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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA

ADAS - autosomno dominantni Alportov sindrom

ARAS - autosomno recesivni Alportov sindrom

AS - Alportov sindrom

COL4 - kolagen IV (eng. collagen 1V)

COL4AS - mutacija za a3 lanac kolagena IV (eng. mutation of a3 chain of collagen
V)

COL4A4 - mutacija za a4 lanac kolagena IV (eng. mutation of a4 chain of collagen
V)

COL4A5 - mutacija za a5 lanac kolagena IV (eng. mutation of ab chain of collagen
V)

CREF - kroni¢no bubrezZno zatajenje (eng. chronic renal failure)

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EGFR - procjenjena brzina glomerularne filtracije (eng. estimated glomerular filtration
rate)

EM - elektronska mikroskopija

ESRD - poslijednji stadij kroni¢ne bubrezne bolesti (eng. end stage renal disease)
FSGS - fokalna segmentalna glomeruloskleroza

GBM - glomerularna bazalna membrana

IFTA - intersticijska fibroza i tubularna atrofija

NGS - sekvencioniranje druge generacije (eng. next generation sequencing)

TBM - tubularna bazalna membrana

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

XAS - X vezani Alportov sindrom
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I. SAZETAK

Ucestalost i patohistoloSke osobitosti fokalne segmentalne glomeruloskleroze

udruzene s nefropatijom tankih glomerularnih bazalnih membrana

Autor: Matija Horacek

Mutacije gena odgovornih za sintezu a3, a4 i a5 lanaca kolagena 1V uzrokuju
spektar poremecaja, od nefropatije tankih glomerularnih bazalnih membrana (TBMN)
do X vezanih i autosomnih oblika Alportovog sindroma (AS). Kod odredenog broja
pacijenata s TBMN-om se primjetilo da s vr.emenom bolest progredira u kroni¢no
bubrezno zatajenje (CRF) uslijed nastanka fokalne segmentalne glomeruloskleroze
(FSGS). Zbog toga sve vise raste interes za istrazivanje povezanosti FSGS-a i
navedenih mutacija. Kako je TBMN autosomno dominantni poremecaj uzrokovan
mutacijom gena za a3 i/ili a4 lance kolagena IV, nije jasno jesu li neke druge mutacije
na istim genima odgovorne za sekundarnu pojavu FSGS-a kod pacijenata s TBMN-

om ili se radi o nekoj drugoj, za sada nepoznatoj, mutaciji drugih gena.

U sklopu projekta "Genotip-fenotip korelacija u Alportovom sindromu i
nefropatiji tankih glomerularnih bazalnih membrana”, provedeno je retrospektivno
istrazivanje 30 pacijenata s dijagnozom FSGS-a i nalazom TBMN-a na elektronskoj
mikroskopiji (EM). Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi prisutnost poremecaja
ekspresije a3, a4 i a5 lanaca kolagena IV na imunohistokemiji kod pacijenata s
dijagnozom FSGS-a i TBMN-a. Obzirom da su svi analizirani uzorci imali uredne
obrasce imunohistokemijskog bojanja lanaca kolagena IV, ne moZzemo
imunohistokemijski utvrditi da je u analiziranim slu¢ajevima FSGS posljedica mutacija
gena za lance kolagena IV. Tome u prilog ide i €injenica da niti u jednom slucaju nije
bilo pozitivhe obiteljske anamneze za AS ili TBMN. Stoga je u analiziranih pacijenata
potrebno provesti dodatno genetsko testiranje na mutacije za a3, a4 i a5 lance

kolagena 1V, $to je i iduéi cilj spomenutog projekta.

Kljuéne rijeci: kolagen IV mutacije, fokalna segmentalna glomeruloskleroza,

nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana, Alportov sindrom



. SUMMARY

Frequency and pathohistological characteristics of focal segmental

glomerulosclerosis combined with thin basement membranes nephropathy

Author: Matija Horacek

Recent research shows that mutations of genes indispensable for collagen 1V
chains synthesis cause a spectrum of disease, ranging from thin basement
membrane nephropathy (TBMN) to X-linked and autosomal forms of Alport's
syndrome (AS). It was noticed that some patients with TBMN at later age progress to
chronic renal failure (CRF) due to the development of focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS). Therefore the interest in researching the association
between FSGS and listed mutations is growing. Since TBMN is an autosomal
dominant disorder caused by mutations of genes for a3 and a4 chains of collagen 1V,
it is not clarified wheter secondary development of FSGS in patients with TBMN is
caused by some other mutations of those genes or some other, yet unknow, mutation

of other genes.

As part of the project "Genotype-Phenotype correlation in Alport's syndrome
and thin basement membrane nephropathy”, we performed a retrospective research
of 30 patients with diagnosis of FSGS and finding of TBMN on electron microscopy
(EM). The aim of this study is to affirm the irregular expression of a3, a4 and a5
chains of collagen IV on imunohistochemistry in patients with diagnosis of FSGS and
TBMN. Since all samples have neat patterns of immunohistochemical staining of
collagen 1V chains, it cannot be established with certainty that in all cases was FSGS
the result of mutations of genes for collagen IV chains. This is also supported by the
fact that in none of the cases was family history positive for AS or TBMN. Therefore,
the additional genetic testing for mutations of genes for a3, a4 and a5 chains of

collagen IV is also required, which is the next step of the mentioned project.

Key words: collagen IV mutations, focal segmental glomerulosclerosis, thin basement

membrane nephropathy, Alport's syndrome



1. UvOD

1. 1. Alportov sindrom i nefropatija tankih glomerularnih bazalnih membrana

AS i TMBN su heterogeni genetski poremecaiji koji u etiopatogenetskoj podlozi
imaju poremecaj strukture glomerularne bazalne membrane (GBM) Sto je posljedica
mutacija gena odgovornih za sintezu lanaca kolagena IV (COL4), koji je sastavni dio
bazalnih membrana u glomerulu, unutarnjem uhu i leéi.[1, 2] AS je najces¢e
uzrokovan mutacijom gena za a5 lanac kolagena IV (COL4Ab), koji se nalazi na X
kromosomu, pa je stoga to i naj¢es¢i nacin nasljedivanja poremecaja i pojavljuje se u
85% slucCajeva AS-a. Rjede se radi o mutaciji gena za a3 i a4 lance kolagena IV
(COL4A3 i COL4A4) i tada je nasljedivanje u 14% slucajeva autosomno recesivno, a
u 1% autosomno dominantno.[1, 3-8] Prevalencija AS-a otprilike iznosi 1:5000.[8] AS
je prvi put opisao Dr. Cecil A. Alport 1927. godine, a da se radi o poremecaju GBM-a
su ustanovili Spear i Slusser 1972. godine pomocu elektronske mikroskopije.[9, 10]
Prvi puta je genetski Cimbenik kao uzrok AS-a opisan 1990. godine kada su Karl
Tryggvason i njegovi suradnici objavili da je X vezani AS (XAS) posljedica mutacije
COL4A5.[2, 6, 10] Nedugo nakon toga je dokazano da i autosomne mutacije
COL4A3 i COL4A4 dovode do AS-a.[6, 9]

KliniCka manifestacija AS-a varira, ovisno o tipu nasljedivanja. XAS se ocCituje
mikrohematurijom sa ili bez epizoda makrohematurije, senzornim gubitkom sluha,
smetnjama vida uslijed prednjeg lentikonusa ili makulopatije, proteinurijom,
hipertenzijom i kona¢no, zatajenjem bubrega.[1, 4, 5, 7] Kod muskaraca je pocCetak
pojave simptoma puno raniji nego u Zena, simptomi su izraZeniji, a zatajenje bubrega
je evidentno ve¢ do 3. desetlje¢a zivota.[1] Autosomni oblici AS-a su varijabilnog
fenotipa, Sto znacCi da ¢e klini¢ka slika varirati od blage pa sve do klasi¢ne kao kod
XAS-a.[6] Homozigoti ¢e imati teZe simptome, raniju pojavu zatajenja bubrega u
odnosu na heterozigote i strukturne promjene GBM-a, dakle, slicno XAS-u.[9, 11]
Strukturne promjene kod klasi¢nog AS-a vidljive na EM-u obuhvacaju fokalna
zadebljanja i stanjenja bazalne membrane i njeno lameliranje (Slika 1). U poCetnom
stadiju bolesti svjetlosna mikroskopija je uredna. Promjene vidljive svjetlosnim

mikroskopom se javljaju kasnije, a obuhvacaju segmentalnu sklerozu glomerula,



tubularnu atrofiju i intersticijsku fibrozu te pjenu$ave stanice u intersticiju (Slika 2).[1,
5, 8, 12] Kao i klini¢ki simptomi, i ultrastrukturalne promjene ovise o tipu
nasljedivanja, pa tako kod heterozigotnog autosomno recesivnog AS-a (ARAS) i
Zena koje su nosioci za XAS dominira stanjenje GBM-a $to podsje¢a na TBMN.[1] Za
AS ne postoji potpuno adekvatna terapija. Dosadas$nja istrazivanja su pokazala da
rana dijagnoza i empirijska primjena inhibitora angiotenzin konvertiraju¢eg enzima
(ACE inhibitora), konkretno ramiprila, ima pozitivan ucinak tako Sto ublazava

proteinuriju i usporuje progresiju bolesti.[10]

Slika 1. Lameliranje glomerularne bazalne membrane kod pacijenta s Alportovim
sindromom. EM x8000.



Slika 2. A) Izrazena intersticijska fibroza i tubularna atrofija kod pacijenta s
Alportovim sindromom. Trikromno bojenje po Massonu x100. B) PjenuSavi makrofazi

u intersticiju (crvena strelica). Trikromno bojenje po Massonu x400.

TBMN je autosomno dominantni poremecaj GBM-a uzrokovan mutacijom
gena za a3 i a4 lance kolagena IV.[5, 7] Povezanost TBMN-a s navedenim
mutacijama su prvi put opisali Lemmink i suradnici 1996. godine.[6] Uz AS i
Bergerovu bolest (IgA nefropatiju), TBMN je najeSci uzrok perzistentne
mikrohematurije te najéesc¢i poremecaj GBM-a koji zahvaca 1% opce populacije.[1, 3,
5, 7, 8, 13, 14] Osnovne karakteristike TBMN-a su difuzno stanjenje GBM-a i
mikrohematurija (Slika 3).[8] Kako je mikrohematurija prva i Cesto jedina
manifestacija, TBMN se Cesto naziva benignim poremecajem. Medutim, smatrati ovo
stanje benignim je pogrjeSno jer u dijelu bolesnika s dijagnozom TBMN-a, iz jo$
nepoznatih razloga, dolazi do progresije bolesti u vidu razvoja FSGS-a i CRF-a.[1-3,
5, 6, 13] To ujedno predstavlja glavni prediktivni problem - kako prepoznati je li kod
bolesnika s asimptomatskom mikrohematurijom prava dijagnoza TMBN kao izolirani i
neprogresivni poremecaj ili se radi o poCetnim simptomima ARAS-a koji ¢e kasnije
progredirati u klasi¢nu klini¢ku sliku ili je pak rije€ o dodatnim zdruzenim mutacijama
koje Ce kao posljedicu imati nastanak FSGS-a? Homozigoti za mutacije a3 i a4
lanaca kolagena |V imat ¢e fenotip ARAS-a s ranijom pojavom proteinurije,

hipertenzijom i bubreznim zatajenjem u 3. desetljeCu Zivota, dok ¢e heterozigoti imati



TBMN, pa se prema tome TBMN Cesto smatra stanjem nosioca za ARAS s

nepredvidivim razvojem i teZzinom bolesti.[1-5]

Slika 3. Difuzno stanjenje glomerularne bazalne membrane u pacijenta s

nefropatijom tankih glomerularnih bazalnih membrana. EM x8000.

1.2. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza

FSGS je naziv za patoloSke promjene koje karakterizira sklerozacija, odnosno,
oziljkivanje glomerula (Slika 4). Kao $to samo ime kaZe, promjene zahvacéaju samo
neke glomerule, a u zahvacenim glomerulima samo je dio kapilarnog klupka
skleroziran. Skleroza i posljedi¢no propadanje glomerularnih kapilara s vremenom
postaju generalizirani i dovode do CRF-a i u konacnici do posljednjeg stadija
bubrezne bolesti (ESRD).[14] FSGS postoji kao zasebni kliniCko-patoloski entitet od
1970. godine.[15, 16] Od tada su prepoznati razli¢iti morfoloSki subtipovi u
primarnom i sekundarnom FSGS-u te je uoceno da oni imaju razli€ito prognosticko
znacenije i zahtjevaju razli€it terapijski pristup. Radi ujedinjavanja kriterija patoloSke
klasifikacije D'Agati i suradnici su, 2003. godine na Kolumbijskom sveucilistu,
predlozili radnu klasifikaciju morfoloSkih podtipova i odredili uklju€ujuce i iskljuCujuée
kriterije za svaki tip FSGS-a. Prema toj klasifikaciji postoji pet tipova FSGS-a: klasicni

(bez drugih osobitosti), perihilarni, celularni, 'tip' lezija (vrsni) i kolapsni tip.[15, 17, 18]

4



Prema etiolo$koj podijeli postoje 2 oblika FSGS-a: primarni i sekundarni. Primarni
oblik je idiopatski tj. nepoznate etiologije dok se sekundarni javlja u sklopu virusnih
infekcija, pretilosti, hipertenzije, lijekovima izazvane nefrotoksicnosti te kao posljedica
odredenih genetskih mutacija.[11, 13, 14] Autosomno dominantni oblik FSGS-a
povezan je s mutacijama ACTN4, WT1, CD2AP, TRPC2, ANLN, INF2 i PAX2 gena,
dok je autosomno recesivni povezan s mutacijom NPHS1, NPHS2, LAMB2, PLCE1 i
MYO1E gena. Najnovije otkrivene mutacije koje uzrokuju FSGS odnose se na gene
za a3 i a4 lance kolagena IV te je stoga i spektar poremecaja uzrokovan tim
mutacijama, tzv. kolagen IV nefropatije, prosiren.[11, 13, 19] FSGS se manifestira
nefrotskim sindromom, proteinurijom i progresivnim pogorSanjem bubrezne
funkcije.[14]

-.(\- P

Slika 4. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza. Bojenje po Jonesu x400.

1.3. Udruzenost fokalne segmentalne glomeruloskleroze s nefropatijom tankih

glomerularnih bazalnih membrana

Dugo se smatralo da heterozigotne mutacije COL4A3 i COL4A4 uzrokuju
samo blagi oblik bubreznog poremecaja u obliku TBMN-a s posljedi€nom

mikrohematurijom.[14] U klini¢koj praksi TBMN i benigna obiteljska hematurija



koriSteni su kao sinonimi. Ve¢ u razdoblju prije procvata molekularne dijagnostike
uoCena je ¢eSc¢a pojavnost FSGS-a kod bolesnika s TBMN-om. Medutim, tada je
vecina tu koegzistenciju objasnjavala pukom slu¢ajnosc¢u, pogotovo uzimajuci u obzir
da je uCestalost TBMN-a u op¢oj populaciji 1%. Razvojem molekularne dijagnostike,
utvrdeno je da bolesnici s TBMN-om, koji su heterozigotni nosioci mutacija COL4AS i
COL4A4, u kasnijoj dobi mogu razviti FSGS s posljedicnim CRF-om i u konacnici
ESRD-om.[11]

Deltas i suradnici [3, 11] su u istrazivanju iz 2007. godine opisali 116
pacijenata iz 13 obitelji s Cipra. Prvo su odabrali pojedince s vec dijagnosticiranim
obiteljskim FSGS-om, a ostale ¢lanove obitelji su pridodali kako bi im se ustanovila
prisutnost ili odsutnost mikrohematurije, proteinurije i ekstrarenalnih simptoma.
Konacno, u istrazivanje je uklju¢eno 116 ispitanika sa spektrom simptoma od
izolirane mikrohematurije do viSe ili manje izraZenih znakova bubreznog zatajenja. U
navedenoj studiji, 20 ucinjenih biopsija bubrega potvrdilo je FSGS uz prisutnost
TBMN-a. UCinjena su genetska testiranja na ve¢ poznate gene koji se povezuju s
nastankom FSGS-a, medutim, ti rezultati su bili negativni. Zbog toga, a i zbog
Cinjenice da su pacijenti u anamnezi imali pozitivnhu mikrohematuriju, ucinjena su
testiranja na gene za kolagen 1V. U 82 (70%) pacijenta, iz 10 obitelji, dokazana je
heterozigotnost za mutacije COL4A3 i COL4A4 sto je opravdalo dvojnu dijagnozu
FSGS-a i TBMN-a. Cinjenice koje su dodatno uputile na povezanost navedenih
mutacija i FSGS-a su nalaz stanjenih GBM-a na EM-u i izostanak znakova AS-a kao
Sto su naizmjeni¢na stanjenja i zadebljanja GBM-a i lameliranje GBM-a. Takoder,
pacijenti nisu imali poteSkoc¢a s vidom ili sluhom, Sto bi, takoder, upucivalo na AS.
Ovakva povezanost FSGS-a i TBMN-a opravdava hipotezu da je FSGS ili
sekundarna pojava u sklopu TBMN-a ili je posljedica neke druge mutacije.[3, 11, 14]
Daljnjim pracenjem ispitanika utvrdeno je da je kod 31 (38%) od njih 82 doSlo do
progresije u CRF, a kod 16 (19,5%) do progresije u ESRD. Unutar iste skupine bilo je
35 ispitanika starijih od 51 godine, medu kojima je kod njih 28 (80%) doSlo do
progresije u CRF ili ESRD, a kod njih 16 (46%) do progresije u ESRD. To je za sada
najveci poznati postotak pacijenata s TBMN-om koji su s viemenom razvili FSGS i
posljedicno CRF i ESRD.[3, 14] Ustanovljeno je da progresija poremecaja ovisi 0

dobi. Mikrohematurija je jedini znak do otprilike 3. desetljeCa zivota nakon Cega se



pojavljuje proteinurija, a poslije 50. godine Zivota pojavljuju se hipertenzija, znakovi
CRF-a i u konacnici ESRD.[5, 14]

Ista skupina istrazivaca [11] je provela drugo istraZivanje nad kohortom od 68
obitelji s 250 pacijenata s obiteljskom mikrohematurijom kod kojih je dokazana
prisutnost COL4A3 i COL4A4 mutacija, potvrdujuci dijagnozu TBMN-a. UCinjeno je
sveukupno 26 biopsija ¢ime se potvrdila prisutnost FSGS-a u svih 26 uzoraka. Kod
26 pacijenata s potvrdenom COL4 mutacijom ucinjeno je sekvencioniranje druge
generacije (NGS), ali nije nadena niti jedna druga mutacija za a3, a4 ili a5 lance
kolagena |V Sto potvrduje da heterozigotnost za COL4 mutacije predstavlja
predispoziciju za nastanak FSGS-a i progresiju u ESRD.[11] Autori su tada
pretpostavili da se radi o digenetskom nasljedivanju tj. da COL4A3 i COL4A4
mutacije uzrokuju TBMN s posljedicnom mikrohematurijom, a neka druga mutacija
uzrokuje FSGS, bilo da se radi o ve¢ poznatom genu povezanom s nastanokm

FSGS-a ili nekom nepoznatom genu ili genu modifikatoru.[3, 6, 11, 14]

Mnoga istrazivanja prikazuju sluCajeve pacijenata koji su heterozigoti za COL4
mutacije, ali su kod njih potvrdeni ultrastrukturalni znakovi i ekstrarenalni simptomi
AS-a. Kod takvih pacijenata se uglavnom postavljala dijagnoza autosomno
dominantnog AS-a (ADAS).[11]

Interesantno istrazivanje proveli su Gast i suradnici 2015. godine. [20] Oni su
pokazali da se u podlozi FSGS-a vrlo Cesto nalaze COL4A3, COL4A4 i COL4A5
mutacije. COL4 mutacije otkrivene su u 38% obitelji s obiteljskim FSGS-om te u 3%
sa sporadi¢nim FSGS-om. Interesantan podatak je da je prema njihovim nalazima
svega 36% pacijenata imalo hematuriju te da su abnormalnosti GBM-a potvrdene na
samo 18,6% elektronskih mikroskopija. Autori ve¢ u samom naslovu zaklju€uju da su

COL4 mutacije naj¢eS¢e mutacije u podlozi FSGS-a odrasle dobi.

Prema tome, fenotipski spektar COL4 mutacija za a3 i a4 lance proSiren je te
obuhvaca poremecaje od benigne mikrohematurije uslijed TBMN-a koja Ce trajati
doZivotno do tezih glomerularnih poremecaja poput ARAS-a, ADAS-a i FSGS-a koji
Ce, prije ili kasnije, progredirati u ESRD. Jedna od pretpostavki jest da je cijeli spektar

poremecaja uzrokovan COL4 mutacijama zapravo multifaktorski poremecaj €ija



fenotipska ekspresija ovisi o interakciji primarnih gena uzro€nika, modificiraju¢ih gena
i okolisnih ¢imbenika.[2, 3, 5, 9, 11, 13, 19] Zbog toga je bitno da se, jednom kad se
u odredenoj obitelji dokazu COL4 mutacije, nastavi s praéenjem svih nosioca
mutacija. Glavni prediktivni Cimbenik je proteinurija, Cija pojava ukazuje na tezu

progresiju bolesti, a usto je i indikacija za pocetak lije€enja ACE inhibitorima.[5, 9]

NGS bi trebala biti kljuéna metoda kojom bi bilo moguée prepoznati bolesnike
s TBMN-om Kkoji imaju visoki rizik za progresiju u ESRD te omoguciti bolju
klasifikaciju poremecaja unutar spektra COL4 mutacija.[1, 2, 11] Takoder, oCekuje se
da ¢e NGS omoguciti razlikovanje pravog obiteljskog FSGS-a od onog uzrokovanog
COL4 mutacijama.[1, 11]

1.4. Dijaghoza Alportovog sindroma i nefropatije tankih glomerularnih bazalnih

membrana

Razlikovanje AS-a i TBMN-a u pojedinim sluc¢ajevima moze biti teSko. Vaznost
rane dijagnoze AS-a je u tome Sto ranije lijeCenje pokazuje bolje rezultate, ukljuujuéi
sporiju progresiju bolesti i manje intenzivnu proteinuriju, kasniji poCetak zatajenja
bubrega i posljedi¢no dulji Zivotni vijek.[10] Simptom suspektan za AS je perzistentna
glomerularna hematurija. Sanse da se radi o AS-u su vecée ukoliko pacijent ima
pozitivhu obiteljsku anamnezu za AS ili pojave bubreznih zatajenja bez jasnog
uzroka u drugih ¢lanova obitelji ili ukoliko pacijent ima neki drugi karakteristicni
simptom (gubitak sluha, lentikonus ili retinopatiju). U pacijenata s klini€kom slikom
sugestivnhom za AS i/ili pozitivnhom obiteljskom anamnezom, bubrezna biopsija
predstavlja primarnu dijagnosticku metodu identifikacije pacijenata s AS-om.
UobiCajeno je da pacijenti imaju povecanu celularnost u mezangiju i pjenusave
stanice u intersticiju. Pacijenti mogu takoder imati segmentalnu i/ili globalnu
glomerulosklerozu. Imunofluorescentna mikroskopija je negativna. Dijagnosticiranje
AS-a je histoloski izazov s obzirom da su promjene vidljive na svjetlosnom
mikroskopu ¢esto nespecifitne, dok su prezentacija na EM-u TBMN-a, hetrozigotnih
nositelja XAS-a, pacijenata s ARAS-om i djece s XAS-om Cesto vrlo slicne. Nadalje,
EM glomerula nije uvijek dostupna. U mnogim nefropatoloSkim centrima standardna

je procedura napraviti indirektno imunoflourescentno bojenje na al(koje sluzi kao



generalna kontrola uspjeSnosti bojanja), a3 i a5 lance kolagena IV na svim
biopsijama bubrega sa klinickim nalazom ili nalazom EM-a suspektnim za TBMN ili
AS. Mnogi znanstveni radovi istiCu uspjeSnost ove metode te opisuju karakteristicne

obrasce bojanja za podtipove AS-a.[1, 21-23]

Savige i suradnici [24] u smjernicama za dijagnostiku AS-a i TBMN-a navode
da se Sanse da se radi o AS-u povecavaju ako se radi o pacijentima s pozitivnom
obiteljskom anamnezom za AS ili zatajenjem bubrega bez jasnog uzroka; ili u sluc¢aju
prisutnosti ostalih klini¢kih karakteristika (gubitka sluha, lentikonus ili retinopatija) ili je
prisutan nedostatak a3, a4 i a5 lanaca kolagena tipa VI. Elementi koji potvrduju
dijagnozu su lameliranje GBM-a ili mutacija COL4A5 ili dvije patogene mutacije
COL4A3 i COL4AA4.[25] Za potvrdivanje dijagnoze takoder je u€inkovito genetsko
testiranje kako bi se potvrdila dijagnoza ARAS-a, ukoliko je sumnja postavljena na
temelju obiteljske anamneze, klini¢kih karakteristika ili bubrezne

imunohistokemije.[25]

Dijagnoza TBMN-a temelji se na biopsiji bubrega i nalazu stanjenja GBM-a na
EM-u. Najcesc¢i nalaz na svjetlosnom mikroskopu je normalna histologija. Na EM-u
vidljivo je difuzno stanjenje GBM-a.[26] Svjetska zdravstvena organizacija
preporucuje grani¢nu vrijednost za TBMN od 250 nm za odrasle i 180 nm za djecu do

jedanaeste godine Zzivota.[27]

Dokazivanje mutacija kod AS-a i TBMN-a je relativnho skupo i zahtijevno zbog
same veli€ine involviranih gena (svaki 48-53 egzona) te zbog nedostatka tzv.
mutacijskih ,hot spotova“.[28] Od metoda molekularne dijagnostike danas se najviSe
govori 0 NGS-u, metodi koja privlaci sve veéu pozornost i uskoro bi mogla postati
zlatni standard u dijagnostici nasljednih bubreznih, ali i ostalih bolesti.[10] Takoder,
preporucuje se Sto prije odabrati NGS pri dijagnostici glomerularnih poremecaja kako
bi se izbjegle invazivnije metode poput biopsije bubrega ili koze.[6] Temelje ove
metode su postavili Fred Sanger i Alan R. Coulson 1977. godine, a ubrzo je bilo
jasno da ¢e s vremenom zamijeniti starije metode sekvencioniranja
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Za razliku od prijasSnjih metoda koje su
sekvencionirale pojedinacne fragmente DNK, NGS paralelno sekvencionira zna¢ajno

veci broj fragmenata.[29] Dodatne prednosti su brzina analize, moguénost detekcije



novih gena za koje se nije sumnjalo da su uzro¢nici, moguc¢nost detekcije gena
modifikatora i mogucnost detekcije digenetskih oblika tj. sluCajeva u kojima je

mutacija prisutna u dva razliCita gena za kolagen V. [6, 11, 30]

1.5. Imunohistokemija na lance kolagena IV

Kao $to je prethodno navedeno, u mnogim nefropatoloskim centrima,
standardna je procedura napraviti indirektno imunoflourescentno bojenje na al (koje
sluzi kao generalna kontrola uspjeSnosti bojanja), a3 i a5 lance kolagena IV ha svim
biopsijama bubrega sa klinickim nalazom ili nalazom EM-a suspektnim za TBMN ili
AS. Tablica 1 prikazuje obrasce bojenja kod pacijenata s TBMN-om i pojedinim

potipovima AS-a.

Tablica 1. Obrasci bojenja na lance kolagena IV.

a3 (IV) a5 (IV)
GBM | Bowmanova | TBM | GBM | Bowmanova | TBM | Epidermalna
kapsula kapsula BM
Zdravi/TBMN + + + + + + +
IADAS
XAS nosioci | = o o = o o
c c c c c c c
(heterozigoti) | S 2 2 2 2 2 2
% ] % £ %] % 2]
a) &) &) &) &) &) &)
XAS - - - - - - -
muskarci
ARAS - - - - + + +

lako se radi o uspjeSnoj metodi, i ona ima svoja ograni¢enja. Nerijetko su
nadeni obrasci bojanja koji odstupaju od opisanih karakteristicnih bojanja.[22]
DijagnostiCka osjetljivost izostanka a3, a4 i a5 lanaca kolagena IV u GBM-u je
umijerena, 80% kod muskih i 60% kod Zenskih pacijenata s XAS-om.[24]
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2. HIPOTEZA

Udruzenost FSGS-a s nalazom tankih glomerularnih bazalnih membrana na
elektronskoj mikroskopiji je relativno rijedak poremecaj koji ima promijenjenu

ekspresiju a3 i a5 lanaca kolagena 1V detektiranu imunohistokemijskom metodom.
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3. CILJEVI RADA

1. Odrediti uestalost TBMN-a u bazi bubreznih biopsija Klinicke jedinice za
nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klinickog zavoda za patologiju i
citologiju, Klinicke bolnice Dubrava.

2. Odrediti u€estalost udruzenosti FSGS-a s nalazom TBMN-a na EM-u.

3. Odrediti kliniCke i patohistoloSke karakteristike FSGS-a udruZzenog s nalazom
TBMN-a na EM-u.

4. Ispitati utjecaj FSGS-a na promjenu ekspresije a3 i a5 lanaca kolagena IV

odredenih imunohistokemijskom metodom.

12



4. ISPITANICI | METODE

Provedeno je retrospektivno istrazivanje bazirano na podacima o pacijentima
koji su u razdoblju od 2003. do 2016. godine bili podvrgnuti biopsiji bubrega u 7
nefroloskih i pedijatrijsko-nefroloskih centara: Klinicka bolnica Dubrava, Klini¢ka
bolnica Merkur, Kliniki bolnicki centri u Zagrebu, Rijeci i Splitu, Klini¢ki bolnicki
centar Sestre milosrdnice i Klinika za djecje bolesti Zagreb, a €ije biopsije su
analizirane u Kilini¢koj jedinici za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klini¢kog

zavoda za patologiju i citologiju, Klinicke bolnice Dubrava.

Pacijenti za ovo istrazivanje su identificirani pretraZivanjem registra biopsija
bubrega Kilini¢ke jedinice za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju te Zavoda za
nefrologiju i dijalizu, Klini€ke bolnice Dubrava i zapisa povijesti bolesti u istoj ustanovi
te povijesti bolesti u preostalih 6 navedenih ustanova. Nakon identifikacije pacijenata,
prikupljeni su svi dostupni klini¢ki podaci o prijasnjim bolestima, obiteljskoj anamnezi,
vremenu pojavljivanja bolesti, simptomima bubrezne bolesti (hematurija, proteinurija,
serumski kreatinin, klirens kreatinina, vrijeme nastupa i tezina insuficijencije bubrega)

i poremecajima vida i sluha.

Takoder, za sve identificirane pacijente kojima je ucinjena biopsija bubrega
prikupljeni su patohistoloski podaci o nalazima svjetlosne mikroskopije (udio globalne
i segmentalne skleroze glomerula, postotak intersticijske fibroze i tubularne atrofije
(IFTA), prisutnost pjenusavih makrofaga u intersticiju) i EM-a (lameliranje GBM-a i

naizmjenic¢nja stanjenja i zadebljanja GBM-a).

Rutinski, materijal dobiven biopsijom bubrega podijeljen je na tri dijela: za
svjetlosnu, imunoflorescentnu i elektronsku mikroskopiju. Materijal za svjetlosnu
mikroskopiju je serijski izrezan na minimalno 50 rezova. Od toga, 40 rezova
naizmjence je obojano hemalaun-eozinom (H&E), PAS, Masson trikromnim i Jones
bojenjem. 10 neobojanih rezova ostavljeno je u slu€aju potrebe za daljnjom
dijagnostickom obradom. Serijski rezovi za direktnu imunofluorescentnu mikroskopiju
su bojani protutijelima za 1gG, IgA, IgM, C3, C1q, fibrinogen, albumin, ki A lance
(Dako). Za EM uzeta su dva uzorka koji su obradeni standardnim metodama

(fiksacija u McDowellovom fiksativu, postfiksacija 2% osmij tetroksidom,
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kontrastiranje 3% uranil acetatom, dehidracija acetonom, uklapanje u Agar, te
rezanje ultratankih rezova na ultramikrotomu) i mikroskopirana elektronskim
mikroskopom (JEOL 1400). Debljina GBM-a se rutinski odreduje na digitalnim EM
slikama uz pomoc¢ iTEM programske podrske (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH). Koriste se digitalne EM slike povecanja 8000 puta, a provodi se metoda

direktnog mjerenja GBM-a na barem 10 mijesta.

Za bioptirane pacijente s dostupnim parafinskim blokovima sa dovoljno tkiva
bubrega za provesti dodatnu analizu, provedena je imunohistokemijska analiza na
lance kolagena IV. U Klinickoj jedinici za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju,
Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, Klini¢ke bolnice Dubrava provedena je
imunohistokemijska analiza na a3 i a5 lance kolagena IV. Kao pozitivha kontrola
koriSteno je bojanje na al lance kolagena IV. Kao $to je prikazano na Slici 5, na
svakom staklu uz uzorak tkiva bubrega za analizu, nalazi se i uzorak urednog tkiva
bubrega dobiven nakon nefrektomije kod pacijenata s tumorom bubrega. Koristili smo
monoklonska protutijela Alport’s Syndrome Kita (Wieslab, Eurodiagnostica). Slika 6
prikazuje uredne obrasce imunohistokemijskog bojanja na lance kolagena IV u

kontrolnom uzorku.

Slika 5. Stakalca imunohistokemijskog bojenja na a1, a3 i a5 lance kolagena tipa IV
(MAB1, MAB3, MAB5). Na svakom stakalcu se nalazi uzorak tkiva za analizu i

kontrolni uzorak urednog tkiva bubrega (zaokruzeno crveno).
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Slika 6. Uredni obrasci imunohistokemijskog bojenja na lance kolagena IV u

kontrolnom uzorku. A) a1 lanac kolagena IV, x200. B) a3 lanac kolagena 1V, x200. C)
a5 lanac kolagena 1V, x200.
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5. REZULTATI

Pregledom registra biopsija bubrega Klini¢ke jedinice za nefropatologiju i
elektronsku mikroskopiju, Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, KliniCke bolnice
Dubrava utvrdeno je da je u periodu od 2003. do 2016. godine uc€injeno 5790 biopsija
bubrega, od ¢ega 3327 nativnih. Svjetlosnom, imunofluorescentnom i elektronskom
mikroskopijom je potvrdeno 90 dijagnoza izoliranog TBMN-a i 30 dijagnoza FSGS-a

udruzene s TBMN-om.

U ovo istrazivanje je bila uklju€ena skupina od 30 pacijenata (15 muskih i 15
Zenskih) s dijagnozom FSGS-a i nalazom TBMN-a na EM-u. Pacijenti su bili dobi od
17 do 72 godine (medijan 46 godina), a biopsiji bubrega su bili podvrgnuti u 4
ustanove: Klini¢ka bolnica Dubrava (18), Klini¢ka bolnica Merkur (5), Klini¢ki bolni¢ki

centar Sestre milosrdnice (3), KliniCki bolni¢ki centar Split (4).

5.1 Patohistoloske karakteristike

Svih 30 ispitanika imalo je patohistolo$ki potvrdenu dvojnu dijagnozu FSGS-a i
TBMN-a. U 50% ispitanika FSGS je bio primarne etiologije (difuzni gubitak nozica
podocita, jasan nefrotski sindrom), dok je u isto toliko ispitanika bila rije¢ o
sekundarnom FSGS-u (o€uvane nozice podocita, proteinurija bez ostalih znakova
nefrotskog sindroma). Od histoloskih tipova FSGS-a, prema kolumbijskoj klasifikaciji,
bili su prisutni: perihilarni tip (36,7%), klasi¢ni tip (36,7%), vrsni tip (13,3%), kolapsni
tip (6,7%) i celularni tip (6,7%) (Grafikon 1). Slika 7 prikazuje stanjenu glomerularnu
bazalnu membranu uz difuzni gubitak noZica podocita kod pacijenata s primarnim

FSGS-om udruzenim s nalazom TBMN-a.
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Histoloski tipovi FSGS

6,7%

6,7%

36,7% B Perihilarna
H Vrina
m Klasi¢na
M Celularna
36,7% m Kolapsna

13,3%

Grafikon 1. Udio pojedinih histoloskih tipova fokalne segmentalne glomeruloskleroze

potvrdene svjetlosnom mikroskopijom.

Slika 7. Stanjena glomerularna bazalna membrana te gubitak noZica podocita kod

pacijenta sa primarnim FSGS-om udruzenim s nalazom TBMN-a. EM x8000.
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Prosjecan broj glomerula po biosiji bio je 19,1, minimalno 2, a maksimalno
123. Sveukupno je pregledano 573 glomerula od ¢ega je 114 bilo globalno
sklerozirano, a 94 segmentalno. Medijan udjela globalno skleroziranih glomerula je

iznosio 17,3% , a segmentalno skleroziranih 15,7%.

IFTA je bila prisutna u 93,3% preparata, prosjeCan postotak IFTA-e je iznosio
16%, medijan 10%. U vecini sluCajeva IFTA je zahvacala <25% uzorka (73,3%
pacijenata), a u preostalim slu¢ajevima je zahvacala 25-50% uzorka (26,6%

pacijenata). Nije bilo slu¢ajeva gdje IFTA zauzima viSe od 50% uzorka (Grafikon 2).

IFTA gradusi
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I (<25 %) I1(25 - 50 %) Il (> 50 %)

Pojedini gradusi IFTA-e

Grafikon 2. Broj pacijenata s pojedinim gradusom intersticijske fibroze i tubularne
atrofije.

Nodularna hijalinoza u 1 arterioli bila je prisutna u 17,9% biopsija, unutar vise
arteriola u 39,3%, hijalinoza u cijelom opsegu arteriole zahvacala je 17,9% sluCajeva,
a u 25% je nalaz bio uredan (Grafikon 3). Fibrointimalno zadebljanje arterija je
utvrdeno u 32,1% slu€ajeva. Promjene na arterijama u vidu fibrointimalnog
zadebljanja i suZenja lumena nadene su u 32,1% uzoraka. U ostalim uzorcima
arterije su bile uredne. Sto se ti¢e uzoraka s dokazanim suZenjem lumena arterija, u

polovine se radilo o suZenju ve¢em od 50% lumena, suzenje 25 - 50% lumena bilo je
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prisutno u Cetvrtine uzoraka, i u isto toliko je bilo prisutno suzenje manje od 25%

lumena.

Tip hijalinoze arteriola

12

11

10

Broj pacijenata
[e)]

U 1 arterioli

U vise arteriola U cijelom opsegu Uredan nalaz

Grafikon 3. Broj pacijenata s pojedinim tipom hijalinoze arteriola.

Medijan prosjecne debljine GBM-a je iznosio 219,5 nm (133 - 254 nm). Niti u

jednom bioptickom uzorku nije na EM-u potvrdeno lameliranje GBM-a i izmjene
tankih i debelih dijelova GBM-a.

5.2 Imunohistokemijska analiza na lance kolagena IV

Za imunohistokemijsku analizu na a1, a3 i a5 lance kolagena IV bili su

dostupni uzorci biopsije bubrega od 17 pacijenata. Uzorci svih 17 analiziranih

pacijenata su pokazali uredne obrasce bojenja (pozitivitet za a3 i a5 lance kolagena

IV u GBM-u, Bowmanovoj kapsuli i tubularnim bazalnim membranama (TBM)

distalnih tubula). Slika 8 prikazuje uredne obrasce bojenja kod jednog od pacijenata

iz istraZivanja.
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Slika 8. Obrasci bojenja na lance kolagena IV u uzorku jednog od ispitanika. A) a1
lanac kolagena 1V, x200. B) a3 lanac kolagena 1V, x200. C) a5 lanac kolagena 1V,

x200.

5.3 Klini¢ki podaci

U trenutku biopsije vecdina bolesnika se prezentirala asimptomatskom
proteinurijom i/ili hematurijom (50%) ili nefrotskim sindromom (45,5%) te 1 osoba s
kroni¢nim nefritiCkim sindromom. Kod 8 bolesnika nije bilo dostupnih podataka o

klinickoj manifestaciji bolesti (Grafikon 4).

Broj pacijenata s razliCitim klinickim
manifestacijama u trenutku biopsije
1
8 B Nema podataka
10

B Asimptomatska proteinurija
i/ili hematurija

= Nefrotski sindrom

B Kronicni nefriticki sindrom

11

Grafikon 4. Bubrezni sindrom u trenutku postavljanja dijagnoze biopsijom bubrega.
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Niti jedan bolesnik nije imao pozitivhu obiteljsku anamnezu za AS ili TBMN,
dva pacijenta su imala pozitivhu obiteljsku anamnezu za hematuriju, a njih 4 za
ESRD.

Mikrohematurija je bila prisutna kod 79,2%, a proteinurija kod 95,7%
pacijenata. Za 6 pacijenata nije bilo podataka o hematuriji, a za njih 7 nije bilo

podataka o proteinuriji (Grafikon 5).

25

B Hematurija

B Proteinurija

Broj pacijenata

Prisutna Izostaje Nema podataka

Grafikon 5. Broj pacijenata s hematurijom i/ili proteinurijom u trenutku postavljanja

dijagnoze biopsijom bubrega.

Medijan 24h proteinurije je iznosio 3,22 g (0,31 - 19,8 g), medijan
koncentracije kreatinina u serumu 103 pmol/l (55 - 430 ymol/l), a medijan brzine
glomerularne filtracije (€GFR) 70,4 ml/min/1,73m? (0,2 - 121,6 ml/min/1,73m?).

Slusne probleme imala je 1 osoba, medutim, bez ucinjene audiometrije, a

vidne probleme, konkretno kataraktu, imala je takoder 1 osoba.

Jos prije biopsije terapiju ACE inhibitorima je primalo 15 bolesnika (62,5%), a
nakon biopsije i dijagnoze bubrezne bolesti uvedena je terapija kod 8 bolesnika

(33,3%). Za 6 pacijenata (20%) nije bilo podataka o terapiji.
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6. RASPRAVA

Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi uCestalost FSGS-a udruzenog s nalazom
TBMN-a u registru bubreznih biopsija KliniCke jedinice za nefropatologiju i
elektronsku mikroskopiju, Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, KliniCke bolnice
Dubrava te odrediti prisutnost poremecaja ekspresije a3, a4 i a5 lanaca kolagena IV
imunohistokemijskom analizom. Hipoteza ovog istrazivanja je bila da je udruZenost
FSGS-a s nalazom TBMN-a relativno rijedak poremecaj koji ima promijenjenu

ekspresiju a3 i a5 lanaca kolagena 1V detektiranu imunohistokemijskom metodom.

Ovim retrospektivnim istrazivanjem je ustvrdeno da je u Klinickoj jedinici za
nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju, Klini€kog zavoda za patologiju i citologiju,
Klini¢ke bolnice Dubrava u periodu od 2003. do 2016. godine od 3327 nativnih
biopsija u 90 slu€ajeva potvrdena dijagnoza izoliranog TBMN-a, a u 30 dvojna
dijagnoza FSGS-a i TBMN-a. U polovine slu€ajeva FSGS je bio primarne etiologije i
u isto toliko sekundarne etiologije. Naj¢esci histoloski tipovi FSGS-a su bili perihilarni
i klasi¢ni. Elektronskom mikroskopijom je potvrdeno da se radi o TBMN-u, medutim,
nije nadeno znakova AS-a kao $to su lameliranje GBM-a i naizmjeni¢na zadebljanja i
stanjenja GBM-a. Vecina pacijenata koji ulaze u okvir ovog istrazivanja je imala
manifestacije bubrezne bolesti u vidu proteinurije, hematurije i nefrotskog sindroma,
medutim niti jedna obiteljska anamneza nije bila pozitivna za AS i TBMN, dok je u 2

slu€aja bila pozitivha za hematuriju, a u 4 slu¢aja za ESRD.

Horvatic i suradnici [31] su pokazali da je uCestalost hereditarnog nefritisa (AS
i TBMN) u registru bubreznih biopsija Zavoda za nefrologiju, Klini¢ke bolnice Dubrava
bilo 8,1%. Navedeni podaci odnose se samo na pacijente lijeCene u Klini¢koj bolnici
Dubrava i objedinjuju podatke o AS-u i TBMN-u. U literaturi se ¢esto navodi da je uz
AS i Bergerovu bolest (IgA nefropatiju), TBMN naj¢es¢i uzrok perzistentne
mikrohematurije te najéesc¢i poremecaj GBM-a koji zahvaca 1% opcée populacije.[1, 3,
5, 7, 8, 13, 14] lako se ne moze direktno usporedivati, uCestalost izoliranog TBMN-a

u nasem uzorku je bila 2,7%.

Koliko nam je poznato, do sad se u tek nekoliko istrazivanja govorilo o
povezanosti FSGS-a i COL4 mutacija. [3, 11, 14, 19, 32] Utvrdeno je da COL4
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mutacije izazivaju Siroki spektar bubreznih poremecaja koji uklju€uje klasi¢ni, XAS,
autosomne oblike AS-a te benignu familijarnu hematuriju uslijed TBMN-a, bilo da se
radi o sluCajevima kada ¢e hematurija biti prvi i jedini simptom do kraja Zivota ili pak,
u drugim slu€ajevima, kada ¢e progredirati u ESRD uslijed razvoja FSGS-a.
Zanimljivo je da su Gast i suradnici [20] 2015. godine pokazali da se u podlozi FSGS-
a vrlo Cesto nalaze mutacija za a3, a4 i a5 lance kolagena IV te zakljucili da su COL4

mutacije najceSce mutacije u podlozi FSGS-a odrasle dobi.

Malone i suradnici [19] su 2014. godine proveli genetsko testiranje 70 obitelji s
dijagnozom nasljednog FSGS-a te potvrdili prisutnost COL4A3 i COL4A4 mutacija
kod 7 obitelji. Elektronskom mikroskopijom je potvrden gubitak noZica podocita, a
klasi¢nih znakova za AS nije bilo. Na temelju toga su zakljucili da oc€ito postoji
preklapanje fenotipova uzrokovanih COL4 mutacijama te da je FSGS uzrokovan
nekom zasebnom mutacijom ili je sekundarna pojava kod TBMN-a uzrokovan nekom
drugom mutacijom COL4 gena ili nekog drugog nepoznatog gena koji sam po sebi
ne dovodi do manifestacije poremecaja, ali uz prisutnost COL4 mutacija i TBMN-a

dovodi do pojave FSGS-a s progresijom u ESRD.

U istrazivanju kohorte od 116 ispitanika iz 13 obitelji s Cipra, 2007. godine,
Deltas, Voskarides i suradnici [3, 11, 14] su zakljucili da ili COL4 mutacije
predisponiraju nastanku FSGS-a ili je TBMN u nekim slu€ajevima povezan s nekim,
za sad nepoznatim, genetskim poremecajem koji dovodi do FSGS-a i posljedi¢nog
ESRD-a. U€injeno je 20 biopsija kojima je potvrdena dijagnoza FSGS-a i TBMN-a od
¢ega je 15 biopsija bilo iz 10 obitelji (82 ¢lana) kojima su dokazane COL4A3 i
COL4A4 mutacije. Dodatna genetska analiza na ve¢ poznate gene &ija mutacija
dovodi do FSGS-a nije potvrdila prisutnost takvih mutacija. Pracenjem tih 82
pacijenta utvrdeno je da je kod 38% pacijenata doslo do progresije u CRF, a kod
19,5% u ESRD. Kod pacijenata sa znakovima zatajenja bubrega 50% glomerula je
bilo sklerozirano dok su drugi bili segmentalno zahvadéeni sklerozom. Elektronskom
mikroskopijom su potvrdili stanjenje GBM-a, a lameliranja GBM-a i naizmjenicnih
stanjenja i zadebljanja GBM-a nije bilo. Deltas i suradnici su u svom istrazivanju
ustvrdili da je u 58,5% slu¢ajeva TBMN-a do$lo do progresije u FSGS i kona¢no u
ESRD, dok je u naSem istrazivanju od ukupno 120 pacijenata STBMN-om pronadeno

30 slu¢ajeva u kojima je nalaz TBMN-a na EM-u bio udruzen s FSGS-om (25%).
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Treba napomenuti da se metodologija ovog istrazivanja razlikuje od one iz
istraZivanja Deltasa i suradnika. Naime, Deltas i suradnici su prou€avali pacijente s
dokazanom obiteljskom hematurijom, proveli su genetska testiranja i analizirali
dostupne patohistoloSke podatke dok se u ovom istrazivanju krenulo s aspekta
patohistoloskih dijagnoza i uCestalosti istrazivanih poremecéaja nadenih nakon

biopsije na temelju ¢ega su odabrani pacijenti za istraZivanje.

U prethodno spomenutim istrazivanjima Malonea i suradnika [19] te
Voskaridesa i suradnika [3] nisu bila provedena bojenja na lance kolagena IV. U
nasem istrazivanju svih 17 pacijenata, €iji parafinski blokovi su bili dostupni za
analizu, imali su uredne obrasce bojenja. S obzirom na dizajn istraZivanja, €injenice
da svi analizirani uzorci imaju uredne obrasce imunohistokemijskog bojenja lanaca
kolagena IV, da se dio pacijenata nije prezentirao hematurijom te da u vecine
pacijenata nema pozitivnhe obiteljske anamneze, na temelju provedenog istraZivanja

ne mozemo govoriti o etioloskoj povezanosti FSGS-a i TBMN-a u ovom istrazivanju.

Ovaj diplomski rad je izraden u okviru projekta Hrvatske zaklade za znanost
"Genotip-fenotip korelacija u Alportovom sindromu i nefropatiji tankih glomerularnih
bazalnih membrana” u kojem ¢e se pacijenti iz ove studije, ukoliko pristanu, genetski
testirati na mutacije za a3, a4 i a5 lanaca kolagena 1V te ¢e se pokuSati utvrditi

postoji li kod njih povezanost izmedu FSGS-a i TBMN-a.
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7. ZAKLJUCCI

Razvoj FSGS-a kod pacijenata s TBMN-om je poremecaj koji se javlja u 25%
bolesnika s TBMN-om. Ustanovljena je podjednaka pojavnost primarnog i
sekundarnog FSGS-a dok se histoloski najcesce radilo o perihilarnom ili klasi€nom
tipu FSGS-a. Svi pacijenti su imali uredne obrasce bojenja na a3 i a5 lance kolagena
V.

Kako na temelju ovog istrazivanja nije moguce zakljuciti jesu li mutacije gena
za lance kolagena IV jedan od uzroka pojave FSGS-a kod bolesnika s TBMN-om,
provest Ce se dodatno genetsko testiranje u okviru projekta "Genotip-fenotip
korelacija u Alportovom sindromu i nefropatiji tankih glomerularnih bazalnih

membrana" kako bi se utvrdilo postoji li povezanost izmedu ova dva poremecaja.
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