(N=65) (N=190) (95% CI)
A* B* DRB1* % %
3,76
18 11 4,48 1,35 0,0336
(1,11-12,78)
11,34
44 16 4,92 1,30 0,0029
(2,29-56,13)
34,64
03 35 16 3,85 - 0,0169
(1,89-635,51)
27,88
02:01 27:02 16:01 3,08 - 0,0263
(1,48-525,18)

Kazalo: EN - endemska nefropatija; % - uCestalost gena/alela/haplotipa HLA; OD - omjer
izgleda; Cl - interval pouzdanosti

5.4. RASPODJELA GENA ALELA | HAPLOTIPOVA LOKUSA HLA-A, -B i -
DRB1 UNUTAR PODSKUPINA BOLESNIKA S ENDEMSKOM NEFROPATIJOM
S OBZIROM NA PREZIVLJENJE (MANJE ILI VISE OD 5 GODINA)

5.4.1. Raspodjela gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1

Prema prikazu raspodjele gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1 (tablica 34),
medu podskupinom bolesnika kod kojih je prezivljenje od postavljanja dijagnoze
bilo krace ili duze od pet godina uoCena je statisticki zna¢ajno (P=0,0098) veca
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uCestalost za gen HLA-A*02 u podskupini s prezivljenjem manjim od pet godina

(43,8%) u usporedbi s podskupinom s prezivljenjem duzim od pet godina (25,3%).

Treba napomenuti da su u tablici 35 prikazani samo oni geni HLA-A, -B i -DRB1 za

koje je razlika u ucestalosti izmedu dvije podskupine bolesnika iznosila 22,0%.

Gen HLA-A*32 (7%), u podskupini bolesnika s prezivljenjem vec¢im od pet godina

pokazao je statististicki znacajnu poviSsenu ucestalost (P=0,0363) u odnosu na

podskupinu bolesnika s preZivljenjem manjim od 5 godina (0%).

Tablica 34. Prikaz raspodjele gena* lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu EN

bolesnicima s obzirom na prezivljenje <5 godina (N=32) i 25 godina (N=79)

EN BOLESNICI <5 g. | EN BOLESNICI =5 g.
HLA-A* (N=32) (N=79) P
n GF n GF
01 6 0,0938 11 0,0696 0,5806
02 28 0,4375 40 0,2532 0,0098
03 0,0938 19 0,1203 0,8029
24 8 0,1250 25 0,1583 0,8213
25 1 0,0156 6 0,0378 0,6762
32 - - 11 0,0696 0,0363
HLA-B*
13 1 0,0156 6 0,0380 0,6762
18 4 0,0625 17 0,1076 0,4477
35 9 0,1406 30 0,1899 0,4470
38 6 0,0938 10 0,0633 0,4058
39 3 0,0469 4 0,0253 0,4141
50 2 0,0313 - - 0,0822
51 7 0,1094 11 0,0696 0,4149
61 3 0,0469 4 0,0253 0,4141
HLA-DRB1*
01 4 0,0625 19 0,1203 0,2338
03 0,0781 19 0,1203 0,4764
04 0,1406 15 0,0949 0,3439
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11 13 0,2031 27 0,1709 0,5680
13 9 0,1406 13 0,0823 0,2166
15 5 0,0781 16 0,1013 0,8007

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uoc¢enih gena; GF - ucestalost gena HLA; #- u
tablici su prikazani samo geni HLA za koje je uoCena razlika 22% izmedu dvije
podskupine bolesnika

5.4.2. Raspodjela alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1

U raspodijeli alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu podskupinom bolesnika
kod kojih je prezivljenje od postavljanja dijagnoze bilo manje ili viSe od pet godina
uocena je statisticki znacajno (P<0,05) veca ulestalost za alel HLA-A*02:01 u
(41%)

podskupinom bolesnika koji su prezivljeli duze od pet godina (25,3%). S druge

podskupini s prezivlienjem kraéim od pet godina u usporedbi s
strane, alel HLA-A*32:01 statisti¢ki znacajno (P<0,05) ¢eS¢e je bio prisutan kod

bolesnika koji su prezivjeli duze od pet godina nakon dijagnoze EN (tablica 35).

Tablica 35. Prikaz raspodjele alela? lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu EN
bolesnicima s obzirom na prezivljenje <5 godina (N=32) i 25 godina (N=79)

EN BOLESNICI <5 g. | EN BOLESNICI =5 g.
HLA-A* (N=32) (N=79) P
n AF n AF
02:01 26 0,4063 40 0,2532 0,0344
03:01 6 0,0938 19 0,1203 0,6466
25:01 1 0,0156 6 0,0380 0,6762
31:01 - - 7 0,0443 0,1968
31:02 2 0,0313 - - 0,0822
32:01 - - 11 0,0696 0,0363
HLA-B*
13:02 1 0,0156 6 0,0380 0,6762
18:01 4 0,0625 17 0,1076 0,4477
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27:02 3 0,0469 4 0,0253 0,4141
35:01 3 0,0469 16 0,1013 0,2890
38:01 6 0,0938 10 0,0633 0,4058
40:02 3 0,0469 4 0,0253 0,4141
50:01 2 0,0313 - - 0,0822
51:01 7 0,1094 11 0,0696 0,4149
HLA-DRB1*
01:01 3 0,0469 17 0,1076 0,1922
03:01 5 0,0781 19 0,1203 0.4764
04:02 8 0,1250 6 0,0380 0,0264
11:01 7 0,1094 14 0,0886 0,1696
13:02 3 0,0469 2 0,0127 0,1455
13:03 2 0,0313 1 0,0063 0,2002

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n-broj uocenih alela; AF - ucestalost alela HLA; # - u
tablici su prikazani samo geni HLA za koje je uoCena razlika =2% izmedu dvije
podskupine bolesnika

Na lokusu HLA-B niti jedan alel nije pokazao statistiCki znacajne razlike izmedu
podskupina. UcCestalosti dva alela (HLA-DRB1*03:01 i HLA-DRB1*04:02) bile su
statisticki zna€ajno razli€ite izmedu EN bolesnika kada smo ih podijelili s obzirom

na prezivljenje nakon dijagnoze bolesti.

5.4.3. Raspodjela haplotipova HLA
5.4.3.1. Raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

U tablici 36. prikazana je raspodjela haplotipova lokusa HLA-B~DRB1
izmedu podskupine bolesnika kod kojih je prezivljenje od postavljanja dijagnoze
bilo manje ili viSe od pet godina. Niti jedan haplotip HLA-B~DRB1 nije pokazao
razliku u zastupljenosti izmedu podskupina.
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Tablica 36. Prikaz raspodjele haplotipova” lokusa HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

medu EN bolesnicima s obzirom na prezivljenje <5 godina (N=32) i 25 godina

(N=79)

EN BOLESNICI <5 g.

EN BOLESNICI =5 g.

HLA-B*~DRB1* (N=32) (N=79) P
n HF n HF
07~07 - - 3,4 0,0216 0,3270
07~15 3,0 0,0469 4,6 0,0291 0,6928
08~03 4,0 0,0625 11,0 0,0696 1,0000
13~07 - - 3,0 0,0193 0,5587
18~11 3,0 0,0469 9,7 0,0614 0,7614
18~16 - - 3,0 0,0193 0,5587
27~16 3,0 0,0469 3,4 0,0218 0,3584
35~01 - - 7.8 0,0491 0,1087
35~03 - - 3,0 0,0193 0,5587
35~04 - - 4,0 0,0253 0,3270
35~07 - - 2,6 0,0164 0,5587
35~11 3,0 0,0460 4,8 0,0301 0,6928
35~16 2,0 0,0313 3,5 0,0221 1,0000
38~04 4,0 0,0625 6,0 0,0380 0,4791
39~16 - - 4,0 0,0253 0,3270
40(B61)~11 3,0 0,0469 3,0 0,0190 0,3584
44~11 - - 6,5 0,0414 0,1968
44~16 4,0 0,0625 4,0 0,0254 0,2320
51~04 3,0 0,0469 1,0 0,0063 0,0733
51~11 3,0 0,0469 2,0 0,0127 0,1455
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51~13 - - 3,0 0,0193 0,5587

51~15 - - 3,0 0,0193 0,5587

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uo¢enih haplotipova HLA-B~DRB1; HF -
ucCestalost haplotipa HLA-B~DRB1; # - u tablici su prikazani samo haplotipovi HLA -
B~DRB1 uoc&eni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika

5.4.3.2. Raspodijela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija)

U prikazu raspodjele haplotipova HLA-A~B~DRB1
uocenih tri ili viSe puta (tablica 37) samo je razlika u frekvencijama haplotipa HLA-

A*02~B*40(B61)~DRB1*11 bila na granici statistiCke znacajnosti (P=0,0544).

(niska rezolucija),

Tablica 37. Prikaz raspodjele haplotipova* lokusa HLA-A~B~DRB1
rezolucija) medu EN bolesnicima s obzirom na prezivljenje <5 godina (N=32) i 25
godina (N=79)

(niska

EN BOLESNICI <5 g. | EN BOLESNICI 25 g.
HLA-A*~B*~DRB1* (N=32) (N=79) P
n HF n HF
01~08~03 2,0 0,0313 7,0 0,0443 | 1,0000
02~07~15 2,0 0,0313 : . 0,0803
02~08~03 - - 3,0 0,0190 [ 0,5587
02~08~16 2,0 0,0313 : . 0,0803
02~18~11 2,0 0,0313 6,0 0,0380 [ 1,000
02~35~16 3,0 0,0469 2,0 0,0127 | 10,1455
02~39~16 - - 4,0 0,0253 | 10,3270
02~40(B61)~11 3,0 0,0469 - . 0,0544
02~44~11 - - 4,0 0,0253 | 10,3270
02~44~16 3,0 0,0469 2,0 0,0127 | 10,1455
02~51~11 2,0 0,0313 : . 0,0803
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03~07~07 - - 3,0 0,0190 0,5587
03~38~13 2,0 0,0313 - - 0,0803
11~35~01 - - 4,0 0,0253 0,3270
24~07~15 - - 3,0 0,0190 0,5587
24~18~16 - - 3,0 0,0190 0,5587
24~35~11 2,0 0,0313 4,0 0,0253 1,000
26~38~04 4,0 0,0625 4,0 0,0253 0,2320

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n - broj uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF -
ucestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; () - seroloski ekvivalent; # - u tablici su prikazani
samo haplotipovi uo€eni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika

5.4.3.3. Raspodjela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija)

U tablici 38. prikazani su haplotipovi HLA-A~B~DRB1 (visoka rezolucija)

izmedu podskupina EN bolesnika kod kojih je prezivljenje od postavljanja

dijagnoze bilo manje ili viSe od pet godina.

Tablica 38. Prikaz raspodjele haplotipova* lokusa HLA-A~B~DRB1

(visoka

rezolucija) medu EN bolesnicima s obzirom na prezivljenje <5 godina (N=32) i 25

godina (N=79)

EN BOLESNICI EN BOLESNICI
HLA-A*~B*~DRB1* <5 g (N=32) > 5 g (N=79) P
n HF n HF

01:01~08:01~03:01 1,0 0,0156 7,0 0,0443 0,4437

02:01~08:01~03:01 3,0 0,0469 3,0 0,0190 0,3584

02:01~18:01~11:01 - - 4,0 0,0253 0,3270

02:01~35:03~16:01 - - 4,0 0,0253 0,3270

02:01~39:01~16:01 - - 3,0 0,0190 0,5587
02:01~44:02:01g~16:01| 3,0 0,0469 2,0 0,0127 0,1455
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03:01~07:02~07:01 - - 3,0 0,0190 0,5587
11:01~35:01~01:01 - - 3,0 0,0190 0,5587
24:02~07:02~15:01 - - 3,0 0,0190 0,5587
24:03~18:01~16:01 - - 3,0 0,0190 0,5587
26:01~38:01~04:02 4,0 0,0625 1,0 0,0063 0,0252

Kazalo: EN - endemska nefropatija; n — broj uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF -
ucestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; B*44:02:01g (B*44:02 ili B*44:27); # - u tablici su
prikazani samo haplotipovi uo€eni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika

Od 11 haplotipova HLA-A~B~DRB1 uocenih =3x u jednoj od podskupina, haplotip
HLA-26:01~B*38:01~DRB1*04:02 pokazao je statistiCki znaCajnu razliku
(P=0,0252) u zastupljenosti izmedu dvije analizirane podskupine bolesnika.

Iz rezultata iznesenih u tablici 39 vidljivo je da je ponovno alel HLA-
DRB1*04:02 pokazao najviSu statistiCku znacajnost izmedu podskupine bolesnika
i kontrole (12,50% naspram 2,37%; P=0,0004; OD=6,70; 95% CL=2,36-19,03).

Niti jedan alel ili haplotip HLA nije pokazao statisti¢ki zna¢ajno snizenu
ucestalost u skupini EN bolesnika s UUC-om i prezivljenjem kra¢im od 5 godina od
postavljanja dijagnoze u usporedbi s kontrolom. Ni viSe od 4x niza ucestalost
alela HLA-B*57:01 (1,56%) spram kontrole (6,84%) nije dosegnula statisti¢ku
znacajnost (P>0,05).
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Tablica 39. Zbirni prikaz alela i haplotipova HLA koji su statisticki znacajno
POVISENI u skupini bolesnika s EN s obzirom na preZivljenje (<5 godina) od
postavljanja dijagnoze (N=32) u usporedbi s kontrolnom skupinom (N=190)

LA EN KONTROLA
BOLESNICI | N_190) P | OD(95% Cl)
<5 g (N=32)
A* B* DRB1* % %
6,70
04:02 12,50 2,37 0,0004
(2,36-19,03)
13,43
44 16 6,25 1,30 0,0035
(2,35-76,75)
45,20
02 40(B61) 11 4,69 - 0,0124
(2,28-897,56)
6,45
02 44 16 4,69 0,71 0,0266
(1,24-33,49)
4,38
26 38 04 6,25 1,58 0,0290
(1,16-16,50)
45,20
02:01 08:01 03:01 4,69 - 0,0124
(2,28-897,56)
13,43
26:01 38:01 04:02 6,25 0,53 0,0035
(2,34-76,75)

Kazalo: EN - endemska nefropatija; % - ucCestalost alela/haplotipa HLA; OD - omijer
izgleda; CI - interval pouzdanosti

Zbirni prikaz alela i haplotipova HLA koji su bili statisticki zna¢ajno poviseni
u podskupini EN bolesnika s prezivljenjem duzim od 5 godina pokazan je u tablici
40. Najveca P vrijednost (P<0,01) utvrdena je za razliku u zastupljenosti haplotipa
HLA-B*18~DRB1*11 (6,14%) medu EN bolesnicima koji su Zivjeli duze od 5
godina nakon postavljanja dijagnoze bolesti u odnosu na kontrolu (1,35%).
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Niti jedan gen/alel/haplotip HLA nije pokazao statisticki znacajno snizenu
ucestalost u skupini bolesnika s EN s obzirom na prezivljenje duze od 5 godina od
postavljanja dijagnoze u usporedbi s kontrolom. Dvostruko niza ucestalost
gena/alela HLA-B*57-B*57:01 (3,17%) spram kontrole (6,84%) nije dosegnula

statisticku zna¢ajnost (P<0,01).

Tablica 40. Zbirni prikaz gena/alela/haplotipova HLA koji su statisticki
znaéajno POVISENI u skupini bolesnika s EN s obzirom na prezivljenje =5 godina
od postavljanja dijagnoze (N=79) u usporedbi s zdravom kontrolnom skupinom
(N=190)

EN KONTROLA
HLA- BOLESNICI
P OD (95% Cl)
>5 g (N=79) | (N=190)
A* B* DRB1* % %
18 11 6,14 1,35 0,0030 | 5,36 (1,77- 16,25)
02 18 11 3,80 0,79 0,0233 | 5,12 (1,24-21,02)
02:01 35:03 16:01 2,53 0,26 0,0402 | 10,08 (1,11-61,67)

Kazalo: EN - endemska nefropatija; % - uCestalost gena/alela/haplotipa HLA; OD - omjer
izgleda; Cl - interval pouzdanosti
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5.5. RASPODJELA GENA, ALELA | HAPLOTIPOVA LOKUSA HLA-A, -B | -
DRB1 UNUTAR SKUPINE BOLESNIKA S ENDEMSKOM NEFROPATIJOM |
KARCINOMOM UROTELA GORNJEGA UROTRAKTA S OBZIROM NA
PREZIVLJENJE

5.5.1. Raspodjela gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1

Usporedujuéi raspodjelu gena lokusa HLA-A, -B i -DRB1 medu EN
bolesnicima s UUC obzirom na petogodiSnje prezivljenje nakon postavljanja
dijagnoze (slike 8-10) otkriveno je da je povisena ucestalost gena HLA-A*02
medu EN bolesnicima s UUC-om i prezivljenjem kra¢im od 5 godina bila na granici
statistiCcke zna€ajnosti (P=0,0542).
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Slika 8. Usporedba raspodjele gena lokusa HLA-A medu EN bolesnicima s UUC
obzirom na prezivljenje <5 g (N=24) i >5 g (N=28) nakon dijagnoze
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Slika 9. Usporedba raspodjele gena lokusa HLA-B medu EN bolesnicima s UUC
obzirom na prezivljenje <5 g (N=24) i >5 g (N=28) nakon dijagnoze
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Slika 10. Usporedba raspodjele gena lokusa HLA-DRB1 medu EN bolesnicima s
UUC s obzirom na prezivljenje <59 (N=24) i >5g (N=28) nakon dijagnoze

90



5.5.2. Raspodjela haplotipova HLA
5.5.2.1. Raspodjela haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)

UCestalosti haplotipova HLA-B~DRB1 (niska rezolucija) medu EN
bolesnicima s UUC obzirom na preZivijenje (<5 g ili 25 g) prikazane su u tablici
41. Medu 12 prikazanih haplotipova uolena je statisticki znalajna razlika
(P=0,0423) za haplotip HLA-B*44~DRB1*16 koji je u podskupini bolesnika s
prezivljenjem <5 g. pokazao ucestalost od 8,3%, a dok u drugoj podskupini nije

otkriven.

Tablica 41. Prikaz raspodijele haplotipova” lokusa HLA-B~DRB1 (niska rezolucija)
medu EN bolesnicima s UUC obzirom na prezivljenje (<5 godina, N=24 i 25

godina, N=28) nakon dijagnoze

EN BOLESNICI S UUC | EN BOLESNIC S UUC
HLA-B*~DRB1* <5 g (N=24) >5 g (N=28) P
n HF n HF
07~15 2,0 0,0417 3,0 0,0536 1,0000
08~03 3,0 0,0625 4,0 0,07143 1,0000
18~11 3,0 0,0625 3,0 0,0536 1,0000
27~16 3,0 0,0625 - - 0,0950
35~04 - - 4,0 0,0714 0,1222
35~11 3,0 0,0625 - - 0,0950
35~15 - - 3,0 0,0536 0,2472
35~16 - - 4,0 0,0714 0,1222
38~04 4,0 0,0833 4,0 0,0714 1,0000
44~11 - - 3,0 0,0536 0,2472
44~16 4,0 0,0833 - - 0,0423
51~11 3,0 0,0625 - - 0,0950

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih haplotipova HLA-B~DRB1; HF - ucestalost haplotipa HLA-B~DRB1; #- u tablici su
prikazani samo haplotipovi uo€eni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika
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5.5.2.2. Raspodijela haplotipova HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija)

U podskupinama EN bolesnika s UUC-om i prezivljenjem duze ili krace od 5

godina niti jedan haplotip HLA-A~B~DRB1 (niska rezolucija) nije bio statisti¢ki

znacajno CeSce prisutan (tablica 42).

Tablica 42. Prikaz raspodjele haplotipova* lokusa HLA-A~B~DRB1

(niska

rezolucija) medu EN bolesnicima s UUC obzirom na preZivljenje <5 godina (N=24)

i 25 godina (N=28) nakon dijagnoze

EN BOLESNICI S

EN BOLESNIC S

UUC<5¢g UuC=25¢g
HLA-A*~B*~DRB1* P
(N=24) (N=28)
n HF n HF
02~35~16 2,0 0,0417 3,0 0,0536 1,0000
02~44~16 3,0 0,0625 - - 0,0950
24~08~03 - - 3,0 0,0536 0,2472
24~35~04 - - 3,0 0,0536 0,2499
26~38~04 3,0 0,0625 3,0 0,0536 1,0000

Kazalo: EN - endemska nefropatija; UUC - karcinom urotela gornjega urotrakta; n - broj
uocenih haplotipova HLA-A~B~DRB1; HF - ucestalost haplotipa HLA-A~B~DRB1; # - u

tablici su prikazani samo haplotipovi uo€eni 23x unutar pojedine podskupine bolesnika
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5.6. ANALIZA GENA/ALELA/HAPLOTIPOVA LOKUSA HLA-A, -B i -DRB1
MEDU ZDRAVIM SRODNICIMA BOLESNIKA S ENDEMSKOM NEFROPATIJOM

Osim skupine EN bolesnika u radu je testirana i skupina zdravih srodnika
(braca, sestre, djeca, unucad) koji zive na endemskom podru¢ju duze od 14
godina i nemaju nikakve simptome bolesti. Istrazivanjem su obuhvacena 52
srodnika od ukupno 20 bolesenika. Zivotna dob srodnika iznosila je od 14-76 g.,
Srednja vrijednost godina iznosila je 45 g. U medicinskoj dokumentaciji zdravih
srodnika u ambulantama lije€nika obiteljske medicine nisu nadeni podaci koji bi
govorili u prilog bolesti od EN.

Svim srodnicima takoder su odredeni geni/aleli/haplotipovi lokusa HLA-A, -
B i -DRB1. Medu srodnicima nije analizirana ucestalosti gena/alela/haplotipova
HLA, nego je analizirano imaju li podlozni, odnosno zastitnih alel/haplotip HLA koji
su medu EN bolesnicima pokazali statistiCki znac¢ajnu razliku u usporedbi s
kontrolom. U tablici 43 prikazani su rezultati takve analize.

Tablica 43. Zbirni prikaz srodnika (braca/sestre/djeca) bolesnika s endemskom
nefropatijom koji su nositelji podloznih/zastitnih alela i haplotipova HLA

RIZIK SRODNICI
HLA (BRACA/SESTRE/DJECA)
z poz neg
A*01:01 ! 13 9 4
B*27:05 ! 3 2 1
B*57:01 ! 2 1 1
HLA

DRB1*04:02 1 0 0 0
B*18~DRB1*11 1 6 5 1
B*38~DRB1*04 1 0 0 0
B*44~DRB1*16 1 11 5 6
A*02~B*18~DRB1*11 1 2 1 1
A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02 1 0 0 0

Kazalo: EN — endemska nefropatija; 1 - statisticki znacajno povisen medu EN

bolesnicima; | - statistiCki znacajno snizen medu EN bolesnicima
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6. RASPRAVA

Istrazivanja povezanosti sustava HLA i bolesti koja se provode dugi niz
godina pomogla su razumijevanju imunoloS8kog odgovora organizma, etiologiji
brojnih bolesti (uklju€ujuéi i karcinome), osjetljivosti na neke lijekove ali i
objasdnjenju zastitnih mehanizama u obrani od pojedinih zaraznih bolesti. (137,
138) Istovremeno je razvoj molekularnih metoda omogucdio istazivanja na razini
gena $to je dovelo do preciznijeg otkrivanja uloge gena/alela HLA u spomneutim
podrucjima biologije, odnosno medicine. Ovakva saznanja mogu ne samo pomogi
u otkrivanju genetskih faktora koji dovode do nastanka bolesti ve¢ i pomodéi u
razvoju i primjeni potencijalno bolje, odnosno specifiCnije terapije u bolestima
povezanim sa sustavom HLA. (139)

U dosadas$njim istrazivanjima geni HLA pojavili su se kao rizi¢ni ¢imbenici u
vecini imunoloski posredovanih bubreznih bolesti $to zajedno s ostalim geneti¢kim
¢imbenicima dovodi do imunoloskog odgovora. (127) Za razliku od imunoloski
posredovanih bubreznih bolesti koje su bile predmet brojnih istraZivanja, radovi o
povezanosti gena HLA i endemske nefropatije su malobrojni. Jo§ su sredinom
proSlog stolje¢a zapoceta istrazivanja endemske nefropatije u endemskim
podrucjima Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Srbije, Rumunjske i Bugarske, a 1976.
g. objavljeni su rezultati studije o raspodieli antigena HLA medu EN bolesnicima iz
Bugarske. (140) Dobiveni rezutati su ukazali na potrebu proSirivanja istrazivanja
na veéu skupinu bolesnika, ali i uklju€ivanje i drugih zemalja u kojima je prisutna
EN. Medutim, osim rada s preliminarnim rezultatima prikazanim tijekom radnog
sastanka "HLA Workshop - Sofia 1976" takva istrazivanja nisu nastavljena. Stoga
je cilj ove doktorske disertacije bio analizirati gene, alele i haplotipove lokusa HLA-
A, -B i -DRB1 u skupini nesrodnih EN bolesnika (N=111), dobivene rezultate
usporediti s zdravom kontrolom te tako po prvi puta dobiti uvid o polimorfizmu
HLA, na molekularnoj razini, medu EN bolesnicima iz Republike Hrvatske.

Raspodijela gena na lokusima HLA-A, -B i -DRB1 medu EN bolesnicima
pokazala je statisticki znacajnu razliku za gene HLA-A*01 i HLA-B*57 (snizene
u€estalosti medu bolesnicima u usporedbi s kontrolom), dok na lokusu HLA-DRB1
niti jedan gen nije pokazao statistiCki zna€ajnu razliku u zastupljenosti. Dobiveni
rezultati nisu potvrdili rezultate istrazivanja medu EN bolesnicima iz Bugarske, kao
ni unutar skupine hrvatskih bolesnika iz 1976. godine. Naime, rad bugarskih
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autora ukazao je na povisenu ucestalost antigena HLA-B18 medu EN bolesnicima
Sto nije slu€aj u nasem radu. Ucestalost gena HLA-B*18 bila je neznatno poviSena
medu EN bolesnicima u usporedbi sa zdravim ispitanicima (9,5% naspram 6,6%;
P>0,05). (140) Takoder, ovim istrazivanjem nije potvrdena ni poviSena
zastupljenost antigena HLA-B35, medu bolesnicima iz Hrvatske, o kojoj su
izvjestili Kastelan i suradnici. (141) S druge strane, najées¢i gen na lokusu HLA-A
u nasim testiranim skupinama bio je gen HLA-A*02 $to je u skladu s prethodnim
istraZivanjima nase populacije, a to je i najéeS¢i gen u populacijama evropskog
porijekla. (142,143) Zanimljivo je spomenuti da je za gen HLA-A*02 uocena
pozitivha povezanost s dijabetiCkom nafropatijom medu bolesnicima porijeklom iz
SAD-a i Kanade. (144)

Dosadasanja, pojedinacna istrazivanja povezanosti sustava HLA i
bubreznih bolesti koje dovode do kroniénog zatajenja bubrega, kao $to je slucaj i
kod EN; pokazala su povezanost s razli¢itim genima lokusa HLA-A, -B i -DRBA1.
(145) Treba istaknuti istrazivanje iz 2020. godine koje je ukljucilo razli¢ite
populacije i koriste¢i meta-analizu pokazalo pozitivhu povezanost gena HLA-A*11,
-DRB1*04 i -DRB1*11 s kroni¢nim zatajenjem bubrega koje je bilo uglavhom
autoimune prirode ali razliCite etiopatogeneze (hipertenzivha nefropatija,
policistiCna bolest bubrega, fokalni segmentalni glomerulonefritis, membranozna
nefropatija, mezangioproliferativni glomerulonefritis, Churg Strauss syndrome,
post streptokokni glomerulonefritis, Sjégren syndrome, Lupus erithematosus,
dilatativna kardiomiopatija. (146) U ovom radu nismo otkrili poveéanu ucestalost
niti jednog od navedenih gena HLA koje spominju autori meta-analize. NaSi
rezultati na visokoj razini, tj. na razini alela HLA pokazali su da su osim alela ve¢
prije spomentih gena (HLA-A*01:01 i -B*57:01) jo$ dva alela statisticki znacajno
razli¢ito zastupljena u skupini EN bolesnika (HLA-B*27:05 i alel HLA-
DRB1*04:02). Rezultati govore u prilog zastitnoj ulozi alela HLA-B*27:05 za razvoj
EN. Ovakav rezultat je iznenadujuci s obzirom da je rije€ o alelu koji je pozitivho
povezan s Citavim nizom reumatskih bolesti, naro€ito ankilozantnim spondilitisom.
(147) Nalaz je ne samo nuzno potvrditi na ve¢em broju ispitanika, vec¢ bi bilo
zanimljivo vidjeti i njegovu ucestalost medu EN bolesnicima iz drugih zemalja u
kojima se bolest javlja. Jedini alel HLA koji se pokazao kao podlozan za nastanak
EN bio je alel HLA-DRB1*04:02 (6,3% naspram 2,4%; P<0,05). To je mozda na

tragu rezultata veé¢ prije navedene meta-analize iz 2020. godine, no u toj analizi
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nisu obradeni podaci na razini alela HLA, ve¢ samo na razini gena HLA. lako je
EN bolest koja nema istu etiopatogenezu kao bolesti navedene u radu, zajednicko
im je da sve dovode do kroni¢nog zatajenja bubrega pa se moze pretpostaviti da
su geni HLA jedan od genetskih &imbenika kako u nastanku tih bolesti, tako i u
EN-u zbog svoje uloge odnosno prezentacije stranih peptida vlastitim limfocitima T.
U ovom trenutku ne moZzemo objasniti mehanizam te povezanosti §to je vrlo sli¢no
kao i kod pozitivne povezanosti alela HLA-DRB1*04:02 s razvojem pemfigus
vulgarisa (PV), poligenske bolesti uzrokovane genetskim i hormonalnim
¢imbenicima, kao i ¢imbenicima okolisa. (148) Naime, dosadasSnje spoznaje o
osnovi mehanizma povezanosti alela HLA-DRB1*04:02 i PV su predmet
spekulacija. Medutim, sve hipoteze povezanosti alela HLA s bolestima u osnovi
imaju odredene alele HLA koji imaju veci/maniji afinitet za prezentaciju peptida, a u
slu€aju EN to bi bili neki od peptida iz biljke Aristolochia clematitis. Interesantno je
dodatno spomenuti i da je alel HLA-DRB1*04:02 istovremeno zatitan za razvoj
reumatoidnog artritisa pa ¢e rasvjetljavanje njegove opreéne povezanosti s
navedenim bolestima vjerojatno razotkriti mehanizme nastanka poligenskih bolesti
povezanih sa sustavoma HLA, ukljuCujuéi i EN te pruziti nove mogucnosti
lijeCenja, kako u bolestima povezanim s genima HLA tako mozda i kod EN. (149)
Medutim, bez dodatnih istrazivanja povezanosti EN i HLA nece biti mogucée dodi
do takvih saznanja jer je ta povezanost mozda samo rezultat rasprostranjenosti
tog alela u nasim krajevima. Naime, ako pogledamo porijeklo alela HLA-
DRB1*04:02 vidimo da je nastao na Bliskom Istoku od kuda se Sirio dalje po
Evropi i svijetu. (150,151) U skladu s tim mu je i u€estalost tj. pada od juga prema
sjeveru Evrope. Iz dostupnih populacijskin podataka zastupljenost alela HLA-
DRB1*04:02 u zemljama gdje se javlja EN varira od 2,2% u Rumunjsko, 2,7% u
Srbiji do 3,6% u Bugarskoj (Hrvatska - 2,4%).

Osim analize zastupljenosti alela HLA u rad je bila uklju¢ena i analiza
haplotipova HLA (HLA-B~DRB1 i HLA-A~B~DRB1) s ciliem da se utvrdi postoji li
neka kombinacija alela HLA koja je podloZzna/zastitna za nastanak EN. Povod za
takvu analizu bili su podaci o povezanosti haplotipa HLA s bolestima. (152-154)
Na zalost takvih analiza nema, ne samo za EN, ve¢ i za brojne druge bolesti
bubrega, odnosno za sada je samo jedno istrazivanje (po nasim saznanjima) u
svoje rezultate uklju€ilo ne samo analizu gena HLA na pojedinom lokusu HLA ve¢ i

kombinaciju gena na istom lokusu HLA kao i kombinciju gena na razli€itim
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lokusima HLA medu bolesnicima s kroni¢nim zatajenjem bubrega. (155,156)
Autori su otkrili pozitivnu povezanost s odredenim kombinacijama gena na lokusu
HLA-A (pozitivna povezanost s kombinacijom HLA-A*03/HLA-A*26) ali ne s
kombinacijama gena na razli€itim lokusima HLA tj. haplotipom HLA. (157) Iz tih
raloga nismo bili u mogucnosti usporediti naSe podatke s rezultatima drugih
studija. Ono §to mozemo naglasiti da je medu bolesnicima s EN uo¢ena povec¢ana
uCestalost tri haplotipa HLA-B~DRB1 (HLA-B*18~DRB1*11, HLA-B*38~DRB1*04 i
HLA-B*44~DRB1*16), te haplotipa HLA-A*02~B*18~DRB1*11, koji su se u ovom
radu pokazali kao podlozni za razvoj EN. Istovremeno niti jedna kombinacija alela
HLA nije se pokazala kao zastitha za nastanak bolesti. Dobivene rezultate je
nuzno potvrditi na ve¢em uzorku EN bolesnika kako iz Hrvatske, ali isto tako i
potaknuti istraZivace iz drugih zemalja gdje je prisutna EN da provedu ovu vrstu
analize.

Bez obzira $to je incidencija EN u endemskim selima u padu i u istraZivanju
iz 2005. godine (2) iznosila je 2,3% za podrucje od priblizno 10,500 stanovnika, to
je i dalje viSe u usporedbi s drugim endemskim podru¢jma kao $to je na primjer u
podrucju rijeke Kolubare u Srbiji gdje iznosi priblizno 1,7%. (158,159) Postoiji
nekoliko objasnjenja za smanjenje incidencije u Hrvatskoj, a jedno je duzi zivotni
vijek kroni¢nih bolesnika, zatim smanjenjena koli¢ina ili potpuni izostanak Stetnog
agensa u endemskom podrucju, zatim usaglasavanje dijagnostickih kriterija koji su
se mijenjali tijekom godina. Taj podatak je u skladu s istrazivanjem provedenim u
Srbiji koje govori da je broj oboljeli od EN ali i karcinoma urotela gornjega urotrakta
u juznoj Srbiji u padu. (160)

U ovom radu omjer spolova medu EN bolesnicima bio je podjednak, dok je
analiza Zivotne dobi kad se EN manifestirala (prije ili nakon 65. godine Zivota)
pokazala tendenciju oboljevanja osoba starijinh od 65. godine (58,6%). Takoder je
ovim istraivanjem potvrdeno da muskarci statisticki znacajno ¢esce (P=0,0341)
oboljevaju prije 65. godine Zivota nego Zene.

Pojava UUC-a u bolesnika s EN-om je jedna od karakteristika ove bolesti. U
istrazivanjima se navodi da je UUC predominantan medu zZenama S§to je u
suprotnosti s podacima o populaciji oboljelih od UUC-a izvan endemskog
podrucja. (5) Pojedini autori pak navode da je omjer bolesnika oboljelih od UUC-a
podjednak u oba spola. (11) IstraZivanja za period od 1965.-1994. godine govore

da je incidencija UUC-a na endemskom podrucju Brodsko-posavske zupanije bila
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20-26 puta veéa nego na podrucju cijele zupanije, dok su podaci o oboljelima od
UUC-a pokazali da je u endemskom podrucju zabiljezeno vise bolesnica. (161) S
druge strane stopa incidencije UUC-a u Hrvatskoj za 2018. godinu iznosila je za
oba spola za karcinom bubrezne ¢aSice i nakapnice (C65) zbirno 1,2 na 100,000
stanovnika. Od toga za muskarce iznosila je 1,6 na 100,000, a za zene 0,9.
Podaci za incidenciju karcinoma mokra¢ovoda (C66) govore o 0,8 slucajeva na
100,000 stanovnika. | ovdje je veca stopa za muskarce (1,0 na 100,000), dok je za
Zene nesto manja i iznosi 0,6 na 100,000 stanovnika. (162)

Usporedba rezultata za Hrvatsku s podacima za zemlje zapadne Evrope i
SAD-a pokazuje da je stopa incidencije za UUC podjednaka.(163) Naime, prema
medunarodnoj bazi podataka SEER (engl. The Surveillance, Epidemiology, and
End Results) objavljenoj u ¢lanku iz 2010. godine incidencija UUC-a za odredeno
razdoblje iznosila je izmedu 1,5-2,6 sluGajeva na 100,000 stanovnika SAD-a i
Kanade. (58) U zemljama zapadne Evrope incidencija UUC-a iznosi izmedu 2
slu¢aja na 100,000 pri tome je omjer spolova 2:1 u korist muskaraca. (164,165)
Zanimljivo je spomenuti istrazivanje provedeno medu bolesnicima s Tajvana gdje
je povecana ucestalost kroni¢nog bubreznog zatajenja i UUC-a u endemskim
podruc¢jima s povec¢anom koncentracijom arsena u pitkoj vodi $to dovodi do
nastanka tzv. "bolesti crnog stopala" (gangrena stopala zbog oStecenja na
krvozilnom sustavu). (166) U radu autori iznose podatke da ¢eSc¢e od UUC-a
oboljevaju zene nego muskaraci i to ne samo u endemskom podrucju ve¢ i u
drugim podrucjima Tajvana. Autori iz Japana iznose podatke o ucestalost UUC-a
2:1 u korist muskaraca, te o porastu smrtnosti od UUC-a. (167,168) Srednja stopa
morbiditeta UUC na 100,000 stanovnika RH je iznosila 0,96; za Brodsko-posavsku
Zzupaniju 3,63, a za endemsko podrucje 13,40. SpecifiCni morbiditet UUC-a u
endemskom podrucju iznosio je 13,90 odnosno za Brodsko-posavsku zupaniju 3,9
puta vise nego za RH.(16) Op¢i mortalitet endemskog podruéja za period 1991 .-
2002.g. nije se znacajnije razlikovao od opcéeg mortaliteta Brodsko-posavske
zupanije i RH.(6) Medutim, specificni mortalitet od EN u istom razdoblju bio je
0,65. U periodu izmedu 1995.-2002.g. specificni mortalitet endemskog podrucja u
odnosu na podrucje RH za Zene je bio znatno veci nego za muskarce i iznosio je
9,02 naspram 4,70. Specificni mortalitet od UUC-a za populaciju endemskog
podrucja je bio 14 puta veéi u odnosu na Brodsko-posavsku zupaniju i ¢ak 55 puta
veci u odnosu na RH. (6)
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Najnovija studija objavljena 2019.godine na skupini od 608 bolesnika iz
Registra za rak Republike Hrvatske potvrdila je da je Brodsko-posavska Zupanija
tijekom 2001.-2011. godine imala najvedi rizik za UUC, u usporedbi s hrvatskom
populacijom u cjelini. (169) Pri tome su u Brodsko-posavskoj zupaniji Zene bile u
veéem riziku za nastanka UUC-a od muskaraca u usporedbi s ostatkom Hrvatske.
Rezultati nasSeg istrazivanja govore u prilog gore navedenim rezultatima spram
autora koji navode da nema razlike u spolu u EN populaciji s obzirom na
oboljevanje od UUC-a.(11) Nije nadena statisticki znacajna razlika u histolo§kom
tipu i veli€ini tumora, stadiju tumora i trajanju prezivljenja.(166) Usporedujudi
istrazivanja provedena u hrvatskom endemskom podru¢ju s onima iz Tajvana
nadeno je su na oba podruc¢ja prisutni adukti aristolohi¢ne kiseline u uzorcima
tkiva bubrega i tkiva tumora.(170) Objasnjenje za povecanu ucestalost UUC-a na
Tajvanu je tradicionalna kineska medicina i ingestije biljnih pripravaka koji u vecoj
ili manjoj mjeri sadrzavanj aristolohi¢nu kiselinu. Navedeno istrazivanje dokazalo
je povezanosti aduktata aristolohi¢ne kiseline i mutaciju onkogena p53. Sli¢no
istraZivanje provedeno je u naSem endemskom podrucju gdje su takoder u tkivu
bubrega i UUC-u nadeni adukti aristolohi¢ne kiseline i transferzija A:T onkogena
p53 koja se danas smatra specifichom mutacijom vezanom uz aristolohi¢nu
kiselinu i etiologiju EN. (146,23,24)

Medu nasim EN bolesnicima s UUC-om (46,8%) omjer spolova bio je nesto
vedi u korist zena (zena-55,8% i muskaraca-44,2%; odnosno 1,3:1) Sto ukazuje na
blagu prevagu u korist Zzena, §to je u suprotnosti s uc€estalo§¢éu UUC-a u opcoj
populaciji. Medutim treba skrenuti paznju na neujednacenost do sada objavjenih
podataka o incidenciji i stopi incidencije UUC-a u Hrvatskoj $to mozZzemo vidjeti iz
podataka prikupljenih u Registru za rak Republike Hrvatske za vremenski interval
od tri godine (2016.-2018.) gdje se incidencija UUC-a (C65 i C66) mijenjala prema
spolu. (162) Nasi rezultati pokazuju da je priblizno podjednak broj EN bolesnika s
UUC-om imao C65 (44,2%), odnosno C66 (55,8%) pri tome je 38,5% bolesnika
imalo samo C65, 48,1% bolesnika C66 dok je 13,4% bolesnika imalo oba
karcinoma. Nismo uoCili statistiCki zna€ajnu razliku u sijelu karcinoma i spolu
bolesnika iako je medu bolesnicima s obje vrste karcinoma bilo vise zena (72,4%
spram 28,6%) ali s obzirom na mali broj takvih ispitanika (N=7) razlika nije
dosegnula statistiCcku znacajnost. Provedena usporedba spola, dobi pojave bolesti

te prisustva UUC-a pokazala je da prije 65. godine zivota ceSée oboljevaju
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muskarci ali uo¢ena razlika nije dosegnula statisticku znacajnost (muskarci-64,3 %
spram zena-35,7%).

Usporedba raspodjele gena i alela HLA izmedu dvije podskupine EN
bolesnika (s i bez UUC-a) pokazala je razliku samo za gen HLA-B*27 koji je bio
statisticki znacajno ¢eS¢e prisutan medu EN bolesnicima s UUC-om. | haplotip
HLA-A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02 pokazao je statisticki zna€ajnu razliku izmedu
dvije podskupne EN bolesnika §to govori u prilog da ¢e bolesnici s ovim
haplotipom ¢&e8¢e razviti UUC. Prema nasSim saznanjima, kao i literaturnim
podacima o podloznosti ovog haplotipa HLA za razvoj bilo koje vrste karcinoma
nema. Usporedba EN bolesnika s UUC-om s kontrolom govori takoder u prilog
pozitivnoj povezanosti s haplotipom HLA-A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02
(P=0,0195; OD 7,83; 95% CI 1,39-44,04). Ovdje treba istaknuti i alel DRB1*04:02
koji je takoder pokazao pozitivnu povezanost s pojavom UUC-a medu EN
bolesnicima (P=0,0117; OD 3,65; 95% CI 1,33-10,02). Niti jedan alel/gen/haplotip
HLA nije se pokazao kao potencijalno zastitni za nastanak UUC-a medu EN
bolesnicima.

Vodedéi se podacima iz literature za razdoblje od 2000. do 2005. godine koje
govori da je srednja dob mus$karaca pri postavljanju dijagnoze UUC-a iz
endemskog podrucja Brodsko- posavske Zupanije bila 67 godina, a za Zene 75
godina i mi smo naSe ispitanike podijelili u dvije skupine. (171) Prvu podskupinu
sacinjavali su EN bolesnici kod kojih se bolest javila prije 65. godine zivota i one
kod kojih se boelst razvila nakon 65. godine Zivota. Medusobna usporedba dvije
podskupine nija dala statistiCki znacajne razlike, dok je usporedba EN bolesnika
kod kojih se bolest pojavila prije 65. godine Zivota s kontrolom ukazala na neke
rizicne faktore. Najve¢a P vrijednost uoCena je za alel HLA-DRB1*04:02
(P=0,0053; OD 4,23; 95% CI 1,54-11,68) a slijedio ga je haplotip HLA-
B*18~DRB1*11 (P=0,0065; OD 5,55; 95% CI 1,61-19,08) koji su se pokazali kao
podlozni za pojavu bolesti prije 65. godine Zivota. S druge strane ucestalost
haplotipa HLA-B*44~DRB1*16 je medu bolesnicima u kojih se EN javila nakon 65.
godine zivota je pokazala najvecu P vrijednost (P=0,0029; OD 11,34; 95% CI 2,29-
56,13).

Nadalje, u ovoj studiji prikazana je raspodjela gen/alela/haplotipova HLA
unutar skupine EN bolesnika s obzirom na prezivljenje od postavljanja dijagnoze

bolesti (<5 godina ili >5 godina). U istrazivanje su bili ukljuéeni ne samo bolesnici
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lije€eni od 2005.-2018. godine vec i oni EN bolesnici za koje smo mogli do¢i do
potrebnog materijala za testiranje, te je medijan pracenja bio 9 godina. Usporedba
podskupina EN bolesnika s obzirom na preZivijenje pokazala je razlike za nekoliko
alela na lokusu HLA-A i HLA-DRB1 (tablica 35), dok se medu haplotipovima HLA
opet istaknuo samo haplotip HLA-A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02 koji je bio ¢esc¢e
uocen medu onim EN bolesnicima kod kojih je prezivljenje bilo kraée od 5 godina.
Usporedba ove dvije podskupine EN bolesnika s obzirom na prezivljenje sa
zdravom kontrolom utvrdila je postojanje statistiCki zacajnih razlika (tablice 39 i
40). Najveca vrijednost P (P=0,0004) uocCena je za alel HLA-DRB1*04:02 medu
bolesnicima s prezivlienjem kra¢im od 5 godina $to ukazuje na ovaj alel kao
potencijalni prognosticki biljeg za loSiji ishod bolesti.

U ovom istrazivanju podskupinu EN bolesnika s UUC-om dodatno smo
podijelili s obzirom na petogodidnje prezivlienje od postavljanja dijagnoze (<5
godina (N=24) i >5 godina (N=28)), dobiveni rezultati su prikazani na slikama 8, 9 i
10. UoCenu razliku za povecanu ucestalost gena HLA-A*02 (P=0,0547) i haplotipa
HLA-B*44~B16 (P=0,0423) medu bolesnicima koji su zivjeli manje od 5 godina
nakon postavljanja dijagnoze svakako treba potvrditi na ve¢em uzorku. Razlog
tome leZi u dobro poznatoj €injenici da je polimorfizam HLA izuzetno velik i da bi
ispitivane skupine trebale brojiti minimalno sto ispitanika kako bi dali $ansu da se
pojave svi uobi¢ajeni geni HLA za istrazivanu populaciju. To je teSko izvedivo kada
su u pitanju neke rijetke bolesti ili pojedini oblici bolesti kod kojih se istrazuje
povezanost sa sustavom HLA. Stoga navedenu podskupinu EN bolesnika s UUC-
om, u kojoj smo analizirali i prezivljenje, nismo jo§ dodatno dijelili i s obziroma na
zivotu dob bolesnika i spol. Dodatnu podijelu bi bilo svakako zanimljivo napraviti u
buduc¢im, veéim istrazivanjima u koja bi bilo poZzeljno ukljuciti i bolesnike iz
endemskih podrucja izvan Hrvatske. Na takve dodatne podjele navode nas
objavljeni podaci o loSijoj prognozi UUC bolesnika starije zivotne dobi, odnosno da
je starija Zivotna dob statisticki znacajno povezana s loSijim op¢im prezivljenjem,
karcinom specificnim prezivljenjem kao i vremenom bez progresije bolesti.
(172,173) Navedeni radovi iznose i podatke da nije bilo statistiCki zna¢ajne razlike
s obzirom na spol ispitanika. Opsezna multicentricna studija iz 2009. godine
analizirala je veliku skupinu UUC bolesnika (N=1363) podvrgnutih radikalnoj
nefroureterektomiji (RNU) s obzirom na prezivljenje specificno za bolest i/ili

povratak tumora i spol. (174) Omjer spolova bio je 2,1:1 u korist musSkaraca, zene
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su bile starije Zivotne dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze, no nije nadena
statisticki znaCajna povezanost izmedu spola i povrata bolesti, odnosno
prezivljenja. (175) Sli¢na retrospektivnha studija iz 2011. godine koja je ukljucila
bolesnike s UUC-om iz Azije, Kanade i Evrope kod kojih je u€injena RNU takoder
nije otkrila povezanost s recidivom i /ili prezivljenjem specificnim za bolest prema
spolu i histopatoloSkim nalazom. (176) Nasuprot tome, rad autora iz Tajvana
prikazao je rezultate lijeCenja te postojanje razlike u prezivljenju i spolu kao
prognosti¢kim faktorom za UUC. (177) Medu nasSim EN bolesnicima s UUC-om
omijer spolova je bio 1,3:1 u korist Zena, s obzirom da je rije¢ o malim skupinama
unutar njih nismo pratili raspodjelu gena/alela/haplotipova HLA $to bi mozda bilo
dobro napraviti u slu¢aju vec¢ih skupina. lako dostupna literatura za neke druge
bolesti povezane s genima HLA nije nasla razliku u u€estalosti gena HLA izmedu
muskaraca i zena. (178-180)

Za dio EN bolesnika s UUC-om imali smo patohistoloSke nalaze o
invazivnosti karcinoma, dok nam za manji dio bolesnika takvi podaci nisu bili
dostupni. Razloga za to je vie, prvo svi EN bolesnici s UUC-om nisu bili operirani
u OB "Dr Josip Bencevic¢" te u njihovoj raspolozivoj medicinskoj dokumentaciji nije
bilo podataka, drugo zbog toga $to dio dostupne medicinske dokumnetacije nema
prate¢i patohistoloski nalaz, a tre¢e su oni bolesnici kojima je klasifikacija
karcinoma napravljena prema danas nevazecoj klasifikaciji, a zbog vremenskog
odmaka, materijala za novo klasificiranje viSe nije bilo. U cijeloj skupin bolesnika s
UUC-om, njih 59,5% imalo je invazivni oblik UUC-a (pT2, pT3, pT4) a neinvazivni
oblik UUC-a (pTa, pTia, pT1) imalo je 40,5% bolesnika. Razlika u invazivnosti
karcinoma izmedu mus$karaca i Zena nije dostigla statistiCku znacajnost iako je
unutar skupine muskaraca 75% njih imalo invazivni oblik, dok je taj postotak kod
Zena iznosio 52%. U svakom slu€aju bilo bi znaimljivo napraviti analizu
zastupljenosti gena/alela/haplotipova HLA na veéem uzorku koja bi ukljucila
invazivnost karcinoma i zivotnu dob te otkriti postoje li neki podlozni, odnosno
zastitni genetski ¢imbenici HLA. Povod za takav pristup su rezultati studije koji
iznose podatke da stadij i veci stupanj prosSirenosti bolesti su ¢es¢i u skupini UUC
bolesnika starije zivotne dobi te predstavljaju znaCajne prognosticke faktore u
petogodisnjem prezivljenju nakon RNU ili segmentalne ureterektomije. (181)

U rad smo ukljugili i skupinu od 52 zdrava srodnika od 20 EN bolesnika te

smo analizirali moguce prisustvo zastitnih, odnosno podloznih
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gena/alela/haplotipova HLA. Podlozni haplotipovi HLA koji bi mogli nositi rizik za
kasniji nastanak EN nadeni su kod pet zdravih srodnika mladih od prosjecne
Zivotne dobi kada se EN javlja, dok je Sest srodnika u dobi kad se bolest mogla
javiti ali su zdravi. Stoga ¢e u buducnosti biti zanimljivo pratiti i vidjeti korelaciju
izmedu nasih rezultata i zdravstvenog stanja svakog od njih, odnosno hocée li kod
mladih srodnika koji su pozitivni za biljege HLA koji su se pokazali kao podlozni za
razvoj endemske nefropatije do¢i do razvoja bolesti.

Na kraju mozemo reci da rezultati ovog istrazivanja ukazuju na postojanje
povezanosti polimorfizama HLA i EN. Jedna druga studija je takoder pokazala da
je regija kraceg kraka kromosoma 6 povezana s molekularnom patogenezom EN.
(33) U spomenutoj studiji sekvenciranjem 22000 gena unutar skupine EN
bolesnika doslo se do 3 moguca gena CELA1, HSPGN2 i KCNKS5 povezana s EN,
pri Eemu je potrebno naglasiti da je gen KCNK5 smjesten na kromosomu 6p21.2
vrlo blizu regije HLA. Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da je istraZivanje
povezanosti gena HLA i EN ne samo opravdano vec¢ bi ga bilo uputno i proSiriti i
na druge lokuse HLA (npr. HLA-C) Sto bi moglo pomoéi u rasvijetljavanju

povezanosti sustava HLA i endemske nefropatije.
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7. ZAKLJUCCI

1. Alel HLA-DRB1*04:02, tri haplotipa HLA-B~DRB1 (HLA-B*18~DRB1*11,
HLA-B*38~DRB1*04 i HLA-B*44~DRB1*16) kao i produzeni haplotip HLA-
A*02~B*18~DRB1*11 bili su statisticki zna€ajno ¢eS¢e uoceni u skupini EN

bolesnika $to upucuje da su podlozni za nastanak bolesti.

2. Aleli HLA-A*01:01, HLA-B*27:05 i HLA-B*57:01 bili su statisti¢ki znacajno
manje zastuplieni u skupini EN bolesnika, §to govori u prilog njihovoj

zastitnoj ulozi u razvoju bolesti.

3. Medusobna usporedba podskupina EN bolesnika s obzirom na prisustvo
UUC pokazala je razliku za haplotip HLA-A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02
koji je bio statistiCki znacajno ¢eSc¢e prisutan medu EN bolesnicima s UUC-
om u odnosu na bolesnike bez UUC-a.

4. Alel HLA-DRB1*04:02 i haplotip HLA-B*18~DRB1*11 pokazali su pozitivhu
povezanost s UUC-om medu EN bolesnicima te pojavom bolesti prije 65.
godine Zivota.

5. Medu EN bolesnicima kod kojih se bolest razvila nakon 65. godine Zivota
haplotip HLA-B*44~DRB1*16 pokazao se kao najrizi¢niji genetski cimbenik.

6. U skupini EN bolesnika koji su zivljeli krace od 5 godina od postavljanja
dijagnoze rizi€ni HLA &imbenici bili su alel HLA-DRB1*04:02 te haplotipovi
HLA-B*44~DRB1*16 i HLA-A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02, dok je rizi¢ni
¢imbenik medu EN bolesnicima koji su Zivljeli duZze od 5 godina bio haplotip
HLA-B*18~DRB1*11.
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8. SUMMARY

Title: The association of HLA region with endemic nephropathy and upper tract

urothelial carcinoma in Croatia
Name: Damir Dittrich

Endemic nephropathy (EN) is a chronic tubulointerstitial kidney disease in which
upper urothelial carcinoma (UUC) often occurs. The immune response and HLA
genes have been linked with a number of diseases. Aim of this study was to
analyze genes, alleles and haplotypes of HLA-A, -B and -DRB1 loci among EN
patients (N=111; 52 patients with UUC and 59 patients without UUC) in order to
investigate their possible role in EN etiology. In addition, analysis included 52
healthy relatives and 190 healthy unrelated individuals. HLA gene polymorphisms
were determined by polymerase chain reaction methods in combination with
oligonucleotides specific for HLA gene groups (PCR-SSO) or primers of specific
sequences (PCR-SSP). Significant differences in distribution of several HLA alleles
between EN patients and healthy controls were detected. The HLA-A*01:01,
B*57:01 and B*27:05 alleles were significantly less present, while HLA-
DRB1*04:02 allele appeared significantly more frequently among EN patients.
Positive corelation with the onset of EN and UUC was determined for HLA-
B*18~DRB1*11 and HLA-B*44~DRB1*16 haplotypes, and HLA-
A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02 extended haplotype. Differences in distribution of
alleles and haplotypes were also detected in correlation to age of disease onset
and survival. Obtained data demonstrate that investigated HLA loci could be
potential susceptibility/protection genetic markers for disesase development.
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9. SAZETAK

Naslov: Povezanost regije HLA s endemskom nefropatijom i karcinomom urotela

gornjega urotrakta u Hrvatskoj

Endemska nefropatija (EN) je kroni€na tubulointersticijska bolest bubrega kod koje
se Cesto javlja karcinom urotela gornjega urotrakta (UUC). Imunoloski odgovor, u
kojem kljuénu ulogu imaju geni HLA, povezan je s nastankom brojnih bolesti. Cil]
ovog rada bio je istraziti polimorfizam gena, alela i haplotipova lokusa HLA-A, -B i -
DRB1 u skupini nesrodnih EN bolesnika (N=111; 52 bolesnika s UUC i 59
bolesnika bez UUC) u svrhu otkrivanja njihove moguée povezanosti s EN.
Ispitana su i 52 zdrava srodnika i 190 zdravih nesrodnih osoba. Za odredivanje
polimorfizma HLA koristila se metoda lan¢ane reakcije polimerazom u kombinaciji
s oligunukleotidima specificnih sekvenci (PCR-SSO) ili poCetnicama specifi¢nih
sekvenci (PCR-SSP). Otkrivene su znacajne razlike u zastupljenosti pojedinih
alela HLA izmedu skupine EN bolesnika i zdrave kontrole. U skupini EN bolesnika
aleli HLA-A*01:01, B*57:01 i B*27:05 su bili zna€ajno manje zastupljeni, dok je alel
HLA-DRB1*04:02 bio znagajno ¢eSée prisutan. Pozitivna povezanost s pojavom
EN i UUC utvrdena je za haplotipove: HLA-B*18~DRB1*11 i HLA-B*44~DRB1*16
kao i produzeni haplotip HLA-A*26:01~B*38:01~DRB1*04:02. Otkrivene su razlike
u raspodijeli alela i haplotipova HLA s obzirom na dob pojave bolesti, kao i na
prezivljenje. Dobiveni rezultati ukazuju da su pojedini aleli i haplotipovi HLA

potencijalno podlozni, odnosno zastitni genetski ¢imbenici za razvoj bolesti.
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11. ZIVOTOPIS

Roden 20.12.1968. godine u Slavonskom Brodu gdje pohada osnovnu i
srednju Skolu. Po zavrSetku osnovnog i srednjeg obrazovanja upisao smijer
inZenjera biologije na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u
Zagrebu. Medicinski fakultet sveucilista u Zagrebu u prvoj generaciji pohadao po
SestogodiSnjem programu i diplomirao 1999. godine, a iste godine u prosincu
zapocinje pripravniCki staz u Opcoj bolnici "Dr. Josip Bencevic¢", Slavonski Brod
gdje do danas radi.

U sije¢nju 2001. polozio drzavni ispit, iste godine zapoceo specijalisticki
staz iz urologije. Specijalisticki ispit je polozio 2007. g.

U proteklom razdoblju do danas aktivan na podru¢ju znanosti posebno
vezano za endemsku nefropatiju i pojavnost tumora urotela koji su usko vezani za
tu bolest. Na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu od 2016. g. pohada
znanstveni poslijediplomski studij "Biomedicina i zdravstvo", a od 2018. g.
subspecijalist je iz uroloSke onkologije.
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