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ISPITIVANJE GENETICKE PREDISPOZICIJE ZA NASTANAK HRONICNIH, IMUNSKI
POSREDOVANIH BOLESTI GLOMERULA U DECJOJ POPULACILJI

Uvod: Glomerulonefritisi (GN) su heterogena grupa inflamatornih bolesti glomerula bubrega.
Primarni GN su bolesti koje zahvataju samo bubrezne glomerule, dok se sekundarni GN javljaju u
sklopu drugih, sistemskih bolesti vezivnog tkiva. Savremene geneticke metode otkrile su gene koji
uzrokuju bolesti glomerula ili predstavljaju faktore rizika za nastanak primarnih i sekundarnih GN.
Pored toga, ove metode omogucavaju da se dijagnostikuju geneticki poremecaji koji lice na GN S§to
omogucava bolje lecenje obolelih.

Cilj: Ispitivanje prisustva polimorfizama jednog nukleotida - single nucleotide polymorphism
(SNP) u genima koji kodiraju strukturne proteine bubrega (gen UMOD i gen SHROOM3), kao i
razli¢itih polimorfizama u genima imunskog sistema kod dece sa GN.

Metod: Studija je obuhvatila 71 dete sa GN (40 sa primarnim i 31 sa sekundarnim GN) i 119
zdrave dece. Genotipizirani su SNP u genima UMOD (lokus rs12917707), SHROOM3 (lokus
rs17319721), IL10 (lokusi rs1800871 1 rs3024505), IL6 (lokus rs1800795), IL12B (lokus rs3212227),
IL23R (lokusi rs11209026 1 rs1800896) i TNF (lokusi rs361525 1 rs1800629). Pored toga, analiza
sekvenciranja celog egzoma - whole exome sequencing (WES) sprovedena je kod trideset jednog
pacijenta sa GN 1 50 nefroloski i imunoloski zdravih pedijatrijskih pacijenata. Nadene frekvencije alela
su uporedene sa bazom podataka GnomAD.

Rezultati: Medijana uzrasta pacijenata bila je 8 godina na pocetku GN i 14 godina prilikom
uzorkovanja krvi za geneti¢ku analizu. Alel A za rs1800629 u genu TNF bio je ¢es¢i kod pacijenata sa
GN u poredenju sa zdravom decom (p=0,009), uz razliku u distribuciji genotipova (p=0,021), gde su
genotipovi AA 1 GA bili ¢e$¢i kod pacijenata. Utvrdili smo statisti¢ki znacajnu razliku u distribuciji
haplotipova izmedu pacijenata i zdravih osoba za gen TNF, pri ¢emu su deca sa GN ¢esce imala
haplotip GG/AG, dok su zdrava deca imala ¢es¢e genotip GG/GG (p < 0,05). Nije primeéena korelacija
izmedu ispitivanih polimorfizama i klini¢kih karakteristika pacijenata (pocetak bolesti, primarni ili
sekundarni GN, teZina bolesti, pojava remisije i prisustvo hipertenzije). WES analiza je sprovedena kod
10 pacijenata sa primarnim GN, a kod dva (20%) pacijenta je nadena varijanta koja se moze povezati sa
bolesc¢u. Jedan je imao verovatno patogenu heterozigotnu varijantu u genu COL4A43 povezanu sa
Alportovim sindromom, dok je drugi imao heterozigotnu varijantu neodredenog znacaja u genu CD46
povezanu sa atipiénim hemoliti¢ko-uremijskim sindromom (aHUS). Kod dva od 14 pacijenata sa
sistemskim eritematoznim lupusom i GN, otkrivena je heterozigotna patogena varijanta (c.841 849 +
19del) u genu C2. Nismo pronasli znacajne varijante metodom WES kod sedam pacijenata sa Henoh-
Senlajnovom purpurom i GN.

Zakljucak: Kod dece sa GN primecena je asocijacija izmedu gena TNF i razli¢itih tipova GN.
Ovo saznanje omogucava bolje razumevanje patogeneze GN i potencijalni razvoj novih modaliteta
lecenja. Pronalazenje drugih gena podloznosti za nastanak GN omogucava bolje razumevanje
patofiziologije bolesti. WES je u ispitivanoj kohorti omogucio da otkrijemo nasledne bolesti, koje
imaju klini¢ku sliku poput GN, ukljucuju¢i Alportov sindrom i mogu¢i aHUS.

Kljuéne reci: glomerulonefritis; polimorfizmi jednog nukleotida; sekvenciranje celog egzoma;
citokini; faktor tumorske nekroze; Alportov sindrom; atipi¢ni hemoliticko-uremijski sindrom; sistemski
eritematozni lupus; Henoh-Senlajnova purpura
Naucna oblast: medicina

UZa nauc¢na oblast: molekularna medicina

UDK broj:



ANALYSIS OF GENETIC PREDISPOSITION FOR THE OCCURRENCE OF CHRONIC,
IMMUNE-MEDIATED GLOMERULAR DISEASES IN CHILDREN

Introduction: Glomerulonephritis (GN) is a heterogeneous group of inflammatory diseases of
the kidney glomeruli. Primary GN are diseases that affect only the renal glomeruli, while secondary GN
occur as part of systemic connective tissue diseases. Next generation genetic methods revealed genes
that cause glomerular diseases or that are risk factors for the development of primary and secondary GN.
In addition, new methods may diagnose genetic disorders that resemble GN, which allows better
treatment in children with GN.

Aim: Investigation of the presence of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genes
encoding structural proteins of the kidney (the UMOD gene and the SHROOM3 gene), as well as different
polymorphisms in the genes of the immune system in children with GN.

Method: The study included 71 children with GN (40 with primary and 31 with secondary GN)
and 119 healthy children. SNPs in the genes UMOD (locus rs12917707), SHROOM3 (locus rs17319721),
IL10 (loci rs1800871 and rs3024505), IL6 (locus rs1800795), IL12B (locus rs3212227), IL23R (loci
rs11209026 and rs1800896) and TNF (loci rs361525 and rs1800629) were genotyped. In addition, whole
exome sequencing (WES) analysis was performed in thirty-one patients with GN and 50 nephrologically
and immunologically healthy pediatric patients. Allele frequencies were compared with the GnomAD
database.

Results: The median age of the patients was 8 years at onset of GN and 14 years at the time of
blood sampling. The A allele for rs1800629 in the TNF gene was more frequent in GN patients compared
to healthy children (p=0.009), with a difference in genotype distribution (p=0.021) where AA and GA
genotypes were more frequent in patients. We also found a statistically significant difference in the
distribution of haplotypes between patients and healthy individuals for the TNF gene, whereby children
with GN more often had the GG/AG haplotype, while healthy children had the GG/GG genotype more
commonly (p<0.05). No correlation was observed between the tested polymorphisms and the clinical
characteristics of the patients (onset of the disease, primary or secondary GN, severity of the disease,
onset of remission and presence of hypertension). WES analysis was performed in 10 patients with
primary GN, and in two (20%) patients we identified possible disease-causing variants. One had a likely
pathogenic heterozygous variant in the COL4A43 gene associated with Alport syndrome, while the other
had a heterozygous novel variant of uncertain significance in the CD46 gene associated with atypical
hemolytic uremic syndrome (aHUS). In two of 14 patients with systemic lupus erythematosus and GN,
a heterozygous pathogenic variant (c.841 849 + 19del) in the C2 gene was detected. We did not find
significant variants by WES in seven patients with Henoch-Schonlein purpura and GN.

Conclusion: In children with GN, a link between the TNF gene and different types of GN was
observed. This knowledge allows for a better understanding of GN pathogenesis and the potential
development of new treatment modalities. Finding other susceptibility genes for GN allows a better
understanding of the pathophysiology of the disease. WES in the studied cohort allowed us to detect
hereditary diseases, which have a clinical picture like GN, including Alport syndrome and possible
aHUS.

Key words: glomerulonephritis; single nucleotide polymorphisms; whole exome sequencing;
cytokines; tumor necrosis factor; Alport syndrome; atypical hemolytic uremic syndrome; systemic lupus
erythematosus; Henoch-Schonlein purpura

Scientific field: medicine
Scientific subfield: molecular medicine

UDC number:



SADRZAJ

Lo UVOD ..ottt st ettt ettt ettt sae s 1
1.1. Definicija bolesti GlOmMETULa. ..........oeiuiiiiiiiiiie e ettt e st e b ees 1
1.2. Epidemiologija bolesti Zlomerula............oocuiiiiiiiiiiiiiiiieie et 1
1.3. Klinicka slika bolesti lomerula ............c.ooouiiiiiiiiiiiiieiieie e 1
1.4, BIOPSIJa DUDIEZA .....vieiiiieiiieiieeiit ettt ettt et ettt et eebeesaae e st e e sabeeabeesaseenbeessseenseensseenseennns 2
1.5. Podtipovi glomerulonefritisa i njihova genetiCka 0SNOVAa..........cccecuieriieiienieiieceeiee e 3
L.5.1. TZA NETTOPALIA .eeeviiiiieiiieiie ettt ettt ettt e et e st e ebeeeaaeenbeeeebeenseassneenseas 3
1.5.1.1. Geni povezani sa [gA nefropatijom .........cceecvieriiiiieiiieiiece e 4
1.5.2. Membranozni glomerulonefIitis .........c.eecuieriieiiieniieiiecie ettt 5
1.5.2.1. Geni povezani sa membranoznim glomerulonefritisom .........c...ccceeveveenieriennnene 6
1.5.3. Bolest sa minimalnim promenama i fokalna segmentna glomeruloskleroza....................... 7
1.5.3.1. Geni povezani sa podlozno§¢u za razvoj bolesti sa minimalnim promenama i
FSGS ettt ettt 8
1.5.4. Membranoproliferativni glomerulonefritis ............oocvieriiriiiinieniiiiieeeeeee e 10
1.5.5. Retke forme primarnog glomerulonefritisa.........ccceeeveerieriiiniieniieiieeie e 10
1.5.6. LUPUS NEITIEES .veeivieiieiiieiieeite ettt ettt et ettt e st e et e st e e bt e ssaeenbeesaseenseassseenseesaseenseennns 11
1.5.6.1. Geni povezani sa [upus NefTitiSOM ......cc.eevieriieriierieeiie et 11
1.5.7. Glomerulonefritis u sklopu Henoch-Schonlein-ove purpure...........ccoeceeeeeerieeniienieeneenne. 11
1.5.7.1. Geni povezani sa glomerulonefritisom u sklopu HSP .........ccccocconiiiniininnnnnnne. 12
1.6. Geni povezani sa hroni¢nom bubreZnom boleSCU...........cccveviiiiiiiiiiiiieeeee e 12
1.7. Prednosti i nedostaci dosadasnjih studija geneti¢ke asocijacije kod glomerulonefritisa i hroni¢ne
DUDTEZIE DOLESL ..one ettt ettt ettt et sbe et eate s bt e besitenbeeaesanens 14
2. CILJEVI ISTRAZIVANJA ......coomiiiiimriiieteesiesssssssssssssssssessstses st ssssss st ssssssssssnssssssnssssens 16
3. PACIJENTI I METODE. ........ooiiiiiiiiieeee ettt et sttt st 17
I B o 1o 1<) 1L OO RUPS PRSP 17
3.2. Molekularno-genetiCke analize .............cveviiiiiiiiiieiiecie ettt ettt et ens 17
3.2.1. Izolacija genomske dezoksiribonukleinske KiS€line ...........ccceeverveniiniinienenienieneecne 17
3.2.2. Analiza genskih polimorfizama metodom polimerazne lancane reakcije u realnom
VICITIEIIU . ....eeeentteeate ettt et et e et e bt et e bt e eat e e bt e e et e e bt e e et e e st e e et e e b e e eae e e bt e eaeeeaseeeabeembeeeateemneenaneenneenaee 18
3.2.3. Sekvenciranje NOVE GENETACIIC......cueevierreerteerireereenireeteessreeseessreeseessseeseessseenseessseenseennns 19
3.3, StatiStICKE ANALIZE.....c.eeiuieiiiieiieieeteet ettt ettt et sttt nbe e 21
A REZULTATL ...ttt ettt ettt e h et et s at e bt et sbt e bt e sbeebtenbeetesaeens 23
4.1. Sociodemografske i klinicke karakteristike iSpitanika............cocceverieniiiiinieniniiiienceeseceee 23
4.2. Poredenje pacijenata sa primarnim i sekundarnim bolestima glomerula.............ccccoceeveriininnennen. 25
4.3. Uticaj sociodemografskih, klinickih i laboratorijskih parametara na ishod glomerulonefritisa....... 26
4.4. Analiza polimorfizama u strukturnim genima bubrega kod pacijenata sa bolestima glomerula u
poredenju sa zdravim KONIrOLaAmMA ...........ooiuiiiiiiiiiiii ettt ettt s ae e e e eneeas 27
4.5. Analiza polimorfizama u genima imunskog sistema kod pacijenata sa bolestima glomerula u
poredenju sa zdravim KONrOLaAMA ..........c.ooiuiiiiiiiiiiii ettt et sae e e eaeeneeas 28
4.6. Povezanost polimorfizama u strukturnim genima bubrega i genima imunskog sistema sa
sociodemografskim i klini¢kim karakteristikama pacijenata sa bolestima glomerula.............cccccccoeneene. 31
4.7. Sekvenciranje celog egzoma kod pacijenata sa bolestima glomerula..............ccoooeveiieiiniiiiniennnn. 31
S.DISKUSITA ..ottt a ettt bt et a e s bt et s st e sb e e bt e st e sbeebesatesb e e beentenbeenee 36
6. ZAKLIUCCT ......orvoomriiies ettt stttk 43

T.LITERATURA ..ottt st 44






1. UVOD
1.1. DEFINICIJA BOLESTI GLOMERULA

Bolesti glomerula (BG) ili glomerulopatije su heterogena grupa oboljenja, koja primarno
zahvataju bubrezne glomerule (1). BG ne moraju nuzno imati inflamatornu patogenezu (1). Prema toku,
BG se dele na akutne i hroni¢ne. Hroni¢éne BG mogu da budu primarne i sekundarne.

Primarne glomerulopatije zahvataju samo bubrezne glomerule, dok se sekundarne
glomerulopatije javljaju u sklopu drugih bolesti, a naj¢esée u sklopu sistemskih bolesti vezivnog tkiva i
vaskulitisa. Utvrdivanje da li je BG primarna ili sekundarna je od kljuéne vaznosti u leCenju, jer
sekundarni glomerulonefritis uglavnom zahteva lecenje osnovne bolesti koja je, izmedu ostalog, dovela
i do glomerulopatije (2).

1.2. EPIDEMIOLOGIJA BOLESTI GLOMERULA

Sve pojedinacne forme BG spadaju u retke bolesti. GodiSnja incidencija najces¢e BG, IgA
nefropatije, procenjena je na 2,5 obolelih na 100 000 odraslih stanovnika. Slede¢i po ucestalosti je
membranozni glomerulonefritis sa 1,2 obolelih na 100 000, potom glomerulonefritis sa minimalnim
promenama i fokalna segmentna skleroza sa 0,6-0,8 bolesnika na 100 000 stanovnika i, konacno,
membranoproliferativni glomerulonefritis sa 0,2 obolelih na 100 000 (3). Stope incidencije za sve forme
GN su nize kod dece — oko 1 oboleli na milion stanovnika godiSnje, sa izuzetkom bolesti sa minimalnim
promenama gde je prijavljena incidencija oko 2 na 100 000 stanovnika godisnje kod belaca i ¢ak vise u
arapskoj 1 azijskoj populaciji (3). Medutim, incidencija je potcenjena i kod odraslih i kod dece, jer
epidemioloske studije ne ukljucuju osobe sa asimptomatskim varijantama BG, one ¢iji glomerulonefritis
spontano izlecen i one kod kojih je BG dijagnostikovana u uznapredovaloj fazi kada viSe nije opravdana
biopsija bubrega i kada se viSe ne zna §ta je dovelo do bubrezne insuficijencije.

Hroni¢nu bolest bubrega ima otprilike svaki deseti covek u opstoj populaciji (4). Ucestalost
hroni¢ne bubrezne bolesti kod dece je znacajno reda - prevalencija je izmedu 56 1 75 slu¢ajeva na milion
dece (5). Glomerulonefritisi su uzrok oko 20% hroni¢nih bolesti bubrega u veéini zemalja. Za razliku od
najcescih uzroka hroni¢ne bolesti bubrega kod odraslih (dijabetes melitus i arterijska hipertenzija), BG
obi¢no pogadaju mlade ljude. Kod mladih odraslih, glomerulonefritisi su najéeséi uzrok zavrSnog
stadijuma bubreZne bolesti.

Postoje velike geografske razlike u epidemiologiji glomerulonefritisa. IgA nefropatija je
procentualno zastupljenija u azijskim kohortama bolesnika, dok je u kohortama iz SAD i Kanade,
najcesca fokalna segmentna glomeruloskleroza. Pored toga, bogatije zemlje imaju vecu ucestalost IgA
nefropatije, dok siromasnije zemlje imaju viSe sluajeva membranoproliferativnog glomerulonefritisa

(6).

1.3. KLINICKA SLIKA BOLESTI GLOMERULA

Klasi¢ni znaci akutnog glomerulonefritisa, kao Sto su oligurija, edem, hematurija, glavobolja i
bol u krstima, postali su veoma retki u veéini razvijenih zemalja. Oni su se ¢esto javljali oko 2 nedelje
nakon streptokoknog faringitisa u sklopu postinfektivnog glomerulonefritisa (2).

Kod vecine obolelih u danasnje vreme ne postoje specifi¢ni klinicki znaci glomerulonefritisa (2).
Ova ¢injenica znacajno otezava postavljanje dijagnoze. Kod nekih pacijenata se do dijagnoze dolazi zbog
prisustva hipertenzije, proteinurije ili hematurije koje se detektuju u rutinskom pregledu urina ili zbog
prisustva poviSenih vrednosti kreatinina u serumu u rutinskoj laboratoriji. Redi su slu¢ajevi kod kojih se



javlja naglo povecanje telesne tezine i edemi usled nefrotskog sindroma. Jo§ rede moze do¢i do pojave
brzo progresivnog glomerulonefritisa sa zna¢ajnom uremijom.

Neke klini¢ke prezentacije mogu upucivati na odredenu dijagnozu (2). Mladi odrasli pacijenti
koji su oligosimptomatski (imaju samo hipertenziju i/ili blagi edem) najc¢es¢e imaju IgA nefropatiju.
Dodatni podatak o makrohematuriji u roku od jednog do dva dana nakon infekcije respiratornog trakta
najcesce upucuje na IgA nefropatiju. Kod dece i mladih odraslih prisutvo nefrotskog sindroma sugerise
dijagnozu BG sa minimalnim promenama ili dijagnozu fokalne segmentne glomeruloskleroze. Kod
odraslih osoba, nefrotski sindrom upucuje na membranozni glomerulonefritis (7).

Dodatni simptomi i znaci se javljaju ako dode do hroni¢ne bolesti bubrega. U tom slucaju se javlja
anemija, zamor, muc¢nina i povracanje izazvani uremijom, gastroenteritis i drugo.

Dok su klini¢ki znaci BG retko prisutni i nespecifi¢ni kada su prisutni, laboratorijske analize su
od kljucne vaznosti za postavljanje dijagnoze, ali su nedovoljne da se odredi podtip BG (2).
Glomerulonefritise karakteriSe razli¢it stepen proteinurije i/ili hematurije. Za procenu ukupne
proteinurije kod pacijenata sa BG, potrebno je uzeti 24-Casovni urin (8). Kod dece je, sa druge strane,
prikladnija analiza odnosa protein-kreatinin u prvom jutarnjem urinu zbog komplikovanog uzorkovanja
24h urina. Rutinska evaluacija sedimenta urina na prisustvo crvenih krvnih zrnaca i/ili akantocita, kao 1
analiza morfologije eritrocita, preporucuje se kod svih oblika glomerulonefritisa (8).

Preporucuje se da se brzina glomerularne filtracije (¢GFR) kod odraslih meri pomo¢u formule
CKD-EPI (engl. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), dok se kod dece koristi
modifikovana Svarcova jednadina (8). FAS (engl. Full Age Spectrum) jedna¢ina moze se koristiti i za
odrasle 1 za decu.

Dopunske analize mogu ukazati na podtip BG. Izlu¢ivanje velike koli¢ine albumina, bez prisustva
proteina visoke molekularne tezine u urinu, kod dece ukazuje na prisustvo BG sa minimalnim
promenama. Poveéano izlucivanje proteina niske molekularne tezine kao $to je alfa-1-mikroglobulin u
urinu sugeriSe da se BG proSirila i na tubularni sistem, oStecujuci reapsorpciju takvih proteina u tubule.
Ovo predstavlja nepovoljan prognosticki znak (9). Oligosimptomatski glomerulonefritis, poput IgA
nefropatije, Cesto daje odredeni stepen bubrezne insuficijencije ve¢ na pocetku bolesti.

1.4. BIOPSIJA BUBREGA

Definitivna dijagnoza BG i podtipa bolesti postavlja se na osnovu biopsije bubrega, koju treba da
opiSe nefropatolog (2). Iz tog razloga, biopsija ostaje zlatni standard u dijagnostici BG (8). Biopsija je
vazna i zbog toga $to daje informaciju o postojanju akutne inflamacije u odnosu na hroni¢ne oziljne
promene §to moze usmeriti terapiju. Najcesce je dovoljna svetlosna mikroskopija i imunohistohemija, ali
neretko je potrebna i elektronska mikroskopija.

Biopsija bubrega se smatra bezbednom procedurom ukoliko su uslovi za njeno izvodenje
optimizovani §to podrazumeva nekoliko stvari (2; 10). Neophodno je da biopsiju uzme iskusan lekar.
Prethodno je kod pacijenta potrebno proveriti koagulacioni status. Pacijent treba da bude bez
antiagregacionih lekova tokom 7 dana. Vazno je da ima normalan krvni pritisak i da nema infekciju
urinarnog trakta. Biopsija bubrega vodena ultrazvukom je efikasnija i bezbednija (10). U mnogim
centrima zahteva se da pacijent posle biopsije bubrega prenoci u bolnici bar jednu no¢ kako bi se ispratile
potencijalne komplikacije (11).

Najces¢e komplikacije biopsije bubrega su perirenalni hematom koji se nalazi u 50-80%
bolesnika i prisustvo arteriovenskih fistula koje se sre¢u kod do 15% pacijenata (11; 12). Ove
komplikacije su obi¢no asimptomatske i ne zahtevaju nikakvu intervenciju. Makroskopska hematurija se



javlja kod do 8% slucajeva, ali retko rezultira urinarnom opstrukcijom (11; 12). Ozbiljnije krvarenje koje
zahteva transfuziju, hirursku intervenciju ili nefrektomiju se javlja u manje od 0,5% pacijenata.

Ponovljena biopsija bubrega se sprovodi u retkim situacijama (8). Ona je opravdana ako bi
dodatne informacije potencijalno promenile dijagnozu, terapijski plan, ili doprinele proceni prognoze
bolesti.

1.5. PODTIPOVI GLOMERULONEFRITISA I NJIHOVA GENETICKA OSNOVA

Dok klini¢ka slika ima samo mali doprinos u dijagnostici, tatan podtip glomerulonefritisa
odreduje se na osnovu biopsije bubrega (7). Primarne hronicne BG mogu se podeliti na: 1.
neproliferativne, kod kojih je broj ¢elija glomerula neizmenjen i ispoljavaju se klinicki najcesée kao
nefrotski sindrom 1 2. proliferativne, kod kojih postoji povecanje broja celija glomerula, a klinicki se
najcesce ispoljavaju kao nefriticki sindrom i Cesto vode u terminalnu bolest bubrega (1). Najcesce
primarne neproliferativne BG su bolest minimalnih promena na glomerulima, fokalna segmentna
glomeruloskleroza i membranozni glomerulonefritis, dok su od primarnih proliferativnih bolesti
glomerula najcesce IgA nefropatija, membranoproliferativni i postinfektivni glomerulonefritis (2; 13).
Sekundarne BG se javljaju u sklopu vaskulitisa (poput Henoch-Schonlein-ove purpure) i u sklopu
sistemskih bolesti vezivnog tkiva (poput sistemskog eritemskog lupusa) (1).

Odredivanje ta¢nog podtipa BG je od sustinske vaznosti u razumevanju patogeneze bolesti i u
primeni adekvatne terapije (7). Primena hroni¢ne kortikosteroidne i imunosupresivne terapije moze biti
neefikasna i potencijalno Stetna za pacijente sa odredenim tipovima glomerulonefritisa. NekadaSnja
opisna klasifikacija glomerulonefritisa, zasnovana uglavnom na histoloskim obrascima, sve vise se
menja na osnovu poznavanja novih patogenetskih mehanizama povezanih sa odredenim BG (2). Ova
promena u klasifikaciji je dovela do razvoja specifi¢nije terapije BG.

1.5.1. IgA NEFROPATIJA

IgA nefropatija (IgAN) je naj¢es¢a forma glomerulonefritisa u razvijenim zemljama (2). Postoji
izrazena geneticka predispozicija za nastanak IgAN u jugoistocnoj Aziji (40-50% svih
glomerulonefritisa), srednja prevalencija se vida u SAD i Evropi (20-30%), a niska rasprostranjenost u
Africi (<5%) (14; 15).

IgAN je imunski posredovana bolest deponovanja nedovoljno galaktozilovanog, dimernog ili
polimernog IgA u glomerularni mezangijum $to vodi ka mezangioproliferativnom glomerulonefritisu
(16). Takode, antitela klase IgG ili IgA na nedovoljno galaktozilovani IgA mogu takode doprineti razvoju
IgA nefropatije (17; 18). Naknadna aktivacija sistema komplementa se smatra klju¢nim faktorom koji
doprinosi IgAN (7).

Obi¢no se radi o oligosimptomatskom glomerulonefritisu koji se otkriva sluajno. Mnogi
pacijenti imaju benigni tok bolesti (13). U nekim slucajevima moze ¢ak do¢i do spontane remisije bolesti
(19).

Losija prognoza IgAN na duze staze se uglavnom povezuje sa ve¢im stepenom proteinurije,
veéim stepenom oStec¢enja bubrezne funkcije i loSijom kontrolom krvnog pritiska u akutnoj fazi (7).
PoviSen nivo aberantno galaktoziliranog IgA1 koreliSe sa progresivnijim klinickim fenotipom i loSijom
prognozom IgAN (7).

Histopatoloski nalaz moze biti prediktor ishoda bolesti. U skladu sa tim, Oksford-MEST
klasifikacija IgA nefropatije definiSe Cetiri histoloSka parametra povezana sa progresivnim tokom bolesti:
glomerularnu mezangijalnu hipercelularnost (M), endokapilarnu hipercelularnost (E), glomerularnu
sklerozu ili resaste athezije (S) 1 tubularnu atrofiju i intersticijalnu bubreznu fibrozu koja zahvata vise od



25% preseka (T) (20; 21). Prisustvo glomerulalnih polumeseca u vise od 50% glomerula predstavlja jos
jedan prediktor loSeg ishoda sa razvojem brzo progresivnog glomerulonefritisa (22). Nazalost, ni jedan
od opisanih prediktora nije dovoljno dobar u proceni progresije bolesti (8).

Sve veci broj radova sugeriSe da imunosupresija nije posebno efikasna kod IgAN. Zato je
neophodno bolje poznavanje patogeneze ove bolesti (23). Pojedini autori smatraju da IgA nefropatija
pokazuje vecu slicnost sa alergijom nego sa autoimunom boles¢u, ali su neophodna dopunska ispitivanja
da se ova teorija potvrdi. Odsustvo odgovaraju¢ih animalnih modela onemogucava testiranje alergijske
teorije (24). U prilog ove teorije ide i ¢injenica da su epitelna barijera creva i imunski odgovor sluzokoza
kriti¢ni koraci u patogenezi IgAN (7).

1.5.1.1. GENI POVEZANI SA IgA NEFROPATIJOM

U skladu sa navedenom patogenezom IgAN, geni koji se povezuju sa pojavom podloznosti za
nastanak ove bolesti su geni glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (eng. main histocompatibility
complex, MHC), geni imunskog sistema, geni ukljuceni u glikozilaciju IgA antitela, geni koji ucestvuju
u sistemu komplementa, kao i geni kontrolori urodenog imuniteta sluzokoze (7; 13; 25; 26). Najznacajnji
do sada poznati geni povezani sa IgA nefropatijom su prikazani na Slici 1.1. Karakteristi¢an geografski
obrazac incidencije IgAN mozZe biti posledica zastitne adaptacije na parazitarne crevne infekcije u Aziji
Sto je kao sekundarni problem dovelo do podloZznosti razvoju IgAN (7).

IgA nefropatija
HLA imunski sistem IgA O-
sistem komplementa glikozilacija

HLA-DQOBI TNSF13 ITGAM CIGALTI
HLA-DPB?2 CARD9 ITGAX CIGALT
HLA-A VAV3 CFHRI GALNTI2
HLA-DRBI FCRL3 CFHR3
HLA-DQA/B DUSP22.IRF4 CFH

PADI4

DEFA

HORMAD?2

Slika 1.1. Geni kandidati povezani sa IgA nefropatijom

Zelene kucice: funkcija proteina. Plave kulice: geni povezani sa odredenom kategorijom proteina.

Nekoliko studija asocijacije na nivou Citavog genoma (engl. genome wide association study,
GWAS) je dokumentovalo znacajnu asocijaciju IgAN sa MHC ukazujuéi na jasnu imunski posredovanu



osnovu IgAN. Meta analiza GWAS podataka u kineskoj i evropskoj populaciji je identifikovala tri nova
lokusa podloznosti za IgAN: FCRL3, DUSP22, IRF4 1 PADI4 (7). FCRL3 je gen koji reguliSe aktivnost
B-limfocita. DUSP22 kodira enzim koji smanjuje aktivnost MAPK signalnog puta i time kontrolise
prekomernu aktivaciju T-limfocita, dok je IRF4 je transkripcioni faktor kljucan za razvoj i funkciju T i
B limfocita. Gen PADI4 kodira enzim koji vr$i citrulinaciju proteina i menja njihovu strukturu i
imunogenost. Ovi nalazi dodatno potkrepljuju znacaj imunskog odgovora u patogenezi I[gAN.

Sinteza IgA je olakSana prisustvom faktora aktivacije B-¢elija (B cell activating factor, BAFF) i
liganda koji indukuje proliferaciju (a proliferation-inducing ligant, APRIL) (7). Lokus TNFSF13 koji
kodira APRIL bio je kod Han Kineza povezan sa razvojem IgAN (7). Terapije koje ciljaju ovaj put u
IgAN izgledaju obecavajuce, i primena nekoliko njih je u toku (7). Meta analiza 45 studija u periodu od
2000. do 2021. sa 28.994 zdravih ljudi naspram 20.600 pacijenata sa IgA nefropatijom pokazuje
povezanost IgAN sa polimorfizmima u genima TGFBI1, IL-1B, IL-18 1 TLRI (27). Ovo istrazivanje je
potvrdilo da su geneticke varijante povezane sa imunoloskim i inflamatornim odgovorom u osnovi I[gAN.

Delecija gena CFHR1 i CFHR3 gena (CFHR3-1D) predstavlja protektivni faktor za razvoj IgAN,
posebno u evropskoj populaciji (28). Geni CFHRI i CFHR3 sintetiSu proteine slicne faktoru H sistema
komplementa. Alel CFH rs6677604 [A] je bio u neravnotezi vezanosti sa CFHR3-1D. Pacijenti sa alelom
156677604 [A] imaju viSe nivoe regulatornog proteina komplementa CFH i nizi nivo C3a komponente
komplementa (7). Dakle, opisani polimorfizam smanjuje aktivnost alternativnhog puta sistema
komplementa te protektivno deluje na razvoj glomerularne inflamacije sprevacaju¢i mezangijalno
talozenje imunskih kompleksa.

Dve GWAS studije su lokalizovale polimorfizme u genima C/GALTI i CIGALTICI kao faktore
podloznosti za nastanak IgA nefropatije (7). Gen CIGALTI kodira jezgro 1 betal,3-
galaktoziltransferaze, klju¢nog enzima odgovornog za dodavanje galaktoze teskom lancu IgAl.
CIGALTICI kodira transmembranski protein koji je slican produktu koji kodira C1GALTI1 (29).
Poznato je da su IgA1 aberantno glikozilirani kod pacijenata sa IgAN, posto na IgA1 O-vezanom glikanu
nedostaje deo galaktoze. Studije su pokazale da C1IGALTI i CIGALTIC1 lokusi mogu da objasne oko
7% varijabilnosti u cirkulaciji Gd-IgA1 u evropskim populacijama.

GWAS studija sprovedena na ispitanicima pretezno evropskog porekla ukazala je na signal
povezanosti IgAN sa tri nova lokusa VAV3, CARDY i ITGAM-ITGAKS (30). Svi ovi geni su neophodni
za odrzavanje epitelne barijere creva i regulaciju imunskog odgovora sluzokoze, $to ukazuje na kriti¢ne
korake u patogenezi IgAN. Klaster DEFA gena kodira a-defenzine koji su antimikrobni peptidi ukljuceni
u odbranu povrsine sluzokoze 1 odrzavanje crevne homeostaze.

1.5.2. MEMBRANOZNI GLOMERULONEFRITIS

Membranozni glomerulonefritis ili membranozna nefropatija (MN) je prvenstveno bolest
sredovecnih 1 starijih odraslih osoba. Priblizno 75% slu¢ajeva MN kod odraslih ¢ini primarna MN (7),
ali moze se javiti sekundarno u sklopu infekcije (npr. hepatitisa B i C), tumora, sistemskih bolesti
vezivnog tkiva ili kod upotrebe nekih lekova (npr. zlata i1 penicilamina, ali i nesteroidnih
antiinflamatornih lekova) (2; 31).

Bolest se javlja Sirom sveta i medu razli¢itim rasama (32). Incidencija MN je 1,2 na 100 000
stanovnika u odrasloj populaciji (3). Muskarci su u dvostruko veéem riziku da dobiju bolest.

Spekulise se da povecanje ucestalosti MN moze biti povezano sa zagadenjem Zivotne sredine
(33). Bubrezi su narocito podlozni oStecenju usled toksina, jer se u ovom organu oni akumuliraju pri
filtraciji. Velika kohortna studija koja je ukljucila dva miliona americ¢kih veterana pokazala je da je
dugoroc¢no izlozenost PM2,5, PM10, azot-dioksidu i ugljen-monoksidu faktor rizika za MN.

Oko 70-80% pacijenata bele rase sa primarnom MN ima autoantitela klase IgG4 a rede IgG3 na
receptor fosfolipaze-A2 (PLA2R) (34; 35). Ova antitela se mogu detektovati u vidu imunskih kompleksa



na glomerularnim podocitima i u vidu subepitelnih imunskih depozita i mogu dovesti do aktivacije
sistema komplementa (34; 36; 37). Titar ovih antitela je povezan sa aktivnos¢u bolesti i1 prediktor je
prognoze i odgovora na terapiju (38; 39; 40; 41; 42). Smanjenje titra antitela tokom leenja ¢esto prethodi
redukciji proteinurije (43) Sto predstavlja dobar rani biomarker odgovara na terapiju. Sve ovo svrstava
MN u jasno definisanu grupu autoimunih bolesti. Medutim, antitela na PLA2R se nekada mogu javiti i
kod sekundarnih MN. Rede (2-3%) se kod pacijenata sa MN nalaze antitela na trombospondin tip-1
domen koji sadrzi 7A (THSD7A) (44; 32). Druga antitela potencijalno vazna za nastanak MN se stalno
prijavljuju, ali je nepoznat njihov patogenetski znacaj. Pojedine studije pokazuju da MN kod dece
povezan sa Sema3B antitelima (45).

Bolest se ¢esto manifestuje kao nefrotski sindrom sa ili bez smanjenja brzine glomerularne
filtracije. MN je vazan uzrok nefrotskog sindroma, ali redak uzrok hroni¢ne bubrezne insuficijencije (7).
Spontana remisija se javlja kod do tre¢ine pacijenata sa MN posle prose¢no 14 meseci, ¢ak i ako je
pocetna prezentacija u vidu masivne proteinurije (46). Ovaj podatak opravdava stav nekih nefrologa koji
cekaju Sest meseci pre nego Sto se odlue za imunosupresivnu terapiju. Naravno, ako je smanjenje
glomerularne filtracije brzo ili je Zivot pacijenta ugrozen zbog komplikacija nefrotskog sindroma, terapija
se uvodi ranije (47). Pacijenti koji su negativni na PLA2R ili THSD7A autoantitela pokazuju veliku
verovatnocu spontane remisije, ali treba da se isprate u pogledu maligniteta kao i svi drugi pacijenti sa
MN (48). Najcesce se srece karcinom pluca i kolona (31). Rizik od tromboembolije kod pacijenata sa
nefrotskim sindromom je visok (2).

Biopsija bubrega viSe nije potrebna da se potvrdi dijagnoza MN kod pacijenata sa nefrotskim
sindromom i pozitivnim PLA2R antitelima (8; 49). Ipak, biopsija bubrega daje vazne dodatne informacije
¢ak 1 u ovom slucaju. Kod dece se obi¢no ne radi biopsija bubrega u slu¢aju pojave nefrotskog sindroma,
jer se pretpostavlja da imaju bolest sa minimalnim promena koja ¢e dobro reagovati na kortikosteroide
(tzv. nefrotski sindrom osetljiv na steroide) (8). Pacijenti koji su rezistentni na ovu terapiju, trebalo bi da
se podvrgnu opseznijoj dijagnostici, ukljucujuci biopsiju bubrega i geneticko testiranje. Nalaz PLA2R
antitela na podocitima na patohistoloSkom nalazu bubrega moze pomoc¢i u postavljanju dijagnoze
membranoznog glomerulonefritisa.

1.5.2.1. GENI POVEZANI SA MEMBRANOZNIM GLOMERULONEFRITISOM

Rezultati tri velike studije asocijacije u celom genomu (GWAS) kod evropskih pacijenata sa
patohistoloSki dokazanom MN objavljeni su 2011. godine (7; 50; 51). Ova istrazivanja konzistentno
pokazuju da su polimorfizmi u genu koji kodira podocitni antigen PLA2R1 i u genu HLA-DQA I udruzeni
sa pojavom MN (Slika 1.2).
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Slika 1.2. Geni kandidati povezani sa membranoznim glomerulonefritisom

Zelene kucice: funkcija proteina. Plave kucice: geni povezani sa odredenom kategorijom proteina.

Rezultati su uspesno replicirani u studiji iz 2017, a pokazano je da je HLA-DQA varijanta bila u
znacajnoj vezi i sa lupus nefritisom, hronicnom boles¢u bubrega kod dijabetes melitusa tipa 1 1 kod
fokalne segmentne glomeruloskleroze (52). Prisustvo kombinovanih alela rizika u genu HLA-DQAI i
PLAZ2R povecava rizik od primarne MN do 80 puta kod belaca i do 30 puta kod Han Kineza (50; 53).
HLA kodira proteinske receptore koji olakSavaju interakciju tokom procesa prezentacije antigena, $to
doprinosi da T-¢elije podstaknu proizvodnju anti-PLA2R antitela koja su povezana sa MN (53). Kod
bele populacije je i prisustvo varijanti u genima HLA-DRB3 i DRBI bilo povezano sa MN (32; 54; 33).

Najveca multinacionalna GWAS za primarni MN ukljucila je 12 820 pojedinaca (3782 obolelih
19038 zdravih kontrola) azijskog i evropskog porekla. Studija je pokazala dva nova lokusa povezana sa
MN, koji kodiraju proteine znacajne za urodeni imunitet - NFKBI 1 IRF4 (54). Gen NFKBI kodira
aktivnu podjedinicu NF-kB koja se vezuje za regulator transkripcije koji se aktivira citokinima,
stimuliSu¢i zapaljenski odgovor. Uocena varijanta rs9405192 se nalazi uzvodno od gena /RF4, koji
kodira transkripcioni faktor koji reguliSe interferonom stimulisane gene. Ove varijante uz varijante u
HLA lokusima ¢ine skoro jednu tre¢inu rizika od MN ukazujuéi na jaku geneti¢ku osnovu bolesti (54).
Ovo otkrice takode sugeriSe da su NF-kB i interferonski putevi moguée mete za razvoj lekova za MN.

Polimorfne varijante u genima /L-4 1 IL-10 su takode povezane sa patogenezom MN (55). IL-4
je citokin koji proizvode aktivirane T ¢elije 1 mastociti. IL-10 prvenstveno proizvode Th2 ¢elije koje
imaju imunoregulatornu ulogu tako §to inhibiSu makrofage (56).

1.53. BOLEST SA MINIMALNIM PROMENAMA | FOKALNA SEGMENTNA
GLOMERULOSKLEROZA

Najverovatnije je da su bolest sa minimalnim promenama (BMP) i fokalna segmentna
glomeruloskleroza (FSGS) deo spektra jedne iste bolesti te da BMP predstavlja najblazu, a FSGS najtezu
prezentaciju oboljenja (2). BMP je najces¢i uzrok nefrotskog sindroma u detinjstvu (sa 10-50 obolelih
na 100 000 stanovnika), ali se moze javiti i kod odraslih (2; 32). U de¢joj populaciji bolest ¢es¢e pogada
decake nego devojcice (2:1), a ovaj odnos nestaje kod odraslih i priblizava se odnosu 1:1 (57).
Afroamerikanci pokazuju povecan rizik od razvoja FSGS u poredenju sa drugim populacijama (58).



FSGS moze biti primarna, sekundarna i geneticki uslovljena. PredloZzena nova klasifikacija FSGS
(8) eliminiSe raniji termin idiopatska FSGS 1 koristi termin primarna FSGS ako je bolest verovatno
uzrokovana jo$ neidentifikovanim toksi¢nim faktorom. Novi sistem dodaje kategoriju FSGS
neutvrdenog uzroka. Ovi pacijenti imaju FSGS leziju na biopsiji bubrega, ali nemaju prepoznat uzrok
FSGS ili nemaju klini¢ke karakteristike primarnog FSGS. Sam termin FSGS patolozi ¢esto koriste da bi
oznacili postojanje oziljka na glomerulu, koji se moZe javiti nakon bilo koje bolesti bubrega (2).
Sekundarni oblici se javljaju u sklopu atopije ili maligniteta, posebno limfoma. Pojedini oblici FSGF
povezani su sa glomerularnom hiperfiltracijom i hipertrofijom, recimo kod gojaznosti ili kod smanjene
mase nefrona (usled urodenog ili jatrogenog nedostatka znacajne bubrezne mase) (2). Kona¢no, FSGS
moze biti posledica toksi¢nih efekata lekova (npr. anabolickih steroida) ili virusne infekcije (poput HIV)
(2; 59).

Razmatran je i moguéi geneticki uzrok bolesti zbog agregacije u pojedinim porodicama (60).
Cetiri gena (NHSPI, NHSP2, VT1 i LAMB?) objasnjavaju 75% BMP kod dece. Svi ovi geni su ukljuéeni
u funkcionisanje podocita. Sva deca koja imaju nefrotski sindrom u prvoj godini Zivota imaju uzrocne
varijante u ovim genima (61). Ove forme FSGS se nasleduju autozomno recesivno (62; 63; 64). Geneticki
uzroci autozomno dominantnih formi FSGS su uzro¢ne varijante u genima ACTN4, INF2, TRPC6 i
genima za kolagen 4 (COL4A43-5). Ovi geni su glavni uzrok FSGS u populaciji odraslih
neafroamerikanaca (7; 65; 66). Pojedini autori predlazu geneticku analizu kod odraslih pacijenata sa
FSGS, ne samo kod dece, narocito ako postoji rezistencija na steroide (67; 68). U jednom istrazivanju u
porodicama sa nefrotskim sindromom rezistentnim na steroide koji po€inje pre 25. godine, monogenska
bolest je otkrivena kod 526 (30%) od 1783 pacijenata (69). Prisustvo uzro¢nih varijanti u svim gore
navedenim genima utice na disorganizaciju podocita sa o§te¢enjem glomerularne membrane.

U osnovi patogeneze ove bolesti je oStecenje 1 posledi¢ni gubitak podocita. Drugi centralni
dogadaj je aktivacija parijetalnih epitelnih ¢elija Boumanove kapsule, koje migriraju na glomerularni
Cuperak gde zamenjuju ili izmestaju podocite (70). Parijetalne ¢elije, za razliku od podocita, nisu u stanju
da proizvedu dovoljnu koli¢inu vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) §to izaziva endotelne
probleme, sa oSte¢enjem kapilara i nastankom oziljka (71). Nefrin, klju¢ni protein koji je neophodan za
odrzavanje glomerularne membrane je najznacajniji kandidat za patologiju BMP. Pregled biopsija
bubrega je pokazao gubitak nefrina u 34% uzoraka, §to je povezano sa manjom verovatno¢om remisije
(72). Imune celije igraju ulogu u patologiji BMP, pri ¢emu su T ¢elije, B ¢elije i disfunkcionalne T
regulatorne ¢elije identifikovane u humanom i animalnom modelu bolesti (73).

Bolest se obi¢no prezentuje kao nefrotski sindrom, najces¢e iznenadnog pocetka. Pacijenti imaju
znacajnu proteinuriju (32).

Biposija bubrega nije neophodna kod dece, ali je neophodna kod odraslih sa BMP (8). Na
histoloSkom nalazu nema znakova oStecenja glomerula i nema imunskih depozita (32). Na elektronskoj
mikroskopiji uocava se oStec¢enje prstastih produzetaka podocita (32).

Lecenje BMP i FSGS obi¢no podrazumeva primenu kortikosteroida. Produzeni tretman visokim
dozama leka potreban je kod FSGS (47). Pojedini pacijenti su rezistentni na kortikosteroide ili imaju
Ceste relapse bolesti. Osobe sa rezistentnom formom bolesti progrediraju ka hroni¢noj bubreznoj
insuficijenciji (7). Pacijenti sa genetiCkom formom bolesti ne odgovaraju na kortikoterapiju i kod njih se
rekurentno bolest ne javlja nakon transplantacije (7). Zato je vazno na vreme utvrditi uzrok FSGS.

1.5.3.1. GENI POVEZANI SA PODLOZNOSCU ZA RAZVOJ BOLESTI SA MINIMALNIM
BUBREZNIM PROMENAMA [ FOKALNE SEGMENTNE GLOMERULOSKLEROZE

Pored gore navedenog autozomno recesivhog 1 autozomno dominantnog mehanizma
nasledivanja, kod pojedinih pacijenata sa primarnom FSGS identifikovani su geni podloZnosti za razvoj
bolesti (Slika 1.3). Najbolje prouceni gen je APOLI, koji kodira apolipoprotein L1 (7). Povezanost



varijanti u ovom genu znaja¢no povecava rizik od FSGS kod Afroamerikanaca. (74; 75; 76; 77; 78),
ukljucujuéi G1 1 G2 varijantu. Ove varijante su nastale kao protektivni mehanizam za zastitu od africke
tripanozomijaze (79). Izmenjeni APOL1 protein utice na mitohondrijalnu funkciju, aktivaciju
inflamazoma i izmenjen endolizozomski trafiking $to uzrokuje citotoksi¢nost i posledi¢no funkcionalno
1 strukturno oSte¢enje podocita (79). Visokorizicni APOL1 genotip ne samo da je povezan sa razvojem
FSGS ve¢ i sa nastankom hipertenzivne nefropatije, nefropatije povezane sa HIV i sa lupus nefritisom,
kao 1 sa razvojem bubrezne insuficijencije (7; 80; 81; 82; 83). Zato se u poslednje vreme govori o APOL1
spektru bolesti (84).

U populaciji dece afroamerickog porekla sa FSGS, pored gena APOLI, uocena je povezanost
bolesti sa genima koji su ve¢ opisivani kod odraslih sa bolestima bubrega, poput ALMS!I i FGFR4 (58).
Pored toga, opisani su i novi funkcionalno relevantni geni, uklju¢uju¢i GRB2 (koji kodira protein koji
promovise strukturu podocita kroz polimerizacija aktina) i /TGBI (koji je povezan sa reparacijom
bubrega). Rezultati ukazuju i na veliku ulogu gena imunskog sistema poput HLA-DRBI alela i gena
PTPRJ, koji igra ulogu u signalizaciji recepora T-Celija (58).

Fokalna segmentna glomeruloskleroza

.

Geni povezani sa

Geni podloznosti Mendelijanskim
nasledivanjem
Proteini Proteini
Proteini glomerularne Proteini dijafragme
podocita bazalne citoskeleta sa
membrane prorezima
APOL] COL4A43 ACTN4 NPHS1
COL4A44 INF2 NPHS?2
COL4A45 ANLN PLCEI
MYOIE CD24P
MYH9 LXM1B
TRPC6

Slika 1.3. Geni povezani sa fokalnom segmentnom glomerulosklerozom

Zelene kucice: funkcija proteina. Plave kulice: geni povezani sa odredenom kategorijom proteina.



1.5.4. MEMBRANOPROLIFERATIVNI GLOMERULONEFRITIS

Membranoproliferativni glomerulonefritis (MPGN) je morfoloski obrazac bubreznog ostecenja u
kontekstu aktivacije komplementa i taloZzenja imunskih kompleksa i strogo govore¢i nije posebna bolest
(2; 13). Termin ¢e se verovatno potpuno ukinuti tokom vremena zbog razvoja nomenklature, koja je vise
odredena uzrocima.

Prema etiologiji MPGN moze biti primarni i sekundarni. Oko cetvrtine pacijenata sa ovom
boles¢u u osnovi ima hepatitis B ili C, a druga Cetvrtina monoklonsku gamapatiju ili limfom (85). Odrasli
sa MPGN najces¢e imaju sekundarnu formu bolesti (13). Klasi¢na histopatoloska klasifikacija bolest deli
na tri tipa. MPGN tipa 1 se karakteriSe slabim talozenjem C3 ili nepravilnim obrascem talozenja Ig (32).
Postao je retka bolest u vecini razvijenih zemalja (2). Pomenuta klasifikacija ukljucivala je i MPGN tipa
2 (bolest gustih depozita na elektronskoj mikroskopiji, pretezno ili uglavnom deponovanje C3) i MPGN
tipa 3 (sa malo depozita).

Nova terminologija predlaze razlikovanje dva tipa MPGN - jednog posredovanog
imunoglobulinima i drugog posredovanog komplementom (2; 86). MPGN posredovan komplementom
naziva se 1 C3 glomerulopatija, jer se karakteriSe pove¢anom aktivnoS¢u alternativnog puta
komplementa. C3 glomerulopatija ukljucuje bolest gustih depozita i C3 glomerulonefritis kod kog
postoje depoziti ali su normalne gustine (87; 88; 89; 90). U poredenju sa pacijentima sa C3
glomerulonefritisom, oboleli sa boles¢u gustih depozita su obi¢no mladi, imaju nize koncentracije C3 u
serumu, opseznije oSte¢enja bubrezne funkcije 1 veéi rizik od smanjenja brzine glomerularne filtracije
(91). U jednom istrazivanju geneticka analiza omogucila je identifikaciju uzrocnih mutacija koje leze u
osnovi C3 glomerulonefritisa u 13 (43%) od 30 slucajeva (92). Kod pacijenata se najces¢e nalaze
mutacija faktora H komplementa (CFH), ali i fakotra B, I i FH (93; 94). Sporadi¢na forma MPGN
povezana je sa HLA lokusom, ukljucujuéi haplotipove DQA1*05:01, DQB1*02:01 i DRB1*03:01 (95).

C3 glomerulopatija se javlja sa incidencijom od 1-3 pacijenta na milion stanovnika. Iako je
prisutna u starijoj populaciji, ¢eS¢e se nalazi u detinjstvu i adolescenciji (96).

Smernice preporucuju kombinovani tretman C3 glomerulopatije kortikosteroidima i mikofenolat
mofetilom ili ciklofosfamid kod pacijenata sa nefrotskim sindromom sa progresivnim smanjenjem brzine
glomerularne filtracije (2). Prognoza C3 glomerulopatije je losa i bolest se vraca i posle transplantacije
bubrega kod oko 60-70% pacijenata sa C3 glomerulonefritisom i vise od 90% kod onih sa boles¢u gustih
depozita (97).

1.5.5. RETKE FORME PRIMARNOG GLOMERULONEFRITISA

Pedijatrijski nefrotski sindrom osetljiv na steroide (pSSNS) ima incidenciju 1 do 17 slu¢ajeva na
100 000 dece i javlja se uglavnom na jugu Azije (98; 99). Bolest daje masivnu proteinuriju i poveéava
rizik od tromboembolije, sepse i moze progredirati do hroni¢ne bolesti bubrega (3; 100). Bolest se ¢ak
moze javiti ponovo i u alograftu nakon transplantacije (80). Pacijenti koji su imali pSSNS u detinjstvu
mogu imati kasnije relapse bolesti u odraslom dobu (74). Prethodne studije asocijacije na nivou genoma
identifikovale su lokus rizika u regionu HLA klase II i dodatne lokuse van HLA koji su ukljuceni u
imunski odgovor, kao i varijante u genima NPHS1 i TNFSF15 (58; 101).

Bolest sa antitelima na antigene glomerularne bazalne membrane pogada sve starosne grupe.
Stariji pacijenti obi¢no imaju blazu bolest. Bolest se razvija kao rezultat konformacionih promena u
a3NCl1 i a5NC1 podjedinicama kolagena IV uzrokovanim antitelima (2; 102; 103; 104). Ova bolest se
moze javiti kao striktno bubrezna bolest ili udruzeno sa krvarenjem u plu¢ima (Goodpasture-ova bolest).
Lecenje bolesti membrane treba zapoceti $to pre, koriste¢i kortikosteroide, ciklofosfamid i plazmaferezu
(2; 47).
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Clgq nefropatija je uzrokovana mezangijalnim ili glomerularnim kapilarnim naslagama Clq (2).
Klinicka slika se kre¢e od minimalnog nalaza u urinu do nefrotskog sindroma (105). Histoloski nalaz ide
od bolesti minimalnih promena, preko FSGS do glomerulonefritisa sa imunskim kompleksima. Pacijenti
sa nalazom FSGS mogu dospeti na dijalizu.

Fibrilarni glomerulonefritis je bolest nepoznatog uzroka povezana sa malignitetima,
paraproteinemijom i drugim autoimunom bolestima (106). Proteinurija je ¢esto nefrotskog ranga (2).
Polovina pacijenata napreduje do zavr$nog stadijuma bubrezne bolesti, sa ¢estim recidivom bolesti ¢ak i
nakon transplantacije. Ne zna se da li imunosupresija i rituksimab uti¢u na tok ove bolesti (107).

1.5.6. LUPUS NEFRITIS

Lupus nefritis (LN) je autoimuna bolest koja je devet do deset puta ¢eS¢a kod Zena nego
muskaraca (32). Uglavnom se javlja u reproduktivnom periodu. Azijati i Afroamerikanci imaju veci rizik
da razviju LN u poredenju sa belcima.

Klinicke manifestacije LN su Cesto suptilne i najéesce se otkrivaju pregledom urina (108). Stoga,
sve pacijente sa sistemskim eritemskim lupusom (SLE) treba testirati na zahvaéenost bubrega pri
pocetnom postavljanju dijagnoze i najmanje jednom godiSnje nakon toga, ¢ak i ako nemaju simptome
bolesti bubrega. Procena je jednostavna i trebalo bi da ukljucuje analizu urina i merenje funkcije bubrega,
prvenstveno koncentraciju kreatinina u serumu i procenjenu brzinu glomerularne filtracije.

Klini¢ki prag za izvodenje biopsije bubrega nije dobro definisan, ali predlaze se izvodenje
biopsije ako je proteinurija >500 mg/dan, sa ili bez drugih klinickih abnormalnosti, ili bilo koji nivo
proteinurije ili hematurije sa oSte¢enom funkcijom bubrega, koji se ne moze pripisati drugom uzroku.

Svi aktuelni Siroko prihvacéeni rezimi lecenja LN ukljucuju visoke doze kortikosteroida za brzu
kontrolu zapaljenskog procesa i mikofenolat mofetil ili ciklofosfamid (47; 109). Svi pacijenti (osim ako
ne postoje kontraindikacije) treba da budu leceni i antimalarikom. Imunosupresivi visokog intenziteta se
daju tokom prvih 3—6 meseci, a zatim se zamenjuju mikofenolat mofetilom (ili nizom dozom mikofenolat
mofetila ako je koriS¢en za indukciju) ili azatioprinom da bi se odrzala imunosupresija.

1.5.6.1. GENI POVEZANI SA LUPUS NEFRITISOM

Studije geneticke asocijacije su identifikovale preko pedeset polimorfizama u genima, koji mogu
biti u osnovi patogeneze LN (110). Ovi geni su ukljuceni u puteve povezane sa programiranom ¢elijskom
smréu i imunoloskim klirensom ostataka nakon celijske smrti. Niz polimorfizama povezan je sa svim
fazama imuniteta, od urodenog imuniteta do adaptivne faze imunskog odgovora (32).

HLA polimorfizmi su bili prvi geneticki faktori povezani sa LN. Aleli DR15 i DR3 su faktori
rizika za razvoj LN, a DR4 1 DR11 protektivni faktori (32). Geni znacajni za interferonsko signaliziranje
su takode povezani sa LN, ukljucujuci gene IFNG, STAT4 i BANK]I (32). Ovaj put je znacajan jer vodi
do sazrevanja Thl ¢elija koje su vazne efektorske ¢elije kod LN (32). Smanjena produkcija IFN inhibise
razvoj Th1 ¢elija i1 ide u pravcu predominacije Th2 ¢elija, koje nadalje produkuju IL4 i posredno IgG4
antitela koja se mogu deponovati u mikrocirkulaciji i bazalnoj membrani glomerula §to moZze dovesti do
pojave MN (32).

1.5.7. GLOMERULONEFRITIS U SKLOPU HENOCH-SCHONLEIN-OVE PURPURE

Henoch-Schonlein-ova purpura (HSP) je sistemski IgA vaskulitis uzrokovan talozenjem imunih
kompleksa i aktivacijom komplementa u malim krvnim sudovima, ukljucuju¢i bubrezne glomerule
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(111). Radi se o reakciji hipersenzitivnosti. Klinicka prezentacija IgA vaskulitisa klasi¢no ukljucuje
kombinaciju koznog vaskulitisa, artritisa, gastrointestinalnih i bubreznih simptoma, a pacijenti mogu
imati relapsno-remitentni tok bolesti. Retke varijante mogu zahvatiti pluca ili centralni nervni sistem
(CNS) ili biti ogranicene na kozu (purpura) ili bubrege (IgA nefropatija).

Oko 90% slucajeva IgA vaskulitisa javlja se kod dece izmedu 3. i 15. godine, sa prose¢nom
staroS$¢u obolelih od 6 godina (112; 113). IgA vaskulitis je naj¢es¢i sistemski vaskulitis, sa procenjenom
globalnom incidencom u 2019. od 3-27 na 100 000 (111; 112). U populacionoj studiji u Velikoj Britaniji,
godisnja incidencija je bila priblizno 20 na 100 000 kod dece mlade od 17 godina (114). U SAD, godiSnja
incidenca IgA vaskulitisa je priblizno 3-27 slucajeva na 100 000 kod dece i odojcadi (112). Na severnoj
hemisferi, [gA vaskulitis se javlja uglavnom izmedu novembra i januara zbog ucestalosti respiratornih
infekcija.

Kada je klinicka slika tipi¢na, klinicki nalazi palpabilne purpure bez trombocitopenije ili
koagulopatije i dve ili tri preostale klinicke karakteristike: artritis ili artralgija, bol u stomaku i bubrezna
bolest upucuju na dijagnozu IgA vaskulitisa (112; 115). Nivoi IgA u serumu su povecani kod 50-70%
pacijenata sa IgA vaskulitisom, a visoki nivoi su povezani sa IgA nefropatijom (116; 117). Nalazi iz
rutinskih testova krvi mogu biti nespecifi¢ni, zbog Cega je biopsija sa histopatologijom, koja pokazuje
leukocitoklasti¢ni  vaskulitis, pretezno u postkapilarnim venulama, 1 imunohistohemija ili
imunofluorescencija na IgA od suStinskog znafaja za dijagnozu. Imunohistohemija 1
imunofluorescencija mogu da identifikuju IgA imune komplekse.

Biopsija bubrega se moze uraditi ako je dijagnoza nejasna ili postoje klini¢ki dokazi zahvacenosti
bubrega. Svetlosna mikroskopija IgA nefropatije moZe da varira od mezangijalne proliferacije do teskog
polumesecastog glomerulonefritisa (118; 119). Imunofluorescencija pokazuje IgA, C3, fibrin, 1gG i,
rede, IgM u bubreznim glomerularnim kapilarama i mezangijalnim ¢elijama. Elektronska mikroskopija
takode moze pokazati subepitelne i mezangijalne naslage koje se protezu u subendotelna podrucja.

1.5.7.1. GENI POVEZANI SA GLOMERULONEFRITISOM U SKLOPU HENOCH-SCHONLEIN-
OVE PURPURE

Geneticke epidemioloske studije su pokazale da su polimorfizmi u genima HLA lokusa i genima
imunskog sistema povezani sa IgA vaskulitisom (120; 121; 122). Najznacajnija asocijacija HSP je
uocena sa alelila HLA-DRB1 01, HLA-DRB1 07 i HLA-DRBI1 11 (123; 124). Identifikovane su i
asocijacije sa polimorfizmima u genima koji kodiraju endotelnu sintazu azot oksida (eNOS), interleukin-
18 (IL-18) 1 enzim koji konvertuje angiotenzin (ACE) (115; 125). Ucestalost polimorfizma rs6677604-
A u genu koji kodira H komponentu komplementa veca je kod pacijenata sa HSP u odnosu na opstu
populaciji (101).

1.6. GENI POVEZANI SA HRONICNOM BUBREZNOM BOLESCU

Hroni¢na bubrezna bolest (HBB) se definise kao trajno oStecenje strukture i/ili funkcije bubrega
(84; 126). Kriterijumi za postavljanje dijagnoze HBB su smanjenje procenjene brzine glomerularne
filtracije (¢GFR) na <60 ml/min/1,73 m?, prisustva proteinurije sa odnosom albumin — kreatinin >30
mg/g i/ili prisustvo abnormalnosti uoene snimanjem ili patohistologijom (84; 126). HBB postaje sve
veci problem usled rastuce incidencije i prevalencije Sirom sveta (127). HBB moze napredovati do
terminalne bubrezne bolesti (TBB), koja zahteva dijalizu ili transplantaciju, a takode je udruzena sa
metaboli¢kim poremecajima i povecava rizik od kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta (128; 129).
HBB je jedan od vodecih uzroka smrti (130) i pokazuje jedan od najvecih porasta mortaliteta koji se
moze pripisati bolesti u poslednjoj deceniji (131). Glomerulonefritisi mogu progredirati ka HBB i TBB.
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Kao $to ¢esto nije poznat uzrok samih primarnih i sekundarnih BG, tako su nejasno definisani i
faktori koji dovode do progresije BG u TBB kod pojedinih osoba, dok kod drugih postoji samo blag
poremecaj bubrezne funkcije, minimalna proteinurija i/ili mikrohematurija (2). Smatra se da su
prognosticki faktori loSeg ishoda gojaznost, arterijska hipertenzija, dijabetes melitus i puSenje duvana,
ali je znacaj ovih faktora oc¢ekivano veéi kod odraslih u odnosu na pedijatrijsku populaciju. Jedna od
znacajnijih studija je studija kohorte hroni¢ne bubrezne insuficijencije (CRIC) - tekuca, viSecentri¢na,
longitudinalna studija koja obuhvata od skoro 5500 odraslih sa HBB u Sjedinjenim Drzavama (132).
Potencijalni faktori rizika su grupisani u Sest kategorija: (1) sociodemografski i ekonomski (pol,
rasa/etnicka pripadnost i nefroloSka nega); (2) ponasanje (zdrav nacin zivota, ishrana i spavanje); (3)
geneticki (apoL1, geni iz studija asocijacije na nivou genoma i geni renin angiotenzin aldosteronskog
sistema); (4) kardiovaskularni (atrijalna fibrilacija, hipertenzija i vaskularna rigidnost); (5) metabolicki
(faktor rasta fibroblasta 23 i oksalat u urinu); i (6) novi faktori (akutna bubrezna povreda i biomarkeri
povrede bubrega). Podaci ukazuju da kod odraslih, a posebno kod dece, znacajnu ulogu igra geneticka
predispozicija (2; 84; 133).

Visokorizi¢ni pacijenti sa glomerulonefritisom koji idu ka HBB su obi¢no oni sa arterijskom
hipertenzijom, klini¢ki znac¢ajnom proteinurijom (tj. >1 g/dan kod onih sa IgA nefropatijom ili >3,5 g/dan
kod onih sa ostalim formama glomerulonefritisa), smanjenom procenjenom brzinom glomerularne
filtracije 1 patohistoloskim prisustvom skleroze i fibroze (2). Proteinurija koja se odrzava preko 6-24
meseci je mocan prediktor loSeg ishoda.

Geni koji definiSu HBB se uglavnom ne preklapaju sa onima koji su identifikovani kao geni
podloznosti specificnih bubreznih bolesti koje vode u HBB (84). Dosadasnja istrazivanja identifikuju
dve razli¢ite grupe gena u kojima odredene varijante mogu dati podloZznost za obolevanje od HBB (134;
135). Studije asocijacije u ¢itavom genomu (GWAS) pokazuju da je vise od 50 genskih lokusa udruzeno
sa ja¢inom glomerularne filtracije, nastankom hroni¢ne bubrezne bolesti i TBB (134; 136).

Prva grupa su geni koji kodiraju proteine bubrega, gde se u studijama konzistentno izdvajaju
polimorfizmi u genima UMOD 1 SHROOM3 (SHROOM Family Member 3). Gen UMOD kodira protein
uromodulin (Tamm-Horsfall-ov protein), koji sintetiSu epitelne ¢elije ushodnog kraka Henleove petlje i
koji je najzastupljeniji protein u urinu coveka. On je najverovatnije protektivan za inflamaciju i infekciju
urinarnog trakta, kao i za nastanak bubreznih kamenaca (137). Mutacije u ovom genu daju retke
autozomno dominantne bolesti bubrega poput medularne cisti¢ne bolesti bubrega tipa 2, familijarne
juvenilne hiperuremijske nefropatije i glomerulocisti¢éne bolesti bubrega (138; 139; 140). Knock-out
UMOD misevi imaju za 63% nizi klirens kreatinina nego zdravi misevi (141). U GWAS studijama i
manjim studijama gena kandidata, pokazana je udruzenost polimorfizama u genu UMOD sa jacinom
glomerularne filtracije i nastankom hroni¢ne bubrezne bolesti razlicite etiologije kod kavkazoida
(polimorfizam rs12917707), azijata (polimorfizam rs11864909) i africke populacije (rs4293393) (134;
135; 142; 143). UMOD je pokazao jacu povezanost sa bubureznom funkcijom kod starijih osoba i efekat
varijanti u genu UMOD raste sa godinama (134).

Gen SHROOM3 kodira protein koji se vezuje za F-aktin i odrzava citoarhitekturu podocita.
Polimorfizmi u genu SHROOM3 povezani su sa jac¢inom glomerularne filtracije, HBB i TBB kod
kavkazoida (polimorfizam rs17319721), azijata (polimorfizam rs13146355) i Afroamerikanaca (135;
144; 145; 146). Knock-out SHROOM3 misSevi imaju glomerularne promene i patoloski izmenjene
podocite, a heterozigoti sa jednim neaktivnim alelom razvijaju bubreznu bolest u odraslom dobu (147).

Kombinovanjem medunarodnih podataka od preko 60000 pojedinaca identifikovana je varijanta
povezana sa bubreznom funkcijom u genu CUBN koji kodira protein kubilin (148). Kubilin posreduje u
ponovnom preuzimanju filtriranog albumina u proksimalnom delu tubula (149). Mutacije u ovom genu
mogu izazvati Imerslund-Grasbekov sindrom (takode poznat kao megaloblastna anemija tipa 1), koji je
udruzen sa proteinurijom.

Pored gore navedenih gena, preko 300 razli¢itih genskih lokusa je povezano sa funkcijom
bubrega, a najvazniji su dati u tabeli (150; 151). Meta-analiza studija asocijacije u celom genomu
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identifikovala je 23 znacajna lokusa za HBB, ukljucujuéi 17 verovatno relevantnih za funkciju bubrega
(SDCCAGS, LARP4B, DCDCI1, WDR72, UMOD-PDILT, MYO19, AQP4, NFATCI, PSD4, HOXDS,
NRIP1, SHROOM3, FGF35, SLC34A41, DAB2, UNCX 1 PRKAG?2).

Druga grupa polimorfizama se registruje u genima koji kodiraju proteine imunskog sistema.
Polimorfizmi rs1800871 1 rs1800896 u genu koji kodira interleukin 10 (IL10), koji je antiinflamatorni
citokin, mogu se povezati sa nastankom komplikacija bubreznih bolesti kod dece (136). Opisana je i
udruzenost polimorfizama gena za druge interleukine i faktore rasta sa nastankom hroni¢nih bubreznih
bolesti, ukljucujuéi polimorfizam rs8179190 u genu /L4, kao 1 rs1800469, rs1800471, rs1800470 u genu
TGFpI (152).

Studija pod nazivom Pedijatrijsko ispitivanje genetic¢kih faktora rizika povezanih sa progresijom
bolesti bubrega (PediGFR) je u toku (133); internacionalni tim istrazivac¢a sprovodi studiju asocijacije na
nivou genoma (GWAS).

1.7. PREDNOSTI I NEDOSTACI DS)SADASNJIH STUDIJA GENETICKE ASOCIJACIJE KOD
GLOMERULONEFRITISA I HRONICNE BUBREZNE BOLESTI

Dosadas$nja geneticka istrazivanja dovela su do znacajnih saznanja o patogenezi bolesti glomerula
i hroni¢nih bubreznih bolesti, ali mnoga pitanja i dalje ostaju otvorena. Razumevanje geneticke
predispozicije za bolesti bubrega predstavlja novi pristup u otkrivanju osnovnih patofizioloskih
mehanizama ovih bolesti, koji mogu olakSati razvoj ciljanih terapija (144). Pored toga, identifikacija
specificnih patofizioloSkih mehanizama pomaze da se definiSu homogenije podgrupe pacijenata (primer
je gen PLA2RI kod MN). Geni koji su povezani sa monogenskim bubreznim bolestima mogu biti 1 uzrok
pojedinih formi glomerulopatija ali i uzrok smanjene bubrezne funkcije (Slika 1.4). Takode, povremeno
se uocava da isti gen moze biti povezan sa glomerulopatijom i bubreznom insuficijencijom.

‘ broj gena preklapanje

O 3 ()O@  monogenska bolest
O = ©  eGRR

' O = O  ean

, o : ® m
Q @  ssns

® Q O  alb/ere.

Slika 1.4. Odnos gena koji izazivaju monogenske bolesti bubrega sa genima podloZnosti za razvoj
bubreznih bolesti

prilagodeno iz rada: Wuttke M, Kottgen A. Insights into kidney diseases from genome-wide association
studies. Nat Rev Nephrol 2016,12(9):549-62. (referenca 84)
eGFR — procenjena brzina glomerularne filtracije, IgAN — IgA nefropatija, MN — membranozni
nefritis, SSNS — nefrotski sindrom osetljiv na steroide, alb/cre. - odnos albumina i kreatinina u urinu
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Nedostatak dosadasnih studija koje ispituju geneticku osnovu nenaslednih bolesti bubrega je
nedovoljna analiza epigenetickih faktora, npr. metilacije, modifikacije histona, te mikro RNK (135).
Manje istrazeni bioloski faktori su i duzina telomera, mitohondrijska DNK, varijacije u broju kopija u
genima i genomu (153).

Vecina GWAS studija su fokusirane na odrasle, a ne na decu sa bubreznim bolestima te je
replikacija rezultata ovih velikih studija neophodna i u manjim kohortama pedijatrijskih bolesnika (133;
136). Narocito je nepoznato kako genski polimorfizmi uti¢u na tok hroni¢ne bubrezne bolesti kod dece,
tj. da li mogu biti prediktori razvoja bubrezne insuficijencije i razli¢itih komplikacija BG (84). Takode
je nejasno da li su sami genski polimorfizmi bolji prediktori ishoda bolesti, nego ve¢ poznati prediktori
poput jacine glomerularne filtracije u po€etnoj fazi, prisustva proteinurije i arterijske hipertenzije (2). Za
razliku od BG kod odraslih, koja se razvija veoma sporo i neprimetno, kod dece je pocetak bolesti jasniji
te uzorkovanje krvi na samom pocetku i analiza genskih polimorfizama moze znacajno uticati na
razumevanje toka bolesti (136). U tom smislu, analiza genskih polimorfizama kod dece mozZe rano uticati
na izbor ciljane terapije i na leCenje faktora rizika za progresiju bolesti, koji su podlozni terapiji, Sto
ukazuje na znacaj ovakvih ispitivanja. Ovo bi kona¢no moglo dovesti do boljeg krajnjeg ishoda bolesti i
boljeg kvaliteta Zivota kod dece obolele od BG i njihovih roditelja.

Nedostatak dosadasnjih istrazivanja je i ¢injenica da su ona cesto ukljucivala heterogene grupe
bolesnika sa glomerolonefritisom, hroni¢nom ili terminalnom bubreznom boles¢u razlicite etiologije.
Konac¢no, genski polimorfizmi mogu ¢esto biti specificni za odredenu rasnu ili etnicku pripadnost, a to
se odnosi i na polimorfizme koji se povezuju sa bubreznim bolestima (84; 135; 136). Oskudni su podaci
o genetickoj predispoziciji za nastanak i tok BG u populaciji Srbije i okolnim zemljama, kod dece i kod
odraslih.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

1.

Utvrdivanje ucestalosti genotipova i alela polimorfizma rs12917707 u genu UMOD,
rs17319721 u genu SHROOM3, rs1800871 1 rs3024505 u genu IL10, rs1800795 u genu /L6,
rs3212227 u genu IL12B, rs11209026 1 rs1800896 u genu /L23R, kao 1 rs361525 1 rs1800629
u genu TNFA kod dece obolele od bolesti glomerula 1 u uzorku iz zdrave populacije Srbije.

Analiza povezanosti navedenih genotipova i1 alela polimorfizama u genima UMOD,
SHROOM3, IL10, IL6, IL12B, IL23R i TNFA sa tezinom, ishodom i komplikacijama BG kod
dece.

Sekvenciranje celog egzoma kod pacijenata sa primarnim i sekundarnim bolestima glomerula
sa ciljem detektovanja genetickog uzroka bolesti.
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3. PACIJENTII METODE

3.1. PACIJENTI

Ovo istrazivanje je studija preseka sprovedena nakon dobijanja dozvole br. 1322/VII-48 Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu od 29.07.2020. Istrazivanje je sprovedeno na
Odeljenju za ispitivanje i leCenje bolesti bubrega i mokra¢nih kanala Pedijatrijske klinike Instituta za
zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢“ u periodu od 1. marta 2021. do 1. marta
2022. godine. Obuhvaceni su pacijenti koji su u ovom periodu bili hospitalizovani na Klinici ili su bili
pregledani u pedijatrijskoj nefroloskoj ambulanti Klinike, a nakon provere njihovih podataka iz
elektronske baze Heliant. Uklju€eni su pacijenti sa slede¢im formama BG, ¢ija je dijagnoza postavljena
na osnovu klini¢ke slike, laboratorijskih i patohistoloSkih nalaza: bolest sa minimalnim promenama na
glomerulima i fokalna segmentna glomeruloskleroza, membranozni glomerulonefritis, IgA nefropatija,
membranoproliferativni glomerulonefritis, sekundarni glomerulonefritis u sklopu Henoch-Schonlein-
ove purpure i u sklopu sistemskog eritemskog lupusa (lupus nefritis). Iskljuceni su pacijenti sa drugim
formama BG i pacijenti koji imaju pozitivnu porodi¢nu anamnezu na bolesti bubrega ili imaju dokazane
geneticke bolesti bubrega, kao i1 oni koji imaju BG ali uz prisustvo druge znacajne bolesti koja nije
povezana sa BG. Primarno je sakupljeno 85 pacijenata, ali je iz ove kohorte isklju¢eno 10 pacijenata koji
su imali sistemsku bolest vezivnog tkiva sa sumnjom na prisustvo BG, ali im je dijagnoza BG iskljucena
dopunskim nefroloSkim ispitivanjima. Roditelji tri pacijenta su odbili da njihova deca ucestvuju u
istrazivanju. Jedan pacijent je iskljucen, jer je genetiCkim ispitivanjem potvrdeno prisustvo jasne
geneticke bolesti — atipi€nog hemoliti¢ko-uremijskog sindroma. Konacan broj pacijenata ukljucen u ovo
istrazivanje bio je 71. Nakon potpisivanja informisanog pristanka od strane roditelja i/ili pacijenata,
pacijentima je uzorkovana krv za laboratorijske i geneticke analize.

Iz elektronske baze Instituta, prikupljeni su detaljni podaci o slede¢im sociodemografskim i
klini¢kim karakteristikama ispitanika: pol, uzrast na poc€etku bolesti i na pregledu, vreme proteklo od
pojave bolesti do dijagnoze, trajanje bolesti do pregleda, visina, teZina, indeks telesne mase u trenutku
postavljanja dijagnoze i na pregledu, primenjena terapija sa dozom i duZinom primene terapije, vreme
do remisije (farmakoloSke i potpune), broj relapsa bolesti, vreme do dijalize, vrsta primenjene dijalize,
trajanje dijalize, prisustvo udruZenih bolesti poput hipertenzije, vreme njihovog nastanka, trajanje i nacin
lecenja. Pracene su i laboratorijske analize iz istorija bolesti i ambulantnih kartona, kao i u trenutku
pregleda: krvna slika, glikemija, C-reaktivni protein, sedimentacija eritrocita, urea, kreatinin, klirens
kreatinina, procenjena brzina glomerularne filtracije, odnos koncentracije proteina i kreatinina u urinu,
prisustvo eritrocita u urinu, proteini i albumini u serumu i urinu, 24h proteinurija, elektroliti u serumu,
trigliceridi, holesterol i njegove frakcije, nivo paratireoidnog hormona i vitamina D.

3.2. MOLEKULARNO-GENETICKE ANALIZE
3.2.1. IZOLACIJA GENOMSKE DEZOKSIRIBONUKLEINSKE KISELINE

Svim pacijentima sa BG uzorkovano je 10ml periferne venske krvi u epruvete sa antikoagulansom
(EDTA) radi geneticke analize. Genomska dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) je izolovana iz uzorka
periferne krvi bolesnika upotrebom komercijalnog seta PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
SAD) prema upustvu proizvodaca.

Protokol za izolaciju genomske DNK iz periferne krvi podrazumeva sledece korake:

1. U tubu od 1,5 ml dodato je 20 ul proteinaze K, 200 pl periferne krvi i 20 pul RNaze A;
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2. Smesa je kratko vorteksovana i kratko centrifugirana (Centrifuge 5804 R, rotor FA-45-30-11,
Eppendorf, Nemacka);,

3. Potom je dodato 200 pul pufera za lizu, uzorak je kratko vorteksovan i inkubiran 10 minuta na
56°C;

4. Zatim je dodato 200 pl 99% etanola, uzorak je kratko vorteksovan i centrifugiran;

5. Potom je uzorak prenet u QIAamp mini spin kolonicu i centrifugiran 1 minut na 9700 rpm;

6. Nakon centrifugiranja kolonica je prebacena u Cistu kolektorsku tubicu od 2 ml;

7. Dodato je 500 pl pufera 1 u kolonicu, centrifugirano 1 minut na 9700 rpm, nakon toga
kolonica je prebacena u kolektorsku tubicu od 2 ml;

8. Potom je dodato 500 ul pufera 2 u kolonicu, centrifugirano 3 minuta na 13000 rpm, a nakon
toga kolonica je preneta u tubicu od 1,5 ml;

9. Za eluaciju DNK dodato je 100 pl dejonizovane vode u kolonicu, inkubirano 5 minuta na
sobnoj temperaturi, potom centrifugirano 2 minuta na 13000 rpm;

10. Eluirani uzorak ¢uvan je na 4°C do analize.

32.2. ANALIZA GENSKIH POLIMORFIZAMA METODOM POLIMERAZNE LANCANE
REAKCIJE U REALNOM VREMENU

Analiza polimorfizama rs12917707 u genu UMOD i1s17319721 u genu SHROOM3 sprovedena je
u Laboratoriji za molekularnu i geneticku dijagnostiku neuroloskih oboljenja Klinike za neurologiju
Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Analiza polimorfizama rs1800871 i rs3024505 u genu /L10,
rs1800795 u genu /L6, rs3212227 u genu IL12B, rs11209026 i rs1800896 u genu IL23R i rs361525 i
rs1800629 u genu TNFA ucinjena je na Institutu za imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. U obe laboratorije koris¢ena je metoda polimerazne lancane reakcije u realnom vremenu
(engl. real-time polymerase chain reaction, skraéeno RT-PCR, odnosno qPCR) i upotrebljeni su
komercijalni TagMan eseji za genotipizaciju.

RT-PCR je postupak koji se temelji na standardnoj PCR metodi. Pri RT-PCR analizi detekcija PCR
amplifikacije se vr$i u eksponencijalnoj fazi u kojoj se amplifikacija najbrze deSava, a reakcija je u ovoj
fazi visoko specifi¢na i1 precizna. Detekcija putem RT-PCR se vrsi u ciklusima koji su sastavni deo
eksponencijalne faze, a podrazumeva registrovanje fluorescencije emitovane od strane produkta
amplifikacije. Izvor fluorescencije moze da bude fluorescentna boja, koja se nespecificno vezuje za
dvolan¢anu DNK (npr. SYBR Green), ili pak specifi¢ina fluorescentno obeleZena proba koja hibridizuje
sa ciljanim regionom. U ovom istrazivanju je primenjena metoda koja podrazumeva primenu TaqgMan
fluorescentno obeleZenih proba.

TagMan proba je konstruisana tako da je komplementarna regionu od interesa, koji se nalazi u
segmentu DNK izmedu prajmera. Ova proba na svom 5’ kraju ima kovalentno vezanu reportersku (R)
boju, a na 3’ kraju prigusivac (engl. quencher, skrac¢eno Q). Kada je proba slobodna ili vezana za DNK
molekul, prigusivac blokira emisiju fluorescencije sa reporterske boje. U toku RT-PCR reakcije, kada se
nakon denaturacije DNK za matricu vezuju prajmeri, dolazi i do vezivanja TagMan probe za specifi¢an
region na DNK. Klju¢ni korak nastupa u sledecoj fazi, u kojoj Taq polimeraza 5'-3' polimeraznom
aktivnos$¢éu dodaje nukleotide. Kada Taq polimeraza dospe do hibridizovane probe, zahvaljujuéi svojoj
5’-3 egzonukleaznoj aktivnosti ona najpre uklanja 5° nukleotid sa reporterskom bojom, koja je sada
slobodna i emituje fluorescenciju.

Polimorfizam koji poti¢e od razlike u samo jednom jedinom nukleotidu izmedu dve alelne forme
(engl. single nucleotide polymorphism, SNP) moze se detektovati primenom opisane metode. U tu svrhu
obicno se koriste dve TagMan probe koje se razlikuju u jednoj bazi od interesa i obeleZene su razli¢itim
bojama, te emituju razlicitu fluorescenciju. Ukoliko aparat detektuje samo jednu od dve boje — u uzorku
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je prisutan jedan alel (homozigotna konstitucija), dok detekcija obe boje oznacava prisustvo oba alela
(heterozigotna konstitucija).

U ovom radu kori$¢eni su komercijalni TagMan SNP eseji za genotipizaciju (ThermoFisher
Scientific, Foster City, SAD). Eseji sadrze odgovarajuce prajmere i po dve TagMan probe, obelezene
fluorescentnim bojama VIC i FAM. SmeSa dNTP, Taq polimeraze i pufera nalazila se u gotovom
TagMan RT-PCR mastermiksu. Sastav smeSe za RT-PCR opisan je u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Sastav smeSe za RT-PCR

Komponenta Koli¢ina
TagMan RT-PCR Master Mix 2x 7,50 wl
TagMan SNP genotyping assay 20x | 0,75 pl
DNK (30ng/ul) 2,00 wl
dejonizovana voda do 15 ul

Reakcija je vrSena na aparatu ABI Prism 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, SAD).
Reakcija genotipizacije odvijala se prema sledeCem temperaturnom profilu: o€itavanje poc¢etnog nivoa
fluorescencije (engl. pre-read) vrseno je na 60°C u trajanju od 1 minut, potom je sledila faza PCR reakcije
(engl. read) gde je aparat belezio fluorescenciju reporterskih boja hidrolizovanih TagMan proba i na
kraju, po zavrSenoj PCR reakciji, vrSeno je zavrSno ocitavanje fluorescencije (engl. post-read) na
temperaturi od 60°C u trajanju od 1 minut. PCR reakcija sastojala se od 40 ciklusa u kojima su se
smenjivale faze denaturacije DNK, hibridizacije prajmera i TagMan probe sa jednolancanom DNK
matricom, elongacija i hidroliza TagMan proba. Nakon faza pre-read-a, read-a i post-read-a u aparatu
je vrSena obrada podataka integrisanim softverom (ABS 7500 fast SDS Real Time PCR Sequence
Detection Software v.1.4), koji je automatski dodeljivao adekvatan genotip svakom od uzoraka.

3.2.2.1. KONTROLNA GRUPA ZA KOHORTU BOLESNIKA KOJA JE ISPITIVANA METODOM
RT-PCR NA PRISUSTVO GENSKIH POLIMORFIZAMA

Podaci o zastupljenosti genotipova i alela za ispitivane polimorfizme u zdravoj populaciji
analizirani su u uzorcima zdrave dece iz kolekcije Instituta za humanu genetiku Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. U pitanju su uzorci DNK ispitanika iz razli¢itih regiona Srbije, ukljucenih u
“Jugoslovensku studiju prekursora ateroskleroze kod skolske dece”. Od ukupno 118 ispitanika u ovoj
grupi, bilo je 60 ispitanika zenskog pola i 58 ispitanika muskog pola, u trenutku uzorkovanja materijala
za analizu svi su bili u€enici 8. razreda osnovne $kole u uzrastu od 14 godina. U ovoj kontrolnoj grupi
DNK je izolovana iz uzoraka periferne krvi metodom isoljavanja po Mileru (154).

3.2.3. SEKVENCIRANJE NOVE GENERACIJE

Prva grupa sastavljena od 40 bolesnika sa BG (po redosledu prikupljanja uzoraka) predstavljala
je kohortu kod koje je, pored genotipizacije odabranih polimorfizama gore navedenom metodom RT-
PCR, vrseno i sekvenciranje celog egzoma (engl. whole exome sequencing, WES) primenom metode
sekvenciranja nove generacije (engl. next generation sequencing, NGS). Ovaj deo istrazivanja sproveden
je u laboratoriji 3billion, Inc. u Seulu, u Juznoj Koreji. NGS omogucéava precizno, masivno, paralelno
sekvenciranje velikog broja DNK fragmenata u kratkom vremenskom periodu. Za izvodenje NGS
metode koriS¢en je xGen Exome Research Panel v2 dopunjen sa xGen humanim mtDNA panelom za
mitohondrijalnu DNK i xGen Custom Hyb Panelom v1 (Integrated DNA Technologies, Coralville, SAD)
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na [lumina Novaseq 6000 platformi (//lumina, San Diego, SAD) da bi se sekvencirali svi kodiraju¢i
egzoni u oko 20.000 poznatih gena $to ¢ini oko 1% humanog genoma (priblizno 30 miliona baznih
parova). Povezanost gena obuhvacenih WES analizom sa razli¢itim bolestima opisana je u online
dostupnim bazama podataka: DECIPHER (155) (https://decipher.sanger.ac.uk), ClinVar (156)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), OMIM (157) (www.omim.org) i HGMD (158)
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Upotrebom WES mogu se detektovati pojedina¢ne nukleotidne
varijante, kao i male insercije i delecije u ispitivanoj DNK.

Analiza i interpretacija podataka dobijenih NGS metodom sastojala se od primarne, sekundarne
i tercijarne analize i radena je takode u referentnoj laboratoriji za geneticka testiranja, 3billion Inc., Seul,
Juzna Koreja. Primarna analiza je podrazumevala pretvaranje sirovih podataka u obliku signala dobijenih
posle sekvenciranja u nukleotidne sekvence fragmenata, pri ¢emu su se formirali FASTQ fajlovi.
Sekundarni nivo analize se vr$io pomocu dostupnih bioinformatickih alata i in house kreiranog softvera
(159). Kvalitet FASTQ fajlova dobijenih sekvenciranjem sa Illumina Novaseq 6000 platformi je
procenjen koriS¢enjem FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Nakon
toga, baze sa loSim kvalitetom su uklonjene trimmomatic alatom (160). FASTQ fajlovi su poravnati sa
humanim referentnim genomom GRCh37/hg19 uz pomo¢ BWA-MEM (v.0.7.17) (161). Poravnati BAM
(engl. binary alignment map, BAM) fajlovi su potom sortirani i ekstrahovani koriS¢enjem alata Samtools
(v.1.9) (162). Uklanjanje  duplikata sekvenci vrSeno je Picard alatom (v.2.20.8)
(http://broadinstitute.github.io/picard/). Jednonukleotidne varijante i kratke insercije i delecije (indel) su
pozivane tj. detektovane HaplotypeCaller alatom koji je deo GATK (engl. Genomic Analysis ToolKif)
platforme (v.3.8) (163) i time su formirani VCF fajlovi (engl. variant call format, VCF).

Tercijarni nivo analize WES podataka uobi¢ajeno podrazumeva anotaciju, filtriranje i
klasifikaciju varijanti i to je radeno in house kreiranim softverom EVIDENCE (159). Ovaj program ima
tri glavna koraka: filtriranje varijanti, klasifikaciju varijanti i izraCunavanje zbira sli¢nosti za fenotip
bolesnika. U prvom koraku, informacije o ucestalosti odredenih varijanti u drugim populacijama i na
globalnom nivou zasnovane su na podacima prikupljenim u gnomAD  projektu
(http://gnomad.broadinstitute.org/) (164) i 3billion Inc. bazi podataka (https://3billion.io/). U skladu sa
preporukama Americkog koledza za medicinsku genetiku 1 Asocijacije za molekularnu patologiju
(ACMG/AMP), sve varijante sa ucestaloS¢u >5% su odbacene, osim onih Cestih varijanti za koje je
dokazano da su registrovane kao uzro¢ne za bolesti kod ljudi (165). U drugom koraku, podaci o
patogenosti date varijante i njenoj povezanosti sa odredenim oboljenjem su preuzimani iz baza podataka
kao $to su OMIM, ClinVar i UniProt (https://www.uniport.org) i od znacaja je bilo uzeti u obzir gensku
funkciju, mehanizam nastanka bolesti, nacin nasledivanja bolesti i klini¢ki znacaj varijante (156; 157;
166). Predikcija funkcionalnog efekta svake varijante i stepen evolucione konzervisanosti su procenjeni
koris¢enjem in silico predikcionih softvera, kao $to je REVEL koji sluZi za predikciju patogenosti retkih
missense varijanti (167). Takode, koris¢eni su 1 in silico softveri za predikciju patogenosti varijanti koje
uticu na iskrajanje introna gena (splice varijante) (168). Zbir predikcionog softvera iznad 0.5 je
oznatavao da varijanta ima patoloSki efekat. Patogenost svake varijante je procenjena prema
ACMG/AMP preporukama (165). U tre¢em koraku, klinicki fenotip svakog bolesnika je preveden u
odgovarajuci termin fenotipske abnormalnosti povezane sa bolestima kod ljudi (engl. Human Phenotype
Ontology, HPO) (https://hpo.jax.org/) (169) na osnovu podataka unetih u sistem 3billion od strane lekara.
Fenotip datog pacijenta je koriS¢en za izraCunavanje slicnosti sa svakom od oko 7000 retkih genetickih
bolesti (170; 171). Zbir slicnosti izmedu fenotipa svakog bolesnika i simptoma povezanih sa tom bolescu,
prema ACMG/AMP preporukama, je rangiran na skali od 0 do 10. Svaki simptom bolesnika je bio
uporeden sa svakim poznatim simptomom date bolesti.

Konac¢no, EVIDENCE softver je izdvojio kao prioritetne varijante one koje su klasifikovane kao
patogene, verovatno patogene i varijante nejasnog znacaja (engl. variants of uncertain significance,
VUS) prema ACMG/AMP preporukama. One su kategorizovane u trostepeni sistem na osnovu
bajesijanskog skora (172). Prvi stepen su varijante sa skorom preko 0.9, drugi stepen sa skorom 0.5-0.9
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i treci sa skorom 0.1-0.5. Sve retke varijante detektovane u genima povezanim sa odredenim oboljenjima
su dalje uzimane u obzir kako bi se okarakterisale od strane medicinskih geneti¢ara. Varijante u genima
sa manjim skorom sli¢nosti sa simptomima datog bolesnika su bile ru¢no evaluirane. Pored toga,
analizirane su i one retke varijante koje nisu bile u genima povezanim sa simptomima datim za odredenog
bolesnika.

Od ukupno 40 bolesnika kojima je uradeno sekvenciranje celog egzoma, nakon detaljne klini¢ke
evaluacije odabran je 31 bolesnik sa BG za dalju analizu. Ukupno osam bolesnika je iskljuceno iz dalje
analize, jer su imali druge autoimunske bolesti bez zahvacéenosti bubrega. U prvom koraku sprovedena
je analiza prisustva retkih varijanti povezanih sa monogenskim bolestima bubrega. Jedan pacijent je
odbacen, jer je kod njega postavljena dijagnoza monogenske nefroloske bolesti — Alportovog sindroma.
U drugom koraku radena je analiza na prisustvo visoko rizi¢nih varijanti u genima povezanim sa
nastankom lupus nefritisa, IgA nefropatije, anti glomerularne bolesti bazalne membrane, primarnog
glomerulonefritisa, membranoznog glomerulonefritisa, fokalne segmentne glomeruloskleroze,
idiopatske membranozne nefropatije, nefrotskim sindromom. Selektovane su varijante koje su
karakteristine za Evropsku populaciju i koje su prethodno identifikovane u GWAS studijama. Lista
analiziranih varijanti i gena povezanih sa razvojem BG je data u Tabeli 3.2. Pored selektovanog 31
bolesnika sa BG, na prisustvo datih varijanti analizirana je i kohorta od 50 zdravih kontrola, u cilju
procene ucestalosti navedenih varijanti u nasoj populaciji. Kontrolne uzorke su ¢inili pedijatrijski
bolesnici kod kojih nije bilo prisutno bubrezno oboljenje. Od ukupno 50 testiranih, 31 (62%) je bilo
muskog pola, dok je 19 (38%) bilo Zenskog pola. Prosecna starost kontrola je bila 8,8+4,3 godine.

Podaci su analizirani uz pomo¢ Illumininog BaseSpace Variant Interpreter softvera (I/lumina,
San Diego, SAD). Analizirani su VCF fajlovi dobijeni nakon sekvenciranja ¢itavog egzoma u referentnoj
laboratoriji za geneticka testiranja, 3billion Inc., Seul, JuZzna Koreja. Za svakog bolesnika i ispitanika iz
kontrolne grupe pretrazivane su visokorizi¢ne varijante u genima asociranim sa nastankom BG koje su
navedene u Tabeli 3.2. Nakon pretrage odreden je genotip za svakog bolesnika i ispitanika iz kontrolne
grupe. Ukoliko data varijanta nije bila detektovana u pretrazivanom genu znacilo je da je bolesnik ili
kontrolni uzorak normalan homozigot, odnosno oba alela su wild type (ista su kao i u referentnom
genomu). Ukoliko je na jednom alelu bila prisutna wild type nukleotidna sekvenca a na drugom visoko
rizi¢na znacilo je da je bolesnik ili kontrola heterozigot za datu varijantu. Konac¢no, ukoliko su na oba
alela bile prisutne visoko rizicne nukleotidne sekvence znacilo je da je bolesnik ili kontrola mutirani
homozigot, odnosno ima povecan rizik za nastanak BG u odnosu na normalnog homozigota i
heterozigota.

3.3.STATISTICKE ANALIZE

Koris¢ene su metode deskriptivne statistike: proporcija, medijana i interkvartilni opseg, srednja
vrednost i standardna devijacija. Za poredenje nominalnih i ordinalnih varijabli kori§¢en je x? test ili
Fisher-ov test tacne verovatnoce. Znacajnost razlike kontinuiranih varijabli izmedu dve grupe ispitanika
analizirana je pomoc¢u Mann-Whitney-evog U testa ili Student-ovog t testa, u zavisnosti od normalnosti
raspodele podataka. Za poredenje tri ili viSe grupa ispitanika koriS¢ena je parametarska ANOVA ili
Kruskal-Wallis-ov test. Korelacije dvaju varijabli ispitivane su Spearman-ovim koeficijentom korelacije
ranga. Prediktivni zna¢aj nezavisnih varijabli na kontinuiranu zavisnu varijablu odredivan je multiplom
linearnom regresionom analizom.

Rezultati genotipizacije polimorfizama u navedenim genima testirani su na prisustvo Hardy-
Weinberg-ove ravnoteze. Frekvencija genotipova, alela i haplotipova izmedu pacijenata i kontrola
uporedene su pomocu Pearson-ovog hi-kvadrat testa ili Fisher-ovog testa tacne verovatnoce. IzraCunate
su p vrednosti, odnosi Sansi (OR) i 95% intervali poverenja (CI). Procena frekvencija haplotipova za
gene u kojima je analizirano dva ili viSe polimorfizama izvrSena je pomocu algoritma maksimizacije
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oc¢ekivanja koristeéi Arlequin 3.5.1.3 (173). Nivo znacajnosti greske prvog reda definisana je kao p<0,05.
Za statisticke analize koriS¢en je IBM Statistical Package for Social Sciences, verzija 20 (IBM SPSS,

Cikago, Ilinois, SAD).

Tabela 3.2. Geni i njihove visokorizi¢ne varijante povezane sa nastankom BG identifikovane u studijama
asocijacije u ¢itavom genomu i analizirane u nasoj kohorti pacijenata analiziranith WES analizom

Fenotip

Geni

| Jednonukleotidni polimorfizmi

Primarni glomerulonefritisi

IgA nefropatija HLA-DPBI; CTLA4; NOS3; | rs9277535;1s231777; rs1799983; rs4270326,
ICOS; IFNG; TGFBI1 1s4404254; rs430561; rs1800469, rs6957;

Membranozni TSBPI1; GPANKI; MUCL3; | 1s3129939;rs3130618; rs3132580; rs3898&4;

glomerulonefritis STK19; EGFLS; EHMT?2; 1s3096697; 1s652888; rs2187668; rs3115663;

HLA-DQAI; PRRC24;
POUSFI; PSORSICI;
TCF19; SYN3, IRF4; PLA2R

1s1265159; rs3130564; rs7750641; rs130544;
1s9405192; rs35771982, rs3749117,
1s3792189, rs3792192, rs6722275

Fokalna segmentna
glomeruloskleroza

ALMSI; OR14A16;
GPATCHI; CCDC30;
GRB2; FGFR4; KCNK6,
CDHI12; IPO4; SCNNIG;
CCDC7; PTPRJ; APOLI;
DNAH6;

rs28730852; rs78195097; rs138243974;
rs148306592; rs540401032; rs1966265;
rs76086051; rs10941934; rs114924943;
1s5732; rs11595844; rs13377246; rs73885319;
rs4832089

Bolest sa antitelima na
glomerularnu bazalnu
membranu

HLA-DRA; HLA-DQB;
FCGR2B; IL23R; IL17A4;

rs3135388; rs0602, rs0501; rs1050501;
1s7517847; 1s2275913

Primarni glomerulonefritis —
mesovite kohorte

HLA-DQOB; ITGAX; VAV3;
CARDY; CFH; TNFSF13;
PADI4; CIGALTI; HLA-
DQAI; PLA2RI; NFKBI;
APOLI; MYH9

rs11244, rs2857106; rs11574637; rs17019602;
1s4077515; rs6677604; rs3803800; rs2240335;
rs1008897, rs13226913; rs2187668,
1s9272729; 14664308, rs17830558,
rs17831251; rs230540; rs7284919; rs2239784

Sekundarni
glomerulonefritisi

Lupus nefritis

HLA-DQAI; FCGR3A4;
FCGR2A4; KLKI; ITGAM;
BANKI; STAT4,; TYK2;
TNIPI1; DNASEI;
DNASE1L3; ATRIP

1s2187668; rs396991; rs2205960; rs5516,
1s2740502; 1s1143679; rs4699261; rs7582694;
rs11880341; rs2304256; rs7708392;
rs1053874; rs35677470; rs56203834

IgA nefropatija

HLA-DPBI; CTLA4; NOS3;
1COS; IFNG; TGFB1

1s9277535; rs231777; rs1799983; rs4270326,
1s4404254; 1s430561; rs1800469, rs6957;

Ostala bubreZna stanja

Nefrotski sindrom

HLA-DQBI; NPHSI; AHII;
TNFSF15; CLEC16A4;
CD28; BTC; MICA;

rs1063355, rs1794497; rs412175; rs7759971;
rs10817678; rs8062322; rs55730955;
1s28862935; rs2256318
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4. REZULTATI

4.1. SOCIODEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITIVANIH BOLESNIKA SA
BOLESTIMA GLOMERULA

U ispitivanoj kohorti koja je obuhvatila 71 dete sa glomerulonefritisom, primarni
glomerulonefritis je dijagnostikovan kod 40 (56,3%) slucajeva iz nase kohorte, a sekundarni kod 31
(43,7%) (Tabela 1). Najces¢i tip primarnog glomerulonefritisa bio je steroid senzitivni nefrotski sindrom
registrovan kod 12 (16,9%) obolelih, te IgA nefropatija registrovana kod 10 (14,1%) pacijenata. Najces¢i
uzro¢nik sekundarnog glomerulonefritisa bio je SLE koji je imalo 19 (26,8%) pacijenata, dok je
glomerulonefritis u sklopu HSP naden kod 10 (14,1%) obolelih. Trideset tri (46,5%) pacijenta su pre
pojave bubrezne bolesti imala infekciju koja je prethodila bolesti od dva dana do maksimalno Sest
nedelja. Kod Cetiri pacijenta postojali su znacajni podaci u porodi¢noj anamnezi — babe dva pacijenta su
bile na hemodijalizi, kod majke jednog pacijenta je registrovan SLE, a otac jednog pacijenta je imao
mikrohematuriju nepoznatog uzroka. Ni u jednoj od ovih porodica nije utvrden geneticki uzrok bolesti.

Medijana uzrasta na pocetku bolesti bila je 8 (4-13) godina, a prilikom uzorkovanja 14 (7-17)
godina. Vecina pacijenata je leCena steroidima i/ili nesteroidnim imunosupresorima (80,3%). Svi
pacijenti su praceni najmanje 6 meseci, a medijana pracenja od trenuka postavljanja dijagnoze je bila 67
(38-103) meseci za celu grupu. Medijana broja relapsa osnovne bolesti po pacijentu je bila 1 (0-3).
Kompletna remisija, koja podrazumeva da su pacijenti dobro i bez terapije, postignuta je kod 39 (54,9%)
dece. Kod cetiri pacijenta sprovodena je hemodijaliza — kod dva akutna, a kod dva hronic¢na.

Tokom trajanja bolesti arterijsku hipertenziju su razvila 32 (45,1%) pacijenta. Svi drugi
komorbiditeti su se javljali sa znacajno manjom ucestalo$¢u. Od ukupnog broja pacijenata, njih 12
(16,9%) je imalo neki drugi komorbiditet. Tri pacijenta su imala nizak rast i zbog toga su leceni
hormonom rasta, dvoje dece je razvilo kataraktu, dvoje vaskulitis centralnog nervnog sistema, a po jedan
pacijent je imao mentalnu retardaciju, glutensku enteropatiju, insulinsku rezistenciju, medularnu cisticnu
bubreznu bolest, osteoporozu, posteriorni reverzibilni encefalopatski sindrom i sepsu. Glavne
sociodemografske i klinicke karakteristike ispitivanih pacijenata prikazane su u Tabeli 4.1.

Antropometrijski i laboratorijski nalazi ispitivanih pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze i
u momentu uzorkovanja krvi za aktuelno istrazivanje prikazani su u Tabeli 4.2. Tokom trajanja bolesti
uocena je normalizacija parametara inflamacije, poboljSanje vrednosti hemoglobina, proteina i albumina
u krvi, uz znacajno smanjenje hematurije i proteinurije.
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Tabela 4.1. Glavne sociodemografske i klini¢ke karakteristike ispitivane dece sa GN (N=71)

Karakteristika

N (%) ili medijana
(interkvartilni opseg)

Tip glomerulonefritisa
Primarni
Nefrotski sindrom osetljiv na steroide
IgA nefropatija
IgM nefropatija
Membranoproliferativni glomerulonefritis
Fokalna segmentna glomeruloskleroza
Membranozni glomerulonefritis
Glomerulonefritis sa antitelima na glomerularnu bazalnu membranu
Brzoprogresivni glomerulonefritis
Sekundarni
Lupusni nefritis
Nefritis kod Henoh-Senlajnove purpure

40 (56,3%)
12 (16,9%)
10 (14,1%)
7(9,9%)
5(7,0%)

3 (4,2%)
1 (1,4%)
1 (1,4%)
1 (1,4%)

31 (43,7%)
19 (26,8%)
10 (14,1%)

Glomerulonefritis kod ANCA vaskulitisa 2 (2,8%)
Pol

Muski 33 (46,5%)

Zenski 38 (53,5%)
Starost na pocetku (godine) 8 (4-13)
Dijagosticko kasnjenje (meseci) 1(0-2)
Procenjena brzina glomerularne filtracije (ml/min/1,73 m?) pri dijagnozi 133 (103-158)

<90% 12 (16,9%)

Normalno 55 (77,5%)
Trajanje bolesti do uzorkovanja (meseci) 67 (38-103)
Starost pri uzorkovanju (godine) 14 (7-17)
Terapija tokom bolesti

Bez terapije 7 (9,9%)

Kortikosteroidi 23 (32,4%)

Kortikosteroidi i nesteroidni imunosupresivi 34 (47,9%)

Kortikosteroidi, nesteroidni imunosupresivi i rituksimab 7 (9,9%)
Trajanje terapije (meseci)

Kortikosteroidi 31 (7-78)

Nesteroidni imunosupresori 41 (20-75)

Rituksimab 2 (14
Kompletna remisija

Da 39 (54,9%)

Ne 32 (45,1%)
Vreme od pocetka terapije do potpune remisije (godine) 6,5 (5-11,5)
Dijaliza

Ne 67 (94,4%)

Akutna 2 (2,8%)

Hronic¢na 2 (2,8%)
Arterijska hipertenzija pri uzorkovanju

Da 32 (45,1%)

Ne 39 (54,9%)
Procenjena brzina glomerularne filtracije (ml/min/1,73 m?) pri uzorkovanju | 148 (126-163,5)

<90% 7 (9,9%)

normalno

62 (87,3%)
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Tabela 4.2. Antropometrijski 1 laboratorijski nalazi ispitivanih pacijenata u trenutku postavljanja
dijagnoze i u momentu uzorkovanja krvi (N=71)

Karakteristika

U trenutku
dijagnostike

(N (%) ili srednja
vrednost (standardna
devijacija) ili medijana
(interkvartilni opseg))

U trenutku
uzorkovanja (N (%) ili
srednja vrednost
(standardna devijacija)
ili medijana
(interkvartilni opseg))

Antropometrijski parametri

Telesna visina (cm) 133,0 (31,0) 147,1 (27,1)
Telesna masa (kg) 35 (18-52) 54 (29-69)
Indeks telesne mase (kg/m?) 18,7 (3,1) 21,4 (4,3)

Nalazi u krvi

C reaktivni protein (mg/L)

3,5 (0,75-10,7)

0,5 (0,3-2,15)

Sedimentacija eritrocita (mm/h) 60 (20-80) 8 (5-18,5)
Hemoglobin u krvi (g/L) 121,7 (17,2) 131,1 (15,9)
Glikemija (mmol/L) 4,8 (0,9) 4,8 (0,4
Urea (mmol/L) 4,5 (3,7-6,1) 4,1 (3,5-5,2)
Kreatinin (umol/L) 50 (35,5-70) 50 (39-69)
Proteini (g/L) 62,0 (13,6) 67,4 (8,6)
Albumini (g/L) 37 (26-43) 45 (41,5-46)
Natrijum (mmol/L) 137,6 (2,8) 138,8 (2,8)
Kalijum (mmol/L) 4,3 (0,8) 4,3 (0,4)
Hloridi (mmol/L) 101,6 (3,3) 102,0 (2,7)
Kalcijum (mmol/L) 2,12 (0,56) 2,36 (0,33)
Magnezijum (mmol/L) 0,81 (0,19) 0,82 (0,13)
Fosfor (mmol/L) 1,44 (0,42) 1,45 (0,34)
Bikarbonati (mmol/L) 22,4 (2,8) 23,6 (2,1)
Trigliceridi (mmol/L) 1,5 (0,89-2,29) 1,0 (0,61-1,56)

Ukupni holesterol (mmol/L)

5,04 (4,18-7,57)

4,7 (4,14-5,74)

HLD holesterol (mmol/L)

1,34 (1,02-1,84)

1,79 (1,2-2,0)

LDL holesterol (mmol/L) 2,68 (2,16-4,7) 2,94 (2,26-3,42)
Nalazi u urinu

Hematurija 50 (70,4%) 18 (25,4%)
Proteinurija 35 (49,3%) 8 (11,3%)

24-h proteinurija (mg/dan) 942 (263,5-18717,5) 135,5 (81-304,5)

4.2. POREDENIJE PACIJENATA SA PRIMARNIM I SEKUNDARNIM BOLESTIMA GLOMERULA

U grupi pacijenata sa primarnim glomerulonefritisom procenat decaka je bio veé¢i nego u grupi
pacijenata sa sekundarnim glomerulonefritisom (57,5% prema 32,3%, p=0,03). Medijana uzrasta na
pocetku bolesti i prilikom uzorkovanja nije se razlikovala medu grupama ispitanika. Dijagnosticko
kasnjenje je takode bilo slicno u obe grupe. Trajanje bolesti do uzorkovanja je bilo nesto duze kod
pacijenata sa primarnim glomeruloneftritisom (p=0,01). Pristup u terapiji se razlikovao kod pacijenata sa
primarnim i sekundarnim bolestima glomerula (p=0,006), ali je duzina terapije kortikosteroidima i
imunosupresivima bila sli¢na (p>0,05) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Terapijski pristup kod dece sa primarnim i sekundarnim GN (N=71)

Karakteristika Primarni GN | Sekundarni GN
Terapija tokom toka bolesti
Bez terapije 7 (17,5%) 0 (0,0%)
Kortikosteroidi 14 (35,0%) 9 (29,0%)
Kortikosteroidi i nesteroidni imunosupresivi 13 (32,5%) 21 (67,7%)
Kortikosteroidi, nesteroidni imunosupresivi i rituksimab | 6 (15,0%) 1 (3,2%)

Medijana broja relapsa po pacijentu je bila slicna u obe grupe. Kompletna remisija, koja
podrazumeva da su pacijenti u remisiji bez ikakve terapije, postignuta je kod 47,5% dece sa primarnim i
64,5% dece sa sekundarnim nefritisom (p=0,15). Tokom trajanja bolesti arterijsku hipertenziju je razvilo
42,5% pacijenata sa primarnim i 48,4% pacijenata sa sekundarnim glomerulonefritisom (p=0,62).

U pogledu antropometrijskih karakteristika, pacijenti sa primarnim glomerulonefritisom su bili
nizi u trenutku postavljanja dijagnoze u odnosu na pacijente sa sekundarnim glomerulonefritisom (126,1
+ 33,6 cm prema 141,4 £+ 25,6 cm, p=0,04), dok nije bilo razlike u telesnoj visini pri uzorkovanju, u
telesnoj masi u trenutku dijagnoze i pri uzorkovanju, niti u indeksu telesne mase u trenutku dijagnoze i
pri uzorkovanju. Slede¢i laboratorijski parametri su se razlikovali u dve grupe ispitanika: vrednosti
hemoglobina u krvi su bile nize kod pacijenata sa sekundarnim bolestima glomerula u odnosu na
pacijente sa primarnim bolestima glomerula (115,6 + 17,9 g/L. prema 126,8 g/L, p=0,006); nivo proteina
1 albumina u krvi je bio visi kod pacijenata sa sekundarnim bolestima glomerula (69,0 £ 8,9 g/L prema
56,7 £ 14,3 g/L, p=0,0001 za proteine i 38,5 £ 5,5 g/L prema 31,0 £ 12,5 g/L, p=0,004 za albumine);
koncentracija kalijuma u krvi u trenutku uzorkovanja za potrebe ove studije je bila niza kod pacijenata
sa sekundarnim glomerulonefritisom (4,1 + 0,3 mmol/L prema 4,4 + 0,4 mmol/L, p=0,004). Nivoi
ukupnog holesterola i obe njegove frakcije su bili visi kod pacijenata sa primarnim glomerulonefritisima
u odnosu na pacijente sa sekundarnim glomerulonefritisima u trenutku postavljanja dijagnoze (6,9 + 3,1
mmol/L prema 4,6 £ 1,3 mmol/L, p=0,001 za ukupni holesterol; 4,2 £ 2,2 mmol/L prema 2,5 £+ 1,0
mmol/L, p=0,02 za LDL holesterol; 1,6 £ 0,6 mmol/L prema 1,2 + 0,5 mmol/L, p=0,04 za HLD
holesterol). Nije bilo razlike u nivou triglicerida niti u nivou drugih laboratorijskih parametara izmedu
dve ispitivane grupe (Tabela 4.2).

4.3. UTICAJ SOCIODEMOGRAFSKIH, KLINICKIH I LABORATORIJSKIH PARAMETARA NA
ISHOD GLOMERULONEFRITISA

U ispitivanoj kohorti pedijatrijskih pacijenata sa bolestima glomerula, posmatrane su sledece
ishodne varijable: nastanak kompletne remisije bolesti, ¢GFR u trenutku uzorkovanja krvi za potrebe ove
studije, kao 1 nastanak arterijske hipertenzije tokom trajanja bolesti. Slede¢i parametri su u univarijantnoj
analizi pokazali povezanost sa nastankom kompletne remisije: muski pol, primena odredene terapije 1
ve¢a eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze. Naime, decaci su imali Sansu od 60,6% da postignu
remisiju, a devoj€ice Sansu od 31,6% (p=0,018). Remisiju je postiglo 78,3% pacijenata na kortikoterapiji,
42,9% pacijenata bez terapije, 32,4% pacijenata na kortikosteroidima i imunosupresivima, dok niko od
pacijenata na rituksimabu nije postigao remisiju (p<0,001). Multivarijantna linearna regresiona analiza
je pokazala da je model, koji ukljucuje pol (Beta=-0,199, p=0,104) i eGFR u trenutku postavljanja
dijagnoze (Beta=0,232, p=0,06), statisti¢ki znacajan, ali uz nisku vrednost prilagodenog R? (prilagodeni
R?=0,085, p=0,022).

Slede¢i parametri su u univarijantnoj analizi pokazali povezanost sa €GFR u trenutku sprovodenja
studije: muski pol, uzrast na pocetku bolesti, eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze, kao i vrednost
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kreatinina u trenutku postavljanja dijagnoze. Naime, decaci su imali ishodnu eGFR od 153,6 + 36,2
ml/min/1,73m?, a devojcice 129,1 + 36,4 ml/min/1,73m? (p=0,007). Stariji uzrast na poéetku bolesti bio
je povezan sa nizom vredno$¢u eGFR u trenutku pregleda (rho=-0,247, p=0,041). Brza eGRF u trenutku
dijagnoze je bila povezana sa brzom eGFR na ishodu (rho=0,380, p=0,002). Visa vrednost kreatinina u
trenutku postavljanja dijagnoze je bila povezana sa loSijim eGFR na ishodu (rho=-0,330, p=0,007).
Multivarijantna linearna regresiona analiza je pokazala da je model, koji ukljucuje pol (Beta=-0,284,
p=0,017), uzrast na pocetku bolesti (rho=-0,040, p=0,772), eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze
(Beta=0,162, p=0,455) i nivo kreatinina u trenutku postavljanja dijagnoze (rho=-0,208, p=0,377), bio
statisti¢ki znacajan (prilagodeni R?>=0,201, p=0,001). Pri tome se muski pol izdvojio kao nezavisni
prediktor boljeg ishoda.

Sa razvojem arterijske hipertenzije su bili povezani slede¢i parametri u univarijantnoj analizi:
vrsta primenjene terapije, eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze, kao i patoloski laboratorijski nalazi u
trenutku postavljanja dijagnoze, ukljucujuéi nivo hemoglobina, kreatinina i triglicerida u krvi, brzinu
sedimentacije 1 prisustvo proteinurije. Arterijsku hipertenziju je razvilo 64,7% pacijenata na
kortikosteroidima i imunosupresivima, 57,1% pacijenata koji su imali i rituksimab u terapiji, 21,7%
pacijenata koji su bili samo na kortikosteroidima i 14,3% pacijenata koji nisu leceni (p=0,004). Kod
75,0% pacijenata koji su imali patoloske vrednosti eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze razvila se
hipertenzija u odnosu na samo 38,2% pacijenata sa urednim eGFR na dijagnozi (p=0,02). Pacijenti koji
su kasnije razvili arterijsku hipertenziju su u trenutku postavljanja dijagnoze imali nizi nivo hemoglobina
ukrvi (117,2 £ 19,0 g/L prema 125,5 + 14,7 g/L, p=0,04), visi nivo kreatinina (76,2 £ 57,0 umol/L prema
50,7 £ 21,9 umol/L, p=0,013), visi nivo triglicerida (1,6 = 1,3 mmol/L prema 1,0 = 0,6 mmol/L, p=0,029),
kao i1 brzu sedimentaciju (69,2 + 32,3 mm/h prema 44,0 + 33,9mm/h, p=0,030). Medu pacijentima sa
proteinurijom u trenutku postavljanja dijagnoze, njih 54,3% je razvilo hipertenziju u poredenju sa 31,2%
pacijenata bez proteinurije (p=0,05). Uklju¢ivanjem svih ovih parametara u multiplu linearnu regresionu
analizu nije identifikovan znac¢ajan prediktivni model (prilagodeni R?=0,102, p=0,179).

4.4. ANALIZA POLIMORFIZAMA U STRUKTURNIM GENIMA BUBREGA KOD PACIJENATA
SA BOLESTIMA GLOMERULA U POREDENJU SA ZDRAVIM KONTROLAMA

Polimorfizam na lokusu rs12917707 u genu UMOD nije bio u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi kod
ispitivanih pacijenta, dok je isti polimorfizam bio u ravnotezi u kontrolnoj grupi. Polimorfizam na lokusu
rs17319721 u genu SHROOM3 bio je u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi u obe grupe ispitanika. Nisu
primecene statistiCki znacajne razlike izmedu pacijenata sa glomerulonefritisom i zdravih osoba u
pogledu frekvencije genotipova i frekvencije alela u ispitivanim genima (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama rs12917707 u genu UMOD 11s17319721 u genu
SHROOM3 kod kontrolne grupe i pacijenata sa glomerulonefritisom

Gen (polimorfizam) | Zdrave kontrole | Pacijenti sa glomerulonefritisom | p OR (95% CI)
(n=) (n=)
n (%) n (%)

UMOD (rs12917707)

Alel 222 140

G 178 (80,18%) 114 (81,43%) 0,89 | 1,084 (0,632-

T 44 (19,82%) 26 (18,57%) 1,857)

genotip 111 70

GG 73 (65,77%) 49 (70%) 0,64 | 1,214 (0,637-

GT 32 (28,83%) 16 (22,86%) 2,313)

TT 6 (5,41%) 5(7,14%) 0,731 (0,366-
1,462)
1,346 (0,395-
4,589)

SHROOM3 (rs17319721)

Alel 224 142

A 90 (40,18%) 57 (40,14%) 0,92 | 0,998 (0,650-

G 134 (59,82%) 85 (59,86%) 1,533)

genotip 112 71

AA 17 (15,18%) 14 (19,72%) 0,42 | 1,372 (0,629-

AG 56 (50%) 29 (40,85%) 2,993)

GG 39 (34,82%) 28 (39,44%) 0,690 (0,378-
1,259)
1,218 (0,659-
2,253)

P vrednost je racunata na osnovu hi-kvadrat testa; OR, odnos sansi; CI, interval poverenja.

4.5. ANALIZA POLIMORFIZAMA U GENIMA IMUNSKOG SISTEMA KOD PACIJENATA SA
BOLESTIMA GLOMERULA U POREDENJU SA ZDRAVIM KONTROLAMA

Svi analizirani polimorfizmi u genima imunskog sistema bili su u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi
1 kod pacijenata i kod zdravih osoba, osim rs3212227 u genu IL12B u grupi zdravih osoba. Alel A za
polimorfizam rs1800629 u genu TNF bio je statisticki znac¢ajno ¢es¢i kod pacijenata sa GN u poredenju
sa zdravim kontrolama (p=0,009), dok razlika u genotipovima nije uoc¢ena. Nisu primecene druge razlike
izmedu pacijenata i kontrola u pogledu frekvencije genotipova i frekvencije alela u ispitivanim genima
(Tabela 4.5).

28



Tabela 4.5. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama u genima imunskog sistema kod kontrolne grupe
1 pacijenata sa glomerulonefritisom

Gen (polimorfizam) Zdrave kontrole Pacijenti sa GN p OR (95% CI)

(n=) (n=)

n (%) n (%)
IL10 (rs1800896)
Alel 238 142
G 102 (42,86%) 64 (45,07%) 0,67 1,094 (0,719-1,663)
A 136 (57,14%) 78 (54,93%)
Genotip 119 71
GG 20 (17,09%) 12 (16,9%) 0,81 1,108 (0,506-2,424)
GA 62 (52,99%) 40 (56,34%) 0,843 (0,466-1,522)
AA 37 (31,62%) 19 (26,76%) 1,220 (0,635-2,343)
IL10 (rs1800871)
Alel 238 142
C 179 (75,21%) 114 (80,28%) 0,25 1,342 (0,807-2,229)
T 59 (24,79%) 28 (19,72%)
genotip 119 71
CcC 66 (56,41%) 46 (64,79%) 0,43§ 1,477 (0,805-2,709)
CT 47 (40,17%) 22 (30,99%) 0,687 (0,368-1,282)
TT 6 (5,13%) 3 (4,23%) 0,831 (0,201-3,431)
IL10 (rs3024505)
Alel 236 142
G 200 (84,75%) 120 (84,51%) 0,10 0,982 (0,552-1,747)
A 36 (15,25%) 22 (15,49%)
genotip 118 71
GG 83 (70,94%) 52 (73,24%) 0,398 1,154 (0,598-2,227)
GA 34 (29,06%) 16 (22,54%) 0,718 (0,362-1,425)
AA 1 (0,85%) 3(4,23) 5,161 (0,526-

50,609)
TNF (rs1800629)
Alel 238 142
G 215 (90,34%) 115 (80,99%) 0,009 0,455 (0,249-0,830)
A 23 (9,66%) 27 (19,01%)
genotip 119 71
GG 97 (82,91%) 46 (64,79%) 0,21§ 0,417 (0,213-0,817)
GA 21 (17,95%) 23 (32,39%) 2,236 (1,127-4,435)
AA 1 (0,85%) 2 (2,82%) 3,420 (0,304-
38,418)

TNF (rs361525)
Alel 238 142
G 234 (98,32) 137 (96,48%) 0,308 0,468 (0,124-1,773)
A 4 (1,68) 5 (3,52%)
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genotip 119 71

GG 115 (98,29%) 66 (92,96%) 0,308 0,459 (0,119-1,769)
GA 4 (3,42%) 5 (7,04%) 2,178 (0,565-8,394)
AA 0 (0%) 0 (0%) -

IL6 (rs1800795)

alel 238 142

G 156 (65,55%) 93 (65,49%) 1,0 0,997 (0,644-1,544)
C 82 (34,45%) 49 (34,51%)

genotip 119 71

GG 52 (44,44) 31 (43,66%) 1,0 0,998 (0,552-1,806)
GC 52 (44,44) 31 (43,66%) 0,998 (0,552-1,806)
CC 15 (12,82) 9 (12,68%) 1,006 (0,415-2,436)
IL12B (rs3212227)

alel 234 142

T 177 (75,64%) 103 (72,54%) 0,06 0,850 (0,529-1,366)
G 57 (24,36%) 39 (27,46%)

genotip 117 71

TT 71 (60,68%) 35 (49,3%) 0,508 0,629 (0,347-1,142)
TG 35(29,91%) 33 (46,48%) 2,034 (1,103-3,750)
GG 11 (9,4%) 3 (4,23%) 0,425 (0,114-1,579)
IL23R (rs11209026)

alel 238 140

G 227 (95,38%) 135 (96,43%) 0,628 0,308 (0,445-3,846)
A 11 (4,62%) 5(3,57%)

genotip 119 70

GG 108 (92,31%) 65 (92,86%) 0,798 1,324 (0,440-3,982)
GA 11 (9,4%) 5 (7,14%) 0,755 (0,251-2,271)
AA 0 (0%) 0 (0%) -

P vrednost je racunata na osnovu hi-kvadrat testa osim § gde je primenjen Fisher-ov test tacne

verovatnoce; OR, odnos sansi; CI, interval poverenja.

Posto su analizirana tri polimorfizma u genu /L0, izvr§ili smo i analizu haplotipa. Dva retka
genotipa (CGG/TGG, n=1 and TGA/TAA, n=1) su izostavljena iz ove analize. Frekvencije haplotipova
IL10 bile su slicne kod pacijenata sa GN i zdravih osoba. Takode smo analizirali i haplotip za gen TNF,
jer su u njemu analizirana dva polimorfizma. Genotip niske frekvencije (GA/AG, n=1) je izostavljen iz
analize. Pronadena je znacajna razlika u ucestalosti haplotipova kod pacijenata 1 zdravih osoba u genu
TNF (p=0,04) (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6. Ucestalost haplotipova za polimorfizme rs1800629 i rs361525 u TNF genu kod zdravih
kontrola i pacijenata sa glomerulonefritisom

TNF Zdrave Pacijenti sa D OR (95% CI)
haplotip kontrole * | glomerulonefritiso
(n=118) m (n=70)
n (%) n (%)

GG/GG 92 (77,9) 42 (60,0) 0,008 0,424 (0,222-0,809)
GG/GA 434 4 (5,7) 0,473 1,727 (0,418-7,136)
GG/AG 21(17,8) 22 (31,4) 0,031 2,117 (1,061-4,224)
AG/AG 1 (0,8) 2 (2,8) 0,556° 3,441 (0,306-38,661)

P vrednost je racunata na osnovu hi-kvadrat testa osim § gde je primenjen Fisher-ov test tacne
verovatnoce; OR, odnos sansi; CI, interval poverenja.
P vrednost nije racunata za genotipove sa frekvencijom manjom od 1% (GAAG genotip, n=1).

4.6. POVEZANOST POLIMORFIZAMA U STRUKTURNIM GENIMA BUBREGA I GENIMA
IMUNSKOG SISTEMA SA SOCIODEMOGRAFSKIM 1 KLINICKIM KARAKTERISTIKAMA
PACIJENATA SA BOLESTIMA GLOMERULA

Analizirana je povezanost alela, genotipova 1 haplotipova (gde je to bilo primenljivo) sa klini¢kim
karakteristikama pacijenata: godinama na pocetku bolesti, prisustvom primarnog ili sekundarnog GN,
nacinom le¢enja, postizanjem remisije i prisustvom hipertenzije. KoriS¢ena je medijana od 8 godina kao
grani¢na vrednost za godine na pocetku bolesti i nije nadena statisti¢ki znacajna asocijacija starosti na
pocetku GN 1 ucestalosti ispitivanih polimorfizama. Slicno tome, nije bilo znacajne razlike u distribuciji
alela, genotipova, nosilaca alela i haplotipova izmedu pacijenata:

)] sa primarnim i sekundarnim GN;

(I)  bez potrebe za terapijom u odnosu na one lecene kortikosteroidima i one kojima je bila

potrebna imunosupresivna terapija ili rituksimab;

(IIT)  sa postizanjem i nepostizanjem remisije;

(IV)  saprisustvom i odsustvom hipertenzije.

4.7. SEKVENCIRANIJE CELOG EGZOMA KOD PACIJENATA SA BOLESTIMA GLOMERULA

Sociodemografski i1 klinicki podaci kohorte ispitanika sa glomerulonefritisom kod koje je
sprovedena analiza sekvenciranja celog egzoma su navedeni u Tabeli 4.7. Ispitivanje je obuhvatilo 10
pacijenata sa primarnim glomerulonefritisom (5 sa IgA nefropatijom, 2 sa nefrotskim sindromom
osetljivim na kortikosteroide, 1 sa FSGS, 1 sa MGN, 1 sa anti-GBM nefritisom), 14 pacijenata sa lupus
nefritisom 1 7 pacijenata sa HSP nefritisom. Klinicka kontrolna grupa obuhvatila je 4 pacijenta sa
sistemskim lupusom bez glomerulonefritisa i 4 pacijenta sa HSP bez glomerulonefritisa. Pored toga,
analizirana je i kontrolna grupa koju je €inilo 50 pedijatrijskih pacijenata kod kojih nije bilo prisutno
bubrezno oboljenje.
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Tabela 4.7. Sociodemografske i klinicke karakteristike pacijenata

Ispitivana karakteristika Svi Primarni SLE i GN HSPiGN | SLE HSP
pacijenti | GN

Broj 39 10 14 7 4 4

Pol 51,3% 80,0% 21,4% 71,4% 50,0% 50,0%

(% muski)

Uzrast na pocetku 10 (5- 9,5 (4-13) 13 (11-15,5) 54-7) 11 (9- 4 (3-5)

(godine) 13) 12)

medijana, interkvartilni

opseg

Uzrast pri uzorkovanju 15 (7- 15 (10-16) | 17 (15-18) 7 (4-8) 17,5 4 (3-5)

(godine) 17) (15,5-

medijana, interkvartilni 19)

opseg

Trajanje bolesti 30 (4- 39 (30-78) | 22,5(11-61) 4 (2-22) 81 (60- | 1(0,5-1)

(meseci) 63) 84)

medijana, interkvartilni

opseg

Terapija (%)
bez terapije 5,2% 20,0% 0,0% 0,0% 0,0% 50,0%
KS 33,3% 30,0% 7,1% 71,4% 50,0% 50,0%
KSiIS 48,7% 30,0% 85,7% 28,6% 50,0% 0,0%
KS, IS i mab 7,7% 20,0% 7,1% 0,0% 0,0% 0,0%

Broj relapsa GN 1(0-2) 120,545 |1(1-2) 0(0-2,5 |- -

GN — glomerulonefritis, SLE — sistemski eritemski lupus, HSP — Henoch-Schoenlein-ova purpura, KS —
kortikosteroidi, IS — imunosupresivna terapija, mab — monoklonsko antitelo rituksimab

Glavni WES rezultati su navedeni na Slici 4.1, a detaljna analiza varijanti je prikazana u Tabeli
4.8. Medu 10 pacijenata sa primarnim glomerulonefritisom, dva pacijenta su imala pozitivan nalaz
analizom WES (20%). Otkrivena je verovatno patogena heterozigotna in frame varijanta
(c.3546_3548dup, p.Gly1183dup) u genu COL4A43 kod jednog pacijenta. Ova varijana je bila potpuno
odsutna u kontrolnoj grupi. Varijante u COL4A43 su povezane sa autozomno dominantnim Alportovim
sindromom tipa 3A (OMIM:104200), autozomno recesivnim Alportovim sindromom tipa 3B
(OMIM:620536), i autozomno dominantnom familijarnom benignom hematurijom tipa 2
(OMIM:620320). Varijanta c.3546 3548dup prethodno je opisana kod pacijenata sa autozomno
dominantnim Alportovim sindromom (174). Kod naseg pacijenta simptomi u vidu hematurije su poceli
u uzrastu od 6 godina. U to vreme histopatoloski nalaz bubrega nije bio dovoljno informativan. U uzrastu
od 9 godina kod decaka je registrovana proteinurija, a sa 10 godina obostrano senzorineuralno ostecenje
sluha za visoke frekvencije, sto su sve odlike Alportovog sindroma. Ista varijanta je nadena kod njegove
majke, koja nije imala simptome bolesti.

Heterozigotna do sada neopisana varijanta nejasnog znacaja (c.1122G>C, p.Ter374TyrextTer23)
pronadena je u CD46 genu kod jednog pacijenta sa primarnim GN. Varijante u CD46 su povezane sa
sklonos¢u ka atipiénom hemoliti¢ko-uremijskom sindromu (aHUS) tipa 2 (OMIM:612922), koji moze
da se nasledi autozomno dominantno ili recesivno. Simptomi su kod pacijenta poceli u uzrastu od 18
godina, u vidu hemoptizija, epileptickog napada, mikrohematurije i anemije. Mladi¢u su registrovana
pozitivna anti-GBM antitela, ¢ime je potvrdena dijagnoza Goodpasture-ovog sindroma. Lecen je
kortikosteroidima i ciklofosfamidom, sa pozitivnim terapijskim odgovorom.
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Slika 4.1. Rezultati sekvenciranja celog egzoma kod ispitivanih pacijenata

c2
C1qA

Prikazan je procenat pacijenata sa pozitivnim genetickim nalazom i geni u kojima su nadene
varijante; GN — glomerulonefritis, SLE — sistemski eritemski lupus, HSP — Henoch-Schoenlein-ova
purpura

Kod dvoje od 14 pacijenata sa lupus nefritisom pronadena je heterozigotna patogena varijanta
(c.841 849+19del, p.?) u genu C2. Njihov pocetak bolesti je bio nesto raniji u poredenju sa drugim
pacijentima sa lupus nefritisom (10 godina vs. 13,5 godina). Imali su dobar odgovor na terapiju
steroidima i imunosupresivnim lekovima. Ista varijanta je pronadena kod jednog od 4 pacijenta sa SLE
bez lupus nefritisa. Ova varijanta je nadena u heterozigotnom obliku i kod jednog pacijenta iz kontrolne
grupe, koji nije imao simptome niti znake bilo koje autoimune bolesti. Varijante u C2 su povezane sa
deficijencijom C2 komponente sistema komplementa, koja se nasleduje autozomno recesivno
(OMIM:217000). Varijanta c.841 849+19del je prethodno opisana u homozigotnom i slozenom
heterozigotnom stanju kod pacijenata sa deficijencijom C2 komponente sistema komplementa (175; 176;
177; 178). Prema softverskom predvidanju ova varijanta menja protein C2.

Jedan od cetvoro pacijenata sa SLE bez glomerulonefritisa imao je homozigotnu patogenu
nonsense varijantu (c.622C>T, p.GIn208Ter) u C/QA genu. Varijante u CI/QA su povezane sa
autozomno recesivnom Clq deficijencijom tipa 1 (OMIM:613652). Varijanta c.622C>T je prethodno
opisana kod pacijenata sa SLE (179; 180; 181; 182). Nasi SLE pacijenti sa navedenim varijantama su
imali pocetak bolesti u uzrastu od 9 i 10 godina, tj ranije u poredenju sa drugima pacijentima obolelim
od sistemskog lupusa, kojima je bolest pocela sa 12 godina. Nisu pronadene znacajne varijante na WES
ni kod 7 pacijenata sa HSP 1 glomerulonefritisom, niti kod 4 pacijenata sa HSP bez GN.

Dodatna analiza prisustva visokorizi¢nih varijanti u genima povezanim sa nastankom BG
identifikovanim u GWAS studijama, nije pokazala pozitivne rezultate u naSoj kohorti.
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Tabela 4.8. Pacijenti sa glomerulonefritisom i varijantama od znacaja oktrivenim pomocu WES analize

Gen Oznaka |Klinicka |Promena Promena |Tip varijante, |Klinicki Ucestalost |Kohorta 50 |Teoretska Nacin Refrence / | Bolest
pacijenta |dijagnoza | nukleotida proteina |molekularna |znacaj prema pacijenata predikcija nasledivanja |nova (OMIM)
posledica, (ACMG gnomAD bez imunski / zigotnost varijanta
lokacija kategorija) |exome v4i |posredovane
varijante gnomAD bolesti
genomes v4
MAF
COL443 | G034 Primarni |NM_000091.5: |p.Gly1183 |duplikacija, in |LP 0.00000205/ | Nije nadena |NA AD/heterozig |ClinVarID |Alportov
GN c.3546_3548dup |dup frame, egzon (PS1,PM1,P {0.00000657 ot 438655 | sindrom
M2, PMID:305 |typa 3A
PM4:Suppor 86318 (OMIM:104
ting, 200)
PS4:Support
ing)
CD46 G026 Primarni |NM_172358.3: |p.(Ter374 |Tackasta VUS (PM4, [Nije nadena |Nije nadena |EIGEN AD/AR/ novel Atipi¢no
GN c.1122G>C Tyrext*23 | mutacija, PM2, BP4) PC:benigna | heterozigot hemoliticko
) StopLoss, egzon jako;FATHM uremijski
M- sindrom tipa
MKIL.:benigna 2 (aHUS)
jako;DANN:b (OMIM:612
enigna 922)
umereno;Mut
ationTaster:ne
odredeno;EIG
EN:benigna
umereno
C2 G032, Jednosa |NM_000063.6: |p.? delecija, mesto |P (PVSI, 0.0046- Jedna NA AR/ ClinVar C2
G027, SLE, LN, |c.841 849+19del isecanja PS3, PPI, 0.000008 kontrola: 0.02 heterozigot ID:50634; |deficijencija
G006 jedno sa PP5, BS2) |homozigot/ PMID:358 | (OMIM:217
SLE bez 0.00608- 74679,344 | 000)
LN, jedno 0.000032 26522,337
u homozigot 26816,319
kontrolnoj 80526,314
grupi 40263,279
43079,265
90091,260
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https://varsome.com/variant/hg38/COL4A3(NM_000091.5):c.3546_3548dup?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg38/COL4A3(NM_000091.5):c.3546_3548dup?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg38/CD46(NM_172358.3):c.1122G%3EC?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg38/CD46(NM_172358.3):c.1122G%3EC?&annotation-mode=germline

38300,254

54804,961
6367.
Cl104 G003 SLE NM _015991.4: |p.GIn208T | Tackasta P (PVSI, 0.0000253- [Nije nadena |EIGEN AR/homozigo | ClinVar Clq
c.622C>T er mutacija, PP1, PM2) [0.00000068 PC:benigna |t ID:17073 |deficijencija
nonsens, egzon 5 umereno; FAT PMID:300 |tipa 1
homozigot/ HMM- 08451,297 | (OMIM:613
nije nadena MKIL.:benigna 39689,265 |652)
umereno; DA 63161,216
NN:benigna 54842,922
podrzavajuce; 5968,8840
MutationTaste 296,75944
r:neodredeno; 74
EIGEN:benig
na
podrzavajuce

AD-autozomno dominantno, AR-autozomno recesivno, NA-nije dostupno, P-patogena, LP- verovatno patogena, VUS-varijanta nejasnog znacaja, PVS-
veoma jak dokaz patogenosti, PS-jak dokaz patogenosti, PM-umeren dokaz patogenosti, PP-podrzavajuci dokaz patogenosti.
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https://varsome.com/variant/hg38/C1QA(NM_015991.4):c.622C%3ET?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg38/C1QA(NM_015991.4):c.622C%3ET?&annotation-mode=germline
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30008451

5. DISKUSIJA

U ispitivanoj kohorti koja je obuhvatila 71 dete sa glomerulonefritisom (GN) tokom perioda
od godinu dana, primarni GN je dijagnostikovan kod 40 (56%) slucajeva, a sekundarni kod 31 (44%)).
U grupi primarnih GN, pedijatrijski nefrotski sindrom osetljiv na steroide (pSSNS) je ¢inio 30%, IgA
nefropatija (IgAN) 25%, IgM nefropatija 17,5%, membranoproliferativni glomerulonefritis (MPGN)
12,5%, fokalna segmentna glomeruloskleroza (FSGS) 7,5%, dok su membranozni glomerulonefritis
(MN), anti-GBM nefritis i brzoprogresivni nefritis opisani u po jednom slu¢aju. Epidemioloski podaci
o ucestalosti GN kod dece se najces¢e odnose na akutni poststreptokokni glomerulonefritis, koji je
najces¢i oblik, naroCito u nerazvijenim zemljama, ali ova forma GN nije bila predmet nasSeg
istrazivanja koje se bavilo hroni¢cnim GN. Podaci o ucestalosti drugih formi GN nisu bazirani na
podacima iz opste pedijatrijske populacije, ve¢ se navode kao procenat odredenih formi GN medu
bioptiranim pacijentima u tercijarnim ustanovama. Nefrotski sindrom osetljiv na steroide je
heterogena grupa GN, jer 80-90% dece sa GN ima povoljan odgovor na kortikoterapiju (183).
Istrazivanja pokazuju da 94% dece sa dijagnozom pSSNS patohistoloski zapravo ima bolest sa
minimalnim promenama (BMP) (183; 184). Prema dostupnim podacima, FSGS obi¢no ¢ini 10-20%
svih biopsija bubrega kod dece (185). Procenat u naSoj kohorti je neSto manji (7,5%) $to se moze
objasniti i relativno velikom ucestalos¢u IgM nefropatije u naSoj kohorti (17,5%). Naime, IgM
nefropatija se najceS¢e moze smatrati prelaznom formom izmedu BMP i FSGS (186; 187). Prema
dostupnim podacima, IgAN ¢ini oko 25% svih biopsija bubrega kod dece §to je u skladu sa nasim
rezultatima (188). MPGN se obi¢no opisuje kod do 7% bioptiranih pacijenata, dok se u nasoj kohorti
uocava nesto veci procenat (12,5%) (189). Ostale forme GN su znacajno rede, Sto je u skladu i sa
nasim podacima. Vazno je napomenuti da su incidencija i prevalencija GN potcenjene i kod odraslih
i kod dece, jer epidemioloske studije ne ukljucuju osobe sa asimptomatskim varijantama BG, one ¢iji
je GN spontano izlecen, ali i one kod kojih je BG dijagnostikovana u uznapredovaloj fazi kada vise
nije opravdana biopsija bubrega i kada se viSe ne zna §ta je dovelo do bubrezne insuficijencije.

Ucestalost sekundarnih nefritisa u kohortama bioptiranih pedijatrijskih pacijenata je niza nego
ucestalost primarnih GN 1 iznosi oko 30%, sa oko 10-15% slucajeva koji imaju LN i 10-15% GN u
sklopu HSP (190; 191; 192). Medutim, ova procena verovatno nije adekvatna, jer se mnogi pacijenti
sa jasnom klinickom slikom sistemske bolesti ili vaskulitisa sa afekcijom bubrega, posebno ako je
ona blaga, ne bioptiraju.

Medijana uzrasta na pocetku bolesti kod nasih ispitanika bila je 8 godina i nije se razlikovala
kod ispitanika sa primarnim i sekundarnim GN, mada je srednji uzrast na pocetku primarnog GN bio
7,5 godina, a na pocetku sekundarnog GN 10,2 godine. Ovo je u skladu sa nalazima iz literature po
kojima primarni GN nastaju u ranom S$kolskom uzrastu, a sekundarni GN obi¢no posle 10. godine
zivota (191; 193).

U grupi ispitivanih pacijenata sa primarnim glomerulonefritisom procenat decaka je bio veci
nego u grupi pacijenata sa sekundarnim glomerulonefritisom (58% prema 32%). Literaturni podaci
pokazuju da je ucestalost primarnih GN veca kod decaka. Poznato je da su muskarci u dvostruko
vecem riziku da dobiju membranozni glomerulonefritis u odnosu na zene (3). U de¢joj populaciji
BMP, FSGS 1 IgAN cesce pogadaju decake nego devojcice sa odnosom od oko 2:1 (57; 194). Sa
druge strane, lupus nefritis je autoimuna bolest koja je Cetiri do deset puta ¢eS¢a kod Zena nego
muskaraca, naro€ito od puberteta nadalje (32; 192). Ipak, GN u sklopu HSP je nesto ¢e’¢i, ali i blazi,
kod decaka nego kod devojcica (195).

Vrednosti hemoglobina u krvi su bile niZe kod pacijenata sa sekundarnim bolestima glomerula
u odnosu na pacijente sa primarnim bolestima glomerula. Nivo proteina i albumina u krvi je bio nizi
kod naSih pacijenata sa primarnim bolestima glomerula. Koncentracija kalijuma u krvi u trenutku
uzorkovanja za potrebe ove studije je bila visa kod pacijenata sa primarnim GN. Nivoi ukupnog
holesterola i obe njegove frakcije su bili visi kod pacijenata sa primarnim glomerulonefritisima u
odnosu na pacijente sa sekundarnim glomerulonefritisima. Razlika u nivou hemoglobina kod
pacijenata sa primarnim u odnosu na sekundarne GN, najverovatnije je uzrokovana prisustvom
anemije u sklopu SLE kod pacijenata sa LN. Posto je SLE sistemska autoimunska bolest pracena
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generalizovanom inflamacijom, depozicijom imunskih kompleksa, aktivacijom komplementa i ¢esto
izrazenijim oStecenjem glomerula, kod ovih pacijenata se moZe ocekivati izraZenija proteinurija,
hipoalbuminemija, poremecaji lipida i anemija (zbog prisustva hroni¢ne bolesti, oStecenja bubrega ili
sistemske inflamacije), u poredenju sa blazim oblicima primarnog glomerulonefritisa. Sa druge
strane, viSe kohortnih studija i preglednih radova pokazuje povecanje ukupnog holesterola, LDL
holesterola i triglicerida kod razlicitih formi GN, S$to je u korelaciji sa hipoalbuminemijom (196).
Medutim, nema poredenja izmedu primarnih i1 sekundarnih formi GN u literaturi.

Kompletna remisija, koja podrazumeva da su pacijenti dobro i bez terapije, postignuta je kod
55% dece, 1 to kod 48% dece sa primarnim i 64% dece sa sekundarnim nefritisom u na$oj kohorti.
Literaturni podaci pokazuju da je procenat pacijenata sa primarnim GN koji postizu remisiju oko 60%
(197; 198), i to do 90% kod pacijenata sa pSSNS, odnosno sa BMP (57). Nesto losiju prognozu ima
MPGN sa procentom remisije oko 50% 1 FSGS sa procentom remisije od oko 40% i sa ve¢om Sansom
za razvoj hroni¢ne bubrezne bolesti (HBB) (199; 200). U skladu sa tim, nasi pacijenti koji su tokom
trajanja bolesti morali da predu na hroni¢nu hemodijalizu, upravo su imali dijagnozu FSGS i MPGN.
Sto se ti¢e ishoda bolesti kod sekundarnih GN, remisija se postize kod oko 60-80% pedijatrijskih
slucajeva, i to obicno ve¢ tokom Sest meseci do godinu dana od postavljanja dijagnoze (201; 202).
Ovo je u skladu sa nasim nalazom od 64% pacijenata koji su postigli kompletnu remisiju tokom 6,5
godina pracenja.

Tokom trajanja bolesti arterijsku hipertenziju je razvilo 45% pacijenata sa GN, i to 42%
pacijenata sa primarnim i 48% pacijenata sa sekundarnim glomerulonefritisom. Arterijska
hipertenzija se razvija kod GN usled: zadrzavanja natrijuma i vode u telu usled oSte¢enja glomerula,
prekomerne aktivacije renin—angiotenzin—aldosteronskog sistema (RAAS) usled hipoperfuzije
bubrega, smanjene sposobnosti bubrega da reguliSe pritisak usled nemoguénosti adekvatne
natriureze, endotelne disfunkcije i inflamacije, proteinurije i albuminurije, kao i usled simpaticke
hiperaktivnosti (1; 203; 204). U odredenim formama GN pojedini mehanizmi su dominantniji.
Ucestalost HTA kod pacijenata sa primarnim GN se razlikuje kod pojedinih formi: 10-25% kod
pacijenata sa BMP i IgAN, oko 50% kod pacijenata sa FSGS i kod ¢ak 80% pacijenata sa MPGN (1;
99; 205; 206; 207). Ucestalost hipertenzije raste sa stepenom ostecenja glomerula i sa trajanjem
bolesti. I u nasoj studiji, pacijenti leCeni multiplim terapijama imali su vecu Sansu da dobiju arterijsku
hipertenziju. Ako se uzmu u obzir sekundarni GN, arterijska hipertenzija se vida kod 40-50%
pacijenata sa LN, dok je kod GN u sklopu HSP ucestalost hipertenzije manja nego kod LN i kod
primarnih GN (192; 208). Ovi podaci su u skladu sa nasim nalazom prisustva hipertenzije kod 48%
pacijenata sa sekundarnim GN, medu kojima je ve¢ina imala LN.

Od ukupnog broja pacijenata, njih 12 (16,9%) je imalo neki drugi komorbiditet. Tri pacijenta
su imala nizak rast (jedan sa LN i dva sa pSSNS) i zbog toga su le¢eni hormonom rasta. Nizak rast je
obi¢no povezan sa MPGN i FSGS. Kod BMP, tj. pSSNS, nizak rast je najceS¢e povezan sa upotrebom
kortikosteroidne terapije, $to je slucaj i kod LN (99; 209; 210; 211). Kortikosteroidi i imunosupresivi
mogu dati i druga nezeljena dejstva, a pojedina od njih opisana su i u nasoj kohorti pacijenata,
ukljucujuéi kataraktu, insulinsku rezistenciju, osteoporozu, posteriorni reverzibilni encefalopatski
sindrom, sepsu itd.

U ispitivanoj kohorti pedijatrijskih pacijenata sa bolestima glomerula, posmatrane su sledece
ishodne varijable: nastanak kompletne remisije bolesti, e€GFR u trenutku uzorkovanja krvi za potrebe
ove studije, kao 1 nastanak arterijske hipertenzije tokom trajanja bolesti. Slede¢i parametri su u
univarijantnoj analizi pokazali povezanost sa nastankom kompletne remisije: muski pol, primena
odredene terapije i ve¢a eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze. Muski pol je kod naSih pacijenata
bio povezan sa boljim ishodom bolesti kada se on meri stepenom remisije ili pomoc¢u brzine
glomerulske filtracije. Prema literaturnim podacima, muski pol je bio povezan sa brzim odgovorom
na kortikoterapiju (99). Medutim, muski pol nije bio nezavisan prediktor boljeg ishoda bolesti ni u
jednoj formi GN (99; 192; 206; 207; 208; 212).
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Remisiju je postiglo 78,3% pacijenata na kortikoterapiji, 42,9% pacijenata bez terapije, 32,4%
pacijenata na kortikosteroidima i imunosupresivima, dok niko od pacijenata na rituksimabu nije
postigao kompletnu remisiju. Ovaj nalaz potvrduje ¢injenicu da su teZi pacijenti, refraktarni na svu
prethodnu terapiju, koji imaju vecu Sansu od komplikacija, leCeni intenzivnijom terapijom,
ukljucujuéi rituksimab. Vazno je napomenuti da se kod ovih pacijenata sa primenom rituksimaba
znacajno redukuje broj relapsa bolesti, a kod nekih je postignuta parcijalna remisija GN. Nizi eGFR
bio je povezan sa loSim ishodom bolesti u nasoj kohorti, bilo da se kao ishod uzme prisustvo remisije
ili stepen glomerulske filtracije u trenutku uzorkovanja krvi. Slicno tome, visa vrednost kreatinina u
trenutku dijagnoze bila je povezana sa loSijim ishodom kada se on meri kao eGFR u trenutku
pregleda. Poznato je da je nizi eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze snazan prediktor losijeg ishoda
bolesti bubrega, ukazuje na sporiju ili nepotpunu remisiju i veci rizik od progresije ka hroni¢noj
bubreznoj bolesti (HBB), i to gotovo u svim oblicima glomerulonefritisa (GN) (192; 205; 206; 207;
211;213; 214). Takode je poznato da se prognoza GN pogorsava ukoliko je vrednost kreatinina iznad
normale za uzrast (192; 207; 213; 214).

Multivarijantna linearna regresiona analiza je pokazala da je model, koji ukljucuje pol (Beta=-
0,199, p=0,104) i eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze, statisticki znacajan, ali uz nisku vrednost
prilagodenog R? (oko 9%) $to ukazuje na to da postoje brojni drugi faktori koji uti¢u na ishod GN, a
nisu obuhvaceni naSim istrazivanjem. Stope remisije su povezane sa tezinom bolesti, odgovorom na
terapiju i sa histoloskim tipom GN (99; 192; 206; 207; 208; 212).

Stariji uzrast na pocetku bolesti bio je povezan sa loSijim ishodom bolesti, tj. sa nizom
vredno§¢u eGFR u trenutku pregleda kod naSih pacijenata. Literaturni podaci pokazuju da je stariji
uzrast u trenutku postavljanja dijagnoze GN cesto povezan sa loSijom prognozom, mada jacina te
povezanosti zavisi od tipa GN. Drugim refima, mlada deca imaju vecu verovatnocu postizanja
remisije i1 sporiju progresiju ka hroni¢noj bubreznoj bolesti (HBB) (192; 194; 205; 207; 208; 213;
215). Razlozi za to su visestruki. Kada se starija deca ili adolescenti jave lekaru, oStec¢enje glomerula
Cesto je ve¢ hronicno, tj. postoje znaci fibroze i skleroze glomerula. Poznato je da polni hormoni uticu
na imunski sistem tako da nastaju agresivniji i hroni¢niji imunski odgovori, ali je verovatno da polni
hormoni imaju uticaja na tonus RAAS i na metabolizam podocita. Dalje, bubrezi mlade dece imaju
bolji regenerativni kapacitet - bolje se remodeluju i oporavljaju nakon akutnog ostecenja.

Sa razvojem arterijske hipertenzije u ispitivanoj kohorti su bili povezani slede¢i parametri u
univarijantnoj analizi: eGFR u trenutku postavljanja dijagnoze, kao i patoloski laboratorijski nalazi u
trenutku postavljanja dijagnoze, ukljucujuéi nivo kreatinina, hemoglobina i triglicerida u krvi, brzinu
sedimentacije 1 prisustvo proteinurije. Literatura podrzava ove nalaze. Naime, prisustvo arterijske
hipertenzije u prethodnim studijama je bilo povezano sa lo$ijim bubreznim funkcionalnim statusom
(nizi eGFR 1 visi kreatinin), proteinurijom, stepenom zapaljenja i dislipidemijom tipi¢nom za
nefrotski sindrom (216). Vazno je napomenuti da je proteinurija centralni marker aktivnosti GN, te
da je kao takva povezana sa loSijom kontrolom krvnog pritiska i sa progresijom GN u HBB kod dece.
Anemija je povezana sa tezinom GN 1 loSijom regulacijom krvnog pritiska (216). Dislipidemija je
tipi¢an nalaz kod nefrotskog sindroma i verovatno je da, pre svega preko modifikacije endotela, utice
na razvoj hipertenzije (217). Kohorte pacijenata sa GN, posebno sa LN, pokazuju da su proteinurija,
sporiji eGFR 1 aktivnost bolesti povezani sa pojavom arterijske hipertenzije (218). Ukljucivanjem
svih ovih parametara u multiplu linearnu regresionu analizu nismo identifikovali znacajan prediktivni
model $to ukazuje na ¢injenicu da postoje i drugi znacajni faktori rizika za nastanak hipertenzije kod
pedijatrijskih pacijenata sa GN, koji nisu obuhvaceni ovim istrazivanjem, poput histoloskih nalaza
(intersticijska fibroza, tubularna atrofija, znaci polumeseca), aktivacija RAAS, simpaticka
hiperaktivnost, upotreba odredenih lekova (204; 207; 210; 219; 220; 221; 221; 223).

Glavni nalaz selektivnog testiranja razli¢itth SNP u genima imunskog sistema kod
pedijatrijskih pacijenata sa GN jeste da je alel A na lokusu rs1800629 u genu 7NF bio ¢es¢i kod
pacijenata sa GN u poredenju sa zdravim kontrolama. Ista razlika je uocena i u raspodeli genotipova
izmedu pacijenata sa GN i zdravih kontrola. Ovaj nalaz sugeriSe da opisani polimorfizam na lokusu
rs1800629 moze biti ukljucen u pogorsanje glomerularne inflamacije kod dece. Kao Sto je ranije
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navedeno, TNF je jedan od glavnih proinflamatornih citokina imunskog sistema i kontrolor je
inflamacije. Postoje dokazi da TNF ucestvuje u nastanku i razvoju mnogih autoimunih i inflamatornih
poremecaja, ukljucuju¢i GN. Shodno tome, polimorfizmi u genima koji reguliSu produkciju TNF
mogu biti kljuéni faktori rizika za nastanak autoimune bolesti i1 klju¢ni faktori koji odreduju tezinu
bolesti.

Nase opazanje da je polimorfizam u vidu alela A na lokusu rs1800629 u genu TNF ¢es¢i kod
dece sa GN u skladu je sa Cinjenicom da ovaj polimorfizam uti¢e na ekspresiju gena. Ovaj
polimorfizam je ranije povezivan sa razli¢itim infektivnim i imunski posredovanim bolestima (224).
U opstoj populaciji alel G je uobi¢ajen na ovom lokusu, dok je A alel redak. Pokazano je da je upravo
alel A povezan sa vi§im spontanim ili stimulisanim nivoima ekspresije gena TNF. Pored toga, osobe
sa genotipom GA, u odnosu na osobe sa genotipom GG, imaju viSe nivoe informacione RNK
prepisane sa gena TNF 1 viSe nivoe serumskog TNF proteina (225). Sa druge strane, povecana
ekspresija gena TNF uocena je u in vivo animalnim modelima razli¢itih formi GN (226). U skladu sa
tim je 1 naSe otkri¢e povezanosti polimorfizma u 7NF genu sa GN, bez obzira na tip GN (primarni ili
sekundarni). Nasi rezultati impliciraju da, bez obzira na osnovni uzrok GN, prisustvo nukleotida A
na jednom alelu na genskom lokusu rs1800629 moze biti faktor koji podsti¢e poja¢anu aktivnost
TNF, olakSavaju¢i upornu glomerularnu inflamaciju i imunoloski posredovano ostec¢enje glomerula.
Ovo je u skladu sa ustanovljenim mehanizmima patogeneze GN u kojima je TNF kljucan za
regrutovanje leukocita, aktivaciju endotela i pojacavanje glomerularnih citokinskih petlji. Na§ nalaz
sugeriSe da i1 primarni i sekundarni GN, sa svojim brojnim podtipovima, mogu deliti neke slicne
patogenetske puteve.

U ovom istrazivanju nije uocena povezanost izmedu SNP u genu 7NF i specificnih
karakteristika GN, ukljucujuéi tezinu bolesti, pojavu remisije i prisustvo komplikacija poput
hipertenzije. Ovo moZze da implicira da, iako 7NF polimorfizmi mogu biti faktori rizika za nastanak
bolesti, oni nisu prediktori njenog klinickog toka niti ishoda. Verovatno je da je tok bolesti odreden
kombinacijom razli¢itih genetickih faktora (ne samo polimorfizmom u genu 7TNF), epigenetickih,
sredinskih 1 terapijskih faktora. Da bi se ova kombinacija bolje razumela, neophodna su
longitudinalna istrazivanja u ve¢im i potencijalno homogenijim kohortama obolelih. Naime, iako alel
A na poziciji rs1800629 u genu TNF jeste povezan sa GN prema nasim rezultatima, i dalje postoji
kontroverza u vezi sa njegovim efektom na razvoj hroni¢ne bubrezne bolesti (CKD). Pojedina
istrazivanja navode da su ¢ak G/G genotip 1 G alel bili ¢es¢i kod pacijenata sa CKD (227). Suprotno
tome, jedno istrazivanje u kohorti pacijenata iz severne Indije pokazalo je da je GA haplotip na lokusu
rs1800629 jak predisponirajuci faktor rizika za razvoj zavr$nog stadijuma bubrezne bolesti (ESRD)
(228). Meta-analiza, koju je 2005. godine sproveo Sookoian i saradnici, pokazala je da je prisustvo
alela A korelisalo sa pojavom gojaznosti, hipertenzije i poviSenih nivoa insulina (229). U naSoj
kohorti, medutim, nismo pronasli statistiCki znacajnu korelaciju izmedu indeksa telesne mase i
opisanog SNP. Medutim, moramo uzeti u obzir specificnost naSe kohorte, koja je bila sastavljena
samo od pedijatrijskih pacijenata, a znamo da su steceni metabolicki poremecaji redi kod dece nego
kod odraslih te da se mogu ispoljiti kasnije tokom trajanja bolesti. Metabolicki efekti ove geneticke
varijacije mogli bi biti jasnije uoceni u buduéim prospektivnim istrazivanjima na adolescentima i
mladim odraslim osobama.

Pronalazenje povezanosti izmedu SNP u genu 7NF i GN moZe imati i potencijalne terapijske
implikacije. Poznato je da je kod pacijenata sa Beh¢etovim sindromom (BS) ucestalost uobicajenog
GG genotipa na lokusu rs1800629 veca kod onih pacijenata koji odgovaraju na standardnu terapiju u
poredenju sa GA genotipom (230). Ovakav nalaz sugeriSe da bi moZzda pacijenti sa GA genotipom,
koji su losiji responderi, mogli imati benefit od primene anti-TNF lekova (230). Dakle, nasi rezultati
sugeriSu da GA alel moze biti faktor rizika za razvoj GN kod dece, dok podaci iz literature dodatno
ukazuju da GA alel moze biti faktor povezan sa loSijim odgovorom na imunoterapiju, §to otvara
potencijalnu moguénost leCenja TNF inhibitorima. Ipak, treba biti vrlo oprezan sa TNF terapijom, jer
nije poznato da li ovaj ili drugi polimorfizmi mogu nositi rizik od pogorsanja GN ili izazivanja vise
nezeljenih efekata. Istina je da su TNF inhibitori znacajno poboljsali leCenje mnogih autoimunih
bolesti kao $to su Kronova bolest, reumatoidni artritis, psorijaza, psorijaticni artritis, ankilozirajuéi
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spondilitis i juvenilni idiopatski artritis (231; 232). Sa druge strane, ovi lekovi su kao nezeljeno
dejstvo pokazali sposobnost indukcije proizvodnje antinuklearnih antitela, antitela prema dvostrukom
lancu DNK (anti-dsDNA) antitela i antifosfolipidnih antitela, izmedu ostalog (233). Nekoliko
autoimunskih bolesti povezano je sa izlozeno$¢u TNF inhibitorima, ukljucujuéi vaskulitis, SLE i
psorijazu (234). Postoje i prikazi pacijenata koji su razvili GN tokom leCenja anti-TNF lekovima
(235; 236; 237). Dakle, uloga ovih lekova u GN je jo$ uvek neizvesna i verovatno je da moze biti
korisna u odredenim podtipovima GN, verovatno u zavisnosti od prisustva odredenih SNP u genu
TNF. Neophodna su dalja istrazivanja, koja bi vodila razvoju terapije kreirane za pojedinacnog
pacijenta. Nasi rezultati podrzavaju ideju da e strategije personalizovane medicine, koje uzimaju u
obzir TNF genotip, u buduénosti koristiti za identifikaciju pacijenata koji bi imali najviSe koristi od
anti-TNF terapije, uz istovremeno spre¢avanje mogucih nezeljenih efekata kod onih koji su geneticki
predisponirani. Nacin na koji polimorfizam na lokusu rs1800629, ali i druge srodne varijante u 7TNF
genu, uticu na odgovor na primenu TNF inhibitora kod GN mogao bi biti predmet buducih
farmakogenomskih istrazivanja.

Pored udruzenosti polimorfizma A i genotipa GA sa prisustvom GN u decjoj populaciji, u
ovoj studiji identifikovali smo i povezanost izmedu GN i TNF haplotipa GGAG (na lokusima
rs1800629 1 rs361525 redom). Drugim re¢ima, GGGG haplotip je bio ¢es¢i kod zdravih kontrola, §to
je u skladu sa ¢injenicom da je GG genotip slab proizvoda¢ TNF. Ovo ukazuje na mogudi uticaj
haplotipa na regulaciju gena 7NF, verovatno kao rezultat kombinovanog sinergistickog dejstva oba
polimorfizma na transkripcionu aktivnost. Naime, poznato je da pojedinaéni SNP mogu imati samo
blage efekte, dok viSe regulatornih varijanti sinergisticki moZze predstavljati jaku geneticku
predispoziciju. Jedno istrazivanje analiziralo je povezanosti polimorfizama na lokusima rs1800629 i
1s361525 u genu TNF kod pacijenata sa CKD u meksickoj populaciji. Medutim, istrazivaci nisu uocili
asocijaciju izmedu bilo koje kombinacije haplotipova i CKD (238). Prema nasim saznanjima, nijedna
druga studija nije istrazivala povezanosti ovih haplotipova i CKD. Moguce da je ova povezanost
specifi¢na za rasnu pripadnost i starosnu dob pacijenata.

Prema rezultatima dobijenim u ovoj studiji, distribucije ispitivanih alela i genotipova za gene
IL10, IL6, IL23R 1 ILI2B, kao i distribucije haplotipova za IL10, nisu se statisticki znacajno
razlikovale kod pacijenata sa GN i kontrola. Uprkos tome $to su ovi geni ukljuceni u regulaciju
imuniteta i povezani su sa brojnim autoimunskim i inflamatornim bolestima, u naSem istrazivanju
nismo pronasli povezanost izmedu ovih gena i GN. Ovo mozZe biti posledica populaciono-specifi¢nih
genetickih varijacija u kohorti dece iz Srbije, posledica analize na malom uzorku ili moguénosti da
ove varijante doprinose tezini ili progresiji bolesti, a ne njenom nastanku. Poznato je, recimo, od
ranije da polimorfizmi u genu /L /0 mogu biti povezani sa komplikacijama bubreznih bolesti kod dece
(239). Mozda bi longitudinalna prospektivna analiza mogla bolje da obuhvati pacijente sa razvojem
hroni¢nih komplikacija kod razli¢itih formi GN, te da bolje razjasni povezanost polimorfizama u genu
IL10 sa hroni¢nim komplikacijama GN. Naime, medijana perioda pracenja od trenutka postavljanja
dijagnoze do uzorkovanja za potrebe ove studije u naSoj kohorti je bila samo 67 meseci.

U ispitivanoj grupi pacijenata sa GN nisu uocene razlike u pogledu frekvencije alela i
genotipova u analiziranim strukturnim genima bubrega (UMOD 1 SHROOM3) u odnosu na kontrole.
Razlog moze biti to $to smo ukljucili sve pacijente sa GN, i one kod kojih je bolest napredovala do
hroni¢nog stadijuma ali i akutne pacijente, dok su geni UMOD i SHROOM3, prema dostupnim
podacima iz literature, uglavnom povezani sa CKD (145; 146; 240; 241; 242; 243; 244). Medutim,
¢ak ni nasa podanaliza nije pokazala povezanost ovih gena sa losijom prognozom GN. Glavni razlog
moze biti mali broj analiziranih pacijenata. Takode je moguce da ovi geni ispoljavaju svoj patogeni
uticaj kasnije tokom bolesti ili kao odgovor na hroni¢no oSte¢enje, Sto mozda ne moze biti
registrovano studijama preseka u pedijatrijskim kohortama. Uzorkovanje kasnije tokom bolesti,
sprovodenje studija sa longitudinalnim dizajnom ili koriS¢enje vec¢ih skupova podataka
stratifikovanih prema stadijumu CKD moglo bi olaksati otkrivanje manjih geneti¢kih doprinosa od
strane gena UMOD 1 SHROOM3 na nastanak, razvoj 1 tok GN.

Kao $to smo gore ve¢ naveli, glavna ogranienja ovog istrazivanja jesu relativno mali broj
ukljucenih pacijenata i heterogenost ukljucenih pacijenata, pre svega u pogledu podtipa GN. Nazalost,
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nase istrazivanje nije imalo dovoljnu statisticku snagu da omoguéi testiranje distribucija
polimorfizama medu pacijentima sa razli¢itim tipovima GN. I pored ovog nedostatka, ovo je prva
studija sprovedena u Srbiji 1 okolnim zemljama, koja istrazuje geneticku podloznost za nastanak GN
kod dece u ovom delu sveta. NasSe istrazivanje naglaSava znacaj regionalno prilagodenih genetickih
istrazivanja, koja mogu otkriti populaciono-specificne faktore rizika, koji nisu uocljivi u velikim,
multinacionalnim grupama pacijenata. Takode, naSe istrazivanje postavlja osnovu za buduce
zajednicke inicijative za analizu geneti¢ke epidemiologije GN, ali i drugih bubreznih bolesti, u
pedijatrijskoj populaciji u jugoisto¢noj Evropi.

U zakljucku moZemo istaci da je prisustvo alela A na lokusu rs1800629 u genu TNF bilo ¢esce
kod pacijenata sa GN u poredenju sa zdravim kontrolama. U skladu s tim, genotipovi GA i AA, sa
pretpostavljenom ve¢om produkcijom TNF, bili su zastupljeniji medu pacijentima. Pored toga,
pronasli smo i statisticki znacajne razlike u distribuciji haplotipova izmedu pacijenata i zdravih
kontrola, pri ¢emu su pacijenti sa GN ¢eS¢e imali GGAG haplotip, dok su zdrave kontrole primarno
imale GGGG haplotip. Ipak, zbog malog broja pacijenata sa odredenim podvrstama GN, nismo
sprovodili zasebne SNP asocijacione analize sa svakim pojedina¢nim klinickim entitetom.
Pretpostavljamo da povezanost izmedu polimorfizama u genu 7NF, ali i nekim drugim genima, kod
razli¢itih tipova GN kod dece moze doprineti razumevanju patogeneze ovih poremecaja i razvoju
novih terapija.

U podgrupi nasih pacijenata sprovedena je i analiza sekvenciranja celog egzoma. Ova analiza
kod pedijatrijskih pacijenata sa GN moze biti od viSestrukog znacaja. Pre svega, na ovaj nacin se
mogu otkriti nasledne bolesti koje imaju klini¢ku sliku poput GN i zahtevaju specifi¢no pracenje i
lecenje, kao Sto su aHUS i Alportov sindrom. Pored toga, pronalazenje gena koji predstavljaju
predipoziciju za obolevanje od GN moze da pomogne da se razume patofiziologija bolesti i da se
pacijentima ponude nove terapije.

Dvoje od 10 nasih pacijenata sa primarnim GN dobilo je geneticku dijagnozu druge bolesti.
Jedna verovatna patogena heterozigotna varijanta (c.3546 3548dup) identifikovana je u genu
COL4A43 kod naSeg pacijenta sa dijagnozom IgA nefropatije, koja nije potvrdena histopatoloski.
Varijante u COL4A43 su povezane sa autozomno dominantnim Alportovim sindromom tipa 3A
(OMIM:104200), autozomno recesivnim Alportovim sindromom tipa 3B (OMIM:620536) i
autozomno dominantnom porodi¢nom benignom hematurijom tip 2 (OMIM:620320). Nas pacijent je
vremenom razvio punu klinicku sliku Alportovog sindroma. Varijanta ¢.3546 3548dup je prethodno
opisana u heterozigotnom stanju kod pacijenata sa Alportovim sindromom (174). Ova varijanta je
prisutna sa ucestalos¢u od 0,00000205 u gnomAD bazi egzoma, odnosno 0,00000657 u gnomAD
bazi genoma i nije pronadena kod nasih 50 pedijatrijskih kontrola. Istovremeno prisustvo Alportovog
sindroma sa IgA nefropatijom je prijavljeno kod nekoliko pacijenata (245; 246). Alportov sindrom je
inace bolest koja se Cesto ne prepoznaje u klinickoj praksi, pre svega zbog niske ucestalosti ove
bolesti, posebno u sluc¢ajevima bez ekstrarenalnih manifestacija (246). U takvim situacijama
geneticke analize pruzaju novi uvid u bolest i mogu znacajno uticati na izbor terapije (174; 247).

Prilikom WES analize, otkrili smo jednu heterozigotnu stop-loss novootkrivenu varijantu
neodredenog znacaja (c.1122G>C) u genu CD46 (MCP) kod jednog pacijenta sa dijagnozom
antiGBM bolesti. Varijante u genu CD46 su povezane sa ve¢om sklono$¢u za nastanak/razvoj
atipinog hemoliticko-uremijskog sindroma (aHUS) (OMIM:612922), koji se moze naslediti
autozomno dominantno ili recesivno. Geneticke varijante gena CD46 su ranije bile povezane sa
drugim bolestima kao $to su SLE, pobacaj, sistemska skleroza, ali i glomerulonefritisi (248; 249; 250;
251). Prethodna studija koja je analizirala 248 pacijenata sa glomerulopatijom koja je dokazana
biopsijom bubrega, otkrila je da je 6 pacijenata zapravo imalo aHUS (252). Medutim, prema nasim
saznanjima, izvestaji o povezanosti varijanti CD46 i anti-GBM bolesti jo§ uvek nisu opisani. Opisana
varijanta je odsutna u gnomAD bazi, kao i naSoj kohorti od 50 kontrola. Varijante u ovom genu kod
aHUS su pretezno u heterozigotnom stanju, medutim retko se opisuju i homozigotne varijante, koje
su povezane sa ranijim pocetkom i tezim simptomima bolesti (253). Jedna studija je otkrila da oko
10% (11 pacijenata od 120) pacijenata sa aHUS ima varijante u genu CD46, od kojih su njih pet bile
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u heterozigotnom stanju i rezultirale su smanjenim nivoima MCP. Stavise, kod ovih pacijenata je
primecena nepotpuna penetrantnost, Sto sugerise da je MCP pre predisponirajuci faktor nego direktan
uzrok bolesti (254; 255).

Heterozigotna patogena varijanta (c.841 849+19del) je otkrivena u genu C2 kod tri pacijenta
u nasoj kohorti (dva sa LN i jednog sa SLE bez GN) kao i kod jednog od nasih 50 pacijenata iz
kontrolne grupe. Varijante u genu C2 su povezane sa autozomno recesivnim nedostatkom C2
komponente komplementa (OMIM:217000) (175; 176; 177; 178). Ova varijanta je pronadena sa
frekvencijom od 0,0046 u gnomAD bazi egzoma i sa uc€estaloS¢u homozigota od 0,000008. U
gnomAD bazi genoma ova varijanta je pronadena sa frekvencijom od 0,00608, dok je 0,000032 bila
ucestalost homozigota. Veca ucestalost je uoena u nasoj grupi kontrola gde je varijanta otkrivena
kod 2% pacijenata. Ovi podaci ukazuju na to da je varijanta verovatno povezana sa SLE, ali o¢igledno
ispoljava smanjenu penetrantnost. U literaturi su opisana dva pacijenta sa varijantom
c.841 849+19del u heterozigotnom stanju. Jedno je devojcica sa SLE i nefritisom, koji je nastao 2
godine od pocetka bolesti 1 kojoj je ucinjena transplantacija bubrega, a drugi je decak sa aktivnim
artritisom (256). Takode, kod pacijenta €iji su simptomi poceli u dvadesetim godinama Zivota,
opisana je heterozigotna varijanta ¢.841 849+19del udruzena sa imunodeficijencijom specificnom za
patogen (175).

Jedan od cetiri nasa pacijenta sa SLE bez GN je imao homozigotnu patogenu varijantu
neodredenog znacaja (c.622C>T) u genu C/QA. Varijante u genu C/QA su povezane sa autozomno
recesivnim nedostatkom C1q komponente komplementa tipa 1 (OMIM:613652). Varijanta opisana
kod naSih pacijenata pronadena je sa frekvencijom od 0,0000253 u gnomAD bazi egzoma sa
ucestaloS¢u homozigota od 0,000000685 i1 nije pronadena u gnomAD bazi genoma. Navedena
varijanta je prethodno opisana kod pedijatrijskih pacijenata sa SLE (179; 180; 181; 182). Ova
varijanta stvara rani stop kodon, koji verovatno remeti pravilno formiranje celog kompleksa Clq
komponente komplementa, $to je potvrdeno niskim nivoom C1qA proteina u serumu kod pacijenata
sa SLE koji imaju ¢.622C>T varijantu u homozigotnom stanju (180).

U zakljuc¢ku mozemo da rezimiramo da smo analizirajuci 31 sporadi¢nog pacijenta sa GN
pomoc¢u WES, detektovali jednog pacijenta sa Alportovim sindromom koji je prethodno voden pod
dijagnozom primarnog GN. Kod drugog pacijenta sa primarnim GN smo uocili varijantu neodredenog
znaCaja u genu CD46, koji je povezan sa atipinim hemoliticko-uremijskim sindromom.
Heterozigotna patogena varijanta c.841 849+19del je nadena u genu C2 kod dva pacijenta sa GN u
sklopu SLE. Pomo¢u WES analize, dakle, registrovali smo nasledne bolesti koje su imale prezentaciju
sli¢énu imunski posredovanim primarnim GN. Precizna identifikacija oboljenja moze znacajno uticati
na dalju terapiju i prognozu bolesti, kao i na adekvatno savetovanje u porodici obolelog. Pored toga,
detekcija varijante u genu podloznosti za nastanak sekundarnog GN u sklopu SLE moZe nam pomoc¢i
da razumemo patofiziologiju ove bolesti i da potencijalno pacijentima ponudimo nove terapije.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Zastupljenost polimorfizama na lokusima rs361525 1 rs1800629 u genu TNFA je bila
razli¢ita kod dece sa glomerulonefritisom u odnosu na zdrave kontrole. Alel A na lokusu
rs1800629 je bio CeSce zastupljen kod pacijenata, kao i genotipovi AA 1 GA. Prema
dostupnim podacima, ovi genotipovi su povezani sa ve¢om produkcijom faktora nekroze
tumora (TNF) alfa. Deca sa glomerulonefritisom ¢eS¢e su imala haplotip GG/AG u genu
TNF, dok su zdrava deca ceS¢e imala genotip GG/GG. Ovo saznanje moze doprineti
razumevanju patogeneze glomerulonefritisa kod dece i potencijalno omoguditi razvoj novih
terapija.

Nismo uocili razlike izmedu dece sa glomerulonefritisom i zdravih kontrola u distribuciji
polimorfizama u genima UMOD i1 SHROOM3, koji kodiraju strukturne proteine bubrega,
niti u drugim ispitivanim genima imunskog sistema, ukljucujuci gene /L0, IL6, ILI2B i
IL23R.

Nije primecéena povezanost izmedu ispitivanih genskih polimorfizama 1 klinickih
karakteristika pacijenata, uklju¢ujuéi godine na pocetku bolesti, tip glomerulonefritisa
(primarni ili sekundarni), tezinu bolesti, pojavu remisije i prisustvo hipertenzije, kao jedne
od naj¢es¢ih komplikacija hroni¢ne bubrezne bolesti.

Sekvenciranje celog egzoma je sprovedeno kod 10 pacijenata sa primarnim
glomerulonefritisom i kod dva pacijenta je nadena varijanta koja se moZe povezati sa
bolesc¢u (Alportovim sindromom i atipicnim hemoliti¢ko-uremijskim sindromom). Precizna
identifikacija bubreznog oboljenja moZe znacajno uticati na dalju terapiju i prognozu
bolesti, kao i na adekvatno geneticko savetovanje u porodici obolelog.

Kod dva od 14 pacijenata sa sistemskim eritematoznim lupusom i glomerulonefritisom
otkrivena je heterozigotna patogena varijanta (c.841 849 + 19del) u genu C2. Detekcija
varijante u genu podloznosti za nastanak sekundarnog glomerulonefritisa moze nam pomoc¢i
da razumemo patofiziologiju ove bolesti i da pacijentima potencijalno ponudimo nove,
ciljane terapije.
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Mojy JOKTOpCKY AMCepTaLujy noxpatseHy y JAHTHTaNHOM peno3uTopHjyMy YHHBEp3HTETa ¥
Beorpajly W JOCTYNHY Y OTBOPEHOM NPUCTYMNY MOry Aia KOpHCTE CBH KojH nowTyjy oapeAde
caapxaHe y onabpaHom Tuny nuueHue KpearusHe 3ajesue (Creative Commons) 3a Kojy
caMm ce o,culyquo/na,

1. Ayropcrso (CC BY)
2. Ayropcrso - Hekomepuujanto (CC BY-NC)
-@Ay’ropcrao - HeKoMeplHjaaHo - 6e3 npepaa (CC BY-NC-ND)
4, AyTOpCTBO — HEKOMEPLHja/IHO — Ae/IHTH MNOJ HCTHM YCIIOBHMA (CCBY-NC-SA)
5, AyropctBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTOpPCTBO - [IeINTH O/, HCTHM YCIOBHMA (CC BY-SA)

(MoanMO Aa 3a0KpYyXHTE CaMO jeAHY O/, WeCT noHyheHHX THLEHLH.
KpaTak OMC THUEHLH je CacTaBHH /ieo oBe H3jase).

MoTnuc ayTopa

JMWTM

Y Beorpaay, 4S. 14. 2028




