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Nasljedne glomerulopatije djecje dobi: Hrvatsko iskustvo
Inherited glomerulopathies of children: a Croatian experience
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Kljuéne rijeci SAZETAK. Bolesti iz spektra Alportovog sindroma (AS-a) nastaju kao posljedica mutacija gena za kolagen tip IV
HEREDITARNI NEFRITIS; (C0L43, (0L4A4 1 (0L4A5). Spektar bolesti obuhvaca sve od tzv. benigne obiteljske hematurije na jednom kraju
BENIGNA OBITELISKA HEMATURIJA; do Klasi¢nog AS-a s ranom progresijom bolesti  izvanbubreznim manifestacijama na drugom kraju spekira. Istra-

KOLAGENTIP1V;

CENSKOTESTIRANE Zivacko iskustvo nade skupine pocelo je 2003. godine, kada se prof. dr. sc. Danica Galesi¢ Ljubanovic vratila s

edukacije iz nefropatologije od 18 mjeseci u Denveru, SAD i otvorila nefropatoloski laboratorij u KB Dubrava.
Dugogodisnji rad rezultirao je projektom Hrvatske zaklade za znanost “Genotip-fenotip korelacija u AS-u i nefro-
patiji tankih glomerularnih bazalnih membrana (TBMN)” provedenom u periodu od 2015. do 2019. godine kojeg
je profesorica bila voditel]. Glavni cilj istraZivanja bio je utvrditi prevalenciju AS-a i TBMN-a u Hrvatskoj i razjasniti
AS i TBMN histoloski, genetski i klinicki s krajnjim ciljem stvaranja registra pacijenta s ovim bolestima. Dijagno-
sticki proces poremecaja iz spektra AS-a je Cesto zahtijevan. Postoji velika varijabilnost u klinickoj prezentaciji
bolesti, ali i u histoloskoj slici. Najtocniji test za otkrivanje uzrocnih patogenih varijanti u genima kolagena tipa IV
je opsezno paralelno genetsko testiranje Citavih kodirajucih sekvendi sva tri gena COL4A5, (0L4A3 1 (0L4A4. Biop-
sija bubrega je od posebne koristi ako su klinicki i podaci o clanovima obitelji negativni i ne postoji mogucnost
genetskog testiranja. Biopsija daje uvid u stupanj oStecenja parenhima bubrega te je u nekim slucajevima nei-
zbjezna dijagnostitka metoda, osobito u pacijenata s neobicnim klinickim tijekom bolesti (npr. neocekivano pove-
¢anje proteinurije). Tanke glomerulame bazalne membrane (GBM) su morfoloski entitet utvrden mjerenjem na

elektronskoj mikroskopiji (EM) te su za razumijevanje njihovog znacaja neophodni klinicki i genetski podaci.

Key words SUMMARY. Alport spectrum disorders are result of mutations in the type IV collagen genes (C0L43, (OL4A4 and
NEPHRITIS, HEREDITARY; (0L4A5). The spectrum of diseases includes the so-called benign familial hematuria at one end to classic Alport
HEMATURIA, BENIGN FAMILIAL; syndrome (AS) with early progression and extrarenal manifestations at the other end of the spectrum. The
EEHE/%G(ETNEQ\PNEGN; research experience of our group started in 2003 when professor Danica Galesi¢ Ljubanovic returned to Zagreb
after 18 months education in renal pathology (Denver, USA) and started a renal pathology laboratory at Dubrava
University Hospital. This long-term work resulted in a project of the Croatian Science Foundation “Genotype-
phenotype correlations in Alport’s syndrome and thin glomerular basement membrane nephropathy” conducted
in the period from 2015 to 2019 under the leadership of professor Galesi¢ Ljubanovic. The main goal of the study
was to determine the prevalence of AS and thin glomerular basement membrane nephropathy (TBMN) in Croatia
and to clarify AS and TBMN histologically, genetically and clinically with the ultimate goal of creating a registry of
patients with AS and TBMN. The diagnostic process of AS spectrum disorders is often challenging. There is great
variability in the clinical presentation of the disease, but also in the histological findings. The most accurate test for
detecting causative pathogenic variants in type IV collagen genes is extensive parallel genetic testing of the entire
coding sequences of all three COL4A5, COL4A3, and (0L4A4 genes. A kidney biopsy is especially helpful if there
are negative clinical and pedigree data and there is no possibility of genetic testing. The biopsy provides insight
into the degree of kidney parenchymal injury and is in some cases an unavoidable diagnostic method, especially
in patients with type IV collagen mutations with an unusual clinical course of the disease (such as an unexpected
increase in proteinuria). Thin glomerular basement membranes are a morphological entity determined by mea-
surement on electron microscopy, and clinical and genetic data are necessary to understand their significance.

Nasljedne glomerulopatije su bolesti bubrega na- merularnu bazalnu membranu (GBM) i na one koje
stale kao posljedica mutacija gena koji kodiraju pro-  zahvacaju podocite (podocitopatije).> Obzirom da su
teine koji su strukturalno ili funkcionalno vazni u glo-  glavni fokus nase istrazivacke skupine poremecaji
merulu. U doba dostupnosti genske analize i sve pri-
sutnijeg sekvenciranja gena ili ¢ak cijelog genoma, broj * Adresa za dopisivanje:

g povesnih obolestins by e vk potno e
je narastao posljedn 1,},1 g,o.d ina. Nasl).edne bOI,eS,U glo- Salata 10,p1000(g) JZa,greb, Hrvatska; e-posta: danicaljubagnovic/@mef.hr
merula se mogu podijeliti na one koje zahvacaju glo-
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uzrokovani mutacijama kolagena tipa IV, u ovom
¢emo se tekstu ograniciti na poremecaje iz spektra
Alportovog sindroma (AS-a).

Kolagen tipa IV je ubikvitarni protein u bazalnim
membranama i ¢ini njihovu glavnu, kolagenu kompo-
nentu. Svaka molekula kolagena tipa IV je trimer koji
se sastoji od tri a lanca. U GBM-u to su alala2 tri-
meri (koji se nalaze u gradi svih bazalnih membrana u
tijelu) te a3a4a5 trimeri koji se nalaze u GBM-u,
Bowmanovoj ¢ahuri, distalnim bubreznim kanali¢ima
te u nekim oc¢nim i kohlearnim membranama.

Bolesti izazvane mutacijama kolagena tipa IV su
vrlo heterogene. Opisan je velik broj mutacija koje su
moguce u tri gena za kolagen tipa IV (COL4A3,
COL4A4 i COL4A5). Naravno, moguca je prisutnost
viSe mutacija istovremeno. Miner® je 2014. godine u
¢asopisu Kidney International napisao da je poreme-
¢aje uzrokovane COL4A3, COL4A4 i/ili COL4A5 mu-
tacijama najbolje shvatiti kao spektar AS-a. To bi obu-
hvatilo sve poremecaje koji nastaju mutacijama gena
za kolagen tipa IV, a koji se na jednom kraju spektra
ocituju kao benigna obiteljska hematurija (bez poslje-
di¢nog ucinka na funkciju bubrega), a na drugom kao
klasi¢ni AS s nedetektabilnim kolagenom tipa IV u
GBM-u, progresijom u zavr$nu fazu bubrezne bolesti
(ESKD - eng. end stage kidney disease) te slusnim i
vidnim smetnjama. Sve izmedu tih dviju krajnosti
ulazi u spektar poremecaja AS-a, uklju¢ujuci i nasljed-
nu fokalnu sgmentalnu glomerulosklerozu (FSGS).
Obzirom da mutacija koja uzrokuje samo hematuriju
kod jednog pojedinca u drugoga moze uzrokovati pro-
gresivnu bubreznu bolest, Miner je takoder napisao da
bi klasifikacija tih poremecaja u odredene dijelove
spektra AS-a bila korisna za klinicare, ali i za bolesnike
i njihove obitelji, kako bi bili upoznati s realnim rizi-
kom kroni¢ne bubrezne bolesti.

Klasi¢ni AS je prvi opisao Arthur Cecil Alport 1927.
godine.* Devedesetih godina proslog stolje¢a dokaza-
no je da AS nastaje kao posljedica defekta lanaca
a3a4a5 kolagena tipa IV’ Klinicki se AS prezentira
kao progresivna nasljedna nefropatija koju karakteri-
zira progresivni hematuricki nefritis uz ultrastruktur-
ne promjene GBM-a (nepravilna stanjenja, zadebljanja
i cjepkanja), gubitak sluha za tonove visokih frekven-
cija i oftalmoloski problemi (prednji lentikonus, ma-
kularne pjege, kornealne endotelne vezikule, reku-
rentne kornealne erozije i katarakte).**” U 85 % pacije-
nata genska osnova AS-a je mutacija X vezanog gena
COL4A5 smjestenog na Xq22 regiji, koji kodira a5
lance kolagena tipa IV.® U ovom podtipu, muski spol
ima tezu klinicku sliku u odnosu na Zenski. Muskarci
s X-vezanim AS-om koji razviju ESKD-e prije dobi
od 30 godina uglavnom imaju pridruzenu veéinu
izvanbubreznih manifestacija bolesti,”'* dok oni s ka-
snijim razvojem ESKD-a imaju pridruzen samo gubi-

tak sluha."! Gubitak sluha za spektar visokofrekvent-
nih tonova javlja se u 70 %, a lentikonus u 30 % obolje-
lih muskaraca do cetvrtog desetljeca zivota kada su
zatajenje bubrega, gubitak sluha i retinopatija ve¢ za-
jedno prisutni.' Gotovo sve bolesnice (95 %) s X-veza-
nim AS-om imaju hematuriju te vecina naposljetku
razvije i ostale klinicke karakteristike bolesti: pro-
teinuriju (75 %),'> ESKD-e (8 - 30 %), gubitak sluha
(40 %) i/ili retinopatiju (40 %).'>'*" Oko 15 % svih
AS-asu posljedica autosomne mutacije gena koji kodi-
raju a3 i/ili a4 lance kolagena tipa IV (COL4A3 i/ili
COL4A4), koji se najc¢es¢e nasljeduju recesivno. '*'¢
Klinicke karakteristike bolesnika s autosomno recesiv-
nim AS-om su iste kao kod muskih ¢lanova obitelji s
X-vezanim tipom bolesti.'’ Termin autosomno domi-
nantnog AS-a (AS uzrokovan jednom mutacijom
COL4A3 ili COL4A4) iako opisan, jo$ je uvijek stvar
literaturnih prijepora i debata. Dio stru¢njaka izbjega-
va taj termin o ¢emu Ce biti rijec¢i kasnije u tekstu.'’*

Kod analize biopsije bubrega ne postoje patogno-
moni¢ne promjene na svjetlosnoj mikroskopiji (SM)
za AS. U ranijim fazama bolesti glomeruli najcesce
imaju urednu morfologiju. Cesto su prisutne diskretne
promjene glomerula koje uklju¢uju blago fokalno pro-
$irenje mezangija (na racun povecane koli¢ine mezan-
gijskog matriksa i/ili povecanog broja mezangijskih
stanica). Kako bolest napreduje, pojavljuju se fokalne
segmentalne (sl. 1.A) ili globalne glomeruloskleroze.
Pjenusave stanice (sl. 1.B) se naj¢esce nalaze u uzorci-
ma biopsija bubrega starije djece i odraslih kod kojih
su pronadene i kroni¢ne promjene, ali nisu patogno-
monic¢an nalaz.?**** U kasnijim fazama bolesti, uz poja-
vu FSGS-a i globalne glomeruloskleroze, posljedi¢no
se razvijaju intersticijska fibroza i tubularna atrofija te
nespecificna arterioloskleroza. Imunofluorescentna
mikroskopija (IF) je negativna ili nespecifi¢na. Glavna
ultrastrukturna (elektronsko mikroskopska — EM) ka-
rakteristika X-vezanog AS-a je izmjena stanjenih i
zadebljanih podruc¢ja GBM-a, fragmentacija i lameli-
ranje (sl. 2.), pojava sitnih granula unutar GBM-a te
nepravilne vanjske konture GBM-a.”**~%

U posljednja dva desetljeca u centru istrazivanja po-
remecaja iz spektra AS-a je genotip-fenotip korelacija.
Postoje studije koje su opisale cijeli spektar klinickih
fenotipa mutacija gena COL4A5 - studije genotip-fe-
notip korelacije za X-vezani AS. Navedene studije
potvrdile su polozaj i tip svake pojedine mutacije te
opisali kako ta mutacija odreduje klinicke karakte-
ristike bolesti (tezinu bolesti i brzinu progresije u
ESKD-e).”'*?"2? Odredeni tipovi mutacija koreliraju s
tezim fenotipom bolesti, a Gross i suradnici su pred-
lozili klasifikaciju fenotipa bolesnika s X-vezanim
AS-om u tri tipa: tip S (teski), tip MS (umjereni-teski)
i tip M (umjereni).”” Varijante bolesti koje rezultiraju
blagim klinickim fenotipom (zatajenje bubrega u ka-
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SLIKA 1. SVJETLOSNA MIKROSKOPIJA TKIVA BUBREGA

U PACIJENTA S ALPORTOVIM SINDROMOM. A) SEGMENTALNA
GLOMERULOSKLEROZA (STRELICA). JONES METHENAMINE SILVER
BOJENJE, ORIGINALNO POVECANJE 400 X. B) PJENUSAVE STANICE
U INTERSTICIJU BUBREGA (STRELICE). JONES METHENAMINE
SILVER BOJENJE, ORIGINALNO POVECANJE 400 X.

FIGURE 1. KIDNEY BIOPSY, LIGHT MICROSCOPY OF THE PATIENT
WITH ALPORT SYNDROME. A) SEGMENTAL GLOMERULOSCLEROSIS
(ARROW). JONES METHENAMINE SILVER STAIN, ORIGINAL MAGNI-
FICATION X400. B) INTERSTITIAL FOAMY CELLS (ARROWS). JONES
METHENAMINE SILVER STAIN, ORIGINAL MAGNIFICATION X400.

snijim srednjim godinama) nazivaju se hipomorfne
varijante. Primjer takve varijante je mutacija COL4A5
G624D koju su prvi opisali Martin i suradnici, a rela-
tivno je ¢esta u podrucju isto¢ne i srednje Europe.?***!

Valja naglasiti da postoji velika varijabilnost u feno-
tipu za poremecaje iz spektra AS-a ¢ak i unutar iste
obitelji (pacijenti s istom mutacijom) pogotovo kada
se radi o hetrozigotnim pacijentima - pacijenti s jed-
nom COL4A3 ili COL4A4 mutacijom.*” Kod takvih
pacijenata i kod muskih i Zenskih ¢lanova obitelji feno-
tip moze varirati od potpuno asimptomatskog stanja,
preko izolirane hematurije do ESKD-a, a u nekim
slucajevima prisutan je i gubitak sluha.***” Nomenkla-
tura heterozigotnih pojedinaca (pacijenti s jednom
COL4A3 ili COL4A4 mutacijom) nije razrijeSena te
je predmet rasprave stru¢njaka. Analiza COL4A3,
COL4A4 i COL4A5 patogenih varijanti u gnomAD
bazi podataka je pokazala da je ucestalost X-vezanog
AS-a (mutacije COL4A5) otprilike jedan na 2 000, dok
su pojedina¢ne heterozigotne COL4A3 ili COL4A4
mutacije znatno ¢e$ce, u otprilike 1 na 100 pojedina-
ca.” Takva ucestalost ih ¢ini najée$¢im uzrocima na-
sljednih bubreznih bolesti. U viSe istrazivanja je uoce-
na korelacija nefropatije tankih glomerularnih bazal-
nih membrana (TBMN) s heterozigotnim mutacijama
COL4A3 ili COL4A4 pri ¢emu se termin TBMN cesto
izjednacavao s benignom obiteljskom hematuri-
jom. % Medutim, rezultati genotip-fenotip korela-
cije su pokazali da nemaju svi heterozigotni nosioci
COL4A3 ili COL4A4 mutacija benigni tijek bolesti, ve¢
su pojedinci imali progresivni tijek s hematurijom, hi-
pertenzijom i ESKD-om.*****%¢ Kod odredenog broja
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SLIKA 2. ULTRATRUSTRUKTURA GLOMERULA PACIJENTA

S ALPORTOVIM SINDROMOM. VIDLJIVA JE DIJELOM STANJENA,
A DIJELOM ZADEBLJANA GLOMERULARNA BAZALNA MEMBRANA
S FRAGMENTIRANJEM I LAMELIRANJEM (STRELICA). E-ENDOTEL,
P - PODOCIT. TRANSMISIJSKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA,
ORIGINALNO POVECAN]JE 20 000 X.

FIGURE 2. GLOMERULAR ULTRASTRUCTURE OF THE PATIENT
WITH ALPORT SYNDROME. THERE IS A PARTIALLY THINNED
AND PARTIALLY THICKENED GLOMERULAR BASEMENT
MEMBRANE WITH FRAGMENTATION AND LAMELLATION
(ARROW). E — ENDOTHELIAL CELL, P — PODOCYTE.
TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY, ORIGINAL
MAGNIFICATION X20.000.

takvih pacijenata ¢e se razviti proteinurija i FSGS s
progresijom u ESKD-e.””"%* Takvi rezultati dovode u
pitanje naziv autosomno dominantnog AS-a. Dio
stru¢njaka odbacuje taj termin i zalazu se za upotrebu
TBMN-a kao valjanog termina, a Ciparska istrazi-
vacka grupa zagovara izraz Alport nefropatije s ka-
snom manifestacijom.'”'®* Argumenti za koriStenje
TBMN-a kao valjanog termina su: 1. ¢injenica da vedi-
na bolesnika iz te skupine nema gubitak sluha, oftal-
moloske promjene ili lameliranje GBM-a; 2. vjerojat-
nost progresije u ESKD-e je niska; 3. postavljanje dija-
gnoze AS-a vjerojatno bi imalo nepotreban negativan
psiholoski utjecaj na bolesnika zbog svih komplikacija
koje se opisuju uz AS-u, a u ve¢ine ovih bolesnika ¢e
bubrezna funkcija ostati normalna.'>'®%* Druga grupa
struénjaka zagovara klasificiranje heterozigotnih
COL4A3 ili COL4A4 mutacija kao autosomni AS s ci-
ljem redefiniranja termina TBMN-a, smatrajuci kako
je prisutnost tanke GBM samo morfoloska promjena
prisutna kod nekih bolesnika s X-vezanim AS-om,
autosomno recesivnim AS-om i heterozigotnim
COL4A3 ili COL4A4 mutacijama.'® Danas se smatra
da je opisana varijabilnost u fenotipu vjerojatno kom-
binacija vise ucinaka: vrste i teZine mutacije, statusa u
ostalim genima najce$¢e povezanima s nasljednim
FSGS-om (tzv. geni s modificiraju¢im uc¢inkom), osta-
lih ¢imbenika (pretilost, pusenje, hipertenzija, dijabe-
tes) i drugih, nenasljednih bolesti bubrega.
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Nasa iskustva

Interes za detaljnije istrazivanje hereditarnog nefri-
tisa (AS-a i TBMN-a) i pocetak formiranja nase istra-
zivacke grupe poceo je 2012. godine, a nastao je iz ¢i-
njenice da smo u rutinskoj patohistoloskoj dijagnostici
(PHD) primijetili varijabilnost morfoloskih promjena
u AS-u i TBMN-u uz ogranic¢enost do tada dostupnih
metoda (SM, IF i EM) u postavljanju dijagnoze.

Kako je osnovni kriterij za dijagnozu TBMN-a di-
fuzno stanjena GBM-a na EM-u, prvi korak u nasem
istrazivanju bio je standardizacija mjerenja debljine
GBM-a u Odjelu za nefropatologiju i EM, KB Dubra-
va. Metodom direktnog mjerenja udaljenosti od podo-
citne do endotelne membrane, modificirano prema
postupku koji je opisao Haas, na 23 muska i 22 zenska
ispitanika (s poremecajima koji ne utjecu na debljinu
GBM-a) odredili smo referentne debljine GBM-a
odrasle populacije za nas laboratorij.”® Utvrdili smo da
raspon uredne debljine GBM-a iznosi 268 — 412 nm za
muskarce i 213 - 389 nm za Zene.*

Drugi korak u nasem istrazivanju bio je ispitivanje
imunohistokemijskog (IHC) bojenja na lance ko-
lagena tipa IV (a3, a4 i a5) u biopsijama bubrega.
Istrazivanje je financirano potporom Sveucilista u Za-
grebu, a provedeno je kao dio izrade disertacije dr. sc.
Petra Senjuga.” Pocivalo je na hipotezi da IHC-e ana-
liza a3, 04 i a5 lanaca kolagena tipa IV znatno prido-
nosi razlikovanju TBMN-a od AS-a i subtipiziranju
AS-a. Analizirali smo tkivo nativnih bubrega 90 ispita-
nika. Iznenadujuca je bila ¢injenica da su na temelju
IHC-e analize, iz skupine ispitanika s PHD-om AS-a
(njih 30), subklasificirane samo dvije ispitanice kao
nositeljice X-vezanog AS-a i dva ispitanika kao mus-
karci s X-vezanim AS-om. Dva ispitanika s PHD-om
AS-a pokazivala su atipi¢an obrazac IHC-e bojenja s
urednim bojenjem za a3 i a4 lance kolagena tipa IV u
glomerulima, dok su a5 lanci u glomerulima bili nega-
tivni, ali su bili pozitivni u Bowmanovoj ¢ahuri. Nega-
tivno bojenje za a5 lance kolagena tipa IV u glomeru-
larnom klupku uz pozitivitet u Bowmanovoj ¢ahuri
karakteristi¢no je za autosomno recesivni AS. Medu-
tim, ono je tada kombinirano s negativnim bojenjem
za a3 i a4 lance u glomerulima, $to u nasem istraziva-
nju nije bio sluc¢aj.** Niti jedan ispitanik nije pokazivao
IHC-e obrazac bojenja karakteristi¢an za autosomno
recesivni AS. Osjetljivost IHC-e metode za subtipizira-
nje AS-a kojeg je dijagnoza postavljena na temelju SM,
IF i EM u nasem istrazivanju je bila samo 20 %, $to je
bio razocaravajudi rezultat. Od 33 ispitanika s PHD-
om TBMN:-a, jedan je imao atipi¢an obrazac bojenja
za lance kolagena tipa IV, a svi ostali su, ocekivano,
imali uredne obrasce bojenja za sva tri lanca. Intere-
santno je da su medu ispitanicima s nejasnim PHD-
om (promjene na EM izmedu AS-a i TBMN-a) dvije
ispitanice pomoc¢u IHC-a subklasificirane kao nosite-
ljice X-vezanog AS-a.

Uzimajudi u obzir dugogodisnje iskustvo u svako-
dnevnom radu i rezultate gore navedenog IHC-e istra-
zivanja, odlucili smo aplicirati za istrazivacki projekt
u okviru Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ). Projekt
pod naslovom “Genotip-fenotip korelacija u Alpor-
tovom sindromu i nefropatiji tankih glomerularnih
bazalnih membrana” je prihva¢en od HRZZ-a i pro-
veden u periodu od 1. rujna 2015. do 1. rujna 2019.
godine. Tijekom trajanja projekta, pod vodstvom prof.
dr. sc. Danice Galesi¢ Ljubanovi¢, provedeno je multi-
disciplinarno, kolaborativno istrazivanje na nacional-
noj razini, u kojem je sudjelovalo devet hrvatskih ne-
froloskih, pedijatrijsko-nefroloskih i nefropatoloskih
institucija (KB Dubrava, KB Merkur, Klini¢ki bolni¢ki
centri Zagreb, Rijeka, Split, Osijek i Sestre Milosrdni-
ce, te Klinika za djecje bolesti Zagreb i Opca bolnica
Zadar). Prikupili smo klinicke podatke o bubreznim i
izvanbubreznim simptomima te histoloske podatke
(uklju¢ujuci bojenje za lance kolagena tipa IV) i pro-
veli studije obitelji za pacijente s AS-om i TBMN-om.
U svrhu otkrivanja mutacija gena COL4A5, COL4A4 i
COL4A3 koristili smo sekvenciranje slijede¢e genera-
cije (eng. next generation sequencing - NGS) na Illu-
mina platformi uz potvrdu novih mutacija Sanger se-
kvenciranjem. Analize su bile provedene u molekular-
nom laboratoriju Zavoda za patologiju i Centru za
translacijska i klinicka istrazivanja Medicinskog fakul-
teta SveuciliSta u Zagrebu. Glavni cilj istrazivanja bio
je utvrditi prevalenciju AS-a i TBMN-a u Hrvatskoj i
razjasniti AS i TBMN histoloski, genetski i klinicki s
krajnjim ciljem stvaranja registra pacijenta s AS-om i
TBMN-om.

Inicijalna identifikacija probanda izvrsena je pretra-
gom zapisa PHD-e nalaza. Identificirano je 370 ispita-
nika s biopsijom bubrega kod kojih je postavljena dija-
gnoza AS-a ili TBMN-a. Ukupno je u istrazivanju
identificiran 681 ispitanik i ¢lan obitelji. Od navedenih
681 ispitanika 403 su regrutirana za gensku analizu na
mutacije kolagena tipa IV. Od 403 testirana pacijenta
241 (60 %) su bile zene, a 162 (40 %) muskarci, dobi od
jedne do 72 godine. Od 403 testirana pacijenta u 224
(56 %) nadena je patogena varijanta ili varijanta neo-
dredenog znacenja, dok u 179 ispitanika primijenje-
nom metodologijom genska mutacija nije nadena.

Rezultati naseg projekta slicna su onima u svjetskoj
literaturi. Zapazili smo veliku varijabilnost, kako u kli-
nickoj prezentaciji tako i u patohistoloskoj slici, kod
pacijenata s poremecajima iz spektra AS-a. Posebno se
u toj skupini izdvajaju heterozigotni ispitanici. Math-
thaiou i suradnici su 2020. godine objavili sistematski
pregled literature koji je ukljucio 48 publikacija o paci-
jentima s heterozigotnim mutacijama COL4A3 ili
COL4A4 s ukupno 777 pacijenata iz 258 obitelji. Od
777 ispitanika 222 su bila podvrgnuta biopsiji, a 193 je
imalo PHD-e nalaz. U EM-u je dominirao nalaz tan-
kih GBM-a koji je u 27 % slucajeva bio udruzen s

221



LIUECVIESN  2022; godiste 144; suplement 1; 218225

P. Senjug, D. Galesi¢ Ljubanovi¢ Nasljedne glomerulopatije u Hrvatskoj

120,0%
Promjene
izmedu AS-a
i TBMN-a
17%

100,0%

80,0%

60,0%

40,0%

TBMN + FSGS
25%

20,0%

0,0%
Yes

A B

TBMN
26%

100,0%

Hematurija

92,7%

65,6%

49,2% 50.8%
34,4%
0,0% I
No Yes No Yes No

FSGS

50,9%

34,0%
9,4%
5,7%
i =
1 2 3 4

CKD starij (biopsija)

7,3%
0,0% l
5 Yes No
Proteinurija Ostecenje
sluha

SLIKA 3. OBILJEZJA ISPITANIKA S JEDNOM COL4A3 1.1 COL4A4 MUTACIJOM I BIOPSIJOM BUBREGA. A) UDIO ISPITANIKA

PREMA PATOHISTOLOSKIM DIJAGNOZAMA. AS — ALPORTOV SINDROM, TBMN — NEFROPATIJA TANKIH GLOMERULARNIH
BAZALNTH MEMBRANA, TBMN+FSGS — NEFROPATIJA TANKIH GLOMERULARNIH BAZALNTH MEMBRANA S FOKALNOM
SEGMENTALNOM GLOMERULOSKLEROZOM. B) UDIO ISPITANIKA S HEMATURIJOM, PROTEINURIJOM, FOKALNOM SEGMENTALNOM
GLOMERULOSKLEROZOM, KLINICKIM STADIJEM BUBREZNE BOLESTI KOD BIOPSIJE BUBREGA I OSTECENJEM SLUHA.

FIGURE 3. CHARACTERISTICS OF SUBJECTS WITH ONE COL4A3 orR COL4A4 MUTATION AND RENAL BIOPSY. A) PROPORTION

OF SUBJECTS ACCORDING TO PATHOHISTOLOGICAL DIAGNOSES. AS — ALPORT SYNDROME, TBMN - THIN GLOMERULAR
BASEMENT MEMBRANE NEPHROPATHY, TBMN + FSGS - THIN GLOMERULAR BASEMENT MEMBRANE NEPHROPATHY WITH FOCAL
SEGMENTAL GLOMERULOSCLEROSIS. B) PROPORTION OF SUBJECTS WITH HEMATURIA, PROTEINURIA, FOCAL SEGMENTAL
GLOMERULOSCLEROSIS, CLINICAL STAGE OF RENAL DISEASE AT BIOPSY AND HEARING IMPAIRMENT.

nekom od promjena GBM-a koja upucuje na AS (za-
debljanjem 18,4 %, cjepkanjem 16,1 %, lameliranjem
6,9 %, nabiranjem 1,7 %, izgledom pletene kosare
5,8 %). Interesantno je da je kod nasih 65 pacijenata s
biopsijom bubrega i heterozigotnim mutacijama
COL4A3 ili COL4A4 njih 32 % imalo promjene karak-
teristicne za AS, a 17 % morfologiju izmedu klasi¢nog
AS-a i TBMN-a (sl. 3.A). Ostale karakteristike ovih
pacijenata prikazane su na slici 3.B.

Varijabilnost u klinic¢koj slici, ali i u histologiji pri-
sutna je i medu hetrozigotnim ispitanicima s istom
mutacijom. Kao primjer navodimo skupinu nasih pa-
cijenata s mutacijom COL4A4 ¢.193-2A>C. Radi se o
novo opisanoj mutaciji od strane nase grupe.*® S na-
vedenom mutacijom pronadeno je pet probanda s
biopsijom bubrega i pet ¢lanova obitelji. Jedini homo-
zigotni bolesnik, u dobi od dvije godine, imao je prote-
inuriju i hematuriju s o¢uvanom funkcijom bubrega i
bez izvanbubreznih simptoma. Taj bolesnik je imao
promjene karakteristicne za AS uo¢ene EM-om. U he-
terozigotnoj skupini, $est pacijenata je imalo hematu-
riju, Cetiri bioptirana probanda imala su proteinuriju,
a samo jedan je imao umjereno smanjenu bubreznu
funkciju. Heterozigotni probandi imali su varijabilne
nalaze biopsije bubrega. Tri bolesnika imala su TBMN
i FSGS, od kojih su dva imala i fokalno lameliranje
GBM-a na EM-u. Jedan heterozigot je imao promjene
karakteristi¢ne za AS na EM-u bez FSGS-a.
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U ovom pregledu je vazno dotaci se i pacijenata kod
kojih su na biopsiji bubrega pronadene tanke GBM.
Analiza COL4A3, COL4A4 i COL4A5 patogenih vari-
janti u gnomAD bazi podataka je pokazala da je uce-
stalost X-vezanog AS-a jedan na 2 000 dok su pojedi-
nacne heterozigotne COL4A3 ili COL4A4 mutacije
znatno ¢e$ce, 1 na 100 pojedinaca.’® Lemmink i surad-
nici su prvi opisali COL4A4 mutaciju u bolesnika s
TBMN-om.*” Nakon njihovog istrazivanja, uslijedio je
cijeli niz istrazivanja koja su ukazala na postojanje ko-
relacije izmedu TBMN-a i heterozigotnih mutacija
COL4A3 ili COL4A4 s takozvanom “benignom obi-
teljskom hematurijom”***-* U na$oj kohorti od 88 is-
pitanika s tankim GBM-om na EM-u u 42 (48%) nije
pronadena mutacija za kolagen tip IV NGS analizom.

Takoder je interesantno prikazati rezultate mjerenja
debljine GBM-a koje smo proveli na 84 biopsije trans-
plantiranih bubrega koje su uc¢injene u trenutku trans-
plantacije (tzv. nulte biopsije) u kojima je ucestalost
tankih GBM-a bila 31 %. Zanimljivo je da, kada se us-
porede podaci kod istih pacijenata 12 mjeseci nakon
transplantacije, nije bilo razlike u proteinuriji, hema-
turiji i procijenjenoj brzini glomerularne filtracije iz-
medu ispitanika sa i bez tankih GBM-a.”” Navedeno
nas navodi na nuzan oprez kod interpretacije histolos-
kog nalaza tanke GBM kao morfoloskog entiteta koji
ne treba a priori izjednacavati s poremecajima s muta-
cijom gena za kolagen tipa IV. Kod takvih pacijenata
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vazna je klinicko-patoloska korelacija te cjelokupna
obrada, ukljuc¢ujuéi i gensku analizu.

Tijekom provedbe ovog projekta uspostavljena je
dobra suradnja s Ciparskim timom na ¢elu s profeso-
rom Constantinosom Deltasom. Clanovi projektnog
tima aktivho sudjeluju u kongresima International
workshop on Alport Syndrome.” Radi se o skupovima
koji okupljaju istrazivace iz cijelog svijeta koji se bave
poremecajima iz spektra AS-a, a prof. Galesi¢ Ljuba-
novi¢ je jedan od ¢lanova organizacijskog odbora. Cla-
novi projektnog tima su takoder koautori smjernica za
gensko testiranje i zbrinjavanje bolesnika s AS-om, a
kao rad ce biti publicirano izvjesce sa skupova o AS-u
koji su odrzani 2019. i 2021. godine u kojem c¢e biti
sazete i terapijske preporuke.”

Zakljucci

Dijagnosticki proces poremecaja iz spektra AS-a je
Cesto zahtijevan. Postoji velika varijabilnost u klini¢koj
prezentaciji bolesti, ali i u patohistoloskoj slici. Danas
se smatra da je opisana varijabilnost u fenotipu vjero-
jatno kombinacija vi$e u¢inaka: vrste i teZine genetske
mutacije, statusa u ostalim genima najce$¢e poveza-
nima s nasljednom FSGS (tzv. geni s modificiraju¢im
u¢inkom), ostalih ¢imbenika (pretilost, pusenje, hi-
pertenzija, dijabetes) i eventualne prisutnosti drugih,
nenasljednih bolesti bubrega. Najto¢niji test za otkri-
vanje uzrocne patogene varijante u genima kolagena
tipa IV je opsezno paralelno genetsko testiranje ¢itavih
kodirajucih sekvenci sva tri gena COL 4A5, COL 4A3 i
COL 4A4.” Biopsija bubrega je od posebne koristi ako
su klinicki i podaci o ¢lanovima obitelji negativni i ne
postoji moguc¢nost genetskog testiranja.”* Biopsija daje
uvid u stupanj ostecenja parenhima bubrega te je u
nekim sluc¢ajevima neizbjezna dijagnosticka metoda,
osobito u pacijenata s mutacijama gena kolagena tipa
IV s neobi¢nim klini¢kim tijekom bolesti (npr. neoce-
kivano povecanje proteinurije). Tanke GBM su morfo-
logki entitet odreden mjerenjem na EM-u te su za ra-
zumijevanje njihova znacaja neophodni klinicki i ge-
netski podaci.

Zahvale

Iskreno se zahvaljujemo svim clanovima projektnog
tima, a posebno prof. dr. sc. Tamari NikuSevoj Martic,
dr. Mariji Senjug Perica i dr. Matiji Horaceku, te ostalim
suradnicima koji su sudjelovali i dalje sudjeluju na
ovom istrazivackom putu.
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