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Pismo Uredniku

PROTEOMIKA U NEFROLOGI]JI

Urednice,

Otkricem humanog genoma otvorile su se nove spo-
znaje o cjelokupnom genetskom materijalu sadrzanom
unutar ljudskog organizma, no mnostvo nepoznani-
ca i potrebe za daljnjim istrazivanjima su pred nama.
Iz navedenog proizlaze i nove istrazivacke grane po-
put funkcionalne genomike koja istrazuje vezu izmedu
gena i njegovog posttranskripcijskog kona¢nog pro-
dukta proteina.

Proteomika je suvremena znanstvena disciplina koja
u svojim istrazivanjima obuhvaca biologiju, kemiju i
informatiku s ciljem prouc¢avanja proteina. Do sada je
istrazen i mapiran cijeli genom, no kako jedan genom
moze imati nekoliko proteoma pred nama je jos dug
istrazivacki put.

Za proteine je poznato da su nositelji svih funkcija
unutar organizma, pomoc¢u njih mozemo razlikovati
zdravo od bolesnog, $to ih ¢ini zanimljivima, budu¢i da
su ciljna mjesta djelovanja lijekova. Proteomika omo-
gucava pracenje promjena koje se u organizmu doga-
daju prilikom bolesti, odnosno odredene terapije, s ob-
zirom da je proteom podloZzan stalnim promjenama
kroz interakcije s genomom ili vanjskim utjecajima.
Cilj proteomskog istrazivanja je identifikacija protei-
na i komunikacijske mreze izmedu pojedinih proteina,
$to ¢e naravno dovesti i do razvoja novih kako dijagno-
stickih tako i terapijskih moguénosti.

U podrudju nefrologije postoji mnostvo istrazivackih
moguénosti pomoc¢u proteomike, a ponajvi$e su u tije-
ku istrazivanja novih biomarkera.

Akutna ozljeda bubrega

Akutna ozljeda bubrega povezana je s pove¢anim po-
bolijevanjem i smrtnosti. Prema sadasnjim kriterijima

RIFLE (Risk, Injury, Failure,Loss and End Stage Kidney
Disease) kriterijima dijagnozu akutne ozljede bubrega
temeljimo na porastu serumskog kreatinina i/ili sma-
njenju diureze (1). No isto tako je poznato da u trenut-
ku kada se u laboratorijskim nalazima otkrije povisena
vrijednost serumskog kreatinina, biljezi pad glomeru-
larne filtracije za preko 50 posto, §to s klinickog sta-
novista znaci zakasnjelo postavljanje dijagnoze akut-
ne ozljede bubrega i zakasnjele terapijske postupke. Za
sada ne postoji specifican biljeg - biomarker pomoc¢u
kojega bi se akutna ozljeda bubrega prepoznala u ranoj
fazi. U tijeku su istrazivanja koja se koriste metodom
proteomike s ciljem otkrivanja ranih biljega akutne oz-
ljede bubrega.

Biomarkeri akutne ozljede bubrega bi trebali imati slje-
deca obiljezja: brzu dijagnostiku bubrezne disfunkci-
je, razlikovanje prerenalnog zatajenja od renalnog, tre-
bali bi biti specifiéni za ozljedu bubrega ako postoji
istodobna ozljeda drugog ili drugih organskih susta-
va, trebali bi razlikovati akutno od kroni¢nog zatajenja
bubrega, temeljem biomarkera bi se ozljeda mogla svr-
stati po tezini, te bi njegovo/njihovo odredivanje treba-
lo biti jednostavno i jeftino.

Trenutno, jedini raspolozivi biomarker akutne ozlje-
de bubrega - kreatinin, daleko je od gore postavljenih
zahtjeva, s obzirom da njegove vrijednosti izrazito va-
riraju ovisno o dobi, spolu, nac¢inu prehrane, misi¢noj
masi, uzimanju lijekova i fizickoj aktivnosti.

Neki od novih potencijalnih biomarkera akutne ozlje-
de bubrega su neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL), cystatin C (Cys C), kidney injury molecule-1
(KIM-1), interleukin -18 (IL-18) i liver-type fatty acid
binding protein (L-FABP) (2,3).

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) pri-
padnik je porodice lipokalina. Radi se 0 malom pro-
teinu molekularne mase 25 kDa (4). Kao potencijal-
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ni biomarker bubreznog oste¢enja otkriven je tijekom
istrazivanja na zivotinjskim modelima, u kojima je bio
induciran nastanak akutne ozljede bubrega, obi¢no se
radilo o ishemijsko reperfuzijskim ozljedama, a potom
je promatrana izraZzenost gena u bubregu koji su in-
ducirani navedenim oste¢enjem. Ubrzo je postalo ja-
sno da smo na tragu otkri¢a novog biomarkera tubu-
larnog ostecenja, jer je NGAL sekretorni tubularni
protein i vrlo brzo nakon nastanka akutnog ostecenja
bubrega dolazi do porasta njegove koncentracije u se-
rumu i urinu (5). Nakon inicijalnih spoznaja uslijedilo
je mnostvo studija s ciljem dokazivanja ili opovrgava-
nja NGAL-a kao biomarkera. Velika ve¢ina navedenih
studija provodena je na bolesnicima nakon aorto-ko-
ronarnog premostenja. Kod vecine ispitanika uocene
su povi$ene vrijednosti NGAL ve¢ 2-4 sata nakon ki-
rurS$kog zahvata kod onih bolesnika koji su daljnjem
tijeku lije¢enja razvili akutnu ozljedu bubrega. Porast u
koncentraciji NGAL prethodio je porastu serumskog
kreatinina za 24-48 sati (6). Dosada ucinjenim studi-
jama pokazano je da se NGAL nalazi u malim Kkolici-
nama u tkivu bubrega, pluca, probavnog sustava, ali da
tijekom upalnog procesa ili ozljede epitela dolazi do
znatnog porasta, pa su tako verificirane znacajno po-
vi$ene vrijednosti NGAL u plazmi i urinu nakon ishe-
mijske ozljede bubrega i prilikom razvoja kontrastne
nefropatije. Naravno da postoje i ograni¢avajuéi ¢im-
benici poput sistemske infekcije, anemije, zlo¢udnih
bolesti i svakako su potrebne daljnje multicentri¢ne
studije na velikom broju ispitanika za daljnju ocjenu i
odredivanje referentnog raspona (3).

Cistatin C je neglikozilirani protein veli¢ine 14 kDa,
pripadnik porodice cistein proteinaza inhibitora. Pro-
izvode ga sve stanice koje posjeduju jezgru, a mozemo
ganadi u svim tkivima i tjelesnim teku¢inama. Njegova
je proizvodnja konstantna, a s obzirom da se ne veZe za
proteine plazme slobodno se filtrira u glomerulima te
se potom reapsorbira u proksimalnim kanali¢ima (7).
Za Cistatin C za sada postoje kontradiktorni rezultati, s
obzirom da je proizvodnja cistatina C konstantna, nje-
gova ¢e serumska koncentracija primarno ovisiti o glo-
merularnoj filtraciji i samim time ozljede tubula nece
imati znatnijeg utjecaja (8,9). U studiji Knighta i su-
radnika pokazano je da i mnostvo faktora ne bubrez-
nog podrijetla mogu dovesti do poviSenja serumske
razine cistatina C. Kao takvi spominju se starija dob,
muski spol, debljina, nikotinizam, hipo- i hipertireoza,
povisena vrijednost C-reaktivnog proteina te terapija
kortikosteroidima (10). Uslijedilo je jo$ nekoliko stu-
dija koje su usporedivale to¢nost u predvidanju pora-
sta razine cistatina C u urinu i nastanka akutne ozlje-
de bubrega. S obzirom da se cistatin C inace nalazi u
malim, gotovo nemjerljivim koncentracijama u urinu
svaki onaj proces koji dovodi do o$tecenja tubula do-
vesti ¢e i do poremecene absorpcije cistatina C te povi-
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$enja njegove koncentracije u urinu (11). U tom smislu
interesantna je studija Koynera i sur. na 123 bolesni-
ka podvrgnuta kardio-kiruskom zahvatu. U bolesni-
ka su odredivani NGAL, cistatin C, KIM-1, HGF (He-
patocyte Growth Factor) te se kao najspecifi¢niji medu
njima pokazao upravo urinarni cistatin C. Porast nje-
gove koncentracije najbolje je korelirao sa detekcijom
ranog nastanka akutne ozljede bubrega (12).

Kidney injury molecule 1 (KIM-1) je transmembranski
glikoprotein veli¢ine 90 kDa. Gen koji kodira KIM-1
inicijalno je uocen na Zivotinjskim modelima kada je
nakon ishemije doslo do njegove izrazite izrazenosti.
U normalnim okolnostima KIM-1 je minimalno izra-
zen u tkivu bubrega i urina (13). Tijekom 2002. godi-
ne pocinje se spominjati kao moguci biomarker akut-
ne ozljede bubrega. Tada je uocena njegova povecana
izrazenost u bioptatima bubrega s potvrdenom akut-
nom tubularnom nekrozom. U navedenoj studiji kon-
centracija KIM-1 bila je znacajno visa prilikom is-
hemijske akutne ozljede bubrega u odnosu na ostale
uzroke akutne ozljede bubrega (14). Liangos i sur. su
u prospektivnoj studiji na 103 bolesnika podvrgnuta
kardiopulmonalnom premostenju pratili izrazaj 6 bio-
markera rane akutne ozljede bubrega. Medu njima je
KIM-1 istaknut kao najbolji prediktor s obzirom da
se porast njegove vrijednosti u urinu mogla detektira-
ti ve¢ unutar dva sata od kirurskog zahvata (15). Kako
do sada provedenim studijama nije postavljena granic-
na vrijednost KIM-1 koja bi nam ukazivala na nasta-
nak akutne ozljede bubrega, svakako su potrebne dalj-
nje studije na ve¢em broju ispitanika.

Interleukin 18 je proupalni citokin, pripadnik velike
porodice interleukina. U raznim stanicama se sinteti-
zira u inaktivnom obliku. Na Zivotinjskim modelima
uocena je njegova povisena koncentracija u urinu na-
kon ishemijske ozljede bubrega (16). Siew i sur. su u
prospektivnoj studiji mjerili vrijednosti interleukina
18 unutar 24 sata od prijma u jedinice intenzivnog li-
jecenja razli¢itih skupina bolesnika. Radilo se o uku-
pno 451 bolesniku od kojih je 86 unutra 48 sati razvilo
akutnu ozljedu bubrega. Kod vecine tih bolesnika dos-
lo je do porasta razine interleukina 18 nagovjestajuci
tako nepovoljan klinic¢ki tijek (17). Znacenje interleu-
kina 18 pokazan je i na studiji od 55 bolesnika pod-
vrgnutih kardiopulmonalnom premostenju. U tih bo-
lesnika uocen je porast IL-18 unutar 4-6 sati nakon
zahvata sa vr$nom koncentracijom nakon 12 sati u
onih bolesnika koji su razvili akutnu ozljedu bubrega,
dok je porast serumskog kreatinina u tih bolesnika ve-
rificiran tek nakon 48-72h (18).

Fatty-acid protein binding (FABP) porodica je citoplaz-
matskih proteina veli¢ine 15 kDa zaduZenih za unu-
trastani¢ni transport dugolancanih masnih kiselina.
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Smatra se da imaju znac¢ajnu ulogu u smanjenju oksi-
dativnog stresa vezuci na sebe produkte oksidacije ma-
snih kiselina (19). Do sada ih je ukupno identificirano
devet, a imena su dobili prema tkivu u kojem su otkri-
veni.

Liver fatty acid binding protein (L-FABP) nalazimo ve-
¢inom u jetri, a u malim koli¢inama u bubrezima i tan-
kom crijevu. U urinu u normalnim okolnostima nije
ga moguce detektirati, dok njegova izraZenost raste
tijekom akutne ozljede bubrega (3). Navedene spo-
znaje takoder su uocene na Zivotinjskim modelima s
induciranom akutnom ozljedom bubrega (20), a ka-
snije su provedene studije na bolesnicima u jedinica-
ma intenzivnog lije¢enja. Jedna od posljednjih studija
objavljenih na tu temu provedena je na 77 bolesnika
podvrgnutih kardio-kiruskom zahvatu, a pracene su
vrijednosti L-FABP i NAG u procjeni nastanka akutne
ozljede bubrega. U konacnici je zaklju¢eno da L-FABP
ima visoku osjetljivost dok NAG ima visoku specifi¢-
nost te da bi kombinacija navedenih dvaju biomarkera
bila bolja za procjenu u odnosu na pojedina¢no odre-
divanje (21).

Tako pokazuju potencijal daleko bolji od sadasnjeg bio-
markera - kreatinina, za sada se navedeni rezultati te-
melje na malim istrazivanjima unutar jednog centra,
na malom broju ispitanika i za sada jo$ nije poznat re-
ferentni raspon ni za jedan od njih.

Dijabeti¢ka nefropatija

Drugo veliko vazno podruéje nefrologije svakako je i
dijabeti¢ka nefropatija koja je u danasnje doba u razvi-
jenim zemljama vode¢i uzrok razvoja zavr$nog stadija
kroni¢ne bubrezne bolesti (22) zbog ¢ega se ulazu veli-
ki napori radi otkrivanja ranih specifi¢nih biomarkera
dijabeticke nefropatije. Dosadasnji kriterij makroalbu-
minurije ne korelira sa stupnjem o$tec¢enja bubrezne
funkcije i potrebni su novi rani pokazatelji bubreznog
oStecenja (23). Zurbig i sur. su proveli proteomsku ana-
lizu mokrace bolesnika s dijabetesom tipa I i II. Uzorci
mokrace su pripremani pomoc¢u kapilarne elektrofo-
reze a potom propus$tani u maseni spektrometar, a do-
biveni rezultati su usporedivani s od ranije poznatim
panelom peptida izoliranih iz urina. Za one peptide
koji su detektirani u nizim koncentracijama u mokraci
bolesnika oboljelih od dijabetesa u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu pokazana je vrlo dobra korelacija
s razvojem makroalbuminurije (24). Upravo takvi re-
zultati istrazivanja imaju veliko znacenje s obzirom da
bi se na taj nacin otvorila moguénost ranog otkrivanja
bubreznog o$tecenja te ranije zapocinjanje terapijskih
postupaka i prevencije napredovanja kroni¢ne bubrez-
ne bolesti.

IgA nefropatija

IgA nefropatija ima vrlo varijabilnu klinicku sliku i
napredovanje bolesti i svakako je za definitivnu dija-
gnozu i prognozu bolesti potrebna biopsija bubrega. U
istrazivanje je bilo uklju¢eno 49 bolesnika s IgA nefro-
patijom i 40 zdravih ispitanika kao kontrolna skupina.
Analizom mokrace bolesnika s IgA nefropatijom po-
tvrdena su dva proteina u znacajno vis$im koncentra-
cijama- laminin G-like 3 i slobodni laki lanci k. Istra-
zivadi vjeruju da bi se pomocu njih moglo procijeniti
aktivnost bolesti neinvazivhom metodom (25).

Tumori bubrega

Kako i u svim ostalim dijelovima nefrologije, tako i u
podrucju onkologije pomo¢u metoda proteomike po-
stoji teznja za pronalaskom novih prognostic¢kih bilje-
ga.

Metastatski karcinom bubrega jedan je od na terapiju
najrezistentnijih malignoma s izrazito loSom progno-
zom i petogodi$njim prezivljenjem manjim od 10 %.
Identifikacija biljega koji bi u ranoj fazi bolesti ukazi-
vali na prisutnost metastaza znacajno bi poboljsala is-
hod lije¢enja.

Trenutno su verificirana tri potencijalna prognosticka
biomarkera: profilin-1 (Pfn 1), 14-3-3 zeta/delta, galec-
tin-1 (Gal-1) (26). Proteomskim analizama uocen je
specifi¢an profil izrazenosti proteina. Upravo gore na-
vedeni proteini dovode se u vezu s prosireno$c¢u bole-
sti i logijim ishodom bolesnika s karcinomom bubrega.
Dosadasnja istrazivanja ukazuju da se radi o disregula-
tornim proteinima koji utje¢u na razvoj stanice omo-
gucivsi tako rast i progresiju tumora te $irenje meta-
staza (27).

Transplantacija bubrega

Poznato je da je transplantacija metoda izbora u lijece-
nju zavr$nog stadija kroni¢ne bubrezne bolesti. U od-
nosu na ostale metode nadomjestanja bubrezne funk-
cije ima bolje prezivljenje, poveéanu kvalitetu Zivota,
ali isto tako nosi sa sobom specifi¢cne komplikacije.
Jedan od vodecih uzroka gubitka presatka je kroni¢-
na disfunkcija presatka. Obi¢no se tek nakon porasta
serumskog kreatinina ucini biopsija presatka te se pa-
tohistoloskom analizom nade intersticijska fibroza i
tubularna atrofija (IFTA). Jedan od uzroka kroni¢ne
disfunkcije presatka je nefrotoksi¢nost inhibitora kal-
cijneurina. Traga se za neinvazivnim dijagnostickim
metodama prepoznavanja disfunkcije presatka pomo-
¢u kojih bi se u ranoj fazi otkrile promjene u funkci-
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ji presatka te bi se eventualno mogla individualizirati
imunosupresivna terapija i na taj na¢in odgoditi zataji-
vanja njegove funkcije. Istrazivanja uzoraka urina bo-
lesnika s presadenim bubregom ukazuju na znacajno
vise koncentracije uromodulina i kininogena u odnosu
na kontrolnu skupinu, ¢ime su ocijenjeni kao potenci-
jalni biomarkeri (28).

Pomoc¢u metoda proteomike pokusava se detektirati
poremecaj na molekularnoj razini koji dovodi do akut-
nog odbacivanja bubreznog presatka. Nadena je poja-
¢ana izrazenost 5 faktora transkripcije: activator prote-
in 114 (AP-1, AP-4), signal transducer and activator of
transcription (STATXx), myelocytomatosis viral oncogene
homologue (c-Myc) i tumor protein (p53) u uzorcima
bioptata bubrega s akutnim odbacivanjem (29).

Zaklju¢no, nove istrazivacke metode poput proteomi-
ke pruzaju mnostvo mogucnosti i ve¢ sada se ulazu ve-
liki napori u otkrivanju novih biomarkera, a daljnjim
razvojem ove tehonologije i daljnjim otkri¢ima cilj je
stvoriti i nove terapijske mogu¢nosti.

U nasem Centru do sada provedena bazi¢na istraziva-
nja iz podrudja transplantacijske medicine, nefrologi-
je 1 urologije prije svega su se temeljila na imunohi-
stokemijskim metodoma. Ideje za daljnja istrazivanja
svakako postoje, no jedan od ogranic¢avaju¢ih faktora
je izvor financiranja te ogranicene tehnoloske moguc¢-
nosti.
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