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1. UVOD

Bubrezne bolesti glomerula i tubulointersticija znacajno doprinose morbiditetu u
dje¢joj dobi. Za njihovo uspjesno lijeCenje 1 pracenje Cesto je potrebno uciniti biopsiju
bubrega i postaviti patoloSku dijagnozu (1). Na taj nacin su Sirom svijeta stvoreni nacionalni
registri bubreznih biopsija, koji su medutim pokazali razli¢ite epidemioloske podatke (1-14).
U svakodnevnom radu na Klinici za djecje bolesti, tercijalnom centru kojem gravitira
podrucje juzne Hrvatske, primijetili smo promjenu u indikacijama za izvodenje bubreznih
biopsija i pojavnosti pojedinih glomerulopatija u posljednjih deset godina u odnosu na ranije

razdoblje.

Najces¢e indikacije za biopsiju bubrega su: nefrotski sindrom (NS), ne-nefrotska
proteinurija s hematurijom, nefriticki sindrom s nefrotskom proteinurijom 1 izolirana
hematurija (IH). U ceskih autora je IH-a bila glavna indikacija, u Maroku nefrotska
proteinurija s hematurijom, a u Velikoj Britaniji ne-nefrotska proteinurija (1-14). Iz
navedenog proizlazi da se u raznim zemljama indikacije za bubreznu biopsiju bubrega
donekle razlikuju. Ponekad je teSko usporediti ¢ak i rezultate bubreznih biopsija iz istog
centra, ako su uradene u razli¢itim vremenskim razdobljima. Razlozi za to su promjene
indikacija za biopsiju bubrega, proSirenje metoda analize bioptiranog tkiva, pojava
novoopisanih entiteta i nove dijagnosticke klasifikacije bubreznih bolesti. Stoga, usporedba

patoloskih nalaza ponekad moze biti teska, ¢ak 1 nemoguca (2, 4-15).

IgA nefropatija (IgAN) je naj¢es¢i primarni glomerulonefritis u svijetu 1 znacajno
doprinosi nastanku kroni¢ne bolesti bubrega (CKD, engl. chronic kidney disease) 1 zavr$nog
stadija bubreznog zatajenja (ESRD, engl. end-stage renal disease). Na ucestalost i
napredovanje IgAN-e utjecu genski i okoli$ni ¢imbenici (16, 17). Patogeneza IgAN-e nije u
potpunosti razjaSnjena, ali se zna da sudjeluju komponente urodenog i steCenog imuniteta.
Ukljucene su dendriticke stanice, makrofagi, prirodene stanice ubojice (NK stanice, engl.
natural killer cells), podskupine T limfocita, B limfociti, kao i IgAl protutijela,
autoprotutijela na IgAl i komponente sustava komplementa (18, 19). Dijagnoza IgAN-e je
zasnovana iskljuc¢ivo na patoloskom nalazu, pa je stoga neophodno uciniti biopsiju bubrega

(20). Spektar klinickih manifestacija IgAN-e je Sirok, a najceS¢a je makrohematurija ili



mikrohematurija. Klinicki tijek bolesti je bez sveobuhvatne patoloske 1 klinicke procijene,

nepredvidljiv (21).

Brojna istrazivanja su pokazala da nedostatak vitamina D pridonosi patogenezi
bubreznih bolesti, pa tako 1 [gAN-e (22). Kalcitriol [1,25(0OH),D3], hormonski aktivni oblik
vitamina D 1 prirodni ligand receptora za vitamin D (VDR, engl. vitamin D receptor), izaziva
niz ekstraskeletnih bioloskih odgovora. To su primjerice; uc¢inak na kardiovaskularni sustav
putem regulacije izrazaja renina, inhibicija napredovanja zlo¢udnih bolesti 1 ucinci na
ravnotezu imunosnih stanica u autoimunim bolestima (22). Aktivacija VDR-a svestrano
pridonosi zastiti bubrega u bubreznim bolestima; ima protuupalno djelovanje, suzbija
aktivaciju renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS), obnavlja funkcije mitohondrija,
smanjuje intersticijsku fibrozu, glomerulosklerozu 1 oStecenje podocita, suzbija proliferaciju,
apoptozu 1 autoimunosni odgovor (22). VDR se nalazi u stanicama gotovo svih tkiva,
ukljucujuéi T i B limfocite, dendriticke stanice, monocite i makrofage (19, 23). Imunosne
stanice mogu izrazavati metabolizirajue enzime vitamina D: 25-hidroksivitamin D la-
hidroksilazu (1a-OHaza; CYP27B1) i vitamin D3 24-hydroksilazu (24-OHaza; CYP24A1),
Sto omogucuje autonomno stvaranje 1 razgradnju aktivnih metabolita vitamina D.
Rasprostranjenost VDR-a i enzima aktivacije vitamina D (la-OHaza) i inaktivacije vitamina
D (CYP24A1) ukazuje da stanice u razli¢itim tkivima imaju potencijal za aktivaciju, odnosno

deaktivaciju vitamina D koji djeluje autokrino ili parakrino (23-25).

Medu brojnim istrazivanjima o ucincima vitamina D ne postoje studije o izrazaju

VDR-a i metaboliziraju¢ih enzima vitamina D u bubrezima pacijenata s [gAN-om.

1.1. Grada i funkcija bubrega

Bubreg (lat. ren, gré. nephros) je parni organ, oblika zrna graha koji filtriranjem krvi
stvara mokracu. SmjeSten je retroperitonealno, po jedan sa svake strane kraljeznice, lijevi
izmedu XII. prsnog i III. slabinskog kraljeska, a desni nesto nize. Bubrezni parenhim obavijen
je vezivnom Cahurom (lat. capsula fibrosa). 1znad svakog bubrega nalazi se nadbubrezna
zlijezda. Obavija ih masno tkivo (lat. capsula adiposa) ¢ija je funkcija odrzavanje bubrega u

normalnom polozaju (26, 27).



Bubreg je graden od medularnog i kortikalnog dijela. Medulu (lat. medulla renalis)
¢ine piramide (lat. pyramides renales) saCinjene od bubreznih kanali¢a, medusobno odvojene
izdancima bubrezne kore (lat. cortex renalis). Vrhovi piramida (lat. papillae renales) okrenuti
su prema bubreznom hilusu, a baze piramida prema vanjskoj povrSini bubrega. Papile su
obavijene bubreznim vrcevima (lat. calices renales), koji se slijevaju u bubreznu nakapnicu

(lat. pelvis renalis), a ona prelazi u mokrac¢ovod (ureter).

Bubrezna kora je zrnatog izgleda zbog velikog broja glomerula, bubreznih tjelesaca.
Piramide su radijalno isprugane i gradene od sabirnih cijevi. Svaka piramida s pripadaju¢om
kortikalnom tvari tvori bubrezni rezanj (lat. lobus renalis). Bubrezna kora koja se nalazi ispod
cahure, medu piramide Salje izdanke (lat. columnae renales). Kortikalna tvar se dijeli u
vanjsku zonu (lat. pars convoluta) koja sadrzava glomerule i zavijene kanali¢e i unutarnju
zonu (lat. pars radiata) koja sadrzava jukstamedularne glomerule i ravne kanali¢e koji odlaze

u piramide (26, 27).

U srediStu konkavne strane bubrega nalazi se hilus (lat. hilum renale) kojeg
saCinjavaju bubrezna arterija (lat. arteria renalis), bubrezna vena (lat. vena renalis) i
bubrezna nakapnica, na koju se nastavlja mokracovod. Prije ulaska u hilus bubrezna arterija se
dijeli na prednju i straznju granu (lat. ramus anterior et posterior), koje se dijele na
segmentalne arterije (lat. arteriae segmenti). U bubreznom hilusu segmentalne arterije prelaze
u intrarenalne (lat. arteriae intrarenales) a ove u interlobarne arterije (lat. arteriae
interlobares). Interlobarna arterija se na bazi piramide dijeli u dvije lu¢ne arterije (lat. arteriea
arcuatae) koje prolaze bazom piramida i daju kortikalne zrakaste arterije (lat. arteriae
corticales radiatae). Zrakaste arterije idu prema povrsini bubrega i daju arteriole koje ulaze u
glomerularno tjelesce (lat. arteriolae glomerularis afferens). Aferentna arteriola grana se u
glomerulu u kapilare i izlazi kao eferentna arteriola (lat. arteriola glomerularis efferens).
Eferentna arteriola daje gustu peritubularnu kapilarnu mrezu oko proksimalnog i distalnog
zavijenog kanalia. Iz te kapilarne mreze nastaju vene koje prate odgovarajuce arterije (lat.
venae corticales radiate, venae arcuate 1 venae interlobares). Venska krv iz interlobarnih
vena odlazi u bubreznu venu (26, 27).U bubregu se filtrira velika koli¢ina krvi s protokom
oko 1,2 L/min. Jedan dio izlu€enih tvari potrebnih organizmu (glukoza, aminokiseline,
elektroliti) ponovno se apsorbira u plazmu peritubularnih kapilara, a ostatak zajedno s
otpadnim tvarima i vodom skuplja u bubreznim ¢asicama i nakapnici, te kao mokraca odlazi u

mokrac¢ovod.



Glavne funkcije bubrega su odrzavanje ravnoteze vode, elektrolita i acidobaznog
statusa, eliminacija otpadnih tvari iz organizma, izlu¢ivanje hormona (eritropoetin, renin,
prostaglandini, vitamin D) koji sudjeluju u eritropoezi i regulaciji krvnog tlaka i koStano-
mineralnog metabolizma. Izlu¢ivanje vode i/ili minerala mokratom nadziru aldosteron i

antidiuretski hormon (ADH) (26, 27).

1.1.1. Histologija bubrega

Osnovna funkcionalna jedinica bubrega je nefron kojeg Cine bubrezno tjeleSce
(glomerul okruzen Bowman-ovom c¢ahurom), proksimalni zavijeni kanali¢, Henleova petlja,
distalni zavijeni kanali¢ i sabirne cijevi (Slika 1). Svaki bubreg sadrzi oko milijun nefrona.
Izmedu dvaju listova Bowman-ove ¢ahure nalazi se urinarni prostor u koji se filtrira teku¢ina
iz glomerularnih kapilara kroz glomerularnu filtracijsku membranu. Kapilare unutar
glomerula oblozene su endotelnim stanicama, ispod kojih se nalazi glomerularna bazalna
membrana (GBM) debljine 250 - 450 nm, na koju se s vanjske strane naslanjaju nozice
podocita, epitelnih stanica visceralnog lista Bowman-ove cahure. Ultrastrukturno GBM
pokazuje troslojnu strukturu: sredisnji, tamniji sloj (lat. lamina densa) 1 sa svake strane svijetli
sloj (lat. lamina rara). Fenestre endotela, GBM 1 pukotinasta membrana izmedu sekundarnih
nozica podocita predstavljaju filtracijsku barijeru. U sredisStu kapilarnog klupka glomerula

nalazi se mezangij, kojeg ¢ine mezangijske stanice i ekstracelularni matriks (28).

Na vaskularnom polu glomerula nalazi se jukstaglomerularni aparat, sastavljen od
jukstaglomerularnih stanica i makule dense na blisko smjeStenom distalnom kanalicu.
Citoplazma jukstaglomerularnih stanica sadrzi sekretorna zrnca renina. Osmoreceptori u
makuli densi reagiraju na manjak natrija u ultrafiltratu 1 poticu luc¢enje renina radi regulacije
krvnog tlaka. Iz urinarnog pola glomerula izlazi proksimalni zavijeni kanali¢ u kojem se
resorbira 60% glomerularnog filtrata; karakteristi¢no je graden od niskog cilindricnog epitela
s brojnim mikrovilima koji ¢ine Cetkastu prevlaku. Proksimalni kanali¢ nastavlja se na
Henleovu petlju koja ima vaznu zadacu koncentriranja mokrace. Ima oblik slova ,,U* 1 sastoji
se od debelog dijela silaznog kraka, tankog dijela silaznog kraka, tankog dijela uzlaznog kraka
1 debelog dijela uzlaznog kraka. Za vodu je propustan samo tanki dio silaznog kraka, dok je

uzlazni krak u potpunosti nepropustan. Debeli uzlazni krak Henleove petlje ulazi u koru,



nakon kratkog toka postaje zavijen i prelazi u distalni zavijeni kanali¢. Distalni zavijeni
kanali¢ je obloZen jednoslojnim kubi¢nim epitelom bez Cetkaste prevlake. U kori prelazi u
sabirne cjevCice koje se udruzuju u vece sabirne cijevi, na vrSku papila pretvaraju u
Bellinijeve kanale i izlijevaju u bubreznu nakapnicu. Manje sabirne cjevCice oblaze kubi¢ni
epitel koji postupno prelazi u cilindricni. Glavna uloga sabirnih kanala je koncentriranje
mokrace. Izmedu glomerula i bubreznih kanali¢a je oskudni intersticij s krvnim i limfnim

zilama (28).

Slika 1. Kora zdravog zrelog bubrega s vezivnom c¢ahurom. Glomeruli,
tubulointersticij 1 krvne zile su u bliskom rasporedu, bojenje hemalaun-
eozinom (povecanje objektiva 40x; mjerna skala — 500 pm). Autorica

zahvaljuje na ustupljenoj fotografiji prof. dr. sc. Merici Glavina Durdov.

1.2. Biopsija bubrega

Danas je perkutana biopsija bubrega ,,zlatni standard* u dijagnostici parenhimskih
bubreznih bolesti. Prve otvorene biopsije bubrega uradene su pocetkom XX. stoljeca. Alwahl
je 1944. godine izveo prvu perkutanu biopsiju bubrega, a punkciju bubrega aspiracijskom

iglom uradili su Iverson i Brun 1951. godine (29, 30).



Tehnika perkutane biopsije bubrega s vremenom se usavrSavala. Danas se
primjenjuje tzv. cutting ili core biopsija pomocu koaksijalnih igala, ru¢no ili automatski uz
pomo¢ uredaja za okidanje (engl. gun). Biopticke igle su kalibra od 14 do 18 gaugea. Prije
zahvata potrebno je uciniti testove zgruSavanja krvi i kontrolirati krvnu sliku. Perkutana
biopsija bubrega s automatskim uredajem na okidanje izvodi se pod ultrazvu¢nim nadzorom.
Nativni bubrezi bioptiraju se u potrbusnom polozaju bolesnika s kompresijskim jastukom
ispod trbuha. Obi¢no se bioptira donji pol lijevog bubrega, a rjede donji pol desnog bubrega.
Perkutana biopsija transplantiranog bubrega koji je smjeSten u maloj zdjelici, izvodi se u
polozaju na ledima i bioptira dostupni pol transplantata. Prije postupka se uz pomoc¢
ultrazvuka oznaci mjesto biopsije. Nakon ¢iS¢enja koze i lokalne anestezije, ucini se mali rez
na kozi za laksi prolaz igle te pod ultrazvu¢nom kontrolom iglom dode do ¢ahure bubrega i
aktivira automatski uredaj na okidanje. U djece se cijeli postupak radi u analgosedaciji.
Uobicajeno se uzimaju dva uzorka tkiva. Nakon biopsije bolesnik treba lezati na ledima s
kompresijskim jastukom ispod mjesta biopsije. Djeca su pod nadzorom 24 sata: prate se
vitalni znakovi, kontrolira krvna slika i urin, 2 - 3 sata nakon biopsije uradi se kontrolni

ultrazvuk bioptiranog bubrega, a po potrebi 1 nakon 24 sata (29, 30).

Indikacije za biopsiju bubrega razlikuju se ovisno o bolni¢kom centru i nacionalnim
smjernicama. Indikacijska biopsija bubrega izvodi se radi tocnog utvrdivanja prirode
bubreznog ostecenja u slucaju poremecene funkcije nativnog ili transplantiranog bubrega i
odluke o nacinu lijecenja. Protokolarna biopsija bubrega radi se u nekoliko navrata prema
utvrdenom planu nakon transplantacije bubrega, radi ranog otkrivanja povrata osnovne
bolesti, akutnog/kroni¢nog odbacivanja transplantata ili pravovremenog dijagnosticiranja
Stetnog ucinka imunosupresivnih lijekova. U bolesti nativnih bubrega, protokolom
(rebiopsijom) precizno se utvrduje napredovanje bolesti ili uspjeSnost lijeCenja radi

prilagodbe terapije.

Komplikacije nakon biopsije bubrega su rijetke. Vecina se odnosi na
mikrohematuriju, makrohematuriju, perinefriticki subkapsularni ili veéi retroperitonealni
hematom. Manifestno krvarenje se javlja u 1 - 2% slu€ajeva i1 najceS¢e spontano prestane.
Teske komplikacije kao §to su: krvarenje koje zahtijeva transfuziju krvi ili operacijsko
zbrinjavanje (0,1 - 0,4% slucajeva), akutna opstrukcija mokra¢nog sustava, akutno zatajenje

bubrega (AZB), nastanak arteriovenske fistule ili aneurizme, ozljede susjednih organa,



pneumotoraks, sepsa i smrt su iznimno rijetke. Nakon biopsije bubrega, preporuca se mjesec

dana postede bolesnika od umjerenih i vecih tjelesnih napora (30).

Opisanom tehnikom izvodenja biopsije dobije se potpuno ocuvano bubrezno tkivo
adekvatno za patolosku analizu. Bioptirano tkivo treba staviti u fizioloSku otopinu, zatvoriti u
plasticnu posudicu koja je oznafena pacijentovim imenom i odmah dostaviti u patoloski
laboratorij. U prikladnom uzorku za svjetlosnu mikroskopiju (SM) prevladava bubrezna kora
u kojoj se nalazi minimalno 10 - 20 glomerula, a bubreznu srz ¢ini manji dio uzorka.
Imunofluorescencijska mikroskopija (IF) je neophodna za tocnu dijagnozu: IgAN-e, Clq
nefropatije (C1gN, engl. Clg nephropathy), lupusnog nefritisa (LN) i C3 glomerulonefritisa
(C3GN, engl. C3 glomerulonephritis). Nalaz elektronske mikroskopije (EM) je neophodan za
potvrdu 1 dopunu dijagnoze temeljene na SM-i i1 IF-i, npr. za odredivanje stadija
membranskog glomerulonefritisa (MGN, engl. membranous glomerulonephritis), lokalizacije
i koli¢ine depozita u I[gAN-i i LN-u, te za bolesti koje se bez EM-e ne mogu postaviti: bolest
minimalnih promjena (MCD, engl. minimal change disease), Alportov sindrom (AS),
nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana (TBMN, engl. thin basement membrane

disease), rana amiloidoza, fibrilarni glomerulonefritis.

Apsolutne kontraindikacije za biopsiju bubrega su: izraziti poremecaj polozaja i
oblika bubrega koji ga c¢ine nedostupnim za biopsiju, jako smanjeni bubrezi zbog
uznapredovalog CKD-a odnosno ESRD-a, adultna policisticna bolest bubrega, trudnoca
nakon tridesetog tjedna gestacije 1 periparatalno razdoblje. U relativne kontraindikacije
spadaju solitarni bubreg, teSka hemoragijska dijateza, nekontrolirana arterijska hipertenzija,

infekcija mokra¢nog sustava 1 teSka trombocitopenija (29, 30).

1.2.1 IgA nefropatija

IgA nefropatija (Bergerova bolest) je progresivna glomerularna bolest nepoznate
etiologije 1 autoimune patogeneze. Karakterizirana je difuznim odlaganjem IgAl imunih
kompleksa u mezangiju bubrega, koje dovodi do aktivacije alternativnog i lektinskog puta
komplementa, proliferacije mezangijskih stanica, glomerulonefritisa i oSteCenja bubrezne

funkcije. Bolest su 1968. godine prvi opisali francuski patolozi Jean Berger i Nicole Hinglais



koji su uporabom imunofluoroscentne metode dokazali interkapilarne depozite IgA 1 otkrili
primarni IgA glomerulonefritis. Prosjecna incidencija IgAN-e je 25 - 50 oboljelih na 100 000
stanovnika godiSnje. IgAN je najceSca primarna glomerulopatija i javlja se Sirom svijeta (31-

38).

Dijagnoza se postavlja iskljucivo biopsijom bubrega, tj. patoloskom analizom
bioptata uporabom metoda SM-e, IF-e i EM-e. Osnovno obiljezje bolesti je
imunofluoroscentni nalaz dominantnih galaktoza-deficijentnih IgA1 depozita u mezangiju ili
rjede duz periferne kapilarne mreze. Mogu se naci slabije izrazeni IgG 1 IgM depoziti te
slabiji ili kodominantni depozit C3. Na EM-i vide se elektronski gusti depoziti u mezangiju
(Slika 2). Nalaz SM-e je izrazito varijabilan. IgAN se moZze histoloski ocitovati kao
mezangioproliferativni glomerulonefritis (MesPGN), fokalni segmentalni glomerulonefritis,
difuzni ekstrakapilarni glomerulonefritis s polumjesecima i skleroziraju¢i glomerulonefritis sa
fokalnim skleroziranim segmentima. Promjene u glomerulima mogu biti pracene

intersticijskom fibrozom i atrofijom kanali¢a (30).

Jedna od najstarijih patohistoloskih klasifikacija IgAN-e je klasifikacija po Lee-u iz
1982. godine (35). Klasifikacija po Haasu iz 1997. godine koristila je elemente klasifikacije
LN-a prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, engl. World Health Organization),
Medunarodnom druStvu za nefrologiju (ISN, engl. International Society of Nephrology) i
Drustvu za bubreznu nefrologiju (RPS, engl. Renal Pathology Society) (35, 39). Klasifikacija
po Lee-u bila je subjektivna, a klasifikacija po Haasu nije razlikovala mezangijsku od
endokapilarne proliferacije, Sto se u Oksfordskoj klasifikaciji IgAN-e iz 2009. godine
pokazalo pogresnim, jer su to dva zasebna i neovisna prognosticka kriterija. Danas je u
uporabi revidirana Oksfordska klasifikacija IgAN-e iz 2016. godine koja boduje pet
patohistoloSkih znacajki (M - mezangijska hipercelularnost, E - endokapilarna
hipercelularnost, S - segmentalna glomeruloskleroza, T - tubularna atrofija/intersticijska
fibroza 1 C - (engl. crescent) celularni polumjeseci koji su neovisni prediktori klinickog
ishoda bolesti (Tablica 1). PatohistoloSki znakovi aktivne bolesti su mezangijska
hipercelularnost, endokapilarna proliferacija i celularni polumjeseci, a znakovi kroni¢nih
promjena glomeruloskleroza, tubularna atrofija i intersticijska fibroza. Na rane aktivne lezije

moguce je terapijski djelovati (32-43).



Slika 2. Karakteristicni imunofluorescentni obrazac depozita u IgA
nefropatiji: u mezangiju jako izraZzeni IgA (A) i umjereno izrazen C3 (B), a
negativan IgG (C) 1 IgM (D) (povecanje 400x). Protutijela su konjugirana
fluorescein izotiocijanatom (FITC; zeleno). Gusti depoziti u mezangijskom
matriksu (E) (TEM, povecanje 4000x). Autorica zahvaljuje na ustupljenim
fotografijama prof. dr. sc. Merici Glavina Durdov i prof. dr. sc. Danici

Galesi¢ Ljubanovic.



Tablica 1. Revidirana Oksfordska klasifikacija IgA nefropatije iz 2016. godine (32, 35).

OKSFORDSKA KLASIFIKACIJA IgA NEFROPATIJE

HISTOLOSKI KRITERIJ DEFINICIJA BODOVANJE
Mezangijska cetiri ili viSe mezangijskih MO (prisutna u <50%
hipercelularnost stanica glomerula)
™M) po mezangijskom podrucju M1 (prisutna u >50%
glomerula glomerula)
Endokapilarna povecan broja stanica unutar EO (odsutna)
hipercelularnost glomerularnih E1 (prisutna)
(E) kapilara
Segmentalna adhezije/skleroza (segmentalna SO (odsutna)
glomeruloskleroza obliteracija kapilarnog lumena S1 (prisutna)
(S) ekstracelularnim matriksom)

Tubularna atrofija i
intersticijska fibroza

procjena kortikalnog podrucja
zahvacéenog tubularnom

TO (0-25% kore)
T1 (26-50% kore)

(T) atrofijom/fibrozom T2 (>50% kore)
Polumjeseci prisutnost polumjeseca u CO0 (odsutni)
(engl. crescents) Bowman-ovu prostoru CI1 (1-24% glomerula)
© C2 (>25% glomerula)

Histoloske promjene koje se vrednuju MEST-C zbrojem po revidiranoj Oksfordskoj

klasifikaciji prikazane su na slici 3.
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Slika 3. MEST-C score po Oksfordskoj klasifikaciji A. normocelularni mezangij (M0); B.
hiperplasti¢ni mezangij (M1); C. endokapilarna proliferacija (E1); D. segmentalna skleroza
(S1); E. intersticijska fibroza i tubularna atrofija >20% povrSine (T1); F. celularni
polumjesec u urinarnom prostoru (C1). (PAS, engl. periodic acid Schiff - bojenje, povecanje
400x). Autorica zahvaljuje na ustupljenim fotografijama prof. dr. sc. Merici Glavina

Durdov.
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U krvi bolesnika s IgAN-om povecana je koncentracija aberantno glikoliziranih
IgA1 koji se zbog svoje defektne strukture teze prociS€avaju jetrom i stoga duze ostaju u
cirkulaciji. Njihova prisutnost u krvi izaziva stvaranje autoprotutijela IgA 1 IgG razreda.
Cirkuliraju¢i imunokompleksi odlazu se u mezangiju, aktiviraju mezangijske stanice i
induciraju proliferaciju 1 sekreciju ekstracelularnog matriksa, citokina, kemokina i
angiotenzina II. Aktiviracijom alternativnog 1 lektinskog puta komplementa zapocinje
kaskada upalnog odgovora, $to sve rezultira glomerularnim oSte¢enjem. IgAl sintetiziraju
plazma stanice u sluznicama, pa je jedno od mogucih objasnjenja poremecenog imunosnog
odgovora u bolesnika s IgAN-om promijenjeni B stani¢ni sluznicki odgovor i neravnoteza

izmedu Thl i Th2 stanica (43-49).

Sekretorna IgA protutijela nalaze se u sluznici diSnog, probavnog i urogenitalnog
sustava 1 manje u krvi. Njihova glavna uloga je neutralizacija toksina i bakterija te
sprjecavanje prodora mikroorganizama u sluznicu i nastanak infekcija. U ljudi postoje dva
strukturno razli¢ita razreda IgA protutijela: IgAl i IgA2. IgAl dominira u sekretu nosne
sluznice, suzama, slini, tankom crijevu i serumu. U bolesnika s I[gAN-om u IgA1 molekuli
nalazi se manje O-vezane galaktoze, te se naziva ,slabije glikoliziran IgA1*“. Nedovoljna
glikolizacija, koja je najve¢im dijelom genski uvjetovana, nije dovoljna za razvoj bolesti. Da
bi zapocelo glomerularno oStecenje, potrebna je sinteza autoprotutijela na defektni IgAl,

stvaranje cirkuliraju¢ih imunokompleksa 1 njihovo talozenje u mezangiju (48-53).

IgAN je dijelom genski uvjetovana bolest. Do danas je pronadena povezanost s
preko dvadeset genskih lokusa, npr. povezanost s tri lokusa iz glavnog kompleksa tkivne
podudarnosti (MHC, engl. major histocompatibility complex) na kromosomu 6p21 i

povezanost s genskim lokusom na kromosomu 22q12.2 (17).

Sekundarni oblik IgAN-e, asimptomatski ili s klinickim simptomima bubreZzne
bolesti, moze se javiti u sklopu Henoch-Schonlein-ove purpure (HSP), Crohn-ove bolesti,
infekcije HIV-om, ankiloziraju¢eg spondilitisa, herpetiformnog dermatitisa, idiopatske

trombocitopenije, celijakije 1 drugih bolesti (50).

IgAN se obi¢no javlja izmedu desete i tridesete godine Zivota. Ce$¢a je u muskog

spola, u omjeru 2:1, osim u azijskim zemljama gdje su oba spola podjednako zastupljena.
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IgAN je visestruko ucestalija u Azijata i bijelaca, nego u crnoj rasi (44-47). Epidemioloske
analize ukazuju na znacajne razlike u incidenciji bolesti u raznim regijama svijeta. Razli¢ita
ucestalost je posljedica neujednacenog stava o indikacijama za biopsiju bubrega, pa se krece

od 5% u sredi$njoj Africi, 10 - 20% u Europi i Sjevernoj Americi, do 40% u Aziji (48, 50).

IgAN se klini¢ki prezentira mikrohematurijom (30 - 40%), makrohematurijom (70 -
80%), simptomima akutnog nefritiCkog sindroma, brzoprogredirajuc¢eg nefritickog sindroma
(10%) te moze dovesti do nastanka CKD-a 1 ESRD-a. Vrlo rijetko se IgAN prezentira AZB
(9%) 1li NS-om (3 - 7%). Makrohematurija je naj¢es¢a klinicka manifestacija [gAN-e, obicno
tijekom infekcije probavnog ili mokra¢nog sustava. Rekurentna makrohematurija je relativno
Cesta, u 40 - 50% slucajeva, povezana s infekcijama gornjih diSnih putova, obi¢no akutnim
tonzilofaringitisom. Povezanost makrohematurije i upale grla nazvana je sinfaringiti¢ki
nefritis. Vrlo rijetko epizode makrohematurije mogu biti praene nastankom AZB zbog
opstrukcije tubula eritrocitnim cilindrima. U 30 - 40% slucajeva IgAN je asimptomatska i
otkrije se sluc¢ajno prilikom rutinske analize mokrace, kakve su Ceste u azijskim zemljama.
Laboratorijskom pretragom tipicno se nalazi mikroskopska hematurija. U nekih bolesnika
IgAN se otkrije kasno, kad su ve¢ prisutne uznapredovale kroni¢ne bubrezne promjene.
Prediktori loSeg ishoda su visoka razina serumskog kreatinina u Casu otkrivanja bolesti,
proteinurija veca od 1 grama/dan, arterijska hipertenzija, trajna mikrohematurija, odsutnost
epizoda recidiviraju¢e makrohematurije, starija zivotna dob, muski spol, debljina 1 puSenje

(30, 33, 38-45).

U polovice bolesnika se u laboratorijskim nalazima nalazi poviSen serumski IgA,
najcesce tip IgAl. Proteinurija je obi¢no neselektivna, a C3 i C4 komponente komplementa u

serumu uredne (30).

IgAN se lije¢i neimunosupresinim lijekovima i imunosupresijom. U ne-
imunosupresivnu terapiju spadaju inhibitori angiotenzin-konvertirajuéeg enzima (ACE, engl.
angiotensin-converting-enzyme) 1 blokatori angiotenzinskih receptora (ARBs, engl.
angiotensin receptor blockers). U imunosupresivnu terapiju spadaju glukokortikoidi,

ciklofosfamid, azatioprim, ciklosporin, mikofenolat mofetil i rituximab.

Nelijje¢ena IgAN moze imati razlicit tijek, od sporo napredujuce bolesti do brzo

progresivnog bubreznog zatajenja, Sto je povezano s patoloskim nalazom. U vecine bolesnika
13



nakon akutne faze bolesti dolazi do remisije i oporavka bubrezne funkcije. Kako je bolest
kronic¢na 1 klinicki ¢esto podmuklog tijeka, za dvadeset godina priblizno 20 - 30%, a po nekim
autorima 30 - 50% bolesnika razvije ESRD (30, 33, 38, 51). DesetogodiSnje bubrezno
prezivljenje u djece je 90% (52). Mogucnost lijeCenja u fazi ESRD-a podrazumijeva
nadomjeStanje bubrezne funkcije metodama peritonejske dijalize ili hemodijalize, odnosno
transplantaciju bubrega. Nazalost se u 40 - 60% oboljelih nakon transplantacije bubrega javlja

povratak IgAN-e u presatku. (38, 53).

1.3. Vitamin D

Blagotvorni ucinak Suncevih zraka na zdravlje ljudi poznavali su jo$ stari Grei. Prvi
opisi rahitisa potjecu iz XVII. stoljeca. Tri stoljeca kasnije, 1928. godine njemacki kemicar
Adolf Windaus identificirao je vitamin D, kemijski spoj steroidne strukture, za $to je dobio

Nobelovu nagradu (54).

Uloga vitamina D utvrdena je u homeostazi kalcija, fosfora te u koStanom
metabolizmu. Otkriéem VDR-a i metaboliziraju¢ih enzima vitamina D koji se nalaze u raznim
stanicama, dokazana je pleiotropna uloga vitamina D u regulaciji kardiovaskularnog sustava,
prevenciji zlo¢udnih bolesti, otpornosti na infekcije, u imunomodulaciji te opcenito u
smanjenju smrtnosti (55-57). Time je interes za vitamin D jako porastao, posebice u zadnjem

desetljecu.

1.3.1. Metabolizam vitamina D

Dva su osnovna egzogena oblika vitamina D, vitamin D2 (ergokalciferol) i vitamin
D3 (kolekalciferol). Iz povijesnih razloga D vitamin svrstava se medu vitamine topljive u

mastima, iako je po svojoj steroidnoj strukturi i vecini obiljezja zapravo hormon.

Vitamin D2 nastaje u biljkama izlaganjem sterola ultraljubicastim zrakama, a ¢ovjek
ga unosi hranom pa su tako neke jestive gljive bogati izvor D2. Vitamin D2 u hrani je bioloski

neaktivan, u tankom crijevu prelazi u enterocite, pa u hilomikrone 1 limfom do jetre. Glavnina
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vitamina D3 (80 - 90%) potjece iz koze gdje se sintetizira iz 7-dehidrokolesterola pod
utjecajem ultraljubicastog B zrac¢enja (290 - 315 nm), a manji dio (10 - 20%) unosi se hranom
(riblje ulje 1 jetra, meso, mlijeko i mlije¢ni proizvodi, Zumanjak). Vitamin D3 nastao u
dermisu i D3 uneSen hranom bioloski su neaktivni. Protein vezan za vitamin D (DBP, engl.

vitamin D binding protein) prenosi ga krvlju i limfom u jetru.

D2 i D3 se aktiviraju hidroksilacijom u jetri na poloZaju 25 i nakon toga im je
metabolicki put isti. Bubreg je kljuéni organ u metabolizmu vitamina D, primarno za

odrzavanje normokalcemije (Slika 4) (57, 58).

Nakon prve hidroksilacije u jetri, djelovanjem mitohondrijskog enzima 25-OHaze
(CYP2R1) nastaje 25(OH)D3 (kalcidiol), glavni cirkuliraju¢i oblik vitamina D. Druga
hidroksilacija zbiva se u epitelu proksimalnih bubreznih kanali¢a i to na prvom ugljikovom
atomu pod djelovanjem mitohondrijskog enzima 1a-OHaze (CYP27B1). Nastali
1,25(0OH),D3 (kalcitriol) je bioloski aktivni oblik vitamina D koji ima 500 - 1000 puta vecu
aktivnost od kalcidiola (59). Njegova sinteza je strogo kontrolirana i poti¢e je paratiroidni
hormon (PTH), a koce ioni kalcija, fosfora i kalcitriol povratnom spregom, putem inhibicije

sinteze PTH-a 1 inhibicije aktivnosti 1a-OHaze.

Osim toga, kalcidiol i kalcitriol se inaktiviraju u bubregu. Mitohondrijski enzim 24-
OHaza (CYP24A1) katalizira pretvorbu kalcidiola u manje aktivni metabolit 24,25(OH),D3, a
kalcitriola u 1,23,25(0OH);D3 i 1,24,25(0OH);D3, ¢ime dolazi do progresivnog gubitka njegove
bioloske aktivnosti. 24-OHaza (CYP24A1) se nalazi u ciljnim tkivima vitamina D 1 izravno je

regulirana VDR-om, a njenu aktivnost potice kalcitriol (59, 60).
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Slika 4. Shematski prikaz metabolizma vitamina D2 1 D3.
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1.3.2. 25-hidroksivitamin D 1o-hidroksilaza; 10-OHaza; CYP27B1

Mitohondrijski enzim 1a-OHaza kodirana je genom CYP27B1. To je sintetizirajuci
enzim vitamina D koji regulira razinu bioloski aktivne forme, kalcitriola. Iako je primarno
bubrezni enzim smjeSten na unutraS$njoj strani membrane mitohondrija epitela proksimalnih
kanali¢a, ima ga u ostalim dijelovima nefrona, kao i drugdje (pluéa, koza, limfni ¢vor, crijeva,

prostata, makrofagi i dendriticke stanice) (57, 61, 62).

1.3.3. Vitamin D3 24-hidroksilaza; 24-OHaza; CYP24A1

Glavni katabolicki enzim vitamina D, CYP24A1 je mitohondrijski enzim koji
pokrece razgradnju kalcitriola, Sto dovodi do gubitka njegove bioloske aktivnosti. CYP24A1
se nalazi u stanicama gotovo svih tkiva i izravno je reguliran VDR-om. Njegovu aktivnost
potiCe kalcitriol. Katabolicka uloga CYP24A1 potvrdena je i u eksperimentalnim modelima

na knockout misevima (63-65).

1.3.4. Receptor vitamina D (VDR)

Receptor vitamina D je iz obitelji receptora za steroidne hormone, kodiran genom za
VDR (Slika 5) (66). Kalcitrol ostvaruje ucinke vezanjem za VDR koji se nalazi u jezgri,
citoplazmi, mitohondrijima ili membrani stanica gotovo svih tkiva. Upravo je otkrice VDR-a

doprinijelo saznanju o raznolikim bioloskim ulogama vitamina D.

Gen za VDR izrazen je u svim stanicama. Smatra se da je oko 3% ljudskoga genoma
pod kontrolom vitamina D i time objaSnjavaju izvanskeletni uc¢inci vitamina D. Aktivnost
vitamina D nakon vezanja za VDR ostvaruje se preko genomskog i negenomskog ucinka.
Spori genomski ucinci slijede vezanjem vitamina D na VDR u jezgri. Kompleks vitamina D i
VDR-a potice heterodimerizaciju s retinoidnim X-receptorom (RXR, engl. retinoid X
receptor), translokaciju u jezgru, vezanje na DNA (engl. deoxyribonucleic acid) i
transkripciju ili represiju gena i susljednu sintezu proteina. Brzi negenomski ucinci nastaju

vezanjem za membranski VDR. To dovodi do aktivacije sustava drugih glasnika ili
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fosforilacije intracelularnih proteina, uzrokuje aktivaciju intracelularnih enzima ili ionskih

kanala i time modulira stani¢nu aktivnost (65-67).

1,25(0H),D3

JEZGRA

Slika 5. Shematski prikaz receptora vitamina D (VDR). RXR - engl.

retinoid X receptor; VDRE - engl. vitamin D response elemet.

1.3.5. Nedostatak vitamina D

Prema novijim spoznajama je prevalencija manjka vitamina D u odrasloj dobi
visoka, u nekim sredinama ¢ak 50%. Pretile osobe su pod povecanim rizikom od nedostatka
vitamina D jer se razina kalcidiola u serumu smanjuje s porastom udjela masnog tkiva (68).
Brojni ¢imbenici utjeCu na serumsku razinu vitamina D. U rizi¢ne ¢imbenike hipovitaminoze
spadaju dojenacka i starija Zivotna dob, oSte¢ena funkcije jetre 1 bubrega, malapsorpcija masti,
smanjena izlozenost Suncu, veci sadrzaj melanina u kozi, prehrambene navike i1 drugo. (69,

70).
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U krvi je 80 - 90% kalcidiola vezan za DBP, pa se kao indikator statusa vitamina D
odreduje kalcidiol vezan na DBP. Vrijeme poluZivota kalcidiola je dva do tri tjedna, a
kalcitriol ima vrijeme poluzivota Cetiri sata i mnogo vecu fluktuaciju razine u serumu.
Podjeljena su misljenja koja je dovoljna razina vitamina D u organizmu (Tablica 2). Najniza
koncentracija kalcidiola koja omogucuje ucinkovitu apsorpciju kalcija u crijevima i inhibiciju
porasta PTH-a je 75 nmol/L (30 ng/ml). Koncentracija kalcidiola izmedu 50 1 75 nmol/L (20 -
30 ng/ml) smatra se nedovoljnom jer ima negativni u¢inak na mineralnu gustocu kostiju i
potencijalno negativan uc¢inak na misi¢nu snagu. Vrijednosti manje od 50 nmol/L (20 ng/ml)

uglavnom su udruzene s povisenim vrijednostima PTH-a (70, 71).

Tablica 2. Status vitamina D prema serumskim koncentracijama 25(OH)D3 (70, 71).

25(OH)D3 nmol/L ng/ml

suficijencija >50 (=75) >20 (>30)
insuficijencija 30-49,9 (50-74,9) 12-19,9 (20-29,9)

deficijencija <30 (<50) <12 (<20)

Preporuka americkog Instituta za medicinu. U zagradama su preporuke Americkog
drustva za endokrinologiju, Ameri¢kog drusStva za gerijatriju i Medunarodne zaklade
Za 0steoporozu.

Manjak vitamina D uzrokuje smanjenje apsorpcije kalcija i fosfata u crijevima.
Nastala hipokalcemija dovodi do sekundarnog hiperparatiroidizma koji uzrokuje
demineralizaciju kostiju 1 fosfaturiju, te konacno rahitis u djece i osteomalaciju u odraslih.
Radi se uglavnom o bolesnicima s razinom kalcidiola ispod 25 nmol/L. Danas su te bolesti
relativno rijetke. Supklinicki deficit vitamina D povezan je s nastankom osteoporoze i visoke
ucestalosti prijeloma kostiju (72). Razina kalcidiola u serumu iznad 250 nmol/L je

hipervitaminoza, a toksi¢na je koncentracija ve¢a od 375 nmol/L (73).

U slucaju eventualnog nedostatka Suncevog svjetla, prehrana i suplementacija
analozima vitamina D postaju jedini izvori vitamina D. Medutim, ograni¢en broj namirnica

prirodno sadrze taj vitamin i to u malim koli¢inama. Stoga se ne moze isklju¢ivo prehranom
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omoguciti unos vitamina D u preporucenoj koli¢ini. U sve viSe zemalja hrana se industrijski

obogacuje dodavanjem ergokalciferola i kolekalciferola (74).

1.3.6. Izvanskeletni uéinci vitamina D

Djelovanjem vitamina D na makrofage i monocite o€ituje se modulacija prirodene
imunosti koja je prva obrambena crta protiv mikroorganizama. Preko TLR-liganda (engl.
Toll-like receptor ligand) kao Sto su lipopolisaharidi mikroorganizama koji se vezu na Toll
receptore makrofaga, dolazi do njihove aktivacije, indukcije 1a-OHaze 1 sinteze kalcitriola.
Autokrino stvoreni kalcitriol veze se preko VDR-a na osjetljivi element na odgovaraju¢em
genu kao dimer s RXR-om i dovodi do transkripcije ciljnog gena. De novo sintetizirani
proteini, kao S§to su P2 defenzin i1 aktivni antimikrobni peptid kathelicidin pojacavaju
antimikrobnu ucinkovitost. Nedostatak D vitamina povezan je s povecanom sklono$¢u
infekcijama (55, 75, 76). Povezanost niske koncentracije vitamina D s ve¢om osjetljivos¢u na

infekciju dokazana je i u epidemioloskim studijama (77).

Nedostatak vitamina D moze pridonijeti nastanku zlo¢udnih bolesti. Prema Chung i
suradnicima, s porastom koncentracije kalcidiola za svakih 10 nmol/L, rizik od karcinoma
kolona pada za 6%, §to autori objasnjavaju njegovim antiproliferacijskim djelovanjem (78).
Vitamin D djeluje na mnoge komponente kardiovaskularnog sustava, ukljucujuci regulaciju
krvnog tlaka i RAAS-a. Dvije studije su pronasle znacajno nizu razinu kalcitriola u ispitanika
s poviSenim sistolickim tlakom (79, 80). Wang 1 sur. dokazali su povezanost izmedu

nedostatka vitamina D i vece incidencije koronarne bolesti srca i mozdanog udara (81).

1.3.7. Vitamin D i autoimune bolesti

Iako se intenzivno istrazuju ucinci vitamina D na imunoloski sustav, mehanizmi

povoljnih u¢inaka nisu do kraja razjaSnjeni.

Kalcitriol kao steroidni hormon modulira izrazaj brojnih gena. Vise od 900 gena su
pod utjecajem kalcitriola i stanice gotovo svih tkiva imaju VDR. Vezu¢i se za VDR, vitamin

D regulira izrazaj gena ukljucenih u diferencijaciju, proliferaciju i imunomodulaciju stanica.
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Mitohondrijska 1a-OHaza je izraZzena u razli¢itim stanicama (makrofagi, dendriticke stanice,
keratinociti, glatke miSi¢ne stanice krvnih zila, kardiomiociti, beta-stanice gusterace, stanice
debelog crijeva, mozga, dojke i prostate) Sto omogucava ekstrarenalno i autonomno stvaranje
kalcitriola koje je neovisno o PTH-u i ograni¢eno samo bioraspolozivoscu kalcitriola (60, 75).
Imunomodulacijska uloga D vitamina u steCenoj imunosti ocituje se njegovim inhibitornim
djelovanjem na limfocite T i B i antigen prezentirajuée dendriticke stanice. U vecini
imunosnih stanica nalazi se intracelularni VDR. Naivni limfociti nemaju VDR, ali ga
izrazavaju prilikom aktivacije. Kalcitriol inhibira sazrijevanje i diferencijaciju dendritickih
stanica, $to posredno smanjuje poticaj T limfocita na proliferaciju. Smanjuje se produkcija
citokina u dendritickim stanicama, te broj Thl i Thl7 limfocita skretanjem naivnih T
limfocita prema Th2 fenotipu. S druge strane, pojacano se oslobadaju kemokini i protuupalni
citokin IL-10, koji su ukljuceni u diferencijaciju T regulatornih stanica vaznih za toleranciju
vlastitith antigena. Time se objaSnjava povezanost nedostatka vitamina D s autoimunim

procesima (55, 76).

Modulacija funkcije dendritickih stanica posredovana kalcitriolom utjeCe na
regulaciju stani¢nog i1 humoralnog imunosnog odgovora. Kalcitriol direktno inhibira B
stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju u plazma stanice i sekreciju imunoglobulina IgG i IgM,

te inducira njihovu apoptozu (55, 75, 76).

Epidemioloske studije dokazale su povezanost niske razine vitamina D s razvojem
autoimunih bolesti (77). Istrazivanje na vise od 7 milijuna americ¢kih regruta dokazalo je da su
regruti sa serumskom razinom kalcidiola nizom od 50 nmol/L imali dva puta ve¢i rizik od
razvoja multiple skleroze (82). U brojnim istrazivanjima uocCena je povezanost nedostatka
vitamina D s ve¢om incidencijom Secerne bolesti ovisne o inzulinu. Incidencija bolesti se
smanjuje supstitucijom vitamina D u ranom djetinjstvu (83, 84). U bolesnika s upalnim
bolestima crijeva i autoimunim hepatitisom takoder su dokazani blagotvorni uc¢inci vitamina
D (85, 86). Vitamin D igra vaznu ulogu u patogenezi sistemskog eritemskog lupusa i
poboljsava klinicki ishod (87). Znacajno klinicko poboljSanje u bolesnika s reumatoidnim

artritisom lijeCenih vitaminom D ukazuje na njegov imunomodulacijski potencijal (88).

Autoimune bolesti nastaju kad organizam reagira neadekvatnim imunoloskim

odgovorom posredovanim T stanicama protiv vlastitih tkiva. Kalcitriol, bioloski aktivni oblik
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vitamina D modulira odgovor T stanica i regulira sintezu kemokina, citokina i interleukina.
Na taj nacin suzbija autoimunu upalu i poti¢e diferencijaciju stanica imunoloskog sustava.
Adekvatan unos vitamina D od intrauterinog razdoblja do adolescencije moze smanjiti rizik

od nastanka autoimunih bolesti (89, 90).
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2. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

1. U Juznoj Hrvatskoj u zadnjem desetljecu je najcesca indikacija za biopsiju bubrega u

djece nefrotski sindrom, a jedna od najc¢esc¢ih glomerulopatija je IgAN.

2. Izrazaj VDR-a i la-OHaze je smanjen u bubreznom tkivu bolesnika s I[gAN-om u

odnosu na kontrolnu skupinu.

3. Izrazaj CYP24A1 je povecan u bubureznom tkivu bolesnika s I[gAN-om u odnosu na

kontrolnu skupinu.

4. Izrazaj VDR-a, 1a-OHaze i CYP24Al1 je razli¢it u bubreznom tkivu odraslih i1 djece s
IgAN-om.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Usporediti klinicku prezentaciju bubreznih bolesti s patoloskim nalazima u djece
podvrgnute perkutanoj bubreznoj biopsiji od 2008 - 2017. godine iz podrucja Juzne

Hrvatske 1 rezultate usporediti s prethodnim desetogodi$njim razdobljem.

2. Usporediti imunohistokemijski izrazaj VDR-a, la-OHaze i CYP24A1 u glomerulima,

proksimalnim 1 distalnim kanali¢ima u bioptatu bolesnika s [gAN-om s kontrolom.

3. Utvrditi razliku u izrazaju VDR-a, 1a-OHaze i CYP24A1 u bubreznim bioptatima
djece 1 odraslih bolesnika s IgAN-om.

4. Istraziti raspodjelu i1 intenzitet VDR-a, 1a-OHaze i CYP24A1 u zdravom tkivu i tkivu

bubrega koji je izmjenjen zbog utjecaja bolesti.

5. Utvrditi povezanost izrazaja VDR-a, 1a-OHaze 1 CYP24A1 s procijenjenom

glomerularnom filtracijom (eGFR, engl. estimated glomerular filtration rate).
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4. ISPITANICI I POSTUPCI

4.1. Ispitanici i uzorci

Istrazivanje je provedeno sukladno odobrenju Etickog povjerenstva Klinickog
bolnickog centra Split (KBC) (ur. br. 2181-147-01/06/M.S.-19-2 i 2181-147-01/06/M.S.-31-
03). U epidemiolosko istrazivanje su ukljuena 54 ispitanika djecje dobi kojima je uradena
perkutana bubrezna biopsija u Klinici za djecje bolesti KBC Split od 2008 - 2017. godine.
Iskljuceni su slucajevi s rebiopsijom bubrega, biopsijom bubreznog transplantata, oboljeli od
tromboti¢ne trombocitopeni¢ne purpure (TTP) i hemoliticko-uremijskog sindroma (HUS).
Indikacije za biopsiju bubrega bile su: NS, nefrotska proteinurija s hematurijom, nefriticki
sindrom s proteinurijom nefrotskog ranga, IH, AZB, CKD i akutni nefriticki sindrom s
perzistentnom proteinurijom koja nije nefrotskog ranga. Biopti¢ki uzorci su analizirani SM-
om, [F-om i EM-om. U imunofluorescenciji rabljeni su poliklonski antiserumi na IgA, IgG,
IgM, Clq, C3, C4, kappa lake lance, lambda lake lance, albumin i fibrinogen. EM analza bila
je uradena u KB Dubrava ili na Medicinskom fakultetu u Zagrebu. Dva patologa neovisno su
pregledali histoloske preparate. U ispitanika s I[gAN-om odreden je MEST-C skor prema
revidiranoj Oksfordskoj klasifikaciji. Nalazi perkutanih bubreznih biopsija iz razdoblja 2008 —

2017. godine usporedeni su s nalazima iz 1995 - 2005. godine iz iste ustanove (91).

Iz arhive Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju prikupljeni su
parafinski blokovi perkutane bubrezne biopsije 12 bolesnika s [gAN-om, bioptiranih u Klinici
za djecje bolesti (Sestero djece) 1 Zavodu za nefrologiju 1 hemodijalizu (Sestero odraslih) od
1996 - 2016. godine. Iz povijesti bolesti prikupljeni su laboratorijski podaci u vrijeme
biopsije. U kontrolnoj skupini je pet ispitanika koji su 2018. godine podvrgnuti nefrektomiji
zbog svijetlostanicnog karcinoma bubrega, pri ¢emu je analizirano zdravo bubrezno tkivo
periferno od tumora. Kriterij iskljuenja bila je pozitivna anamneza na parenhimne bolesti
bubrega. U svim slu¢ajevima perkutana bubrezna biopsija izvedena je bioptickom iglom, pod
ultrazvuénim nadzorom s pomocu automatskog uredaja na okidanje. Dobiveni cilindri tkiva
su podijeljeni za SM-u, IF-u i EM-u, obradeni na standardni nacin i analizirani te postavljena

zakljuc¢na patoloSka dijagnoza. Kriterij iskljucenja bio je manjak tkiva za imunohistokemijsku
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analizu. U kontrolnoj skupini, od pocetnih osam uzoraka, tri su naknadno isklju¢ena zbog

uocenih patoloskih promjena i naknadno dobivenog podatka o hiperglikemiji (92).

4.1.1. Obrada prikupljenih uzoraka

Preparati za imunohistokemijsko bojenje debljine 5 um su izrezani iz parafinskog
bloka standardnim postupkom. Nakon deparafinizacije 1 rehidracije kratko su isprani
destiliranom vodom. Demaskiranje antigena uradeno je u citratnom puferu (pH 6,0) pri 95°C
kroz 12 minuta u mikrovalnoj pe¢nici. Nakon hladenja do sobne temperature, priredena

stakalca su podvrgnuta imunohistokemijskim bojenjima.

U istrazivanju su koristena sljedeca primarna protutijela: miSje monoklonalno protu-
VDR (D-6) (sc13133, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, SAD; razrjedenje 1:50); ovcje
poliklonsko protu-la-OHaze (PC 290, The Binding Site Group Ltd., Birmingham, Velika
Britanija; 1:100) i1 kozje poliklonalno protu-CYP24A1 (sc-32165, Santa Cruz Biotechnology
Inc, CA, SAD; razrjedenje 1:100), te odgovarajuca sekundarna protutijela: magarece protu-
kozje IgG (H+L) Alexa Fluor 488 konjugirano protutijelo (razrjedenje 1:400, 705-545-003;
Jackson Immuno Research Laboratories, SAD), magarece protu-ovcje IgG H+L Alexa Fluor®
488 (ab150177, Abcam, Cambridge, Velika Britanija; razrjedenje 1:400) ili Alexa Fluor® 488
konjugirano magarec¢e protu-misje 1gG (H+L) (715-545-150; Jackson Immuno Research
Laboratories, SAD; razrjedenje 1:400) (Tablica 3).

Primarnim protutijelima razrijedenim u fosfatnom puferu (PBS, engl. phosphate
buffered saline) prekriveni su pripremljeni rezovi tkiva, inkubirani preko noc¢i u vlaznoj
komori na sobnoj temperaturi i isprani PBS-om. Isprani rezovi su prekriveni razrijedenim
sekundarnim protutijelom, inkubirani u vlaznoj komori jedan sat i isprani PBS-om. Potom je

pozadina obojena s 4',6-diamidino-2-phenylindol-om (DAPI).
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Tablica 3. Primarna i sekundarna protutijela

Protutijelo KataloSki Domacdin Razrjedenje Proizvodacd
broj
Santa Cruz
protu-VDR misje ] Biotechnology
(D-6) sc13133 monoklonalno 1:50 Inc, CA, SAD
The Binding
Primarna ov¢je . Site Group Ltd,
protu-lo-OHaze  PC 290 poliklonsko 1:100 Birmingham,
Velika Britanija
Kozie Santa Cruz
protu-CYP24A1  sc-32165 likl il aln 1:100 Biotechnology
potionaino Inc, CA, SAD
Alexa
Fluor®488 - Tackson
konjugirano
rotu- 713-345- magarece 1:400 Immuno
fnié'e 16G 150 & ' Research
(H JSL) & Laboratories
Alexa
Sekundarna Fluor®488 - Jackson
konjugirano 705-545- macaree 1:400 Immuno
protu- 003 g ’ Research
kozje 1gG Laboratories
(H+L)
Alexa Fluor®
488 - Abcam,
konjugirano ab150177 magarece 1:400 Cambridge,
protu-ov¢ije IgG Velika Britanija

(H+L)
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4.1.2. Mikroskopska analiza obojenih preparata

Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom (BX51, Olympus, Tokio,
Japan), fotografirani na povecanju X400 DP71 hladenom digitalnom kamerom (Olympus) i
obradeni pomoc¢u CellA Imaging Software (Olympus Life Sciences Microscopy, Tokio,
Japan). Mikrofotografije su obradene pomocu softvera Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). Pozadinski signal za crvenu fluorescenciju oduzet je od originalne
mikrofotografije, a zatim je primijenjen filtar medijana radijusa 5,0 piksela. Pragovi su
naknadno odredeni algoritmom "Triangle" (za CYP24Al) ili "Default" algoritam (za la-

OHazu i VDR).

Na obradenim slikama izmjereno je podrucje postotka fluorescencije. Glede jake
nuklearne imunoreaktivnosti CYP24Al1, analiziran je postotak imunoreaktivnih jezgara.
Prebrojan je broj ukupnih DAPI pozitivnih i CYP24A1 imunoreaktivnih jezgara, te je izrazen
postotak imunoreaktivnih jezgara CYP24A1 u glomerulima, proksimalnim i distalnim

kanali¢ima.

4.2. Statisticki postupci

Hi-kvadrat test koriSten je za odredivanje statistiCkih razlika izmedu analiziranih
razdoblja, 1995 - 2005. 1 2008 - 2017. godine. Meadova jednadzba resursa koriStena je za
procjenu veli¢ine uzorka i prema njoj tri skupine (odrasli, djeca i kontrolna skupina),
optimalno trebaju imati izmedu 13 1 23 uzorka. Sa 17 uzoraka studija ima dovoljnu snagu. Za
statisticke analize koriSten je softver Past4 (93). Nije uoCena znacajna razlika u izrazaju
izmjerenih varijabli izmedu uzoraka bubrega odraslih i djece s IgAN-om. Stoga su testirani
kao jedna skupina. Za analizu razlike izmedu kontrolne skupine i skupine bolesnika s I[gAN-
om, koristen je T-test za nejednake varijance. Pearsonov koeficijent korelacije izracunat je
izmedu izrazaja VDR-a, 1la-OHaze, CYP24A1 i1 eGFR-a. Statisticka znacajnost bila je na

razini razlike pri P <0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Klini¢ke indikacije za biopsiju bubrega u djece s raspodjelom patoloskih dijagnoza

od 2008 - 2017. godine

Od 231 hospitaliziranih bolesnika s bolestima glomerula i tubuloinersticija u Klinici
za djecje bolesti KBC Split od 2008 - 2017. godine, u 54 (23,38%) je ucinjena biopsija
bubrega. Prosjecna dob bioptirane djece bila je 9,84 godine (raspon 1 - 18 godina). Medu
bioptiranima je 29 muskog spola (54%) i 25 Zenskog spola (46%).

vvvvv

Ne-nefrotska proteinurija s hematurijom bila je zastupljena u 22,22% biopsija. Nefriticki
sindrom s nefrotskom proteinurijom bio je indikacija u 18,52% slucajeva, a IH u 16,67%
bioptiranih (Slika 6 A-D). AZB utvrdeno je u 7,41%, dok je CKD u 5,56% slucajeva. Akutni
nefriticki sindrom 1 ne-nefrotska proteinurija bile su relativno rijetke indikacije za biopsiju

bubrega, s udjelom od 1,85% svaki.

Od 14 bolesnika s NS-om, devet (64,28%) je imalo MCD, cetiri (28,57%) fokalnu
segmentalnu glomerulosklerozu (FSGS, engl. focal and segmental glomerulosclerosis), dok je

C1gN bila prisutna u jednog (7,14%) bolesnika (Slika 6A).

Od 12 bolesnika s ne-nefrotskom proteinurijom i hematurijom, pet (41,66%) je
imalo IgAN-u, dvoje (16,66%) HSPN, dvoje (16,66%) AS, jedan (8,33%) LN, jedan (8,33%)
C3GN 1 jedan (8,33%) fokalni segmentalni nekrotizirajuéi glomerulonefritis (FSNGN, engl.

focal segmental necrotizing glomerulonephritis) (Slika 6B).
Od 10 bolesnika s nefritiCkim sindromom 1 nefrotskom proteinurijom, pet (50%) je

imalo HSPN, dvoje (20%) MGN, dvoje (20%) IgAN-u, dok je AS bio prisutan u jednom
(10%) slucaju (Slika 6C).
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Od devetero ispitanika s IH-om, IgAN-u je imalo troje (33,33%), AS je
dijagnosticiran u tri (33,33%), dok je jedan (11,11%) ispitanik imao HSPN, jedan (11,11%)
TBMN, i jedan (11,11%) IgAN-ui TBMN (Slika 6D).

Cetvero ispitanika imali su AZB. Tubulointersticijski nefritis (TIN) je
dijagnosticiran u dva slicaja, brzo progresivni glomerulonefritis (RPGN; glomerulonefritis s
polumjesecima) i postinfekcijski glomerulonefritis (PIGN) u po jednom slucaju. Tri ispitanika
s CKD-om imala su: IgAN-u, FSGS, te FSGS 1 TIN. Jedan ispitanik s ne-nefrotskom
proteinurijom imao je MesPGN. Jedan ispitanik s akutnim nefritiCkim sindromom imao je

IgAN-u.

A Nefrotski sindrom % B Ne-nefrotska proteinurija s hematurijom %
(NS; N=14; 25,9%) (NNPH; N=12; 22,2%)

migAN
W HSN

= MCD ® Alport sindrom

= FSGS
¥ Lupus nefritis

1 C1q nefropatija
m C3-glomerulopatija

® Fokalni segmentalni
nekrotizirajuéi glomerulonefritis

C Nefriticki sindrom s nefrotskom proteinurijom % D lzolirana hematurija %
(NSNP; N=10; 18,5%) (IH; N=9; 16,7%)

= IgAN
W HSN
m Alport sindrom
mMN

= IgAN

m Alportsindrom

= HSN
= TBMN
m IgAN+TBMN

Slika 6. Najcesc¢e klinicke indikacije za biopsiju bubrega u djece i patoloski nalazi od
2008 - 2017. godine u KBC-u Split. MCD - bolest minimalnih promjena; FSGS - fokalna
segmentalna glomeruloskleroza, IgAN - IgA nefropatija; HSN - Henoch-Schonlein
nefritis; MN -membranski glomerulonefritis; TBMN - nefropatija tankih glomerularnih

bazalnih membrana.
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5.2. Usporedba patoloskih nalaza perkutane bubreZne biopsije u djece u analiziranom i

prethodnom razdoblju

Uradena je usporedba raspodjele patoloSkih dijagnoza u analiziranom razdoblju
2008 — 2017. u odnosu na prethodno razdoblje 1995 — 2005. Utvrden je znaCajan porast
ucestalosti IgAN-e, MCD-a i AS-a od 2008 - 2017. godine u odnosu na prethodno analizirano
razdoblje od 1995 - 2005. (P < 0,05). Nije bilo znacajnih razlika u pojavnosti HSPN-a i
FSGS-e. MesPGN je znacajno nizi (P < 0,05), dok je PIGN imao trend smanjenja koji nije

statisticki znacajan (Slika 7).
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Slika 7. Usporedba patohistoloskih dijagnoza u dva vremenska razobla, 1995 - 2005. 1 2008 -
2017. MesPGN - mezangijski proliferativni glomerulonefritis; [gAN - IgA nefropatija; HSPN
- Henoch-Schénlein purpura nefritis, TIN - tubulointersticijski nefritis; FSGS - fokalna
segmentalna glomeruloskleroza; EDGN (PIGN) - postinfekcijski glomerulonefritis; AS -
Alportov sindrom; MCD - bolest minimalnih promjena; Crescentic GN - glomerulonefritis s
polumjesecima; MGN - membranski glomerulonefritis; LN - lupusni nefritis; CIgN - Clq
nefropatija; FSNGN - fokalni segmentalni nekrotiziraju¢i glomerulonefritis; C3G - C3
glomerulonefritis; TBMN - nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana; FG -
fibrilarni glomerulonefritis; RV — engl. renal vasculitis; MPGN - membranoproliferativni

glomerulonefritis; Nephronophtisis - nefronoftiza; DMS - difuzna mezangijska skleroza.
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5.3. Imunohistokemijska analiza VDR-a, 1a-OHaze i CYP24A1 u bolesnika s ISAN-om

Imunohistokemijski je analizirano 12 bioptickih uzoraka bubrega bolesnika s I[gAN-
om (Sestero djece 1 Sestero odraslih) u kojih je uradena biopsija bubrega u Klinici za djecje
bolesti i Zavodu za nefrologiju i hemodijalizu KBC Split od 1996 - 2016. godine. Prosjecna
dob bolesnika je 28,83 godine (raspon 5 - 57 godina). 10 (83%) bolesnika je muskog, a dva
(17%) zenskog spola. Prosjecni eGFR u vrijeme biopsije bio je 77,67 ml/min/1,73m2, (raspon
10 - 118 ml/min/1,73m2) i nije se znacajno razlikovao u djece u odnosu na odrasle bolesnike
(P =0,214) (Tablica 4). U kontrolnoj skupini je pet ispitanika, dva (40%) muskog 1 tri (60%)
zenskog spola. Prosjec¢na dob je bila 62,60 godina (raspon 52 - 75 godina). Bolesnici s [gAN-
om imali su odreden MEST-C zbroj po Okfordskoj klasifikaciji (Tablica 5).

Tablica 4. Dob, spol, serumski kreatinin, procijenjena glomerularna filtracija (¢GFR) i

proteinurija u ¢asu biopsije.

DOB Spol Serumski eGFR Proteinurija
kreatinin
godine m/Z pmol/L ml/min/1.73m’ g/24h
141,67 210,76 92,67 + 43,51 2,90 + 3,50
<18 (N=06) 5/1
(37-571) (10-129) (0,06-8,48)
141,50 + 70,80 62,67 +£33,58 3,30+ 3,42
>18 (N=6) 5/1
(71-235) (27-106) (0,06-9,00)
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Tablica 5. Pregled MEST-C zbroja u 12 bolesnika s [gAN-om.

dob spol M E S T C
(godina)

5 m 1 0 0 0 O
17 m 1 1 0 0 O
18 m 1 0 0 0 O
10 zZ I 1T 0 0 1
16 m 1 0 1 0 1
10 m 1 1 0 0 1
52 m 1 0 1 0 O
57 V4 1 1 0 0 O
50 m 1 0 1 1 0
41 m 0 0 0 0 O
51 m 1 1 1 0 1
19 m 1 0 1 0 O

M - mezangijska hipercelularnost; MO - prisutna u <50% glomerula; M1 - prisutna u >50%
glomerula; E - endokapilarna hipercelularnost; EO - odsutna; E1 - prisutna; S - segmentalna
glomeruloskleroza; SO - odsutna; S1 - prisutna; T - tubularna atrofija i intersticijska fibroza;
TO - 0-25% kore; T1 - 26-50% kore; T2 - >50% kore; C — polumjeseci (engl. crescents); CO -
odsutni; C1 - 1-24% glomerula; C2 - >25% glomerula; m — muski spol; Z — Zenski spol

U vedine (11/12) ispitanika nadena je difuzna mezangijska hiperplazija (M1). Endokapilarna
proliferacija (E1) je bila podjednako zastupljena u djece i odraslih ispitanika s IgAN-om.
Celularne polumjesece (C1), kao znak akutne glomerularne lezije - rupture glomerularne
bazalne membrane, imalo je viSe ispitanika djeCje nego odrasle dobi. Kroni¢ne promjene
poput segmentalne skleroze (S1) imalo je viSe odraslih nego djece s [gAN-om. Jedan odrasli

ispitanik imao je kroni¢ne tubulointersticijske promjene u >20% povrsine kore (T1).
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5.4. Izrazaj VDR-a u bubreZznom tkivu

Koristili smo imunohistokemiju za analizu izrazaja VDR-a u bubreznom tkivu
bolesnika s [gAN-om i usporedili s tkivom kontrolne skupine. Jaki izrazaj VDR-a utvrden je u
epitelnim stanicama distalnih kanali¢a, dok je imunoreaktivnost VDR-a u epitelnim stanicama
proksimalnih kanali¢a bila slaba. Nije nadena statisticki znacajna razlika u izrazaju VDR-a
izmedu odraslog i dje¢jeg bioptiranog uzorka (P = 0,354). Stoga smo ih smatrali jednom
skupinom. Utvrden je znacajan porast izrazaja VDR-a u tkivima bolesnika s IgAN-om u

usporedbi s kontrolnom skupinom bubreznog tkiva (P = 0,037) (Slika 8).
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Slika 8. Izrazaj VDR-a u bubreznom tkivu. A, B) uzorci bubreznog tkiva kontrolne
skupine (C); C, D) bioptati bubrega bolesnika s IgA-nefropatijom (IgAN-P) obojeni su
imunofluorescencijom koriStenjem protutijela protiv receptora za vitamin D (VDR).
Izrazaj VDR-a istaknut je u epitelnim stanicama distalnih kanali¢a, dok je u epitelnim
stanicama proksimalnih kanali¢a uocena samo slaba imunoreaktivnost. Nema razlike u
bioptiranim uzorcima izmedu odraslih bolesnika i djece s [gAN-om. Zvjezdica oznacava

statisticki znacajnu razliku P < 0,05.
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5.5. Izrazaj 10-OHaze u bubreZnom tkivu

Koristili smo imunohistokemiju za analizu izraZzaja la-OHaze u bubreznom tkivu
bolesnika s IgAN-om 1 usporedili s tkivom kontrolne skupine. Jaka imunoreaktivnost la-
OHaze pronadena je u glomerularnim stanicama, parijetalnim epitelnim stanicama Bowman-
ove cCahure, epitelnim stanicama proksimalnih i distalnih kanali¢a, kao i u endotelnim
stanicama krvnih zila. Nije uoCena znacajna razlika u izrazaju la-OHaze izmedu bioptiranih
uzoraka odraslih bolesnika 1 djece s [gAN-om (P = 0,462). Stoga smo ih smatrali jednom
skupinom. Izrazaj 1a-OHaze, enzima koji sintetizira kalcitriol, bio je statisticki znacajno nizi
u uzorcima bolesnika s IgAN-om u usporedbi s bubreznim tkivom kontrolne skupine (P <

0,001) (Slika 9).
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Slika 9. Izrazaj 1a-OHaze u bubreznom tkivu. A, B) uzorci bubreznog tkiva kontrolne
skupine (C); C, D) bioptati bubrega bolesnika s IgA nefropatijom (IgAN-P) obojeni
imunofluorescencijom koriStenjem protutijela protiv la-OHaze (zeleno). Izrazaj 1lo-
OHaze je jak u korteksu bubrega kontrolne skupine. Znatno niZi intenzitet
imunofluorescencije je izrazen u bioptatima bolesnikaa s IgAN-om (IgAN-P). Nije

uocena razlika izmedu bioptata odraslih bolesnika i djce s [gAN-om. **** - P <(,001.
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5.6. Izrazaj CYP24A1 u bubreznom tkivu

Koristili smo imunohistokemiju za analizu izrazaja CYP24A1 u bubreznom tkivu
bolesnika s IgAN-om 1 usporedili s tkivom kontrolne skupine. Jaka imunoreaktivnost
CYP24A1 pronadena je u jezgrama glomerularnih stanica, parijetalnim epitelnim stanicama
Bowman-ove ¢ahure, epitelnim stanicama proksimalnih i distalnih kanali¢a, dok je slaba
imunoreaktivnost izraZzena u citoplazmi tubularnih stanica (Slika 10). Nije uocena znacajna
razlika u izrazaju CYP24A1, enzima koji razgraduje vitamin D, izmedu bioptiranih uzoraka
odraslih bolesnika 1 djece s IgAN-om (P = 0,962). Stoga su smatrani jednom skupinom.
Izrazaj CYP24A1 bio je znaajno vec¢i u uzorcima bolesnika s IgAN-om, u usporedbi s

bubreznim tkivom kontrolne skupine (P < 0,001).

Sto se ti¢e jake nuklearne imunoreaktivnosti CYP24Al, analiziran je postotak
imunoreaktivnih jezgara u razliCitim kortikalnim strukturama. PronaSli smo znacajno veci
postotak jezgara imunoreaktivnih na CYP24A1 u epitelnim stanicama distalnih kanali¢a (P =
0,001) 1 u glomerulima (P = 0,005) u bioptiranim uzorcima bolesnika s [gAN-om, u usporedbi
s uzorcima kontrolne skupine. Medutim, nije bilo znacajne razlike izmedu kontrolne skupine i
bolesnika s I[gAN-om u postotku CYP24A1-imunoreaktivnih jezgara u epitelnim stanicama

proksimalnih kanali¢a (P = 0,200).

Uz to, pronasli smo znacajnu negativnu korelaciju izmedu postotka CYP24Al-
imunoreaktivnih jezgara u epitelnim stanicama proksimalnih kanali¢a i eGFR-a bolesnika s

IgAN-om (r = -0,614; P = 0,034; Slika 11).

38



CYP24A1-glomeruli

CYP24A1

" o
_| W,
2
X
x
H o
|| 1 |
[=] [=] [=] o
© < N
esebzal + o,
o,
_I Y,
2
X
X
x
K%
I 1 )
0 Q 0 o
- - o o

auisinod ¢,

CYP24A1-DT

CYP24A1-PT

o

o,
_| %,
2
*
x
H o
g 2 8 ¢ 8 °
esebzal + o,
" o
_| W,
2
| o
I | L]
[=] [=] [=] o
© < N

esebzal + o,

39



Slika 10. Izrazaj CYP24A1 u bubreznom tkivu. A, B) uzorci bubreznog tkiva kontrolne
skupine (C); C, D), bioptati bubrega bolesnika s IgAN-om (IgAN-P), obojeni su
imunofluorescencijom (zeleno) koriStenjem protutijela protiv. CYP24Al. Izrazaj
CYP24A1 je slab u korteksu bubrega kontrolne skupine. Znatno veéi intenzitet
imunofluorescencije izraZzen je u bioptatima IgAN-P. Nije uocena razlika izmedu

bioptata odraslih bolesnika i djece s [gAN-om. ** - P <0,01; *** - P <0,001.
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Slika 11. Korelacija izmedu nuklearnog izrazaja CYP24A1 u bubreznom tkivu 1
procijenjene glomerularne filtracije (eGFR). Statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu postotka imunoreaktivnih jezgara CYP24A1 u epitelu
proksimalnih kanali¢a (CYP24A1-PT) i eGFR-a u bolesnika s IgA-nefropatijom
(IgAN-P) (Pearsonsov koeficijent korelacije; r =-0,614; P = 0,034).
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6. RASPRAVA

Perkutana biopsija bubrega djece 1 odraslih izvodi se u KBC Split kontinuirano od
1994. godine. U dijagnostici glomerularnih bolesti predstavlja dio klinicke obrade, jer se iz
bioptickih uzoraka dijagnosticira tip glomerulonefritisa ili druga bolest bubreznog parenhima.
Patoloski nalazi svih bioptiranih bolesnika, prikupljeni sustavno s klinickim i laboratorijskim
podacima, predstavljaju dragocjenu bazu podataka. Analizom takve baze moguce je dobiti
epidemioloske pokazatelje usporedive s drugim sredinama i pratiti morbiditet u svojoj sredini
kroz vremenska razdoblja. Osim toga, arhivirane parafinske blokove bubreznog tkiva moguce
je naknadno prikupiti u svrhu ispitivanja novih prediktivnih 1 drugih biljega vaznih u

patogenezi dijagnosticiranih bubreznih bolesti.

U disertaciji analizirana je kohorta od 54 ispitanika bioptiranih od 2008 - 2017. na
Klinici za djecje bolesti i rezultati usporedeni s drugim sliénim studijama i prethodnim
razdobljem u istoj ustanovi. U novije vrijeme istaknut je pleiotropni korisni u¢inak vitamina
D u ekstraskeletnim tkivima i istrazeni mehanizmi njegove regulacije u stanicama, $to nas je
potaklo da ispitamo izrazaj VDR-a i metaboliziraju¢ih enzima aktivacije 1 deaktivacije
vitamina D u ispitanika s I[gAN-om, koji je najces¢i primarni glomerulonefritis. 1z kohorte 54
bioptirane djece izuzeli smo Sest ispitanika s [gAN-om 1 zajedno sa Sest odraslih ispitanika s
IgAN-om bioptiranih na Klinici za nefrologiju nase bolnice analizirali imunohistokemijskom
metodom VDR, la-OHazu i CYP24A1 te usporedili njihov izrazaj s izrazajem u kontrolnoj

skupini.

6.1. Epidemioloska analiza perkutanih bubreZznih biopsija izvedenih u desetogodiSnjem

razdoblju u Klinici za djecje bolesti KBC Split

Od 231 bolesnika s glomerularnim 1 tubulointersticijskim bolestima koji su bili
hospitalizirani u Klinici za djecje bolesti KBC-a Split od 2008 - 2017. godine, 54 (23,38%) je
bilo podvrgnuto perkutanoj bubreznoj biopsiji (91). Uradena je kompletna patoloska analiza
svih uzoraka (SM, IF 1 EM). U svojoj studiji Fidan i sur. navode 10% bioptiranih medu
bubreznim bolesnicima (94). Razlika se moze pripisati razliitim kriterijima ukljuc¢ivanja u

uzorak. Od ukupno 23 dostupna rada u kojima su bili analizirani epidemioloski podaci,
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cjelovita patoloska analiza zastupljena je u devet studija (1-3, 6, 8, 10, 95-97). U osam radova
u potpunosti je izostala EM analiza (9, 10, 12-15, 98, 99), a u pet studija uradena je samo u
nekim slucajevima (4, 11, 95, 100, 101). U studiji Bakr-a i sur. IF i EM analiza su radene
samo ponekad (7). Za pretpostaviti je da tehnicka heterogenost moze koji put rezultirati

znacajnim razlikama u patoloSkom nalazu.

U nasem uzorku najcesc¢a indikacija za biopsiju bila je NS, u oko Cetvrtine bioptirane
djece, a slijedi ne-nefrotska proteinurija s hematurijom, s 22,22 % slucajeva (91), slicno
vecini studija (2-4, 6-15, 102). S druge strane, u Ceskoj je glavna indikacija za biopsiju ITH
(100), u Maroku nefrotska proteinurija s hematurijom (14), a u Velikoj Britaniji predominira
ne-nefrotska proteinurija s 36 % slucajeva (102). U 18,52% ispitanika je indikacija za biopsiju
bila nefriticki sindrom s nefrotskom proteinurijom, sli¢no studiji Coppo 1 suradnika, s 20,8%
slucajeva (4). U nasem uzorku, od svih indikacija na IH-u otpada 16,67% (91). Coppo i
suradnici te Rychlik i suradnici naglasavaju da je IH klju¢na indikacija za brzu biopsiju
bubrega u djece (4, 100). Za razliku od njuh, Zhai i sur. (103) u asimptomatskih bolesnika s
mikroskopskom hematurijom savjetuju tek dugotrajno klinicko prac¢enje, smatrajuci da je mali
rizik od teske lezije bubrega. AZB je u nasem uzorku bio indikacija za biopsiju u 7,41%
slucajeva, slicno drugim studijama (6, 8, 9, 104). U nekim radovima je zastupljenost AZB u
bioptiranih veca, 10,7 - 17,5% (4, 13, 14, 103), a nekima manja, 1,4 - 4,4% (7, 11). CKD je
bila rijetka indikacija za biopsiju, u 5,56% slucajeva (91). Ukupno, polovica indikacija za
biopsiju bubrega odnosi se na udruzenu skupinu NS-a i1 nefritickog sindroma s nefrotskom

proteinurijom (91), §to je sli¢no drugim studijama (1, 3, 8).

Usporedba razli¢itih studija pokazuje da su se indikacije za bubreznu biopsiju
tijekom vremena mijenjale. Yin i sur. opisali su trend rasta NS-a kao indikacije, a trend pada
indikacije poput akutnog nefritickog sindroma, RPGN-a i [H-¢ (2). Ceska studija ukazala je
porast indikacija zbog IH-e, a smanjenje zbog NS-a (105). U usporedbi s prethodnim
razdobljem, u naSem uzorku je ucestalost NS-a i nefritiCkog sindroma s hematurijom ostala
ista, umjereno je porastao udio indikacija zbog IH-e, a smanjio se udio ne-nefrotske

proteinurije.

U naSem uzorku najces$¢i patoloski nalaz je IgAN, dijagnosticirana u 24,07%

slucajeva (91), sto je slicno rezultatu Coppo i sur. (4) 1 drugim studijama (5, 95, 100, 106). U
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Engleskoj je najc¢eSca dijagnoza u bioptiranih HSPN, u 15,9% slucajeva (102). U nekim
radovima navedena je manja ucestalost I[gAN-e (3, 7, 8, 10-14, 94, 99, 101, 102). Razlog
moze biti nekompletna patoloska analiza, jer se u nekim studijama IF koristila samo "kada je
zatrazeno" (7) ili kad se ocekivala IgAN (15). Drugi po ucestalosti je MCD (16,67%), kojeg
mnogi autori isticu kao najces¢i patoloski nalaz (5, 7, 9, 14, 99, 101). Pretpostavljamo da je u

njihovim sredinama NS bila ¢es¢a indikacija za biopsiju bubrega u djece nego kod nas.

vvvvv

64,28% slucajeva i potom FSGS s 28,57 % slucajeva (91), Sto je sukladno nekim nacionalnim
studijama (4, 6, 97, 100, 105). U Turskoj, Grckoj i Srbiji je FSGS najceséi tip
glomerulonefritisa u bioptiranih s NS-om, moguce zbog toga $to se u djece s NS-om bubrezna
biopsija ne izvodi ako postoji odgovor na kortikosteroidnu terapiju (12, 13, 94). U skupini od
(91). Takav rezultat imaju japanski autori (4, 107). U skupini deset ispitanika s nefritickim
sindromom s nefrotskom proteinurijom, polovina ispitanika je imala HSPN (91). Moorani i
sur. (15) 1 Zhou 1 sur. utvrdili su manju zastupljenost HSPN-a u ispitanika s tom indikacijom
za biopsiju (108). Medu bioptiranima s [H-om, najviSe ispitanika imali su IgAN-u, 44,44%
(91), sto je u skladu s izvjes¢ima Yin i sur. te Coppo 1 sur. (2, 4). U radu Zhai i sur. je IgAN
na tre¢em mjestu po ucestalosti medu bioptiranim s IH-om (103), ali nije naznaceno je li IF
uradena u svim slucajevima. Od Cetiri ispitanika s AZB, dvoje je imalo TIN, jedan ispitanik
RPGN 1 jedan PIGN (91). Lopez-Gomez 1 sur. navode tromboticku mikroangiopatiju kao
najces¢i patoloski nalaz u bioptiranih s AZB. U Juznoj Aziji su HUS i TIN vazni uzrok AZB
u djece (11, 104). Prema izvjestaju talijanskog Nacionalnog registra bubreznih biopsija u
CKD-om u nasem uzorku, jedan je imao IgAN-u, jedan FSGS udruzen s TIN-om, i jedan
FSGS (91). Mohapatra i sur. navode da je u bioptiranih ispitanika s CKD-om IgAN bila
dominantna dijagnoza i na drugom mjestu FSGS (11). U djece je CKD rijetka indikacija za

biopsiju jer nije nuzna za pocetak lijeCenja.

Najces¢i patoloski nalazi u naSem uzorku su [gAN, MCD, HSPN, FSGS i1 AS (91).
Zhou 1 sur. u svom radu kao najces¢e navode MesPGN, FSGS-u i [gAN-u (108), ali kako

autori ne navode metode analize tkiva, studije nisu posve usporedive.
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Usporedba podataka ove 1 prethodne studije iz naSe Klinike ukazuje na znacajan
porast udjela IgAN-e, MCD-a i AS-a, te pad udjela HSPN-a i FSGS-a medu patoloskim
nalazima (8, 91). Neke od bolesti (membranoproliferativni glomerulonefritis, nefronoftiza) ne
pojavljuju se u naSem uzorku, ali se zato javljaju prvi put C1gN, C3GN i TBMN. U nasem
uzorku povecani linearni trend moze se pratiti za [gAN-u 1 MCD 1 povecani oStri trend za
TBMN-u od 2011. povezan sa suradnjom na projektu Nacionalne zaklade za znanost (8, 91).
Sli¢ne rezultate imaju autori drugih usporednih studija (94, 95). Vjerojatni razlog su promjene
u klinickom stavu prema IH-i, nova klasifikacija [gAN-e koja je izlucila nezavisne histoloske
pokazatelje vazne za terapiju 1 prognozu, a time istakla potrebu za biopsijom. Jedan od
MEST-C pokazatelja je mezangijska hipercelularnost koja ukazuje na aktivnu bolest ako
zahvaéa vise od polovine prikazanih glomerula (32, 33, 109). Ceski registri bubreznih biopsija
izmedu 1994. 1 2011. pokazuju da su MCD i minimalne abnormalnosti glomerula naj¢esc¢i
patoloski nalazi 1 da im ucestalost u biopsijama raste (100, 105). U nasim usporedenim
studijama vidi se da je ucestalost MCD-a povecana s 4,6% na 16,67% (8, 91). Trend moze biti
sluc¢ajan jer su brojevi maleni, ali treba napomenuti da su indikacije za biopsiju bubrega u
nasoj bolnici za djecu s NS-om stroze nego u navedenim studijama. U literaturi se promjenila
klasifikacija glomerularnih bolesti u kojoj je neko¢ MCD s hiperplazijom mezangija i bez
imunih depozita nazivana MesPGN, a danas je to MCD. Patoloska dijagnoza MesPGN se
nlazi u studijama iz Pakistana (15), Indije (10) i Jordana (110). Udio MesPGN-a u nasem
uzorku je sad znacCajno manji nego u prethodnom istrazivanju, gdje je to bila jedna od
najces¢ih dijagnoza (8,91). Smanjenje ucestalosti MesPGN-a u nas moze se objasniti
primjenom nove klasifikacije glomerularnih bolesti i kompletne analize, Sto u prethodnom
razdoblju nije uvijek bilo. Bez IF-e i EM-e koji put nije mouce razlikovati [gAN-u, MCD i
bolesti GBM-e (TBMN 1 AS) (32, 100, 105, 109-112). U ovom uzorku je ucestalost
patoloskog nalaza AS-a znacajno porasla u odnosu na prethodno razdoblje (8, 91). Razlog
tome je viSe pozornosti upucene djeci s [H-om u svjetlu novih saznanja o nasljednim
glomerulopatijama. Danas se smatra da AS i TBMN trebaju biti potvrdene i genskom
analizom iz krvi, tako da u budu¢nosti nece biti potrebe za bubreznom biopsijom, osim u
odabranim slucajevima (113). U naSoj studiji, FSGS ima blago rastu¢i trend u usporedbi s
prethodnim razdobljem (8, 91). Sli¢ni rezultati zabiljezeni su u studiji iz Kine (2). U
usporednoj analizi primijetili smo porast ucestalosti HSPN-a, sli¢no turskoj i kineskoj studiji
(94, 95). Vjerojatno je to zbog povecane svijesti 0 moguc¢em zahvaéanju bubrega u djece s

vaskulitisom Henoch Schonlein (112, 114). Broj slucajeva s LN-om je nizak kao u
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prethodnom razdoblju, sli¢no istrazivanju Fidan-a 1 sur. LN je ¢eS$¢i u Hispanoamerikanaca,
crnaca i Azijata nego u bijelaca (11, 14, 91, 94). Prevalencija C1gN-e u biopsiji bubrega u
svijetu varira izmedu 0,2 1 16% (115-118). Razlozi za ovo odstupanje bi se mogli pripisati
nedosljednoj upotrebi imunofluorescencijskog bojenja C1q i razli¢itim kriterijima za biopsiju
bubrega. U naSoj studiji C1gN je pronadena u 2% svih bioptiranih ispitanika, a ni jednom u

prethodnoj studiji (8, 91).

U nasem istrazivanju utvrdili smo znacajan porast ucestalosti [gAN-e, AS-a 1 MCD-
a, blagi porast HSPN-a i FSGS-a 1 znaCajan pad MesPGN-a u usporedbi s prethodnim
razdobljem (8, 91). Za klasifikaciju MesPGN-a u prehodnom razdoblju koriSteni su povijesni
Churgovi kriteriji (119), a od 2006. novi kriteriji (120). Mezangijska proliferacija povezana s
nalazom gubitka podocita na EM-i klasificira se kao MCD s minimalnom proliferacijom
mezangijskih stanica, ili kao IgM nefropatija, ako je obilan depozit [gM-a u mezangiju. U
nasoj studiji [gAN pokazuje trend povecanja ucestalosti u usporedbi s razdobljem 1995 - 2005
(8, 32, 33, 91, 109). Razlog tome je odabir za biopsiju veceg broja bolesnika s trajnom
mikroskopskom hematurijom, s pridruzenom proteinurijom ili bez nje. Ako su klinicki nalazi
upucivali na HSPN, biopsija je bila brzo napravljena kako bi zapocelo odgovarajuce lijecenje.
Ucestalost MesPGN-a, IgAN-e, AS-a i MCD-a u djece u Juznoj Hrvatskoj promijenila se
tijekom usporedenih razdoblja 1995 - 2005. i 2008 - 2017. godine u nasoj Klinici kojoj
gravitiraju bolesna djeca iz cijele Dalmacije. Na razlike u wucestalosti tipova
glomerulonefritisa u pojedinim sredinama utjecu kriteriji za indikaciju, dostupnost analitickih
metoda i primjenjene patoloske klasifikacije s pojavom novih entiteta. Svi navedeni ¢imbenici
mogu utjecati na prevalenciju patoloskih nalaza u pojedinim razdobljima u istoj sredini. Stoga
je potrebno nastaviti s radom na popunjavanju i analizi naSe baze podataka o djeci kojima je
uradena perkutana biopsija bubrega. Tako mozemo sagledati epidemioloske pokazatelje koji

nam, uz klini¢ko znanje 1 iskustvo, mogu dati korisne smjernice u svakodnevnom radu.

6.2. Izrazaj receptora za vitamin D i metabolizirajuéih enzima D vitamina u bubreZnom

tkivu bolesnika s IgA nefropatijom

Aktivacija imunoloskog sustava u upali pridonosi oSte¢enju bubreznog parenhima.

Sprec¢avanje nastanka oSteCenja bubrega i usporavanje gubitka bubrezne funkcije je vazan
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klinicki izazov, a pociva na razumijevanju ukljuCenih patoloskih 1 patofizioloskih
mehanizama. Aktivacija RAAS-a i stimulacija upalnih i fibroti¢nih procesa su putovi
progresije IgAN-e koji mogu dovesti do nastanka ESRD-a. (19). Brojna istrazivanja su
pokazala da je vitamin D jedan od glavnih ¢imbenika koji regulira RAAS. Renoprotektivni
ucinci vitamina D ukljucuju smanjenje proteinurije, smanjenje upalnog odgovora, suzbijanje
aktivacije RAAS-a, usporavanje intersticijske fibroze, oStecenja podocita i glomeruloskleroze
te poboljSanje bubrezne funkcije (121-126). Vazan posrednik za uc¢inke vitamina D u tkivu je
njegov receptor, VDR. Gen VDR pokazuje veliki polimorfizam, §to posredno utjeCe na
ucinkovitost vitamina D. Prema nekim radovima, to je moguée povezati s progresijom
glomerulonefritisa i ve¢im rizikom od CKD-a i ESRD-a (127, 128). U dostupnoj literaturi
nismo pronasli studije o izrazaju VDR-a u bubrezima bolesnika s [gAN-om. Zato smo istrazili
izrazaj VDR-a 1 metaboliziraju¢ih enzima vitamina D u uzorku bubreznog tkiva dobivenom

perkutanom biopsijom u 12 bolesnika s [gAN-om i rezultate usporedili s kontrolom.

U uzorcima bioptata djece i odraslih bolesnika s IgAN-om utvrden je jaki izrazaj
VDR-a u distalnim kanali¢ima 1 slabi izrazaj u proksimalnim kanali¢ima. Izrazaj VDR-a u
bioptatima bolesnika s IgAN-om bio je znacajno veci nego u kontroli. Izrazaj VDR-a pretezno
u epitelu kanalica u skladu je s rezultatima Wang-a i sur. (129). Vitamin D i1 njegov
najaktivniji metabolit 1,25(OH),D3 imaju jaki antiproliferativni i imunomodulacijski uc¢inak
(130-132). U mnogim studijama dokazano je da su u imunosnim stanicama izrazeni VDR te
kljucni enzimi koji metaboliziraju vitamin D, loa-OHaza i CYP24Al1, §to omogucuje da
autokrino i parakrino upravljaju djelovanjem D vitamina (23, 132-134). Ye i sur. izvijestili su
o snizenoj razini VDR-a u serumu bolesnika s ESRD-om (126). Za razliku od njih, u uzorku
nismo imali bolesnika s ESRD-om. Bubrezna funkcija je u nekih nasih bolesnika bila
smanjena, ali oCuvana. Pretpostavljamo da je malo povecanje izrazaja VDR-a u uzorcima
bolesnika s IgAN-om kompenzacijski odgovor na poremeénu bubreznu funkciju. Nedostatak
vitamina D je vrlo Cest medu bolesnicima s CKD-om, rano se javlja i povezan je s
progresijom u ESRD (130, 131). Proteinurija je prognosticki biljeg za napredovanje CKD-a, a
smanjenje proteinurije Stiti od daljnjeg pada bubrezne funkcije (135, 136). Li 1 sur. su
pokazali da je nedostatak vitamina D povezan s nepovoljnim patoloskim pokazateljima i
lo$ijim klini¢kim ishodom u bolesnika s IgAN-om (137). Szeto i suradnici proucavali su
ispitanike s IgAN-om u kojih je proteinurija trajala unato¢ lije¢enju s RAAS-blokatorima. U

bolesnika koji su primali aktivatore receptora vitamina D (VDRA, engl. vitamin D receptor
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activator), doslo je do znacajnog smanjenja proteinurije (138), Sto se podudara i s rezultatima
studije drugih autora (139). Pretpostavlja se da aktivacija VDR-a utjeCe na ravnotezu
imunosnih stanica u IgAN-i, §to dovodi do smanjenja proteinurije i hematurije (22). Tan i
suradnici dokazali su na eksperimentalnom modelu miSa s obstruktivnom uropatijom da
sinteticki analog vitamina D ima snazno protuupalno djelovanje jer inhibira infiltraciju
makrofaga i T limfocita i djelovanje proupalnog citokina RANTES (engl. Regulated on
Activation Normal T cell Expressed and Secreted). Inace je, nakon bubreznog oStecenja,
RANTES gotovo u cijelosti lokaliziran u epitelu bubreznih kanali¢a, Sto ukazuje da su te

stanice ciljno mjesto za vitamin D, s posljedi¢nim protuupalnim u¢inkom (140).

Enzim koji sintetizira kalcitriol je 1a-OHaza. U bubreZznom bioptatu bolesnika s
IgAN-om utvrdili smo znacajno manji izrazaj la-OHaze nego u kontrolnim uzorcima.
Imunoreaktivnost 1a-OHaze je utvrdena u stanicama glomerula i parijetalnom epitelu, epitelu
proksimalnih i distalnih kanali¢a te endotelu krvnih Zila. Suprotno nasem nalazu Zehnder i
sur. izvijestili su o povecanom izrazaju mRNA la-OHaze u bioptatima bubreznih bolesnika
koji su imali nisku razinu 1,25(OH),D3. Taj nalaz upucuje da 10-OHaza moze biti adekvatno
izrazena u bubrezima bolesnika s CKD-om, ali je oslabljena njena ucinkovitost u proizvodnji
1,25(OH),D3 (141). Izrazaj i aktivnost la-OHaze je kompleksno regulirana s PTH-om,
¢imbenikom rasta fibroblasta-23 (FGF-23, engl. fibroblast growth factor) i aktiviranim
vitaminom D, 1,25(0OH),D3. Dok PTH stimulira la-OHazu, FGF-23 i1 1,25(OH),D3 je
inhibiraju (65, 142). Povisena razina kalcijevih iona u plazmi inhibira 10-OHazu smanjenjem
luenja PTH-a, a poviSeni fosfati inhibiraju 1a-OHazu stimuliranjem FGF-23. Uz to, kalcij 1
fosfati mogu imati izravne ucéinke na la-OHazu. 1,25(0OH),D3 ograni¢ava aktivnost la-
OHaze povecanjem proizvodnje FGF-23 i smanjenjem luc¢enja PTH-a, te smanjenjm svoje
vlastite razine (65, 142). Niska razina 1,25(OH),D3 u bolesnika s CKD-om objasnjava se
smanjenom aktivnoséu 1a-OHaze zbog slabe dostupnosti 25(OH)D3 (143), nereguliranim i/ili
inhibiranim izrazajem la-OHaze (144) ili smanjenom masom nefrona i disfunkcijom kanali¢a
(130, 145). Viaene 1 suradnici izvijestili su da uremija smanjuje izrazaj 1a-OHaze u ljudskim

monocitima (146), §to je vjerojatno primjenjivo i na druge stanice koje izrazavaju 1-aOHazu.

Enzim koji degradira vitamin D je CYP24Al. Rezultati naSe studije pokazali su
znacajno veci izrazaj CYP24A1 u bioptatima bolesnika s [gAN-om, u usporedbi s kontrolnim

bubreznim tkivima. U skladu s naSim rezultatima, Ye i sur. izvijestili su da je izrazaj
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CYP24A1 povecan u bolesnika s ESRD-om (126). Medutim, do sada nije istrazivan izrazaj
CYP24A1 u bolesnika s IgAN-om. PronasSli smo snaznu imunoreaktivnost CYP24A1 u
jezgrama stanica glomerula, parijetalnih epitelnih stanica, proksimalnih i distalnih kanalic¢a i
slabi citoplazmatski izrazaj u epitelu kanalica. ZnaCajno je veéi postotak CYP24Al1
imunoreaktivnih jezgara u epitelnim stanicama distalnih kanali¢a i glomerulima u bioptatima
bolesnika s IgAN-om, u usporedbi s kontrolnim uzorcima. Zanimljivo je da iako nije bilo
znacajne razlike izmedu kontrolne skupine i bolesnika s IgAN-om u postotku CYP24A1-
imunoreaktivnih jezgara u epitelnim stanicama proksimalnih kanali¢a, pronasli smo znacajno
negativnu korelaciju izmedu postotka jezgara imunoreaktivnih na CYP24A1 u epitelnim
stanicama proksimalnih kanali¢a i eGFR-a u bolesnika s I[gAN-om. Taj rezultat upucuje na
mogucénost da je postotak CYP24A1-imunoreaktivnih jezgara u epitelu proksimalnih kanali¢a
osjetljivi biljeg promjena u bubreznoj funkciji, proporcionalnih stupnju bubreznog ostecenja.
U ranijim studijama, u bolesnika s [gAN-om utvrdena je niza razina 25(OH)D3 u plazmi, §to
je povezano s veéim postotkom intersticijske fibroze/tubularne atrofije (137). Stovise,
utvrdeno je da su pogorSanje proteinurije 1 smanjena razina cirkuliraju¢eg 25(OH)D3
proporcionalni smanjenju eGFR-a (137). Uz ve¢ navedene mehanizme, moze se pretpostaviti
da je smanjenje cirkuliraju¢eg 1,25(OH),D3 1 25(OH)D3 povezano s povecanim

izrazajem/aktivnosti CYP24A1 u oSte¢enom bubreznom tkivu.

U zakljucku, raspodjela indikacija za perkutanu bubreznu biopsiju u djece u nasem
uzorku sli¢na je podatcima iz literature. U polovini svih slucajeva to su bili NS i ne-nefrotska
proteinurija s hematurijom. Najc¢es$¢i patoloski nalazi su bili [gAN, MCD, HSPN i FSGS.
Promjena raspodjele patoloskih nalaza u odnosu na prethodno razdoblje u naSoj ustanovi
uzrokovana je uporabom nove klasifikacije glomerulonefritisa 1 ¢eS¢im bioptiranjem IH-e u
svrhu dijagnostike bolesti GBM-e. Imunohistokemijskom analizom bubreznog tkiva bolesnika
s IgAN-om, ustanovili smo znacajno ve¢i izrazaj VDR-a nego u kontrolnim uzorcima te
zna€ajno manji izrazaj la-OHaze, enzima koji sintetizira kalcitriol. Nasuprot tome, izrazaj
CYP24A1, enzima koji razgraduje D vitamin, bio je znacajno ve¢i u bubreznom tkivu
bolesnika s IgAN-om nego u kontrolnim uzorcima. Tako nasi rezultati indirektno ukazuju na
znacajno smanjenu proizvodnju kalcitriola 1 povecanu razgradnju vitamina D u bubrezima
bolesnika s [gAN-om. S obzirom na sve navedeno, poremecaj lokalne proizvodnje kalcitriola
u bubrezima je jedan od mogucih mehanizama pogorsanja bubreznog oste¢enja u IgAN-i. Uz

to, moze takoder utjecati na sistemski metabolizam vitamina D i1 koncentraciju kalcitriola, Sto
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se nepovoljno odrazava na negativnu petlju regulacije paratireoidne Zlijezde (65). Posljedi¢no
aktivira se zacarani krug povecane sekrecije PTH-a, bez odgovaraju¢eg bubreznog odgovora,
tj. povecane sinteze kalcitriola. U bolesnika s IgAN-om poveéan izrazaj CYP24Al u
bubreznom tkivu moze rezultirati prekomjernom razgradnjom vitamina D, dodatnim
smanjenjem razine kalcitriola 1 poja¢anim luCenjem PTH-a (92). Veci postotak jezgara s
pozitivnim izrazajem CYP24A1 u proksimalnim kanali¢ima povezan je s nizim vrijednostima
eGFR, $to moze biti eventualni rani biljeg nepovoljne prognoze. Vrijednost ove studije je u
osvjetljavanju promjena metabolizma D vitamina u I[gAN-i, a nedostaci studije maleni uzorak
heterogen po dobi i nedostatak klinickog pracenja. U daljnjem istrazivackom radu, trebalo bi
sli¢nim istrazivanjem obuhvatiti vecu kohortu ispitanika s IgAN-om 1 pratiti ih u duzem

vremenskom razdoblju.
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7. ZAKLJUCCI

1. Nefrotski sindrom je bio naj¢esca indikacija za biopsiju bubrega u djece, a IgAN-a
najces¢i nalaz u razdoblju 2008 - 2017. godine u KBC Split. Zbog promjena u
klasifikacijama 1 dijagnostickog postupka znacajno je smanjen udio

mezangioproliferativnog glomerulonefritisa.

2. Izrazaj VDR-a, la-OHaze i CYP24A1 u bubreznom tkivu se zna¢ajno ne razlikuje

u djece 1 odraslih bolesnika s IgAN-om.

3. Izrazaj VDR-a je znacajno veci u tkivu bioptata bolesnika s [gAN-om, u usporedbi

s kontrolnim tkivima.

4. lzrazaj 10-OHaze je znac¢ajno manji u bubreznom tkivu bolesnika s IgAN-om nego

u kontrolnim tkivima.

5. lIzrazaj CYP24Al1 je znaCajno vec¢i u bubreznom tkivu bolesnika s IgAN-om nego

u kontroli.

6. Postotak nuklearnog izrazaja CYP24A1 u epitelu proksimalnih kanali¢a pokazuje

negativnu korelaciju s eGFR-om.
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9. SAZETAK

Perkutana biopsija bubrega izvodi se u KBC-u Split kontinuirano od 1994. Stroge
indikacije za invazivni zahvat obuhvacaju poznate bubrezne sindrome. Bubrezno tkivo se
nakon postavljanja dijagnoze moze naknadno analizirati radi novih biljega, vaznih u
patogenezi bubreznih bolesti. Bubreg je mjesto aktivacije vitamina D koji ima pleiotropni
povoljni ucinak na organizam. Zbog bubrezne bolesti kompleksni mehanizam regulacije
vitamina D moze biti poremecen. Istrazili smo izrazaj receptora za vitamin D (VDR) te
enzima aktivacje (la-OHaza) i razgradnje (CYP24A1) vitamina D u bioptatima bubrega

bolesnika s IgA nefropatijom (IgAN) i usporedili s kontrolnim tkivima.

Za epidemiolosku analizu prikupljeni su klinicki 1 patoloski padaci o 54 bolesnika
bioptirana na Klinici za dje¢je bolesti od 2008. do 2017. Za eksperimentalnu analizu
prikupljeni su arhivirani parafinski blokovi bubreznog tkiva 12 bolesnika s [IgAN-om (Sestero
djece 1 Sestero odraslih). Izrezani su preparati debljine 5 pum, standardno priredeni za
indirektno imunohistokemijsko bojenje protutijelima na VDR, lo-OHazu i CYP24Al,
analizirani na imunofluoroscencijskom mikroskopu, fotografirani i kvantificirani uporabom

ImagelJ racunalnog programa. U statistickoj analizi je znacajnim smatran P < 0,05.

U epidemioloskoj analizi, od 54 ispitanika, 29 je bilo muskog 1 25 Zenskog spola,
srednja dob 9,84 + 5,4 godine. Polovina indikacija za biopsiju otpada na nefrotski sindrom
(NS; 25,93%) 1 ne-nefrotsku proteinuriju s hematurijom (22,22%). NajceSée je
dijagnosticirana IgAN, a potom bolest minimalnih promjena (MCD), Henoch-Schonlein
nefritis (HSPN), fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) 1 Alportov sindrom (AS).
Spektar dijagnoza se promijenio u odnosu na prethodno analizirano razdoblje 1995 — 2005. jer
je  mali postotak prethodno cesto  dijagnosticiranog  mezangioproliferativnog
glomerulonefritisa (MesPGN). Na promjene u indikacijama i vec¢i broj bioptiranih s [H-om i
ne-nefrotskom proteinurijom s hematurijom utjecale su nove klasifikacije i mogucnost boljeg
dijagnosticiranja hereditarnih bolesti glomerularne bazalne membrane (GBM). U
eksperimentalnoj analizi, izrazaj VDR-a u bubreznom tkivu je znacajno veci u bolesnika s
IgAN-om nego u kontroli (P = 0,037), a izrazaj 1a-OHaze znacajno manji nego u kontroli (P
<0,001). Izrazaj CYP24A1 i postotak jezgara imunoreaktivnih na CYP24A1 u glomerulima i

epitelu distalnih kanali¢a je znacajno veci u bolesnika s IgAN-om nego u kontrolnim tkivima
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(P <0,001). Postotak nuklearnog izrazaja CYP24A1 u epitelu proksimalnih kanali¢a pokazuje
negativnu korelaciju s eGFR (P = 0,034).

Raspodjela indikacija i patoloskih nalaza sli¢na je podacima iz vec¢ine drugih studija.
Razlika u izrazaju VDR-a 1 enzima povezanih s aktivacijom i1 degradacijom vitamina D
upucuje na smanjenu proizvodnju kalcitriola 1 pove¢anu razgradnju vitamina D u bubregu

bolesnika s [gAN-om.
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10. SUMMARY

Percutaneous kidney biopsy has been performed at University Hospital of Split
continuously since 1994. Strict indications for invasive procedure include well- known renal
syndromes. After diagnosis, renal tissue can be subsequently analyzed for new markers,
important in the pathogenesis of renal disease. The kidney is the site of activation of vitamin
D, which has a pleiotropic beneficial effect on the body. Due to kidney disease, the complex
mechanism of vitamin D regulation can be disrupted. We investigated the expression of
vitamin D receptor (VDR) and the enzymes of activation (la-OHase) and degradation
(CYP24A1) of vitamin D in kidney biopsies of patients with IgA nephropathy (IgAN) and

compared it with control.

For epidemiological analysis, clinical and pathological data were collected on 54
patients biopsied in the Clinic for Children’s Diseases from 2008 to 2017. For experimental
analysis, archived paraffin blocks of renal tissue of 12 patients with IgAN (6 children and 6
adults) were collected. Five pm thick slides, standardly prepared for indirect
immunohistochemical staining with antibodies to VDR, la-OHase and CYP24Al, were
analyzed on an immunofluorescence microscope, photographed and quantified using an

Image J computer program. In the statistical analysis, P < 0.05 was considered significant.

In the epidemiological analysis, out of the 54 patients, 29 were male and 25 female;
mean age 9.84 + 5.4 years. Half of the biopsyindications are nephrotic syndrome (NS;
25.93%) and non-nephrotic proteinuria with hematuria, 22.22%. IgAN was most commonly
diagnosed, followed by minimal change disease (MCD), Henoch-Schonlein purpura nephritis
(HSPN), focal segmental glomerulosclerosis (FSGS), and Alport syndrome (AS). The
spectrum of diagnoses changed compared to the previously analyzed period 1995 — 2005
because a small percentage of previously frequently diagnosed mesangioproliferative
glomerulonephritis (MesPGN). Changes in indications were influenced by new classifications
and the possibility of better diagnosis of hereditary disease of the glomerular basement
membrane (GBM). In the experimental analysis, the expression of VDR in renal tissue was
higher in patients with IgAN (P = 0.037), and the expression of 1a-OHase was significantly
lower than in control (P <0.001). CYP24A1 expression in renal tissue, as well as the
percentage of positive nuclei int he glomeruli and epithelium of distal tubules were higher in

patients with IgAN than in control (P <0.001). The percentage of nuclear CYP24Al
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expression in the epithelium of the proximal tubules shows a negative correlation with the

estimated glomerular filtration (eGFR; P = 0.034).

The distribution of indications and pathological findings is similar to that of most
other studies. The difference in the expression of VDR and enzymes associated with vitamin
D activation and degradation suggests decreased calcitriol production and increased renal

degradation of vitamin D in patients with IgAN.
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