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POPIS OZNAKA | KRATICA

ACE - angiotenzin konvertiraju¢i enzim

ACMG - Americki fakultet medicinske genetike i genomike (engl. American College of
Medical Genetics and Genomics)

ACTN4 — gen za aktinin a4

ADAS - autosomno dominantan Alportov sindrom

AMP - Udruga za molekularnu patologiju (engl. Association for Molecular Pathology)
ANLN — gen za anilin

ARAS - autosomno recesivan Alportov sindrom

ARHGAP24 — gen za protein koji aktivira Rho gvanozin trifosfatazu

ARHGDIA — gen za inhibitor a koji disocira Rho gvanozin difosfat

AS - Alportov sindrom

BMI - indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

CD2AP — gen za protein povezan s CD2

CKD - kroni¢na bubrezna bolest (engl. chronic kidney disease)

CKD-EPI - Suradnja u epidemiologiji kroni¢ne bubrezne bolesti (engl. Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration)

COL4 - kolagen IV

COL4A3 - a3 lanac kolagena IV

COL4A3 - gen za a3 lanac kolagena IV

COL4A4 - a4 lanac kolagena IV

COL4A4 - gen za o4 lanac kolagena IV

COLA4AS5 - a5 lanac kolagena IV

COL4AS - gen za a5 lanac kolagena IV

eGFR - procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration
rate)

EM - elektronska mikroskopija

ESRD - zavr$ni stadij bubrezne bolesti (engl. end stage renal disease)

FSGS - fokalna segmentalna glomeruloskleroza

GBM - glomerularna bazalna membrana



GFB - glomerularna filtracijska barijera

H&E - hemalaun — eozin

HGMD - Baza podataka mutacija ljudskog gena (engl. The Human Gene Mutation
Database)

HGVS - Drustvo za varijacije ljudskog genoma (engl. Human Genome Variation Society)
IF — imunofluorescentna mikroskopija

IFTA - intersticijska fibroza i tubularna atrofija

INF2 — gen za obrnuti formin 2

KDIGO - Organizacija za poboljSanje globalnih ishoda u bubreznim bolestima (engl.
Kidney Disease: Improving Global Outcomes)

LAMAS — gen za a5 podjedinicu laminina

LAMB2 — gen za 32 podjedinicu laminina

MYOL1E — gen za miozin 1E

NGS - sekvenciranje nove generacije (engl. next-generation sequencing)

NPHS1 — gen za nefrin

NPHS2 — gen za podocin

PAS - histokemijsko bojenje Perjodna kiselina, Schiffov reagens

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

PAX2 — gen za Pax-2 protein

PLCE1 — gen za fosfolipazu C € 1

RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

SM - svjetlosna mikroskopija

SRNS - steroid rezistentni nefrotski sindrom

TBMN - nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana (engl. thin basement
membrane nephropathy)

TKM - histokemijsko bojenje Masson trikrom

TRPC6 — gen za kationski kanal prijelaznog receptora ¢lan 6 obitelji C

VUS - varijanta nepoznatog znacaja (engl. variant of uncertain significance)

WT1 — gen za WT1 transkripcijski ¢imbenik

XAS - X-vezani Alportov sindrom



1. UVOD | SVRHA ISTRAZIVANJA

1.1. Glomerularna filtracijska barijera i kolagen tipa IV

Glomerularnu filtracijsku barijeru (GFB) c&ine endotel kapilara, glomerularna
bazalna membrana (GBM) i visceralni epitel odnosno podociti, a selektivho je propusna
za molekule plazme i to po principu veli€ine i naboja molekule (sl. 1).
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Slika 1. Struktura glomerularne filtracijske barijere (preuzeto i prilagodeno prema Rheault MN,
Gbadegesin RA. The Genetics of Nephrotic Syndrome. J Pediatr Genet. 2016 Mar;5(1):15-24.) (1).

Podociti su visoko diferencirane stanice koji se sastoje od tijela stanice, primarnih

nastavaka i sekundarnih nastavaka (tzv. nozice podocita). Nozice podocita se



medusobno isprepli¢u i prekrivaju vanjsku povrSinu GBM-a, a izmedu nozica se nalazi

filtracijska pukotina (sl. 2).
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Slika 2. Glomerularna filtracijska barijera. Strelice prikazuju filtracijske pukotine izmedu nozica podocita. E

— jezgra endotelne stanice. G — glomerularna bazalna membrana. P — nozice podocita. EM 50 000 x.

Filtracijska pukotina je struktura koju €ini mreZa proteina koju kodiraju geni kao $to
su NPHS1, NPHS2, PLCE1, TRPC6 i CD2AP, a koji su medusobno povezani Cinedi
pravokutne pore dimenzija priblizno 4 x 14 nm u presjeku i 7 nm u duljini. Navedeni
proteini su povezani s proteinima citoskeleta susjednih nozZica podocita koje kodiraju geni
ACTN4, ANLN, ARHGAP24, ARHGDIA, INF2 i MYOLE i na taj nacin ¢ine kontinuiranu
strukturu koja regulira prolaz molekula preko GFB-a (1-3).

GBM je kompleksna struktura koja C¢ini podlogu endotelnim stanicama s
intrakapilarne strane i podocitima s urinarne strane, a gradena je od umreZenih
makromolekula kao $to su kolagen tipa IV (COL4), laminin, nidogen i sulfatizirani
proteoglikani (4). Najbitnija komponenta GBM-a je COL4, trimer koji nastaje
kombinacijom tri od mogucih Sest a lanaca. Geni COL4A1 i COL4A2 se nalaze na dugom
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kraku trinaestog kromosoma i kodiraju lance a1 i a2, COL4A3 i COL4A4 se nalaze na
dugom kraku drugog kromosoma i kodiraju lance a3 i a4, a COL4A5 i COL4AG6 se nalaze
na dugom kraku X kromosoma i kodiraju lance a5 i a6 (4, 5). lako je mogu¢ veliki broj
kombinacija ovih $est a lanaca, u bazalnim membranama nalazimo samo tri kombinacije:
alala2, a3o4a5 i abab5a6 (sl. 3). Kolagen tipa IV u GBM dominantno je graden od

a3a4ab trimera.
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Slika 3. Organizacija gena za lance kolagena IV i struktura razli€itih trimera kolagena IV (preuzeto i
prilagodeno prema Khoshnoodi J, Pedchenko V, Hudson BG. Mammalian collagen IV. Microsc Res Tech.
2008 May;71(5):357-70.) (6).

Svih Sest lanaca kodira 50 egzona, a gradeni su od 1600 aminokiselina. Svaki a
lanac na jednom kraju sadrzi N-terminalnu 7S domenu sacinjenu od 25 aminokiselina, a
na suprotnom C-terminalnom kraju nekolagenu domenu sacinjenu od 230 aminokiselina.
Izmedu se nalazi kolagena domena sacinjena od 1400 aminokiselina, a sadrzZi
karakteristiCne Gly-X-Y sljedove $to je osobitost svih tipova kolagena. Unutar kolagene

domene nalazi se 22 do 26 prekida koji ¢ine molekulu kolagena tipa IV fleksibilnijom Sto



omogucuje stvaranje kolagene mreze te sluZze kao podrucja medulananog umrezavanja

I povezivanja sa stanicama (7-9).

1.2. Alportov sindrom

Alportov sindrom (AS) je genetski poremecaj strukture GBM-a uzrokovan
varijantama gena COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 odgovornima za sintezu a3, a4 i a5
lanaca COL4 (4, 10-12). Klinicka slika varira u dobi pojave i tezini simptoma te brzini
progresije bolesti, Sto ovisi o vrsti i lokaciji patogene varijante te obliku nasljedivanja.
Starija literatura navodi prevalenciju AS-a od 1 : 5000, medutim, to nije sasvim precizno
(13). AS je prvi opisao Arthur Cecil Alport 1927. godine (14), a da se radi o strukturnom
poremecaju koji zahvac¢a GBM su ustanovili Spear i Slusser 1972. godine pomocu
elektronskog mikroskopa (EM) (15). Genetski ¢imbenik kao uzrok AS-a su prvi opisali
Barker i suradnici 1990. godine kada su objavili da je X-vezani AS (XAS) posljedica
varijanata gena COL4A5 (16). Nedugo nakon toga je dokazano da i autosomne varijante
gena COL4A3 i COL4A4 uzrokuju AS (17, 18).

Za AS ne postoji potpuno adekvatna terapija. Dosadasnja istrazivanja su pokazala
da rana dijagnoza i empirijska primjena inhibitora angiotenzin konvertirajuceg enzima
(ACE inhibitori) smanjuje proteinuriju i usporava progresiju bolesti (19, 20).

NajceSci uzrok (65 %) AS-a su varijante gena COL4A5 na X kromosomu (21). To
je klasiéni ili XAS koji se klini¢ki o€ituje hematurijom sa ili bez epizoda makrohematurije.
Ostali znakovi bolesti su senzorineuralni gubitak sluha za tonove visokih frekvencija,
oftalmoloSke promjene (prednji lentikonus, makularne pjege, kornealne endotelne
vezikule, rekurentne kornealne erozije i katarakte), proteinurija, hipertenzija i kona¢no,
zatajenje bubrega (7, 8, 12, 22, 23). Gubitak sluha se javlja u 70 %, a lentikonus u 30 %
bolesnika do 4. desetljeCa Zivota (24). Zbog modaliteta nasljedivanja u muskaraca se
simptomi javljaju u ranijoj dobi u odnosu na Zene te su izraZeniji. U 60 % bolesnika do 30.
godine Zivota dolazi do progresije u kroni¢nu bubreznu bolest (CKD, engl. chronic kidney
disease), a u 90 % do 40. godine, uz pretpostavku da nije bilo terapijske intervencije (21).
U pocetnom stadiju bolesti svjetlosna mikroskopija (SM) je uredna, a kasnije su uocljive
promjene kao $to su segmentalna skleroza glomerula, intersticijska fibroza i tubularna

atrofija te pojava pjenusavih makrofaga u intersticiju (sl. 415) (8, 12, 13, 25).



Slika 4. A) Glomerul uredne morfologije u bolesnika s AS-om. PAS 400 x. B) Segmentalna skleroza u
glomerulu bolesnika s AS-om. PAS 400 x. C) Potpuno vezivno promijenjen glomerul u bolesnika s AS-
om. PAS 400 x.
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Slika 5. Kroni¢ne promjene u bolesnika s uznapredovalim AS-om; A) Izrazena intersticijska fibroza i
tubularna atrofija. PAS 100 x. B) Brojne nakupine pjenu$avih stanica u intersticiju. Trikromno bojenje po
Massonu 200 x. C) Hijalinoza arteriole u cijelom opsegu stijenke. PAS 400 x.

Glavna ultrastrukturna obiljezja, vidljiva pomoc¢u EM-a, su izmjene tankih dijelova
i zadebljanja GBM-a, fragmentacija i lameliranje GBM-a, pojava sitnih granula unutar
GBM-a te nepravilnost vanjske konture GBM-a (sl. 6) (5, 26-29).



Slika 6. Ultrastrukturne promjene GBM-a karakteristicne za AS. Stanjenja i zadebljanja GBM te
lameliranje (strelice). EM 8 000 x.

Gotovo sve bolesnice (95 %) s XAS-om imaju hematuriju, a veéina (75 %) s
vremenom razvije i proteinuriju, 40 % gubitak sluha, a 12 % do 30 % razvije CKD u dobi
od 40 do 60 godina (21, 24, 30-32).

Autosomno dominantni AS (ADAS) se javlja u 20 %, a autosomno recesivni AS
(ARAS) u 15 % oboljelih (21). Uzrok su varijante u COL4A3 i/ili COL4A4 genu. | muskarci
i Zene s ARAS-om imaju podjednako izrazene simptome, slicne muskim bolesnicima s
XAS-om. Na ARAS treba posumnjati ukoliko je bolest sporadi¢na te se javlja u jednoj
generaciji, u obiteljima gdje su muski i zenski Clanovi zahvaceni jednakom ucestaloScu i
izrazenos¢u simptoma te u slu¢aju konsangviniteta (24, 33). Bolesnici s ADAS-om imaju
varijabilnu klinicku sliku neovisno o spolu, od izolirane hematurije do razvoja fokalne
segmentalne glomeruloskleroze (FSGS) i kasnije progresije u zavrsni stadij bubrezne
bolesti (ESRD, engl. end stage renal disease) (34-36).

Termin ADAS je joS uvijek predmet rasprave. U novijoj literaturi se spominju
digenski i tzv. sloZeni (engl. compound) heterozigotni oblici nasljedivanja. Digenski oblici

podrazumijevaju nasljedivanje primarne, patogene varijante u jednome od gena za lance



COL4 i dodatne varijante u nekom drugom lancu COLA4 ili u genima koji kodiraju proteine
za GFB-a. SloZeni heterozigoti podrazumijevaju nasljedivanje dviju varijanti unutar istog
gena u kojemu je prisutna patogena varijanta. U oba sluaja smatra se da dodatna
patogena i/ili varijanta nesigurnog znacaja mozZe pridonijeti izraZenijoj klinickoj slici s

pojavom simptoma izvan bubrega i ranijom pojavom FSGS-a te progresijom u ESRD (37).

1.3. Nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana

Glavna klinicka karakteristika nefropatije tankih glomerularnih bazalnih membrana
(TBMN) je perzistentna mikroskopska hematurija sa samo povremeno pridruzenom
proteinurijom (38, 39). Naj¢eS¢i nalaz na SM-u je normalna histologija glomerula, a na
EM-u difuzno stanjena GBM-a (sl. 7) (40).

Slika 7. Difuzno, jednoliko stanjena glomerularna bazalna membrana. EM 8 000 x.



U viSe istrazivanja uoCena je korelacija TBMN-a s heterozigotnim COL4A3 i/ili
COL4A4 varijantama i benignom obiteljskom hematurijom (10, 41-46). Medutim, novija
istraZivanja su pokazala da nisu svi heterozigotni nosioci COL4A3 i/ili COL4A4 varijanti
imali benigan tijek bolesti, ve¢ su pojedinci imali progresivan tijek s hematurijom,
hipertenzijom i CKD-om (17, 18, 47-49). Rezultati tih istraZivanja su pokazali da Ce se
kod odredenog broja bolesnika razviti FSGS s progresijom u CKD (50-54). Neki autori za
takve pacijente koriste naziv ADAS. Drugi pak smatraju da je bolje Kkoristiti naziv TBMN.
Argumenti koriStenja TBMN-a kao termina su Cinjenica da vecina pacijenata iz te skupine
nema gubitak sluha, oftalmoloSke promjene ili lameliranje GBM-a, da je vjerojatnost
progresije u CKD niska te da bi postavljanje dijagnoze AS-a imalo nepotreban negativan
psiholoski utjecaj na pacijenta zbog svih komplikacija koje se opisuju uz AS, a u vecine
tih bolesnika ¢e bubrezna funkcija ostati normalna (8, 24, 55). Stoga su Savige i suradnici
u svojim smjernicama odbacili termin ADAS te se priklonili terminu TBMN iako prepoznaju
nedostatke ovakve terminologije (55). Druga grupa stru€njaka zagovara klasificiranje
heterozigotnin COL4A3 i/ili COL4A4 varijanti kao autosomni AS s ciliem redefiniranja
termina TBMN-a, smatraju¢i kako je prisutnost tankih membrana samo patoloska
promjena prisutna kod nekih pacijenata s XAS-om, ARAS-om i heterozigotnim COL4A3
i/ili COL4A4 varijantama (35).

1.4. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza

FSGS je histoloSka lezija koja se na svjetlosnoj mikroskopiji uzoraka biopsije
bubrega vidi kao prisutnost skleroze u dijelovima nekih glomerula (56). FSGS, kao
zasebni kliniCko-patoloski entitet, postoji od 1970. godine (57). S vremenom je uo¢eno da
razli¢iti morfolo$ki tipovi FSGS-a imaju razli€ito prognostiCko znacenje i zahtijevaju razliit
terapijski pristup. S ciliem standardiziranja kriterija patoloSke klasifikacije, D'Agati i
suradnici su 2003. godine na Kolumbijskom sveuciliStu predlozili radnu klasifikaciju

morfoloskih tipova FSGS-a i odredili uklju€ujuce i isklju€ujuce kriterije za svaki tip (sl. 8).
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Slika 8. Algoritam i kriteriji za dijagnozu tipova FSGS-a prema Kolumbijskoj klasifikaciji. Prilagodeno
prema shemi Fogo AB, Kashgarian M. Diagnostic Atlas of Renal Pathology. 3. izd. Philadelphia (PA):
Elsevier Inc.; 2017 (58).

Prema toj klasifikaciji postoji pet tipova FSGS: klasi¢ni (bez drugih osobitosti),

perihilarni, celularni, vréni i kolapsni (sl. 9) (59-61).
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Slika 9. Histoloski tipovi FSGS-a prema Kolumbijskoj klasifikaciji. A) Kolapsni tip. PAS 400 x. B) Vr3ni tip.
PAS 400 x. C) Celularni tip. PAS 400 x. D) Perihilarni tip. PAS 400 x.

Prema etioloSkoj klasifikaciji postoje Cetiri oblika FSGS-a: primarni, sekundarni,
genski i FSGS neodredenog uzroka (62). Primarna FSGS je podocitopatija uzrokovana
jos neidentificiranim cirkuliraju¢im ¢imbenikom koji ima Stetan ucinak na podocite. Tipi¢an
nalaz je difuzni gubitak nozica podocita na EM-u (sl. 10) te kliniCki teSka proteinurija i

nefrotski sindrom. Primarna FSGS dobro odgovara na imunosupresivnu terapiju (63).
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Slika 10. Stanjena glomerularna bazalna membrana te difuzni gubitak nozica podocita kod bolesnika s
primarnim FSGS-om udruzenim s nalazom TBMN-a. EM 8 000 x.

Sekundarno se FSGS javlja kao posljedica glomerularne hiperfiltracije, djelovanja
toksina ili smanjenja ukupnog broja glomerula. Sekundarnu FSGS obiljezava fokalni
gubitak nozica podocita te kliniCki subnefrotska proteinurija bez jasnog nefrotskog
sindroma. LijeCenje sekundarne FSGS podrazumijeva uklanjanje uzrocnog Cimbenika,
smanjenje hemodinamskog opterecenja glomerula, smanjenje tjelesne mase i smanjenje
proteinurije obi¢no uz koristenje ACE inhibitora (64). Pojam 'genska FSGS' nastao je kao
posljedica otkrica gena Ciji se proteinski produkti nalaze unutar podocita i GBM-a pa
njihove varijante dovode do ostec¢enja GFB-a s posljedicnom proteinurijom (1-3, 65, 66).
Klinicke manifestacije se razlikuju po Zivotnoj dobi u kojoj po€inju simptomi, penetraciji
gena, (ne)prisutnosti nefrotskog sindroma te progresiji u CKD. Genska FSGS se
uglavnom javlja u djetinjstvu, ali je moguca pojavnost i u odrasloj dobi. Otkriveno je vise
od 50 gena (npr. NPHS1, NPHS2, LAMB2, LAMA5, PLCE1, MYO1E, ACTN4, WT1,
CD2AP, TRPC6, ANLN, INF2, PAX2) povezanih s monogenskom FSGS ili steroid
rezistentnim nefrotskim sindromom (SRNS). Identifikacija gena uklju¢enih u nastanak
SRNS-a istaknula je podocite i GFB kao primarno mjesto patogeneze SRNS-a (1, 67,
68).
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Zadnjih godina su identificirane COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 varijante kod
pacijenata s genskom FSGS (51, 53, 68-71). lako se TBMN, uzrokovana autosomnim
COL4 varijantama, godinama smatrala benignim poremecéajem s dugoro€no odlichom
prognozom, nekoliko publikacija uvjerljivo pokazuju da to nije to¢no (17, 18, 49). Rezultati
tih studija pokazuju da je odreden broj pacijenata razvio proteinuriju i FSGS te progredirao
u CKD (50). Deltas i suradnici su u istrazivanju iz 2007. godine opisali 116 bolesnika iz
13 obitelji s Cipra sa simptomima od izolirane hematurije do CKD-a. Ucinjeno je 20
biopsija bubrega kojima je potvrdena FSGS na SM-u i TBMN na EM-u. Sekvenciranje
tada poznatih gena povezanih s genskom FSGS-om dalo je negativne rezultate pa je
dodatno ucinjeno sekvenciranje COL4A3, COL4A4 i COL4AS5 gena. U 70 % pacijenata
bila je prisutna heterozigotna varijanta u COL4A3 ili COL4A4 genu Cime je potvrdena
dijagnoza TBMN-a udruzenog s FSGS-om. Tome u prilog iSla je i €injenica da na EM-u,
osim jednoliko stanjenih GBM-a, nije bilo znakova AS-a. Takoder, pacijenti nisu imali
potesSkoca s vidom i sluhom $to bi takoder upucivalo na AS. Daljnjim pracenjem utvrdeno
je da je kod 38 % bolesnika doSlo do progresije u CKD, a kod 19,5 % u ESRD. Unutar
iste skupine, u ispitanika starijih od 51 godinu, u njih 80 % je doslo do progresije u CKD,
au 46 % u ESRD. Zakljucili su da je hematurija jedini znak bolesti do otprilike 3. desetljeca
Zivota nakon ¢ega se javlja proteinurija, a nakon 50. godine Zivota uz hipertenziju, javljaju
se i znakovi CKD-a s kona¢nom progresijom u ESRD (49). Ista skupina je kasnije opisala
250 bolesnika iz 68 obitelji s Cipra, a istrazivanje je polucilo slicne zakljucke. Autori
smatraju da kod bolesnika s COL4 varijantom i nalazom FSGS-a na SM-u i/ili izrazenijom
klinickom slikom postoji dodatna, neprepoznata varijanta, genski modifikator ili neki drugi
¢imbenik koji je uz COL4 varijantu sinergistiCki odgovoran za razvoj tezeg fenotipa (50).
Gast i suradnici su otkrili COL4 varijante u 38 % obitelji s genskom FSGS i 3 % sa
sporadicnom FSGS, a viSe od pola varijanti zahvacalo je COL4A5 gen. Pacijenti s COL4
varijantama su bili mlade dobi kod pojave simptoma te su ¢eSce imali pozitivhu obiteljsku

anamnezu, hematuriju i abnormalnosti GBM-a (51).

12



1.5. Poremecaji Alportovog spektra

U zadnjih 20 godina istrazivanja AS-a i TBMN-a usmjerena su na genotip-fenotip
korelaciju. Nekoliko istrazivanja je opisalo Citav spektar fenotipa uzrokovanih COL4A5
varijantama (istrazivanje genotip-fenotip korelacije za XAS) te utvrdilo da lokacija i tip
varijante u velikoj mjeri odreduju tijek kliniCke slike (intenzitet, brzina progresije do CKD-
a) (31, 72-74).

Miner je 2014. godine napisao da je COL4A3, COL4A4 i COL4AS varijante, koje
imaju klinicki razliCite, a ultrastrukturno sli€éne manifestacije, najbolje shvatiti kao spektar
AS-a. To bi obuhvatilo sve poremecaje koji se na jednom kraju spektra o€ituju kao
benigna obiteljska hematurija (bez posljedi¢nog u€inka na funkciju bubrega), a na drugom
kao klasi¢ni AS s nedetektabilnim COL4 u GBM-u, konacnom progresijom u CKD,

sludnim i vidnim smetnjama - te sve izmedu tih dviju krajnosti (sl. 11).

TBMN s proteinurijom; FSGS, CKD s blagim ili Rana ESRD, poremecaji
mogucéa progresijau odsutnim nebubreZnim sluhai vida (A3/A4 -/- ili
CKD (A3/A4 +/-) simptomima (A3/A4 +/-) +/-; A5 -/Y)

Zene nositeljice X vezanog
»Benigna” obiteljska AS (s bubreznimi
hematurija (A3/A4 +/-) nebubreZnim simptomima)
(A5 +/-)

Kasna ESRD, varijabilni
poremecaji sluhai vida
(A3/A4 -/-ili +/-; A5 -/Y)

Slika 11. Poremecaji Alportovog spektra (preuzeto i prilagodeno prema Miner JH. Pathology vs.
molecular genetics: (re)defining the spectrum of Alport syndrome. Kidney Int. 2014;86(6):1081-3) (11).

S obzirom da varijanta koja uzrokuje hematuriju kod nekog pojedinca moze u
drugoga uzrokovati progresivhu bubreznu bolest, Miner je takoder izjavio da bi
klasifikacija tih poremecaja u odredene dijelove spektra AS-a bila korisna za kliniare, ali
i za pacijente i njihove obitelji kako bi bili upoznati s realnim rizikom bubrezne bolesti (11).

Savige i suradnici su 2018. godine objavili smjernice u kojima navode da kod
heterozigotnih COL4A3 i COL4A4 varijanti Cesto nece doci do lameliranja GBM-a i

progresije u CKD, ali je fenotip i dalje varijabilan. Kod bolesnika koji razviju CKD, uzrok
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tezeg fenotipa moze biti dodatna, neprepoznata varijanta u COL4 genima, ali i drugim
genima koji kodiraju proteine GFB-a i podocita, zatim neka druga bolest glomerula (npr.
IgA nefropatija, FSGS) ili ostali komorbiditeti (hipertenzija, dijabetes, pretilost, lijekovi)
(36). Ista skupina znanstvenika spominje da i nedostatak protektivnih ¢imbenika (fiziCka
aktivnost, umjeren unos soli i proteina mesnog porijekla, odrzavanje BMI-a ispod 25
kg/m?, izbjegavanje pusenja i odrzavanje krvnog tlaka) moze biti razlog tezeg fenotipa
(75). 1z navedenih razloga, jedan heterozigotni ¢lan obitelji moZe progredirati u CKD, a
drugi, s istom varijantom, ne mora. Smatraju da se termin ADAS ne bi trebao koristiti dok
se ne istraze navedeni Cimbenici, a preferiraju termin TBMN (55).

Novija istrazivanja pokazuju da bi varijante u genima povezanima s genskom
FSGS mogli imati utjecaj na varijabilnost fenotipa kod heterozigota s istim varijantama
COL4A3 ili COL4A4 gena (76-80). U zdravim bubrezima podociti vrsto prianjaju na GBM
kako bi odoljela filtracijskom tlaku i na taj nacin odrzavaju GFB (81). Glomerularno
oStecenje dovodi do dediferencijacije podocita, gubitka nozica i nastanka FSGS-a (82).
COL4, kao glavna komponenta GBM-a, odrzava cjelovitost i funkciju GFB-a pa ¢e gubitak
a3, a4 ili a5 lanca uzrokovati nestabilnost GBM-a i veée opterecenje podocita (83, 84).
Ako uz gubitak COL4 lanca postoji dodatna varijanta gena koji kodira proteine GFB-a i
podocita, ona ¢e doprinijeti teZzem fenotipu i nastanku FSGS-a (85-89). IstraZivanja
Voskaridesa, Stefanoua i suradnika pokazala su da genski modifikatori doista imaju ulogu
u ostecenju bubrega kod bolesnika s COL4 varijantama. Opisali su dvije varijante gena
NPHS2 (p.Arg229Gin i p.Glu237Gin) koji kodira podocin, protein GFB-a funkcionalno
povezan s nefrinom, a Cije varijante dovode do SRNS-a. Pokusi u stani¢nim kulturama
pokazali su da oSteceni podocin ima slabiju interakciju s ostalim komponentama GFB-a i
ometa fizioloSki promet molekula preko GFB-a (76, 78). Opisali su i varijantu u genu
NEPH3 koji kodira filtrin, takoder protein GFB-a, a koja predstavlja poviSeni rizik za
progresiju u CKD u bolesnika s COL4 varijantama (80). Istrazivanja Fresea i sur. te
Bullicha i sur. dala su slicne rezultate na temelju kojih su zakljucili da varijante gena koji
kodiraju proteine GFB-a i podocita kod bolesnika s COL4 varijantom doprinose dodatnom

ostecenju bubrega, razvoju FSGS i ranijoj progresiji bolesti u CKD (89, 90).
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1.6. Uloga genske analize u dijagnostici i prognozi poremecaja

Alportovog spektra

Metoda sekvenciranja nove generacije (NGS od engl. next-generation
sequencing) zlatni je standard u dijagnostici poremecaja Alportovog spektra. Za razliku
od prijasnjih metoda, NGS omogucuje paralelno sekvenciranje viSe gena, a danas je u
primjeni i sekvenciranje Citavih egzona i genoma. Takoder, NGS omogucuje otkrivanje
novih, potencijalno patogenih varijanti u genima za koje se dosad nije znalo sudjeluju li u
patogenezi odredenih bolesti, identifikaciju gena modifikatora i digenskih oblika
nasljedivanja patogenih varijanti (17, 50, 91). Biopsija bubrega daje uvid u stanje tkiva
bubrega bolesnika, a sekvenciranje gena otkriva konkretnu varijantu kao uzrok bolesti,
njen polozaj u genomu te vrstu i u€inak koji ima na protein kojeg kodira zahvaceni gen.
Detaljan uvid u genetsku podlogu poremecaja omogucuje bolje razumijevanje fenotipa

bolesti kao i bolji terapijski i prognosticki pristup svakom pojedinom bolesniku (33).

1.7. Svrha istrazivanja

Ovim istrazivanjem utvrdit ¢e se kliniCke, patohistoloSke i genetske osobitosti
bolesnika s TBMN-om udruzenim s FSGS-om te ¢e se omoguditi bolji uvid u genetsku
podlogu poremecaja i histoloSka obiljeZja bubrega bolesnika uz potencijalno otkrivanje i
opisivanje novih varijanti povezanih s Alportovim spektrom poremecaja. Razumijevanje
utjecaja odredene varijante na tezinu i tijek bolesti je osnova adekvatnog terapijskog i
prognostickog pristupa bolesnicima kao i osnova za daljnja istraZivanja terapijskih

intervencija.
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2. HIPOTEZA

Bolesnici s nefropatijom tankih glomerularnih bazalnih membrana udruzenom s
fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom imaju tezi klinicki tijek bolesti u odnosu na
bolesnike s izoliranom nefropatijom tankih glomerularnih bazalnih membrana, a to je

djelomice uvjetovano vrstom i teZzinom varijante kolagena IV.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Opéi cilj je utvrditi kliniCke, patohistoloSke i genetske karakteristike bolesnika s

TBMN-om udruzenim s FSGS-om.

o g bk~ w

3.2. Specifiéni ciljevi

Identifikacija bolesnika s TBMN-om i s TBMN-om udruzenim s FSGS-om
pregledom registra bubreznih biopsija Odjela za nefropatologiju i elektronsku
mikroskopiju KliniCkog zavoda za patologiju i citologiju KB Dubrava.

Odredivanje ucestalosti izoliranog TBMN-a i TBMN-a udruzenog s FSGS-om u
registru bubreznih biopsija Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju,
KB Dubrava.

Prikupljanje klini¢kih i patohistoloskih podataka identificiranih bolesnika.

Mijerenje debljine GBM-a standardiziranom metodom.

Kreiranje rodoslovnih stabala obitelji ukljucenih ispitanika.

Provodenje genetskog testiranja ispitanika sekvenciranjem sljedece generacije za
varijante gena COL4A3, COL4A4 i COL4AS.

7. Analiza rezultata genetskog testiranja i opis novih varijanti.

8. Provodenje genotip-fenotip korelacije.

9. Usporedba podataka istraZivanih skupina ispitanika.
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4. ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je provedeno u sklopu istrazivackog projekta ,,Genotip-fenotip korelacija
u Alportovom sindromu i nefropatiji tankih glomerularnih bazalnih membrana“ koje je
financirala Hrvatska Zaklada za Znanost (IP-2014-09-2151). Istrazivanje je odobrilo
EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (broj: 380-59-10106-15-
168/181, klasa: 641-01/15-02/01).

4.1. ldentifikacija ispitanika i prikupljanje podataka

Ispitanici su identificirani pretragom registra bubreznih biopsija Odjela za
nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klinickog zavoda za patologiju i citologiju
KliniCke bolnice Dubrava, Klinickog zavoda za patologiju i citologiju Klinickog bolnic¢kog
centra Zagreb te Zavoda za patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Biopsije bubrega uklju¢enih pacijenata ucinjene su u razdoblju od 1988. do 2019. godine.
Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine. Ukljucni kriterij za prvu skupinu ispitanika (Skupina
A) je nalaz TBMN-a na EM-u, a za drugu skupinu (skupina B) nalaz TBMN-a na EM-u i
prisutnost FSGS-a na SM-u. Nalaz TBMN-a je odreden prema rasponu uredne debljine
GBM-a Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klinickog zavoda za
patologiju i citologiju Klini€¢ke bolnice Dubrava (92). Iskljuéni kriterij za obje skupine bilo
je prisustvo imunih depozita u imunofluorescentnoj mikroskopiji (IF) i/ili EM-u. Uklju¢eno
je ukupno 100 ispitanika, od ¢ega je 68 svrstano u skupinu A, a 32 u skupinu B. Nakon
identifikacije, ispitanike se kontaktiralo, obrazloZena im je svrha istrazivanja te su potpisali
informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Informirane pristanke za maloljetne
ispitanike potpisali su njihovi roditelji ili skrbnici. Za potrebe genetske analize, ispitanicima
je uzet uzorak od 5 ml periferne krvi.

Nakon identifikacije su skupljeni svi dostupni klini¢ki podaci (dob pojave prvih
simptoma, prisutnost hematurije i proteinurije, kliniCki sindrom, podaci o bubreznoj
funkciji, poremecaji sluha i vida, podaci o pusenju, hipertenziji, dijabetesu i ostalim

komorbiditetima, podaci o pracenju bubrezne funkcije) i patohistoloski podaci (dijagnoza

18



na temelju patohistoloSkog nalaza, postotak globalne i segmentalne glomeruloskleroze,
postotak i stupanj intersticijske fibroze i tubularne atrofije, prisutnost upale i pjenusavih
makrofaga u intersticiju, stupanj kroni¢nih promjena na arterijama i arteriolama).

Kriterij za mikrohematuriju bio je nalaz barem 5 eritrocita na vidnom polju s
povecanjem 400 x. Proteinurija je definirana kao pozitivan rezultat testa trakicom ili
proteinurija ve¢a od 300 mg u 24-sathom urinu. Kategorija klini¢ki sindrom odnosila se
na skupinu simptoma i znakova kojima se bolest kliniCki o€itovala, a ukljuCuje: izoliranu
hematuriju i/ili proteinuriju, nefrotski sindrom, kroni¢ni nefriticki sindrom i nespecificirano
oStecCenje bubrega (zatajenje bubrega nepoznate etiologije). Vrijednosti procijenjene
brzine glomerularne filtracije (eGFR) izracunate su pomo¢u CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) jednadzbe za odrasle
(https://www.mdcalc.com/ckd-epi-equations-glomerular-filtration-rate-gfr) i pedijatrijske
Schwartzove jednadzba za djecu (93-95). CKD je definirana kao abnormalnost strukture
i/ili funkcije bubrega prisutne dulje od 3 mjeseca s implikacijama na zdravlje (95). CKD
stadij 1 podrazumijeva odrzanu bubreznu funkciju (eGFR = 90 ml/min/1,72 m?) s
abnormalnostima mokraée (hematurija, proteinurija); stadij 2 podrazumijeva blago
smanjenu bubreznu funkciju (eGFR = 60 - 89 ml/min/1,72 m?); stadij 3a blago do
umjereno smanjenu bubreznu funkciju (eGFR 45 - 59 ml/min/1,72 m?); stadij 3b umjereno
do izrazito smanjenu bubreznu funkciju (eGFR = 30 - 44 ml/min/1,72 m?); stadij 4 izrazito
smanjenu bubreznu funkciju (eGFR = 15 - 29 ml/min/1,72 m?), a stadij 5 (eGFR < 15
ml/min/1,72 m?) podrazumijeva ESRD. Nakon prikupljanja, provedena je korelacija
klini€kih i patohistoloskih podataka s rezultatima genetske analize.

Pracenje bolesnika zapocelo je biopsijom bubrega i trajalo je do postizanja
primarnog ciljnog ishoda ili do kraja 2020. godine. Vremenski period pracenja bio je od 3
mjeseca do 33 godine. Primarni ciljni ishod definiran je kao razvoj ESRD-a (definiran kao
eGFR < 15 ml/min/1,73 m2 ili potreba za trajnim bubreznim nadomjesnim lije¢enjem) ili
smrt bolesnika. Sekundarni ciljni ishod definiran je kao pogorSanje bubrezne ekskrecijske
funkcije (trajni pad eGFR za = 50 % od pocetnih vrijednosti, uz napomenu da su tu
isklju€ena prolazna, reverzibilna razdoblja smanjenja eGFR iz bilo kojeg razloga). Analiza

dozivljenja odredena je Kaplan-Meierovom analizom i log-rank (Mantel-Cox) testom.
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4.2. Metodologija mjerenja debljine glomerularne bazalne membrane

Rutinski, materijal dobiven biopsijom bubrega se pod disekcijskim mikroskopom
podijeli na tri dijela, za SM, IF i EM. Tkivo za SM fiksira se u 10 %-tnom puferiranom
formalinu, dehidrira u gradijentu alkohola (70 %, 96 % i 100 %), izbistri u ksilolu, uklopi u
parafin i serijski se reze pomocu rotacijskog mikrotoma na 50 — 70 rezova debljine 3 um.
Od toga, 40 — 50 rezova naizmjence se oboji hemalaun-eozinom (H&E), perjodnom
kiselinom sa Schiffovim reagensom (PAS), Masson trikromnim (TKM) i Jones bojenjem.
Preostalih 20 — 30 rezova ostavi se u sluaju potrebe za daljnjom dijagnostickom
obradom. Tkivo za direktnu IF se naglo smrzne na — 20 °C i potom serijski izreze u
kriostatu na rezove debljine 4 — 5 pym. Dobiveni rezovi se tretiraju fluorescinom
obiljezenim protutijelima za IgG, IgA, IgM, C3, C1q, kappa i lambda lake lance. Tkivo za
EM se fiksira u McDowellovom fiksativu nakon &ega slijedi postfiksacija 2 %-tnim osmij
tetroksidom, kontrastiranje 3 %-tnim uranil acetatom, dehidracija kroz seriju acetona
rastuce koncentracije (30 — 100 %) i uklapanje u sintetsku smolu Durcupan (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Pomocu ultramikrotoma se izrezu polutanki rezovi debljine
0,5 — 1 ym, oboji ih se toluidinom i analizira pomo¢u SM-a. Dijelovi tkiva u kojima se
nalaze glomeruli s okolnim tubulima i intersticijem izreZzu se pomocu ultramikrotoma na
ultratanke rezove debljine 50 — 100 nm i stave na bakrene mrezice. MreZica se postavi
na nosa¢ EM-a (JEOL 1400) (sl. 12) te se provede ultrastrukturna analiza tkiva.
Digitalnom kamerom koja je sastavni dio mikroskopa su uslikana podrucja tkiva koja su

znacajna za dijagnozu.
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Slika 12. EM JEOL 1400 Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klini¢ke bolnice Dubrava u
Zagrebu.

Mjerenje debljine GBM-a se provelo pomocu iTEM softwarea (Olympus Soft
Imaging Solutions GmbH, Munster, Germany) na EM slikama modificiranom direktnom
metodom prema kojoj se na 10 nasumicnih kapilarnih petlji po preparatu uc€ine 3 mjerenja
debljine GBM-a (ukupno 30 mjerenja po ispitaniku). Za kapilarne petlje Ciji je opseg u
potpunosti prisutan na EM slici mjerenje je ucinjeno u tri toCke netangencionalnog
presjeka GBM-a — to¢ka na suprotnom kraju petlje od mezangijskog podrucja te jos dvije

toCke sa svake strane prema mezangijskom podrudju (sl. 13).
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Slika 13. Programsko sucelje Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (iTEM). Tocke mjerenja debljine
GBM u podrucjima s Citavim opsegom kapilarne petlje.

Kod petlji bez Citavog opsega na EM slici, mjerenja su ucinjena u dvije toCke
netangencionalnog presjeka GBM-a najblize rubovima EM slike ili u blizini mezangijskog
podrucja, ali ne zahvacajuci mezangijski dio GBM-a, a treca to¢ka je na srediSnjem dijelu

GBM-a, izmedu dvije navedene tocke (sl. 14).
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Slika 14. Programsko sucelje Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (iTEM). Tocke mjerenja debljine
GBM u podrucjima bez €itavog opsega kapilarne petlje.

Mjerenja su ucinjena na digitalnim fotografijama (povec¢anja 4 000 do 8 000 puta),
a mjerene su udaljenost izmedu stanicne membrane podocita i endotela te je izracunata
aritmetiCka sredina mjerenja za svaki uzorak. Takav oblik mjerenja je opisao Haas (12),
na temelju Cijeg istrazivanja je provedena standardizacija mjerenja debljine GBM-a na
Odjelu za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju KB Dubrava (tbl. 1) (92). Debljina
GBM-a za svakog bolesnika opisana je Cetirima varijablama: srednjom vrijednosti,
minimalnom vrijednosti, maksimalnom vrijednosti i standardnom devijacijom. Izra¢un istih
generiran je u programskom sucelju Olympus Soft Imaging GmbH (iTEM) nakon ucinjenih
30 mjerenja za pojedinog bolesnika. Normalni raspon debljine GBM-a za svaki spol je
definiran kao raspon unutar dvije standardne devijacije izmjerenih srednjih vrijednosti
debljine GBM-a. Kako bismo definirali uredne vrijednosti debljine GBM-a, analizirali smo

EM slike uzoraka bubreznih biopsija 23 musSkaraca i 22 Zene starijih od 9 godina (raspon
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dobi 19 do 84 godine) s dijagnozom bolesti minimalnih promjena, akutnog intersticijskog
nefritisa ili akutnog tubularnog ostecenja ili je utvrdeno da je parenhim bubrega bez
patoloskih promjena koje bi utjecale na debljinu GBM-a. Iskljuéni kriteriji su bili hematurija
i dijabetes. Za pacijente mlade od 9 godina, referentne vrijednosti debljine GBM
izraCunate su prema formulama koje su objavili Haas i suradnici (12), jer su Morita i
suradnici (96) pokazali da debljina GBM do 9. godine Zivota raste linearno, a nakon te
dobi dolazi do platoa u krivulji rasta debljine GBM-a koji postaje stalan te je debljina GBM
nakon 9. godine Zivota podjednaka kao kod odraslih. Osim mjerenja debljine GBM-a, u
EM analizi je posebna pozornost posveéena prisutnosti i opsegu lameliranja GBM-a te
izmjeni tankih dijelova i zadebljanja GBM-a kao glavnim ultrastrukturnim promjenama

koje su karakteristiCne za poremecaje Alportovog spektra.

Tablica 1. Srednje vrijednosti i raspon uredne debljine glomerularne bazalne membrane u Odjelu za
nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju KB Dubrava (nase istrazivanje) i njihova usporedba s podacima
iz literature (11, 92).

Srednje vrijednosti * 2 SD debljine | Raspon uredne debljine GBM

GBM

Nase istrazivanje Haas Nase istrazivanje Haas
Muskarci 340 £ 36 nm 330 £ 50 nm 268 - 412 nm 230 - 430 nm
Zene 301 £44 nm 305 £ 45 nm 213 -389 nm 215-395 nm

SD - standardna devijacija, GBM — glomerularna bazalna membrana.

4.3. lzolacija i sekvenciranje DNA ispitanika

Izolacija DNA iz periferne krvi i sekvenciranje gena COL4A3, COL4A4 i COL4A5
ucinjeni su u Laboratoriju za molekularnu patologiju Zavoda za patologiju i Centru za
translacijska i kliniCka istrazivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Svim
ispitanicima je uzet uzorak 5 ml periferne krvi iz kojeg je izolirana DNA pomocéu Zymo
Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) i prema uputama
proizvodaCa. Svakom uzorku je potom izmjerena koncentracija DNA pomoc¢u High
Sensitivity Qubit quantification kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
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Izolirana genomska DNA se zatim Koristila u pripremi knjiznica za sekvenciranje
pomocu AmpliSeq Library Plus for lllumina and AmpliSeq Custom DNA Panel for lllumina
(lumina, San Diego, CA, USA) koji uklju¢uje dva bazena pocetnica od 89 i 87 parova
pocCetnica koje sluze za umnozavanje kodirajucih regija i pridruzenih prekrajajucih (engl.
splice site) regija ciljanih gena. Veli¢ina amplikona se kretala u rasponu 125 - 175 parova
baza. Za umnazanje kodirajucih i bliskih intronskih regija gena COL4A3, COL4A4 i
COL4A5 koristeno je ukupno 20 ng genomske DNA u multipleksnoj reakciji umnazanja
lan€anom reakcijom polimeraze (PCR, engl. polymerase chain reaction) s dva bazena od
89 i1 87 parova pocetnica. Adapterski sljedovi i molekularni indeksi dodani su u narednim
koracima na amplificirane sljedove lan¢anom reakcijom polimeraze, a dobiveni fragmenti
proc€isceni su pomoc¢u magnetskih kuglica Agencourt AMPure XP reagensa (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA). Kvaliteta knjiznica je provjerena pomoc¢u Agilent Bioanalyzer
HS DNA kita (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), koji pokazuje ispravnu
veliinu i koncentraciju uzoraka. Pojedine knjiznice su potom kvantificirane pomocu kita
High Sensitivity Qubit quantification kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) na
uredaju Qubit 3.0 i objedinjene u jednu knjiznicu s koncentracijom 50 pM te je 20 pl
stavljeno u ulozak za sekvenciranje. Ciljano sekvenciranje gena COL4A3, COL4A4 i
COLA4A5 je u€injeno na iSeq 100 System platformi (lllumina, San Diego, CA, USA) na
standardnoj proto¢noj stanici i prema uputama proizvodaca (sl. 15). Pokrivenost svih

egzona iznosi 99,09 %, a srednja dubina pokrivenosti svih amplikona 270 x.
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Slika 15. iSeq 100 System platforma na kojoj je u€injeno sekvenciranje.

Novootkrivene varijante su potvrdene Sangerovim sekvenciranjem. Genomska
DNA umnozena je pomoc¢u FW 5' GGG GGA ACA AGG AGA TAA AGG A3'i RV 5' AAA
CAC TGG CCC TCA CTG TC3' pocetnica i pomocu EmeraldAmp MAX HS PCR Master
Mix (Takara, Berkley, CA, USA). Produkti PCR reakcije su pro€is¢eni pomocu ExoSAP-
IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Sangerovo sekvenciranje je provedeno na ABI310 (Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA) s BigDye v1.1 chemistry (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a rezultati
pregledani pomocu Vector NTI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
UCinjeno je i sekvenciranje uzoraka pedesetero zdravih ispitanika koje podrzava

valjanost metode i dobivenih rezultata sekvenciranja.

4.4. Bioinformati¢ka analiza rezultata sekvenciranja

Za bioinformati¢ku analizu koristio se VariantStudio Software (Germline workflow;
version 2.12.0.34) (lllumina, San Diego, CA, USA). Datoteke dobivene sekvenciranjem i
analizom na iSeq 100 platformi u€itane su na BaseSpace Variant Interpreter (lllumina,
San Diego, CA, USA) koji za svaki uzorak navede nadene varijante DNA prema HGVS
(Human Genome Variation Society) nomenklaturi (sl. 16) (97).

26



PP N AN g
BuseSpece | Kf8em PROJECTS  WEECTS  chses ? e awwwes | jllumina

cens s 23-06-2020 9 P e

ot

@ Case

arpie horm * M At wir Farty [r——

st Detede

Slika 16. lllumina Variantinterpreter sucelje za analizu .vcf datoteka dobivenih sekvenciranjem na iSeq
100 System platformi.

Svaka varijanta podrazumijeva gen u kojem je doslo do promijene i to¢nu poziciju
u genomu. Pri analizi varijanti slijedili smo smjernice prema ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) i AMP (Association for Molecular Pathology) (98, 99).
Prema navedenim smjernicama, 5 je mogucih kategorija varijanti: benigne, vjerojatno
benigne, varijanta nepoznatog znacaja (VUS, engl. variant of uncertain significance),
vjerojatno patogene i patogene. Patogenost varijante podrazumijeva da ona ometa
funkciju proteina kojeg kodira gen zahvac¢en promjenom koju opisuje varijanta $to
posljedi¢no uzrokuje specifi¢ni fenotip.

Sve varijante su analizirane in silico — provjereno je jesu li prijavljene u dostupnim
bazama podataka kao $to su NCBI dbSNP138, ClinVar, Ensembl, ARUP, The Human
Gene Mutation Database (HGMD) i LOVD (100). Takoder, varijantama je provjerena
patogenost pomocu programa kao Sto su MutationTaster, Align GVGD, SNPs3D,
PolyPhen-2, SIFT, gnomAD te u bazi Varsome (sl. 17 i 18). Varijante koje zahvacaju
regije prekrajanja nemaju direktan ucCinak na promjenu aminokiseline u kodiranom
proteinu pa se ne mogu testirati MutationTaster-om ve¢ pomoc¢u Human Splicing Finder-
a (101, 102).
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Slika 17. Varsome sucelje za analizu genetskih varijanti prema ACMG klasifikaci
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Slika 18. MutationTaster suclelje za analizu patogenosti genetskih varijanti.
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4.5. Statisti¢ka analiza podataka

Svi klini¢ki i patohistoloski podaci na SM-u te podaci dobiveni analizom EM slika,
genetskom i bioinformatiCkom analizom su statisti¢ki analizirani te je provedena korelacija
podataka.

Bolesnici su prema patohistoloskoj dijagnozi podijeljeni u dvije skupine: skupina 1
su bolesnici s dijagnozom TBMN-a, a skupina 2 bolesnici s dijagnozom FSGS-a s TBMN-
om. Navedene skupine usporedene su prema klinickim parametrima (spol, dob, klini¢ki
sindrom, tjelesna masa, visina, BMI, prisutnost hematurije i proteinurije, 24-satna
proteinurija, razina serumskog kreatinina, eGFR, CKD stadij, anti-RAAS terapija,
nagluhost, smetnje vida, komorbiditeti), patohistoloSkim parametrima (broj glomerula,
prisutnost pjenusavih stanica u intersticiju, postotak i stupanj IFTA-e, upala u intersticiju,
prisutnost arterioloskleroze, prisutnost i izrazenost fibrointimalnog zadebljanja arterija,
prosje€na, minimalna i maksimalna debljina GBM-a i njena standardna devijacija,
prisutnost lameliranja i izmjene tankih dijelova i zadebljanja GBM-a) i parametrima
rezultata genetske analize (zahvaceni gen, oblik nasljedivanja, patogenost varijante, tip
varijante). U prvom dijelu usporedbe navedenih skupina uklju€eni su svi bolesnici (N =
100). Nakon toga, provedena je usporedba navedenih skupina, ali ukljuujuéi bolesnike
(N = 62) kod kojih je NGS metodom nadena varijanta u COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5
genu, takoder prema navedenim parametrima. Analiza dozivljenja odredena je Kaplan-
Meierovom analizom i log-rank (Mantel-Cox) testom. Konac¢no, ucinjena je genotip-
fenotip korelacija u kojoj su, prema navedenim parametrima, usporedene skupine
bolesnika prema tipu naslijedene varijante.

Podaci su prikazani u obliku tablica i slika. Numeri¢ki podaci su opisani
aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u sluaju normalne raspodjele, a u
ostalim slu€ajevima medijanom i granicama interkvartalnog raspona. Razlike normalno
raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su
neovisnim t-testom, a u slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitney-evim
testom. Razlike triju ili viSe nezavisnih skupina testirane su analizom varijance (ANOVA)
u slu€aju normalne raspodjele, a kod odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-

Wallisovim testom. Kategorijski podaci prikazani su apsolutnim i relativnim frekvencijama.
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Razlike kategorijskih varijabli su testirane y-testom i Fisherovim egzaktnim testom. Za
sve analize razina znacCajnosti je postavljena na a = 0,05. Za analizu su koristeni
dvosmijerni testovi. StatistiCka analiza provedena je pomoc¢u racunalnog programa SPSS

19.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. REZULTATI

Prema Registru biopsija bubrega Odjela za nefropatologiju i elektronsku
mikroskopiju KlinicCkog zavoda za patologiju i citologiju Klinicke bolnice Dubrava u
razdoblju od 2004. do 2018. godine ucinjena je analiza 3973 biopsije nativnih bubrega,
od ¢ega je u njih 163 (4,1 %) dijagnoza odgovarala TBMN-u, a njih 49 (30,1 %) je uz to
imalo i FSGS. Prema tome, ucestalost TBMN-a udruzenog s FSGS-om, prema
pregledanom registru, iznosi 1,2 %.

Od navedenih 163 bolesnika, u istrazivanje je uklju¢en 51 bolesnik s dijagnozom
TBMN-a i 29 s dijagnozom FSGS-a i TBMN-a. Dva su razloga zbog kojih nije uklju¢eno
svih 163 bolesnika. Prvo, dio bolesnika odlucio je ne sudjelovati u istraZivanju. Drugo,
unato€ postavljenoj dijagnozi TBMN-a, revizijiom EM slika pronadene su suspektne
promjene, poput lameliranja i izmjene tankih dijelova i zadebljanja GBM-a koje bi
upucivale na AS. Dodatno je uklju¢eno 17 bolesnika s dijagnozom TBMN-a i 3 s
dijagnozom FSGS-a i TBMN-a identificiranih pretragom registra biopsija Klinickog zavoda
za patologiju i citologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb i Zavoda za patologiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

5.1. Klini€ki podaci svih ispitanika u trenutku biopsije bubrega

KliniCke osobitosti u trenutku biopsije bubrega svih uklju¢enih bolesnika te
bolesnika prema skupinama odredenima patohistoloSkom dijagnozom prikazane su u
tablici 2. Od ukupno 100 bolesnika, muskaraca je bilo 33, a Zena 67. ProsjeCna dob u

trenutku biopsije iznosila je 35,25 £ 18,2 godina.

Tablica 2. Klini¢ke osobitosti u trenutku biopsije bubrega svih ukljuéenih bolesnika te bolesnika prema
skupinama odredenima patohistoloSkom dijagnozom.

Varijabla Svi ispitanici TBMN TBMN + FSGS P
N =100 N = 68 N =32
Spol 0,171
Musko 33 (33,0) 19 (27,9) 14 (43,8)
Zensko 67 (67,0) 49 (72,1) 18 (56,3)
Dob (godine) 38,3 (17,0 - 49,63) 37,7 (14,63 - 40,6 (27,38 - 0,095
47,75) 56,73)




Dob prilikom pojave 27,0 (10,0 - 38,5) 26,0 (9,0 - 39,0) 27,0 (14,25 - 0,721
simptoma (godine) 36,25)
Nedostaju podaci za 3 3 3 -
ispitanika
Sindrom 0,073
Izolirana hematurija i/ili 85 (86,7) 60 (90,9) 25(78,1)
proteinurija
Nefrotski sindrom 9(9,2) 3 (4,5 6 (18,8)
Kroni¢ni nefriti¢ki sindrom 2 (2,0 1(1,5) 1(3,1)
Nespecificirano ostecenje 2 (2,0 2 (3,0 0 (0,0)
bubrega
Bez podataka 2 2 -
Tjelesna masa (kg) 64,80 + 27,42 58,43 + 27,14 77,25 + 23,90 0,006
Nedostaju podaci za 32
ispitanika
Visina (cm) 168,25 (158,0 - 166,0 173,0 0,072
Nedostaju podaci za 34 175,0) (140,5 - 174,0) (168,0 - 176,0)
ispitanika
BMI (kg/m?) 23,39 £ 6,07 21,95+ 5,77 26,09 £ 5,81 0,007
Nedostaju podaci za 34
ispitanika
Hematurija 0,078
Da 92 (93,9) 65 (97,0) 27 (87,1)
Ne 6 (6,1) 2 (3,0 4(12,9)
Nedostaju podaci za 2 2 1 1
ispitanika
Proteinurija < 0,001
Da 44 (44,4) 20 (29,9) 24 (75,0)
Ne 55 (55,6) 47 (70,1) 8 (25,0)
Nedostaju podaci za 1 1 -
jednog ispitanika
24-satna proteinurija (g) 0,18 (0,08 - 1,12) 0,12 (0,08 - 0,31) 1,56 (0,21 - < 0,001
2,86)
Nedostaju podaci za 3 3 2 1
ispitanika
Serumski kreatinin 75,0 (57,0 - 89,0) 72,5 (52,75 - 85,0 (63,0 - 0,005
(umol/l) 81,5) 117,0)
Nedostaju podaci za 3 3 2 1
ispitanika
eGFR CKD-EPI 87,11 £ 27,14 91,61 + 24,63 77,54 £ 30,01 0,017
(ml/min/1,73m?)
Nedostaju podaci za 3 3 2 1
ispitanika
CKD stadij 0,018
1 51 (52,6) 39 (59,1) 12 (38,7)
2 28 (28,9) 19 (28,8) 9 (29,8)
3a 10 (10,3) 6(9,1) 4(12,9)
3b 6 (6,2) 1(15) 5(16,1)
4 1(1,0) 0(0,0) 1(3,2)
5 1(1,0) 1(15) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 3 3 2 1
ispitanika
Anti-RAAS terapija 0,001
Da 49 (53,8) 26 (41,9) 23 (79,3)
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Ne 42 (46,2) 36 (58,1) 6 (20,7)
Nedostaju podaci za 9 9 6 3
ispitanika
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza; BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index); eGFR - procijenjena brzina
glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate) po CKD-EPI formuli; CKD - kroni¢na
bubrezna bolest (engl. chronic kidney disease); RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sustav.

Vecina bolesnika (85; 86,7 %) se klinicki manifestirala izoliranom hematurijom i/ili
proteinurijom, njih 9 (9,2 %) imalo je sliku nefrotskog sindroma, a ostali su se prezentirali
kroni¢nim nefritickim sindromom (2; 2 %) ili nespecificiranim oSte¢enjem bubrega (2; 2
%). Bolesnici s FSGS-om i TBMN-om prosjecno teze 77.25 + 23.90 kg (prosjeCan BMI
26.09 £ 5.81 kg/m?) i statisti¢ki su znacajno tezi (P = 0,006) i viseg BMI-ja (P = 0,007) od
bolesnika s TBMN-om koji prosjecno teze 58.43 + 27.14 kg (prosjeCan BMI 21.95 £ 5.77
kg/m?). Hematurija je bila prisutna u 92 (93,9 %) bolesnika, a proteinurija u njih 44 (44,4
%). Postoji statistiCki znacajna razlika (P < 0,001) izmedu bolesnika s patohistoloSkom
dijagnozom TBMN-a kod kojih 20 (29,9 %) ima proteinuriju i bolesnika s dijagnozom
FSGS-a i TBMN-a kod kojih ¢ak 24 (75 %) ima proteinuriju (sl. 19).
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Slika 19. Razlika u prisutnosti proteinurije u trenutku biopsije bubrega izmedu skupine s TBMN i
TBMN+FSGS (P < 0,001). Odnosi se na sve uklju¢ene ispitanike.
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Takoder, u skladu s navedenim, prisutna je i statistiCki znaCajka razlika (P < 0,001)
izmedu navedenih skupina u medijanu 24-satne proteinurije gdje u skupini bolesnika s
TBMN-om ona iznosi 0,12 (0,08 — 0,31) g, a u skupini s FSGS-om i TBMN-om 1,56 (0,21
— 2,86) g. Srednja vrijednost kreatinina za sve ispitanike iznosi 82,06 £ 45,89 ymol/l, a
eGFR-a 87,11 £ 27,14 ml/min/1,73m?. Postoji statisticki znacajna razlika (P = 0,017) u
srednjoj vrijednosti eGFR-a izmedu ispitivanih skupina koja u bolesnika s TBMN-om
iznosi 91,61 + 24,63, a u bolesnika s FSGS-om i TBMN-om 77,54 + 30,01 ml/min/1,73m?2.
Na temelju eGFR vrijednosti, bolesnicima je odreden CKD stadij prema KDIGO
smjernicama (95). NajviSe pacijenata imalo je CKD stadij 1 tj. urednu bubreznu funkciju
(51; 52,6 %), njih 28 (28,9 %) imalo je CKD stadij 2, 10 (10,3 %) je imalo CKD stadij 3a,
6 (6,2 %) CKD stadij 3b, 1 (1 %) CKD stadij 4, a 1 (1 %) CKD stadij 5. Postoji statisticki
znacajna razlika (P = 0,018) u CKD stadijima izmedu ispitivanih skupina gdje u bolesnika
s TBMN-om njih 39 (59,1 %) ima urednu bubreznu funkciju dok je ona uredna samo u
12 (38,7 %) bolesnika s FSGS-om i TBMN-om. Podjednak postotak (28,8 % za skupinu
s TBMN-om, a 29,8 % za skupinu s FSGS-om i TBMN-om) u obje skupine ima CKD stadij
2, dok se tezi stadiji (CKD 3 - 5) javljaju u ve¢em postotku (32,2 %) u bolesnika s FSGS-
om i TBMN-om nego u onih s TBMN-om (12,1 %). U trenutku biopsije, 49 (53,8 %)
bolesnika je primalo anti-RAAS terapiju.

U tablici 3 prikazani su vanbubrezni simptomi uklju¢enih bolesnika. Smetnje sluha
potvrdene audiometrijom bile su prisutne u svega 7 (7,6 %) bolesnika, a bez audiometrije

u njih jos 2 (2,2 %). PoteSkocée s vidom zabiljeZzene su samo u jednog (1,1 %) bolesnika.

Tablica 3. VanbubrezZni simptomi uklju&enih bolesnika.

Varijabla Svi ispitanici TBMN TBMN + FSGS P
N =100 N = 68 N =32
Nagluhost 0,849
Ne 83 (90,2) 57 (90,5) 26 (89,7)
Da bez audiometrije 2(2,2) 1(1,6) 1(3,4)
Da s audiometrijom 7(7,6) 5(7,9) 2 (6,9
Nedostaju podaci za 8 8 5 3
ispitanika
Smetnje vida > 0,999
Ne 91 (98,9) 62 (98,4) 29 (100,0)
Da 1(1,1) 1(1,6) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 8 8 5 3
ispitanika
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza.
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U tablici 4 prikazani su komorbiditeti kod uklju¢enih bolesnika. Pusaca je bilo 29
(34,1 %), a hipertoni¢ara 30 (34,5 %). Postoji statistiCki zna¢ajna razlika u puSenju (P <
0,001) i hipertenziji (P < 0,001) izmedu ispitivanih skupina gdje je u skupini bolesnika s
TBMN-om samo 22 % pusaca i 21,3 % hipertoni€ara, a u skupini s FSGS-om i TBMN-om
je 61,5 % pusaca i 65,4 % hipertoniCara. Dijabetes je bio prisutan u 3 (3,4 %), bolesti
diSnog sustava u 8 (9,3 %), a bolesti srca u 3 (3,5 %) bolesnika. Niti kod jednog bolesnika

nisu zabiljezene cerebrovaskularne niti periferne vaskularne bolesti.

Tablica 4. Komorbiditeti prisutni kod ukljucenih bolesnika.

Varijabla Svi ispitanici TBMN TBMN + FSGS P
N =100 N = 68 N =32
Pusenje < 0,001
Ne 56 (65,9) 46 (78,0) 10 (38,5)
Da 29 (34,1) 13 (22,0) 16 (61,5)
Nedostaju podaci za 15 15 9 6
ispitanika
Hipertenzija < 0,001
Ne 57 (65,5) 48 (78,7) 9 (34,6)
Da 30 (34,5) 13 (21,3) 17 (65,4)
Nedostaju podaci za 13 13 7 6
ispitanika
Dijabetes > 0,999
Ne 84 (96,6) 58 (96,7) 26 (96,3)
Da 33,4 2(3,3) 1(3,7)
Nedostaju podaci za 13 13 8 5
ispitanika
Bolesti pluca 0,426
Ne 78 (90,7) 52 (88,1) 26 (96,3)
Da 8(9,3) 7(11,9) 1(3,7)
Nedostaju podaci za 14 14 9 5
ispitanika
Bolesti srca 0,231
Ne 83 (96,5) 58 (98,3) 25 (92,6)
Da 3 (3,5 11,7 2(7,4)
Nedostaju podaci za 14 14 9 5
ispitanika
Cerebrovaskularne
bolesti
Ne 86 (100,0) 59 (100,0) 27 (100,0) NA
Da 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Nedostaju podaci za 14 14 9 5
ispitanika
Periferne vaskularne
bolesti
Ne 85 (100,0) 58 (100,0) 27 (100,0) NA
Da 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
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Nedostaju podaci za 15 15 10 5
ispitanika
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza.

5.2. Klini€ki podaci svih ispitanika na kraju pra¢enja

Praéenje bolesnika je trajalo od 2 mjeseca do 25 godina (prosjecno 4,2 godine). U
tablici 5 prikazane su kliniCke osobitosti na kraju pra¢enja svih uklju¢enih bolesnika te
bolesnika prema skupinama odredenima patohistoloS§kom dijagnozom. ProsjeCna dob za
sve pacijente na zadnjoj kontroli iznosila je 40,06 £ 17,23 godina. Hematurija je bila
prisutna u 79 (87,8 %) bolesnika, a proteinurija u njih 42 (46,7 %). Postoji statistiCki
znacajna razlika (P < 0,001) izmedu bolesnika s patohistoloSkom dijagnozom TBMN-a
kod kojih je 18 (30 %) imalo proteinuriju i bolesnika s dijagnozom FSGS-a i TBMN-a kod
kojih je €ak njih 24 (80 %) imalo proteinuriju. Takoder je prisutna statistiCki znaCajka
razlika (P < 0,001) izmedu navedenih skupina u medijanu 24-satne proteinurije gdje u
skupini bolesnika s TBMN-om ona iznosi 0,11 (0,08 - 0,38) g, a u skupini s FSGS-om i
TBMN-om 1,67 (0,28 — 3,53) g.

Tablica 5. Klinicke osobitosti na kraju pracenja svih uklju€enih bolesnika te bolesnika prema skupinama
odredenima patohistoloSkom dijagnozom.

Varijabla Svi ispitanici TBMN TBMN + FSGS P
N =100 N = 68 N =32
Spol 0,171
Musko 33 (33,0) 19 (27,9) 14 (43,8)
Zensko 67 (67,0) 49 (72,1) 18 (56,3)
Dob (godine) 34,0 (27,43 - 54,33) 40,1 (20,13 - 45,8 (34,38 - 0,054
52,25) 59,0)
Nedostaju podaci za 10 10 8 2
ispitanika
Hematurija > 0,999
Da 79 (87,8) 53 (88,3) 26 (86,7)
Ne 11 (12,2) 7 (11,7) 4 (13,3)
Nedostaju podaci za 10 10 8 2
ispitanika
Proteinurija < 0,001
Da 42 (46,7) 18 (30,0) 24 (80,0)
Ne 48 (53,3) 42 (70,0) 6 (20,0)
Nedostaju podaci za 10 10 8 2
ispitanika
24-satna proteinurija (g) 0,18 (0,08 - 1,26) 0,11 (0,08 - 0,38) 1,67 (0,28 - < 0,001
3,53)
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Nedostaju podaci za 14 14 10 4
ispitanika
Serumski kreatinin 76,0 (63,0 - 100,0) | 72,5 (61,0 - 85,5) 94,5 (68,5 - 0,006
(pmol/l) 154,3)
Nedostaju podaci za 12 12 10 2
ispitanika
eGFR CKD-EPI 83,17 £ 31,08 89,67 £ 26,94 70,62 £ 34,98 0,012
(ml/min/1,73m?)
Nedostaju podaci za 12 12 10 2
ispitanika
CKD stadij 0,011
1 44 (50,0) 34 (58,6) 10 (33,3)
2 25 (28,4) 15 (25,9) 10 (33,3)
3a 8 (9,1) 6 (10,3) 2(6,7)
3b 4 (4,5) 0(0,0) 4 (13,3)
4 2(2,3) 11,7 1(3,3)
5 5(5,7) 2 (3,49 3 (10,0)
Nedostaju podaci za 12 12 10 2
ispitanika
Promjena CKD stadija od 0,002
biopsije do kraja
praéenja
Nema promjene 62 (71,3) 48 (82,8) 14 (48,3)
PogorSanje 15 (17,2) 5(8,6) 10 (34,5)
PoboljSanje 10 (11,5) 5 (8,6) 5(17,2)
Nedostaju podaci za 13 13 10 3
ispitanika
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza; eGFR - procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration
rate) po CKD-EPI formuli; CKD - kroni€na bubreZna bolest (engl. chronic kidney disease).

Srednja vrijednost kreatinina za sve ispitanike je iznosila 104,95 + 111,22 umol/l,

a eGFR-a 83,17 + 31,08 ml/min/1,73m?2. Postoji statisticki znacajna razlika u srednjoj

vrijednosti eGFR-a (P = 0,012) izmedu ispitivanih skupina koja za skupinu bolesnika s
TBMN-om iznosi 89,67 *+ 26,94 ml/min/1,73m?, a za skupinu s FSGS-om i TBMN-om
70,62 + 34,98 ml/min/1,73m? (sl. 20).
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Slika 20. Histogram koji prikazuje statistiCki zna€ajnu razliku (P = 0.012) u srednjoj vrijednosti eGFR-a
izmedu skupine bolesnika s TBMN-om i bolesnika s FSGS-om i TBMN-om. Odnosi se na sve ukljuéene
ispitanike na kraju pracenja.

NajviSe pacijenata imalo je CKD stadij 1 tj. urednu bubreznu funkciju (44; 50 %),
njih 25 (28,4 %) imalo je CKD stadij 2, 8 (9,1 %) je imalo CKD stadij 3a, 4 (4,5 %) CKD
stadij 3b, 2 (2,3 %) CKD stadij 4, a 5 (5,7 %) CKD stadij 5. Postoji statistiCki znacajna
razlika (P = 0,011) u CKD stadijima izmedu ispitivanih skupina gdje u skupini bolesnika s
TBMN-om njih 34 (58,6 %) imalo urednu bubreznu funkciju dok je kod bolesnika s FSGS-
om i TBMN-om ona uredna u njih samo 10 (33,3 %). Kao i u trenutku biopsije, tezi stadiji
(CKD 3 - 5) javljaju u ve¢em postotku (33,3 %) u bolesnika s FSGS-om i TBMN-0m nego
u onih s TBMN-om (15,4 %). Ako usporedimo CKD stadije bolesnika u trenutku biopsije
s onima na kraju pracenja, vidimo da u najvecem broju bolesnika nije bilo promjene (62;
71,3 %), u 15 (17,2 %) bolesnika doSlo je do pogorSanja bubrezne funkcije, a u njih 10
(11,5 %) do djelomi¢nog oporavka. Statisti¢ki je zna¢ajna razlika (P = 0,002) u promjeni
CKD stadija odnosno bubrezne funkcije od trenutka biopsije do kraja pracenja izmedu
bolesnika s TBMN-om i bolesnika s FSGS-om i TBMN-om. U skupini s TBMN-om
bubrezna funkcija je odrzana ili se djelomi¢no poboljSala u ¢ak 53 (91,4 %) bolesnika,
dok je u samo 5 (8,6 %) bolesnika doSlo do pogor3anja. U skupini s FSGS-om i TBMN-
om 19 (65,5 %) bolesnika je imalo odrzanu ili djelomi¢no oporavljenu bubreznu funkciju,

dok je kod 10 (34,5 %) doslo do pogorSanja bubrezne funkcije (sl. 21).
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Analiza dozivljenja ciljnih ishoda nije provedena jer je tek dvoje bolesnika od 100
ukljuCenih dozivjelo neki od navedenih ciljnih ishoda. Takav je uzorak premalen da bi
polucio statisti¢ki znacajne rezultate Kaplan-Meierovom analizom i log-rank (Mantel-Cox)

testom.

Promjena CKD stadija od pocetka do kraja pracenja
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Slika 21. Razlike u promjenama CKD od pocetka do kraja pra¢enja izmedu istraZivanih skupina (P =

0,002). Odnosi se na sve uklju€ene ispitanike.

5.3. Patohistoloski podaci svih ispitanika

U tablici 6 prikazane su patohistoloSke osobitosti svih uklju€enih bolesnika te
bolesnika prema skupinama odredenima patohistoloSkom dijagnozom. Prosje¢no je po
biopsiji bubrega na SM-u nadeno 25,02 + 24,69 glomerula, potpuno vezivno
promijenjenih 2,72 + 4,86 i glomerula sa segmentalnim sklerozama 0,87 £ 2,09. Od 32
bolesnika s FSGS-om, za 24 su bili dostupni podaci o vrsti FSGS. Perihilarnu FSGS je
imalo 18 (75 %) bolesnika, vrsnu 1 (4,2 %) i klasi¢nu njih 5 (20,8 %). PjenuSave stanice

bile su prisutne u 3 (3 %) biopsije.
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Tablica 6. PatohistoloSke osobitosti svih uklju¢enih bolesnika te bolesnika prema skupinama odredenima

patohistoloSkom dijagnozom.

Varijabla Svi ispitanici TBMN TBMN + FSGS P
N =100 N = 68 N =32
Broj glomerula 20,0 (13,00 - 29,25) 22,0 16,50 0,112
(14,25 - 30,0) (11,50 - 25,75)
Broj potpuno vezivno 2,0 (0,0 - 3,0) 1,0 (0,0 - 3,0) 2,0(1,0-3,75) 0,034
promijenjenih glomerula
Broj glomerula sa 0,0 (0,0 - 1,0) 0,0 (0,0 - 0,0) 2,0(1,0-3,0) < 0,001
segmentalnim
sklerozama
PjenusSave stanice u 0,239
intersticiju
Da 3(3,0) 1(1,5) 2(6,3)
Ne 97 (97,0) 67 (98,5) 30 (93,8)
IFTA (%) 5,0 (0,0 - 10,0) 1,5 (0,0 - 10,0) 10,0 (5,0 - < 0,001
18,75)
IFTA stupanj < 0,001
do 25 % 93 (93,0) 67 (98,5) 26 (81,3)
26 - 50 % 6 (6,0) 0 (0,0) 6 (18,8)
> 50 % 1(1,0) 1(1,5) 0 (0,0)
Upala u intersticiju 0,078
Da 23 (23,0) 12 (17,6) 11 (34,4)
Ne 77 (77,0) 56 (82,4) 21 (65,6)
Arterioloskleroza 0,001
Ne 50 (50,0) 39 (57,4) 11 (34,4)
Nodularna hijalinoza u 5 (5,0) 4 (5,9) 1(3,1)
jednoj arterioli
Nodularna hijalinoza u viSe 25 (25,0) 19 (27,9) 6 (18,8)
arteriola
Hijalinoza u cijelom opsegu 20 (20,0) 6 (8,8) 14 (20,0)
stijenke arteriola
Fibrointimalno suzenje 0,472
lumena arterija
Nema suzenja 71(71,0) 50 (73,5) 21 (65,6)
do 25 % 11 (11,0) 8 (11,8) 3(9,4)
26 — 50 % 9(9,0) 6 (8,8) 3(9,4)
> 50 % 9(9,0) 4 (5,9) 5 (15,6)

Prosjecna debljina GBM- 186,0 (172,2 - 191,0 186,0 0,859
a (nm) 209,75) (170,5 - 209,75) (174,0 - 210,5)
Minimalna debljina GBM- 187,7 + 23,47 109,0 + 23,66 108,06 + 23,41 0,853

a (nm)
Maksimalna debljina 312,5 (275,0 - 307,5 322,5 0,318
GBM-a (nm) 363,0) (263,25 - 359,25) (299,25 -
363,00)
Standardna devijacija 47,0 (39,0 - 61,75) | 44,5 (38,0 -60,5) 49,5 (43,3 - 0,260
debljine GBM-a (nm) 63,5)
Lameliranje GBM-a 0,073
Nema 66 (66,0) 49 (72,1) 17 (53,1)
Fokalno 34 (34,0) 19 (27,9) 15 (46,9)
Izrazeno 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0)
Izmjena tankih dijelovai 0,262
zadebljanja GBM-a
Nema 65 (65,0) 47 (69,1) 18 (56,3)
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| Ima | 35 (35,0) | 21 (30,9) | 14437 | |
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna
glomeruloskleroza; IFTA — intersticijska fibroza i tubularna atrofija; GBM — glomerularna bazalna

membrana.

U najvec¢em broju biopsija (93; 93 %) je IFTA bila blagog stupnja (zahvaéa do 25
% kore), u 6 (6 %) biopsija je bila umjerena (zahvaca 26 — 50 % kore), a u jednoj (1 %)
izraZzena (zahvaca viSe od 50 % kore). Prisutna je statistiCki zna€ajna razlika (P < 0,001)
u stupnju IFTA-e izmedu bolesnika s TBMN-om kod kojih je u 67 (98,5 %) biopsija bila
blagog stupnja i samo u jednoj (1,5 %) teSkog te bolesnika s FSGS-om i TBMN-om kod
kojih se u 26 (81,3 %) nalazi blagi, a u 6 (18,8 %) umjereni stupanj IFTA-e (sl. 22).
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Slika 22. Izrazenost IFTA-e u biopsijama bubrega s dijagnozom TBMN-a i FSGS-a s TBMN-om (P <

0,001). Odnosi se na sve uklju€ene ispitanike.

U 50 (50 %) biopsija arteriole su imale urednu morfologiju, u 30 (30 %) je bila
prisutna nodularna hijalinoza, a u 20 (20 %) hijalinoza u cijelom opsegu stijenke arteriole.
Postoji statistic¢ki zna€ajna razlika (P = 0,001) izmedu skupine bolesnika s TBMN-om gdje
37 (59,4 %) ima uredan nalaz, a tek 6 (8,8 %) ima hijalinozu u cijelom opsegu stijenke te
skupine s FSGS-om i TBMN-om gdje samo 11 (34,4 %) ima uredan nalaz, a ¢ak 14 (20

%) ima hijalinozu u cijelom opsegu (sl. 23).
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Slika 23. Razlika u intenzitetu arteriolosklerotskih promjena izmedu ispitivanih skupina (P = 0,001).
Odnosi se na sve ukljucene ispitanike.
Fibrointimalnog suZenja lumena arterija nije bilo u vecini sluajeva (71; 71 %), u
11 (11 %) je nadeno blago suZenje (do 25 % lumena), u 9 (9 %) umjereno suzenje (26 —
50 % lumena), a takoder u 9 (9 %) je bilo prisutno teSko suzenje lumena (viSe od 50 %

lumena).

Za sve biopsije provedena je ultrastrukturna analiza i ponovna mjerenja debljine
GBM-a modificiranom metodom po Haasu (12) i prema standardizaciji Odjela za
nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klinicke bolnice Dubrava (92). Podaci o debljini
GBM-a navedeni su u tbl 6. U vecini biopsija (66; 66 %) nije bilo lameliranja, a fokalno
lameliranje nadeno je u njih 34 (34 %), dok su izmjene tankih dijelova i zadebljanja GBM-
a nadene u 35 (35 %) biopsija. Fokalnim lameliranjem smatra se lameliranje koje zahvaca
do 10 % povrSine analiziranih GBM-a. Nije bilo statistiCke znacajne razlike u izrazenosti
lameliranja i izmjenama tankih dijelova i zadebljanja GBM-a izmedu bolesnika s TBMN-
om i bolesnika s FSGS-om i TBMN-om.
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5.4. Klini€ki podaci ispitanika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili
COLA4AS5 gena u trenutku biopsije bubrega

KliniCke osobitosti u trenutku biopsije bubrega bolesnika s varijantama u COL4AS,
COL4A4 i/ili COL4A5 genima prikazane su u tablici 7. Od 100 testiranih ispitanika kod
njih 62 nadene su varijante u navedenim genima, od ¢ega 27 (43,5 %) u muskaraca, a
35 (56,5 %) u zZena.

Tablica 7. Klinicke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena u trenutku
biopsije bubrega prema skupinama odredenima patohistoloSkom dijagnozom.

Varijabla Svi ispitanici s TBMN TBMN + FSGS P
varijantama N =39 N =23
N =62
Spol 0,791
Musko 27 (43,5) 23 (59,0 12 (52,2)
Zensko 35 (56,5) 16 (41,0) 11 (47,8)
Dob (godine) 38,65 (17,0 - 51,63) | 36,5 (15,0 - 48,0) 44,5 (26,5 - 0,030
58,0)
Dob prilikom pojave 25,0 (10,5 - 37,5) 25,5 (10,0 - 18,0 (13,0 - 0,958
simptoma (godine) 39,25) 31,0)
Nedostaju podaci za 1 1 1 -
ispitanika
Sindrom 0,142
Izolirana hematurijai/ili 54 (87,1) 36 (92,3) 18 (78,3)
proteinurija
Nefrotski sindrom 5(8,1) 1(2,6) 4(17,4)
Kroni€ni nefriti¢ki sindrom 2 (3,2 1(2,6) 1(4,3)
Nespecificirano ostecenje 1(1,6) 1(2,6) 0(0,0)
bubrega
Tjelesna masa (kg) 69,53 + 26,50 62,52 + 27,67 79,28 £ 21,92 0,039
Visina (cm) 170,0 (163,0 - 166,0 (157,5 - 173,0 (167,75 - 0,136
176,0) 175,5) 177,0)
BMI (kg/m?) 24,39 + 6,07 22,71 +5,89 26,72 £ 5,66 0,031
Hematurija > 0,999
Da 59 (95,2) 37 (94,9) 22 (95,7)
Ne 3(4,8) 2(5,1) 1(4,3)
Proteinurija < 0,001
Da 27 (43,5) 9(23,1) 18 (78,3)
Ne 35 (56,5) 30 (76,9) 5(21,7)
24-satna proteinurija (g) 0,19 (0,08 - 1,37) 0,11 (0,08 - 0,25) 1,88 (0,30 - < 0,001
2,86)
Serumski kreatinin 76,0 (59,75 -97,25) | 74,0 (58,0 - 81,0) 87,0 (69,0 - 0,002
(umol/l) 139,0)
eGFR CKD-EPI 83,33 + 26,92 90,75 + 22,97 70,75 + 28,89 0,004
(ml/min/1,73m?)
CKD stadij 0,003
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1 28 (45,2) 22 (56,4) 6 (26,1)
2 22 (35,5) 14 (35,9) 8 (34,8)
3a 6(9,7) 25,1 4 (17,4
3b 4 (6,5) 0 (0,0 4 (17,4
4 1(1,6) 0(0,0) 14,3
5 1(1,6) 1(2,6) 0 (0,0)
Anti-RAAS terapija 0,006
Da 29 (50,9) 13 (36,1) 16 (76,2)
Ne 28 (49,1) 23 (63,9) 5 (23,8)
Nedostaju podaci za 5 5 3 2
ispitanika

TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS — fokalna segmentalna
glomeruloskleroza; BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index); eGFR - procijenjena brzina
glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate) po CKD-EPI formuli; CKD - kroni¢na
bubrezna bolest (engl. chronic kidney disease); RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sustav.

Prosje¢na dob u trenutku biopsije iznosila je 36,39 + 18 godina. Vecina bolesnika
(54; 87,1 %) se Klini¢ki manifestirala izoliranom hematurijom i/ili proteinurijom, 5 (8,1 %)
ih je imalo nefrotski sindrom, a ostali su se prezentirali kroni¢nim nefritickim sindromom
(2; 3,2 %) ili nespecificiranim oSte¢enjem bubrega (1; 1,6 %). Prisutna je statisticki
znacajna razlika u tjelesnoj masi (P = 0,039) i BMI-u (P = 0,031) izmedu istrazivanih
skupina gdje bolesnici s TBMN-om prosjecno teze 62.52 + 27.67 kg uz prosjecan BMI
22.71 + 5.89 kg/m?, a bolesnici s FSGS-om i TBMN-om prosjeéno teze 79.28 + 21.92 kg
uz prosje¢an BMI 26.72 + 5.66 kg/m?. Hematurija je bila prisutna kod 59 (95,2 %)
ispitanika, a proteinurija kod njih 27 (43,5 %). Postoji statisticki zna€ajna razlika (P <
0,001) izmedu bolesnika s patohistoloSkom dijagnozom TBMN-a kod kojih 9 (23,1 %) ima
proteinuriju i bolesnika s dijagnozom FSGS-a i TBMN-a kod kojih ¢ak 18 (78,3 %) ima
proteinuriju (sl. 24).
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Slika 24. Razlika u prisutnosti proteinurije izmedu ispitivanih skupina u trenutku biopsije bubrega (P <
0,001). Odnosi se na ispitanike s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena.

Prisutna je i statisti¢ki znacajka razlika (P < 0,001) izmedu navedenih skupina u
medijanu 24-satne proteinurije gdje u skupini bolesnika s TBMN-om ona iznosi 0,11 (0,08
- 0,25) g, a u skupini s FSGS-om i TBMN-om 1,88 (0,3 — 2,86) g. Srednja vrijednost
kreatinina za sve ispitanike iznosila je 88,21 + 51,71 ymol/l, a eGFR-a 83,33 + 26,92
ml/min/1,73m?2. Postoiji statisti¢ki znac¢ajna razlika (P = 0,004) u srednjoj vrijednosti eGFR-
a izmedu ispitivanih skupina koja u skupini bolesnika s TBMN-om iznosi 90,75 + 22,97, a
u bolesnika s FSGS-om i TBMN-om 70,75 + 28,89 ml/min/1,73m?2. NajviSe pacijenata
imalo je CKD stadij 1 tj. urednu bubreznu funkciju (28; 45,2 %), 22 (35,5 %) ih je imalo
CKD stadij 2, 6 (9,7 %) CKD stadij 3a, 4 (6,5 %) CKD stadij 3b, 1 (1,6 %) CKD stadij 4, a
1 (1,6 %) CKD stadij 5. Postoiji statisti¢ki znaCajna razlika (P = 0,003) u CKD stadijima
izmedu ispitivanih skupina gdje u skupini bolesnika s TBMN-om njih 22 (56,4 %) ima
urednu bubreznu funkciju dok ju kod bolesnika s FSGS-om i TBMN-om ona uredna u
samo 6 (26,1 %) bolesnika. Podjednak postotak (35,9 % za skupinu s TBMN-om, a 34,8
% za skupinu s FSGS-om i TBMN-om) u obje skupine ima CKD stadij 2. U skupini s
TBMN-om samo 3 (7,7 %) bolesnika imaju CKD stadije 3 — 5, a u skupini s FSGS-om i
TBMN-om njih ¢ak 9 (39,1 %). U trenutku biopsije, 29 (50,9 %) bolesnika je primalo anti-
RAAS terapiju.
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U tablici 8 prikazani su vanbubrezni simptomi kod bolesnika s varijantama
COL4A3, COL4AA4 ilili COL4A5 gena. Smetnje sluha potvrdene audiometrijom bile su
prisutne u svega 4 (6,9 %) bolesnika, a bez audiometrije u joS jednoga (1,7 %). Nije bilo

bolesnika sa smetnjama vida.

Tablica 8. Vanbubrezni simptomi kod bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena.

Varijabla Svi ispitanici s TBMN TBMN + FSGS P
varijantama N =39 N =23
N =62
Nagluhost 0,758
Ne 53 (91,4) 34 (91,9) 19 (90,5)
Da bez audiometrije 11,7 12,7 0(0,0)
Da s audiometrijom 4 (6,9) 2 (5,4) 2 (9,5
Nedostaju podaci za 4 4 2 2
ispitanika
Smetnje vida NA
Ne 58 (100,0) 37 (100,0) 21 (100,0)
Da 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Nedostaju podaci za 4 4 2 2
ispitanika

TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS — fokalna segmentalna
glomeruloskleroza.

U tablici 9 prikazani su komorbiditeti kod bolesnika s varijantama COL4A3,
COL4A4 i/ili COL4AS gena. Pusaca je bilo 29 (34,1 %), a hipertoni¢ara 30 (34,5 %).
Postoji statistiCki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina u pusenju (P < 0,001) i
hipertenziji (P = 0,002) gdje je u skupini bolesnika s TBMN-om 17,1 % puSaca i 19,4 %
hipertoni¢ara, a u skupini s FSGS-om i TBMN-om je 63,2 % puSaca i 63,2 %
hipertoni¢ara. Dijabetes je bio prisutan u 3 (3,4 %), bolesti diSnog sustava u 8 (9,3 %), a
bolesti srca u 3 (3,5 %) bolesnika. Niti u jednog bolesnika nisu zabiljeZzene

cerebrovaskularne niti periferne vaskularne bolesti.

Tablica 9. Komorbiditeti prisutni kod bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena.

Varijabla Svi ispitanici s TBMN TBMN + FSGS P
varijantama N =39 N =23
N =62

Pusenje < 0,001
Ne 36 (66,7) 29 (82,9) 7 (36,8)
Da 18 (33,3) 6(17,1) 12 (63,2)

Nedostaju podaci za 8 8 4 4
ispitanika
Hipertenzija 0,002

Ne 36 (65,5) 29 (80,6) 7 (36,8)
Da 19 (34,5 7(19,4) 12 (63,2)
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Nedostaju podaci za 7 7 3 4
ispitanika
Dijabetes > 0,999
Ne 52 (94,5) 34 (94,4) 18 (94,7)
Da 3 (5,5 2(5,6) 1(5,3)
Nedostaju podaci za 7 7 3 4
ispitanika
Bolesti plu¢a 0,302
Ne 48 (88,9) 30 (85,7) 18 (94,7)
Da 6(11,1) 5(14,3) 1(5,3)
Nedostaju podaci za 8 8 4 4
ispitanika
Bolesti srca 0,280
Ne 51 (94,4) 34 (97,1) 17 (89,5)
Da 3 (5,6) 1(2,9) 2 (10,5)
Nedostaju podaci za 8 8 4 4
ispitanika
Cerebrovaskularne
bolesti
Ne 54 (100,0) 35 (100,0) 19 (100,0) NA
Da 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 8 8 4 4
ispitanika
Periferne vaskularne
bolesti
Ne 53 (100,0) 34 (100,0) 19 (100,0) NA
Da 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 9 9 5 4
ispitanika

TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna
glomeruloskleroza.

5.5. Klini€ki podaci ispitanika s varijantama COL4A3, COL4AA4 i/ili
COL4A5 gena na kraju prac¢enja

U tablici 10 prikazane su klinicke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3,
COL4A4 i/ili COL4A5 gena na kraju pracenja prema skupinama odredenima
patohistoloSkom dijagnozom. Prosje¢na dob za sve ispitanike na zadnjoj kontroli iznosila
je 40,77 £ 16,92 godina. Postoji statistiCki znaCajna razlika u prosje¢noj dobi izmedu
ispitivanih skupina (P = 0,018) koja za ispitanike s TBMN-om iznosi 36,94 £ 17,0 godina,
a zaone s FSGS-om i TBMN-om 47,71 + 14,75 godina. Hematurija je bila prisutna u 52
(88,1 %) bolesnika, a proteinurija u njih 28 (47,5 %).
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Tablica 10. Klinicke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 ifili COL4A5 gena na kraju

praé¢enja prema skupinama odredenima patohistoloSkom dijagnozom.

Varijabla Svi ispitanici s TBMN TBMN + FSGS P
varijantama N =39 N =23
N =62
Spol 0,791
Musko 27 (43,5) 23 (59,0 12 (52,2)
Zensko 35 (56,5) 16 (41,0) 11 (47,8)
Dob (godine) 40,77 + 16,92 36,94 + 17,0 47,71 + 14,75 0,018
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika
Hematurija > 0,999
Da 52 (88,1) 33 (86,8) 19 (90,5)
Ne 7 (11,9 5(13,2) 2(9,5)
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika
Proteinurija < 0,001
Da 28 (47,5) 11 (28,9) 17 (81,0)
Ne 31 (52,5) 27 (71,7) 4 (19,0
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika
24-satna proteinurija (g) 0,19 (0,08 - 1,86) 0,12 (0,08 - 0,31) 2,20 (1,23 - < 0,001
4,20)
Nedostaju podaci za 6 6 4 2
ispitanika
Serumski kreatinin 78,0 (66,0 - 100,0) 73,5 (63,25 - 100,0 (73,5 - 0,002
(umoll/l) 83,5) 178,5)
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika
eGFR CKD-EPI 85,6 (65,0 - 103,0) 93,0 (75,28 - 68,0 (34,45 - 0,009
(ml/min/1,73m?) 107,43) 88,90)
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika
CKD stadij 0,005
1 27 (45,8) 22 (57,9) 5 (23,8)
2 21 (35,6) 12 (31,6) 9(42,9)
3a 23,4 2(5,3) 0(0,0)
3b 4 (6,8) 0(0,0) 4 (19,0
4 1(1,7) 0(0,0) 1(4,8)
5 4 (6,8) 2(5,3) 2(9,5)
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika
Promjena CKD stadija od 0,003
biopsije do kraja
pracenja
Nema promjene 41 (69,5) 32 (84,2) 9 (42,9)
Pogorsanje 10 (16,9) 3(7,9 7 (33,3)
Pobolj$anje 8 (13,6) 3(7,9 5 (23,8)
Nedostaju podaci za 3 3 1 2
ispitanika

TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna
glomeruloskleroza; eGFR - procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration
rate) po CKD-EPI formuli; CKD - kroni€na bubreZna bolest (engl. chronic kidney disease).
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Postoji statisticki zna€ajna razlika (P < 0,001) izmedu bolesnika s patohistoloSkom
dijagnozom TBMN-a kod kojih 11 (28,9 %) ima proteinuriju i bolesnika s dijagnozom
FSGS-a i TBMN-a kod kojih ¢ak 17 (81 %) ima proteinuriju. Takoder je prisutna statisticki
znacajka razlika (P < 0,001) izmedu navedenih skupina u medijanu 24-satne proteinurije
gdje u skupini bolesnika s TBMN-om ona iznosi 0,12 (0,08 - 0,31) g, a u skupini s FSGS-
om i TBMN-om 2,2 (1,23 — 4,2) g. Srednja vrijednost kreatinina za sve ispitanike iznosila
je 112,2 £ 126,9 umol/l, a eGFR-a 81,2 + 30,06 ml/min/1,73m?2. Postoji statisticki znacajna
razlika (P = 0,009) u medijanu eGFR-a izmedu ispitivanih skupina koji za skupinu
bolesnika s TBMN-om iznosi 93 (75,28 — 107,43) ml/min/1,73m?, a za skupinu s FSGS-
om i TBMN-om 68 (34,45 — 88,9) ml/min/1,73m?2 (sl. 25).
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Slika 25. Histogram koji prikazuje statisticki zna€ajnu razliku (P = 0,009) u medijanu eGFR-a izmedu
ispitivanih skupina. Odnosi se na ispitanike s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena.

NajviSe pacijenata imalo je CKD stadij 1 tj. urednu bubreznu funkciju (27; 45,8 %),
njih 21 (35,6 %) imalo je CKD stadij 2, 2 (3,4 %) je imalo CKD stadij 3a, 4 (6,8 %) CKD
stadij 3b, 1 (1,7 %) CKD stadij 4, a 4 (6,8 %) CKD stadij 5. Postoji statisticki znacajna
razlika (P = 0,005) u CKD stadijima izmedu ispitivanih skupina gdje u skupini bolesnika s
TBMN-om njih 22 (57,9 %) ima urednu bubreZnu funkciju dok ju kod bolesnika s FSGS-
om i TBMN-om ona uredna u samo 5 (23,8 %) bolesnika. U bolesnika s FSGS-om i
TBMN-om tezi CKD stadiji (3 — 5) bili su zastupljeni u ve¢em postotku (33,3 %) nego u
bolesnika s TBMN-om (10,6 %). Usporedbom CKD stadija bolesnika u trenutku biopsije

s onima na kraju pracenja vidimo da u najve¢em broju bolesnika nije bilo promjene stadija
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(41; 69,5 %), u 10 (16,9 %) bolesnika doslo je do pogorSanja bubrezne funkcije, a u njih
8 (13,6 %) do djelomi¢nog oporavka. StatistiCki je znacajna razlika (P = 0,003) u promjeni
CKD stadija odnosno bubrezne funkcije od trenutka biopsije do kraja praéenja izmedu
bolesnika s TBMN-om i bolesnika s FSGS-om i TBMN-om. U skupini s TBMN-om
bubrezna funkcija je odrzana ili se djelomi¢no poboljSala u ¢ak 35 (92,1 %) bolesnika,
dok je u 3 (7,9 %) bolesnika doslo do pogors8anja. U skupini s FSGS-om i TBMN-om 14
(66,7 %) bolesnika je imalo odrZzanu ili djelomi¢no oporavljenu bubreznu funkciju, dok je

kod 7 (33,3 %) doSlo do pogorSanja bubrezne funkcije (sl. 26).

Promjena CKD stadija od pocetka do kraja pracenja

40 .
(] Bez promjene

B Pogorianje
Poboljsanje

30

20

0
TBMN TBMN+FSGS

Slika 26. Razlike u promjenama CKD stadija od poCetka do kraja praéenja izmedu ispitivanih skupina (P
= 0,003). Odnosi se na ispitanike s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena.

5.6. Patohistoloski podaci ispitanika s varijantama COL4A3, COL4AA4 i/ili
COL4A5 gena

U tablici 11 prikazane su patohistoloSke osobitosti bolesnika s varijantama
COL4A3, COL4A4 ilili COL4A5 gena prema skupinama odredenima patohistoloSkom
dijagnozom. Prosjecno je po biopsiji bubrega na svjetlosnoj mikroskopiji nadeno 27,53 +
30,1 glomerul, potpuno vezivno promijenjenih bilo je 3,35 + 5,94, a glomerula sa

segmentalnim sklerozama 1,09 + 2,44. PjenuSave stanice bile su prisutne u 3 (4,8 %)

biopsije.
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Tablica 11. Patohistolodke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena prema

skupinama odredenima patohistoloSkom dijagnozom.

Varijabla Svi ispitanici s TBMN TBMN + FSGS P
varijantama N =39 N =23
N =62
Broj glomerula 21,0 (12,75 - 33,50) | 23,0 (13,0 - 36,0) 15,0 (10,0 - 0,114
27,0)
Broj potpuno vezivno 2,0(1,0-4,0) 2,0 (0,0-4,0) 2,0(1,0-5,0) 0,149
promijenjenih glomerula
Broj glomerula sa 0,0 (0,0 - 1,0) 0,0 (0,0 - 0,0) 2,0(1,0-3,0) < 0,001
segmentalnim
sklerozama
PjenusSave stanice u 0,549
intersticiju
Da 3(4,8 1(2,6) 2(8,7)
Ne 59 (95,2) 38 (97,4) 21 (91,3)
IFTA (%) 6,5 (0,0 - 15,0) 5,0 (0,0 - 10,0) 15,0 (10,0 - < 0,001
25,0)
IFTA stupanj 0,005
do 25 % 56 (90,3) 38 (97,4) 18 (78,3)
26 — 50 % 5(8,1) 0 (0,0) 5(21,7)
> 50 % 1(1,6) 1(2,6) 0 (0,0)
Upala u intersticiju 0,169
Da 20 (32,3) 10 (25,6) 10 (43,5)
Ne 42 (67,7) 29 (74,4) 13 (56,5)
Arterioloskleroza 0,001
Ne 30 (48,4) 24 (61,5) 6 (26,1)
Nodularna hijalinoza u 2 (3,2 1(2,6) 14,3
jednoj arterioli
Nodularna hijalinoza u viSe 16 (25,8) 11 (28,2) 5(31,3)
arteriola
Hijalinoza u cijelom opsegu 14 (22,6) 3(7,7) 11 (47,8)
stijenke
Fibrointimalno suzenje 0,125
lumena arterija
Nema suZenja 41 (66,1) 28 (71,8) 13 (56,5)
<25% 9 (14,5) 6 (15,4) 3 (13,0
25 -50 % 6 (9,7) 4 (10,3) 2(8,7)
> 50 % 6 (9,7) 1(2,6) 5(21,7)
Prosjecna debljina GBM 187,37 + 31,1 184,62 + 31,78 192,04 + 29,92 0,367
(nm)
Minimalna debljina GBM 102,0 103,0 (89,0 - 98,0 (90,0 - 0,810
(nm) (89,75 - 118,25) 117,0) 120,0)
Maksimalna debljina 289,0 301,0 (262,0 - 331,0 (302,0 - 0,440
GBM (nm) (275,0 - 377,75) 386,0) 371,0)
Standardna devijacija 50,0 (39,0 - 67,25) | 49,0 (38,0 - 68,0) 50,0 (44,0 - 0,427
debljine GBM (nm) 64,0)
Lameliranje GBM-a 0,195
Nema 34 (54,8) 24 (61,5) 10 (43,5)
Fokalno 28 (45,2) 15 (38,5) 13 (56,5)
IzraZeno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Izmjena tankih dijelova i 0,602
zadebljanja GBM
Nema 33 (53,2) 22 (56,4) 11 (47,8)
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| Ima | 29 (46,8) | 17 (43,6) | 12(522) | |
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna
glomeruloskleroza; IFTA — intersticijska fibroza i tubularna atrofija; GBM — glomerularna bazalna

membrana.

U najveéem broju biopsija (56; 90,3 %) je IFTA bila blagog stupnja (zahvaéa do 25
% kore), u 5 (8,1 %) biopsija je bila umjerena (zahvac¢a 26 — 50 % kore), a u jednoj (1,6
%) izrazena (zahvaca viSe od 50 % kore). Prisutna je statistiCki znaCajna razlika (P =
0,005) u stupnju IFTA-e izmedu bolesnika s TBMN-om kod kojih je u 38 (97,4 %) biopsija
ona bila blagog stupnja, a samo u jednoj (2,6 %) teSkog, i bolesnika s FSGS-om i TBMN-
om kod kojih se u 18 (78,3 %) nalazi blagi, a u 5 (21,7 %) umjereni stupanj IFTA-e (sl.
27).
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Slika 27. Izrazenost IFTA-e u biopsijama bubrega izmedu ispitivanih skupina (P < 0,001). Odnosi se na
bolesnike s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4AS5 gena.

U 30 (48,4 %) biopsija arteriole imaju urednu morfologiju, u 18 (29 %) je prisutna
nodularna hijalinoza, a u 14 (22,6 %) hijalinoza u cijelom opsegu stijenke arteriola. Postoji
statistiCki znac¢ajna razlika (P = 0,001) izmedu skupine bolesnika s TBMN-om gdje 24
(61,5 %) ima uredan nalaz, 12 (30,8 %) ima nodularnu, a samo 3 (7,7 %) hijalinozu u
cijelom opsegu stijenke arteriola te skupine s FSGS-om i TBMN-om gdje samo 6 (26,1
%) ima uredan nalaz, 6 (26,1 %) ima nodularnu, a 11 (47,8 %) hijalinozu u cijelom opsegu

stijenke (sl. 28).
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Slika 28. Razlika u intenzitetu arteriolosklerotskih promjena izmedu ispitivanih skupina (P = 0,001).
Odnosi se na ispitanike s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena.

Fibrointimalnog suzenja lumena arterija u vecini slu¢ajeva nije bilo (41; 66,1 %), u
9 (4,5 %) biopsija je nadeno blago suzenje (do 25 % lumena), u 6 (9,7 %) umjereno
suzenje (26 — 50 % lumena) i u 6 (9,7 %) teSko suZenje lumena (vise od 50 % lumena).

Ultrastrukturnom analizom tkiva bubrega izmjerena je debljina GBM-a, a podaci su
prikazani u tbl 11. U nesto viSe biopsija (34; 54,8 %) nije bilo lameliranja, a samo fokalno
lameliranje nadeno je u njih 28 (45,2 %), dok su izmjene tankih dijelova i zadebljanja
GBM-a nadene u 29 (46,8 %) biopsija. Nije bilo statisticki zna€ajne razlike u izrazenosti
lameliranja i izmjenama tankih dijelova i zadebljanja GBM-a izmedu bolesnika s TBMN-
om i bolesnika s FSGS-om i TBMN-om.

5.7. Rezultati sekvenciranja nove generacije za gene COL4A3, COL4A4 |
COL4A5

U tablici 12 prikazane su osobitosti varijanti dobivenih NGS-om za gene COL4A3,
COL4A4 i COL4AS u svih bolesnika s varijantom te istih bolesnika prema skupinama
odredenima patohistoloSkom dijagnozom. U 52 od 100 testiranih ispitanika nadena je
patogena, a u 10 VUS. Medu nadenim varijantama 45 je razli€itih, a medu njima su sve,

osim tri, novootkrivene varijante koje nisu prijavljene niti opisane u HGMD-u.
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Tablica 12. Osobitosti varijanti COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena dobivenih sekvenciranjem nove
generacije.

Varijabla Ispitanici s TBMN TBMN + FSGS P
varijantom N =39 N =23
N =62
Spol 0,791
Musko 27 (43,5) 16 (41,0) 11 (47,8)
Zensko 35 (56,5) 23 (59,0) 12 (52,2)
Zahvaceni geni 0,182
COL4A3 22 (35,5) 15 (38,5) 7 (30,4)
COL4A4 26 (41,9) 13 (33,3) 13 (56,5)
COL4A5 14 (22,6) 11 (28,2) 3(13,0)
Oblik nasljedivanja 0,218
Autosomno 48 (77,4) 28 (71,7) 20 (87,0)
X-vezano 14 (22,6) 11 (28,2) 3 (13,0
Patogenost varijanti
Patogeno 52 (83,87) 33 (84,6) 19 (82,6) > 0,999
VUS 10 (16,13) 6 (15,4) 4 (17,4)
Genotip > 0,999
Heterozigot 55 (88,7) 34 (87,2) 21 (91,3)
Hemizigot 7(11,3) 5(12,8) 2(8,7)
Tip varijante 0,436
Besmislena (engl, 11 (17,7) 5(12,8) 6 (26,1)
nonsense)
Pogresna (engl, missense) 28 (45,2) 20 (51,3) 8 (34,8)
Alternativno prekrajanje 21 (33,9) 13 (33,3) 8 (34,8)
(engl. alternative splicing)
Pomak okvira €itanja (engl. 2(3,2) 1(2,6) 1(4,3)
frameshift)
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza; VUS - varijanta nepoznatog zna€ana (engl. variant of uncertain significance).

lako statistiCki neznacajno, medu bolesnicima s varijantom u COL4A3, COL4A4
i/ili COL4A5 genu, patogenih i VUS varijanti nadeno je u veéem postotku (71,9 %) u
skupini bolesnika s FSGS-om i TBMN-om u odnosu na skupinu s TBMN-om (57,4 %) (sl.
29).
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Patogenost varijanti dobivenih sekvenciranjem COL4A3,
COL4A4 i COL4AS5 gena

40
[ Varijanta nije nadena
|| Patogena

W vus

30

TBMN TBMN+FSGS

Slika 29. Raspodijela varijanti COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena po skupinama bolesnika prema
patogenosti.

Neznatno vise Zena (35; 56,5 %) je zahvaceno varijantom COL4A3, COL4A4 iili
COL4A5 gena u odnosu na muSkarce (27; 43,5 %). Prema obliku nasljedivanja
prevladavaju autosomne varijante (48; 77,4 %) dok je X-vezanih manje (14; 22,6 %).
Vecéina pronadenih varijanti je patogena (52; 83,87 %), a tek 10 (16,13 %) ih je
nepoznatog znacaja. Prema tipu varijante najvise (28; 45,2 %) je pogre$nih (engl.
missense), slijede varijante alternativnhog prekrajanja (engl. alternative splicing; 21; 33,9
%), zatim besmislene varijante (engl. nonsense; 11; 17,7 %), a najmanje je varijanti s
pomakom okvira €itanja (engl. frameshift; 2; 3,2 %). U 5 (8,06 %) bolesnika nadene su
po dvije varijante — jedna patogena i jedna VUS. Slika 30 prikazuje raspodjelu pojedinih
tipova varijanti po skupinama bolesnika. Nije nadena statisticki znacajna razlika u
patogenosti i tipu varijante izmedu skupine bolesnika s TBMN-om i skupine s FSGS-om
i TBMN-om.
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Vrste varijanti dobivene sekvenciranjem COL4A3, COL4A4 i
COL4AS5 gena

20
[l rPogreine (engl. missense)

B Bzzmislene (engl. nonsenss)

B varijantz altermativnog prekrajanja (engl. olternative splicing)
] varijantz pomzka okvira Eitanja (engl. framshift)

TBMMN TBMN+FSGS

Slika 30. Raspodijela varijanti COL4A3, COL4A4 i/ili COL4AS5 gena po skupinama bolesnika prema tipu
varijante.

Za obitelji s viSe zahvacenih ¢lanova izradena su rodoslovna stabla kao Sto je
prikazano na slici 31. Slika prikazuje obitelj s varijantom COL4A3 ¢.2881+1G>A koja je
zanimljiva jer izaziva raznolike fenotipe unutar iste obitelji, a detaljno je opisana u radu
HoraCeka i sur. (103).

Q,
d’ | N
Slika 31. Rodoslovno stablo obitelji s varijantom COL4A3 ¢.2881+1G>A. Clanovi obitelji oznageni s ,?*

nisu testirani NGS metodom niti je u€injen nalaz urina. Strelicom je oznacen proband. Preuzeto iz
Horacek i sur. (103).

g
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5.8. Genotip-fenotip korelacija

Osim usporedbe grupa bolesnika prema patohistoloskoj dijagnozi, dodatno je

uCinjena usporedba prema tipu naslijedene varijante, a odnosi se na: besmislene

varijante (engl. nonsense), pogresne varijante (engl. missense), varijante alternativnog

prekrajanja (engl. alternative splicing) i varijante pomaka okvira Citanja (engl. frameshift).

Usporedbom navedenih grupa prema klinickim parametrima (tbl. 13) na pocetku

pracenja (u trenutku biopsije) nije nadena statisticki znac¢ajna varijanta niti u jednom

navedenom parametru.

Tablica 13. KliniCke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 u trenutku biopsije
bubrega prema skupinama odredenima po tipu naslijedene varijante.

Varijabla Ispitanici s Besmislena | Pogresna | Alternativho Pomak P
varijantom N=11 N =28 prekrajanje okvira
N =62 N=21 Citanja
N=2
Spol 0,173
Musko 27 (43,5) 6 (54,5) 9(32,1) 12 (57,1) 0 (0,0)
Zensko 35 (56,5) 5 (45,5) 19 (67,9) 9 (42,9) 2 (100,0)
Dob (godine) 38,65 (17,0 - 425 36,75 42,0 36,1 0,360
51,63) (23,0-57,3) | (14,75- | (25,5-55,5) | (34,5- NA)
47,70)
Dob prilikom 25,0 (10,5 - 36,0 18,0 16,0 26,0 0,629
pojave simptoma 37,5) (150-48,0) | (10,0- | (10,0-325) | (25,0-NA)
(godine) 35,0)
Nedostaju podaci 1 - 1 - -
za 1 ispitanika
Sindrom 0,096
Izolirana 54 (87,1) 7 (63,6) 25 (89,3) 20 (95,2) 2 (100,0)
hematurija ifili
proteinurija
Nefrotski sindrom 5(8,1) 3(27,3) 2(7,1) 0(0,0) 0 (0,0)
Kroni¢ni nefriticki 2(3,2) 0 (0,0) 1(3,6) 1(4,8) 0 (0,0)
sindrom
Nespecificirano 1(1,6) 1(9,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
oStecenje bubrega
Tjelesna masa 69,53 + 26,50 | 84,1 + 20,54 63,9 + 69,27 + 64,0 0,354
(kg) 30,76 22,63
Visina (cm) 170,0 173,0 166,0 170,0 NA 0,177
(163,0 - (173,0 - (140,5 - (164,0 -
176,0) 175,5) 173,0) 180,0)
BMI (kg/m?) 24,39 +6,07 | 27,53+6,31 2401+ | 23,43+4,04 21,1 0,422
7,20
Hematurija 0,206
Da 59 (95,2) 9 (81,8) 27 (96,4) 21 (100,0) 2 (100,0)
Ne 3(4,8) 2 (18,2 1(3,6) 0(0,0) 0 (0,0)
Proteinurija 0,421
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Da 27 (43,5) 6 (54,5) 9(32,1) 11 (52,4) 1 (50,0)
Ne 35 (56,5) 5 (45,5) 19 (67,9) 10 (47,6) 1 (50,0)
24-satna 0,19 (0,08 - 0,46 0,11 0,30 0,86 0,206
proteinurija (g) 1,37) (0,18 - 2,34) (0,08- | (0,08-2,14) | (0,15 - NA)
0,54)
Serumski 76,0 (59,75 - 82,0 72,0 81,0 66,0 0,451
kreatinin (umol/l) 97,25) (69,0 - 111,0) | (59,25 - (58,5 - (54,0 - NA)
86,75) 102,5)
eGFR CKD-EPI | 83,33+ 26,92 71,95 % 86,47 + 83,41 % 101,0 + 0,368
(ml/min/1,73m?2) 29,21 26,81 25,84 24,04
CKD stadij 0,694
1 28 (45,2) 3(27,3) 15 (53,6) 9 (42,9) 1 (50,0)
2 22 (35,5) 6 (54,5) 7 (25,0) 8 (38,1) 1 (50,0)
3a 6 (9,7) 0(0,0) 5 (17,9) 1(4,8) 0(0,0)
3b 4 (6,5) 1(9,1) 0(0,0) 3(14,3) 0(0,0)
4 1 (1,6) 0(0,0) 1(3,6) 0(0,0) 0 (0,0)
5 1 (1,6) 1(9,1) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Anti-RAAS 0,108
terapija
Da 29 (50,9) 8 (72,7) 9 (34,6 11 (61,1) 1 (50,0)
Ne 28 (49,1) 3(27,3) 17 (65,4) 7 (38,9) 1 (50,0)
Nedostaju podaci 5 - 2 3 -
za 5 ispitanika

TBMN —

nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS

— fokalna segmentalna

glomeruloskleroza; BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index); eGFR - procijenjena brzina
glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate) po CKD-EPI formuli; CKD - kroni¢na
bubrezna bolest (engl. chronic kidney disease); RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sustav.

Takoder, usporedbom vanbubreznih simptoma (tbl. 14) i komorbiditeta (tbl. 15),

nisu nadene statisticki znaCajne razlike.

Tablica 14. Vanbubrezni simptomi kod bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena
prema skupinama odredenima po tipu naslijedene varijante.

za 4 ispitanika

Varijabla Ispitanici s Besmislena | Pogresna | Alternativho Pomak P
varijantom N=11 N =28 prekrajanje okvira
N =62 N=21 Citanja
N=2
Nagluhost 0,634
Ne 53 (91,4) 10 (90,9) 25 (96,2) 16 (84,2) 2 (100,0)
Da bez 1(1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(5,3) 0 (0,0)
audiometrije
Da s audiometrijom 4 (6,9) 1091 1(3,8) 2 (10,5 0 (0,0
Nedostaju podaci 4 - 2 2 -
za 4 ispitanika
Smetnje vida NA
Ne 58 (100,0) 11 (100,0) | 26 (100,0) | 19 (100,0) 2 (100,0)
Da 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Nedostaju podaci 4 - 2 2 -

TBMN -
glomeruloskleroza.

nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS

— fokalna segmentalna
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Tablica 15. Komorbiditeti prisutni kod bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena prema
skupinama odredenima po tipu naslijedene varijante.

Varijabla Ispitanici s | Besmislena | Pogresna | Alternativno | Pomak P
varijantom N=11 N =28 prekrajanje okvira
N =62 N=21 Citanja
N=2
Pusenje 0,216
Ne 36 (66,7) 5 (45,5) 18 (78,3) 12 (63,2) 1 (100,0)
Da 18 (33,3) 6 (54,5) 5(21,7) 7 (36,8) 0 (0,0)
Nedostaju podaci za 8 - 5 2 1
8 ispitanika
Hipertenzija 0,129
Ne 36 (65,5) 4 (36,4) 17 (70,8) 14 (73,7) 1 (100,0)
Da 19 (34,5) 7 (63,6) 7 (29,2) 5 (26,3) 0 (0,0)
Nedostaju podaci za 7 - 4 2 1
7 ispitanika
Dijabetes >
0,999
Ne 52 (94,5) 11 (100,0) 22 (91,7) 18 (94,7) 1 (100,0)
Da 3 (5,5 0 (0,0 2(8,3) 1(5,3) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 7 - 4 2 1
7 ispitanika
Bolesti pluca 0,406
Ne 48 (88,9) 9(81,8) 22 (95,7) 16 (84,2) 1(100,0)
Da 6 (11,1) 2 (18,2) 1(4,3) 3 (15,8) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 8 - 5 2 1
8 ispitanika
Bolesti srca >
0,999
Ne 51 (94,4) 11 (100,0) 21 (91,3) 18 (94,7) 1 (100,0)
Da 3 (5,6) 0(0,0) 2(8,7) 1(5,3) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 8 - 5 2 1
8 ispitanika
Cerebrovaskularne NA
bolesti
Ne 54 (100,0) 11 (100,0) | 23 (100,0) | 19(100,0) 1 (100,
Da 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 8 - 5 2 1
8 ispitanika
Periferne vaskularne NA
bolesti
Ne 53 (100,0) 11 (100,0) | 23(100,0) | 18(100,0) 1 (100,
Da 0 (0,0 0 (0,0 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Nedostaju podaci za 9 - 5 3 1
9 ispitanika
TBMN - nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza.

Usporedbom klini¢kih parametara (tbl. 16) na kraju pracenja, nije nadena statisticki

znacajna varijanta niti u jednom navedenom parametru.
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Tablica 16. Klinicke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena na kraju
praéenja prema skupinama odredenima po tipu naslijedene varijante.

Varijabla Ispitanici s Besmislena | Pogresna | Alternativno Pomak P
varijantom N=11 N =28 prekrajanje okvira
N =62 N=21 Citanja
N=2
Spol 0,173
Musko 27 (43,5) 6 (54,5) 9(32,1) 12 (57,1) 0 (0,0)
Zensko 35 (56,5) 5 (45,5) 19 (67,9) 9 (42,9) 2 (100,0)
Dob (godine) 40,77 £ 16,92 44,01 £ 36,72 £ 45,34 £ 38,25 0,242
19,24 16,68 15,81 5,30
Nedostaju podaci 3 - 3 - -
za 3 ispitanika
Hematurija 0,816
Da 52 (88,1) 9(81,8) 22 (88,0) 19 (90,5) 2 (100,0)
Ne 7(11,9) 2 (18,2) 3 (12,0 2(9,5 0(0,0)
Nedostaju podaci 3 - 3 - -
za 3 ispitanika
Proteinurija 0,517
Da 28 (47,5) 6 (54,5) 9 (36,0) 12 (57,1) 1 (50,0)
Ne 31 (52,5) 5 (45,5) 16 (64,0) 9 (42,9) 1 (50,0)
Nedostaju podaci 3 - 3 - -
za 3 ispitanika
24-satna 0,19 (0,08 - 0,74 0,12 0,37 1,19 0,200
proteinurija (g) 1,86) (0,08 - 2,60) (0,08 - (0,095 - (0,19 - NA)
0,72) 1,93)
Nedostaju podaci 6 - 6 - -
za 6 ispitanika
Serumski 78,0 (66,0 - 77,0 75,0 83,0 77,5 0,571
kreatinin (pmol/l) 100,0) (69,0 - (59,5 - (67,5 - (56,0 - NA)
104,0) 98,5) 114,5)
Nedostaju podaci 3 - 3 - -
za 3 ispitanika
eGFR CKD-EPI 81,20 + 30,06 77,65 85,13 + 77,65 + 89,0 £ 0,808
(ml/min/1,73m?) 37,07 29,65 27,48 39,60
Nedostaju podaci 3 - 3 - -
za 3 ispitanika
CKD stadij 0,160
1 27 (45,8) 5 (45,5) 14 (56,0) 7 (33,3) 1 (50,0)
2 21 (35,6) 4 (36,4) 7 (28,0 10 (47,6) 0 (0,0
3a 2 (3,4 0 (0,0) 2 (8,0) 0(0,0) 0 (0,0
3b 4 (6,8) 0 (0,0) 1(4,0) 3(14,3) 0 (0,0
4 1(1,7) 0 (0,0) 0(0,0) 1(4,8) 0(0,0)
5 4 (6,8) 2 (18,2 1(4,0) 0(0,0) 1 (50,0)
Nedostaju podaci 3 - 3 - -
za 3 ispitanika
Promjena CKD 0,830
stadija od
biopsije do kraja
pracenja
Nema promjene 41 (69,5) 6 (54,5) 18 (72,0) 15(71,4) 2 (100,0)
Pogorsanje 10 (16,9) 2 (18,2) 4 (16,0) 4 (19,0) 0(0,0)
Pobolj$anje 8 (13,6) 3(27,3) 3 (12,0 2(9,5 0(0,0)
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Nedostaju podaci 3 - 3 - -

za 3 ispitanika
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna
glomeruloskleroza; eGFR - procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration
rate) po CKD-EPI formuli; CKD - kroni¢na bubrezna bolest (engl. chronic kidney disease).

Usporedbom patohistoloskih parametara (tbl. 17), nije nadena statistiCki znaCajna

varijanta niti u jednom navedenom parametru.

Tablica 17. PatohistoloSke osobitosti bolesnika s varijantama COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena prema
skupinama odredenima po tipu naslijedene varijante.

Varijabla Ispitanici s Besmislena Pogresna | Alternativno Pomak P
varijantom N=11 N =28 prekrajanje okvira
N =62 N=21 Citanja
N=2
Spol 0,173
Musko 27 (43,5) 6 (54,5) 9(32,1) 12 (57,1) 0(0,0)
Zensko 35 (56,5) 5 (45,5) 19 (67,9) 9 (42,9) 2 (100,0)
Dob (godine) 38,65 (17,0 - 42,5 36,75 42,0 36,1 0,360
51,63) (23,0-57,3) (14,75 - (25,5-55,5) | (34,5-NA)
47,70)
PatohistoloSka 0,436
dijagnoza
TBMN 39 (62,9) 5 (45,5) 20 (71,4) 13 (61,9) 1 (50,0)
FSGS + TBMN 23 (37,1) 6 (54,5) 8 (28,6) 8(38,1) 1 (50,0)
Broj glomerula | 21,0 (12,75 - 21,0 23,0 16,0 30,5 0,204
33,50) (15,0 - 42,0) (11,25 - (10,5-25,5) | (30,0 - NA)
36,50)
Broj potpuno 2,0 (2,0 - 2,0 15 2,0 2,0 0,869
vezivno 4,0) (1,0-5,0) (0,25 - 4,0) (1,0 - 4,0) (1,0 - NA)
promijenjenih
glomerula
Broj glomerula 0,0 (0,0 - 1,0 0,0 0,0 3,0 0,258
sa segmentalnim 1,0) (0,0 - 2,0) (0,0 - 1,0) (0,0 - 1,5) (0,0 - NA)
sklerozama
Pjenusave 0,068
stanice u
intersticiju
Da 3(4,8) 0 (0,0 2(7,1) 0(0,0) 1 (50,0)
Ne 59 (95,2) 11 (100,0) 26 (92,9) 21 (100,0) 1 (50,0)
IFTA (%) 6,5 (0,0 - 10,0 50 50 7,5 0,395
15,0) (0,0 - 20,0) (0,0-10,00 | (2,5-20,00 | (0,0-NA)
IFTA stupanj 0,295
do 25 % 56 (90,3) 9(81,8) 27 (96,4) 18 (85,7) 2 (100,0)
25-50 % 5(8,1) 1091 1(3,6) 3(14,3) 0(0,0)
> 50 % 1(1,6) 1091 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Upala u 0,303
intersticiju
Da 20 (32,3) 2 (18,2) 8 (28,6) 10 (47,6) 0(0,0)
Ne 42 (67,7) 9(81,8) 20 (71,4) 11 (52,4) 2 (100,0)
Arterioloskleroza 0,284
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Ne 30 (48,4) 3(27,3) 16 (57,1) 11 (52,4) 0(0,0)
Nodularna 23,2 0 (0,0) 2(7,1) 0 (0,0) 0 (0,0)
hijalinoza u jednoj
arterioli
Nodularna 16 (25,8) 3(27,3) 6 (21,4) 6 (28,6) 1 (50,0)
hijalinoza u vise
arteriola
Hijalinoza u 14 (22,6) 5 (45,5) 4 (14,3) 4 (19,0) 1 (50,0)
cijelom opsegu
stijenke
Fibrointimalno 0,069
suzenje lumena
arterija
Nema suzenja 41 (66,1) 6 (54,5) 22 (78,6) 12 (57,1) 1 (50,0)
do 25 % 9 (14,5) 0 (0,0 3(10,7) 6 (28,6) 0(0,0)
25-50 % 6 (9,7) 2 (18,2) 2(7,1) 2 (9,5 0(0,0)
> 50 % 6 (9,7) 3(27,3) 1(3,6) 1(4,8) 1 (50,0)
Prosjecna 187,37 196,09 + 183,68 + 187,67 188,0 + 0,747
debljina GBM-a 31,1 22,21 28,81 38,89 8,49
(hm)
Minimalna 106,18 + 95,82 + 17,46 105,71 + 112,52 + 103,0+£9,9 | 0,266
debljina GBM-a 22,67 17,79 29,67
(hm)
Maksimalna 330,39 + 358,63 + 317,5+ 333,48 + 323,0 0,638
debljina GBM-a 88,83 103,52 78,69 97,12 67,88
(nm)
Standardna 50,0 (39,0 - 55,0 46,5 50,0 54,5 0,338
devijacija 67,25) (44,0 - 92,0) (37,25 - (38,5-64,5) | (41,0 - NA)
debljine GBM-a 63,75)
(nm)
Lameliranje 0,534
GBM-a
Nema 34 (54,8) 7 (63,6) 13 (46,4) 12 (57,1) 2 (100,0)
Fokalno 28 (45,2) 4 (36,4) 15 (53,6) 9 (42,9) 0(0,0)
IzraZzeno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Izmjena tankih 0,558
dijelova i
zadebljanja
GBM-a
Nema 33 (53,2) 7 (63,6) 13 (46,4) 11 (52,4) 2 (100,0)
Ima 29 (46,8) 4 (36,4) 15 (53,6) 10 (47,6) 0 (0,0)
TBMN — nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FSGS - fokalna segmentalna

glomeruloskleroza; IFTA — intersticijska fibroza i tubularna atrofija; GBM — glomerularna bazalna
membrana.
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6. RASPRAVA

6.1. Prevalencija poremecéaja Alportovog spektra i COL4 varijanti

ToCna prevalencija AS-a nije poznata i varira u razliitim regijama svijeta: u
saveznoj drzavi Utah (SAD) 1 : 500, u Svedskoj 1 : 17 000, a u Finskoj 1 : 53 000. Osim
AS-a, varijante COL4A3, COL4A4 i COL4A5 gena dovode i do TBMN-a za koji se smatra
da mu je prevalencija u opc¢oj populaciji 1 — 2,5 %. Analiza patogenih varijanti COL4A3,
COL4A4 i COL4A5 gena u gnomAD bazi podataka pokazala je da je prevalencija X-
vezanih varijanti u opéoj populaciji 1 : 2 000, a autosomnih heterozigotnih 1 : 100.
Medutim, ove prevalencije nisu sasvim precizne jer ne ukljuCuju pojedince s vec
dijagnosticiranom boleS¢u i s dubokim intronskim delecijama koje nije mogucée otkriti
ciljanim sekvenciranjem ve¢ sekvenciranjem cijeloga genoma (75, 104).

U sklopu projekta ,Genotip-fenotip korelacija u Alportovom sindromu i nefropatiji
tankih glomerularnih bazalnih membrana“® NGS metodom testirano je 428 bolesnika s
dijagnozom TBMN-a ili AS-a te ¢lanova njihovih obitelji koji su imali hematuriju. Od toga
su kod njih 237 (55,4 %) nadene patogene i/ili VUS varijante u COL4A3, COL4A4 i/ili
COL4A5 genima. Medu bolesnicima s varijantama, 91 (38,4 %) je imalo X-vezano
nasljedivanje, a u 146 (61,6 %) je nasljedivanje bilo autosomno, od ¢ega je samo 1 (0,7
%) bolesnik bio homozigot (neobjavljeni podaci). U ovo istraZivanje je uklju¢eno 100
bolesnika s TBMN-om, od ¢ega je 32 dodatno imalo i FSGS. Kod 62 bolesnika nadene
su patogene i/ili VUS varijante u COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 genima. Medu njima su
vecinom bili autosomni heterozigoti (77,4 %), a manji dio je imao X-vezanu bolest (22,6
%).

6.2. Povezanost tankih glomerularnih bazalnih membrana s fokalnom
segmentalnom glomerulosklerozom

Pretragom registra biopsija bubrega Odjela za nefropatologiju i elektronsku
mikroskopiju Klinicke bolnice Dubrava odredena je ucestalost TBMN-a od 4,1 %. To

ukljuCuje samo bolesnike kojima je radena biopsija bubrega pa je pretpostavka da je u
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opcoj populaciji ucestalost TBMN-a €ak i ve¢a. Na to su ukazali Dische i sur. koji su
ultrastrukturnom analizom tkiva donorskih bubrega uo€ili da je u 9,2 % biopsija, srednja
vrijednost debljine GBM-a odgovarala kriterijima za dijagnozu TBMN-a (105). Senjug i
sur. su u ¢ak 31 % nultih biopsija ultrastrukturnom analizom dijagnosticirali TBMN prema
standardizaciji Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klinicke bolnice
Dubrava, a prema kriterijima WHO-a u njih ¢ak 41,7 % (106).

Dijagnoza TBMN-a nije u potpunosti precizna. Jedan od razloga je $to ne postoji
strogo odredeni referentni raspon normalne debljine GBM-a, a postoji i velika raznolikost
u pojedinim referentnim rasponima odredenima u razli€itim ustanovama. Osim toga, viSe
je ¢imbenika koji utjeCu na debljinu GBM-a, a to su: spol i dob bolesnika, metodologija
pripreme preparata za elektronsku mikroskopiju, metodologija informatiCke provedbe
mjerenja debljine GBM-a i, konac¢no, individualnost pojedinca koji provodi mjerenje.
Nekoliko autora naglasilo je vaznost standardizacije mjerenja i odredivanja referentnog
raspona debljine GBM-a (12, 107). Stoga je na Odjelu za nefropatologiju i elektronsku
mikroskopiju Klini€¢ke bolnice Dubrava provedena standardizacija i mjerenje debljine
modificiranom metodom prema Haas-u (12, 92).

Osim toga, TBMN ne predstavlja zaseban klinicko-patoloski entitet s jasnom
kliniCkom slikom i prognozom. Nalaz tankih membrana na EM-u prisutan je kod
muskaraca u ranom stadiju XAS-a, zena bilo koje dobi s XAS-om, mladih muskaraca i
Zzena s ARAS-om te musSkaraca i zena s heterozigotnim varijantama COL4A3 i COL4A4
gena koji mogu i ne moraju doZivjeti progresiju bolesti do ESRD-a (35).

Vise istrazivanja je pokazalo da nece svaki pojedinac s TBMN-om imati benigan
tijek bolesti s izoliranom hematurijom ve¢ da ¢e u dijela bolesnika biti prisutan i FSGS s
progresijom u ESRD (50-54). 1z tog razloga, neki stru€njaci predlazu da se TBMN treba
smatrati patohistoloSkom promjenom, a ne zasebnim klinicko-patoloSkim entitetom ili
stanjem nosioca za AS. Bolesnike s nalazom TBMN-a na EM-u, sa ili bez FSGS-a i
potvrdenom varijantom u COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 genu trebalo bi dijagnosticirati
kao AS, a ne kao TBMN i gensku FSGS (108). U ovom istrazivanju ustanovljeno je da
30,1 % bolesnika s TBMN-om ima i FSGS i da je uCestalost FSGS-a s TBMN-om u
Registru nativnih biopsija bubrega Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju

Klini¢ke bolnice Dubrava 1,2 % te da su kod tih bolesnika simptomi i morfoloSke promjene
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znacajno izraZenije nego u pacijenata samo s TBMN-om. Bolesnike s TBMN na EM-u i
varijantom u COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 genu treba shvatiti kao pojedince s rizikom
za razvoj FSGS-a s proteinurijom i progresijom u ESRD. Sam nalaz TBMN-a na EM-u
nema nikakvu prognosti¢ku vrijednost, niti u pedijatrijskoj niti u odrasloj populaciji, bududi
da se samo na temelju tog nalaza ne moZze reci u kojih ¢e bolesnika bolest progredirati,
a u kojih nece (109).

lako kod svih 100 ispitanika uklju€enih u ovo istrazivanje klini¢ki i patohistoloski
nalazi upu¢uju na TBMN sa ili bez FSGS-a, u 38 % bolesnika nije nadena varijanta u
COL4A3, COL4A4 ilili COL4A5 genu. lIstraZivanja su pokazala da NGS moZe otkriti
priblizno 95 % besmislenih i pogresnih varijanti, delecija i insercija te vecinu varijanti
alternativhog izrezivanja (110, 111). Prepoznavanje varijanti je slabije u slu€aju
autosomnih varijanti jer vecina takvih bolesnika ima izoliranu hematuriju koja pak moze
biti posljedica druge bolesti (npr. IgA nefropatija, poststreptokokni glomerulonefritis, C3
nefropatija). Drugi razlozi neprepoznavanja varijanti ukljuCuju slabu pokrivenost ciljnih
regija, duboke intronske varijante koje nije moguce prepoznati sekvenciranjem egzona te
nedostatan kapacitet uredaja za prepoznavanje odredenih varijanti (75, 112).

Udruzenost TBMN-a s FSGS-om su prvi opisali Deltas i sur. u istraZivanju iz 2007.
godine gdje su opisali 116 bolesnika iz 13 obitelji s Cipra sa simptomima od izolirane
hematurije do CKD-a. U toj skupini u€injeno je 20 biopsija bubrega kojima je potvrdena
FSGS na SM-u i TBMN na EM-u, bez znakova karakteristicnih za AS. Provedeno je
sekvenciranje COL4A3, COL4A4 i COL4A5 gena. U 70 % pacijenata bila je prisutna
heterozigotna varijanta u COL4A3 ili COL4A4 genu Cime je potvrdena dijagnoza TBMN-
a udruzenog s FSGS-om. Prac¢enjem 82 bolesnika iz 10 obitelji utvrdeno je da je u 38 %
doSlo do progresije u CKD, a u 19,5 % u ESRD. Zakljucili su da je hematurija jedini znak
bolesti do otprilike 3. desetlje¢a Zivota nakon €ega se javlja proteinurija, a nakon 50.
godine Zivota uz hipertenziju, javljaju se i znakovi CKD-a s konacnhom progresijom u
ESRD (49). Autori smatraju da kod bolesnika s COL4 varijantom i nalazom FSGS-a na
SM-u i/ili izrazenijom klinickom slikom postoji dodatna, neprepoznata varijanta, genski
modifikator ili neki drugi ¢imbenik koji je uz COL4 varijantu sinergistiCki odgovoran za

razvoj tezeg fenotipa (50).
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Matthaiou i sur. su u sustavnom pregledu literature o heterozigotnim COL4AS i
COL4A4 varijantama, na uzorku 777 bolesnika iz 258 obitelji, pokazali sljedece:
hematurija je bila prisutna u 94,8 % bolesnika, a proteinurija u 46,4 %. U 15,1 % bolesnika
srednje dobi 52,8 godina (raspon dobi 21 do 84 godina) doSlo je do progresije u ESRD.
Gubitak sluha zabiljezen je u 15,6 %, a poteSkoce vida u 3 % bolesnika. Biopsija bubrega
ucinjena je u 222 bolesnika, a na 174 biopsija provedena je ultrastrukturna analiza. FSGS
na SM-u je bio prisutan u 39,9 % biopsija. Na EM-u su u 81 % bile prisutne tanke GBM,
u 18,4 % promjene karakteristiCne za AS, a lameliranje GBM-a u 6,9 % (113).

U ovom istraZivanju, u uzorku svih uklju¢enih bolesnika (N = 100), hematurija je
bila prisutna u 93,9 % bolesnika, a proteinurija 44,4 %. Gubitak sluha je bio prisutan u 9,8
%, a poremecaiji vida u 1,1 %. Zavrsni stadij CKD-a dozivjelo je 5,7 % bolesnika. Na SM-
u je FSGS naden u 32 % biopsija bubrega, a na EM-u je u 34 % bilo prisutno samo fokalno
lameliranje. Kod bolesnika kojima je NGS-om nadena varijanta u COL4A3, COL4A4 iili
COL4A5 genu, hematurija je bila prisutna u 95,2 % bolesnika, a proteinurija 43,5 %.
Gubitak sluha je bio prisutan u 8,6 %, a poremecaja vida nije bilo. Zavrsni stadij CKD-a
dozivjelo je 6,8 % bolesnika. Na SM-u je FSGS naden u 37,1 % biopsija bubrega, a na
EM-u je u 45,2 % bilo prisutno samo fokalno lameliranje. lako istrazivanja Deltasa i sur.
te Matthaioua i sur. imaju dodirnih parametara s ovim istraZivanjem koje je korisno
usporediti, postoje odredene razlike koje valja istaci. Obje istrazivacke skupine ispitivale
su autosomne varijante, dok je u ovom istrazivanju polaziSna toCka bila patohistoloSka
dijagnoza, a sekvenciranjem su, osim autosomnih, nadene i varijante u COL4A5 genu. U
ovom istrazivanju ukljueno je viSe patohistoloskih parametara, kao i komorbiditeta
(pusenje, hipertenzija, prekomjerna tjelesna masa) koji mogu dodatno utjecati na tezinu

bolesti, a koji nisu uklju€eni u navedena istrazivanja.

6.3. Varijabilnost fenotipa medu bolesnicima s COL4A3, COL4A4 i/ili
COL4AS5 varijantom

Jais i sur. te Naito i sur. su u svojim istraZivanjima X-vezanih varijanti u COL4
genima zakljucili da varijabilnost fenotipa ovisi o tipu naslijedene varijante. Zakljucili su
da delecije, varijante pomaka okvira Citanja i besmislene varijante dovode do gubitka
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ekspresije lanaca COL4 i tezeg oblika bolesti, a pogreSne i varijante alternativhog
izrezivanja do varijabilnog fenotipa (114, 115). U istraZivanju Storey-a i sur. od 68
pronadenih patogenih varijanti, 37 % su bile pogredne, 35 % su bile varijante s pomakom
okvira €itanja, 18 % besmislene, 6 % su bila manje delecije ili duplikacije, a 4 % su Cinile
varijante alternativnog izrezivanja. Besmislene mutacije u njihovom uzorku izazivale su
ranu pojavu ESRD-a (116). U ovom istrazivanju takoder je najviSe bilo pogresnih (45,2
%), ali je varijanti s pomakom okvira €itanja bilo tek 3,2 %, besmislenih 17,7 %, a varijanti
alternativnog izrezivanja 33,9 %. Medutim, nije nadena statisticki znac¢ajna razlika u tezini
kliniCke slike izmedu bolesnika s razliitim tipovima varijanti.

Novija istraZzivanja pokazuju da bi varijante u ostalim genima koji kodiraju proteine
GFB-a mogli imati utjecaj na varijabilnost fenotipa kod heterozigota s istim varijantama
COL4A3 ili COL4A4 gena (36, 76-80). Deltas i sur. su opisali dvije varijante gena NPHS2
(p-Arg229Gin i p.Glu237Gin) koji kodira podocin i jednu gena NEPH3 koji kodira filtrin,
koje predstavljaju poviSeni rizik za progresiju u CKD u bolesnika s COL4 varijantama (76,
78, 80). Istrazivanja Bullicha i sur. te Fresea i sur. dala su sli¢ne rezultate na temelju kojih
su zakljucili da varijante gena koji kodiraju proteine GFB-a i podocita kod bolesnika s
COL4 varijantom doprinose dodatnom osteéenju bubrega, razvoju FSGS-a i ranijoj
progresiji bolesti u CKD (89, 90). Nedostatak ovog istrazivanja je $to je sekvenciranje
ciljlano za COL4A3, COL4A4 i COL4AS5 gene. Korisno bi bilo prosiriti panel i ukljuciti gene
koji kodiraju ostale proteine GFB-a kako bi se rasvijetlila genska pozadina bolesnika
kojima unato€ dijagnozi TBMN-a sa ili bez FSGS-a sekvenciranjem nije nadena varijanta
u COL4A3, COL4AA4 ifili COL4AS genu.

Osim varijanti u drugim genima povezanima s GFB-om, odredeni autori spominju
i druge Cimbenike (npr. hipertenzija, puSenje, prekomjerna tjelesna masa) koji mogu
utjecati na klinicki tijek i tezinu simptoma kod bolesnika s COL4 varijantama (35).
Usporedujucéi sve bolesnike prema patohistoloskoj dijagnozi, dobivena je statisticki
znacajna razlika u pusenju (P < 0,001) i hipertenziji (P < 0,001) gdje je u skupini bolesnika
s TBMN-om samo 22 % pu$aca i 21,3 % hipertoni¢ara, a u skupini s FSGS-om i TBMN-
om je 61,5 % pusaca i 65,4 % hipertoniCara. Takoder, dobivena je statistiCki znacajna
razlika u tjelesnoj masi (P = 0,006) i BMI-u (P = 0,007) izmedu istrazivanih skupina gdje
bolesnici s TBMN-om prosjecno teze 58.43 + 27.14 kg uz prosjeCan BMI 21.95 £ 5.77

67



kg/m2, a bolesnici s FSGS-om i TBMN-om prosje¢no teze 77.25 + 23.90 kg uz prosjecan
BMI 26.09 + 5.81 kg/m2. Usporedujuci bolesnike kod kojih su nadene varijante u
COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 genima, prisutna je sliCna, statisti¢ki zna€ajna razlika u
pusenju (P < 0,001) i hipertenziji (P = 0,002) gdje je u skupini bolesnika s TBMN-om 17,1
% pusaca i 19,4 % hipertoniCara, a u skupini s FSGS-om i TBMN-om je 63,2 % pusaca i
63,2 % hipertoni€ara. Prisutna je i statistiCki znac¢ajna razlika u tjelesnoj masi (P = 0,039)
i BMI-u (P = 0,031) izmedu istrazivanih skupina gdje bolesnici s TBMN-om prosjecno teze
62.52 + 27.67 kg uz prosje¢an BMI 22.71 + 5.89 kg/m?, a bolesnici s FSGS-om i TBMN-
om prosjecno teze 79.28 + 21.92 kg uz prosje¢an BMI 26.72 + 5.66 kg/m?.

Senjug i sur. te Horadek i sur. opisali su nove varijante COL4A4 ¢.193-2A>C i
COL4A3 c.2881+1G>A u hrvatskoj populaciji koje dovode do raznolikih fenotipova (103,
117). Jedan bolesnik, homozigot s COL4A4 ¢.193-2A>C varijantom, star dvije godine,
imao je hematuriju, proteinuriju i odrzanu bubreznu funkciju, a morfoloski je na EM imao
promjene karakteristiCne za AS. Od osmero heterozigota za istu varijantu, Sest (75 %) je
imalo hematuriju, od toga petero (62,5 %) i proteinuriju, a samo jedan (12,5 %) je imao
umjereno snizenu bubreznu funkciju (eGFR 45 ml/min/1,72m?). Od petero ispitanika s
biopsijom bubrega, troje je imalo dijagnozu FSGS-a s TBMN-om, a dvoje AS.
Ultrastrukturno, u jednoj biopsiji nije bilo lameliranja, u dvije je bilo samo fokalno, a u jos
dvije izrazeno (117). Varijanta COL4A3 ¢.2881+1G>A takoder dovodi do varijabilnih
simptoma i klini¢kog tijeka. Hematuriju je imalo 97,1 % bolesnika, proteinuriju 55,9%, a
14,7 % je razvilo CKD, zapoc€elo bubreznu nadomjesnu terapiju dijalizom i/ili je
podvrgnuto transplantaciji bubrega do medijana dobi 48 godina (raspon dobi 27 do 55
godina). FSGS je bila prisutna u 30,8 % biopsija, izrazeno lameliranje GBM-a u 16,7 %,
fokalno u 50 %, a u 33,3 % lameliranja nije bilo (103). Ovakva varijabilnost u fenotipu kod
bolesnika s identichom varijantom u COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 genu vjerojatno je
posljedica komorbiditeta i nezdravih navika (pusenje, hipertenzija, dijabetes, pretilost) ili

neotkrivene varijante u nekom drugom genu koji kodira proteine GFB-a (55).
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6.4. Nove varijante COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena

Sekvenciranjem u ovom istrazivanju pronadene su patogene i/ili VUS varijante
COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 gena kod 62 bolesnika. Medu njima je 45 razlicitih
varijanti, a od toga su 42 nove, do sada neprijavljene u HGMD-u. Visok udio novih varijanti
je o€ekivan, sto potkrepljuju i istraZivacke skupine Ciji su rezultati sekvenciranja pokazali
da se u 75 % uzoraka radi o novoj varijanti (110, 111).

OgraniCenja ovog istraZivanja pretezno su vezana uz genetsku analizu.
Dostupnom metodom provedeno je sekvenciranje COL4A3, COL4A4 i COL4A5 gena,
medutim ne i drugih gena, povezanih s nefrotskim sindromom i genskom FSGS, kao ni
genetskih modifikatora koji u sunasljedu s patogenom varijantom u nekome od COL4
gena dovode do teZeg oblika bolesti. Takoder, odredene varijante u sekvenciranim
genima, kao Sto su duboke intronske varijante koje mogu pridonjeti izraZenijem fenotipu,

nije moguce prepoznati provedenom NGS metodom.
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7. ZAKLJUCCI

1. Bolesnici s FSGS-om i TBMN-om u odnosu na bolesnike samo s TBMN-om imaju
statisticki znacajno loSije klinicke parametre (viSu razinu proteinurije, viSu razinu
serumskog kreatinina, nizi eGFR, viSi CKD stadij u ¢asu postavljanja dijagnoze),
CeSce komorbiditete (puSenje, hipertenzija, pretilost) i jace izrazene morfoloSke
promjene (postotak i stupanj IFTA-e, izraZzenost arteriolosklerotskih promjena).
lako statistiCki neznacajno, medu bolesnicima s varijantom u COL4A3, COL4A4
i/ili COL4A5 genu, patogenih i VUS varijanti nadeno je u ve¢em postotku (71,9 %)
u skupini bolesnika s FSGS-om i TBMN-om u odnosu na skupinu s TBMN-om
(57,4 %). Nije nadena statisti¢ki zna¢ajna razlika u patogenosti i tipu varijante

izmedu navedenih skupina.

2. Pretragom Registra biopsija bubrega Odjela za nefropatologiju i elektronsku
mikroskopiju, Klinicke bolnice Dubrava u razdoblju od 2004. do 2018. godine
ucinjeno je 3973 nativnih biopsija bubrega, od Cega je 163 (4,1 %) dijagnoza
odgovaralo TBMN-u, a njih 49 je uz to imalo i FSGS. Stoga je prevalencija FSGS-

a udruzenog s TBMN-om u navedenom registru 1,2 %.

3. Mjerenje debljine GBM-a provedeno je modificiranom metodom po Haasu i prema
standardizaciji Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klinicke

bolnice Dubrava. Prosje¢na debljina GBM-a iznosila je 187,17 + 31,12 nm.

4. U ovo istrazivanje ukljuceno je 100 bolesnika iz 97 obitelji, dakle, samo iz tri obitelji
uklju€eno je po dva €lana, a iz ostalih samo po jedan. Preostalim ¢lanovima obitelji
ili nije ucinjena biopsija bubrega ili su biopsijom nadene morfoloSke promjene u
vidu izrazitih zadebljanja GBM-a s jasnim lameliranjem. Clanovi obitelji bez
biopsije bubrega, a koji imaju hematuriju, testirani su NGS metodom za COL4AS,
COL4A4 i COL4A5 gene te su na temelju rezultata kreirana obiteljska stabla.
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5. Provedena analiza za varijante gena COL4A3, COL4A4 i COL4A5 u 100 testiranih
bolesnika pokazala je da je kod 62 (62 %) nadena patogena varijanta i/ili VUS.
Nadeno je 45 razliCitih varijanti od kojih su 42 novootkrivene tj. nisu prethodno
opisane u HGMD-u. Autosomnih varijanti (77,4 %) je vise nego X-vezanih (22,6
%). Vecina varijanti je patogena (83,87 %), a VUS varijanti je 16,13 %. Prema tipu
varijante najviSe je pogresnih (45,2 %), slijede varijante alternativhog prekrajanja
(33,9 %), zatim besmislene varijante (17,7 %), a najmanje je varijanti s pomakom
okvira Citanja (3,2 %). Nije nadena statistiCki znac¢ajna razlika u patogenosti i tipu

varijante izmedu skupine bolesnika s TBMN-om i skupine s FSGS-om i TBMN-om.
6. Usporedbom Klini€kih i patohistoloSkih parametara izmedu skupina bolesnika

odredenima tipom naslijedene varijante, nisu nadene statistiCki znacajne razlike

niti u jednom istrazivanom parametru.
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8. KRATKI SADRZAJ NA HRVATSKOM JEZIKU

Svrha rada: Svrha ovog istrazivanja je bila provesti sekvenciranje gena COL4A3,
COL4A4 i COL4A5 NGS metodom u bolesnika s TBMN-om sa ili bez FSGS-a, a potom
analizirati prikupljene genske, kliniCke i histoloSke podatke i provesti genotip-fenotip
korelaciju.

Ispitanici i metode: Bolesnici su identificirani pretragom registra bubreznih biopsija
Odjela za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klinicke bolnice Dubrava te
podijeljeni u dvije skupine: 1. bolesnici s TBMN-om i 2. bolesnici s FSGS-om i TBMN-om.
Nakon identifikacije prikupljeni su svi dostupni klini¢ki i patohistoloski podaci, provedeno
je mjerenje debljine GBM, a bolesnicima je uzet uzorak krvi za NGS. Dobiveni rezultati i
prikupljeni podaci su analizirani te je provedena genotip-fenotip korelacija.

Rezultati: Sekvenciranjem je u 52 % bolesnika nadena patogena varijanta, a u 10 %
VUS. Bolesnici s FSGS-om i TBMN-om u odnosu na bolesnike samo s TBMN-om imaju
statistiCki znacajno izrazenije klinicke simptome i znakove, morfoloSke promijene te
komorbiditete. Nije nadena statisticki znaCajna razlika u patogenosti i tipu varijante
izmedu skupine bolesnika s FSGS-om i TBMN-om i skupine s TBMN-om.

Zaklju€ak: Bolesnici s FSGS-om i TBMN-om u odnosu na bolesnike samo s TBMN-om

imaju izrazenije klinicke simptome i morfoloSke promjene na biopti¢kim uzorcima.
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9. KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM JEZIKU

Characteristics of patients with thin basement membrane nephropathy combined

with focal segmental glomerulosclerosis
Matija HoraCek (2022)

Objective: The aim of this research was to perform sequencing of the COL4A3, COL4A4
and COL4A5 genes with NGS in patients with TBMN with or without FSGS, then to
analyze the genetic, clinical and pathohistological data and perform genotype-phenotype
correlation.

Patients and methods: The patients were identified by searching the kidney biopsy
register of the Department of Nephropathology and Electron Microscopy of Dubrava
University Hospital and divided into two groups: 1. patients with TBMN and 2. patients
with FSGS and TBMN. Patients’ clinical and pathohistological data were collected, GBM
thickness was measured, and a blood sample was taken for NGS. The results and
collected data were analyzed and genotype-phenotype correlation was performed.
Results: Sequencing detected a pathogenic variant in 52 % and VUS in 10 % of patients.
Patients with FSGS and TBMN compared to patients with only TBMN have significantly
more pronounced clinical symptoms and signs, morphological changes and
comorbidities. No statistically significant difference was found in pathogenicity and variant
type between the group of patients with FSGS and TBMN and the group with TBMN.
Conclusion: Patients with FSGS and TBMN have more severe clinical course and

morphological changes on biopsy samples than patients with only TBMN.
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