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SAZETAK. Tromboticna mikroangiopatija (TMA) je patohistoloski entitet obiljezen stvaranjem tromba u mikrocir-
kulaciji, a klinicki se definira posljedi¢nom mikroangiopatskom hemolitickom anemijom (MAHA) i trombocitope-
nijom uz oStecenje iljnih organa, najcesce akutnim ostecenjem bubrega (ABO). Odredivanje etiologije moZe biti
slozeno. Oblik bolesti tromboti¢na trombocitopenicna purpura (TTP) uzrokovan je smanjenom aktivnos¢u pro-
teaze ADAMTS13. Vecina drugih oblika tzv. sekundare TMA, vezana je etioloski uz neki patogeni proces u orga-
nizmu, najcesce hipertenzivnu krizu. Medutim, i u tim stanjima mogu¢ je poremecaj sustava komplementa, $to je
glavno etiolosko obiljezje primarnog atipicnog hemoliticko-uremijskog sindroma (aHUS). Zbog toga je vazna
seroloska analiza sustava komplementa, a u nekim slucajevima i njegova genska analiza. Prikazujemo karakteri-
stike deset pacijenata kod kojih su prisutni laboratorijski i/ili patohistoloski elementi TMA i u kojih je ucinjena i
seroloska i genska analiza sustava komplementa. U troje pacijenata nadene su patogene ili vjerojatno patogene
genske varijante povezane s dijagnozom primarnog aHUS-a. Svi oni su imali MAHA i ABO te patohistoloski doka-
zanu TMA. Kod druge skupine od troje pacijenata nadena je na biopsiji bubrega TMA, ali su svi ostali rezultati
(ukljucujudi gensku analizu sastavnica komplementa) bili neupadljivi. Radilo se o pacijentima koji su se prezenti-
rali hipertenzivnom krizom, a testiranje je provedeno u svrhu predtransplantacijske obrade. Kod preostalih Cetvero
pacijenata pronadene su rizicne genetske varijante za razvoj aHUS-a. Svi ovi pacijenti (osim jednog) imali su
MAHA -+ ABO. U dva pacijenta nije nadena TMA u tkivu bubrega, no biopsija je ucinjena mjesec dana nakon
akutne bolesti. Genetska analiza sustava komplementa preporucuje se uciniti ako nema jasnoga sekundamog
uzroka TMA ili ako je vazna za odredivanje terapije, odnosno za transplantaciju bubrega.

SUMMARY. Thrombotic microangiopathy (TMA) is a pathohistological entity characterized by the formation of
thrombi in microcirculation, with clinically defined consequent microangiopathic hemolytic anemia (MAHA) and
thrombocytopenia with damage to target organs, most often acute kidney injury (AKI). Determining the etiology
can be complex. Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is caused by reduced activity of the protease
ADAMTS13. Most other forms, so-called secondary TMA, are etiologically linked to some pathogenic process in
the body, most often a hypertensive crisis. Even in these conditions, a disorder of the complement system is pos-
sible, which is the main etiological feature of primary atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS). This is why
serological analysis of the complement system, and in some cases its genetic analysis, is important. We present
the characteristics of ten patients in whom laboratory and/or pathohistological elements of TMA were present,
and in whom both serological and gene analysis of the complement system were performed. Genetic pathogenic
or likely pathogenic variants associated with the diagnosis of primary aHUS were found in three patients. All of
them had MAHA and AKI and pathohistologically proven TMA. In another group of three patients, TMA was found
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on kidney biopsy, but all other results (including gene analysis of complement components) were unremarkable.
These were patients who presented with hypertensive crisis, and the testing was done for the purpose of pre-
transplant workup. In the remaining four patients, genetic risk variants for the development of aHUS were found.
All these patients (except one) had MAHA + AKI. In two patients no TMA was found in the kidney tissue — but the
biopsy was done one month after the acute illness. Gene analysis of the complement system is recommended if
there s no clear secondary cause of TMA or ifit is important for determining therapy, or for kidney transplantation.

Tromboti¢na mikroangiopatija (TMA) je patohisto-
loski entitet karakteriziran ostecenjem endotela i
trombima u malim krvnim zilama. Klinicki se u aktiv-
noj fazi u pravilu prezentira mikroangiopatskom he-
molitickom anemijom (MAHA) i trombocitopenijom
te oStecenjem ciljnih organa, ponajprije bubrega, a
potom mozga.' TMA je najbolje podijeliti prema etio-
logiji, iako to u nekim slucajevima nije jednostavno.
Relativno lako se moze izdvojiti tromboti¢na trombo-
citopeni¢na purpura (TTP) koja je definirana smanje-
nom aktivno$éu proteaze ADAMTS13 (CeSce steceno)
ili stvaranjem protutijela na ADAMTS13.? Prema no-
vijoj klasifikaciji svi ostali slu¢ajevi (kada je aktivnost
ADAMTSI13 uredna) generalno se mogu nazvati he-
moliticko-uremijski sindrom (HUS).> Mogu se javiti u
tzv. tipicnom obliku (tHUS) uz dijarejalni sindrom
uzrokovan Shiga toksin-produciraju¢im bakterijama
(E. coli, S. dysenteriae).> Medu ostalim oblicima raz-
likujemo primarne oblike bolesti — atipicni HUS
(aHUS), u kojima je poremecaj u aktivaciji sustava
komplementa alternativnim putem (AP) jasan uzrok
bolesti, te sekundarne oblike bolesti - sekundarni
HUS (ranije znan samo kao sekundarna TMA), koji
mogu takoder biti dijelom vezani uz poremecaj susta-
va komplementa, ali su svakako vezani uz bar jo$ jedno
patogeno stanje.>® S obzirom na to da se ponegdje i
sekudarni oblici HUS-a nazivaju atipi¢nima jer nisu
tipicni, u tekstu je kod kratice aHUS naznaceno o
kojem se obliku radi gdje je to potrebno. Brojna su se-
kundarna stanja koja se povezuju s TMA (¢ine 90%
slucajeva), bilo kao etioloski, bilo kao provocirajuci
¢imbenici. Stanja koja se danas ¢esée povezuju s mo-
gué¢im podleze¢im poremecajem u sustavu komple-
menta jesu neregulirana arterijska hipertenzija (¢esto
u vidu hipertenzivne krize), trudno¢a i transplantacija
bubrega, a ona u kojima je on rjede prisutan jesu infek-
cije (kada se misli na glavni uzrok bolesti, a ne okidac),
odredeni lijekovi (npr. kinin, neki imunosupresivi i an-
titumorski agensi), tumorske bolesti (najcesc¢e adeno-
karcinomi), autoimunosne bolesti (naj¢escée uz sistem-
ski eritematozni lupus) i transplantacija hematopoet-
skih mati¢nih stanica."? Vrlo rijetki oblici TMA mogu
biti vezani za posebne poremecaje proteina koji nisu iz
sustava komplementa — npr. mutacije za diacilglicerol
kinazu epsilon (DGKE).* Komplementom posredova-
na TMA takoder je noviji pojam koji se temelji na
tome je li u podlozi TMA poremecaj komplementa ili
ne, iako je to cesto tesko odrediti.’ Prototip takve bole-
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sti je primarni aHUS, gdje je kao uzrok bolesti identi-
ficirano vise od 600 mogucih podlezecih genskih vari-
janti’, a on sam je izrazito rijetka bolest’. Genske vari-
jante su uglavnom vezane za proteine sustava komple-
menta kao §$to su faktor H (FH), faktor I (FI) i MCP
(engl. membrane cofactor protein, kodiran genom
CD46), koje dovode do smanjene regulacije aktivnosti
AP komplementa, i/ili genske varijacije za C3 i faktor
B (FB) koje dovode do jacanja funkcije tog puta. Po-
sljedica pretjerane aktivnosti AP komplementa jest
oste¢enje endotela krvnih zila, $to dalje uzrokuje pro-
mjene karakteristi¢ne za TMA.> U pacijenata s klini¢-
kim te laboratorijskim i/ili histoloskim elementima
akutne TMA u pravilu se nakon utvrdivanja uredne
aktivnosti za ADAMTS13 vrsi seroloska analiza susta-
va komplementa. Potom se u odredenom broju sluca-
jeva, kad postoji sumnja na gensku podlogu bolesti ili
je taj podatak bitan za daljnje lijec¢enje, provodi i anali-
za gena koji kodiraju sastavnice sustava komplementa
i regulatorne proteine, najc¢esce tehnologijom sekven-
ciranja nove generacije.® Cijela analiza je bitna ako ze-
limo poblize zakljuciti o etiologiji bolesti, iako se s lije-
¢enjem krec¢e odmah ako je klinicka slika izrazena. Za
TTP i autoprotutijelima posredovanu TMA bitne su
terapijske izmjene plazme (TIP) i glukokortikoidi (po-
nekad i drugi imunosupresivi, kao npr. rituksimab), a
kod sumnje na primarni aHUS krece se s inhibitorima
komplementa kao $to su ekulizumab ili ravulizumab.
Sekundarni slucajevi uglavnom se lije¢e uklanjanjem
provociraju¢eg ¢imbenika i suportivno.” Cilj je ovog
rada prikazati slucajeve pacijenata s elementima TMA
(klini¢ki te laboratorijski i/ili patohistoloski), $to je
samo po sebi rijetka bolest, kod kojih je osim seroloske
analize sustava komplementa ucinjena i genska, sto je
jos rjede. Rije¢ je o heterogenoj skupini pacijenata te je
stoga jo$ vaznije istaknuti ulogu genske analize kom-
ponenti komplementa za njihovo lijecenje i pracenje.

Metode

Svi pacijenti koje prikazujemo obradeni su u Zavo-
du za nefrologiju i dijalizu Klinic¢ke bolnice Dubrava u
Zagrebu. Koristen je interni registar Zavoda pacijenata
s elementima TMA, u razdoblju od deset godina (od
2013. do rujna 2023. godine), uz bolni¢ki informacij-
ski sustav za pretrazivanje. Od svih pacijenata ¢iji su
klini¢ki i laboratorijski nalazi upucivali na TMA i/ili je
ista nadena na biopsiji bubrega, izdvojeni su oni u
kojih je ucinjena i seroloska i genska analiza sustava
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komplementa. Bitno je napomenuti da je u svih takvih
pacijenata odredena aktivhost ADAMTS13 kojom je
iskljucen TTP (gdje je bilo potrebno odredena su i
protutijela na ADAMTS13), a u onih s dijarejalnim
sindromom i negativnim nalazom Shiga toksina iz sto-
lice isklju¢en je tHUS. U pacijenata su analizirane slje-
dece karakteristike: prisutnost laboratorijskih znakova
MAHA, trombocitopenije i bubreznog ostecenja, hi-
stoloska obiljezja TMA na biopsiji bubrega, rezultati
seroloske analize komplementa - dokaz aktivacije,
potro$nje i/ili disregulacije u sustavu komplementa te
rezultati genske analize njegovih sastavnica. Koliko je
bilo moguce, prikazani su i bubrezni ishodi u pacije-
nata s vremenskim odmakom u odnosu na trenutak
prezentacije bolesti. Potrebno je napomenuti da je se-
roloska analiza provedena u veceg broja nasih pacije-
nata s TMA, a genska u onih sa sumnjom na genetsku
podlogu bolesti (zbog klinicke slike) ili su ti rezultati
bili vazni za klini¢ki tijek i terapiju. Patohistoloska
analiza bioptata bubrega ucinjena je na Odjelu za ne-
fropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klini¢ke bol-
nice Dubrava u Zagrebu, a kompletna analiza sustava
komplementa ucinjena je u imunoloskom laboratoriju
na Sveucilistu Semmelweis u Budimpesti. Seroloskom
analizom odredivana je (pretjerana) aktivnost zavrs-
nog kompleksa (porast sC5b9), potrosnja sastavnica
komplementa (snizenje C3 i C4, ukupna aktivnost kla-
sicnog te AP-a komplementa) te disregulacija AP-a
(snizenje FH, FI, varijacije FB [s C3] te razina anti-FH
IgG-a). Bitno je napomenuti da se ovim putem ne
moze testirati MCP jer on nije u tekucoj fazi, iako su
promjene vezane za taj protein najce$¢e nakon onih u
FH.? Dodatno se testiraju i Clq te anti-Clq IgG, koji
su vezani uz promjene u klasicnom putu aktivacije
komplementa. Tehnologijom sekvenciranja nove ge-
neracije analizirane su varijante u bitnim genima - za
FH, FI, MCP, FB, C3, trombomodulin te proteine po-
vezane s FH - FHR5 (engl. factor H related protein 5).
Od svih varijanti dobivenih genskom analizom, prema
ACMG (engl. American College of Medical Genetics
and Genomics) jedino patogene i vjerojatno patogene
varijante mozemo smatrati odgovornima za bolest,
dok varijante nepoznatog znacenja (VUS, engl. variant
of uncertain significance), vjerojatno benigne, ne mo-
zemo smatrati odgovornima za nastanak bolesti iako
se klasifikacija varijanti u vremenu mijenja pa se VUS
varijante mogu reklasificirati kao benigne ili patoge-
ne.®” Posebna su vrsta promjena DNA sekvenci poli-
morfizmi koji su u populaciji ¢e$¢i nego mutacije u
uzem smislu te su vezani za ve¢inu genskih varijacija
pa potom i fenotip ljudi. Ovdje se razlikuju one koje su
prepoznate kao rizi¢ne varijante za aHUS, one neu-
tralne, protektivne i one nepoznatog znacaja. Posebna
su skupina varijacije u haplotipovima, grupama poli-
morfizama koji se zajedno nasljeduju kao jedna kopija
gena.”
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Rezultati (prikazi bolesnika)

U navedenom razdoblju registrirano je deset paci-
jenata s trazenim podatcima, sedam muskaraca i tri
zene, raspona dobi od 21 do 60 godina u trenutku pre-
zentacije bolesti, uz jednog pacijenta u kojega podatci
nisu bili do kraja dostupni pa nije prikazan. Tablica 1
prikazuje obiljezja pacijenata redom kako se pojavljuju
i u nastavku teksta.

Prvi pacijent je primljen zbog hipertenzivne krize, a
na biopsiji bubrega koja je ucinjena zbog nejasne kro-
ni¢ne bubrezne bolesti (KBB) stadija G3bA3 (prema
klasifikaciji KDIGO koja ¢e dalje biti koristena®) nade-
ni su znakovi akutne i kronicne TMA. Nije bilo ele-
menata MAHA niti trombocitopenije. Seroloski nalaz
sustava komplementa bio je neupecatljiv (nadena je
samo pojacana aktivacija zavr$nog kompleksa), no s
obzirom na izrazene patohistoloske znakove TMA te
potencijalnu transplantaciju bubrega ucinjena je gen-
ska analiza. Pronaden je jedan polimorfizam za FH
koji, u klinickom kontekstu i samostalno, predstavlja
uzro¢no negativan genetski nalaz. Uz terapiju za KBB,
nakon godine dana stadij KBB-a je G3bAL.

Drugi pacijent se javio na pregled nakon $to mu je
sedam mjeseci prije toga na biopsiji bubrega (ucinje-
noj zbog kroni¢noga nefritickog sindroma u drugoj
ustanovi) utvrdena IgA-nefropatija uz akutno tubular-
no ostecenje te znakove TMA. U laboratorijskim nala-
zima imao je anemiju (ne po tipu MAHA), a trombo-
citopenija je bila blaga. Dodatno su bili prisutni zna-
kovi bubreznog oste¢enja (kreatinin 309 pmol/L, n. 64
- 104) i hipertenzivne krize. Seroloska analiza sustava
komplementa analizirana je iz krvi izvadene sedam
mjeseci nakon biopsije bubrega te je bila uredna, a
genska analiza je dala sli¢an rezultat kao u prethodnog
pacijenta u smislu uzro¢ne veze. Nakon terapije gluko-
kortikoidima za IgA-nefropatiju i one za KBB nakon
30 mjeseci stadij KBB-a je G3bA3.

Treca je pacijentica s hipertenzivnom krizom po
tipu maligne hipertenzije. U laboratorijskim nalazima
imala je anemiju, ali ne po tipu MAHA, trombocitope-
niju i bubrezno ostecenje (kreatinin 354 umol/L, n. 49
- 90, subnefrotska proteinurija). Na biopsiji bubrega
nadena je slika aktivne i kronicne TMA. Seroloska
analiza sustava komplementa bila je negativna, a gen-
skom analizom koja je ucinjena kasnije u predtran-
splantacijskoj obradi pronaden je rizi¢an haplotip H3
za FH. S obzirom na i tada prisutne elemente KBB-a,
uz terapiju, stadij je G3bA3 nakon to¢no tri godine.

Cetvrti je pacijent s novootkrivenom nereguliranom
arterijskom hipertenzijom koji se prezentirao hiper-
tenzivnom krizom uz akutizaciju KBB-a s proteinuri-
jom grani¢no nefrotskog ranga. Nije bilo laboratorij-
skih znakova TMA. Na biopsiji bubrega nadena je IgA
nefropatija sa znakovima TMA. S obzirom na potenci-
jalnu transplantaciju bubrega ucinjena je prvo serolos-
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TABLICA 1. PRIKAZ KLINICKIH, PATOHISTOLOSKIH I LABORATORIJSKIH KARAKTERISTIKA PACIJENATA U KOJIH JE UCINJENA

GENSKA ANALIZA SUSTAVA KOMPLEMENTA

TABLE 1. OVERVIEW OF CLINICAL, HISTOPATHOLOGICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF PATIENTS IN WHOM
THE GENE ANALYSIS OF COMPLEMENT SYSTEM WAS PERFORMED

Redni broj
pacijenta,
dob, spol

/ Patient
number,
age, sex

MAHA
+ niski
Trc +BO
/ MAHA
+ low Trc
+ KI

TMA na biopsiji bubrega
/ TMA on kidney biopsy

Seroloska
analiza SK

/ Serological
analysis of CS

Genska analiza SK

/ Gene analysis of CS

Specifi¢na stanja
/ Specific conditions

Specifi¢no
lijecenje

/ Specific
treatment

1.M,49  MOTOKI | Da/Yes A1C0DO P - 1 het FH hipertenzivna kriza
/ hypertensive crisis
A0CODO hipertenzivna kriza
2.M,37 | M?T?K1 Da +IgAN/ (7 . .nakon P - 1 het CD46 / hypertensive crisis,
Yes + IgAN biopsije TeAN
/7 m after biopsy) &
3.Z/E21 | MOTIK1 | Da/Yes A0CODO H-1hetFH (H3) | Dipertenzivnakriza
/ hypertensive crisis
hipertenzivna kriza
Da + IgAN/ A0COD? P - 1 het CD46, . .
4 M,36 - MOTOKL | yeo ) 1gaN (niZi Fl/lower FI) | 1het FH ;glkyllff“ens“’e G
H - 1 hom CD46 . . .
5.M,46 | MITIKI %“S:P I;SS%E/ A1C0DO (MCPggaac), ?ﬁ’ erzg‘s'gi gﬁf‘s HD
P P - 1 het FH P
Ne (biopsija nakon 1 mj.) H - 1 het CD46 . "
6.M,23 | MITIKI | +pFSGS/No (biopsy A1CODO (MCPggaac), }‘féﬁ‘tﬁ N oo
after 1 m) + pFSGS 1 het FH (H3)
Ne (biopsija nakon 1 mj.) | A0COD1 H - 1 hom FH (H3), PLEX
+ ATO + pFSGS/No - anti-FH 1 het CD46
loiGED Ll (biopsy after 1 m) + ATI (nakon TIP/after (MCPggaac) g,%};
+ pFSGS TPE) P -2 het FB
M -1 hom.
CD46(c.286+2T>G),
A0CODO 1 het. FI i relaps PLEX
8.M,60 | MITOKI | Da/Yes (nakon TIP/after | H - 1hom CD46 e COR
TPE) (MCPggaac), P
1 het FH (H3)
+ 1 protective P FH
o . M - 1 het FI,
: Giopsinakon s mj) | FB (nakon TIp) | Lhet FHRS vok ki dak |y
9.Z/F 33 | MITIK1 . ’ H - 1 het CD46 / high blood presure,
/Yes + chronic IgAN /low FB (after COR
(biopsy after 3 m) TPE) (MCPggaac) IgAN RTX
+ 1 protective P FH
M - 1 hom CD46
, Do (o Vhars | covmbs LI
10. Z/E 28 | MITIK1 | nakon 3 tjedna) A1C0DO COR
/Yes (biopsy after 3 weeks) H - 1 hom CD46 / 2nd relapse, RAV
(MCPggaac) COVID-19
P -1 het FH

Legenda / Key: 0 - ne postoji / does not exist, 1 — postoji / does exist, ? - grani¢no obiljezje / boundary feature; M — musko / male; Z/F - Zensko / female;
MTK: MAHA (M) — mikroangiopatska hemoliti¢ka anemija / microangiopathic hemolytic anemia; Trc (T) — trombociti / thrombocytes, BO/KI (K) — bubrezno
ostecenje / kidney injury; TMA — tromboti¢na mikroangiopatija / thrombotic microangiopathy; IgAN — IgA nefropatija / IgA nefropathy; pFSGS - perihilarna
fokalna segmentalna glomeruloskleroza / perihilar focal segmental glomerulosclerosis; ATO/ATI - akutno tubularno ostecenje / acute tubular injury; MPGN
- membranoproliferativni glomerulonefritis / membranoproliferative glomerulonephritis; SK/CS - sustav komplementa / complement system; ACD: A -
aktivacija / activation, C — potrosnja / consumption, D — disregulacija / dysregulation; F — faktor / factor H, B, I; TIP/TPE — terapijska izmjena plazme / thera-
peutic plasma exchange; P — polimorfizam / polymorphism, H — haplotip / haplotype, M — mutacija / mutation; hom - homozigot / homozygote; het —
heterozigot / heterozygote; HD — hemodijaliza / hemodialysis; COR — glukokortikoidi / glucocorticoids; RTX - rituksimab / rituximalb; RAV — ravulizumab

ka analiza sustava komplementa u kojoj je nadena gra-
ni¢na aktivacija zavr$nog kompleksa i disregulacija u
smislu nizeg FI, a potom genska analiza kojom su na-

dena dva rizi¢na polimorfizma u genima za MCP i FH.
Nakon godine i pol dana uz terapiju za arterijsku hi-
pertenziju i KBB, pacijent je i dalje u stadiju G5 s nesto
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manjom albuminurijom nego inicijalno. Planira se
zapocinjanje peritonejske dijalize dok ¢eka transplan-
taciju bubrega.

Peti pacijent se prezentirao s hipertenzivhom kri-
zom te s MAHA, trombocitopenijom i ABO (zbog
¢ega je privremeno lije¢en i hemodijalizom). Na biop-
siji bubrega nadena je nefroangioskleroza uz perihi-
larnu fokalnu segmentalnu glomerulosklerozu (FSGS)
te znakove TMA. Seroloska analiza komplementa nije
bila znakovita (samo poviSena aktivnost zavr$nog
kompleksa), a genska analiza je ukazala na jedan rizic-
niji haplotip MCPggaac i jedan polimorfizam za FH,
ali koji se ne mogu direktno povezati s boles¢u. Paci-
jent se nastavio pratiti u drugoj ustanovi.

Sesti je mladi pacijent (23 godine) koji se prezenti-
rao s MAHA, trombocitopenijom, ABO (kreatinin
237 umol/L, n. 64 - 104, visoka albuminurija) te febri-
litetom. Inicijalno je postavljena sumnja na TTP pa
je lijecen TIP-om i glukokortikoidima, no aktivnost
ADAMTSI13 je bila samo diskretno sniZena. Zabilje-
zen je oporavak, a biopsija bubrega je u¢injena mjesec
dana nakon pocetka bolesti zbog inicijalno izrazene
trombocitopenije te solitarnog bubrega (5to je vjeroja-
tan uzrok nadene perihilarne FSGS zbog hiperfiltracij-
skog o$tecenja), no nije bilo znakova TMA iako je uzo-
rak bio adekvatan (na svjetlosnoj mikroskopiji 20 glo-
merula). Seroloski, zavr$ni kompleks bio je pojac¢ano
aktivan, ali nije bilo znakova povecane potros$nje kom-
plementa kao niti disregulacije. Ipak, s obzirom na
izrazenu klini¢ku sliku i dob, u¢injena je i genska obra-
da kojom su nadena dva rizi¢na haloptipa, bio je hete-
rizigot za MCPggaac i H3. U ovom slucaju, s obzirom
na simptome prehlade prije pocetka bolesti vjerojatni
je okidac za bolest bila (virusna) infekcija. Nakon pola
godine pracenja bubrezna funkcija je bila na stadiju
G2A3 te je nastavljena nefroprotektivna terapija.

Sedmi je pacijent imao jasnu MAHA, tromboci-
topeniju i ABO. Lijecen je TIP-om, glukokortikoidi-
ma, a potom zbog rezistentne bolesti i rituksimabom
(predterapijski bubrezni parametri nisu dostupni).
Biopsija bubrega je uc¢injena tek nakon mjesec dana po
premjestaju iz druge ustanove u nasu ustanovu. Nije
bilo patohistoloskih znakova TMA, no s obzirom na
izrazenu klinicku sliku ucinjena je seroloska analiza
sustava komplementa koja je ukazala na pozitivan
anti-FH, dakle disregulaciju i to unato¢ provedenoj te-
rapiji. Naknadno je ucinjena genska analiza koja je
ukazala na varijante koje mogu predisponirati za
aHUS. Radilo bi se o ste¢enom obliku aHUS-a s protu-
tijelima na FH kao glavnom patofizioloskom mehaniz-
mu. S obzirom na navedeno, kroz idu¢ih pet godina
dobivao je glukokortikoidnu terapiju, ve¢inu vremena
kasnije samo 8 pa 4 mg metilprednizolona. Potom je
ista prekinuta te dvije godine nakon toga nije bilo la-
boratorijskih znakova povrata bolesti, a bubreina
funkcija je bila u stadiju G1A2.
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Osmi pacijent je u razmaku od 13 godina u dva na-
vrata hospitaliziran pod klinickom slikom aHUS-a (u
meduvremenu se nije kontrolirao). Oba puta je ucinje-
na biopsija bubrega, prvi put je opisana TMA duljeg
trajanja (kreatinin je tada iznosio 280 pmol/L, n. 64 —
104, uz subnefrotsku proteinuriju), a drugi put zna-
kovi kroni¢cne TMA (kreatinin 342 pumol/L, n. 64 -
104, uz nefrotsku proteinuriju). U tom prakticki
prvom relapsu krv je slana na analizu, no nakon TIP-a
i glukokortikoidne terapije, pa nije bilo disregulacije
sustava komplementa. No, genska analiza je otkrila
multiple rizine varijante za primarni aHUS. Najis-
taknutija je pak patogena homozigotna mutacija u
CD46 (c.286+2T>G) koja dovodi do sinteze nefunk-
cionalnog MCP-a. Dodatno nadena mutacija za FI
oznacena je kao VUS, a tu su i rizi¢ni haplotipovi
MCPggaac i H3, ali i jedan protektivni polimorfizam
za FH. Pacijent je kroz godinu dana dobivao glukokor-
tikoidnu terapiju, potom je ista ukinuta, a godinu i pol
nakon ukidanja te terapije nije bilo laboratorijskih
znakova povrata bolesti, kreatinin je bio uredan uz
24-satnu proteinuriju manju od 0,5 g.

Deveta pacijentica se prezentirala s izrazenom Kkli-
nickom slikom MAHA, trombocitopenije i akutizaci-
jom KBB-a. Provodene su hemodijalize te velik broj
TIP-a uz glukokortikoide, a na kraju i pulsevi rituksi-
maba. Kod nje je od ranije bila poznata IgA-nefropatija
i KBB te arterijska hipertenzija. Biopsija bubrega uci-
njena je tri mjeseca nakon klinicke manifestacije bole-
sti, tj. nakon $to je dosla na kontrolu u nasu ustanovu
iz druge ustanove, a u uzorku je nadena IgA-nefropa-
tija uz TMA te kroni¢ne promjene bubreznog paren-
hima. Tada je poslana i krv za serolosku analizu susta-
va komplementa te je nadena pojacana aktivacija i
disregulacija — nizak FB i to unato¢ primjeni vise
TIP-a. S obzirom na sve navedeno ucinjena je i genska
analiza kojom su otkrivene dvije rizi¢ne heterozigotne
mutacije za FI i FHR5 uz jedan rizican haloptip
MCPggaac, a i ovdje je otkriven jedan protektivni po-
limorfizam za FH. Navedeno ukazuje na primarni
aHUS. Pacijentica se nastavila dijalizirati i lijeciti u
drugom centru, gdje je potom izvrSena i transplantaci-
ja bubrega.

Deseta pacijentica je mlada Zena (28 godina) koja je
u djetinjstvu imala dvije epizode koje su klini¢ki odgo-
varale aHUS-u. Po dolasku u nasu ustanovu ponovno
se prezentirala klinickom slikom aHUS-a (kreatinin je
iznosio 177 pmol/L, n. 49 - 90, uz nefrotsku proteinu-
riju) koji je ocito bio potenciran infekcijom SARS-
-CoV-2. Do dolaska rezultata testa na ADAMTS13 ¢ija
vrijednost nije bila patoloska, lijecena je TIP-om te
glukokortikoidima. U¢injenom biopsijom bubrega
nakon tri tjedna od pocetka bolesti (zbog ogranicenja
u pandemiji COVID-19) nadena je aktivha TMA. Se-
roloska analiza sustava komplementa nije bila upecat-
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ljiva. U¢injenom genskom analizom nadena je ista pa-
togena homozigotna mutacija u CD46 (c.286+2T>QG)
kao i kod osmog pacijenta, koja dovodi do sinteze ne-
funkcionalnog MCP. Nadena je i monoalelna mutacija
za FB (c. 199T>C) klasificirana kao VUS za koju svi in
silico alati predvidaju znacajan u¢inak na strukturu FB.
Stoga se ovdje radilo o primarnom aHUS-u. U dalj-
njem tijeku bubrezna funkcija se nesto sporije oporav-
ljala pa je primijenjen i ravulizumab kroz pola godine.
Nakon dvije godine od prezentacije bolesti kreatinin je
uredan uz umjerenu albuminuriju. S obzirom na trecu
trudnocu (sve su protekle bez laboratorijskih znakova
aktivnosti bolesti) nije mogla uzimati nefroprotektiv-
ne lijekove do zadnje kontrole.

Rasprava

U odnosu na raniju striktniju podjelu na primarni
aHUS te sekundarne oblike TMA (sekundarni HUS),
genskom analizom sustava komplementa utvrdeno je
da bi mutacije (kao i polimorfizmi) mogli biti bar dije-
lom odgovorni za razvoj bolesti u oba slucaja.’ Bitno je
napomenuti da se genski poremecaji ne otkriju uvijek
niti u primarnom aHUS-u, ali nedostatak drugog
uzroka bolesti i klinicka slika svrstavaju ih u tu skupi-
nu. Takoder, nece svi nosioci rizi¢nih pa ¢ak niti pato-
loskih varijanti gena za pojedine komponente sustava
komplementa razviti aHUS, niti je prisutnost patogene
varijante automatski odgovorna za razvoj bolesti.’
Ovdje treba napomenuti da je i u slu¢ajevima primar-
nog aHUS-a nerijetko potreban neki okida¢ za razvoj
bolesti, najc¢esce infekcija ili trudno¢a.’ U odnosu na
mutacije u uzem smislu, nizi stupanj uzro¢ne veze za
razvoj HUS-a imaju rizi¢ni haplotipovi i pojedinacni
polimorfizmi. Oni mogu pridonijeti tomu da se bolest
razvije, ali ju u pravilu ne mogu sami generirati." Cije-
la je situacija u pacijenata odrasle dobi sloZenija s obzi-
rom na to da se prva prezentacija bolesti koja je genski
uvjetovana uglavnom océekuje u djec¢joj dobi. Naravno,
moguce su i ranije neprepoznate manifestacije bolesti.”
Prva tri pacijenta (u tablici 1 pod brojevima 1, 2 i 3)
dijele anamnezu hipertenzivne krize i KBB-a te im je
seroloska analiza sustava komplementa kao i ona gen-
ska neupadljiva, pa bi se moglo sa sigurno$cu reci da je
rije¢ o sekundarnom obliku bolesti. Cetvrti pacijent
takoder dijeli istu anamnezu i nema jasne klinicke
znakove TMA, no kod njega je prisutna granicna dis-
regulacija sustava komplementa. Kod svih ovih pacije-
nata nalaz TMA na biopsiji bubrega u pravilu je bio
neocekivan. Razlog zasto je kod njih ucinjena genska
analiza jest predtransplantacijska obrada jer je pozna-
to da se nakon transplantacije bolest moze aktivirati."?
Kao §to je i ranije spomenuto, u nasoj skupini pacije-
nata s TMA postoji veci broj pacijenata od ovdje prika-
zanih, a naj¢es¢e komorbidno stanje bila je neregulira-
na arterijska hipertenzija. Seroloska analiza sustava
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komplementa uc¢injena je u jednom dijelu tih pacijena-
ta, no na temelju svih nalaza zaklju¢eno je da je rije¢ o
sekundarnom obliku bolesti, a budu¢i da nije bilo izra-
zenije bubrezne bolesti nije se ucinilo daljnje gensko
testiranje. Kod Cetvrtog i u jo$ dva pacijenta na biopsiji
je nadena IgA-nefropatija koja je inace najcesci glome-
rulonefritis pracen TMA. Moguc¢a podloga je poreme-
¢aj u sustavu komplementa u obje bolesti, iako dosa-
dasnji rezultati genskog testiranja to nisu potvrdili.
Naime, disregulacija alternativnog i lektinskog puta
aktivacije komplementa ima vaznu ulogu u samoj IgA-
-nefropatiji pa je moguce i preklapanje patofizioloskih
mehanizama, odnosno moguce je da u dijela pacijena-
ta s IgA-nefropatijom bez TMA zapravo postoji disre-
gulacija komplementa ili genska podloga.”® Iduca tri
pacijenta (u tablici 1 pod brojevima 5, 6 1 7) ¢ine sku-
pinu koja je imala izrazenu MAHA, trombocitopeniju
i ABO, a da je bolest klinicki bila ozbiljnija govori i
intenzivna terapija, hemodijaliza u prvog te TIP i glu-
kokortikoidna terapija u druga dva pacijenta. Bitno je
ovdje napomenuti i da je vremenski raspon u godina-
ma medu incidencijama razlog za primjenu ili izosta-
nak primjene odredenih terapija s obzirom na tadasnje
smjernice ili moguc¢nost specifi¢nog lijecenja. Zanim-
ljivo je da u druga dva pacijenta nisu nadeni znakovi
TMA na biopsiji bubrega. Ovdje je najbitniji podatak
da je biopsija ucinjena otprilike jedan mjesec nakon
prezentacije bolesti, u prvoga pacijenta zbog rezi-
stentne trombocitopenije i solitarnog bubrega, a u
drugog zbog losega opceg stanja te smjestaja u drugoj
ustanovi. S obzirom na to da je rije¢ o akutnoj prezen-
taciji bolesti i da je provedeno lijec¢enje, nalaz biopsije
bubrega nije toliko neocekivan. To je razlog zbog ko-
jega se u naslovu ovog rada opisuju ,elementi trom-
boti¢ne mikroangiopatije“ jer u ova dva slu¢aja nema
patohistoloske potvrde TMA, iako klinicka postoji.
Ipak, u devete i desete pacijentice biopsija je takoder
kasnije uc¢injena pa je ipak nadena TMA, no one su
imale jo$ ozbiljniju, odnosno jasniju prezentaciju bo-
lesti. U $estog pacijenta (virusna) infekcija vjerojatno
je bila okida¢ za pocetak bolesti te se on priblizio di-
jagnozi primarnog aHUS-a. U njega i petog pacijenta
nadena je seroloski pojacana aktivnost zavrsnog kom-
pleksa sustava komplementa, §to govori za aktivau bo-
lest. U sedmog pacijenta jasno je prisutna disregulacija
sustava komplementa zbog visoke razine protutijela na
FH. Protutijelo je bilo prisutno i nakon inicijalne tera-
pije te je zbog izostanka terapijskog odgovora primije-
njen i rituksimab. Moze se zakljuciti da su protutijela
sudjelovala u patofizioloskom procesu, iako genskom
analizom nisu nadene varijacije koje su obi¢no pove-
zane s ovim stanjem (vezane za FH povezane proteine
11 3)." U ovih nekoliko pacijenata nadene su bar po
dvije genske varijante, od kojih su najistaknutiji rizicni
haplotipovi MCPggaac za MCP te H3 za FH, dakle po-
stoji genski rizik, ali su potrebni dodatni ¢imbenici za
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razvoj bolesti. Stoga se ne moze govoriti sa sigurnos¢u
o primarnom aHUS-u."! U prvih sedmero pacijenata
genske varijante su mahom vezane za FH i MCP, koje
generalno i jesu najcesce.”” Kod zadnja tri pacijenta (u
tablici 1 pod brojevima 8, 9 i 10) utvrdene su mutacije
u uzem smislu gena za sustav komplementa i po tome
se oni razlikuju od ostalih pacijenata. U svih troje bila
je prisutna MAHA i ABO, a zanimljivo je da je samo u
jedne pacijentice seroloski nadena disregulacija kom-
plementa — nizak FB (nakon vise ciklusa TIP-a). U
osmog pacijenta krv je takoder uzorkovana nakon
TIP-a pa je nejasno je li i kod njega bilo disregulacije
sustava komplementa. Zbog tezine bolesti u svih troje
je provedena TIP uz glukokortikoidnu terapiju, a u
jedne pacijentice provedena je i hemodijaliza te nak-
nadno terapija rituksimabom. Osmi pacijent i deseta
pacijentica su homozigoti za patogenu varijantu za
MCP (u CD46). Dodatno su oboje homozigoti za rizi-
¢an haplotip MCPggaac. Preostala pacijentica je za
navedenu varijaciju heterozigot, a kod nje su nadene
potencijalno patogene mutacije za koje je heterozigot,
ali bi se s obzirom na tezinu klinicke slike moglo za-
kljuciti da jesu patoloske. Stoga, u posljednja tri paci-
jenta kombinacija izrazene klinicke slike, dokaz TMA
na biopsiji bubrega te prisutnost (potencijalno) pato-
genih mutacija, a ne samo (rizi¢nih) varijanti govori
da se vjerojatno radi o primarnom aHUS-u. Najjasnije
je to u zadnje mlade pacijentice, kojoj je prema anam-
nezi ovo bio drugi relaps bolesti koji je sada bio pove-
zan s infekcijom SARS-CoV-2 kao okidacem. Druge
dvije prezentacije bolesti bile su u djetinjstvu kada jos
nije bilo dostupne specificne dijagnostike. Ona je jedi-
na nasa pacijentica koja je za sada lije¢ena inhibitorom
komplementa, ravulizumabom te je dobro odgovorila
na terapiju. Zanimljivo je postojanje protektivnog po-
limorfizma za FH u druga dva pacijenta iz ove skupine.
S obzirom na to da je prisutnost mutacije ipak genetski
»jaca“ vjerojatnije je da nema prevelik utjecaj, ali nije
zanemarivo.'® Druga je zanimljivost podatak da su
obje pacijentice rodom iz Hercegovine koja je moguce
najcesca regija iz koje dolaze pacijenti s mutacijama za
aHUS, a koji se lijece u Hrvatskoj (osobno opazanje
nekih autora). Preostali je pacijent rodom takoder iz
Bosne i Hercegovine, ali se ne znaju podatci o podrije-
tlu njegovih roditelja. Genetska istrazivanja pokazuju
da je bitnija koli¢ina rizi¢nih varijanti negoli sama nji-
hova prisutnost.”” U veéine pacijenata (u svih osim
prvog, sedmog i osmog) nadeni su i polimorfizmi koji
su rizi¢ni za razvoj bolesti gustih depozita. Ti polimor-
fizmi nisu navedeni u tablici 1 jer je rije¢ o predispozi-
ciji za drugu bolest. Medutim, buduéi da se takoder
radi o promjenama u AP sustavu komplementa, svaki
takav poremecaj teoretski moze pripomodi i razvoju
aHUS-a."” Potrebno je jo$ jednom naglasiti da i sero-
loska i genska negativna analiza mogu postojati u
osobe s primarnim aHUS-om. Definitivna dijagnoza
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se tada postavlja na temelju izrazene klinicke slike.
Dosada$njim istrazivanjima nisu jos ni nadene sve va-
rijante i moguc¢nosti. U ¢ak 60% pacijenata s primar-
nim aHUS-om razina svih proteina sustava komple-
menta moze biti uredna.'® Jedan od znakova koji upu-
¢uje da bolest vjerojatno nije komplementom posre-
dovana jest izostanak zahvacanja glomerula (prije
svega izostanak tromba u njima) u patohistoloskoj
analizi tkiva bubrega pacijenata s TMA; ovo se pose-
bice odnosi na slucajeve pacijenata s hipertenzivnom
krizom." Neka istrazivanja govore o velikom broju na-
denih genskih varijanti sustava komplementa u stanji-
ma kao $to su hipertenzivna kriza i teza bubrezna bo-
lest (¢ak u do 50% pacijenata), $to moze utjecati i na
terapiju, primjerice inhibitorima komplementa.® S
druge strane, navodi se da u pacijenata s aHUS-om, s
genskim varijantama ili bez njih, sama hipertenzivna
kriza ne utjece na razlike u tezini bolesti i ishodima.*!
Sve ovo govori da je u analizi patofiziologije i genske
podloge ovih bolesti nuzan geneticar, $to se i preporu-
¢uje.” Bududi da je ovo presjecan pregled i da se dio
pacijenata viSe ne kontrolira kod nas, nisu se mogli
pratiti svi ishodi. Ipak, moze se reci da je i uz teze kli-
nicke slike doslo do oporavka krvne slike, a kod dijela
pacijenata i bubrezne funkcije (ako od ranije nije po-
stojala KBB). Takoder, u tezim oblicima bolesti nasih
pacijenata najprominentnije su bile mutacije za MCP
koje kratkoro¢no imaju bolju prognozu od drugih mu-
tacija. Prognoza aHUS-a dosta se promijenila uvode-
njem u terapiju inhibitora komplementa i drugih na-
prednih tehnika lije¢enja.”

Zakljucci

Patofiziologija TMA, odnosno HUS-a izrazito je
kompleksna i pogled na nju se mijenja napretkom u
istrazivanju sustava komplementa. Nekoliko je ¢inje-
nica bitno naglasiti. U svakog pacijenta koji se prezen-
tira s MAHA, trombocitopenijom i bubreznim ostece-
njem, ako nema kontraindikacija, uputno je napraviti
biopsiju bubrega, jer je TMA prije svega patohistolos-
ka dijagnoza. Prije primjene specificne terapije, prije
svega TIP-a, potrebno je uzorkovanje krvi za analizu
ADAMTSI13 i sastavnica komplementa te ju je potreb-
no, ako se ne Salje odmah, pohraniti za daljnju poten-
cijalnu analizu. Seroloska analiza sustava komplemen-
ta danas je standard u slucajevima klinicki akutne ili
teze bolesti. Ipak, kako je videno iz ovog prikaza, ta
analiza Cesto ne daje znacajna odstupanja od normale,
iako bolest moze biti i teza. Ako su klinicki te laborato-
rijski i/ili patohistoloski nalazi izrazeni, tj. sugestivni
za primarni aHUS ili ako nema jasnoga sekundarnog
uzroka TMA, odnosno ako on postoji, ali je potrebno
odrediti potencijalne genske faktore (npr. u predtran-
splantacijskoj obradi, pri ponavljanju bolesti i sli¢cno)
potrebno je zatraziti gensko testiranje. U analizi svih
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rezultata klju¢na je suradnja klini¢ara (najcesce nefro-
loga), nefropatologa i geneticara koji proucava sustav
komplementa. U lijeCenju se ipak, do dolaska rezultata
testiranja, prije svega treba voditi klinickom slikom,
neovisno o mogucoj etiologiji.
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