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Popis oznaka i kratica

ACE inhibitori (angiotensin converting enzymes inhibitors) — inhibitori angiotenzin

konvertiraju¢eg enzima
Akt — protein kinaza B

ARB inhibitori (angiotensin II receptor blockers inhibitors) — inhibitori blokatora angiotenzin

II receptora

ApoER?2 — apolipoprotein E receptor 2

ATP (adenosine triphosphate) — adenozin tri fosfat

BB (brush border) — ¢etkasta presvlaka

BM (basement membrane) — bazalna membrana

BMP7 (bone morphogenetic Protein 7) — koStani morfogenetski protein 7

C (capillary) — kapilara

CAKUT (congenital anomalies of the kidney and urinary tract) — kongenitalne anomalije
bubrega i1 urotrakta

CKD (chronic kidney disease) — kroni¢na bubreZna bolest

CNV (copy number variations) — varijacija broja kopija

Crk — proto-onkogen C

CS (carniege stages) — stadiji razvoja ljudskog embrija

DABI — Disabled 1

DCT (distal convoluted tubules) — distalni zavijeni kanali¢

DNA (deoxyribonucleic acid) — deoksiribonukleinska kiselina

DNMTAI1 (DNA Methyltransferase 1) — DNA metiltransferaza 1

E (embryonic day)— embrionalni dan

EN (endothelium) — endotel

ERK (extracellular signal-regulated kinases) — ekstracelularnim signalima regulirana kinaza
ESKD (end-stage kidney disease) — terminalna bubreZna bolest

FGF?2 (fibroblast growth factor 2) — fibroblastni faktor rasta 2

FGFR (fibroblast growth factor receptors) — receptor fibroblasnog faktora rasta

FS (filtration slits) — filtracijske pukotine



G (glomerulus) — glomerul
GA (glutaraldehyde) — glutaraldehid

GDNEF (glial cell line-derived neurotrophic factor) — neurotrofni faktor dobiven iz glijalnih

stanica

HE (hematoxylin-eosin staining) — hematoksilin-eozin bojanje

HGEF (hepatocyte growth factor) — hepatocitni faktor rasta

HRZZ — Hrvatska zaklada za znanost

KIMONO (KlIdney of MONofunctional Origin) — monofunkcionalno podrijetlo bubrega
L1 — 1. lumbalni kraljezak

L3 — 3. lumbalni kraljezak

M (mitochondria) — mitohondrij

MC (mesangium cell) — mezangijska stanica

MAPK (mitogen-activated protein kinase) — protein kinaza aktivirana mitogenom
mTOR (mammalian target of rapamycin) — ciljna molekula rapamicina u sisavaca
N (nuclei) — jezgre

NGS (next-generation sequencing) — sekvencioniranje nove generacije

P (postnatal day) — postnatalni dan

p38 (p38 mitogen-activated protein kinases) — mitogenom aktivirana protein kinaza p38
PBS (phosphate buffer saline) — otopina fosfatnog pufera

PCR (polymerase chain reaction) — lancana reakcija polimerazom

PCT (proximal convoluted tubules) — proksimalni zavijeni kanali¢

PE (pedicles) — sekundarni izdanci podocita

PFA (paraformaldehyde) — paraformaldehid

PGK-neo (phosphoglycerate kinase I — neomycin)-fosfoglukokinaza-neomicin
PI3K (phosphoinositide 3-kinase) — fosfoinozitol-3 kinaza

PO (podocytes) — podociti

PTB (phosphotyrosine-binding domain) — fosfotirozin vezuju¢a domena

PUV (posterior urethral valves) — valva straznje mokracéne cijevi

T12 — 12. torakalni kraljezak



TEM (transmission electron microscope) — transmisijski elektronski mikroskop

TP (tubular pits) — pinocitotski mjehurici

TS (Theiler stages) — misji embrionalni razvojni stadiji

UPJO (ureteropelvic junction obstruction) — opstrukcija ureteropelviénog spoja

US (urinary space) — mokraéni prostor

UVIJO (ureterovesical junction obstruction) — opstrukcija ureterovezikalnog spoja
VLDLR (very low density lipoprotein receptor) — lipoprotein receptor vrlo niske gustoce
VUR (vesicoureteral reflux) — vezikoureteralni refluks

WTI1 (Wilms tumor 1) — Wilmsov tumorski protein 1



1 Uvod

U uvodnom dijelu nalazi se kratki pregled do sada prikupljenih informacija o reelin-DAB1
signalnom putu i fenotipu DABI knockout (yotari) miSa, osnovne informacije o in silico
istrazivanju 1 znacaju misjeg modela u razumijevanju embrionalnog razvoja i bolesti kod ljudi,

te sazeti opisi 1 usporedbe grade, razvoja i funkcije mis§jeg i ljudskog bubrega.

1.1 Reelin-DABI1 signalni put i fenotip DAB1-/- miSeva

Reelin je izvanstanicni glikoprotein kojeg tijekom embrionalnog razvoja izlu€uju Cajal Retzius
neuroni u marginalnoj zoni neokorteksa, a postnatalno je izlu¢ivan od strane GABAergi¢nih
interneurona. Reelin (RELN) gen se transkribira u jezgri, dok translaciju vrse ribosomi vezani
za endoplazmatski retikulum, nakon Cega se novo-sintetizirani protein post-translacijski
modificira u Golgijevom aparatu (1). Nakon sekrecije, metaloproteinaze cijepaju reelin na tri
fragmenta, N- 1 C-terminalne fragmente (Nt, Ct) te centralni fragment (C) (2) (slika 1). Iako
najbolji ucinak u pokretanju unutarstani¢nih signalnih puteva ima protein pune duljine,

centralni fragment je kljucan za prijenos signala (3).

Mt g (oS Ct
EGF slican motiv

S SL ApDdpAPAPGABDABAPAPR CR

1 2 3 4 S 6 7 8 I

Shjedovi reelin proteina (R}

Slika 1. Shematski prikaz reelin proteina i mjesta njegovog cijepanja. Reelin izgraduju signalni peptidi
(S), F spondinu slicna domena (SL), 8 uzastopnih slijedova reelin proteina(R) od kojih svaki sadrzava
epidermalnom faktoru rasta slican (EGF) motiv, koji razdvaja dvije subdomene A i B, te pozitivno
nabijen karboksi-kraj (CTR). Izvanstani¢ne metaloproteinaze cijepaju reelin na specifi¢nim mjestima
(strelice) pri ¢emu nastaju tri velika fragmenta, N-terminalni (Nt), centralni (C) i C-terminalni (Ct)
fragment. Slika je izradena u Inkscape programu.

Unutar stanica reelin signalizira remodeliranje aktinskog citoskeleta i usmjeravanje prometa

unutarstani¢nih vezikula (4-6). Reeler (reelin -/-) mi$ je preko 50 godina glavni model za



istrazivanje struktura srediSnjeg ziv€anog sustava, ukljucujuci kore velikog i malog mozga te
lednu mozdinu (7). Reeler misa karakterizira gubitak ravnoteze i pokretljivosti, hipoplazija
malog mozga, te gubitak pravilne laminacije malog i velikog mozga $to za posljedicu ima
gubitak motoricke koordinacije, tremor i ataksiju (8, 9). Abnormalnosti u RELN genu kod ljudi
uzrokuju nepravilnu laminaciju mozga, heterotopiju, polimikrogiriju i lizencefaliju. Rezultati
najnovijih genetskih istraZivanja sugeriraju potencijalnu ulogu reelin glikoproteina u
patogenezi shizofrenije, autizma i Alzheimerove bolesti (10-12). Takoder, dokazano je da
inaktivacija RELN gena kod dvomjese¢nih miSeva ne utjece na strukturu kore velikog i malog
mozga te takvi miSevi razvijaju normalnu motori¢ku funkciju, §to dodatno naglaSava vaznost
ovog gena tijekom embrionalnog razvoja (13). Osim u srediSnjem Ziv€anom sustavu, ekspresija
reelin proteina je dokazana i u hepatocitima, hipofizi i nadbubreznoj zlijezdi (14), ali njegova

uloga se izvan ziv€anog sustava se tek treba detaljnije razjasniti.

Reelin se u kanonskom putu vezuje za transmembranske receptore VLDLR (very-low density
lipoprotein receptor) ili ApoER2 (ApoE receptor 2) na povrsini stanica, pri ¢emu dolazi do
njihove oligomerizacije, kojom se poti¢e fosforilacija unutarstanicnog DAB1 (disabled 1)
proteina od strane obitelji Src kinaza, kao §to su Src i Fyn (15, 16). DABI1 sadrzi PTB
(phosphotyrosine binding) domenu preko koje se vezuje za NPXY citoplazmatsku domenu
lipoproteinskih receptora (17). Nizvodno od ovog kanonskog puta fosforilirani DAB1 moze
aktivirati niz adaptorskih proteina kao Sto su fosfoinozitol 3-kinaza (PI3K), proto-onkogen C
(Crks), mitozom aktivirana kinaza/ekstracelularnim signalima aktivirana kinaza (MEK/ERK)
(18, 19) te na taj nacin utjecati na razlicite bioloSke funkcije tijekom i nakon embrionalnog
razvoja (2) (slika 2). Brzo nakon prijenosa signala, E3 ubikvitin ligaza Cullin 5 kompleksa
ubikvitinira DABI1, koji se potom proteosomski degradira (20). Osim u citoplazmi prisustvo

DABI je dokazano i u jezgri, kao i njegov aktivni prijenos preko jezgrine ovojnice (21).
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Slika 2 Reelin signalni putevi koji su kljucni u regulaciji razvoja i funkcije zivéanog sustava. a) Signalni
put  Reelin/Disabled 1/Crk  proto-oncogene/Ras-related  protein  1/adhezijske = molekule
(Reelin/Dab1/Crks/Rap1/adhezijske molekule) kontrolira migraciju neurona i ispravnu laminaciju kore
velikog mozga tijekom razvoja. b) Reelin preko Crks adaptorskih proteina i fosfoindzitol-3
kinaza/protein kinaza B/ciljna molekula rapamicina u sisavaca (PI3K/Akt/mTOR) signalnog puta utjece
na razvoj i grananje dendrita te na razvoj kraljeznice. c¢) Reelin preko mitogenom aktivirane
kinaze/ekstracelularnim signalima aktivirane kinaze (MEK/ERK) signalnog puta utje¢e na razvoj
sinapticke plasticnosti i u€enje kod odraslih sisavaca. Slika je izradena u Biorender programu.

Uloga reelin-DABI1 signalnog puta do sada je najbolje istrazena tijekom procesa razvoja
mozga. Poznato je da reelin-DABI signalni put kod sisavaca utjee na radijalnu migraciju
neurona 1 ispravnu laminaciju neokorteksa, malog mozga 1 hipokampusa. Osim tijekom
razvoja, ovaj signalni put je uvelike znacajan 1 u srediSnjem Ziv€anom sustavu odraslih sisavaca
gdje utjeCe na maturaciju neurona, formaciju filopodija, rast i grananje dendrita, razvoj
kraljeZnice, razvoj sinapticke plasti¢nosti, odnosno utjeCe na razvoj sposobnosti ucenja i

pamcenja (22, 23).

Aktivirani DAB1 protein je neophodan za transdukciju reelin signala te DABI knockout
zivotinje (yotari i scrambler) pokazuju fenotip sli¢an reeler misu (17). Kod yotari misa
mutacija se prenosi autosomno recesivno. Ovi mutanti lako su prepoznatljivi po nestabilnom

hodu i drhtanju te po ranoj smrti, tijekom perioda dojenja, izmedu 20. i 30. postnatalnog dana



(P20 i P30) (24). Mali mozak homozigotnih zivotinja je hipoplasti¢an, te ga karakterizira
izostanak folijacije. MoZe se identificirati molekularni i1 zrnati stani¢ni sloj, a Purkinjeove
stanice su prisutne i u zrnatom sloju i u bijeloj tvari. Laminacija kore velikog mozga i
hipokampusa je takoder narusena (25). Uhvadene za rep, ove zivotinje pokazuju refleks
stezanja udova, karakteriziran drzanjem zajedno prednjih ili straznjih udova ili sva Cetiri
zajedno, sli¢no poloZaju §imisa (25). Cini se da su do P10 yotari miSevi normalnog ponasanja,
ali se promjene u ponaSanju mogu opaziti ve¢ oko P15 kada se javlja ataksija, tremor, Siroki
stav pri hodu, potezanje straznjih udova te ¢esto prevrtanje na leda (24). Kod scrambler miseva,
na testovima sa Sipkom 1 reSetkom, uocen je nedostatak motoricke koordinacije u kombinaciji
sa slabijom snagom hvatanja Sipke ili mreZe (26). Provodenjem testova na otvorenom pokazuju
intenzivniji odgovor na smrzavanje, blazi odgovor na dodir i brzi odgovor na zvuk. Postoji i
poremecaj u ¢is¢enju, prvenstveno straznjeg dijela tijela, pri pranju lica i normalnom lizanju

prednjih Sapa (27).

Dakle, DABI knockout miSevi pokazuju abnormalnosti u ponasanju i gradi mozdanih struktura
slicne onima uocenim kod nekih neurorazvojnih poremecaja, kao $to su shizofrenija i autizam
(17). Kod miseva kod kojih je DABI specificno inaktiviran u mozgu (scrambler fenotip)
uoCene su abnormalnosti u ponasSanju slicne onima kod pacijenata sa shizofrenijom (28).
Posmrtne studije su pokazale da je razina DABI mRNA znacajno smanjena u pojedinim
regijama velikog 1 malog mozga kod autisti¢nih jedinki (29). Endotelno eksprimirani DAB1
protein neophodan je u formiranju krvno-mozdane barijere kao i u uspostavljanju pravilne
komunikacije izmedu neurona, glija stanica i1 krvnih Zila (30). Najnovija istraZivanja su
pokazala da je ekspresija DABI proteina smanjena kod raka dojke te utjece na regulaciju
stani¢ne smrti preko NF kf/BCL2/Casp-9 signalnog puta (31). Poticanjem ekspresije DAB1
inhibira se adhezija stanica, migracija i invazija stanica raka prostate (32). Takoder je otkrivena

i mutacija DABI gena kod raka Zeluca (28).

1.2 Znacaj miSjeg modela u razumijevanju razvoja ljudi

Vecina nasih saznanja o ljudskoj biologiji, pa tako 1 o embrionalnom razvoju proizlazi iz studija
na misevima, naj¢eS¢e koriStenim laboratorijskim Zivotinjama. Zahvaljujuéi ¢injenici da je
proces razvoja sisavaca evolucijski konzerviran, moguce je ekstrapolirati saznanja sa mis§jeg

modela na ljude. 99% ljudskih gena ima svoje ortologe kod misa, zbog ¢ega ove dvije vrste



imaju izrazito sli¢an razvoj, plan tijela, fiziologiju, ali i mehanizme razvoja bolesti (33).
Zahvaljujué¢i opisanim razvojnim stadijima miSa (34) 1 Covjeka (35), moguce je povuci
vremensku paralelu izmedu razvojnih dogadaja i struktura izmedu misa i covjeka (tablica 1,

slika 3).

Tablica 1 Vrijeme pojave nekih razvojnih dogadaja u misa i ¢ovjeka (36).

Razvojni dogadaj Mis Covjek
(GD) (GD)

Fertilizacija 0 0
Implantacija 4.5-5 6-12 Prvo tromjesecje
Zavrsetak organogeneze 14 84-98
Rast fetusa 14-17 99-196 Drugo tromjesecje
Ubrzani rast fetusa 17-rodenje 197-rodenje L

) Trece tromjesecje
Rodenje 19-21 ~294

*GD- gestacijski dan

PPOIE

t + -4 :
TS16 TS19 TS21 TS23 TS 27

CS11-14 N CS15-16 . CS17-18 . CS19-22 \ CS23 \
””””” i ' T T | R S S e
razvojni tjedni 5 6 rodenje

7 8 9
Slika 3 Shematski prikaz usporedbe morfoloskog razvoja misa i ¢ovjeka. Misji embrionalni stadiji
(Theiler stages, TS) su temeljeni na broju i karakteristikama somita (34). 28 je TS stadija od zacec¢a do
rodenja. Stadiji razvoja ljudskog embrija (CS) su opisani od strane Carnegie Institution of Washington
i baziraju se na prisustvu razvojnih struktura, a ne na veli¢ini embrija ili broju dana razvoja (36). Slikom
je prikazano samo prvih 23 CS koji odgovaraju prvih 60 dana embrionalnog razvoja. Strelice prikazuju

tocke u kojima su misji i1 ljudski embriji u sli¢noj fazi organogeneze. Slika je izradena u Inkscape
programu.



Zahvaljujué¢i gore navedenim c¢injenicama te relativno nezahtjevnim zivotnim potrebama,
maloj tjelesnoj gradi, kratkoj gestaciji i brojnom potomstvu, miSevi su idealan modelni
organizam za istrazivanje i opisivanje embrionalnog razvoja i/ili mehanizama za razvoj bolesti
kod ¢ovjeka. Brojne su metode koje se zahvaljuju¢i dostignu¢ima genetickog inzenjerstva
mogu koristiti za istrazivanja funkcija gena, ali jedna od najceS¢e koriStenih metoda je
utiSavanje (knockout) gena od interesa u misjem modelu, te proucavanje i opisivanje nastalog
fenotipa. Ovako konstruirani modeli su neprocjenjivi u istrazivanju i opisivanju razvoja i
genetickih bolesti, te se ovako prikupljeni rezultati nastoje ekstrapolirati na ljude. Postupak
konstrukcije knockout Zivotinje je izrazito sloZen, no obuhvaca neke osnovne korake: izgradnja
vektora koji sadrzi mutaciju u ciljanom genu, uvodenje vektora u embrionalne mati¢ne stanice,
izbor stani¢nih klonova koji su prosli homolognu rekombinaciju s uvedenim vektorom,
proizvodnja mati¢nih stanica misjih himera te proces razmnozavanja kojim se dobiju
homozigotne transgeni¢ne Zivotinje (37). Metoda kojom je postignut knockout DABI gena u
yotari miSu koriStenom u naSoj studiji je PGK-neo kazeta (24). Fosfoglukokinaza (PGK) je
eukariotski promotor pod ¢iji nadzor se stavlja ekspresija gena za neomicin. Ovom kazetom se
pravi probir stanica koje su homolognom rekombinacijom dobile gen za neomicin koji
stanicama osigurava rezistenciju na toksin difterije. Ovim se postupkom eliminiraju sve one
stanice koje nisu prosle homolognu rekombinaciju s unesenim vektorom (24). PGK-neo kazeta
je cCesto omedena LoxP sustavom koji omogucuje kasnije izrezivanje vektora Cre-

rekombinazom (38).

1.3 Usporedba grade i funkcije bubrega ¢ovjeka i misa

Iako mis 1 Covjek imaju slican plan grade tijela te slican obrazac razvoja, postoje neke znacajne,
vrsti specificne razlike, koje je potrebno naglasiti radi boljeg razumijevanja i tumacenja

rezultata.

1.3.1 Topografija bubrega

Kod ljudi, bubrezi su smjesteni u udubine s lijeve 1 desne strane kraljeznice. Tijekom razvoja
bubrezi su smjesteni u podrucju zdjelice, a kasnije se pomicu prema gornjem dijelu trbuha (39).
Gornji pol bubrega lezi u visini 12. prsnog (T12), a donji u visini 3. slabinskog kraljeska (L3),

dok je hilus bubrega smjesten u visini 1. slabinskog kraljeska (L1). Desni bubreg je uglavnom



smjesten za pola visine kraljeska nize od lijevog (40). Polozaj bubrega ovisi 1 o drzanju tijela i
procesu disanja. Donji pol bubrega je tijekom udisaja u uspravnom stavu oko 3 cm nizi nego
tijekom izdisaja u leze¢em stavu (40). Stalan polozaj bubrega odrzavan je vezivnhom ovojnicom
i masnom ovojnicom. Fascia renalis ¢ini fascijsku vre¢u koja obavija bubreg, nadbubreznu
zlijezdu 1 masnu ovojnicu. Volumen masne ovojnice nije stalan te u jako neuhranjenih ljudi
moze u potpunosti izostati (40). Bubrezi su smjesSteni u retroperitonealnom prostoru te su gornji
polovi ventralno prekriveni nadbubreznim zlijezdama. Prednja povrSina desnog bubrega je u
doticaju s jetrima i desnim zavojem obodnog crijeva, a uz hilus leze donja Suplja vena i
duodenum. Prednja povrSina lijevog bubrega je u doticaju s Zelucem, guSteracom 1 lijevim

zavojem obodnog crijeva, a uz hilus prolazi aorta (40).

Bubreg misa je takoder smjesSten retroperitonealno, u gornjem srednjem abdomenu. Desni
bubreg je smjesten blizu desnog reznja jetre dok je lijevi bubreg smjesten nesto kaudalnije (41,
42). Gornji pol desnog bubrega smjesten je na razini 12. rebra, a lijevog bubrega na razini 13.
rebra. Kranijalni pol bubrega je prekriven nadbubreznom Zzlijezdom. Bubrezi su okruzeni

bijelim masnim tkivom u koje su umetnuti paketi¢i smedeg masnog tkiva (41, 42).

1.3.2 Makroskopska grada bubrega

Bubreg odrasla ¢ovjeka je najceSée dug izmedu 10 - 12 cm, Sirok 5 - 6 cm i 4 cm debeo, a tezi
izmedu 120 1 300 g. Desni bubreg naj¢esc¢e je manji od lijevog (40). PovrSina bubrega odraslog
covjeka je glatka 1 prekrivena ¢vrstom kolagenom ovojnicom, dok je vanjska povrSina bubrega
novorodenceta, podijeljena na reznjeve zljebovima koji nestaju tijekom razvoja (43). Na
bubregu se mogu razlikovati prednja i straZznja povrSina te Siroki gornji i Siljasti donji pol.
Lateralni rub je konveksan, a medijalni rub je konkavan. Na medijalnom rubu nalazi se hilus
kroz koji ulaze i izlaze zivci, krvne 1 limfne Zile (40). Tvari koje se moraju izlu¢iti mokrac¢om
do bubrega dolaze bubreznom arterijom, dok venska krv odlazi bubreznom venom. Simpaticka
inervacija bubrega dolazi preko spleta, plexus renalis (40). Limfa iz bubrega otjece limfnim
kapilarama u perivaskularnom tkivu. Hilus predstavlja ulaz u bubrezni sinus, Suplji prostor sa
svih strana okruzen bubreznim parenhimom, koji postaje vidljiv tek kada se uklone Zile, Zivci,
masno tkivo 1 bubrezna zdjelica (40). Na poprec¢nom ili uzduznom presjeku lako se moze uociti
stz 1 kora bubrega. Srz bubrega se sastoji od 7 - 14 piramida ¢ije baze su usmjerene prema
povrsini bubrega, a zaobljeni vrSci prema hilusu te provode mokra¢u prema malim i velikim

bubreznim vréevima i bubreznoj zdjelici (40). Bubreg uglavnom sadrzi 2 - 3 velika vrca te 8 -
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12 malih vréeva (44). Vrh svake papile je perforiran otvorima 10-25 sabirnih cijevi (44). Kora
bubrega lezi neposredno ispod vezivne ovojnice i Siroka je oko 1 cm. Ovija baze piramida te u
stz Salje svoje tracke koji se uvlace izmedu susjednih piramida (40). Svaka piramida sa
pripadaju¢im dijelom kore koji je obavija ¢ini reznji¢ (lobul). Kod odraslog covjeka granice
izmedu reznjeva nisu jasno vidljive, dok su kod novorodenceta reznjevi odijeljeni zljebovima

koji su makroskopski vidljivi na povrsini bubrega (44).

Kod miseva, bubrezi muzjaka su u pravilu veci od bubrega zenki, a veli¢ina bubrega ovisi o
soju misa (42). Bubrezi miSeva su glatke povrsine, spljosteni dorzoventralno, te slicne grade
kao 1 ljudski bubrezi. Jedna od najznacajnijih razlika u odnosu na ljudski bubreg je prisutnost
samo jedne bubrezne piramide te odsutnost bubreznih vréeva. Naime, miSji bubrezi su
unilobularni, a samim time unipapilarni. Papila je duboko izbo&ena u bubreznu zdjelicu. Zilno-

ziv€ana opskrba i limfna drenaza su sli¢ne kao i kod ljudi (41, 42).

1.3.3 Mikroskopska grada bubrega

Osnovna gradevna i1 funkcionalna jedinica bubrega je nefron. Smatra se da svaki ljudski bubreg
u prosjeku sadrzi izmedu jednog i dva milijuna nefrona (43). Nefron je graden od bubreznog
tjeleSca na koje se nastavljaju kanali¢i koji se spajaju na sabirne cijevi. Nefroni se obzirom na
smjestaj dijele na kortikalne koji su smjeSteni subkapsularno i jukstamedularne koji su
smjeSteni u dubljim regijama kore, na granici sa srzi (44). Priblizno 1/7 svih nefrona su

jukstamedularni nefroni koji su se tijekom razvoja prvi diferencirali, a ostali su kortikalni (43).

Bubrezno tjeleSce ima promjer oko 200um te je gradeno od klupka kapilara (glomerul),
okruZenog epitelnom Bowmanovom ovojnicom koja ima dvije stijenke: unutarnji ili visceralni
list koji prilijeZe uz glomerul i vanjski ili parijetalni list (40, 43). U Suplji prostor izmedu dvaju
listova (mokraéni ili interkapsularni prostor) ulijeva se primarna mokraca koja struji prema
mokra¢nom polu bubreznog tjeleSca na koji se nastavlja proksimalni zavijeni kanali¢ (PCT).
Na distalnom kraju bubreZnog tjeleSca nalazi se tzv. Zilni ili vaskularni pol na kojem ulaze
dovodne, a izlaze odvodne arteriole (40, 43). Promjer dovodne arteriole je ve¢i od promjera

odvodne arteriole (44).

Kapilare glomerula imaju fenestrirani endotel s vanjske strane oblozen sekundarnim izdancima
podocita koji ¢ine filtracijske pukotine (43) (slika 4). Podociti su specijalizirane epitelne stanice

stelatnog oblika koje ¢ine visceralni list Bowmanove ovojnice, a koje su od krucijalnog znacaja
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za odrzavanje normalne funkcije bubrega. Od trupa stanice odvaja se nekoliko primarnih
izdanaka, a svaki od njih ima mnogobrojne sekundarne izdanke (noZice) koji obavijaju kapilare
i doti¢u bazalnu membranu na pravilnim razmacima od 25 nm (43). Bazalna membrana je
troslojna, oko 0.1 pm debela, filtracijska barijera koja odjeljuje mokraéni prostor od krvi u
kapilarama, a nastala je stapanjem bazalnih lamina kapilara i podocita. Gradena je od srediSnjeg
gustog sloja laminae densae (mreZa kolagenih vlakana tipa IV 1 laminina) te unutarnjeg 1

vanjskog svjetlijega sloja, laminae rarae internae i laminae rarae externae (gradene od

fibronektina) (43).

Slika 4 FElektronskomikroskopski prikaz filtracijske barijere. Filtracijska barijera gradena je od
fenestriranog endotela (endothelium, EN), kapilare (capillary, C), bazalne membrane (basement
membrane, BM) koja dijeli krv od mokraénog prostora (urinary space, US), te sekundarnih izdanaka
(pedicles, PE) podocita (podocytes, PO) izmedu kojih se nalaze filtracijske pukotine (filtration slits,
FS). Povecanje 15 000 x. Transmisijski elektronski mikroskop (JEM JEOL 1400, Japan).

U prostoru izmedu susjednih kapilara u glomerulu smjestene su intraglomerularne mezangijske
stanice koje prianjaju uz stijenke podocita i endotelnih stanica (40, 43) (slika 5). Ove stanice
imaju sposobnost kontrakcije 1 sadrze receptore za angiotenzin II. Kad se receptori aktiviraju
glomerularni protok je smanjen. Mezangijske stanice imaju razliCite funkcije: pruzaju
glomerulu strukturnu potporu, sintetiziraju medustanicnu tvar, endocitozom uklanjaju

molekule zadrzane unutar bazalne membrane (43).
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Slika 5 Elektronskomikroskopski prikaz glomerula. Na slici su vidljive mezangijske stanice
(mesangium cell, MC) i podociti (podocytes, Po), lumen kapilare (capillary, C), mokraéni prostor
(urinary space, US), te parijetalni list Bowmanove ovojnice (parietal layer, PL). Povec¢anje 1500 x.
Transmisijski elektronski mikroskop (JEM JEOL 1400, Japan).

Na vaskularnom polu, izmedu dovodne i odvodne arteriole nalaze se ekstraglomerularne
mezangijske stanice. Ove stanice pripadaju jukstaglomerularnom aparatu bubrega, zajedno sa
macula densa, dijelom distalnog zavijenog kanali¢a (DCT) koji dodiruje bubrezZno tjelesce, te

sa epiteloidnim stanicama dovodne arteriole, tzv. Jukstaglomerularnim stanicama (40, 43).

Stijenke bubreznih kanali¢a prekrivene su jednoslojnim epitelom ¢ija visina je u razli¢itim
dijelovima kanali¢a varijabilna, ali uvijek zadrzava tipi¢ne znacajke transportnog epitela (40).
Stanice PCT sadrZze srednje visok kubicni epitel s dugim trepetljikama koje Cine Cetkastu
presvlaku, te mnogobrojne mitohondrije uz bazalnu membranu koji upucuju na visoku
metabolicku aktivnost 1 potrebu za proizvodnjom ATP-a (45) (slika 6). Stanice PCT su velike
te svaki poprec¢ni presjek sadrzava samo 3 - 5 okruglih jezgara. Citoplazma je acidofilna te u
svom apikalnom dijelu, izmedu polaziSta trepetljika (mikrovili), sadrzi mnogobrojne
pinocitotske mjehuri¢e koji se dovode u vezu sa sposobnoS¢u stanica da apsorbiraju

makromolekule (40) (slika 6).
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Slika 6 Elektronskomikroskopski prikaz dijela proksimalnog zavijenog kanali¢a. Vidljivo je prisustvo
mnogobrojnih izduzenih mitohondrija (mitochondria, M) zbog velikih energetskih potreba stanice,
pinocitotskih mjehuri¢a izmedu baza trepetljika (tubular pits, TP), te Cetkaste presvlake (brush border,
BB). Povecanje 15 000 x. Transmisijski elektronski mikroskop (JEM JEOL 1400, Japan).

Na PCT se nastavlja Henleova petlja koja se sastoji od debelog i tankog dijela silaznog kraka
te tankog i debelog dijela uzlaznog kraka. Stanice debelih dijelova gradom su sli¢ne stanicama
DCT, dok stanice tankih dijelova imaju plocasti epitel s jezgrama izbo¢enim u lumen (43).
Jukstamedularni nefroni imaju jako duge Henleove petlje koje se protezu duboko u srz, a
sastoje se od kratkih silaznih i uzlaznih debelih dijelova te dugih silaznih i uzlaznih tankih
dijelova. Za razliku od njih, kortikalni nefroni imaju jako kratke tanke silazne dijelove kraka
te nemaju tankih uzlaznih dijelova (43). DCT ima visok kubicni epitel s bazolateralnim
interdigitacijama. Stanice DCT su plosnatije i manje od stanica PCT, te nemaju cetkastu

prevlaku ni apikalne pinocitotske mjehurice (40, 43) (slika 7).
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Slika 7 Elektronskomikroskopski prikaz dijela distalnog zavijenog kanali¢a. Na slici je vidljiv izostanak
Cetkaste prevlake i apikalnih pinocitotskih mjehuri¢a te prisustvo mnogobrojnih mitohondrija
(mitochondria, M) i jezgri (nuclei, N). Povecanje 5 000 x. Transmisijski elektronski mikroskop (JEM
JEOL 1400, Japan).

DCT jednim dijelom prilijeze uz Zilni pol bubreznog tjeleSca pri ¢emu mu stanice postaju
cilindri¢ne s blisko poredanim jezgrama. Taj promijenjeni dio DCT se naziva macula densa te
je sastavni dio jukstaglomerularnog aparata (40, 43). Iz DCT mokracéa se ulijeva u sabirne
cjevéice koje se udruzuju u vece ravne sabirne cijevi. Sabirne cjevCice su oblozene kubi¢nim
epitelom i promjera su oko 40 um, dok su vece sabirne cijevi obloZene cilindri¢nim epitelom
te promjera i do 200 um (43). Epitel sabirnih cijevi sadrzi dvije vrste stanica, glavne i umetnute
ili interkalirane stanice. Glavne stanice imaju manje organela u citoplazmi te se na preparatima

boje blijedo, dok su interkalirane stanice tamnije obojene (43).

Bubreg se krvlju napaja iz bubrezne arterije koja se prije ulaska u organ podijeli na dva
ogranka. Jedan odlazi u prednji, a drugi u straznji dio bubrega. Jos$ u hilusu se ti ogranci granaju
formirajudi interlobarne arterije koje se zavlace izmedu bubreznih piramida (43). Na granici
kore 1 srzi te se arterije granaju na arteriae arcutae od kojih se pod pravim kutom odvajaju
interlobularne arterije koje prolaze okomito kroz koru prema bubreznoj ovojnici (43). Od
interlobularnih arterija odvajaju se dovodne arteriole koje dovode krv u glomerul. 1z njih krv
odlazi u odvodne arteriole se koje ponovno granaju te Cine peritubularnu kapilarnu mrezu koja
krvlju opskrbljuje proksimalne 1 distalne zavijene kanalice (43). Odvodne arteriole

jukstamedularnih nefrona daju duge tanke kapilare, vasa recta, dok kapilare vanjskog dijela
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kore i ovojnice ¢ine venae stellatae koje se prazne u interlobularne vene. 1z njih se krv ulijeva
u venae arcutae te dalje u interlobarne vene koje se spajaju u bubreznu venu kojom krv napusta
bubreg (43). Izmedu bubreznih kanali¢a te krvnih i limfnih Zila nalazi se intersticij koji zauzima
vrlo mali volumen kore, ali mu se koli¢ina poveéava u srzi. Intersticij sadrzi malo vezivnog
tkiva s fibroblastima, kolagenim vlaknima i proteoglikanima. Zljezdane stanice u srzi nazivaju

se intersticijske stanice (43).

Bubrezi misa sveukupno sadrze oko 14 000 nefrona (42). Mikroskopska grada bubrega misa
uvelike je sli¢na mikroskopskoj gradi bubrega ¢ovjeka. Najznacajnija razlika je u smanjenom
promjeru kanali¢a i glomerula (~73 um) dok je bazalna membrana debela izmedu 80 1 200 nm.
MiSevi imaju puno veci broj jukstamedularnih nefrona u odnosu na kortikalne (3:1) (42). Za
razliku od ljudi, normalna je pojava kubic¢nih stanica u parijetalnom listu Bowmanove ovojnice
uz plocaste stanice graden i od kubi¢nih stanica, pogotovo kod muzjaka. Takoder, proksimalni
zavijeni kanali¢i muzjaka Cesto sadrze vezikule ¢ija funkcija jo$ nije u potpunosti razjaSnjena,

ali se smatra da je povezana s pinocitotskom aktivnosti stanica PCT (42).

1.3.4 Funkcija bubrega

Osnovna funkcija bubrega je filtriranje krvi i uklanjanje produkata metabolizma i Stetnih tvari
unesenih iz okoliSa te reapsorbcija tvari neophodnih tijelu natrag u krv (45). Kod odraslih ljudi
protok krvi kroz oba bubrega iznosi 1,2 - 1,3 L u minuti, $to znaci da sva krv u tijelu prolazi
kroz bubrege svake 4 - 5 minuta (43). Bubrezno tjeleSce djeluje kao filter koji dnevno
filtracijom krvi proizvede i do 180 L primarne mokrace (primarnog ili glomerularnog filtrata).
Sastav primarnog filtrata je vrlo sli¢an sastavu krvne plazme ali ne sadrzava makromolekule
¢ija je molekularna masa ve¢a od 70 kDa (43). Glomerularni filtrat nastaje kao posljedica
razlike izmedu hidrostatskog tlaka krvi te koloidnoosmotskog tlaka plazme i hidrostatskog
tlaka teku¢ine u Bowmanovoj ovojnici (43, 45). Sustavom kanali¢a se najve¢i dio
proizvedenog filtrata reapsorbira natrag u krv, ovisno o potrebama tijela, te se u konacnici
dnevno proizvede oko 2 L sekundarne mokrace (40, 44). Mokracom se iz tijela eliminiraju
Stetni produkti metabolizma kao $to su urea, kreatinin, mokrac¢na kiselina, te ostale supstance

koje su unesene u organizam, kao $to su droge 1 lijekovi (44, 45).

Primarna mokraca iz bubreZnog tjeleSca ulazi u proksimalni zavijeni kanali¢ u kojem zapocinje
apsorpcija tijelu potrebnih tvari natrag u krv (43). Stanice PCT apsorbiraju iz filtrata svu

glukozu i aminokiseline, peptide, vitamine te oko 85% vode i natrijeva klorida te fosfat i kalcij.
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Voda prolazi pasivno difuzijom u smjeru osmotskog gradijenta, dok se glukoza, aminokiseline
i ioni apsorbiraju aktivnim transportom (43-45). Henleova petlja takoder sudjeluje u
zadrzavanju vode u tijelu te doprinosi stvaranju hipertoni¢ne mokrace. Tanki dio silaznog kraka
je propustan za vodu, ali je cijeli uzlazni krak nepropustan te u svom debelom dijelu izlucuje
natrijev klorid aktivnim prijenosom (43). U distalnom kanali¢u se uz prisustvo aldosterona
odvija izmjena iona, apsorbira se natrij, a izlucuje kalij. Ovim se mehanizmom regulira ukupna
koli¢ina soli i vode u tijelu. Takoder, stanice DCT u mokracu izlu¢uju i vodik i amonijeve ione
¢ime se odrzava acidobazna ravnoteza u krvi (43). Macula densa distalnog kanali¢a je osjetljiva
na ionski sadrzaj 1 volumen vode u tekucini kanali¢a te stvara molekularne signale koji poti¢u
izlu€ivanje renin enzima u krvotok (43, 45). Renin izlucuju jukstaglomerularne stanice,
promijenjene glatke misi¢ne stanice tunicae mediae dovodne arteriole. Renin poti¢e formiranje
inaktivnog angiotenzin I ¢ijim prekrajanjem nastaje angiotenzin II. Angiotenzin II utjece na
poviSenje krvnog tlaka suZavanjem arteriola 1 poticanjem izlu¢ivanja hormona aldosterona iz
kore nadbubrezne Zlijezde (43, 45). Aldosteron djeluje na stanice distalnih kanali¢a poti¢uci
apsorpciju iona natrija i klora, a posljedi¢no i vode iz glomerularnog filtrata ¢ime se povecava
volumen krvne plazme, tj. povisuje se krvni tlak (43, 45). Sabirne cijevi takoder imaju ulogu u
koncentriranju mokrace jer su pod utjecajem arginin vazopresina ili antidiuretskog hormona
kojeg izlucuje neurohipofiza. Antidiuretski hormon se izlu€uje ukoliko opadne unoSenje vode
¢ime epitel sabirnih cijevi postaje propustan za vodu te se ona apsorbira iz filtrata natrag u
kapilare i na takav nacin ostaje u tijelu (43, 45). Dakle, uz izlu¢ivanje Stetnih i stranih tvari iz
dijela, bubrezi imaju funkciju i u odrzavanju acido-bazne ravnoteZe u tijelu, odrzavanju stalne
koncentracije vode 1 elektrolita, reguliranju krvnog tlaka, sekreciji hormona, proizvodnji

renina, eritropoetina, kalcitriola, i dr. (45).

Funkecija bubrega misa odgovara funkciji bubrega covjeka. Bubrezi miSa dnevno proizvedu 0,5
- 1 mL mokrace. Mokraca miSa je koncentriranija od mokra¢e Covjeka zbog slozenije
vaskulature bubrega te veceg broja jukstamedularnih nefrona u odnosu na kortikalne, ¢ije
izrazito duge Henleove petlje doprinose stvaranju visoko koncentriranog urina. Proteinurija i
kreatinurija se mogu normalno javiti, pogotovo kod muzjaka, ali ova pojava ovisi 1 0 soju misa

(42).
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1.4 Razvoj bubrega

Razvoj bubrega kod sisavaca ukljucuje izmjenu triju generacija bubrega Ciji se razvoj
vremenski djelomi¢no preklapa (46) (slika 8.). Bubrezi se razvijaju iz intermedijarnog
mezoderma u kranio-kaudalnom smjeru, a sam razvoj je reguliran medusobnim djelovanjem
velikog broja signalnih molekula ¢iji je pravilan prostorni i vremenski izrazaj od klju¢ne
vaznosti za pravilan razvoj. Razvoj bubrega zapocinje oko 4. tjedna embrionalnog razvoja te
ukljucuje izmjenu pronephrosa, mesonephrosa i metanephrosa, ¢ijim rastom i sazrijevanjem
nastaje konacan bubreg (46). Razvoj bubrega kod Covjeka i miSa odvija se istim slijedom ali

se razli¢itim vremenskim obrascem pojave i regresije prijelaznih oblika bubrega, s obzirom da

gestacija kod ljudi u prosjeku traje 40 tjedana, a kod misa 20 dana (46).

1.4.1 Pronephros

Pronefros se kod ljudi razvija oko embrionalnog dana 20. - 22. (E20 — E22), a kod miSa oko
ES8 (46). Pronefros se sastoji od 7 - 10 nakupina stanica (nefrotoma) (39). Od gornjih nefrotoma
nastaju kanali¢i koji su svojim proksimalnim krajem otvoreni u coelom, dok se distalni kraj
ulijeva u pronefricki kanal. Broj kanali¢a varira ovisno o vrsti, a kod ljudi obi¢no bude 6 - 10
parova (46). Pronefros predstavlja nefunkcionalni prijelazni organ koji se razvija u vratnoj
regiji te daje osnovu za razvoj nefrickog (Wolfovog) kanala. Wolfov kanal se izduzuje te se
kaudalnim dijelom otvara u kloaku, istovremeno poti¢u¢i formiranje kanali¢a i1z okolnog
mezonefrickog mezenhima (slika 8). Regresija pronefrosa se kod ljudi dogada oko E25, a kod

misa oko E9 (46).
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Slika 8 Shematski prikaz izmjene triju generacija bubrega. Tijekom razvoja, pronephros se prvi
pojavljuje te se njegova regresija preklapa s pojavom mesonephrosa. Na kaudalnom kraju Wolfovog
kanala dolazi do indukcije mokra¢ovodnog pupoljka u okolni metanefricki mezenhim ¢ime zapocinje
proces formiranja metanephrosa. Slika je izradena u Inkscape programu.

1.4.2 Mesonephros

Razvoj mesonephrosa zapoc€inje paralelno s regresijom pronephrosa, kod ljudi tijekom 4. tjedna
razvoja, a kod misa oko E9 (39) (slika 8). Mesonephros se razvija u torako-lumbalnom dijelu
kraljeznice, u kranio-kaudalnom smjeru. Cine ga Wolfov kanal i jednostavni mezonefricki
nefroni koji po prvi put tijekom razvoja vrse filtraciju krvi, izmedu 6. 1 10. tjedna razvoja. Kod
ljudi se moze razviti i oko 40 nefrona (46). Dok se kaudalni nefroni formiraju, kranijalni ve¢
prolaze kroz proces regresije, te ¢itav mesonephros kod ljudi iS¢ezne do kraja tre¢eg mjeseca
razvoja, a kod misa do E14 (39, 46). Tubuli kaudalnih nefrona se nikada ne povezu s Wolfovim
kanalom te samim time ostaju nefunkcionalni. Kod muzjaka (tj. muSkaraca) Wolfov kanal ne
nestaje u potpunosti ve¢ sudjeluje u formiranju spolnog sustava, to¢nije ejakulacijskog kanala

(39, 46).

1.4.3 Metanephros

Razvoj metanephrosa zapocinje dok je mesonephros jo§ uvijek prisutan, kod ljudi tijekom 4.-
5. tjedna razvoja, a kod misa oko E11. - 11.5 (39, 46) (slika 8). Kod ljudi metanefros zapocinje
funkcionirati oko 12. tjedna razvoja (39). Metanephros se razvija iz dviju osnova: epitelnog

mokracovodnog pupoljka koji nastaje iz kaudalnog dijela Wolfovog kanala te metanefrickog
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mezenhima (slika 9). Uzastopnim grananjem mokracovodnog pupoljka nastaje osnova za
razvoj odvodnog sustava: sabirnih cijevi, malih i velikih bubreznih vréeva, bubrezne zdjelice
te uretera, dok se iz metanefricCkog mezenhima razvijaju nefroni (39, 46). Metanefricki
mezenhim poti¢e indukciju i prodiranje mokra¢ovodnog pupoljka koji prolazi kroz seriju
uzastopnih grananja dok ampula mokra¢ovodnog pupoljka stimulira okolne stanice mezenhima
na kondenzaciju i formiranje metanefricke kape, ¢ime zapoc€inje proces nefrogeneze (39, 46,
47). Ostale menzenhimske stanice daju osnovu za razvoj intersticija, mezangijskih stanica te

glomerularnih krvnih zila (46).

% Mokraéovodni pupoljak

Kﬁ > _A—Mctanefriéki mezenhim
o S —B— Wolfov kanal

&

Metanefricka kapa
Ampula mokracovodnog pupoljke

Mezenhimsko-epitelna
transformacija
Bubrezni mjehurié—@ @

Distalni zavijeni kanali¢

Proksimalni zavijeni kanali¢
Bowmanova ¢ahura

Henleova petlja

Slika 9 Shematski prikaz procesa razvoja metanephrosa. Razvoj metanephrosa zapocinje indukcijom
mokra¢ovodnog pupoljka iz kaudalnog dijela Wolfovog kanala te invazija u okolni metanefricki
mezenhim. Kao odgovor na signale iz mokra¢nog pupoljka, metanefricki mezenhim se kondenzira oko
ampule pupoljka, formirajué¢i metanefricku kapu Cije stanice prolaze kroz proces mezenhimsko-epitelne
transformacije formiraju¢i bubrezni mjehuri¢. Kao odgovor na signale iz metanefrickog mezenhima,
mokrac¢ovodni pupoljak se grana dajuci osnovu za razvoj odvodnog sustava bubrega. Slika je izradena
u Inkscape programu

Prema nekim autorima razvoj metanephrosa kod ¢ovjeka se moze podijeliti na Cetiri perioda

(46, 48). Prvi period zapocinje oko 4. - 5., a zavrSava oko 14. - 15. tjedna razvoja (48). Tijekom
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prvog perioda dolazi do intenzivnog dihotomskog grananja ampule mokrac¢ovodnog pupoljka
u kranio-kaudalnom smjeru ¢ime se formira osnova za razvoj sustava sabirnih cjevcica, dok
proces nefrogeneze jos$ nije zapoceo. Nakon §to je mokra¢ovodni pupoljak prosao kroz 3 - 5
serija grananja zapocinje diferencijacija nefrona te se prvi nefroni kod ¢ovjeka pojavljuju oko
8. - 9. tjedna razvoja, a kod miSa oko E13 (46, 48, 49). Diferencirani nefroni se spajaju na bilo
koju dostupnu ampulu, bez obzira koje je generacije grananja. Svakom novom diobom ampula
jednim ogrankom potiCe stvaranje novog nefrona dok je stari pri¢vrs¢en na drugom ogranku
(46). Ukoliko se ampula prebrzo dijeli, mogucée je da diferencijacija nefrona izostane. Na kraju
prvog perioda svaka ampula je prosla kroz 15 generacija grananja. Oko 10. - 12. tjedna razvoja

u bubregu je moguce uociti bubreznu zdjelicu, velike i male bubrezne vréeve (46).

Drugi period zapocinje oko 14. - 15. i traje do 20. - 22. razvojnog tjedna (48). Tijekom ovog
perioda ampula se rijetko grana i iako ve¢ ima na sebi prihva¢ene nefrone, moze inducirati
nastanak novih (46). Novonastali nefroni ne spajaju se pojedina¢no na sabirnu cijev veé
formiraju arkade, tj. po Cetiri nefrona u nizu se spajaju na sabirnu cijev. Ponekad se dogodi da
arkada sadrzi i do sedam nefrona. Glomerul najstarijeg nefrona je smjeSten najblize srzi i

njegove Henleove petlje prodiru najdublje u srz (46).

Treci period zapocinje oko 20. - 22. 1 zavrSava oko 32. - 36. tjedna razvoja (48). Ovaj period
karakterizira prestanak grananja ampule 1 spajanje nefrona direktno na sabirne cijevi te

nestajanje ampule (46).

Cetvrti period zapocinje oko 32.-36. tjedna razvoja i nastavlja se sve do odrasle dobi (48).
Karakterizira ga intersticijski rast, diferencijacija i maturacija prenatalno formiranih nefrona, a

s obzirom da je ampula nestala ne postoji moguénost nastanka novih nefrona (46).
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1.4.4 Nefrogeneza

Proces nefrogeneze (slika 10) kod €ovjeka zapocinje oko 8. - 9. te zavrSava in utero, oko 36.
tjedna razvoja, a kod miSa zapocinje oko E13 te zavrSava tijekom prvog tjedna postnatalnog
razvoja (49). Nefrogeneza se zasniva na recipro¢noj interakciji epitela i mezenhima (39).
Mezenhimske stanice eksprimiraju faktor rasta dobiven iz glija stanica (GDNF) i hepatocitni
faktor rasta (HGF) koji potiu grananje i1 rast mokracovodnog pupoljka. S druge strane, stanice
epitela mokra¢ovodnog pupoljka sintetiziraju tirozin kinazne receptore (RET i MET) za
navedene ¢imbenike, te se na takav nacin uspostavlja signalizacija izmedu epitela i mezenhima
(39). Epitelne stanice sintetiziraju i fibroblastni faktor rasta 2 (FGF2) i koStani morfogenetski
faktor 7 (BMP7) koji djeluju na mezenhimske stanice, zaustavljajuci apoptozu metanefrickog
tkiva te poticu proliferaciju i ekspresiju Wilmsov tumor 1 (WT1) transkripcijskog ¢imbenika.
Proces nefrogeneze zapocinje kondenzacijom mezenhimskih stanica koje formiraju
metanefricku kapu, u blizini ampule mokracovodnog pupoljka. Stanice metanefricke kape
prolaze epitelno-mezenhimsku transformaciju te oblikuju bubrezni mjehuri¢ (50). Za
mezenhimsko-epitelnu transformaciju nuzna je sinteza adhezivnih molekula, sindekana i E-
kadherina, u stanicama mezenhima, te transkripcijskih ¢imbenika PAX2 i WNT4 u
mokra¢ovodnom pupoljku (39). Bubrezni mjehuri¢ se produljuje i na proksimalnom kraju
formira rascjep te nastaje C-oblik nefrona. Daljnjim produljenjem i formiranjem rascjepa na
distalnom kraju nastaje S-oblik nefrona (46, 48, 50). Distalni kraj S-oblika nefrona se spaja na
sabirni kanali¢ te se produljuje daju¢i osnovu za razvoj DCT. SrediSnji dio S-oblika nefrona se
produljuje 1 daje osnovu za formiranje Henleove petlje i1 PCT, a od proksimalnog kraja

procesom glomerulogeneze nastaje bubrezno tjelesce (46, 48-50).

22



Slika 10 Nefrogena zona u mi§jem fetalnom uzorku bubrega. Mogu se raspoznati razli¢iti stadiji
razvoja nefrona, kao $to su pupanje mokracovodnog pupoljka (ureteric bud, UB) te formiranje
metanefricke kape, bubreznog mjehurica (renal vesicle, RV), glomerula (glomerulus, G) te sabirne

cijevi (collecting duct, CD). Povecanje 40 x. Svjetlosni mikroskop (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

1.5 Kongenitalne anomalije mokra¢nog sustava (CAKUT)

Termin CAKUT opisuje anomalije mokra¢nog sustava koje nastaju tijekom embrionalnog
razvoja, a koje karakterizira velika fenotipska i genotipska heterogenost. CAKUT se moZe
javiti kao dio sindroma (Potter sindrom, Fraser sindrom, Allagille sindrom, Pallister-Hall
sindrom, Kallmann sindrom, Prune-belly sindrom 1 dr.), ili kao izolirani slu¢aj (51). Njegova
heterogenost se ocCituje 1 u ¢injenici da moze biti 1 nasljedan i sporadican, moze se nasljedivati
dominantno 1 recesivno, te moze biti uzrokovan mutacijom u samo jednom genu ili
kombinacijom mutacija u viSe gena (51). CAKUT obuhvaca Sirok spektar anomalija bubrega,
mokra¢ovoda, mokraénog mjehura i mokraéne cijevi (slika 11) (52), koje mogu biti
uzrokovane razli¢itim genetskim, okolisSnim 1 epigenetskim ¢imbenicima (53). CAKUT ¢ini
otprilike 30% svih prenatalno dijagnosticiranih malformacija s prevalencijom 3 — 6 : 1 000
(54). U vecine bolesnika radi se o klini¢kim nevaznim poremecajima, ali tezi oblici mogu

dovesti do kroni¢nih i terminalnih bubreznih bolesti. CAKUT je vode¢i uzro¢nik terminalne
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bubrezne bolesti (ESKD) kod djece mlade od 5 godina te naj¢es¢i uzrok kroni¢ne bubrezne
bolesti (CKD) do 30. godine zivota (55, 56). CAKUT je odgovoran za 40 - 60% CKD i oko
30% ESKD slucajeva (57).

Abnormalnosti bubrega Abnormalnosti Abnormalnosti donjeg dijela
odvodnog sustava

»

Verikoureteralm refluks

B Valva strainjc
mokraéne cijevi
5

Duplikacija odvodnog
sustava

Multicistiéna displazija  Opstrukcija ureteropehviénog spoja Megaureter

Slika 11 Neki od primjera kongenitalnih anomalija mokra¢nog sustava. Slika je izradena u Inkscape
programu.

Tezina klinicke slike kongenitalnih anomalija mokraénog sustava ovisi o trenutku kad se defekt
razvio tijekom embrionalnog razvoja. Tesko malformirani bubrezi ili nedostatak bubrega
posljedica su defekta u ranoj gestaciji, dok su defekti nastali kasnije u razvoju generalno manje
opasni (slika 12) (58, 59) . Defekti koji se javljaju kasnije u razvoju utjecu na odvodni sustav i
pojavu vezikoureteralnog refluksa (VUR), opstrukciju ureterovezikalnog spoja ili valve

straznje mokraéne cijevi, dok su bubrezi uglavnom normalno razvijeni (60).
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Slika 12 Prikaz kako vrijeme pojave kongenitalne anomalije mokra¢nog sustava tijekom razvoja utjece
na njenu klini¢ku ozbiljnost. Anomalije koje su nastale ranije tijekom razvoja uglavnom uzrokuju
ozbiljniju klinicku sliku.
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1.5.1 CAKUT fenotipi

CAKUT se moze podijeliti u nekoliko kategorija s obzirom na tip anomalije: poremecaji broja bubrega, veli¢ine i morfologije bubrega, pozicije

bubrega te anomalije odvodnog sustava (60) (tablica 2).

Tablica 2 Kategorije CAKUT anomalija (53, 54, 56, 60, 61).

Kategorij A Inosti
4 egor-l_.]a CAKUT fenotipi Prevalencija Mutacija gena (mjesto ekspresije) bn(.)rma nostiu
anomalije razvojnom procesu
LIM1 (ub), PAX?2 b), PAXS b
Unilateralna 1:1000 G AT(: 3)Eub) EY(JI%nlm(,r;llm))’ FOX C(lm(Tln’nlll ) ) Razvoj Wolfovog kanala
A ’ ’ ’ Indukcij krac¢ovod
Brojnost A 10000 RET (ub), GDNF (mm), SALLI (mm), SIX1 | "% oL aeoraduos
1 raln. .
bubrega areraind (mm), ITGAS (mm), FGFR1 (mm,ub) pupoy
Visebrojni bubrezi 1:125 FOXC1(mm), FOXC2, LIMP2 molljrzzé\(l)OJo‘clizﬁi bggl?aka
V u
Unilateralna 1:1000 RET (ub), WT1 (mm), PAX2 (mm, ub),
- GDNF (mm), SALL1 (mm), HNF1B, MKSI,
il Bilateralna 1:7500 MKS1, BMP4 (mm), GLI3 (mm), SIX2 (mm),
isplazija » :
Veli¢ina i Aplazija 1:1300 DHCRY7, SIX1 (mm), SIX5 (mm), MYOG, Proces grananja
morfologija Multicisti¢na DYSTK, WNT4 (mm), SOX17, UPK3A, mokra¢ovodnog pupoljka
. disolaii 1:4300 FRAS1 (ub), FREM1 (mm), FREM2, ITGAS8 £ PUpoy
bubrega 1Splazija Nefrogeneza
; (mm), AGT (mm, ub), AGTR1 (ub, mm),
' | Unilateralna 1:1000 KALI (mm, ub), GPC3 (ub, mm), ROBO2
8 HgloTpl 27 _ (mm), LIM1 (ub), GATA3 (ub), EYAI (mm),
Bilateralna 1:4000

FGFR2 (mm,ub)
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Tablica 2 Nastavak

Potkovasti bubreg
Poremecaj signalizacije u

Pozicija stromi
FOXD1 (sc), PBX1(mm) . .. .y
bubrega Ektopi¢ni/pelvicni bubreg 1:10 000 Disfunkcija metanefrickog
mezenhima

UPJO 1:100

VUR

1-5:100

Duplikacija uretera

Ureterocel 1:5000- 12 000

UPJO - opstrukcija ureteropelvicnog spoja; UVJO - opstrukcija ureterovezikalnog spoja; VUR - vezikoureteralni refluks; PUV - valva strazne mokraéne cijevi
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1.5.2 Poremecaji broja bubrega
1.5.2.1 Ageneza

Ageneza bubrega nastaje zbog odgodenog ili odsutnog formiranja Wolfovog kanala ili
mokraéovodnog pupoljka, ali i zbog opstruirane komunikacije izmedu metanefrickog
mezenhima i pupoljka mokraéovoda (53). Bilateralna ageneza je ¢e$¢a kod muskaraca. Cesto
je popra¢ena malformacijama srca i pluca te stoga nije spojiva sa Zivotom, zbog ¢ega ove
trudnoce uglavnom zavrSavaju prije poroda (5) ili smréu dojenceta neposredno po rodenju (56).
Unilateralna ageneza se podjednako cesto javlja kod oba spola, ali je ¢eS¢e pogoden lijevi
bubreg (53). 50 - 70% pacijenata s unilateralnom agenezom imaju i druge poremecaje kao Sto
su, displazija, ektopija, refluks, proteinurija i hipertenzija. Termin ,,solitary kidney* se Cesto

koristi za iskazivanje nedostatka jednog bubrega kod zivih pacijenata (53).
1.5.2.2 Visestruki bubrezi

Visestruki bubrezi nastaju indukcijom veéeg broja mokra¢ovodnih pupoljaka koji invadiraju u
metanefricki mezenhim. Zbog jos neutvrdenog razloga viSestruki bubrezi su ¢e$¢i u Zena nego
muskaraca (61, 62). Ovi bubrezi se Cesto mogu javiti spojeni jer se razvijaju iz istog
metanefrickog mezenhima. U 95% ovakvih slucajeva donji se ureter uglavnom spaja s
mjehurom na normalnom mjestu, dok se gornji spaja bliZe uretri, ¢ime Cesto nastaje ureterocel

te posljedi¢no refluks, koji mogu dovesti do displazije bubrega ili opstruktivne nefropatije (61).
1.5.3 Poremecaji veli¢ine i morfologije bubrega

1.5.3.1 Hipoplazija

Hipoplasti¢ni bubrezi imaju normalno diferencirano tkivo ali su manji veli¢inom zbog
reduciranog broja nefrona koji je posljedica smanjenog grananja mokracovodnog pupoljka
(60). Pacijenti s unilateralnom hipoplazijom uglavnom nemaju vec¢ih zdravstvenih problema,
dok pacijenti s bilateralnom hipoplazijom imaju povecan rizik za razvoj hipertenzije 1 ESKD

tijekom djetinjstva (56) zbog ¢ega su naj¢es¢e podvrgnuti dijalizi i transplantaciji (63).
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1.5.3.2 Displazija

Displasti¢ni bubrezi primarno nastaju nepotpunim granmanjem mokra¢ovodnog pupoljka i
nedovrSenom diferencijacijom metanefriCkog mezenhima (64), te sekundarno kao posljedica
refluksa (53). Displasti¢ni bubrezi mogu biti smanjeni, jednake veli¢ine ili povecani u odnosu
na zdrave bubrege, a mogu pokazivati i cistiéne promjene (53). Displastiéne promjene mogu
zahvatiti Citav bubreg ili samo dio, a zbog ove varijabilnosti fenotip moze varirati od malih,

zakrzljalih aplasti¢nih do multicisticnih bubrega (53).
1.5.3.3 Aplazija

Aplazija nastaje kao posljedica blokade grananja mokra¢ovodnog pupoljka ili kao posljedica
involucije displasti¢nih bubrega (53). Ekstremno aplasti¢ni bubrezi mogu ¢ak pro¢i neopazeno

na radioloskim pretragama te se u tim slucajevima postavi dijagnoza unilateralne ageneze (65).
1.5.3.4  Multicisticna displazija

Multicisti¢na displazija nastaje abnormalnom diferencijacijom metanefriCkog mezenhima uz
karakteristi¢nu pojavu cista razli€ite veli¢ine 1 gubitak normalne strukture bubreznih vréeva i
bubrezne zdjelice. Smatra se da se ciste formiraju kao posljedica abnormalnog toka urina te da
su Cesto popracene infekcijama (54). Multicisti¢ni bubrezi mogu biti bez uo€ljive promjene u

veli€ini, ali isto tako mogu biti 1 uvecani ili spontano involuirati (53).

1.5.4 Poremecaji smjeStaja bubrega

1.5.4.1 Potkovasti bubreg

Potkovasti bubrezi nastaju posteriornom fuzijom bubrega zbog abnormalnog pozicioniranja
metanefrickog mezenhima ili Wolfovog kanala (53). Ovako spojeni bubrezi se tijekom razvoja
ne podignu dovoljno u abdomen. BubreZzno tkivo moze histoloski ostati nepromjenjeno uz cestu

pojavu refluksa (53).
1.5.4.2 Ektopija i krizna ektopija bubrega

Ektopi¢ni bubrezi nisu pozicionirani u bubreznoj jami, a nastaju kao posljedica izbijanja

mokracovodnog pupoljka na nepravilnom mjestu ili zbog poremecaja u podizanju bubrega
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tijekom razvoja (53). Krizna ektopija bubrega je drugi najc¢esc¢i defekt ovog tipa, a nastaje kada

bubreg prijede srediSnju liniju tijela te se spoji sa bubregom na suprotnoj lateralnoj strani (53).
1.5.4.3 Malrotacija

Malrotirani bubrezi su nepravilno orijentirani duz svoje duze osi zbog ¢ega je hilus okrenut
anteriorno. Malrotacija uglavnom ne izaziva nikave ozbiljnije simptome osim kada je

popracena nekom drugom anomalijom (53).

1.5.5 Poremecaji odvodnog sustava
1.5.5.1 Hidronefroza

Hidronefroza je rastezanje i dilatacija bubrezne nakapnice i vréeva, uglavnom uzrokovane
poremecajem u toku urina zbog pojave defekata u donjem dijelu urinarnog trakta ili problemom
s koncentracijom urina u bubrezima (53). Dakle, hidronefroza nastaje kao direktna posljedica

poremecaja u odvodnom sustavu te ne postoji kao zaseban entitet (53).
1.5.5.2 Opstruktivna nefropatija i opstruktivna uropatija

Opstruktivna nefropatija i opstruktivna uropatija nastaju kao posljedica atrofije kanali¢a, upale
1 fibroze uzrokovanih hidronefrozom. Na ove poremecaje su osobito osjetljivi bubrezi u razvoju
kod kojih moze do¢i do zastoja u daljnjem razvoju i1 potpunog gubitka funkcije. Bilateralna

opstrukcija ima smrtni ishod (53).
1.5.5.3 Opstrukcija ureteropelvicnog spoja (UPJO)

Ureteropelvi¢ni spoj je spoj izmedu bubrezne nakapnice i mokra¢ovoda, a pod pojmom
opstrukcija se smatra nepravilan tok urina koji moze dovesti do ozbiljnog oStecenja bubrega
(66). UPJO je odgovoran za otprilike 50% prenatalnih hidronefroza i1 najce$¢i uzrok
kongenitalne opstruktivne nefropatije (66). UPJO je ¢e$¢i kod muskog nego kod Zenskog spola
te CeS¢e zahvaca lijevu stranu. Kod djece se UPJO rijeSava korektivnim zahvatom, Anderson-

Hynes pijeloplastijom (53).
1.5.5.4 Vezikoureteralni refluks (VUR)

Vezikouretralni refluks je retrogradni tok urina, od mjehura prema mokra¢ovodima (67). VUR

se dijagnosticira mikcijskom cistoureterografijom (68). Iako vec¢ina pacijenata s VUR nema
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nikakva bubreZzna oStec¢enja, u otprilike 8% se javlja ESKD (67). VUR se moze javiti kao
primarna anomalija mokra¢nog sustava, ali isto tako moze biti popra¢en drugim poremecajima
kao $to su ureterocel ili valve straznje mokraéne cijevi (69), ali i kao dio ekstrarenalnih

sindroma (53). Takoder, VUR je ¢esto popracen infekcijama mokra¢nog sustava (53).
1.5.5.5 Opstrukcija ureterovezikalnog spoja (UVJO) i hidroureter

Ureterovezikalni spoj je mjesto gdje ureter ulazi u mokra¢ni mjehur, a povecanje tlaka koje
proizlazi iz opstrukcije ovog spoja uzrokuje dilataciju uretera pri ¢emu nastaje hidroureter
(megaureter) i posljedicno hidronefroza. UVJO moze biti uzrokovan loSom peristaltikom
uretralnog segmenta u blizini mokraénog mjehura, abnormalnom insercijom mokrac¢ovoda u
mokraéni mjehur, infekcijom, bubreznim kamencima, itd. (53). Ukoliko je UVJO uzrokovan
nekom anatomskom anomalijom pacijenti se podvrgavaju korektivnim operacijskim zahvatima

kojima se rijeSava problem (53).
1.5.5.6 Ureterocel, ektopicni ureter i duplikacije uretera

Ureterocel je vrecasta dilatacija krajnjeg dijela uretera koji ulazi u mokraéni mjehur (70).
Ureterocel kod nekih pacijenata ne mora imati nikakvih uc¢inaka, a kod drugih moze uzrokovati
opstrukciju mokra¢nog sustava i oSteCenje bubrega (53). Mokrac¢ovod normalno ulazi u
mokraéni mjehur blizu baze mjehura pri ¢emu trigonum mokra¢nog mjehura osigurava
intravezikalni segmet uretera sprjeavajuci refluks. Kod ektopi¢nih uretera dolazi do
abnormalnog ulaska uretera u mokra¢ni mjehur pri ¢emu kut ulaska nulificira ulogu trigonuma
zbog Cega dolazi do opstrukcije 1 refluksa (53). Katkad se ureter spaja i na organe spolnog
sustava pri ¢emu moze do¢i do opstrukcije spolnog sustava i do pojave hidrouretera,
hidronefroze i bubreZnih oSte¢enja (71). Kod duplikacije uretera u 95% slucajeva donji ureter
ulazi u mokraéni mjehur na tocnom mjestu, ¢esto uz pojavu refluksa, dok ¢e gornji ulaziti vise

distalno, bliZe reproduktivnim organima ili u uretru 1 uzrokuje ureterocel (53).

1.5.5.7 Opstrukcija izlaznog dijela mokracnog mjehura i valve straznje mokracne cijevi

(PUV)

Opstrukcija izlaznog dijela mokraénog mjehura je blokada protoka urina iz mjehura u uretru,
a moze biti uzrokovana benignom hiperplazijom prostate, tumorom mjehura, kamencima,

PUV, itd. (53). PUV je uzrokovan membranom koja posteriorno blokira tok urina kroz uretru
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te je odgovorna za 10% prenatalnih hidronefroza (72, 73). PUV moze uzrokovati bilateralno

ostecenje bubrega te je vodeci uzrok zatajenja bubrega u djece (53).

1.5.6 Dijagnostika i terapija kongenitalnih anomalija mokraénog sustava
1.5.6.1 Dijagnostika kongenitalnih anomalija mokracnog sustava

Kongenitalne anomalije mokra¢nog sustava mogu se identificirati makroskopski ukoliko se
radi o promjeni broja, veliCine, oblika ili pozicije bubrega, mokra¢ovoda ili mokra¢nog
mjehura. Smanjenje broja nefrona i histoloske promjene u tkivu mogucée je jedino mikroskopski
identificirati, zbog ¢ega ove promjene mogu proc¢i nezapazeno pri sistematskim pregledima u

djetinjstvu te se otkrivaju tek u odrasloj dobi kada se jave neki simptomi bolesti (60).

Prepoznavanje CAKUT poremecaja u ranim stadijima omogucava pravovremeno
osmisljavanje adekvatne terapije kojom bi se odgodio ili ¢ak u potpunosti otklonio razvoj
poremecaja. Ve¢ina CAKUT slucajeva otkrije se rutinskim pregledima tijekom fetalnog
razvoja, osobito tijekom trefeg tromjese€ja razvoja. Prenatalnim ultrazvu¢nim pregledima
bubrega, odvodnog sustava i volumena amnionske tekuc¢ine (koja je nakon 18. gestacijskog
tjedna uglavnom sastavljena od urina proizvedenog od strane fetusa (74)) uspjeSno se
dijagnosticira 60% - 85% CAKUT slucajeva (75-77). Ostali CAKUT slucajevi dijagnosticiraju
se u dojenackoj dobi ili u djetinjstvu, uglavnom nakon pojave infekcije mokraénog sustava.
Infekcija zahtijeva promptnu ultrazvuénu ili neku drugu vizualizacijsku pretragu kao $to
mikcijska cistoureterografija ili MR urografija kako bi se utvrdio polozaj 1 morfologija
bubrega, ali 1 moguca dilatacija ili opstrukcija odvodnog sustava (60). Jednom kad je
vizualizacijskom pretragom dijagnosticiran CAKUT, neophodno je utvrditi kako se on
odrazava na funkciju bubrega, pri ¢emu se koristi test serumskog kreatinina kako bi se
identificirala razina funkcije nefrona (60). Biopsija se rijetko koristi u CAKUT dijagnostici,
prvenstveno zbog invazivnosti 1 mogu¢im komplikacijama ukoliko je reducirana koli¢ina
funkcionalnog bubreznog tkiva. Pojedinci s reduciranim brojem nefrona mogu biti
nedijagnosticirani sve do odrasle dobi i pojave prvih simptoma bolesti, tj. hipertenzije ili
kroni¢ne bubrezne bolesti (CKD) (60). Netretirani CAKUT dovodi do nepravilnog razvoja
organa mokra¢nog sustava te moze uzrokovati morbiditete kardiovaskularnog sustava i utjecati
na povecanje stope smrtnosti te predstavlja veliko optere¢enje za ekonomiju i zdravstveni

sustav (51).
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UnatoC gore nabrojanim dijagnostickim moguénostima, velik broj CAKUT slucajeva 1 dalje
ostaje nerazjasnjen, prvenstveno zbog velike genotipske i fenotipske heterogenosti. Zakasnjela
dijagnostika uvelike utje¢e na u€inkovitost terapije, zbog cega CAKUT u populaciji i dalje ima
vrlo visoke stope morbiditeta i mortaliteta (78). Upravo iz ovog razloga, od velike vaznosti je
razvoj novih prognostickih alata, kao Sto su genski paneli koji omogucuju simultanu analizu
mutacija u stotinama gena. Genski paneli se zasnivaju na metodi Next Generation Sequencing
(NGS) koja omogucava identifikaciju molekularne osnove za razvoj poremecaja Cime
doprinosi procjeni rizika za razvoj CAKUT (51). Ova metoda je znacajan prognosticki alat koji

pacijentima otvara mogucénost genskog savjetovanja te individualiziranog pristupa u lijeenju.
1.5.6.2 Lijecenje kongenitalnih anomalija mokracnog sustava

Najpogubnija CAKUT anomalija svakako je bilateralna odsutnost bubrega, a samim time i
odvodnog sustava, koja dovodi do prekida trudnoée (79). Djeca s lakSim do umjerenim
CAKUT poremecajima prezivljavaju zahvaljujuéi napretku u tehnologiji koji omogucava rano
otkrivanje i kontroliranje napretka anomalije. Lak§e CAKUT forme, kao §to su PUV, UPJO,
UVIJO, VUR, ureterocel, i sl. mogu ispraviti korektivnim uroloskim operacijama (endoskopska
ablacija valve, pijeloplastija, reimplantacija uretera, i sl.) (53). Djeca s unilateralnom
agenezom, aplazijom ili multicisticnom displazijom mogu bez vecih poteSkoca Zivjeti sa
jednim funkcionalnim bubregom (80). Medutim, ukoliko drugi bubreg ima popratne anomalije
kao Sto su hidronefroza, hipoplazija ili refluks, povecava se rizik za razvoj hipertenzije 1
proteinurije koje su Stetne za bubreg, te ukoliko se ne lijeCe mogu dovesti do terminalne
bubreZne bolesti (81-84). Ovo vrijedi i za bilateralnu hipoplaziju (85). Za lijeenje hipertenzije
i proteinurije koriste se inhibitori angiotenzin konvertirajuéeg enzima (ACE inhibitori) koji su
se pokazali efektivnim u odgadanju nastajanja terminalne bubrezne bolesti (86). Kod tezih

slucajeva pacijenti se moraju podvr¢i dijalizi ili, u krajnjem slucaju,i transplantaciji (60).

1.5.7 Uzro¢nici kongenitalnih anomalija mokraénog sustava

Iako postoji niz studija koje pokazuju da mutacije u samo jednom genu mogu dovesti do pojave
nekog fenotipa iz Sirokog spektra CAKUT, genske mutacije uzrokuju najvise 20% CAKUT
slucajeva (87-89). Gensku osnovu za CAKUT potvrduje 1 Cinjenica da rodaci pacijenata sa
sindromskim 1 nesindromskim CAKUT imaju 15 puta ve¢i rizik za razvoj bubreznih anomalija
(54). U proces razvoja bubrega ukljucena je pravilna prostorna i vremenska ekspresija velikog

broja gena zbog ¢ega postoji i jako velik broj potencijalnih kandidat gena ¢ija mutacija moze
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dovesti do kongenitalnog poremecaja. Do sada je otkriveno viSe od 40 gena Cije mutacije
uzrokuju nesindromski CAKUT, a neki od njih, kao i mjesto njihove ekspresije te razvojni
proces koji je naruSen njihovom mutacijom, su prikazani u tablici 2. Od drugih genetskih
¢imbenika poznato je da su varijacije broja kopija (engl. copy number variations - CNV)
uzrocnici 4% CAKUT slucajeva (60). Heterogenosti CAKUT doprinosi ¢injenica da mutacije
razli¢itih gena mogu dovesti do istog CAKUT fenotipa, a isto tako, moguce je da mutacija istog
gena u razli¢itih pacijenata uzrokuje razlicite fenotipe, u ovisnosti kada se tijekom razvoja
mutacija dogodila (54). Upravo iz ovog razloga mutacije u istom genu, npr. PAX2, u jednom
slu¢aju mogu dovesti do potpune ageneze bubrega, a u drugom do pojave VUR-a. Takoder,
ponekad kod istog pacijenta moze biti prisutno vise razli¢itih fenotipova, npr. ageneza jednog
bubrega dok je drugi bubreg zahvacen displastiénim promjenama (90). Zbog navedenih
¢injenica, ponekad je tesko dijagnosticirati pravi uzrok malformacija. Kako se monogenskoj
mutaciji pripisuje samo 20% CAKUT slucajeva, moze se zakljuciti da multifaktorijalna
kombinacija epigenetskih i1 okoliSnih ¢imbenika na genetski susceptibilne jedinke znacajno
utjece na pojavu ove skupine anomalija (60). Okolisni ¢imbenici takoder znacajno utjecu na
pojavu kongenitalnih anomalija pogotovo zbog dugotrajnosti procesa nefrogeneze i ¢injenice
da je otprilike 50% trudnoc¢a neplanirano, ¢ime raste mogucénost dugoro¢ne izloZenosti fetusa
teratogenim 1 drugim okoliSnim ¢imbenicima (60). Neki od okoli$nih ¢imbenika koji mogu
utjecati na pojavu CAKUT su prikazani u tablici 3. Epigenetske promjene, kao §to su DNA
metilacija ili modifikacija histona, nastaju utjecajem okoliSnih ¢imbenika na gene, ne
mijenjaju¢i DNA sekvencu (60). Jo§ uvijek nije u potpunosti poznata uloga epigenoma na
pojavu CAKUT fenotipa, ali je poznato da miSevi kojima nedostaje metiltransferaza DNMT1

imaju ozbiljna oStec¢enja bubrega (91, 92).
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Tablica 3 Okolisni ¢cimbenici koji mogu dovesti do pojave CAKUT fenotipa (60).

Uzimanje folne kiseline Duplikacija uretera, VUR, PUV

Niska razina folata UPJO, ageneza bubrega, cisticni bubrezi
Nedostatak vitamina A VUR, hipoplazija i displazija bubrega
Prekomjerna tezina Duplikacija uretera, VUR

Dijabetes Sirok spektar poremecaja

Pothranjenost Smanjena porodajna masa, smanjen broj

nefrona
Potkovasti bubrezi, hipoplazija i displazija

Kokai

okain bubrega, duplikacija uretera, VUR
Alkohol Fetalni alkoholni sindrom, hipoplazija
ARB/ACEI Hipoplazija bubrega, akutna bolest bubrega

UPJO, VUR, PUV, duplikacija uretera

UPJO - opstrukcija ureteropelvicnog spoja; UVJO - opstrukcija ureterovezikalnog spoja; VUR -
vezikoureteralni refluks; PUV - valva strazne mokraéne cijevi
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1.6 Vrijednost in silico istraZzivanja

In silico modeli su matematicki racunalni modeli koji doprinose opisivanju razlicitih bioloskih
mehanizama. Razvoj in silico modela je olakSan ubrzanim napretkom u razvoju
eksperimentalnih 1 analitickih alata kojima se prikupljaju velike koliCine rezultata na temelju
kojih se formiraju baze podataka (93). In silico modeliranje se bazira na koristenju
bioinformatickih alata kao §ta su strojno ucenje, statisticko modeliranje, alati za raspoznavanje

uzoraka te alati za ekstrakciju potrebnih podataka iz baza podataka (93, 94).

In silico istrazivanja su namijenjena nadopuni, a ne zamjeni eksperimentalnih istrazivanja.
Rezultati eksperimentalnih istrazivanja su namijenjeni validaciji i kalibraciji in silico modela
(93, 94). Ovakva vrsta modeliranja zahtijeva interdisciplinarni pristup matematicara, kemicara,
biologa, biokemicara, bioinformati¢ara te medicinara. Samo se njithovom bliskom suradnjom
mogu postaviti hipoteze 1 osmisliti adekvatni modeli za njihovo testiranje (93). Dakle,
modeliranje se zasniva na unosu vec¢ postoje¢ih podataka o nekoj uocenoj pojavi te na
postavljenoj hipotezi Cijim testiranjem se dolazi do novih spoznaja. Ukoliko nije dobro
osmi$ljeno in silico modeliranje moZe biti neadekvatno i promaseno (93). Matematicki
sofisticirani, ali bioloski beskorisni modeli ¢esto nastaju zbog nedostatka ulaznih podataka sto
dovodi do razvoja bioloski nerealnih modela. S druge strane, modeli mogu biti bioloski realni,
ali nerjesivi zbog nepoznavanja ograni¢enja matemati¢kih analiza (93). Da bi se izbjegli ovi
problemi potrebno je eksplicitno formulirati bioloSke ciljeve prije izrade matematickog
modela. Takoder, cilj modela ne bi trebao biti samo reprodukcija ve¢ poznatih bioloskih
podataka. Dapace, ponekad su najkorisniji upravo oni modeli koji pokazuju odstupanje od ve¢

poznatog ¢ime poti¢u osmisljavanje novih eksperimenata i postavljanje novih hipoteza (93).

In silico modeli imaju Siroku primjenu, od predvidanja opasnosti od zagadenja do doprinosa u
boljem razumijevanju brojnih bioloskih procesa kao Sto su meduodnos stani¢nih dijelova,
patogeneza 1 patofiziologija bolesti, ali isto tako doprinose i razvoju novih lijekova i
identifikaciji njihovih ciljnih molekula (93, 94). Neki od primjera in silico modela u biologiji
su modeli signalnih puteva ili stanicnog ciklusa, dok su u medicini Cesti modeli karcinoma,
imunoloskih 1 infekcijskih bolesti, pluénih i neurodegenerativnih bolesti (93). Kod in silico
modeliranja kombiniraju se prednosti in vitro 1 in vivo modela. Za razliku od in vitro

eksperimenata, in silico modeli pruzaju mogucnost uklju¢ivanja gotovo neograni¢enog niza
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¢imbenici. Takoder, in silico modeliranje omogucuje ispitivanje bioloskih procesa kao §to je

evolucija koju je nemoguce ispitivati u realnom vremenu (93).

Najvece prednosti in silico istrazivanja su nepostojanje eti¢kih pitanja jer nema upotrebe zivih
stanica ili organizama, te se mogu sprovesti u dosta kratkom vremenu uz utrosak minimalnih
sredstava. Najvece ograniCenje ovakvih istrazivanja je nuznost validacije rezultata in vitro ili

in vivo eksperimentom (93).
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2 Ciljevi i hipoteze

2.1 Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je primjenom imunofluorescencijskih biljega na DABI i reelin proteine
usporediti izrazaj navedenih ¢imbenika u strukturama zdravih humanih bubrega starosti 13. -
38. tjedana razvoja i 1.5 i 7 godina postnatalno, te tijekom fetalnog i postnatalnog razvoja
bubrega u misa. Kako bismo shvatili znac¢aj izrazaja navedenih bjelancevina u razli¢itim fazama
razvoja bubrega, usporedili smo i histolosku gradu zdravog miSjeg bubrega i bubrega s

funkcionalnim nedostatkom DABI gena.
Specifi¢ni ciljevi istrazivanja:

1) Semikvantitativno analizirati jaCinu izraZzaja DABI 1 reelin bjelancevina u razli¢itim
strukturama zdravih bubrega kod ¢ovjeka i miSa uz imunofluorescencijsko bojanje

DABI, reelin i DAPI bojenjem jezgre.

2) Utvrditi postoji li razlika u prostornom 1 vremenskom izraZzaju DABI 1 reelin proteina

izmedu covjeka i miSa koriStenjem imunofluorescencije.

3) Primjenom dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja pokazati postoji li istovremena
ekspresija (kolokalizacija) proteina DABI 1 reelin u razli¢itim strukturama zdravih

bubrega kod covjeka i misa.

4) Utvrditi histoloSku gradu bubrega kontrolnih i yofari miSeva te utvrditi 1 opisati
eventualna oStecenja funkcionalnog bubreznog tkiva koriStenjem svjetlosne i

transmisijske elektronske mikroskopije.

2.2 Hipoteza istrazivanja

Izrazaj DABI 1 reelin proteina tijekom fetalnog 1 postnatalnog razvoja bubrega kod misa i
covjeka ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu u uspostavi i odrZzavanju pravilne grade 1/ili

funkcije bubrega.
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3 Materijali i metode

U ovom odjeljku ukratko su opisani protokoli za hematoksilin-eozin i imunofluorescencijsko
bojanje, kao 1 svi materijali koriSteni u istrazivanju. Takoder su opisani i postupci prikupljanja,

obrade i analiziranja uzoraka humanih i misjih bubrega.

3.1 Insilico odredivanje kandidatnog gena za CAKUT

In silico istrazivanje kojim je DABI identificiran kao jedan od kandidat gena ¢ija mutacija
uzrokuje CAKUT provedeno je u sklopu istrazivanja CNV u 80 pacijenata s jednim
funkcionalnim bubregom iz KIMONO (Kldney of MONofunctional Origin) studije. U 11
pacijenata je identificirano 13 novih ili ve¢ poznatih promjena u CNV, koje nisu bile uocene ili
su bile izrazito rijetke u uzorku od 23 362 kontrolna pacijenta (95). Kako bi se medu njima
identificirali najces¢i uzrocnici CAKUT fenotipa, koristeno je in silico modeliranje bazirano na
velikim javno dostupnim bazama podataka o nasljednim razvojnim bolestima i ekspresiji gena
tijekom razvoja mokra¢nog sustava. Kao rezultat ovog istraZivanja identificirano je pet novih
kandidatnih gena za kongenitalne anomalije bubrega, ¢ija ekspresija je potvrdena tijekom

razvoja mokra¢nog sustava misa i covjeka (95).

3.2 Eticka dozvola

Doktorska disertacija izradena je u sklopu HRZZ projekta: ““ Karakterizacija kandidat gena za
kongenitalne anomalije bubrega i1 urotrakta tijekom razvoja u misa 1 Covjeka®, voditeljice
prof.dr.sc. Katarine Vukojevi¢, te u suradnji s Columbia SveuciliStem u New Yorku te Shiga
Medical SveuciliStem u Japanu. Eti¢ko povjerenstva Medicinskog fakulteta i Klini¢kog
bolni¢kog centra Split je dalo suglasnost da je istrazivanje u skladu s odredbama Etickog
kodeksa koje reguliraju istraZzivanje na ljudima i Zivotinjama u znanstvenom, istrazivackom 1
strutnom radu 1 etickim nacelima Helsinske deklaracije (klasa: 003-08/16-03/0001; Ur.
br.:2181-198-03-04-0024).
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3.3 Prikupljanje humanih uzoraka

Iz arhive Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split prikupljeni
su parafinski blokovi fetalnih i1 postnatalnih bubrega. Ukupan broj ispitanih uzoraka je 21, a
sakupljeni su u razdoblju 1998. - 2019. godine. Fetalni uzorci su prikupljeni nakon spontanih
pobacaja i tubarnih trudnoca, a tkivo bubrega starosti 1.5 1 7 godina nakon slu¢ajnih smrti.
Prikupljanje uzoraka zahtijevalo je pisanu suglasnost skrbnika. Uzorci su analizirani
standardnim histoloskim tehnikama i svjetlosnom mikroskopijom da bi se iz istrazivanja
iskljucili svi macerirani uzorci tkiva. Svi fetalni i postnatalni uzorci su tretirani kao obdukcijski
materijal uz dopustenje Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta i Klinickog bolnickog
centra Split te u skladu s HelsinSkom deklaracijom (19). Razvojna dob je procijenjena po
menstruacijskom ciklusu 1 korelirana s vrijednostima fetalnih biparietalnih promjera (20)
(tablica 4). Iz parafinskih blokova narezani su rezovi debljine 5 pm i priredeni za

imunofluorescencijsko bojanje.

Tablica 4 Humani fetalni uzorci koristeni u studiji

RAZVOJNI BROJ GESTACIJSKI BIPARIETALNL — DULJINA

PROMJER FEMURA
TJEDAN UZORAKA TJEDAN ((13/[1\;11) (MII\J/I)
13. - 14. 3 15-16 34-37 19-22
15. 3 17 40 24
16. 3 18 43 27
21.-22. 3 23-24 59-62 41-43
38. 3 40 97 73

3.4 Prikupljanje animalnih uzoraka

DABI heterozigotne Zivotinje su generirane od strane Jackson Laboratories kompanije te je
provedeno krizanje do homozigotnosti. C57BL/6N miSeva su uzgajani u standardnim
polikarbonatnim kavezima s neograni¢enim pristupom hrani i vodi, uz odrzavanje 12h no¢/dan
ciklusa i temperature na 23+2°C. U svakom kavezu se nalazila bar po jedna Zivotinja od svakog

genotipa: divlji tip, heterozigotni tip te DABI knockout (yotari) tip pokusne zivotinje. Svaka
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ispitivana skupina sadrzavala je 3 do 7 zivotinja svakog od genotipova. DNA uzorak potreban
za PCR genotipizaciju je izoliran iz repa zivotinja prema uputama iz protokola Qiagen kita. Za
PCR analizu su koristene sljedece pocetnice: yotari: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i
CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC, divlji tip: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i
CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT.

Embrionalnog dana 13.5 1 15.5 te postnatalnog dana 4., 11. 1 14. miSevi su duboko anestezirani
i transkardijalno perfundirani PBS-om i 4% paraformaldehidom (PFA) u 0.1 M PBS-a. Bubrezi
su izdvojeni i fiksirani u 4% PFA u 0.1 M PBS preko no¢i.

3.5 Histokemija i imunofluorescencija

3.5.1 Priprema tkiva bubrega za histolosku analizu

Nakon fiksacije u 4% PFA u 0.1 M PBS preko no¢i 1 ispiranja radnim PBS-om, tkivo bubrega
je dehidrirano u rastuéoj seriji otopina etanola (25%, 50%, 75%, 90%, 100%) i ksilena, te
uklopljeno u parafinske blokove. Mikrotomom su rezani 5 pm debeli rezovi i postavljani na
predmetna stakalca. Prije histoloskih analiza uzorci su deparafinirani u ksilenima, rehidrirani u

seriji rastucih otopina etanola (100%, 90%, 75%, 25%) te isprani vodi.

3.5.2 Hematoksilin-eozin bojanje

Bojenje hematoksilin-eozinom (HE) je osnovna histoloSka metoda bojenja jer je tehnicki
jednostavna i jasno prikazuje mnoge tkivne strukture. Hematoksilin plavo boji jezgru 1 dobro
prikazuje jezgrine detalje te druge kisele sastojke. Eozin razli¢itim intenzitetom crvenog boji

citoplazmu, eritrocite, miSi¢no i vezivno tkivo.

Nakon deparafiniranja i rehidriranja uzorci su inkubirani u otopini Meyerova hematoksilina u
trajanju od 15 minuta, te kratko isprani mlakoj vodovodnoj vodi. Potom su prebaceni u otopinu
eozina na par minuta (4 - 5 minuta), dehidrirani serijom rastu¢ih otopina etanola (25%, 50%,
75%, 90%, 100%) 1 ksilenom, uklapani u Canada balzam, te proucavani svjetlosnim

mikroskopom (Olympus BX40, Tokyo, Japan).
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3.5.3 Imunofluorescencijsko bojanje

Nakon deparafiniranja i rehidriranja uzorci su inkubirani u citratnom puferu (pH= 6,2) u kuhalu
za paru 30 minuta, ohladeni do sobne temperature, isprani radnom otopinom PBS-a, odvojeni
PAP pen-om, te inkubirani Protein blok otopinom 20 minuta. Uzorci su preko noc¢i u vlaznoj
komori inkubirani s primarnim protutijelima: Rabbit Polyclonal Anti-Dab1 (1 : 400 razrjedenje;
ab 78200, Abcam, Cambridge, UK) i Mouse Monoclonal Anti REELIN (1 : 70 razrjedenje; sc-
25346, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Nakon ispiranja radnom otopinom PBS-
a, nanesena su sekundarna protutijela, Donkey Anti-Rabbit IgG H&L, Alexa Fluor 488
(razrjedenje 1 : 400, ab 150073, Abcam) i Goat Anti-Mouse IgG H&L, TRITC (razrjedenje 1 :
400, ab 6786, Abcam) te inkubirana u vlaznoj komori, u mraku, jedan sat. Nakon ispiranja PBS-
om, nanosi se DAPI, boja za jezgre (2 minute) te se uzorci uklapani u Immu-mount medij.
Uzorci su pregledavani epifluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX51, Tokyo, Japan) te

slikani digitalnom kamerom pod objektivom povecanja x40 (DP71, Olympus).

3.6 Elektronska mikroskopija

Nakon dvosatne fiksacije s otopinom 2% paraformaldehida (PFA) 1 2.5% glutaraldehida (GA)
u 0,1 M otopini PBS i ispiranja radnom otopinom PBS-a, uzorci bubrega su standardnom
procedurom pripremljeni za elektronsku mikroskopiju. Na vibratomu su rezani rezovi debljine
20 pm, permeabilizirani u otopini 50% etanola te isprani u radnoj otopini PBS-a. Zatim su post-
fiksirani otopinom 2% osmij tetroksida u trajanju od dva sata, dehidrirani u seriji rastucih
otopina etanola i uklapani u TAAB Epon 812 (TAAB, Reading, UK). Uzorci su rezani na
debljinu 0.07 um na ultramikrotomu (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), kontrastirani
otopinom 1% uranil acetata i olovo citrata te na posljetku promatrani i fotografirani uz pomo¢

transmisijskog elektronskog mikroskopa (JEM JEOL 1400, Japan).

3.7 Kbvantitativna i semikvantitativna analiza podataka

Prije analiziranja mikrofotografije s epifluorescencijskog mikroskopa su obradene u Imagel
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) te Adobe Photoshop (Adobe Inc., San Jose,
California, USA) programima. U ImagelJ programu su slike obradivane uz pomoc¢ naredbi ,,split

channels* te ,,image calculator* uz pomoc¢ kojih se odstranilo nespecifi¢no bojanje. Na ovakav
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nacin obradene fotografije su potom u Adobe Photoshop programu preklapane s odgovaraju¢im
fotografijama DAPI bojanja jezgara. Preklapanje se radilo radi lakSe odredivanja struktura
bubrega u kojima se analizira signal. Ovako preklopljene slike su se potom analizirale u
programu Image] uz pomo¢ ,,multi-point* alata. Svaka razina jezgrenog, membranskog ili
citoplazmatskog signala okarakterizirana je kao pozitivna. Kod analize ekspresije DABI i
reelin proteina na humanim fetalnim i postnatalnim uzorcima bubrega izra¢unali smo postotak
pozitivnih stanica za 20 G, PCT i DCT na svakom od 10 rezova po uzorku. Postotak pozitivnih
stanica je uprosjecen na sve rezove i uzorke po skupini. Kod analize ekspresije DAB1 1 reelin
proteina na misjim postnatalnim uzorcima izraunali smo postotak pozitivnih stanica za 20 G,
PCT 1 DCT po uzorku te ih usrednjili po skupini. U skupini smo imali po 3 ili 4 uzorka. Kod
analize ekspresije DABI i reelin proteina na misjim fetalnim uzorcima izracunali smo postotak
pozitivnih stanica na 100 epitelnih 1 100 mezenhimski stanica po uzorku i usrednjili po skupini.
U svakoj skupini smo imali 5 do 7 Zivotinja. Kod analize veli¢ine bubrega uzimani su najdulji
promjeri svakog bubrega te su uprosjeceni na skupinu. Za analizu promjera segmenata nefrona
uzimani su promjeri za 100 G, PCT 1 DCT po uzorku te su uprosjeceni na skupinu. Kvalitativna
analiza intenziteta bojanja odredivana je semikvantitativno po principu: nema bojanja (-), blago

bojanje (+), umjereno bojanje (++), jako bojanje (+++).

3.8 Statisticki postupci

Za statisticku analizu koriSten je statisticki program GraphPad Software 8.3 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Razina statisticke znacajnosti je P<0,05, a svi intervali
pouzdanosti (CI) su na razini od 95%. Za kvantitativnu analizu ekspresije DABI1 1 reelin
proteina na humanim uzorcima koriSten je Kruskal-Wallis test s post hoc analizom Dunn's, a
na mis§jim uzorcima two-way ANOVA s Tukey's post hoc testom. Za analizu veli¢ine bubrega
i promjera segmenata nefrona je koriSten Student t-test. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost i medukvartilni rasponom ili srednja vrijednost i standardna greska.
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4 Rezultati

U prvom dijelu su opisani rezultati dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja s DABI1 i reelin
markerima, potencijalnim kandidatnim genima za kongenitalne anomalije mokra¢nog sustava,
na humanim fetalnim i postnatalnim uzorcima bubrega. U drugom dijelu su opisani rezultati
imunofluorescencijskog bojanja istih markera na embrionalnim i postnatalnim uzorcima misjih

bubrega, te morfoloska analiza bubrega yotari miSeva.

4.1 Usporedba prostorno-vremenskog izrazaja DABI1 i reelin proteina u

humanim fetalnim i postnatalnim uzorcima bubrega

Lokalizacija i1 semikvantifikacija jakosti intenziteta ekspresije DABI1 1 reelin proteina
analizirana je u ve¢ formiranim nefronima s jasno diferenciranim glomerulima, proksimalnim
i distalnim zavijenim kanali¢ima. Tijekom fetalnog razvoja bubrega mogu se uociti razlicite
faze nefrogeneze, ukljucujuéi indukciju mokra¢ovodnog pupoljka, agregaciju mezenhimskih
stanica i formiranje metanefricke kape, formiranje bubreZznog mjehuri¢a, te nefroni C- i S-

oblika, ali ove strukture nisu uzimane u obzir pri analizi.

4.1.1 Ekspresija DABI1 i reelin proteina u bubrezima 13. - 14. razvojnog tjedna

Subkapsularni dijelovi kore sadrzavaju nefrone u razliCitim stadijima razvoja, kao Sto su
bubrezni mjehuri¢, C i S oblik te nezrele glomerule. Zreliji glomeruli i tubuli u uznapredovalim
stadijima diferencijacije opaZeni su u dijelu kore blize bubreznoj srzi pa su ti nefroni ukljuceni

u analizu ekspresije DABI i reelin proteina.
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Slika 13 Postotak DAB1(A) i reelin (B) pozitivnih stanica u proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT),
distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT) i glomerulima (G) tijekom razvoja ljudskih bubrega, izmedu 13.
i 38. razvojnog tjedna te u postnatalnim uzorcima zdravih bubrega u dobi od 1,5 i 7 godina. Podaci se
prikazuju kao medijan + medukvartilni raspon (okomita crta). Statisticki znacajne razlike izmedu PCT,
DCT i G u istoj vremenskoj tocki oznaceni su s *P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001 (Kruskal-Wallis test
nakon kojeg slijedi Dunnov visestruki test usporedbe). U svakoj vremenskoj tocki analizirano je po 20
PCT, DCT i glomerula po uzorku. Ukupno je analiziran 21 uzorak.

U DCT je postotak DABI1 pozitivnih stanica iznad 80% (slika 13a) te je signal visokog
intenziteta (tablica 5). Ekspresija DABI proteina u DCT je najizrazenija na apikalnim i
bazolateralnim dijelovima membrana (slika 14a). Sli¢an obrazac prostorne distribucije 1
intenziteta signala je prisutan i u PCT (slika 14a), ali je postotak pozitivnih stanica znacajno
manji, oko 60% (slika 13a). Najnizi postotak DABI1 pozitivnih stanica s najslabijom
intenzitetom signala (tablica 5) je zastupljen kod glomerula (slika 13a). Postotak pozitivnih
stanica statisti¢ki se znacajno razlikovao izmedu PCT i glomerula, te izmedu DCT i glomerula

(P<0,0001, slika 13a).
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early fetal stages prenatal and postnatal stages

Slika 14 Imunofluorescencijsko bojanje diferenciranih i zrelih ljudskih bubrega s DABI i reelin
markerima te DAPI bojanje jezgre. Promatrane vremenske tocke podijeljene su u dva razdoblja, rano
fetalno razdoblje (A, C) te prenatalno i postnatalno razdoblje (B, D). Uzorci bubrega starosti 13. - 14.,
15., 16. te 21. - 22. razvojni tjedan predstavljaju rano fetalno razdoblje dok uzorci starosti 38. razvojnog
tjedna te 1,5 i 7. godina predstavljaju prenatalno i postnatalno razdoblje. Tijekom ranog fetalnog
razdoblja DABI je najizrazeniji na apikalnim membranama distalnog zavijenog kanalica (DCT) te u
citoplazmi proksimalnih zavijenih kanali¢a (PCT), a manje u glomerulima (vrhovi strelica). Tijekom
prenatalnog i postnatalnog razdoblja DABI je najizrazeniji na apikalnim membranama PCT, dok je u
glomerulima i DCT umjereno izrazen na cijeloj stani¢noj membrani (strelice). Tijekom ranog fetalnog
razdoblja, reelin je najizraZeniji u citoplazmi DCT i PCT te blago u glomerulima, uglavnom u
parijetalnom sloju Bowmanove ovojnice (strelice). U prenatalnom i postnatalnom razdoblju, ekspresija
reelin proteina se znacajno smanjila. Reelin je samo povremeno prisutan u citoplazmi PCT i DCT te u
visceralnom sloju Bowmanove ovojnice. Mjerilo je 20 um, te se odnosi na sve slike. Povecanje 40 x.
Epifluorescencijski mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan)
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Tablica 5 Semikvantifikacijski odreden intenzitet bojenja na specifi¢na antitijela tijekom razvoja ljudskih bubrega, izmedu 13. - 14. i 38. razvojnog tjedna te u
uzorcima postnatalnih zdravih bubrega starosti 1,5 i 7 godina.

DABI1

reelin +++ +++ +/++ +/++ + - ++
DCT

DABI +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++

Analizirano je po 20 bubreznih struktura (PCT, DCT, G) po svakom uzorku. +++ visok intenzitet signala; ++ umjeren intenzitet signala; + blagi intenzitet
signala; — nema signala; G — glomeruli, PCT — proksimalni zavijeni kanali¢i, DCT — distalni zavijeni kanali¢i, w — razvojni tjedan, y — postnatalna godina
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U ovom razvojnom tjednu izrazaj reelin proteina je bio najvisi od svih promatranih vremenskih
razdoblja (Kruskal-Wallis slika 15b). Postotak pozitivnih stanica u tubulima je bio oko 50%
(slika 13b), a citoplazmatski rasprsen signal je bio umjerenog do visokog intenziteta (tablica 5).
U glomerulima je oko 20% reelin pozitivnih stanica (slika 13b), a intenzitet signala je blag
(tablica 5.). Statisticki znacajna razlika u postotku pozitivnih stanica je uocena izmedu PCT i
glomerula te izmedu DCT i glomerula (P<0,0001, slika 13b). U ovom razvojnom tjednu je

uocena kolokalizacija DABI i reelin proteina, najvisSe u PCT i DCT (nije prikazano slikom).

zitivath stanica
% pozitivaih stamca
I

% pozitivnth stanica

13-14 15 1621-2238 15 7 13-14 15 16212238 15 7 13-14 15 1621-22 38 15
razvojmi tjedan razvomn: tjedan razvoini tiedan

PCT DCT G

60

% pozitivaih stanica
4

% pozitivnih stanica
&

% pozitivnih stanica

1314 15 15212238 15 7 1314 15 1621238 15 7 1314 15 16212238 13

razvojni tjsdan razvojni tjedan razvojmi tjedan

Slika 15. Raspodjela postotka DAB1 (a) i reelin (b) pozitivnih stanica u proksimalnim zavijenim
kanali¢ima (PCT), distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT) i glomerulima (G) tijekom razvoja ljudskih
bubrega, izmedu 13.-14. i 38. razvojnog tjedna, i u postnatalnim zdravim bubrezima u dobi od 1,51 7
godina. Podaci se prikazuju kao medijan + medukvartilni raspon (okomita crta). Statisticki znacajne
razlike izmedu PCT, DCT 1 G u razli¢itim vremenskim to¢kama oznacCene su s *P<0,01, **P<0,001,
*#*¥p<0,0001 (Kruskal-Wallisov test nakon kojeg slijedi Dunnov visestruki test usporedbe). U svakoj
vremenskoj tocki analizirano je 20 PCT, DCT i glomerula po uzorku. Ukupno je analiziran 21 uzorak.
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4.1.2 Ekspresija DABI1 i reelin proteina u bubrezima 185. i 16. razvojnog tjedna

Zrelost bubreznog tkiva u ovim razvojnim tjednima se ne mijenja znac¢ajno u odnosu na
prethodno promatrano razdoblje. I dalje je subkspsularno vidljiva nefrogena zona s razliitim
stupnjevima nefrogeneze, dok su zreliji nefroni smjeSteni na granici sa srzi. Ova dva razvojna
tjedna promatrana su skupa jer nije uocena znacajna razlika u postotku DABI ili reelin
imunoreaktivnih stanica, njihovoj prostornoj raspodjeli ili intenzitetu bojenja (slika 15b, tablica

5).

U DCT je visok postotak DAB1 pozitivnih stanica (slika 13a), te je signal visokog intenziteta
(tablica 2), rasporeden uglavnom na apikalnim dijelovima membrana (slika 14a). U PCT je
signal blagog do umjerenog intenziteta (tablica 5) te je takoder rasporeden na apikalnim
dijelovima membrana ili je rasprSen kroz citoplazmu (slika 14a). Postotak DAB1 pozitivnih
stanica u glomerulima je visi od 30%, a intenzitet bojanja je blag (tablica 5). Statisticki znacajne
razlike u postotku pozitivnih stanica su uo¢ene izmedu PCT i DCT (P<0,0001, Slika 13a), PCT
i glomerula (P<0,01, slika 13a), te izmedu DCT i glomerula (P<0,0001, slika 13a). U odnosu
na 13.-14. razvojni tjedan postotak pozitivnih stanica i intenzitet signala je statisticki znacajno

smanjen u PCT (P<0,0001, slika 15a) te poviSen u glomerulima (P<0,0001, slika 15a).

Postotak pozitivnih stanica u PCT i DCT je oko 30% - 40% (slika 13b), a citoplazmatski
rasprSen signal je blagog do umjerenog intenziteta (tablica 5, slika 14c). U glomerulima je
postotak pozitivnih stanica oko 10% (slika 13b), a signal je blagog intenziteta (tablica 5).
Postotak pozitivnih stanica se statisticki znacajno razlikuje izmedu PCT i glomerula te DCT 1
glomerula (P<0,0001, slika 13b). Kao i u prethodnom razvojnom tjednu, uocena je

kolokalizacija DABI i reelin proteina, u PCT i DCT (slika 16a).
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Slika 16 Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje fetalnih i postnatalnih uzoraka humanih bubrega
DABI i reelin protutijelima te DAPI bojanje jezgre. Kolokalizacija DAB1 i reelin proteina je prikazana
u posljednjem stupcu (strelice). (a) U 16. razvojnom tjednu (w), DAB1 je snazno izrazen (vrh strelice)
na membranama distalnih zavijenih kanalica (DCT) i glomerula (G) te slabije na membranama
proksimalnih zavijenih tubula (PCT). Reelin je umjereno izrazen na membranama PCT i DCT (vrh
strelice). DAPI nuklearno bojenje otkrilo je kolokalizaciju DAB1 i reelin u PCT 1 DCT (strelice). (b) U
21.-22. razvojnom tjednu, DABI1 je snazno izrazen na membranama PCT, DCT te u G (vrh strelice), a
ekspresija reelin proteina nije zabiljeZena. Nema kolokalizacije DABI1 i reelin proteina. (c) U 38.
razvojnom tjednu DABI1 je snazno izraZzen) na membranama DCT i visceralnih podocita, dok je blago
izrazen u citoplazmi PCT (vrh strelice. Reelin protein je slabo izrazeno u citoplazmu PCT (vrh strelice).
DAPI nuklearno bojenje otkrilo je blagu kolokalizaciju DABI i reelin proteina u PCT (strelice). (d) U
dobi od 1,5 godine, DABI je snazno izrazen na membranama DCT i u podocitima G (vrh strelice).
Reelin protein nije izrazen. Nema kolokalizacije DABI i reelin proteina. (¢) U dobi od 7 godina, DAB1
je bio snazno izrazen na membranama DCT i u podocitima (vrh strelice). Reelin je slabo izrazen u
citoplazmi PCT (vrh strelice). Nema kolokalizacije DABI i reelin proteina Mjerilo je 20 um i odnosi se
na sve slike. Povecanje je 40 x. Epifluorescencijski mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan)
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4.1.3 Ekspresija DAB1 i reelin proteina u bubrezima 21. - 22. razvojnog tjedna

Nefrogena zona je jos uvijek prisutna u subkapsularnom dijelu kore gdje se mogu uociti nefroni

u razlic¢itim stadijima razvoja. Sve je veci broj zrelih nerona na granici sa srzi.

DABI je jako eksprimiran na apikalnim i lateralnim membranama PCT i DCT (slika 14a), a
intenzitet signala je visok (tablica 5). Postotak pozitivnih stanica u PCT tijekom ovih razvojnih
tjedana je statisticki znacajno vis$i u usporedbi s prethodnim promatranim razdobljem (P<
0,0001, slika 15a). Takoder, u usporedbi s 15. i 16. razvojnim tjednom, postotak pozitivnih
stanica se smanjio u glomerulima (P > 0,05, slika 15a). Obrasci distribucije 1 intenziteta signala
bili su sli¢ni kao u prethodno opisanim razvojnim fazama. Postotak pozitivnih stanica znacajno
se razlikuje izmedu PCT i glomerula te izmedu DCT i glomerula (P<0,0001, slika 13a). U ovim
razvojnim tjednima reelin je u DCT i glomerulima slabo izraZen, s blagom reaktivnoscu (tablica
5) dok je postotak pozitivnih stanica u PCT gotovo 30% (slika 13b). Postotak pozitivnih stanica
u DCT u ovim razvojnim tjednima je statisticki zna¢ajno manji u odnosu na 15. i 16. razvojni
tjedan (P<0,0001, slika 14b). U PCT signal je distribuiran citoplazmatski (slika 14c), te je
blagog do umjerenog intenziteta (tablica 5). Postotak pozitivnih stanica se znacajno razlikovao

izmedu PCT i DCT, te PCT i glomerula (P<0,0001, slika 13b).

4.1.4 Ekspresija DAB1 i reelin proteina u bubrezima 38. razvojnog tjedna

U 38. razvojnom tjednu nema viSe nefrogene zone te nefroni pokazuju karakteristike visoke

diferenciranosti 1 zrelosti.

DABI je sa visokim intenzitetom (tablica 2) izraZzen na apikalnim membranama stanica DCT
(slike 14b i 16c). Postotak DABI1 pozitivnih stanica u PCT je statisticki znacajno nizi u
usporedbi s 21. 1 22. razvojnim tjednom (P<0,0001, slika 15a) te je prisutna samo mala koli¢ina
(10,45%) blago pozitivnog bojenja (slika 14c). U glomerulima, postotak pozitivnih stanica je
oko 20%, a intenzitet signala je umjeren (slika 12b, tablica 5). Postotak pozitivnih stanica
znacajno se razlikovao izmedu PCT 1 DCT, izmedu DCT i glomerula (P<0,0001, slika 13a), te
izmedu PCT 1 glomerula (P<0,01, slika 13a).

Najvisi postotak reelin pozitivnih stanica je uocen u PCT, oko 40% (slika 13b), s umjerenim
intenzitetom signala rasprSenim u citoplazmi (slika 14b, tablica 5). U DCT i glomerulima
postotak pozitivnih stanica je bio zanemariv (slika 14b, 16¢). Postotak pozitivnih stanica

statisticki znacajno se razlikovao izmedu PCT 1 DCT te izmedu PCT i glomerula (P<0,0001,
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slika 13b). U ovom razvojnom tjednu nije uoc¢ena kolokalizacija DAB1 i reelin proteina (slika

16¢).

4.1.5 Ekspresija DABI1 i reelin proteina u bubrezima 1.5 godine starosti

U postnatalnom razdoblju zavrSena je nefrogeneza te su prisutni samo zreli oblici nefrona.

Takoder, kora 1 srz bubrega su jasno diferencirani.

U usporedbi s 21. - 22. razvojnim tjednom, postotak DAB1 pozitivnih stanica u DCT se
statisticki znacajno smanjio (P<0,0001, slika 15a), ali je signal i dalje visokog intenziteta
(tablica 5), uglavnom lokaliziran na apikalnim dijelovima membrana (slika 16d). U usporedbi
s 38. razvojnim tjednom, postotak DAB1 pozitivnih stanica u PCT znacajno se povecao
(P<0,0001, slika 15a), a signal je umjerenog intenziteta, citoplazmatski i membranski
distribuiran (slika 14b). U glomerulima, postotak i distribucija pozitivnih stanica su gotovo isti
kao u 38. razvojnom (Slike 14b 1 16d), a intenzitet signala je blag (tablica 5). U ovom
promatranom periodu postotak pozitivnih stanica znacajno se razlikovao izmedu PCT i DCT te

izmedu PCT i glomerula (P<0,0001, slika 13a).

Stanice PCT, DCT i glomerula sporadi¢no eksprimiraju reelin (slike 14b i 16d). Postotak reelin
pozitivnih stanica u PCT znacajno se smanjio u usporedbi s 38. razvojnim tjednom (P<0,0001,

slika 15a). Kolokalizacija DABI1 1 reelin proteina nije uocena (slika 16d).

4.1.6 Ekspresija DABI1 i reelin proteina u bubrezima 7. godine starosti

Histoloska struktura bubrega u ovom stadiju morfoloski se ne razlikuje znatno u usporedbi s
bubregom iz prethodnog promatranog razdoblja. Postotak DAB1 pozitivnih stanica u DCT
iznosi oko 60% (slika 13a), a signal je umjerenog intenziteta (tablica 5), distribuiran na
membrani ili u citoplazmi (slika 16d). U PCT je samo 3,6% pozitivnih stanica, §to u usporedbi
s prethodnom fazom predstavlja statisticki znac¢ajno smanjenje (P<0,0001, slika 15a). Signal je
rasprSen u citoplazmi stanica PCT te je blagog intenziteta (tablica 5, slika 16e). U glomerulima
Jje postotak pozitivnih stanica 10% (slika 13a), a intenzitet signala je blag (tablica 5). U ovom
stadiju postotak pozitivnih stanica znacajno se razlikovao izmedu PCT 1 DCT, DCT 1 glomerula

(P<0,0001, slika 13a), te izmedu PCT 1 glomerula (P<0,001, slika 13a).
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Reelin je slabo eksprimiran u svim promatranim strukturama (slika 13b). Signal blagog
intenziteta je uocen u citoplazmi stanica PCT 1 DCT (tablica 5), dok se u glomerulima nalazilo
samo nekoliko sporadi¢no pozitivnih stanica (slika 16e). Takoder, nije uocena kolokalizacija

DABI i reelin proteina (slika 16e).

4.2 Usporedba prostorno-vremenskog izrazaja DABI i reelin proteina u

embrionalnim bubrezima divljeg tipa i yotari misa

4.2.1 Ekspresija DAB1 i reelin proteina u bubrezima embrionalnog dana 13.5 (E13.5)

Embrionalnog dana 13.5 vidljive su razlicite faze nefrogeneze, ali se diferencirani nefroni jo$
uvijek ne pojavljuju (slika 18a). NajviSe su prisutne stanice ampule mokracovodnog pupoljka,

metanefricke kape te C-oblika nefrona.

DABI protein je kod divljeg tipa miSa najviSe eksprimiran u citoplazmi mezenhimskih
stanicama (slike 17a 1 18a), a intenzitet signala je uglavnom umjeren (tablica 6). Postotak
epitelnih stanica u kojima je prisutna ekspresija DAB1 proteina je statisti¢ki znacajno niZi nego
postotak pozitivnih mezenhimskih stanica, a signal je uglavnom rasprsen u bazalnim dijelovima

citoplazme (slika 17a).

Kod divljeg tipa miSa reelin je izraZeniji u epitelnim nego u mezenhimskim stanicama (slike
17a1 18b). Intenzitet signala je uglavnom umjeren (tablica 6). U epitelnim stanicama reelin je
uglavnom koncentriran na bazalnim dijelovima membrana, dok je u mezenhimskim stanicama
rasprSen kroz citoplazmu (slika 17a). Kod yotari miSeva dolazi do statisticki znacajnog porasta
postotka reelin pozitivnih mezenhimskih stanica (slika 18d), ali se intenzitet i prostorni raspored

signala znac¢ajnije ne mijenja u odnosu na miseve divljeg tipa (slika 17c, tablica 6).

Nije uocena znacajnija kolokalizacija ovih dvaju proteina.
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Tablica 6 Semikvantifikacijski odreden intenzitet bojenja na specifi¢na antitijela u embrionalnim
uzorcima bubrega E13.5 1 E15.5 kod yotari i divljeg tipa miSeva.

Antitijela DABI reelin
Tip zivotinje divlji tip divlji tip yotari
Embrionalni dan (E) 13.5 15.5 13.5 15.5 13.5 15.5
Epitelne stanice + + ++ ++ ++ ++/+++
Mezenhimske

. ++ +++ ++ ++ ++ +
stanice

Analizirano je 100 epitelnih i mezenhimskih stanica po svakom uzorku. Ukupno je
analizirano 15 uzoraka. +++ visok intenzitet signala; ++ umjeren intenzitet signala;
+ blagi intenzitet signala; — nema signala
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WT E15.5

Slika 17 Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje embrionalnih bubrega divljeg tipa miSa s DAB1 i
reelin markerima te DAPI bojanje jezgre (a, b) te jednostruko imunofluorescencijsko bojanje
embrionalnih bubrega yotari miSeva reelin markerom i DAPI bojanje jezgre (¢, d). Promatrane
vremenske tocke su E13.5 1 E15.5. Mjesta ekspresije navedenih markera u epitelnim i mezenhimskim
stanicama su oznacena strelicama. DAB1 i reelin su rijetko kolokalizirani. Mjerilo je 20 um i odnosi se
na sve slike. Povecanje je 40 x. Epifluorescencijski mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan)
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Slika 18 Raspodjela postotaka DAB1 (a) i reelin (b, c, d) pozitivnih mezenhimskih i epitelnih stanica u
bubrezima divljeg tipa i yotari miSeva. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (okomita crta).
Statisticki znacajne razlike u postotku pozitivnih stanica oznaene su s *P<0,01, **P<0,001,
*##¥P<0,0001 (dvosmjerni ANOVA test. U svakoj vremenskoj tocki analizirano je 100 mezenhimskih i
epitelnih stanica po uzorku. Ukupno je analizirano 15 uzoraka.

4.2.2 Ekspresija DAB1 i reelin proteina u bubrezima embrionalnog dana 15.5 (E15.5)

U bubrezima divljeg tipa miSa starosti E15.5 DABI je najviSe eksprimiran u citoplazmi
mezenhimskih stanica (slike 17a i 18a), a intenzitet signala je uglavnom umyjeren (tablica 6).
Postotak epitelnih stanica u kojima je prisutna ekspresija DABI proteina je statisticki znacajno
nizi nego postotak pozitivnih mezenhimskih stanica, a signal je uglavom rasprSen u bazalnim
dijelovima citoplazme (slika 17a). U odnosu na E13.5 postotak pozitivnih mezenhimskih
stanica je statisticki znacajno smanjen (slika 18a), a intenzitet signala je uglavnom blag (tablica

6).

Bas kao 1 u bubrezima E13.5, 1 kod divljeg tipa i kod yotari miSa reelin je izraZeniji u epitelnim
nego u mezenhimskim stanicama (slike 17a i 18b). Intenzitet signala je uglavnom umjeren
(tablica 6), osim u glomerulima yotari miSeva gdje je izrazito jak (slika 17d). Za razliku od

E13.5, reelin viSe nije koncentriran na membranama epitelnih stanica, ve¢ je rasprSen kroz
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citoplazmu (slika 17b,d). Kod yotari miSeva dolazi do pada postotka pozitivnih mezenhimskih

stanica u odnosu na E13.5 (slika 18c).

Uocena je slaba kolokalizacija DAB1 i reelin proteina u citoplazmi epitelnih stanica (slika 17b).

4.3 Usporedba prostorno-vremenskog izrazaja DABI1 i reelin proteina u

postnatalnim bubrezima divljeg tipa i yotari misa

S obzirom na ¢injenicu da nefrogeza kod misa zavrSava tijekom prvog postnatalnog tjedna,
moze se uociti da bubrezi starosti 4 dana jo$ uvijek nisu postigli kona¢nu maturaciju koja je

prisutna kod bubrega starosti 11 1 14 dana.

4.3.1 Ekspresija DABI1 i reelin proteina u bubrezima 4. dana starosti (P4)

Reelin je blago eksprimiran u glomerulima i DCT kod miseva divljeg tipa, te je u glomerulima
yotari miSeva uocena statisticki znacajna razlika u odnosu na divlji tip (p<0,05, slika 19a).
Postotak pozitivnih stanica u PCT divljeg tipa Zivotinja je oko 20%, dok je kod yotari miSeva
postotak pozitivnih stanica u PCT statisticki znacajno visi (p<0,05, slika 19a). Signal je
umjerenog do jakog intenziteta (tablica 7) te je u stanicama glomerula perinuklearno

lokaliziran, dok je u PCT 1 DCT rasprsen kroz citoplazmu (slika 20a,b).

DABI gotovo nije eksprimiran u G i PCT divljeg tipa Zivotinja 4. postnatalnog dana, dok je u
DCT postotak pozitivnih stanica oko 60% (p<0,05, slika 19b). Signal je jakog intenziteta

(tablica 7) te je lokaliziran na apikalnim i lateralnim membranama stanica (slika 20a,b).

Nije uocena kolokalizacija izmedu DABI 1 reelin proteina (slika 21b).
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Slika 19 Raspodjela postotaka reelin (a) i DAB1 (b) pozitivnih stanica u glomerulima (G), proksimalnim
zavijenim kanali¢ima (PCT) te distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT) u bubrezima divljeg tipa i yotari
miSeva. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SEM (okomita crta). Statisticki znacajne razlike u
postotku pozitivnih stanica u G, PCT i DCT izmedu yotari i divljeg tipa miSa u istoj vremenskoj tocki
oznacene su s *P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001 (dvosmjerni ANOVA test popracen Tukeyjevim
viSestrukim testom usporedbe). U svakoj vremenskoj tocki analizirano je po 20 PCT, DCT i G po

uzorku. Ukupno je analizirano 15 uzoraka.
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Slika 20 Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega yotari miSeva reelin markerom (a) i
dvostruko imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega divljeg tipa misa s DABI i reelin
markerima (b) te DAPI bojanje jezgre. Promatrane vremenske tocke su P4, P11 i P14. Mjesta ekspresije
navedenih markera u proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT), distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT)
i glomerulima (G) oznacena su strelicama, dok je ekspresija reelin u ekstracelularnom matriksu
oznacena zvjezdicom (a). Inseti prikazuju mjesta najizraZenije ekspresije. DABI i reelin su slabo
kolokalizirani i to uglavnom u DCT (vrhovi strelica). Mjerilo je 20 um i odnosi se na sve slike.
Povecanje je 40 x. Epifluorescencijski mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan)

59



Tablica 7 Semikvantifikacijski odreden intenzitet bojenja na specificna antitijela u postnatalnim
uzorcima bubrega 4P, 11P i 14 P kod yotari i divljeg tipa miSeva.

Antitijela reelin DAB1
Zivotinje yotari divlji tip divlji tip
Postnatalni
4 11 14 4 11 14 4 11 14
dan (P)
G ++ - ++ - + + - + +
5
% PCT +++ ++ 4+ +++ ++ + + + +
=
3
DCT + + + + - - +++ +++ +++

Analizirano je 20 bubreznih struktura (PCT, DCT, G) po svakom uzorku. Ukupno je analizirano 15
uzorka. +++ visok intenzitet signala; ++ umjeren intenzitet signala; + blagi intenzitet signala; — nema
signala; G — glomeruli, PCT — proksimalni zavijeni kanali¢i, DCT — distalni zavijeni kanali¢i, w —
razvojni tjedan, y-postnatalna godina.

4.3.2 Ekspresija DABI1 i reelin proteina u bubrezima 11. dana starosti (P11)

Postotak reelin pozitivnih stanica u G 1 DCT kod divljeg tipa 1 yotari Zivotinja je nizi od 20%,
dok je u PCT izmedu 35 - 40% (p<0,05, slika 19a). Signal je blagog do umjerenog intenziteta

(tablica 7), rasprSen kroz citoplazmu (slika 20a,b).

U odnosu na P4 postotak DAB1 pozitivnih stanica, blage reaktivnosti (tablica 7) statisticki
znacajno raste u G 1 DCT (p<0,05, slika 21b). U G 1 PCT je i dalje manje od 20% pozitivnih
stanica, dok DCT sadrze oko 60% DABI1 pozitivnih stanica (p<0,05, slika 19b). Takoder je
prisutno 1 jako bojanje maculae densae (slika 20b). Intenzitet signala varira od blagog u G 1
PCT do jakog u DCT (tablica 7) te je uglavnom lokaliziran na apikalnim i lateralnim dijelovima

membrane (slika 20b).

Nije uocena kolokalizacija izmedu DABI i reelin proteina (slika 20b).
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Slika 21 Raspodjela postotaka reelin (a) i DAB1 (b) pozitivnih stanica u glomerulima (G), proksimalnim
zavijenim kanali¢ima (PCT) te distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT) u bubrezima divljeg tipa i yotari
miSeva. Podaci prikazani kao srednja vrijednost £ SEM (okomita crta). Statisticki znacajne razlike u
postotku pozitivnih stanica izmedu G, PCT i DCT yotari i divljeg tipa misa u razli¢itim vremenskim
tockama oznacene su s *P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001 (dvosmjerni ANOVA test popracen
Tukeyjevim visestrukim testom usporedbe). U svakoj vremenskoj tocki analizirano je po 20 PCT, DCT
i G. Ukupno je analizirano 15 uzoraka.

4.3.3 Ekspresija DAB1 i reelin proteina u bubrezima 14. dana starosti (P14)

Postotak reelin pozitivnih stanica u G 1 DCT kod divljeg tipa 1 yotari Zivotinja je i dalje nizi od
20%, dok u PCT dolazi do statisticki znacajnog poviSenja u odnosu na P11 (p<0,05, slika 21a).
Takoder javlja se statisti¢ki znacajna razlika u postotku reelin pozitivnih stanica izmedu yotari
1 divljeg tipa Zivotinja (p<0,05, slika 19a). Signal je blagog do umjerenog intenziteta (tablica

7), rasprSen kroz citoplazmu (slika 20a,b).

U G i PCT je i dalje manje od 20% DABI1 pozitivnih stanica, dok DCT sadrze oko 60% DABI1
pozitivnih stanica (p<0,05, slika 19b). Takoder je prisutno i jako bojanje maculae densae (slika
21b). Intenzitet signala varira od blagog u G i PCT do jakog u DCT (tablica 7) te je uglavnom

lokaliziran na apikalnim i lateralnim dijelovima membrane (slika 20b).
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Uocena je slaba kolokalizacija DABI1 ireelin proteina u DCT divljeg tipa Zivotinja (vrh strelice,

slika 20b).

4.4 Usporedba promjera bubrega i komponenata nefrona izmedu yotari i

divljeg tipa miSa

Hematoksilin-eozin (HE) bojenje rezova bubrega u svim ispitivanim vremenskim tockama
pokazuje mali fenotip bubrega yotari miSeva u usporedbi s divljim tipom. Kod 4P izracunat je
srednji promjer bubrega yotari zivotinja oko 5,5 mm u odnosu na 7,5 mm kod divljeg tipa
zivotinje (slika 22a). Ovakav trend je uocen 1 u kasnijim ispitivanim vremenskim to¢kama. Da
bismo odredili je li smanjenje veli¢ine bubrega posljedica smanjenja promjera segmenata
nefrona izracunali smo prosjecni promjer za DCT, PCT i G, analizirajuci 100 navedenih strutura
po uzorku. Rezultati su pokazali statisticki znacajno smanjenje prosjecnog promjera svih
segmenata nefrona kod yotari zivotinja u odnosu na Zivotinje divljeg tipa (p<0,05, slika 22b).
Osim toga, HE bojenje otkrilo je stanjenje korteksa i prosirenje bubrezne zdjelice kod yotari
zivotinja, te blago difuzno prosirenje DCT u 14P. Stupanj glomerularnog sazrijevanja isti je u

obje ispitivane skupine zivotinja.
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Slika 22 Mikroskopski pregled bubrega divljeg tipa i yotari miSeva pri 4P. (a) Usporedba veli¢ine
bubrega kod divljeg tipa (lijevo) i yotari (desno) misa. (b) Srednji promjeri glomerula (G), proksimalnih
zavijenih kanali¢a (PCT) i distalnih zavijenih kanalica (DCT) u bubrezima yotari Zivotinja bile su
znacajno smanjeni u usporedbi s divljim Zivotinjama. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD
(okomita crta). Statisti¢ki znacajne razlike su oznacene s *P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001 (obostrani
t-test). Po svakom uzorku analizirano je 100 G, PCT i DCT. Ukupno je analizirano 15 uzoraka. Mjerilo
je Imm i odnosi se na sliku 23.a.

4.5 Deskriptivna histoloSka analiza TEM fotografija

Na mikrofotografijama dobivenih TEM-om, glomeruli kod divljeg tipa miSeva pokazuju tipi¢an
izgled svih dijelova filtracijske barijere, koji su normalno razvijeni i lako prepoznatljivi (slika
23a). Na slikama se mogu razlikovati podociti, sekundarni izdanci podocita, filtracijske
pukotine, glomerularna bazalna membrana te kapilare s fenestriranim endotelom (slika 23a). S
druge strane, u glomerulima yotari miSeva se moze uociti progresivno ostec¢enje podocita u vidu
stapanja sekundarnih izdanaka (tzv. nozica) podocita i gubitka filtracijskih pukotina (slika 23b—
d). Ove ultrastrukturne promjene uocene su u svim ispitanim uzorcima bubrega te zahvacaju
vecinu pregledanih glomerula. Nisu uocene nikakve abnormalnosti u ultrastrukturnoj gradi PCT
i DCT kod yotari miSeva u odnosu na divlji tip Zivotinja (slika 23e—h). Kod PCT su slabo
uocljivi lateralni dijelovi membrana zbog interdigitacija sa susjednim stanicama. Citoplazma je
vrlo bogata 1 sadrzava dobro istaknute jezgre, izduZene mitohondrije, udubljenja bazalnih
dijelova membrane te brojne pinocitotske mjehuri¢e izmedu baza mikrovila, koje su formirale
cetkastu presvlaku na apikalnoj membrani. Na ve¢em povecanju vidljivo je da apikalna
povrsina epitelnih stanica PCT sadrzi dugacke mikrovile te tijesne spojeve izmedu luminalnih
granica susjednih tubularnih epitelnih stanica (slika 23e,f). S druge strane, apikalna povrSina

epitelnih stanica DCT sadrzava samo nekoliko kratkih mikrovila 1 brojne vezikule (slika 23g,h).
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S Rasprava

Morfogeneza i razvoj bubrega su slozeni procesi koji su vrlo precizno koordinirani
medudjelovanjem velikog broja gena. Kongenitalne anomalije mokra¢nog sustava najces¢i su
urodeni defekti koji ¢ine oko 30% svih dijagnosticiranih kongenitalnih anomalija u prenatalnom
razdoblju te su vodedi uzrok zavrsnog stadija bubrezne bolesti kod djece (ESKD) (28,29). S
obzirom na Cinjenicu da tezi slucajevi anomalija uglavnom zahtijevaju dijalizu te u krajnjem
slucaju 1 transplantaciju bubrega, ovi poremecaji predstavljaju veliki javnozdravstveni i
ekonomski teret. TeZi se S$to ranijom otkrivanju te osmisljavanju adekvatne terapije kojom bi
odgodio ili sprijecio razvoj klinicki tezih oblika anomalija. Upravo iz ovog razloga, neophodna
je identifikacija $to veéeg broja gena ¢ije mutacije mogu dovesti do pojave CAKUT fenotipa.
Do sada su mutacije u viSe od 20 gena identificirane kao uzro€nici prirodenih anomalija

mokraénog sustava (30).

In silico istrazivanje koje je provedeno u suradnji s Columbia SveudiliStem, je pokazalo da bi
upravo mutacija u DABI genu mogla dovesti do pojave kongenitalnih anomalija mokra¢nog
sustava. Upravo ovo saznanje je bilo glavna motivacija za istraZivanje kojim je ispitan
prostorno-vremenski izrazaj DABI1 proteina 1 njegovog ekstracelularnog aktivatora reelin
glikoproteina, na fetalnim i1 postnatalnim uzorcima humanih bubrega te embrionalnim i
postnatalnim uzorcima misjih bubrega. Takoder, cilj studije je bio ispitati i eventualne
morfoloske promjene bubrega yotari miSa. Osim potvrdenog izrazaja DABI1 proteina u
podocitima miSa (13), pretrazivanjem literature nisu pronadene nikakve znac¢ajnije informacije
o ekspresiji ili funkciji DABI 1 reelin proteina u bubregu, bilo mi§jem ili ljudskom, te stoga
nasi rezultati otvaraju jedno novo podrucje istrazivanja te predstavljaju izvrstan temelj za
daljnja istrazivanja. Prikupljeni rezultati su objavljeni u dvjema znanstvenim publikacijama:
Racetin A., et al. Expression and localization of DAB1 and Reelin during normal human kidney
development, Croatian medical journal, 2019 i Racetin A., et al., A Homozygous Dabl—/—Is a
Potential Novel Cause of Autosomal Recessive Congenital Anomalies of the Mice Kidney and

Urinary Tract, Biomolecules, 2021.

Kao ogranicenja studije valja naglasiti mali broj humanih uzoraka bubrega, te ¢injenicu da se
razvojni stadiji humanih bubrega ne podudaraju s razvojnim stadijima misjih bubrega, ali zbog
teSke dostupnosti uzoraka nije bilo izvedivo koristiti podudarajuce stadije. Takoder, rezultati bi

dodatno dobili na vrijednosti da se umjesto semikvantitativne analize slika koristio adekvatni
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programski alat ¢ime bi se smanjila subjektivnost pri analizi, ali zbog specifi¢nosti tkiva
bubrega, nismo uspjeli pronaci ili osmisliti adekvatnu metodu kojom bismo programski
analizirali ekspresiju signala po segmentima nefrona. Takoder, zbog donacije uzoraka koji su
ve¢ uklopljeni u parafinske blokove nismo bili u moguénosti koristiti Western blot ili neku
drugu metodu analize kojom bismo potvrdili rezultate imunofluorescencijske analize ekspresije
DABI i reelin proteina. Naime, moguce je ekstrahirati proteine iz parafinskih rezova, ali
kvaliteta takvih proteina nije adekvatna za daljnju analizu. Takoder, mjerenje klinicko-
laboratorijskih parametara i povezivanje dobivenih rezultata sa rezultatima ove studije bi bilo
od velikog znacaja. Unato¢ svim nabrojanim ograni¢enjima, smatramo da su zbog velikog
rariteta humanih fetalnih i postnatalnih uzoraka bubrega te zbog nedostatka informacija o
ekspresiji 1 funkciji DAB1 1 reelin proteina u bubrezima, rezultati prikupljeni ovom studijom

od velike vaznosti te izvrstan poticaj za daljnja istrazivanja.

Ispitivanjem morfologije bubrega yorari miSeva i usporedbom sa bubrezima divljeg tipa misa
uoceno je nekoliko bitnih promjena. Bubrezi yotari miSeva su znacajno manje veli¢ine §to je
posljedica smanjenja promjera svih segmenata nefrona te imaju tanji korteks. Smanjenje
veli¢ine bubrega uzrokovano nedostatnim razvojem nefrona poznato je kao bubrezna
hipoplazija, jedan od najc¢es¢ih CAKUT fenotipova, koji stvara predispoziciju za pojavu
hipertenzije 1 kroni¢ne bubrezne bolesti u odraslih (31). Osim toga, mikrofotografije snimljene
transmisijskim elektronskim mikroskopom su pokazale znacajno oSte¢enje podocita u vidu
poravnanja noZica, te gubitka filtracijskih pukotina. Nakon ozljede podociti prolaze proces
poravnanja u kojem gube svoju strukturu, S§to dovodi do poremecaja funkcije filtracijske
barijere (32). Defekti u strukturi ili funkciji podocita su karakteristi¢ni za sve oblike nefrotskog
sindroma, kao i fokalnu segmentalnu glomerulosklerozu (33). Od velikog znacaja bi bilo
provesti klinicko-laboratorijska mjerenja te dobivene rezultate objediniti s morfoloskim

.....

zakljuciti koje su posljedice opisanih promjena na podocitima.

Prethodnim istrazivanjima je potvrdena ekspresija reelin glikoproteina izvan ziv€anog sustava,
ali u bubrezima misa, to¢nije u mokra¢ovodnom pupoljku, metanefrickoj blastemi i nefronima
nije zabiljezena (15), Sto se ne podudara s rezultatima nase studije. Nase istrazivanje je pokazalo
izrazaj reelin proteina u nefronima ljudskih 1 mi§jih bubrega, uglavnom u PCT. Razlog za ovo
nepodudaranje rezultata mozda lezi u Cinjenici da nisu promatrani isti stadiji razvoja kao u

prethodnoj studiji (13), te u razli¢itim prostornim i vremenskim obrascima izrazaja medu
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razli¢itim vrstama sisavaca. Reelin je na humanim uzorcima uglavnom izrazen u ranim fetalnim
fazama, Sto ukazuje na njegovu potencijalnu ulogu u procesu nefrogeneze, dok se u
postnatalnom razdoblju ekspresija gotovo u potpunosti gubi, osim male koli¢ine u PCT. Iz
ovoga mozemo zakljucCiti da reelin mozda nije od krucijalne vaznosti za postnatalno
sazrijevanje i odrzavanje funkcije bubrega. Kod misa je reelin tijekom embrionalnog razvoja
visoko eksprimiran u epitelnim stanicama, te nesto manje u mezenhimskim stanicama §to bi
moglo upucivati da reelin nije ukljucen u pocetne faze nefrogeneze i mezenhimsko-epitelnu
transformaciju, ve¢ da ima izraZeniju ulogu u samoj diferencijaciji 1 maturaciji nefrona. U
postnatalnim stadijima reelin je i dalje eksprimiran, pogotovo u PCT, §to i nije neobi¢no s
obzirom da proces nefrogeneze kod miseva zavrsava tek potkraj prvog postnatalnog tjedna. U
daljnjem istrazivanju bi bilo zanimljivo prouciti Sto se dogada s ekspresijom reelin proteina kod
odraslih miSeva te bi usporedbom tih rezultata s nasim rezultatima mogli sigurnije ustvrditi ima
li reelin ulogu samo u procesu razvoja bubrega ili je neophodan i za odrzavanje njegove
funkcije. Reelin je izrazito eksprimiran u glomerulima yofari miseva i tijekom embrionalnog
razvoja, a i postnatalno, §to mozZe biti posljedica stanicnog odgovora na ozljede i gubitak
funkcije podocita. Kako bismo preciznije mogli nagadati o funkciji koju reelin ima u
glomerulima, neophodno je odgonetnuti je li tocno mjesto njegove ekspresije u podocitima,

mezangijskim ili endotelnim stanicama.

Rezultati analize prostorno-vremenske ekspresije DAB1 proteina kod divljeg tipa misa su
pokazali visok izraZaj tijekom fetalnih stadija razvoja ljudskih bubrega te fetalnih i postnatalnih
stadija razvoja mis§jih bubrega. Kod svih ispitivanih uzoraka najvisi izrazaj opazen je u DCT,
uglavnom na apikalnim 1 lateralnim dijelovima stani¢ne membrane, koji sadrze veliki broj
proteinskih kanala za razmjenu iona, potrebnih za odrZavanje stalnog sastava tjelesnih tekucina.
Smanjenje izrazaja DAB1 proteina u DCT postnatalnih humanih bubrega moZe ukazivati da
njegova funkcija slabi u odrasloj dobi u usporedbi s razvojnim stadijima bubrega. Kod misa,
DABI je joS uvijek visoko eksprimiran i nakon rodenja jer nefrogeneza zavrSava tek krajem
prvog postnatalnog tjedna. U PCT 1 G kod ljudi, izrazaj DABI1 varira izmedu analiziranih
razvojnih tjedana, $to bi moglo biti povezano s posebnim razvojnim procesima koji se odvijaju
u svakoj od promatranih vremenskih tocki, dok je kod misa izrazaj DABI1 proteina u PCT 1 G
nizak. U naSem istraZivanju, DABI je u velikoj mjeri izraZen u tkivu bubrega u svim ispitivanim
stadijima te se obrasci prostorne ekspresije i intenziteta signala na misjim 1 humanim uzorcima
podudaraju. Ova saznanja ukazuju da bi DAB1 mogao biti jedan od bitnih ¢imbenika ukljuc¢enih

u regulaciju procesa morfogeneze i/ili uspostavljanja funkcije bubrega kod sisavaca, $to je i
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potvrdeno histoloskom analizom bubrega yotari miSa koji pokazuju znacajne morfoloske
promjene, u vidu hipoplazije i poravnanja nozica podocita, u odnosu na divlji tip misa. Kanaliéi,
u kojima je izrazaj DAB1 proteina najistaknutiji, ne pokazuju znac¢ajne morfoloske promjene u
odnosu na divlji tip miSa, te bi bilo od velikog znacaja daljnjim istrazivanjima pokusati
odgonetnuti koja je uloga ovog proteina u tubulointersticijskom dijelu bubrega i javlja li se neka

promjena u kasnijim fazama razvoja.

Kod ljudi nakon 38. razvojnog tjedna opada ekspresija reelin proteina, dok je DABI1 izrazen i
u kasnijim stadijima. Ovi rezultati pokazuju da ekspresija DAB1 proteina u bubrezima
najvjerojatnije moze biti pokrenuta i nekim drugim signalnim putevima koji sadrzi Src obitel]
kinaza. Analizom mozga reeler (reelin-/-), yotari i scrambler (DABI-/-) te dvostruko mutiranih
miSeva (reelin-/-DAB1-/-) uoceno je da svi imaju identi¢ne morfoloSke abnormalnosti (25), §to
upucuje na ¢injenicu da su u mozgu DABI i reelin na istom linearnom signalnom putu.
Dvostrukim imunofluorescencijskim bojanjem fetalnih i postnatalnih humanih uzoraka bubrega
DABI 1 reelin protutijelima, rezultati su pokazali kolokalizaciju ovih dvaju proteina samo
tijekom rane fetalne faze i to uglavnom u DCT. Nakon 16. razvojnog tjedna kolokalizacija se
smanjuje te gotovo potpuno nestaje prije rodenja. U postnatalnim bubrezima divljeg tipa misa
kolokalizacija je takoder sporadi¢na i javlja se gotovo iskljuc¢ivo u DCT, dok se u promatranim

embrionalnim fazama gotovo i ne pojavljuje.

Reelin - DAB1 signalni put moze aktivirati razli¢ite unutarstani¢ne signalne kaskade, kao Sto
su CRKs/C3G/Rap1/N-kadherin, PI3K/Akt/mTOR 1 MEK/ERK, koji su neophodni za odgovor
stanica na razlicite izvanstani¢ne podraZaje (24). Do sada je ekspresija i funkcija DAB1 proteina
slabo istrazena van ziv€anog sustava. Njegov izrazaj je zabiljezen kod raka dojke u ljudi (11),
u crijevima glodavaca (13), tijekom razvoj mlijecnih Zlijezda, hrskavice i tetiva te tijekom
odontogeneze (26-29). Prethodna istrazivanja potvrdila su da DAB1 pokre¢e Crks adaptorske
proteine, koji prvo aktiviraju C3G, a zatim Rap1 (30,31). Rap1 aktivira N-kadherin lokaliziran
u kanali¢ima bubrega zdravih odraslih ljudski, dok se u akutnim stanjima bubrega njegov
izrazaj smanjuje (32). Najnovija istraZzivanja pokazuju da su Crk 1/2 1 CrkL od klju¢ne vaznosti
za odrzavanje morfoloske grade i funkcije bubrega te da njihova inaktivacija dovodi do
poravnanja nozica podocita (95). DAB1 takoder moZe pokrenuti mitogenom aktivirane protein
kinazne puteve (MAPK), kao §to su p38 1 ERK, ¢iji izrazaj je zabiljeZen tijekom razvoja
bubrega kod Stakora tijekom kojeg imaju ulogu u regulaciji upale, rasta i razvoja stanica (33).

Cini se da ERK igra ulogu u nefrogenezi, a p38 uz nefrogenezu i u rastu bubrega (33). Osim
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toga, zabiljezena je povecana ekspresija p38 kod dijabeticke nefropatije (34) i humanog
polumjesecastog glomerulonefritisa (35), $to upucuje na vaznu ulogu p38 u patogenezi bubrega.
Istrazivanja su pokazala da je MAPK signalni put potreban u morfogenezi mokracovodnog
pupoljka (39,40). Naime, gubitak njegove aktivnosti sprjeCava nove generacije grananja,
poticuci elongaciju mokracovodnog pupoljka (41). DABI takoder aktivira Akt/mTOR signalni
put. Ovaj put je jedan od glavnih regulatora stani¢ne proliferacije te je samim time vrlo pogodan
za ciljane terapije u razliCitim patoloskim stanjima (36). Mutacije u PI3K/Akt/mTOR
signalnom putu mogu uzrokovati policisticnu bolest bubrega (37). Osim u DAB1 kanonskom
putu, MAPK, ERK i PI3K takoder mogu biti aktivirani od strane GDNF/RET signalnog puta
(42) pri ¢emu utjecu na regulaciju proliferacije stanica, migracije, degradacije i grananja

mokra¢ovodnog pupoljak (42).

Daljnjim istrazivanjima je nuzno pokusati ispitati na koji nac¢in mutacije DABI gena utjecu na
ekspresiju gore navedenih signalnih puteva, te dovode li upravo promjene u nekom od njih do
poremecaja u bubrezima koji su zabiljezeni kod yotari misa. Rezultati ovih istrazivanja bi imali
veliki znac¢aj u osmisljavanju potencijalne terapije kojom bi se pokuSalo odgoditi ili otkloniti

nastanak uocenih anomalija.
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6 Zakljucak

Bubrezi homozigotnih DAB1-/- (yotari) miSeva pokazuju hipoplasticne promjene, jedan od
fenotipova iz Sirokog spektra kongenitalnih anomalija, Sto DABI gen potencijalno svrstava
medu nove uzrocnike autosomno recesivnih kongenitalnih anomalija mokraé¢nog sustava.
Takoder, bubrezi yotari miSeva pokazuju poravnanje nozica podocita i gubitak filtracijske
barijere, ¢ime je narusena funkcija bubrega. DABI i reelin su u velikoj mjeri izrazeni tijekom
normalnog fetalnog razvoja bubrega kod ljudi te tijekom embrionalnog i postnatalnog razvoja
bubrega kod miSeva. Ekspresija ovih proteina, posebice reelin, znac¢ajno opada u postnatalnim
fazama razvoja bubrega $to upucuje na Cinjenicu da ovi ¢imbenici imaju znacajniju ulogu
tijekom procesa razvoja bubrega, nego u odrzavanju funkcije bubrega. Ekspresija DABI
proteina je najizrazenija u epitelnim stanicama distalnih zavijenih kanali¢a, ali ne mozemo sa
sigurno$¢u tvrditi koja mu je funkcija, s obzirom da na mikrofotografijama elektronskog
mikroskopa nisu uoc¢ene nikakve morfoloske promjene ovih stanica. Reelin je tijekom misjeg
embrionalnog razvoja najizrazeniji u epitelnim stanicama, a kod ljudskih fetalnih stadija u
proksimalnim zavijenim kanali¢ima. Postnatalno, reelin gubi ekspresiju iz ¢ega moZemo
zakljuciti da je njegova uloga u bubrezima viSe vezana uz sami razvoj nego na odrZavanje
funkcije. S obzirom da je tijekom razvoja mozga sisavaca potvrdena kolokalizacija DABI i
reelin proteina, o€ekivali smo slicne rezultate 1 u bubrezima, medutim rezultati naSeg
imunofluorescencijskog bojanja potvrduju njihovu koeksprimiranost jedino tijekom ranih
fetalnih stadija razvoja bubrega kod ljudi. Stoga mozemo zakljuciti da DAB1 mozZe biti
aktiviran 1 nekim drugim signalnim putevima, a ne isklju¢ivo reelin ekstracelularnim

aktivatorom.

Unato¢ prikupljenim rezultatima ne mozemo sa sigurnoscu tvrditi koja je to¢na uloga DABI1 1
reelin proteina tijekom razvoja i odrzavanja funkcije bubrega. Naime, Reelin - DAB1 signalni
put moze pokrenuti razliite unutarstanicne signalne kaskade, kao §to su Reelin/Dab1/Crks/
Rapl, PI3K/Akt/mTOR, te MEK/ERK, preko kojih utjee na razli¢ite bioloske funkcije.
Daljnjim istrazivanjima nuzno je ispitati je li mutacijom DABI gena naruSen upravo neki od
ovih signalnih puteva, §to za posljedicu ima morfoloske promjene uocene u bubrezima yotari
miSeva. Takoder, rezultati klinicko-laboratorijskih testiranja bi dali jasniju sliku o utjecaju ovih
promjena na samu funkciju bubrega, te je 1i upravo njen poremecaj uzrok rane smrti ovih

Zivotinja.
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Sazetak

Yotari miSevi pokazuju specifi¢na fenotipska obiljezja poput smanjenog rasta, ataksije i tremora
koji se javljaju kao posljedica nepravilnog razvoja srediSnjeg Ziv€anog sustava. Takoder, ove
miSeve karakterizira i rana smrt, izmedu P20 i P30, ¢iji uzrok joS$ nije poznat. S obzirom da ne
postoje informacije o ekspresiji i ulozi DABI i reelin proteina u bubrezima, te s obzirom na
rezultate in silico istrazivanja, cilj nase studije je ispitati vremensko-prostorni izrazaj ovih
¢imbenika tijekom misjeg 1 ljudskog embrionalnog, fetalnog i postnatalnog razvoja bubrega, te
opisati eventualne morfoloSke promjene bubrega yotari miSeva. Od materijala su koriSteni misji
embrionalni uzorci bubrega starosti 13.5 1 15.5 dana te postnatalni uzorci starosti 4., 11. 1 14.
dana, a od humanih uzoraka fetalni bubrezi starosti izmedu 13. i 38. razvojnih tjedana, te
postnatalni starosti 1.5 1 7 godina. Ekspresija i koekspresija DABI1 1 reelin proteina je
istrazivana dvostrukim imunofluorerscencijskim bojanjem, a morfoloS8ke promjene bubrega
yotari miSeva su ispitivane svjetlosnom i elektronskom mikroskopijom. Slike su obradivane i
analizirane u AdobePhotoshop i ImageJ programima. Bubrezi yotari miSeva pokazuju znacajne
morfoloske promjene, hipoplaziju 1 poravnavanje nozica podocita. DABI1 je tijekom
embrionalnog razvoja najizraZeniji u mezenhimskim stanicama, a tijekom fetalnog 1
postnatalnog razdoblja u DCT. Reelin je tijekom embrionalnog razvoja najizraZeniji u epitelnim
stanicama, a tijekom fetalnog i postnatalnog razvoja u PCT i glomerulima yotari miSeva.
Postnatalno ekspresija reelin proteina se znacajno smanjuje, a DABI ostaje izrazen u DCT.
Unato¢ dobivenim rezultatima, ne moZe se sa sigurnosc¢u zakljuciti koja je tocna uloga DABI 1
reelin proteina tijekom razvoja bubrega. Da bi se sa ve¢om sigurnoS$¢u mogli izvesti zakljucci
potrebno je rezultate ispitivanja klinicko-laboratorijski parametara objediniti s rezultatima nase
studije i vidjeti u kojoj mjeri uocene morfoloSke promjene bubrega yotari miSeva utjecu na

funkciju bubrega.
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Summary

Yotari mice show specific phenotypic characteristics such as reduced growth, ataxia, and tremor
that occur as a result of abnormal development of the central nervous system. In the literature,
there is no information about the expression or the function of DAB1 and reelin proteins in the
kidney. So, the aim of our study was to examine the temporal and spatial expression patterns of
these factors during mouse and human embryonic, fetal and postnatal kidney development, and
to describe possible morphological changes in the kidneys of yorari mice. Mice kidney samples
aged E13.5, E15.5 and P4, P11, P14, as well as human kidney samples aged between 13 and 38
developmental weeks, and 1.5 and 7 years, were analyzed. The expression and coexpression of
DABI and reelin proteins were investigated by double immunofluorescence staining, and the
morphological changes of the yotari mice kidneys were examined by light and electron
microscopy. Postnatal yotari mice kidneys show significant morphological changes, such as
hypoplasia, and foot process effacement. DABI1 is mostly expressed in mesenchymal cells
during embryonic development, and in the DCT during the fetal and postnatal periods. Reelin
is mostly expressed in the epithelial cells during embryonic development, and in PCT and
glomeruli of yotari mice during fetal and postnatal development. Despite the obtained results,
it is not possible certainly conclude what is the exact role of DAB1 and reelin proteins during
renal development. In the prospective, it is necessary to perform measurements of diverse

clinical-laboratory parameters and to combine the obtained results with our current findings.
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