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Review

FARMAKOGENOMIKA NEFROTSKOG SINDROMA

DANKO MILOSEVIC!, DANICA BATINIC!, ANA-MEYRA POTKONJAK?, NADA BOZINA?

Svrha: Dosadasnji koncepti u terapiji nefrotskog sindroma u djece se oslanjaju na analizu velikih grupa pacijenata (oslanjaju
se na statisticku analizu populacijskog odgovora na lijek za procjenu predikcije njegovog djelovanja na pojedinca) ne analizira-
Juci individualne, geneticki temeljene razlike u djelovanju lijeka. Farmakogenomika moze pomoci fokusirati efektivnu terapiju na
male subpopulacije pacijenata koji izraZavaju isti fenotip bolesti koji je karakteriziran specificnim genetickim profilom. Odgovor
na imunomodulatorno lijecenje idiopatskog nefrotskog sindroma stoga znacajno ovisi o genetickim karakteristikama bolesnika.
Pretpostavka je da ce terapija u geneticki definiranim subpopulacijama biti ucinkovitija i manje toksicna nego u sirokoj populaciji.

Osnovni postupci: Genotipizacija CYP344, ABCB1, ABCC2, UGTIA9 se provodi PCR metodama u stvarnom vremenu (Real-

time PCR methods).

Rezultati: Rezultati farmakogenomskih istrazivanja bili bi od prakticne koristi u pristupu bolesnicima s idiopatskim nefrotskim
sindromom u pogledu izbora optimalnog lijecenja i izbjegavanja moguéih toksicnih nuspojava. Dosadasnji rezultati ukazuju na
mogucu povezanost polimorfizama MDRI1/ABCBI1 i MRP2/ABCC?2 s rezistencijom na steroide u lijecenju idiopatskog nefrotskog

sindroma.

Zakljucci: Od farmakogenomskih istrazivanja ocekuje se doprinos razumijevanju patofiziologije nefrotskog sindroma Sto ce
imati implikacije na lijecenje te djece u smislu izbora najboljeg lijeka, kako bi se izbjeglo u odredenim slucajevima nepotrebno i

skupo lijecenje imunosupresivima.
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UVOD

Farmakogenomika je znanstvena
grana koja ispituje ulogu geneticke pre-
dispozicije u u¢inkovitosti te podloznosti
razvoju nuspojava pri primjeni nekog li-
jeka. Farmakogenomski pristup se osla-
nja na proucavanje varijacija sekvenci
gena koje mogu utjecati na farmako-
kinetiku i/ili farmakodinamiku lijeka.
Geneticka varijabilnost metabolickih
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enzima, transportnih sustava i ciljnih
mjesta djelovanja lijeka moze biti u
podlozi razvoja rezistencije ili ozbiljnih
nuspojava. Budu¢i da mnogi geni mogu
utjecati na uspjesnost farmakoterapije ili
toksi¢nost, proces odabira najoptimalni-
jeg lijeka i njegove doze moze biti slozen
i zahtjevan. Stoga racionalna optimizaci-
ja upotrebe lijekova, prema odgovaraju-
¢em genotipu pacijenata, treba osigurati
maksimalnu efikasnost sa minimalnim
nepozeljnim efektima. Takvi pristupi
imaju za cilj stvaranje personalne me-
dicine, u kojoj su lijekovi i kombinacije
lijekova optimizirane prema individual-
nom genetickom ustrojstvu. Farmako-
genomska analiza moze takoder ukazati
i na gene koji mogu imati ulogu u pato-
genezi odredenog stanja i tako predstav-
ljati nove potencijalne mete za terapiju.
To moze dovesti do otkrica lijeka, sluziti
njegovoj individualnoj primjeni ali i pre-
venciji bolesti. Ona inkorporira razlicite

tehnike molekularne biologije od analize
pojedinaénih polimorfizama do sekven-
ciranja ¢itavih gena i genoma te bioinfor-
matike.

Procjenjuje se da su Stetne reakci-
je na lijekove peti uzrok smrti u nekim
drzavama, primjerice SAD-u. Plasiranje
novog lijeka na trziSte trenutno iznosi
preko 500 milijuna dolara, $to ga ¢ini
ekonomski neisplativim za male subpo-
pulacije. Farmakogenomika moze pomo-
¢i u fokusiranju uéinkovite terapije na
male subpopulacije pacijenata koji izra-
zavaju isti fenotip bolesti koji je karakte-
riziran specifiénim genetickim profilom.
Pretpostavka je da ¢e terapija u geneticki
definiranim subpopulacijama biti uéin-
kovitija i manje toksi¢na nego u Sirokoj
populaciji.

Idiopatski nefrotski sindrom. Ne-
frotski sindrom (NS) je klinicka dijagno-
za definirana proteinurijom, hipoalbumi-
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nemijom, hiperlipidemijom i edemima.
Pokretacki mehanizam NS je proteinu-
rija. Proteinurija nastaje disfunkcijom
glomerulske filtracijske barijere. Ova
se barijera sastoji od bazalne membrane
(GBM), pokrivene iznutra fenestriranim
endotelom, a izvana visceralnim epite-
lom tzv. podocitima koji stvaraju primar-
ne i sekundarne izdanke, tzv. nozice koji
se medusobno ispreplic¢u. Izmedu nozica
podocita nalaze se uski prostori premo-
Steni tankom membranom na kojoj se od-
vija filtracija (tzv. slit dijafragma).

NS se moze javiti primarno ili idi-
opatski 1 sekundarno u sklopu drugih
bolesti. Ve¢inom je sporadican, no u oko
3-5% slucajeva moze se javljati i obitelj-
ski, vezano uz mutacije gena koji kodira-
ju proteine podocita i slit dijafragme (1).

Idiopatski nefrotski sindrom je Cesta
bolest glomerula u svijetu, pa tako i u
Hrvatskoj. Prema podacima Registra bi-
opsijom dokazanih bolesti bubrega u dje-
ce u Hrvatskoj na njega otpada 31,03%
slucajeva (2).

Etiologija idiopatskog nefrotskog
sindroma (INS-a) nije razjasnjena. Ti-
jekom zadnja tri desetljeca istrazivanja
etiopatogeneze su bila usmjerena na po-
vezanost INS-a s imunim sustavom, $to
je 1 dovelo do uspjes$ne primjene korti-
kosteroida i drugih imunomodulatora u
lijecenju ove bolesti (3, 4).

Iskustvo je pokazalo da je INS hete-
rogena bolest obzirom na dob javljanja,
tezinu klinicke slike, tijek bolesti, hi-
stoloske promjene, odgovor na lijecenje
kortikosteroidima i drugim imunomodu-
latorima.

Histoloske promjene predstavljaju
zlatni standard klasifikacije INS-a (5).
Najcesce se radi o0 minimalnim promje-
nama (MP) pri ¢emu se na svjetlosnoj
mikroskopiji ne vidi nikakvih promjena,
dok se na elektronskoj mikroskopiji vidi
stapanje nozica podocita, karakteristic-
na, ali ne i strogo specificna promjena
(vidi se i kod drugih proteinuri¢nih bo-
lesti bubrega). U manjeg broja slucajeva
nalazi se difuzna mezangijska prolifera-
cija (DMEP) odnosno fokalna segmen-
talna glomeruloskleroza (FSGS).
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Ishod bolesti varira. Nalaz MP se
vezuju za dobru prognozu ishoda bolesti,
dok je ona u ostalih histoloskih oblika
znatno nepovoljnija. Posebno je FSGS
znacajan uzrok zatajenja bubrega, Cine-
¢i 5% svih slucajeva zatajenja bubrega u
odraslih, a 15-20% u djece (6). Nedavni
izvjestaji govore o promjeni ucestalosti
pojedinih histoloskih oblika, sa sve ma-
njim brojem bolesnika s MP i porastom
broja bolesnika s FSGS (7). Pokazalo se
medutim da prognoza INS-a bolje kore-
lira s odgovorom na lijeCenje kortikoste-
roidima nego s histoloSkom slikom (8).
Oni bolesnici koji odgovore na lijeCenje
kortikosteroidima imaju povoljan ishod
bolesti, dok oni koji odgovore samo dje-
lomiéno ili uopce ne odgovore na lijece-
nje imaju nepovoljan tijek bolesti s po-
tencijalnim razvojem zatajenja bubrega.

Klju¢no je dakle pitanje kad se javi
INS kako znati kakva ¢e biti klinicka
prezentacija i tijek bolesti, moguca histo-
loska slika i da 1i ¢e bolesnik biti steroid
senzitivan ili steroid rezistentan. Za sada
nema nekog ranog dijagnostickog testa
koji bi dao pouzdan odgovor na to pita-
nje.

Farmakogenomska istrazivanja ne-
frotskog sindroma trebala bi doprinijeti
razumijevanju patofiziologije nefrotskog
sindroma, te ¢e imati implikacije na lije-
Cenje te djece u smislu izbora najboljeg
lijeka, kako bi se izbjeglo nepotrebno i
skupo lijeCenje imunosupresivima (9-
12).

U nefrotskom sindromu u djece do
sada smo proveli farmakogenomsko is-
pitivanje za lijekove: kortikosteroidi, ci-
klosporin, endoksan, azatioprin, mikofe-
nolat mofetil. Ispitala se povezanost far-
makogenetickih parametara koji uklju-
¢uju transportne proteine, te metabolicke
enzime faze 1111 sa ishodom lijeCenja te
su dobiveni preliminarni rezultati. Geni i
polimorfizmi od interesa:

e transportni proteini: ABCB1I/MDRI1
(C1236T, G2677T/A, C3435T)

o ABCC2/MRP2 (C-24T, G1249A)
o citokromi P450 CYP: CYP3A4/5
o UGTI1A9 (C-440T)

Ukljuéena su djeca s INS-om u koje
je ta dijagnoza postavljena i koja se lije-
¢e u Zavodu za nefrologiju Klinike za
pedijatriju Klini¢kog bolnickog centra
u Zagrebu. Dijagnoza NS je u sve djece
postavljena na temelju edema, masivne
proteinurije (>40 mg/m?/sat), hipoalbu-
minemije (<2,5 g/dl) i hiperlidemije, a
dijagnoza INS-a je postavljena nakon $to
su iskljuéeni svi poznati uzroci sekun-
darnog NS. Broj bolesnika koji ¢e biti
ukljucen u studiju predvida se na 100.

Iz medicinske dokumentacije sva-
kog bolesnika analizirani su slijedeéi
podaci: dob kod postavljanja dijagnoze,
spol, obiteljska pojava bubrezne bolesti,
prisustvo hematurije, razina proteinurije,
serumski albumin, serumski kreatinin
kod prve obrade, krvni tlak, bubrezna
funkcija odredena s GFR kod prve obra-
de, nalaz biopsije bubrega i patohistolos-
ka dijagnoza, relapsi bolesti, vrijeme do
eventualne pojave bubrezne insuficijen-
cije odnosno konacnog bubreznog zata-
jenja. Posebno ¢e se analizirati odgovor
na lijeCenje razlicitim lijekovima.

Hematurija je definirana prisutvom
5 ili viSe eritrocita u urinu po mikroskop-
skom polju pri velikom poveéanju (40x)
(13). Hipertenzija je definirana kao si-
stolicki ili dijastolicki tlak preko 95 per-
cetile za spol i visinu (14). GFR je odre-
dena prema Schwarzovoj formuli (15).
Patohistoloska dijagnoza je postavljena
biopsijom bubrega i analizom bioptata
s pomocu svjetlosne, imunofluorescen-
tne i elektronske mikroskopije. Nalaz je
klasificiran prema kriterijima Internaci-
onalne studijske grupe za bubrezne bole-
sti djece (ISKDC) (5). Pozitivni odgovor
na lijecenje kortikosteridima odnosno
remisija bolesti je definirana nestankom
proteinurije (<4 mg/m?*sat) tri dana uza-
stopce. Bolesnik je smatran rezistentnim
ako nije nastupila remisija bolesti nakon
4 tjedna lijecenja kortikosteroidima.
Standardno je pocetno lijeCenje steroi-
dima od 60mg/m?/dan razdijeljeno u 3-4
obroka tijekom 4 tjedna, potom se prela-
zi na diskontinuiranu terapiju (35 mg/m?/
dan) svaki drugi dan ujutro s postupnim
snizavanjem i ukidanjem kroz narednih
8 tjedana. Relapsom se smatrala pojava
masivne proteinurije u bolesnika koji je
bio u remisiji. Cesti relapsi su definira-
ni pojavom 2 relapsa unutar 6 mjeseci
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Tablica 1.

Deskriptivna statistika za dob, spol i histoloski nalaz biopsije bubrega u djece s nefrotskim sindromom

Dob

Spol

Minimalne glomerularne promjene (MCNS)
Fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS)
Mezangijski glomerulonefritis (MN)

Difuzni membranozni glomerulonefritis
Membranska nefropatija
Membranoproliferativni glomerulonefritis tip 11
IgA nefropatija

Ukupno

9,9 godina

m:z = 33:24 (1:0,73)
27

17

8
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nakon prestanka prvog davanja steroida
ili 3 ili viSe relapsa u bilo kojem 12-mje-
se¢nom periodu u inicijalno steroid sen-
zitivnog bolesnika. Ovisnost o steroidi-
ma je definirana s pojavom 2 uzastopna
relapsa u tijeku lijeCenja steroidima ili

Tablica 2.

unutar 14 dana po ukidanju steroida. U
djece koja su steroid rezistentna, steroid
ovisna ili imaju Ceste relapse s toksi¢nim
ucincima kortikosteroidima daju se dru-
gi lijekovi: ciklosporin, ciklofosfamid,
rituximab, levamisol).

Deskriptivna statistika za bolest minimalnih promjena (MCNS), fokalnu segmentalnu
glomerulosklerozu (FSGS) i mezangijski glomerulonefritis (MN) u djece s nefrotskim sindromom s

obzirom na protinuriju i serumski kreatinin

proteinurija

serumski kreatinin

MCNS 4,79 55,36
FSGS 3,04 64,83
MN 1,17 50,44
Tablica 3.

Deskriptivna statistika za bolest minimalnih promjena (MCNS), fokalnu segmentalnu
glomerulosklerozu (FSGS) i mezangijski glomerulonefritis (MN) u djece s nefrotskim sindromom s
obzirom na osjetljivost na steroide (S), ovisnost o steroidima (O) i rezistenciju na steroide (R)

S (6] R
MCNS 26 1
FSGS 8 9
MN 6 1 1

Tablica 4.

Ispitanici su grupirani u dvije skupi-
ne: one koji su odgovorili na lijecenje ne-
stankom klini¢ko-laboratorijskih karak-
teristika nefrotskog sindroma i one koji
nisu odgovorili na lijeenje. Kontrolna
skupina sastoji se od zdrave djece iste
dobi i spola.

PRELIMINARNI REZULTATI

Preliminarni rezultati deskriptivne
statistike za dob, spol i histoloski nalaz
biopsije bubrega u djece s nefrotskim
sindromom prikazani su u Tablici 1.
Najvise ima djece s minimalnim glome-
rularnim promjenama (MCNS), zatim s
fokalnom segmentalnom glomeruloskle-
rozom (FSGS) i djece s mezangijskim
glomerulonefritisom (MN). Stoga su ove
tri grupe djece detaljnije analizirane.

Veca proteinurija se nalazi u skupine
djece s MCNS i FSGS u odnosu na djecu
s MN dok razina serumskog kreatinina
nije klini¢ki znacajnije odstupala izme-
du navedenih skupina (Tablica 2).

Ocekivano, MCNS pokazuje dobar
odgovor na kortikosteroidnu terapiju,
jedno dijete s steroid rezistentnim MCNS
imalo je dobar odgovor na ciklosporin.
FSGS pokazuje priblizno podjednaku
osjetljivost i rezistenciju na terapiju kor-
tikosteroidima. Steroid rezistentna FSGS
lijeCena je ciklosporinom, rituximabom,
ciklofosfamidom i levamisolom do pot-
pune ili djelomi¢ne remisije nefrotskog
sindroma. MN pokazuje dobar odgovor
na kortikosteroide, jedno dijete je zbog
ovisnosti o steroidima lijeceno ciklospo-
rinom, a jedno zbog rezistencije na ste-
roide ciklosporinom i ciklofosfamidom
(Tablica 3 1 4).

Dosada prikupljeni rezultati farma-
kogenomskih analiza ukazuju na mo-
guéu povezanost polimorfizama gena
transportnih proteina  MDRI1/ABCBI

Deskriptivna statistika za bolest minimalnih promjena (MCNS), fokalnu segmentalnu glomerulosklerozu (FSGS) i mezangijski glomerulonefritis (MN) u

djece s nefrotskim sindromom s obzirom na terapiju

KS Ciklosporin Rituximab Ciklofosfamid simptomatska Levamisol
MCNS 26 6
FSGS 8 4 2 1 1 1
MN 5 2 1 1
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Tablica 5.

Farmakogenomska analiza za steroid rezistentni nefrotski sindrom

MDRI1/ABCBI G2677T/A  MDRI1/ABCBI C3435T

MDRI1/ABCBI C1236T MRP2/ABCC2 C-24T

MRP2/ABCC2 G1249A ATIR 1166A>C

0 0

TT TT
GT CT
0 CT
GA TT
GG CT
0 CcC
TT TT
0 CT
0 0

GG CT

CT CT
TT CT
0 CcC
CT CcC
CT CcC
0 CcC
cC cC
0 cC
CT CT
0 0

0 CT

AA AA
GG AC
GG CcC
GG AC
GG AC
GA AA
GA AA
GG AA
GG AA
0 AA
AA AA

(C1236T, G2677T/A, C3435T) i MRP2/
ABCC2 (C-24T 1 ABCC2 GI1249A) s
rezistencijom na lijeCenje kortikostero-
idima idiopatskog nefrotskog sindroma
u djece (Tablica 5). Ovi preliminarni
rezultati trebaju biti potvrdeni na vecoj
skupini ispitanika. Nasi preliminarni
rezultati potvrduju nalaze istrazivanja u
egipatskoj pedijatrijskoj populaciji koji
ukazuju da polimorfizmi gena MDRI1
C3435T ili G2677T/A predstavljaju rizic-
ni ¢imbenik povecane osjetljivosti, ranije
pojavnosti NS, te rezistencije na lijece-
nje steroidima (21). I rezultati najnovije
publicirane studije u slovackoj pedija-
trijskoj populaciji potvrduju ulogu tran-
sportnog proteina MDR1 u nefrotskom
sindromu (22). Zakljucci istrazivanja u
korejskoj pedijatrijskoj populaciji tako-
der isticu da odgovor na terapiju stero-
idima u djece s NS moze biti odreden i
genetickim varijacijama MDR1 (23).

ZAKLJUCCI

Rezistencija na kortikosteroidnu te-
rapiju u djece je definirana neuspjehom
remisije bolesti nakon 4 tjedna lijeenja
kortikosteroidima. Za to su vrijeme veé
izrazene nuspojave kortikosteroidne
terapije (cushingov sindrom) bez zado-
voljavaju¢eg terapijskog ucinka. Far-
makogenomska istrazivanja usmjerena
prema geneticki definiranim subpopu-
lacijama nefrotskog sindroma imaju za
svrhu izbjegavanje ovih ucinaka korti-
kosteroidne terapije. Premda studija nije

58

zavrSena, dosadasnja analiza ukazuje na
moguénost postojanja povezanosti poli-
morfizama MDRI1 i ABCC2 s rezisten-
cijom na idiopatski nefrotski sindrom u
djece. Detaljnija rasprava, dok ne pristi-
gne zavrsna statisticka analiza rezultata,
nije moguca.

Autori izjavljuju da nisu bili u sukobu interesa.
Authors declare no conflict of interest.
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Summary
FARMAKOGENOMIC OF NEPHROTIC SYNDROME

D. Milosevié, D. Batini¢, AM. Potkonjak, N. BoZina

Aim: Recent therapy of nephrotic syndrome in children is based on large population studies (basically on statistic analysis of
population response to therapy hoping to predict single patient drug performance) ignoring all individual genetically based drug
differences. Farmacogenomic may focus effective therapy on small subpopulation of patients with the equivalent disease phenotype
characterized by specific genetic profile. Response to immunomodulatory therapy of nephrotic syndrome therefore significantly
depends of patient s genetic characteristics. Assumption is that such therapy will be more effective and less toxic in genetically
defined subpopulation.

Materials and methods: Genotyping CYP3A4, ABCBI, ABCC2, UGTI1A9 is conducted using real time PCR methods.

Results: Results of pharmacogenomic research assume practical approach to idiopathic nephrotic syndrome therapy with op-
timal drug choice avoiding toxic side-effects. A possible connection of MDRI and ABCC2 C-24Tex] i ABCC2 G1249Aex10 with
resistance to nephrotic syndrome is assumed.

Conclusion: Pharmacogenomic research can improve pathophysiology of nephrotic syndrome with consecutive implications to
the best therapy choice, thus avoiding costly and unnecessary immunosuppressive therapy
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