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Abstract

Tubulointerstitial fibrosis is characterized by the progressive accumulation of extracellular
matrix proteins in the tubulointerstitial compartment that is considered the most significant
predictor of chronic kidney disease progression. In the present article investigations of
mechanisms of tubulointerstitial fibrosis are reviewed.

Different factors contribute to tubulointerstitial injury including glomerular proteinuria,
chronic hypoxia, misdirected glomerular ultrafiltration, tubular protein leakage, direct
toxic insults. Direct or indirect tubulointerstitial injury via oxidative stress

and various effector molecules trigger cellular responses leading to development of tubu-
lointerstitial fibrosis. These events involve: (1) influx and/or proliferation

of lymphocytes/macrophages, fibrocytes, fibroblasts (2) response of tubular epithelial cell
(3) apoptosis, (4) activation of fibroblasts and their phenotypic switch to myofibroblasts
and (6) epithelial-to-mesenchymal transition of tubular epithelial cell. Numerous media-
tors, produced by tubular epithelial cells and inflammatory cells, participate in induction
of these processes. Irrespective of the initial causes, interstitial fibrosis is

a remarkably monotonous process characterized by de novo activation of a.-smooth mus-
cle actin (a-SMA SMA)—positive myofibroblasts, the principal effector cells that are
responsible for the excess deposition of interstitial ECM under pathologic conditions. All
these processes and mechanisms became targets for the treatment of renal fibrosis that have
been validated in various animal models with the aim to find a possible key to an effective

therapy for CKD.

UvoD

Intersticijum bubrega ¢ini bogata mreza kapilara, dendri-
tiéne Celije i vezivno tkivo. Dendriti¢ne Celije pripadaju sis-
temu mononuklearnih fagocita a njihova funkcija je da pro-
cesiraju i prezentuju antigene. Fibroblasti su najvazniji ele-
ment vezivnog tkiva koji, pored toga Sto ¢ine skelet intersti-
cijuma, imaju i veoma vaznu ulogu u produkciji regulatornih
supstanci kao §to je adenozin [1] i eritropoetin [2,3].

U bolestima bubrega dolazi do prosirenja intersticijum-
skog prostora kako zbog infiltracije inflamatornim celijama
tako 1 zbog abnormalne akumulacije ekstracelijskog matrik-
sa. Ta progresivna akumulacija proteina ektracelijskog
matriksa u tubulointersticijskom prostoru predstavlja
osnovnu karakteristiku tubulointersticijske fibroze, glavnog
uzroka progresije hroni¢nih bolesti bubrega. Naime, sve pro-
gresivne bolesti bubrega, bez obzira na njihov uzrok i
lokalizaciju primarnog oSteéenja, odlikuje fibroza
bubreznog tkiva koja ukljucuje glomerulosklerozu, tubu-
lointersticijsku fibrozu i promene na krvnim sudovima koje
vode gubitku glomerularnih i peritubularnih kapilara. Od
svih tih procesa, tubulointersticijska fibroza se pokazala kao
najvazniji prediktor progresije hroni¢ne bolesti bubrega [4].
To su jo$ sedamdesetih godina pokazale klinickomorfoloske

studije u kojima je uoceno da progresija razliitih tipova
glomerulonefritisa mnogo vise zavisi od intenziteta tubu-
lointersticijskih nego glomerulskih promena [5,6], $to su
kasnije potvrdili i brojni radovi [7-10]. Posebno je znacajna
karakeristika bubrega da proces fibroze progredira Cak i
kada je pocetna bolest izleCena. Najbolji primer je refluksna
nefropatija u kojoj hroni¢nu insuficijenciju bubrega razvija-
ju i bolesnici kod kojih je vezikoureteralni refluks reSen i
nemaju infekciju [11]. Progresija tubulointersticijske
fibroze, a time i hroni¢ne bolesti bubrega, je ireverzibilan
proces, dok je regresija fibroze dokazana u nekim drugim
tkivima kao $to je srce, jetra, koza [12-14].

Posto se tubulointersticijska fibroza javlja kod svih
hroni¢nih bolesti bubrega (hipertenzija, dijabetes, infekcije,
vaskulitisi, glomerulonefritisi, cisticna bolest i dr), smatra se
da u njenoj osnovi stoje isti patofizioloski mehanizmi i pro-
cesi koji ne zavise od primarnog uzroka. Identifikacija tih
procesa i mehanizama i delovanje na njih moglo bi da dopri-
nese leCenju fibroze bubrega i posledi¢ne insuficijencije
bubrega.

U ovom radu prikazana su dosadasnja istrazivanja pato-
genetskih mehanizama tubulointersticijske fibroze.
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Uzroci oStecenja epitelnih celija tubula i
intersticijuma bubrega

Tubulointersticijska fibroza predstavlja neuspesan pro-
ces zarastanja tkiva bubrega koji, usled hroni¢nog ostecenja,
ne vodi reparaciji tkiva nego fibrozi. Ostecenje tubula i
intersticijuma mogu da indukuju razli¢iti ¢inioci prikazani
na tabeli 1 [15,16].

Ostecenje epitelnih celija tubula mogu da indukuju:

proteinurija

infektitivni agensi

toksini

lekovi

imunski mehanizmi

ishemija

povedan intratubulski pritisak
opstrukcija tubula cilindrima

Tabela 1. Najcéesci uzroci oStecenja epitelnih celija tubula

Ovi c¢inioci mogu direktno ili indirektno, indukujudi
oksidativni stres ili razli¢ite efektorne molekule, da pod-
staknu niz dogadaja koji se razvijaju delom postupno, a
delom prepliéudi se i uzrokujuéi razvoj tubulointersticijske
fibroze.

Mehanizmi tubulointersticijske fibroze

Ostecenje epitelnih tubulskih delija 1 intersticijuma
bubrega pokrece sledeée procese koji ucestvuju u nastanku
tubulointersticijske fibroze: (1) inflitracija i/ili proliferacija
limfocita, makrofaga, fibrocita, fibroblasta, (2) odgovor
epitelnih éelija tubula (3) apoptoza, (4) aktivacija fibroblas-
ta 1 njihova fenotipska promena i (5) prelaz (tranzicija)
epitelnih tubulskih celija u mezenhimske [15-18].

Infiltracija intersticijuma Ccelijama inflamacije. Induk-
cija ekspresije adhezionih molekula i lokalnih hemotakti¢kih
faktora predstavlja jedan od prvih dogadaja koji slede posle
oStecenja tubula, a koji vodi prodiranju i akumulaciji
leukocita, posebno mononuklearnih makrofaga i T celija u
intersticijum. Medu ovim faktorima posebno su znacajani
monocitni hemotakti¢ki protein-1 (engl. monocyte chemoa-
tractant protein-1), faktor koji stimuli$e kolonije makrofaga
(engl. macrophage-colony stimulating factor), i dr. [16,19-
22]. Postoje brojni dokazi da infiltracija interstici-
juma bubrega makrofagima i njihova proliferacija
ima kljuénu ulogu u evoluciji tubulointersticijske
fibroze. Makrofagi oslobadaju proinflamtorne
citokine kao S$to su interleukin-1, transformisci
faktor rasta beta (TGF- 1), trombocitni faktor
rasta (PDGF), faktor nekroze tumora alfa (TNF «)
i dr. od kojih neki imaju ne samo proinflamatorno

Apoptoza epitelnih celija
proksimalnih tubula

ovih radikala vodi ne samo zapaljenju intersticijuma nego i
stimulaciji sinteze kolagena i time razvoju intersticijske
fibroze. Pored makrofaga i ostale celije koje infiltriSu inter-
sticijum oslobadaju oksidante i citokine, a neki od njih (IL-
2, y-interferon) stimuliSu makrofage da produkuju fibrogene
citokine [15,19].

Uloga tubulskih celija u procesu tubulointerstici-
Jjskog ostecenja. Bilo koji od ranije pomenutih ¢inilaca koji
uzrokuju tubulointersticijsko osteéenje moze da vodi akti-
vaciji éelija proksimalnih tubula i ekspresiji nuklearnog fak-
tora-xB i nuklearnog faktora transkripcije, a potom produk-
ciji razli¢itih medijatora. Produkcija inflamatornih citokina i
komplementa moze da pogorsa oStecenje bilo direktno bilo
indirektno pojacavajudi infiltraciju intersticijuma inflama-
tornim celijama. S druge strane, medijatori koje oslobacaju
inflamatorne celije mogu da aktivisu celije proksimalnih
tubula. Tako su i tubulske ¢elije i inflamatorne celije koje
infiltriSu intersticijum uklju¢ene u proces inflamacije putem
produkcije medijatora inflamacije.

Pored medijatora inflamacije aktivisane epitelne Celije
proksimalnih tubula oslobadaju i druge faktore rasta i hemo-
kine medu kojima IL-12, ostepontin, faktor koji stimulise
granulocitno-makrofagne kolonije (GM-CSF) i dr. Signalni
molekuli koji ispoljavaju profibrogeno dejstvo aktiviraju
fibroblaste da proliferiSu i sekretuju proteine ekstradelijskog
matriksa pa je krajnji ishod ove interakcije izmedu epitelnih
éelija tubula i inflamatornih éelija koje infiltriSu interstici-
jum prekomerna produkcija ekstradelijskog matriksa i
fibroza intersticijuma [15, 23, 24].

Apoptoza. Proliferacija i apoptoza epitelnih celija tubu-
la opisana je u razli¢itim akutnim i hroni¢nim tubulointersti-
cijskim bolestima. U hroni¢nim tubulointersticijskim boles-
tima apoptoza moze da nadjaca proliferaciju pa vodi sman-
jenju broja Celija i doprinosi razvoju intersticijske fibroze.
Apoptozu tubulskih celija mogu da indukuju razliciti
poremecaji i medijatori: mehanicko rastezanje kakvo posto-
ji u opstrukciji, hipoksija, brojni medijatori koje produkuju
tubulske i inflmatorne delije koje infiltriSu intersticijum
(shema 1). Medu ovim medijatorima posebno je znacajna
uloga TGF-B1 ali i angiotenzina II (4ngll) koji indukuje
TGF-B1, pa zatim TNF« i neki enzimi kao napr. mijeloper-
oksidaza koja se oslobada iz makrofaga i neutrofila i katal-
izuje produkciju prooksidantnih supstanci. Mnogi od ovih
medijatora imaju viSestruka dejstva kao napr. TGF-£1 koji
posreduje i u nastanku apoptoze i fibroze [25,26].

Apoptoza endotelnih
celija

T

LAY

Proangiogentski faktori

dejstvo nego stimuliSu sintezu i inhibisu

/Hipoksija

™ (TGF- 1, VEGF, IL-8, NO,

degradaciju ekstracelijskog matriksa. Centralnu
ulogu ima TGF-f koga proizvode razlicite celije
kao sto su monocito-makrofagi i limfociti, a koji
podsti¢e deobu fibroblasta, lu¢enje meducelijske
materije vezivnog tkiva, a koci deobu veéine
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Shema 1. Cinioci koji indukuju apoptozu epitelnih celija proksimalnih

tubula ili posreduju u regulaciji apoptoze endotelnih celija
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Apoptoza epitelnih elija tubula je najizrazenija u
opstruktivnoj nefropatiji [25], ali je opisana i u drugim tubu-
lointersticijskim bolestima kao Sto je hroni¢na ciklosporins-
ka nefropatija [21], endemska nefropatija [27] i dr.

Redukcija peritubulskih kapilara bila je opisana vec u
prvim radovima koji su ispitivali korelaciju izmedu tubu-
lointersticijske fibroze i funkcije bubrega [6]. Kasnije je
pokazano da ova redukcija kapilara nastaje zbog povecane
apoptoze, a smanjene proliferacije endotelnih éelija. Faktori
koji ucestvuju u regulaciji apoptoze endotelnih éelija mogu
se podeliti na proangiogenetske (VEGF, azot oksid, TGF-
1, angiopoetin, fibroblastni faktor rasta, interleukin-8) i
antiangiogenetske faktore (inhibicija azot oksida, trom-
bospondin-1, mokraéna kiselina, TNFa, angiostatin, endo-
statin) [15,28] (shema 1). Opisano je da kod osoba sa
hroni¢nom insuficijencijom bubrega postoji smanjena kon-
centracija proangiogenetskih, a povedana koncentracija
antiangiogenetskih Cinilaca [29]. Redukcija peritubulskih
kapilara , koja nastaje kao posledica ovih poremedaja, vodi
smanjenom protoku krvi i nedovoljnom snabdevanju
kiseonikom, a ta hroni¢na tubulointersticijska hipoksija pod-
stice intersticijsku fibrozu i tubulsku atrofiju [30].

Fibroblasti. Bez obzira na pocCetni uzrok oStecenja
tubulskih celija, tubulointersticijska fibroza je proces u koji
su uvek uklju¢eni miofibroblasti, aktivisani fibroblasti koji
se prepoznaju po ekspresiji glatkomisiénog aktina alfa (engl.
a-smooth muscle actin, a-SMA). Njihova akumulacija je
jedan od kljuénih dogadaja, jer su miofibroblasti glavne
efektorne éelije odgovorne za prekomernu depoziciju inter-
sticijskog ekstradelijskog matriksa u hroni¢nim bolestima
bubrega [31,32]. Poreklo miofibroblasta i njihova aktivacija
bili su predmet brojnih istrazivanja. Nesumnjivo je da su oni
samo jednim delom nastali aktivacijom fibroblasta iz inter-
sticijuma bubrega. Tokom nekoliko prethodnih godina studi-
je sprovedene na eksperimentalnim modelima i bolesnicima
posle transplanticije kostne srzi su pokazale da jedan manji
deo miofibroblasta u intersticijumu bubrega vodi poreklo od
cirkuli$uéih prekursora iz kostne srzi [33, 34]. Znac¢ajan pro-
cenat miofibroblasta poti¢e od epitelnih tubulskih éelija od
kojih nastaju procesom epitelno-mezenhimske tranzicije
(engl. epithelial-to-mesenchymal transition - EMT) (tabela
2). U tom procesu epitelne tubulske éelije gube svoj epitelni
fenotip 1 sticu mezenhimski fenotip. To je jedan stepenasti
proces u kom se najpre gubi interéelijska adhezija i ekspre-
sija E-kadherina, dolazi do de novo ekspresije a-SMA i reor-
ganizacije aktina pa zatim do raskidanja tubulske bazalne
membrane i destrukcije tubula, $to omogucava migraciju
céelija i akumulaciju miofibroblasta u intersticijumu [32,35].
TGF-B se smatra glavnim regulatorom indukcije EMT, a
pored toga TGF- i drugi faktori rasta koje produkuju
epitelne éelije tubula i makrofagi i limfociti u intersticijskim
infiltratima podsti¢u fibroblaste da proliferisu i produkuju
proteine ekastraéelijskog matriksa kao §to je kolagen tip I i
III, i fibronektin. Stimulisane epitelne éelije tubula mogu
takode da produkuju fibrogene proteine i time doprinose
razvoju tubulointersticijske fibroze [36,37]. Novosintetisani
matriks remodeluju razli¢ite proteaze, medu kojima posebno
mesto zauzimaju dva sistema uklju¢ena u degradaciju
ekstracelijskog matriksa: sistem aktivacije plazminogena i
matriks metaloproteinaze. Akumulacija matriksa nastaje
kada je degradacija matriksa manja od sinteze [38].

Miofibroblasti, aktivisani fibroblasti, mogu u procesu
tubulointesticijske fibroze da nastanu

aktivacijom fibroblasta iz intersticijuma bubrega

od epitelnih tubulskih éelija kroz proces epitelno-
mezenhimske tranzicije (epithelial-to-mesenchymal
transition)

od cirkuliSucih éelija iz kostne srzi

Tabela 2. Poreklo miofibroblasta, glavnih efektornih Ccelija u
prekomernom odlaganju intersticijskog ekstracelijskog matrik-
sa tokom procesa tubulointersticijske fibroze

Mehanizmi tubulointersticijske fibroze
kao ciljevi lecenja

Fibroza tkiva bubrega, kao uniformni proces koji odliku-
je sve hroni¢ne progresivne bolesti bubrega, postala je
veoma vazan terapijski cilj. Istrazivanja mehanizama tubu-
lointersticijske fibroze imala su za cilj ne samo da objasne
ovaj proces nego da doprinesu njenom lecenju. Inhibitori
konvertaze angiotenzina i blokatori angiotenzin-2 receptora
su prvi lekovi za koje je dokazano da mogu da uti¢u na pro-
gresiju fibroze tkiva bubrega. Poslednjih godina provera-
vana je efikasnost mnogih novih lekova koji pripadaju ovim
grupama i njihovim kombinacijama kao i kombinacijama sa
drugim sredstvima. Pregled ovih istrazivanja nedavno su
objavili Boor i saradnici [16] prikazavsi brojne ciljeve koji
su postavljani u lecenju renalne fibroze.

Zakljucak

Tubulointersticijska fibroza je slozen proces u kom
ucestvuje veliki broj Ccelijskih i molekularnih medijatora.
Uprkos njegovoj slozenosti poslednjih godina otkriven je niz
mehanizama nastanka i razvoja tubulointersticijske fibroze
koji su postali ili mogu postati ciljevi terapijskih pokusaja
usmerenih upravo ka ovim mehanizmima.
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Apstrakt

Tubulointersticijska fibroza predstavlja progresiviu akumulaciju proteina ekstracelijskog matriksa u

tubulointersticijskom prostoru

i smatra se najznacajnijim prediktorom progresije hroni¢nih bolesti

bubrega. U ovom radu prikazana su istrazivanja patogenetskih mehanizama tubulointersticijske fibroze

i pokusaji njenog leCenja.

Ostecenje tubula i intersticijuma mogu da uzrokuju razli¢iti ¢inioci koji direktno ili indirektno, induku-

juéi oksidativni stres ili razli¢ite efektorne molekule, podsti¢u niz dogadaja vodedi razvoju tubulointer-

sticijske fibroze. Ovi dogadaji obuhvataju: (1) inflitraciju i proliferaciju limfocita, makrofaga, fibrocita,
fibroblasta, (2) odgovor epitelnih éelija tubula na faktore koji su uzrokovali ostecenje, (3) apoptozu, (4)
aktivaciju fibroblasta i njihovu fenotipsku promenu i (5) tranziciju epitelnih tubulskih celija u mezen-
himske. U indukciji ovih procesa u€estvuju brojni medijatori koje produkuju tubulske i inflmatorne
éelije, ali 1 pojedini poremecaji koji u tim procesma nastaju (hipoksija, oksidativni stres). Jedan od
kljuénih dogadaja u procesu tubulointersticijske fibroze je akumulacija miofibroblasta, aktivisanih
fibroblasta, koji predstavljaju glavne efektorne celije odgovorne za prekomerno odlaganje intersticijskog
ekstradelijskog matriksa u hroni¢nim bolestima bubrega. Otkrice mehanizama nastanka i razvoja tubu-

lointersticijske fibroze podstaklo je brojna istrazivanja Ciji je cilj da se otkriju metode kojima bi se,
uticuéi na ove mehanizme, mogao zaustaviti razvoj fibroze.
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