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POPIS OZNAKA I KRATICA

ACE angiotenzin-konvertiraju¢i enzim

ADH antidiuretski hormon

AGEs krajnji produkti uznapredovale glikacije (engl. advanced glycation end

products)

AOB akutno oStecenja bubrega

AQP akvaporin

ATP adenozin trifosfat

aSMA engl. Alpha-Smooth Muscle Actin

DAMP molekularni obrazac povezan s osteCenjem tkiva (engl. damage-associated
molecular patterns)

DAPI 4'6'-diamidino-2-fenilindol

DBA Dolichos Biflorus aglutinin

DN dijabetic¢ka nefropatija

GBM glomerularna bazalna membrana

GF glomerularna filtracija

IFTA intersticijska fibroza i tubularna atrofija

IL interleukin

KBB kroni¢na bubrezna bolest

LTL Lotus Tetragonolobus lektin

MET Mezenhimsko-epitelna transformacija (engl. mesenchymal-to-epithelial

transition)

NF-xB nuklearni faktor-xB

NO dusikov oksid (engl. nitric oxide)

OAK omjer albumin-kreatinin

Panx1 paneksin 1

PBS fosfatno puferirana fizioloSka otopina (engl. phosphate buffered saline)

PKC protein kinaza C

PRP receptor za prepoznavanje uzorka (engl. pattern recognition receptor)

RAAS renin-angiotenzin-aldosteron sustav

ROS reaktivni kisikovi oblici (engl. reactive oxigen species)

SGLT2 natrij-glukozni ko-transporter 2 (engl. sodium-glucose co-transporter-2)

TGF-B transformacijski faktor rasta-f3 (engl. transforming growth factor-p)



TNF-a faktor nekroze tumora-a (engl. tumor necrosis factor-a)

VEGF faktor rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor)
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1. UVOD



1.1. BUBREG

1.1.1. Anatomija bubrega

Mokraéni sustav ¢ovjeka sastoji se od bubrega, uretera, mokra¢nog mjehura 1 uretre.
Bubrezi su parenhimski parni organ, najvazniji 1 najslozeniji dio mokra¢nog sustava. Prosje¢ne
duzine 10-12 cm, naj¢esce opisivan da je oblika graha, izvana je oblozen bubreznom fascijom
i ¢ahurom, a parenhim se sastoji od kore (korteksa) 1 srzi (medule) bubrega. Medulu ¢ini 8 do
15 struktura koje se nazivaju bubreZne piramide, a sadrZze Henleove petlje nefrona te sabirne
kanali¢e. Vrhovi piramida ili bubreZzne papile mjesto su gdje se mokraca formirana unutar
piramida prazni u male bubreZne CaSice ili vréeve, koje se dalje spajaju u velike bubrezne vréeve
1 kona¢no u bubreznu nakapnicu, odakle se ureterima mokrac¢a odvodi do mokraénog mjehura.
Kora bubrega, osim vanjskog dijela, zauzima i1 dio izmedu bubreznih piramida tvoreci bubrezne
ili Bertinijeve stupce, a sadrZi bubrezna tjeleSca i zavijene kanali¢e nefrona. Oko 15% nefrona
smjeSteno je blizu kortikomedularne granice 1 nazivaju se jukstamedularni nefroni (1).

Svaki bubreg se sastoji od oko milijun nefrona koji su glavna strukturna i funkcionalna
jedinica bubrega. Nefron je vrlo sloZena struktura koja se sastoji od dva glavna dijela:
bubreznog (Malpighijevog) tjeleSca i tubula, a svako bubrezZno tjeleSce je gradeno od glomerula
1 Bowmanove ¢ahure. Bubrezno tjeleSce ima vaskularni pol - mjesto gdje ulazi dovodna
(aferentna) arteriola i izlazi odvodna (eferentna) arteriola; i urinarni ili tubularni pol — mjesto
gdje pocinje proksimalni zavijeni kanali¢ tj. tubularni dio nefrona. Glomerul je klupko
specijaliziranih polupropusnih kapilara kroz koje se filtrira krv 1 ukupno ¢ine oko 19 km
kapilarne filtracijske povrSine (Slika 1) (2). Bowmanova cahura je zapravo proSirenje
proksimalnog kanali¢a koje obavija glomerul i sastoji se od dva epitelna sloja koja tvore
postfiltracijsku barijeru tj. Bowmanov ili urinarni prostor. Vanjski ili parijetalni sloj izgraden
je od jednoslojnog plocastog epitela i retikulinskih vlakana dok unutarnji ili visceralni sloj koji
obavija kapilare glomerula, ima vaznu ulogu u filtraciji 1 izgraden je od specijaliziranih stanica
podocita. Podociti su gradeni od trupa stanice i brojnih izdanaka citoplazme (nozica) koji
obavijaju kapilare glomerula i s njima c¢ine glomerularnu filtracijsku membranu.
Intraglomerularne mezangijske stanice zajedno s ekstracelularnim matriksom ¢ine mezangij
koji odrzava glomerularnu strukturu. Tubularni dio nefrona sastoji se od proksimalnog
zavijenog kanalica na koji se nastavlja Henleova petlja i potom distalni zavijeni kanali¢ koji je

zavrsni dio nefrona, a nastavlja se u sabirne kanali¢e (Slika 2). Oskudni dio bubreznog



parenhima koji nije popunjen kanali¢ima graden je od intersticijskih stanica, vezivnog tkiva i

fibroblasta te se naziva intersticij bubrega (1-3).
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Slika 1. a) Glomerularna kapsula, b) Glomerul (Svjetlosni mikroskop, povecanje 1540x).
Preuzeto 1 prilagodeno (1). Slobodan pristup na: https://openstax.org/books/anatomy-and-
physiology/pages/1-introduction
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Slika 2. Funkcionalna jedinica bubrega - nefron. Glomerul 1 zavijeni kanali¢i se nalaze u
korteksu bubrega, dok su Henleova petlja i sabirni kanali¢i smjesteni u piramidama medule.
Preuzeto i prilagodeno (1). Slobodan pristup na: https://openstax.org/books/anatomy-and-
physiology/pages/1-introduction



Proksimalni zavijeni kanali¢ graden je jednog sloja kubi¢nih ili niskih cilindri¢nih
visokopropusnih epitelnih stanica s brojnim mikrovilima na luminalnoj povrsini (Slika 3). Ti
mikrovili povecavaju povrsSinu kako bi se povecala apsorpcija i sekrecija otopljenih tvari, Sto je
1 najvaznija funkcija ovog dijela nefrona. Ove stanice aktivno prenose ione kroz svoje
membrane putem brojnih Na/K-ATP-aznih crpki, tako da posjeduju veliki broj mitohondrija
kako bi proizvele dovoljno adenozin tri fosfata (ATP) (1).

Slika 3. Detalj Cetkaste prevlake u proksimalnom zavijenom kanali¢u zdravog bubrega

Stakora. Ljubazno$c¢u prof. dr. sc. Ivane Boc€ine 1 izv. prof. dr. sc. Natalije Filipovi¢.

Henleova petlja se nastavlja na proksimalni zavijeni kanali¢, ima oblik slova U i sastoji
se od Cetiri dijela: debeli dio silaznog kraka, tanki silazni dio, tanki uzlazni dio te debeli uzlazni
krak. Silazni krak vrlo je propustan za vodu i1 potpuno nepropustan za ione, $to uzrokuje
reapsorpciju velike koli¢ine vode u hipertoni¢ni medularni intersticij i povecanje osmolarnosti
filtrata na maksimalno oko 1200 mOsm/L. Nasuprot tome, uzlazni krak Henleove petlje je
nepropustan za vodu, ali vrlo propustan za ione, $to uzrokuje pasivnu reapsorpciju natrija i

veliki pad osmolarnosti filtrata koji prolazi kroz petlju. U tom dijelu nefrona reapsorbira se 40%



natrija 1 30% filtrirane vode. Jukstamedularni nefroni za razliku od kortikalnih imaju duze
segmente Henleove petlje i znacajniju funkciju u koncentriranju urina (2).

Distalni zavijeni kanalié nastavlja se na uzlazni krak Henleove petlje i graden je od
jednoslojnog kubicnog epitela koji u usporedbi s proksimalnim kanali¢em nema mikrovile 1
nije toliko aktivan. Za razliku od ostalih dijelova nefrona, njegova propusnost za vodu ovisi o
hormonskom podrazaju (aldosteron i antidiuretski hormon), te se na taj na¢in omogucava
sloZzena regulacija osmolarnosti krvi, volumena plazme, arterijskog tlaka i acidobazne
ravnoteze. Stanice distalnog tubula takoder koriste aktivni transport protiv koncentracijskog
gradijenta, zbog Cega koriste velike kolicine ATP-a. Na mjestu gdje je distalni zavijeni kanali¢
prolazi kraj vaskularnog pola, dolazi u bliski kontakt s aferentnom arteriolom i tvori maculu
densu — promijenjene stanice distalnog kanali¢a osjetljive na volumen vode i ionski sadrzaj
mokrace. Specijalizirane glatke stanice aferentne arteriole na tom mjestu nazivaju se
jukstaglomerularne stanice te imaju sposobnost sekrecije enzima nazvanog renin koji je
sudjeluje u reguliranju arterijskog tlaka. Renin djeluje na angiotenzinogen pri ¢emu nastaje
angiotenzin I koji uz pomo¢ angiotenzin-konvertirajuéeg enzima (ACE) u plué¢ima stvara
angiotenzin II. Angiotenzin II ima snazno vazokonstriktorno djelovanje te potice lucenje
aldosterona — hormona koji djeluje na stanice distalnog tubula i sabirnog kanali¢a poti¢uci
reapsorpciju natrija i vode (1, 3, 4).

Sabirni kanaliéi su nastavak distalnog kanali¢a ali oni se ne smatraju dijelom nefrona.
Svaki sabirni kanali¢ skuplja filtrat iz nekoliko nefrona za kona¢nu modifikaciju. Njihov
plocasti epitel je osjetljiv na djelovanje antidiuretskog hormona (ADH), pod ¢ijim utjecajem
dolazi do umetanja akvaporinskih kanala u njegovu membranu i reapsorpcije vode. Sabirni
kanali¢i se spajaju kako se spustaju dublje u medulu i formiraju oko 30 zavr$nih kanali¢a, koji

se prazne u papilu (1).

Bubrezna cirkulacija odvija se putem renalne arterije koja se u podruc¢ju hilusa dijeli
u 3-5 grana te potom dalje u interlobarne arterije koje prolaze kroz Bertinijeve kolumne do baza
piramida gdje se potom dijele u lu¢ne arterije koje su paralelne s povrSinom bubrega. Iz njih se
dalje granaju interlobularne arterije, a njihovim sekvencijskim dijeljenjem nastaju aferentne
arteriole. Nakon prolaska kroz bubrezno tjelesce, kapilare tvore odvodnu (eferentnu) arteriolu.
One zatim formiraju kapilarnu mrezu oko proksimalnih i distalnih kanali¢a (peritubularne
kapilare) i duge ravne arteriole i venule (lat. vasa recta) koje se nastavljaju u srz uz krakove
Henleove petlje (Slika 2). Peritubularne kapilare omogucuju reapsorpciju i1 sekreciju izmedu

krvi i tubula. Spajajuéi se tvore bubrezne vene koje vracaju filtriranu krv s manje otpadnih tvari
5



u venski sustav. Vene kroz koje krv napusta bubreg imaju isti tok kao 1 arterije (lu¢ne vene,

interlobarne vene, bubrezna vena) (2, 3).

1.1.2. Funkcija bubrega

Bubrezi su zaduZeni su za odrzavanje homeostaze tekuc¢ine 1 elektrolita u organizmu.
Primarnim funkcijama kao $to su filtracija, reapsorpcija 1 sekrecija uspostavljaju ravnotezu
elektrolita koji proizlaze iz raznih fizioloskih i patoloskih metabolickih procesa. Tim procesima
se oko 120 ml/min glomerularnog filtrata pretvara u oko 1 ml/min urina (2).

Primarna funkcija glomerula je filtracija koja je prvi korak u formiranju urina.
Glomerularna filtracija (GF) oznacava ukupnu koli¢inu krvi koja je profiltrirana kroz sve
glomerule u jedinici vremena (ml/min). Glomerularna filtracijska membrana sloZena je,
integrirana, viSeslojna struktura koja se sastoji od fenestriranog endotela kapilara, glomerularne
bazalne membrane (GBM) 1 fenestrirane dijafragme gradene od nastavaka podocita (Slika 4.).
Filtriranje ovisi o veli¢ini, naboju, obliku i topivosti Cestica. Prosjecna veli€ina pora je 8 nm te
stoga samo Cestice manje veli¢ine prolaze kroz njih (1). Glomerularna bazalna membrana nosi
negativan naboj, ¢ime se sprjecava prolazak negativno nabijenih Cestica. Sve navedeno rezultira
svojstvima filtracijske membrane da je slabo propusna za velike, u lipidima netopive i anionske
molekule dok je visoko propusna za vodu i male molekule topljive u vodi. Osim o filtracijskom
koeficijentu propusnost GF takoder ovisi o gradijentu hidrostatskog tlaka i koloidno osmotskim
tlakovima (2). Dnevno se na taj nacin filtrira oko 180 litara tekucine. U slu€aju kroni¢nih bolesti
(npr. Secerna bolest ili hipertenzija) moze do¢i do zadebljana GBM a time i do smanjenja
filtracijskog koeficijenta i GF. Bolesti koje dovode do smanjenja koloidno-osmotskog tlaka u
kapilarama (npr. smanjena sinteza albumina zbog jetrenih bolesti) takoder dovode do smanjenja
GF. Hidrostatski tlak u glomerularnim kapilarama ovisi o arterijskom tlaku te otporu aferentne
1 eferentne arteriole (4). Glomerularnu filtraciju je moguce procijeniti mjerenjem odredenih
parametara kao §to su koncentracija ureje 1 kreatinina u krvi 1 urinu, volumen urina, dob, spol 1

tjelesna tezina te na temelju nje mozemo zakljuciti kakva je bubrezna funkcija (5).



Endotel »
s fenestrama
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Slika 4. Detalj glomerularne filtracijske membrane zdravog bubrega Stakora prikazan
elektronskim mikroskopom. LjubaznoS¢u prof. dr. sc. Ivane Bocine i izv. prof. dr. sc. Natalije

Filipovi¢.

Tubularni sustav odgovoran je za reapsorpciju veéine vode, elektrolita, hranjivih tvari
kao 1 za izlucivanje nekih tvari koje jo$ nisu filtrirane. Mehanizmi kojima se tvari kre¢u kroz
membrane stanica ukljucuju aktivni transport, difuziju, olakSanu difuziju, sekundarni aktivni
transport i osmozu. Razliciti dijelovi nefrona razlikuju se po svojoj sposobnosti reapsorpcije
vode 1 specificnih otopljenih tvari. Dok se veliki dio reapsorpcije i izlu¢ivanja odvija pasivno
na temelju koncentracijskog gradijenta, koli¢ina vode koja se reapsorbira ili gubi strogo je
regulirana ADH-om i aldosteronom. Vecina vode se reapsorbira u proksimalnom kanalicu,
Henleovoj petlji i distalnom kanali¢u. Oko 10% filtrata (oko 18 litara) dospijeva u sabirne
kanale gdje se pod utjecajem ADH u odredenim situacijama (npr. dehidracija) moZze

reapsorbirati gotovo sva voda (1).

Osim ekskrecijske funkcije (regulacija vode i elektrolita, uklanjanje Stetnih tvari iz
organizma) bubrezi takoder imaju vaznu ulogu u regulaciji metabolizma minerala u kostima,

regulaciji arterijskog tlaka, eritropoezi, glukoneogenezi i1 regulaciji acidobazne ravnoteze.
7



Eritropoetin je protein od 193 aminokiseline koji je esencijalni hormon za stimuliranje
eritropoeze tj. stvaranje crvenih krvnih stanica u koStanoj srzi. Osamdeset pet posto
eritropoetina proizvode intersticijski peritubularni fibroblasti bubrega kao odgovor na stani¢nu
hipoksiju. Takoder ga u manjoj koli€ini sintetiziraju i perisinusoidne stanice u jetri ali ve¢inom
u fetalnom 1 perinatalnom razdoblju (6). Bubrezi takoder obavljaju zavr$ni korak sinteze
vitamina D, hidroksilacijom pretvaraju kalcidiol u kalcitriol, aktivni oblik vitamina D. Takoder,
pomazu regulirati arterijski tlak lucenjem renina koji je dio sustava renin-angiotenzin-
aldosteron ali 1 kontrolom gubitka natrija i vode ¢ime se regulira osmolarnost krvi. Bubreg za
vrijeme dugotrajnog gladovanja sintetizira glukozu 1z aminokiselina, procesom

glukoneogeneze (1).

1.1.3. Razvoj bubrega

Slozeni razvoj bubrega kod covjeka ukljucuje tri skupine uzastopnih struktura:
pronefros (predbubreg), mezonefros (prabubreg) i metanefros (definitivni bubreg). Pronefros i
mezonefros su prolazne strukture Cija regresija dopuSta metanefrosu da se diferencira u
definitivni, funkcionalni bubreg (Slika 5) (7). Zanimljivo je da su te prolazne strukture
neophodne za razvoj konacnog bubrega, buduc¢i da prekid njihovog razvoja dovodi do ageneze
bubrega (8). Pronefros se pojavljuje oko 20-22. dana trudnoce u kranijalnom podrucju srednjeg
mezoderma. Sastoji se od 6-10 nakupina stanica od kojih nastaju rudimentarni kanali¢i
(nefrotomi) koji se spajaju bocno s pronefrickim kanalom. Do kraja ¢etvrtog tjedna pronefros
u potpunosti degenerira. Kako se izduzuje kaudalno, pronefricki kanal inducira obliznji
intermedijarni mezoderm u torakolumbalnom podrucju iz kojeg se razvija mezonefros. Pocinje
se razvijati u 4. tjednu i degenerira prema kraju 12. tjedna. Tijekom razvoja mezonefrosa nastaju
sekretorni kanali¢i koji se razvijaju u petlju u obliku slova S, u njih urasta klupko kapilara te
tako dolazi do razvoja prvih primitivnih nefrona. Svaki nefron je kanali¢em povezan s
nastavkom pronefrickog kanala koji se sada naziva kanal mezonefrosa ili Wolffov kanal i
ulijeva se u kloaku. Jednostavni mezonefricki nefroni prve su funkcionalne jedinice i proizvode
male koli¢ine urina izmedu 6. 1 10. tjedna trudnoce, koji se lu¢i u amnionsku teku¢inu. Na
vrhuncu mezonefrickog razvoja prisutno je oko 40 primitivnih nefrona. Potkraj drugog mjeseca
dok se donji kanali¢i jo§ diferenciraju, gornji razvijeni kanali¢i iS¢ezavaju. Kanal mezonefrosa

kod Zena propada izmedu 8. i1 16. tjedna, dok kod muskaraca sudjeluje u razvoju spolnih organa

3).



Tijekom petog tjedna gestacije, kanal mezonefrosa u kaudalnom dijelu inducira
zgu$njavanje intermedijarnog mezoderma te nastanak metanefrogenog tkiva (blastema). U
blizini pripoja kanala mezonefrosa na kloaku metanefrogeni blastem inducira razvoj
mokra¢ovodnog pupoljaka. Primordija trajnog bubrega, metanefros, pocinje se razvijati u
petom tjednu iz metanefrogenog mezoderma. Mokracovodni pupoljak prodire u metanefrogeno
tkivo koje ga prekriva poput kape. Signali otpusteni iz mokracovodnog pupoljka poti¢u
diferencijaciju metanefrogenog blastema u glomerule i bubrezne tubule, a Sirenjem distalnog
dijela razvija se odvodni sustav bubrega (mokracovod, nakapnica, veliki i mali vréevi te oko 1-
3 milijuna sabirnih kanali¢a) (9). Razvoj nefrona zapocinje zgu$njavanjem metanefrogenog
tkiva u kapu metanefrogenog tkiva. Zbog indukcijskog djelovanja vrhova sabirnih kanali¢a na
zgusnuée metanefrogenog tkiva (nastanak kape metanefrogenog tkiva) stvara se bubrezni
mjehuri¢. Stvaranje bubreznog mjehurica je zavrSni korak mezenhimsko-epitelne
transformacije. Bubrezni mjehuri¢ se izduzuje u kanali¢e koji imaju oblik slova S. Proksimalni
kraj S-oblika ¢ini Bowmanovu ¢ahuru, a distalni kraj se povezuje sa sabirnim kanali¢ima.
Izduzivanjem distalnog kraja kanali¢a nastaju proksimalni zavijeni kanali¢, Henleova petlja, te
distalni zavijeni kanali¢. Prvi glomeruli metanefrosa pojavljuju se u ljudi nakon devet tjedana,
a nefrogeneza je gotova do 36. tjedna trudnoce (10). Medutim, te strukture jo§ nisu zrele 1
nastavit ¢e sazrijevati nakon rodenja ali bez povecanja broja nefrona. Nakon S§to sazriju,
procjenjuje se da ima oko milijun nefrona po bubregu, ali taj broj je vrlo varijabilan 1 krece se
od priblizno 200.000 do viSe od 2,5 milijuna po bubregu (7). Mezenhimsko-epitelna
transformacija (engl. mesenchymal-to-epithelial transition, MET) (11) 1 obrnuti proces
prijelaza epitela u mezenhim (engl. epithelial-to-mesenchymal transition) (12) igraju klju¢nu
ulogu u nefrogenezi, posebno u razvoju podocita. Recipro¢na indukcija odgovorna je za
inicijaciju 1 regulaciju MET-e, u kojoj mokracovodni pupoljak i metanefrogeni blastem
induciraju jedan drugoga (10). Molekularne studije su pokazale da navedene procese regulira
slozena interakcija razliCitih signalnih sustava, ukljucuju¢i GDNF (engl. Glial-Cell-Line-
Derived Neurotrophic Factor), Wnt (engl. Wingless-type mouse mammary tumor virus
integration site) 1 BMP (engl. Bone morphogenetic protein) signalne putove. Sve vise dokaza
ukazuje na ulogu medustanicne komunikacije putem tijesnih spojeva (engl. gap junction) 1
koneksinskih hemikanala u razvoju bubrega (13). Nedavno je opisana ekspresija razli€itih
tipova koneksina u ljudskom bubregu tijekom embrionalnog/ranog fetalnog razvoja (14, 15).
Medutim, nema podataka o ekspresiji i ulozi paneksina 1 (Panx1) u embrionalnom i fetalnom

razvoju bubrega opcenito, a posebno u ljudskom embriju.
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Slika 5. Razvoj bubrega. Shematski prikaz tri generacije bubrega: pronefros, mezonefros 1

metanefros. Izradio autor.

1.1.4. Kroni¢na bubrezZna bolest

Kroni¢na bubrezna bolest (KBB), koja se naziva i kroni¢no zatajenje bubrega, ukljucuje
postupni gubitak funkcije bubrega. Proizlazi iz raznih patofizioloskih putova brojnih bolesti
koji nepovratno mijenjaju funkciju i strukturu bubrega tijekom mjeseci ili godina. Dijagnoza
KBB se temelji se na utvrdivanju kroni¢nog smanjenja funkcije bubrega i strukturnog oste¢enja
bubrega. Kroni¢na bubrezna bolest definira se kao poremeca;j strukture ili funkcije bubrega koji
traje dulje od tri mjeseca s utjecajem na zdravlje (16). Kriteriji za dijagnozu KBB su ispunjeni
ukoliko je prisutno slijede¢e: GF < 60 ml/min/1,73m? ili znakovi oSteenja bubrega
(albuminurija > 30 mg/24h, patoloski nalaz sedimenta mokrace, poremeca;j elektrolita ili drugih

biokemijskih pretraga krvi zbog tubularnih poremecaja, poremecaji otkriveni histoloskim
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pregledom, strukturni poremecaji otkriveni slikovnom dijagnostikom, te prethodna
transplantacija bubrega) (16).

Kroni¢na bubrezna bolest se klasificira na temelju kategorije GF 1 kategorije
albuminurije (16).
Na osnovi procijenjene GF razlikuje se pet kategorija KBB:

G1 - GF > 90 ml/min/1,73m?,

G2 - bolesnici s GF 60-89 ml/min/1,73m?,

G3a - bolesnici s GF 45-59 ml/min/1,73m?,

G3b - bolesnici s GF 30-44 ml/min/1,73m?,

G4 - bolesnici s GF 15-29 ml/min/1,73m?,

GS5 - bolesnici s GF < 15 ml/min/1,73m? ili su ve¢ na dijalizi.
Albuminurija je podijeljena tri kategorije s obzirom na vrijednosti u 24h urinu ili omjeru
albumina 1 kreatinina u urinu (OAK):

Al - <30 mg/dan ili OAK < 3 mg/mmol (<30 mg/g);

A2 - 30-300 mg/dan; OAK 3-30 mg/mmol (30-300 mg/g);

A3 - >300 mg/dan; OAK >30 mg/mmol (>300 mg/g);

Kroni¢na bubrezna bolest sve je veci zdravstveni problem. Na temelju velikih
epidemioloskih ispitivanja pretpostavlja se da priblizno 10% odrasle svjetske populacije ima
neki oblik KBB. Osim S$to je visoko prevalentna KBB je neovisni ¢imbenik rizika za
kardiovaskularne bolesti, hospitalizaciju 1 smrtnost od svih uzroka te rezultira s oko 1,2
milijuna smrti godiS$nje (17). Procjenjuje se da ¢e do 2040. god. KBB postati peti vodeci uzrok
smrti u svijetu $to je jedan od najvecih projiciranih porasta glavnih uzroka smrti (18).

Secerna bolest i arterijska hipertenzija glavni su uzroénici KBB u svim zemljama s
visokim 1 srednjim dohotkom, kao i u mnogim zemljama s niskim dohotkom (19). Prema
podacima Hrvatskog registra za nadomjestanje bubrezne funkcije u Hrvatskoj godiSnje oko Sest
stotina novih bolesnika zapocinje s dijalizom, a naj€es$¢i uzroci zatajenja bubrega bili su
dijabeticka nefropatija (DN) (28%), hipertenzija (25%), glomerulonefritisi (12%) 1 policisti¢na
bolest bubrega (6%) (20).

Jedan od glavnih uzroka KBB je DN koja uzrokuje 30—50% svih KBB i pogada oko 285
milijuna (6,4%) odraslih osoba diljem svijeta, te se ocekuje povecanje za gotovo 70% u

zemljama s visokim dohotkom i 20% u zemljama s niskim 1 srednjim dohotkom do 2030. godine

(19).
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Zavr$na patoloSka manifestacija mnogih KBB je fibroza bubrega. Bubrezna fibroza
posljedica je neuspjesnog cijeljenja bubreznog tkiva nakon kroni¢ne, dugotrajne ozljede, a
karakterizirana je glomerulosklerozom, tubularnom atrofijom i intersticijskom fibrozom (19).
Glomeruloskleroza je potaknuta oSteCenjem 1 disfunkcijom endotela, proliferacijom glatkih
misiénih stanica i mezangijskih stanica te oteenjem podocita koji oblazu GBM. Cimbenici
rizika za progresivnu glomerulosklerozu ukljucuju arterijsku hipertenziju, dislipidemiju i
pusenje. Tubularna atrofija i intersticijska fibroza usko su povezani s GF i proteinurijom.
Proteini u mokraci (npr. albumini, komplement, citokini) poticu tubularne epitelne stanice da
sintetiziraju upalne produkte koji ukljucuju kisikove radikale (engl. reactive oxygen spesies -
ROS) i kemokine. Ovi agensi privlace upalne stanice u bubrezni intersticij i pokrecu interakcije
s intersticijskim miofibroblastima. Kako se fibroza razvija, oSte¢eni tubularni epitel gubi
sposobnost regeneracije 1 prolazi kroz apoptozu, Sto dovodi do tubularne atrofije i1 stvaranja
nefunkcionalnih glomerula (19).

Bolesnici u pocetnim stadijima KBB naj¢eS¢e su asimptomatski, a klinicki znakovi
uremijskog sindroma tipi¢no se javljaju tek u uznapredovanom stupnju KBB. Kako se GF
smanjuje simptomi vezani uz endokrino/metabolicke poremecaje (manjak eritropoetina i
vitamina D) ili neadekvatnu ekskretornu funkciju (poremecaj ravnoteze vode i elektrolita)
postaju klini¢ki oc¢igledni.

Lijecenje KBB temelji se na usporavanju napredovanja bolesti, smanjenju dodatnog
oStecenja 1 lijeCenju komplikacija zbog Cega je iznimno vazno rano otkrivanje. Nekoliko je
najvaznijih stavki u prevenciji progresije KBB: kontrola arterijskog tlaka (< 130/80 mmHg),
kontrola glikemije u bolesnika sa Secernom bolesti, koriStenje renoprotektivnih lijekova
(blokatori sustava renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS), SGLT2 inhibitori, statini), kontrola
proteinurije, smanjeni unos soli (< 2 g/dan) i proteina (<0.8 g/kg/dan), te korekcija metabolicke
acidoze (17). Kada dode do zavr$nog stupnja kroni¢nog bubreznog zatajenja i pojave simptoma

uremije neophodno je nadomjestanje bubrezne funkcije dijalizom ili transplantacijom.

1.2. DIJABETICKA NEFROPATIJA

Dijabeticka nefropatija je klinic¢ki sindrom karakteriziran dugotrajnom albuminurijom,

arterijskom hipertenzijom 1 progresivnim padom bubrezne funkcije, a odnosi se na specifi¢ne
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patoloske, strukturne i funkcionalne promjene koje se vide u bubrezima pacijenata sa Se¢ernom
bolesti tipa 1 i tipa 2, a koje su rezultat u¢inka Se¢erne bolesti na bubreg (21, 22).
Zabiljezeno je da se DN pojavljuje u 20% do 50% bolesnika sa Se¢ernom bolesti i

najces¢i je pojedinacni uzrok zavrsnog stupnja KBB u mnogim populacijama (21, 23).

1.2.1. Patofiziologija dijabetiCke nefropatije

Patogeneza razvoja i progresije DN je sloZena 1 multifaktorijalna s uklju¢eno$¢u mnogih
patofizioloskih putova i medijatora (21). Metabolic¢ki procesi kao S§to su oksidativni stres,
stvaranje krajnjih produkata uznapredovale glikacije (engl. advanced glycation end products;
AGESs), procesi stanicne signalizacije i obnove, fibroza 1 epigenetika klju¢ni su aspekti
patofiziologije DN i potencijalni ciljevi za buducu terapiju lijekovima (24).

Patofizioloski, za razvoj DN vazan je dijabeticki milje koji dovodi do stvaranja i
cirkulacije AGEs, izlaganje ¢imbenicima rasta te raznih hemodinamskih i hormonalnih
promjena. To dovodi do oslobadanja ROS i upalnih medijatora. Te promjene rezultiraju
glomerularnom hiperfiltracijom, glomerularnom hipertenzijom i1 bubreZznom hipertrofijom, $to
se klinicki o€ituje kao albuminurija i hipertenzija (22).

Hiperglikemija ima centralnu ulogu u patogenezi DN. Ona uzrokuje promjenu
metabolizma glukoze, §to dovodi do povecane proizvodnje ROS. Povecanje ROS uslijed
hiperglikemije s posljedicnim oksidativnim stresom jedna od vaznijih stavki u razvoju DN.
Glavni izvori ROS su poliolni lanac, AGEs i NADPH oksidaza. Oksidativni stres povecava
lokalnu 1 sistemsku upalu te direktno i indirektno dovodi do oStecenja bubreznih stanica
(podocita, mezangijskih i1 endotelnih stanica) koje su klju¢ne za funkciju 1 strukturu glomerula
(25, 26). Hiperglikemija je takoder odgovorna za stvaranje AGEs koji takoder mogu pokrenuti
morfoloske promjene tipicne za DN (hipertrofiju i proliferaciju mezangijskih stanica, povecani
opseg proizvodnje matriksa i zadebljanje GBM) (25). Ovi Stetni ucinci na bubreZne stanice
odreduju proteinuriju, teZinu oStecenja tubulointersticija 1 fibrozu. Hiperglikemija takoder
aktivira protein kinazu C (PKC), koja dovodi do sinteze endotelina-1 i faktora rasta vaskularnog
endotela (engl. vascular endothelial growth factor; VEGF), uzrokujuéi oSte¢enje glomerula i
izravnu oksidaciju kljuénih struktura kao Sto su DNK, ugljikohidrati, lipidi 1 proteini (25).
Takoder i ROS dovode do povecane aktivacije PKC, ekspresije transformacijskog faktora rasta-
B (engl. transforming growth factor-f; TGF-B) 1 povecane razine angiotenzina-II, poticuci

fibroti¢ne procese u tubulointersticiju i remodeliranje izvanstani¢nog matriksa u mezangiju (27,
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28). Angiotenzin-II 1 RAAS takoder imaju jednu od klju¢nih uloga u patogenezi DN (29).
Razlikujemo sistemski i1 lokalni (intrarenalni) RAAS i oba su uklju¢ena u patogenezu DN.
Bubrezne stanice, lokalno mogu sintetizirati renin, reninske receptore, angiotenzinske receptore
1 angiotenzin-II, neovisno o sistemskom RAAS-u (29). Lokalna koncentracija angiotenzina-II
u bubreznom intersticiju je 1000 puta viSa nego u plazmi i smatra se da on ima glavnu ulogu u
nastanku osStecenja (30). Takoder je dokazano da visoka razina glukoze stimulira sintezu renina
1 angiotenzina-II u mezangijskim stanicama. Intrarenalni angiotenzin-II uzrokuje povecani
glomerularni tlak, povecava propusnost glomerularnih kapilara uzrokujuéi proteinuriju, potice
proliferaciju 1 hipertrofiju bubreZnih stanica, povecava sintezu izvanstanicnog matriksa 1
citokina te dovodi do infiltracije makrofaga i upale (29).

Noviji dokazi ukazuju da imunoloski i upalni odgovori igraju vaznu ulogu u razvoju i
progresiji DN, ali tradicionalno se DN ne smatra upalnom boleS¢u. Brojna istrazivanja podupiru
ulogu upalnih medijatora kao su interleukin (IL) -1, IL-18, IL-6, faktor nekroze tumora (engl.
tumor necrosis factor-a; TNF-a) 1 TGF-B u razvoju DN (31). Razine ovih citokina u plazmi
rastu s razvojem DN 1 neovisno su povezane s razvojem albuminurije. Nuklearni faktor-xB
(NF-kB) takoder je jedan od klju¢nih elemenata ukljuc¢enih u upalni proces DN (25). On
regulira sintezu stani¢nih proteina, upalnih citokina 1 kemokina koji pridonose oStec¢enju
bubrega (32). Citokini, hiperglikemija, ROS, AGEs i angiotenzin-II mogu aktivirati put Janus
kinaze/pretvornika signala i aktivatora transkripcije (engl. Janus kinase-signal transducer and
activator of transcription; JAK-STAT), koji je glavni posrednik izmedu parakrine stimulacije
1 nuklearnih receptora (33). Aktivacija ovog puta ponovno dovodi do aktivacije NF-xB
uspostavljajuéi zacarani krug upale i razvoja DN (25). Drugi vazan put aktiviran u DN je
intraglomerularna hipertenzija izazvana glomerularnom hiperfiltracijom. To je jedan od prvih
mehanizama odgovornih za pojavu albuminurije 1 smanjenja GF. Posredovan je o glukozi
ovisnoj dilataciji glomerularnih aferentnih arteriola putem vazoaktivnih medijatora kao $to su
TGF-B1, VEGF, dusikov oksid (engl. Nitric oxide; NO), prostaglandini i glukagon (25).

Protein 3 nalik NOD receptoru (engl. NOD-like receptor protein 3; NLRP3) je
viSeproteinski signalni kompleks (inflamasom) 1 sastavni dio kroni¢nog upalnog odgovora.
Vazan je posrednik urodenog imunog upalnog odgovora na podrazaje kao Sto su izvanstani¢ni
signali (npr. ATP) ili patogeni (npr. bakterije). Aktivacija NLRP3 sastoji se od procesa u dva
koraka, koji ukljucuje pripremu posredovanu NF-«kB i aktivaciju. Pocetni signal (npr. ATP)
aktivira NF-kB, koji se premjesta u jezgru kako bi pojacao ekspresiju NLRP3, pro-IL1p i pro-
IL18. Nakon toga se jednim od tri pretpostavljena mehanizma (kanonski, nekanonski ili

alternativni) aktivira kaspaza-1, §to rezultira stvaranjem i oslobadanjem upalnih citokina IL-13
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1 IL-18 (34). Aktivacija NLRP3 povezana je s nekoliko klinickih biljega DN kao Sto su
proteinurija, albuminurija te s morfoloSkim promjenama kao ekspanzija mezangija (35, 36).
Unatoc¢ opseznim studijama, patofizioloSki mehanizmi DN nisu u potpunosti shvacéeni i
potrebni su novi terapijski pristupi (29). Sve veci broj novijih studija ukazuje na ulogu izravne
komunikacije izmedu stanica 1 parakrinog ATP-a u patofiziologiji DN, pri ¢emu glavnu ulogu
imaju kanali formirani od koneksina (37-41). Medutim, unato¢ njihovoj sredi$njoj ulozi u
signalizaciji posredovanoj ATP-om, uloga paneksina u DN jos nije istrazena. U nedavnoj studiji
na modelu Se€erne bolesti tipa 1 izazvane streptozotocinom u Stakora, pronadena je gotovo
iskljucivo ekspresija Panx1 u distalnim tubularnim stanicama dijabeti¢nih Stakora, ali ne 1 kod
zdravih jedinki — kontrolne skupine (42). Budu¢i da je otkriveno da su stanice distalnih tubula
bile najteze oStecene u tom modelu dijabetesa (43), zakljuCeno je da bi Panxl mogao igrati

ulogu u ostec¢enju distalnih tubula tijekom dijabetesa.

1.2.2. Dijagnoza dijabetic¢ke nefropatije

Dijagnoza DN najcesc¢e se postavlja klinicki kada su zadovoljeni slijedeéi uvjeti:
perzistentna albuminurija (>300 mg/dan) ili trajno smanjena (GF <60 ml/min/1,73 m? tijekom
>3 mjeseca), dugo trajanje dijabetesa (>5 god kod Secerne bolesti tipa 1) ili utvrdena dijabeticka
retinopatija, te procjena da su druge etiologije malo vjerojatne (44). Znacajke koje mogu
ukazivati na druge oblike bubrezne bolesti su: naglo pogorSanje proteinurije ili pojava
nefrotskog sindroma, brzi pad GF (>5 ml/min/godis$nje), aktivni sediment urina (npr. hematurija
s prisutnim dizmorfnim eritrocitima) ili prisutnost druge sistemske bolesti (21).

Biopsija bubrega je zlatni standard za postavljanje dijagnoze DN, ali koristi se samo u
rijetkim slucajevima kada se sumnja na neki drugi uzrok bubreznog oSteéenja. Tipicne
histoloSke promjene karakterizirane su zadebljanjem GBM, proSirenjem mezangija i
nodularnom glomerulosklerozom, te su u medunarodnom klasifikacijskom sustavu podijeljene
u 4 razreda - [ do IV (45):

- Razred I — izolirano zadebljanje GBM na elektronskom mikroskopu i blage,
nespecificne promjene na svjetlosnom mikroskopu koje ne zadovoljavaju kriterije
razreda [T do IV.

- Razred Ila - blago proSirenje mezangija, nalaz biopsije ne zadovoljava kriterije za

razred II1 ili IV.
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- Razred IIb - jako proSirenje mezangija (>25%), ali bez nodularne skleroze
(Kimmelstiel-Wilsonove lezije) ili globalne glomeruloskleroze u vise od 50%
glomerula.

- Razred IIl - nodularna skleroza (Kimmelstiel-Wilsonova lezija): najmanje jedan
glomerul s nodularnim pove¢anjem mezangijalnog matriksa (Kimmelstiel-Wilson) bez
promjena opisanih u razredu IV. (Slika 5)

- Razred IV - uznapredovala dijabeticka glomeruloskleroza: glomerularna skleroza u
viSe od 50% glomerula s drugim klinickim ili patoloSkim dokazima da se skleroza moze

pripisati DN.

Osim ovih karakteristicnih glomerularnih znacajki, takoder su cCesto prisutne
intersticijska fibroza i tubularna atrofija (IFTA), intersticijska fibroza, arteriolarna hijalinoza i
arterioskleroza (21, 22). Nodularna glomeruloskleroza karakterizirana je prisustvom
eozinofilnih Kimmelstiel-Wilsonovih nodula na glomerularnoj periferiji i patognomonicna je

za DN, ali nazo¢na samo u 10-20% bolesnika s DN (22).

Slika 5. Primjer morfoloskih lezija u DN. Na slici je prikazan glomerul s
Kimmelstiel-Wilsonovim lezijama (strelice) - razred III. Iz zbirke Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC Split, susretljivos¢u Ane Dunatov, dr. med.
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1.2.3. Prognoza dijabeticke nefropatije

Klinicki ishodi dijabeticke bubrezne bolesti izuzetno su varijabilni. Hiperglikemija,
hipertenzija, pretilost, puSenje, rasa, muski spol, dislipidemija, dob 1 genetski ¢imbenici glavni
su ¢imbenici rizika za razvoj 1 progresiju DN (29). Osobe s dijabetesom koje razviju DN
izloZene su povecanom riziku od progresije KBB, kardiovaskularnim dogadajima i smrtnosti
(21). Kao sto je prethodno navedeno DN najcesci je uzrok zatajenja bubrezne funkcije — 30-
50% bolesnika (19). Ipak, rizik od smrtnosti (ve¢inom uslijed kardiovaskularnih dogadaja)

znatno je ve¢i od rizika progresije KBB u zavr$ni stupanj bubreznog zatajenja (29).

1.2.4. LijecCenje dijabeticke nefropatije

Specificno lijecenje bolesnika s DN moze se podijeliti u 4 glavna cilja: smanjenje
kardiovaskularnog rizika, kontrola glikemije, kontrola arterijskog tlaka i inhibicija RAAS-a.
Najvaznije komponente terapijskog pristupa u smanjivanju kardiovaskularnog rizika ukljucuju
terapiju hiperlipidemije i promjenu Zivotnih navika (prestanak pusenja, gubitak prekomjerne
tezine 1 povecanu tjelesnu aktivnost, smanjeni unos soli). Dobra kontrola glikemije (HbAlc <
7%) povoljno utjeCe na razvoj 1 progresiju DN i1 dokazana je brojnim klini¢kim ispitivanjima
(21). Kontrola arterijske hipertenzije (<130/80 mmHg) klju¢na je za smanjenje rizika progresije
KBB i kardiovaskularnog rizika. Potvrdeno je da za svakih 10 mmHg snizenog sistolickog
arterijskog tlaka postoji 17% manji rizik od smrtnosti, 11% smanjeni rizik kardiovaskularnih
dogadaja 1 17% manji rizik razvoja albuminurije (46). Lijekovi koji inhibiraju RAAS (ACE
inhibitori, blokatori angiotenzinskih receptora, antagonisti mineralokortikoidnih receptora)
pokazali su najveéu pojedinacnu ucinkovitost i kamen su temeljac u lijeCenju DN - smanjuju
albuminuriju, reguliraju arterijski tlak i smanjuju pojavnost i progresiju KBB (21). Od novih
terapija vazno je napomenuti inhibitore natrij-glukoznog ko-transporta 2 (SGLT2) koji su
relativno novi lijekovi odobreni za lijeCenje SeCerne bolesti ali sa znacajnim ufinkom na

smanjenje progresije DN (29).

1.3. PANEKSINI

Naziv paneksin izveden je iz grcke rijeci pan (potpun/posvuda) i latinske rijeci nexus

(spoj). Postoje tri izoforme paneksina: Panxl, Panx2 i1 Panx3 (47, 48). Paneksini Cine
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transmembranske kanale velikog promjera, povezujuci unutarstani¢ni 1 izvanstanicni prostor te
dopustajuci stani¢no otpustanje ATP-a u izvanstani¢ni milje, pa na taj nain igraju vaznu ulogu
u parakrinoj komunikaciji izmedu stanica (47, 49-51). Poznato je da je ATP glavna
izvanstanicna molekula u purinergi¢koj signalizaciji, a njegovo oslobadanje posredovano
kanalima gradenim od Panx1 igra vaznu ulogu u fizioloskim i patofizioloskim stanjima. Panx1
je izraZen u raznim tkivima i vrstama stanica ukljucuju¢i endotel, epitelne stanice, eritrocite,
trombocite, limfocite, adipocite, miSi¢e, mozak, slezenu, hrskavicu, kozu, jetru, bubrege,
mokra¢ni mjehur, pluca i debelo crijevo (51, 52). Panx2 najviSe je izrazen u srediSnjem
ziv€anom sustavu, a manje u drugim tkivima kao testis, bubreg i gastrointestinalni trakt (53).
Panx3 uglavnom je lokaliziran u koZzi, osteoblastima i hondrocitima (53). Panx1 i Panx3
lokalizirani su primarno na membrani stanice, dok je Panx2 najviSe izraZen u citoplazmatskom

odjeljku, Sto ukazuje na njegovu unutarstanicnu funkciju (53).

1.3.1. Struktura i funkcija

Paneksin 1 je transmembranski heptamerni glikoprotein. Svaki Panxl protomer
posjeduje Cetiri transmembranske domene, dvije izvanstani¢ne petlje, unutarstani¢nu petlju i
citosolne C- i N-krajeve (Slika 6). Smatra se da C-terminalni kraj inhibira aktivnost Panx1 po
principu kuglicnog i lancanog mehanizma (48). Do danas je predlozeno nekoliko razli¢itih
mehanizama koji reguliraju funkciju paneksinskih kanala. Pretpostavlja se da se paneksinski
kanali aktiviraju cijepanjem C-terminalnog kraja kanala koje je posredovano kaspazom,
mehani¢kim stresom, visokim unutarstani¢nim koncentracijama kalcija i al-adrenergi¢kom
stimulacijom (48, 53). Cijepanje Panx1 kaspazom je opisano kao mehanizam koji uzrokuje
trajno aktiviranje 1 povecanje propusnosti kanala, Sto dovodi do apoptoze stanice (54).

Panx1 su glikozilirani na izvanstani¢noj petlji i to je jedino identificirano mjesto
glikozilacije (Slika 6). N-glikozilacija olakSava promet, kontrolu kvalitete i savijanje proteina
Panx1 (54). Pokazalo se da sprjecavanje glikozilacije smanjuje ekspresiju na povrsini stanice.
Cini se da C-terminalni kraj takoder stupa u interakciju s mikrofilamentima aktina, koji

olakSavaju proces propustanja i stabiliziraju Panx1 na membrani (48).
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Slika 6. Struktura Panx1 podjedinice i heptamernog kanala. Izradio autor.

Panx1 formira anionski selektivni kanal koji omogucéuje prolaz iona i molekula
molekularne tezine do 1000 Da (47). Oni su ukljuceni u purinergicku signalizaciju kroz
otpustanje ATP-a iz stanica u razlicitim fizioloskim i patoloskim procesima (49, 50). ATP je
klju¢na izvanstani¢na signalna molekula, a njegovi hidroliti¢ki proizvodi adenozin difosfat,
adenozin monofosfat i adenozin su agonisti razli¢itih vaznih receptora kao §to su P2X i P2Y
receptori. Sedam je izoformi P2X-receptora od Cega pet izoformi (P2X1-4 1 P2X7) stupaju u
interakciju s paneksinima (53). To su kationski kanali selektivni za ione kalija, natrija i1 kalcija.
Aktivacija Panx1-P2X7 signalnog kompleksa je ukljuena u imunoloski odgovor i stanicnu
smrt (53). Smatra se da P2Y-Panx1 signalizacija sudjeluje u regulaciji aktivacije endotelnih
stanica u vaskularnoj upali regulaciji stani¢nog volumena (53). Poznato je da paneksinski kanali
sudjeluju u aktivaciji inflamasoma i oslobadanju proupalnih citokina, aktivaciji 1 migraciji
leukocita, te su ukljuceni u razlicite vrste stani¢ne smrti (apoptoza, piroptoza, autofagija) (52).

Zabiljezeno je da Panx1-P2X7 kompleks aktivira inflamasome (kao npr. NLRP3) u
mnogim tipovima stanica. Dva su glavna signala potrebna za aktivaciju inflamasoma. Signal 1
je posredovan citokinima iz okoline putem TNF, IL-1 1 Toll-like receptora, koji zatim putem
NF-«B puta reguliraju ekspresiju IL-18, kaspaze 1/11 i Nod-like receptore. Signal 2 je reguliran

preko Panx1-PX2 signalosoma te regulira sklapanje inflamasoma i obradu prekursora kaspaze
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1/11, IL-1B 1 IL18. Ovaj signal reagira na mehanicki stres, izvanstani¢ni ATP ili aktivaciju
sustava za otkrivanje liganda unutar citosola. Nakon aktivacije aktivnost kaspaze regulira
sazrijevanje 1 oslobadanje IL-1p 1 IL-18 (53, 55). Membranski protein Gasdermin D, koji se
takoder cijepa upalnim kaspazama 1/11, stvara pore kroz koje prolaze zreli IL1f, IL18 1 kaspaza
1/11. Stvaranje pora takoder remeti osmotski potencijal stanice, Sto rezultira upalnim oblikom

stani¢ne smrti poznatim kao piroptoza (53, 56). Opisana kaskada je prikazana na Slici 7.

SIGNAL 1

CITOKINI SIGNAL 2
LIGAND - I \./ ATP, KALU

R

‘ KASPAZA 1/11

|

NLRP3
PROKASPAZA
ASC

_INFLAMASOM

Slika 7. Shematski prikaz dva signalna puta kaskade aktivacije inflamasoma. Izradio autor.

Oslobadanje ATP-a preko kanala gradenih od Panx1 (Panxl-kanala) povezano je s
upalom na viSe razina. Na primjer, otpuStanje ATP-a putem Panx1-kanala neophodno je za
odgovarajuce ¢iS¢enje apoptotskih stanica (54). Aktivacija Panxl-kanala uzrokuje istjecanje
ATP-a, koji onda sluzi kao molekularni obrazac povezan s oste¢enjem tkiva (engl. damage-
associated molecular patterns, DAMP), aktivira urodeni imuni sustav u interakciji s receptorom
za prepoznavanje uzorka (engl. pattern recognition receptor; PRP) te pokrece upalu
regrutiranjem upalnih stanica na mjesto ozljede (48). OtpusStanje ATP-a regulirano je u akutnoj
upali i ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi preko TNFa. Takoder se pokazalo da TNFa putem

Panx1 pojacava ucinke kroni¢ne upale na endotelne stanice poticanjem sinteze IL-1f kroz put
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ovisan o kalciju 1 NF-xB (57). Osim navedenoga, jasno je opisana uloga Panx1 u regulaciji
akutne faze upale (putem oslobadanja ATP-a), kao 1 kroni¢ne faze upale (putem reguliranja
utoka Ca*?) (54).

Purinergi¢ko signaliziranje ima klju¢nu ulogu tijekom ishemijsko-reperfuzijske
ozlijede, budu¢i da se ATP oslobada iz apoptoti¢nih stanica, aktiviranog endotela, upalnih
stanica 1 nekroti¢nih stanica (54). Akumulacija ATP-a djeluje kao signal "pronadi me", koji
regrutira fagocite na mjesto ozljede promicuci kemotaksiju upalnih stanica ili aktivirajuéi
inflamasom NLRP3. Ovo potice otpustanje citokina kao §to su IL-1B 1 TNFa, koji reguliraju
fenotip vaskularnih stanica tijekom akutne sistemske upale te pojacavaju ishemijsko-
reperfuzijsku ozljedu poticanjem pretjeranog upalnog odgovora (54).

Nekoliko studija je pokazalo da Panxl ima ulogu u kontroli otpuStanja ATP-a iz
adipocita, §to je vazno za aktivaciju inzulinom induciranog unosa glukoze (58). Na temelju toga
se pretpostavlja da bi Panx1 mogao imati ulogu u patofiziologiji inzulinske rezistencije (47).

Brojne studije su pokazale da Panx1 osim svoje fizioloSke uloge posreduje i u razli¢itim
patoloskim procesima. Do sada je opisana uloga Panx1 u patogenezi brojnih bolesti kao §to su:
cerebrovaskularni inzult, multipla skleroza, epilepsija, migrena, ateroskleroza, hipertenzija,
infarkt miokarda, bakterijska upala, HIV 1 COVID 19 infekcija, akutno oStec¢enje bubrega,
karcinomi, itd. (48, 53, 54, 59-61).

S obzirom na njegovu ulogu u razli¢itim patofizioloskim putevima, Panx1 se sve viSe
razmatra kao cilj u terapijskim postupcima. Danas je poznato preko 30 inhibitora koji pokazuju
razli¢ite stupnjeve specificnosti prema paneksinima. Sastoje od blokatora tijesnih spojeva ili
transportera, mimetickih peptida, antagonista P2X7 receptora i antimalarika. Neki od njih su
dobro poznati kao meflokin, probenecid, trovafloksacin, karbenoksolon i spironolakton (48,

54),

1.3.2. Paneksin 1 i bubreg

Distribucija Panx1 opsezno je proucavana u misjem bubregu. Utvrdeno je da je prisutan
u apikalnom dijelu stanica bubreZnih tubula (ukljucujuéi proksimalni zavijeni kanali¢, tanki
silazni krak Henleove petlje i sabirni kanali¢), endotel bubreznih zila, glatke miSi¢ne stanice
bubreznih arterija, ukljuujuci aferentnu arteriolu, te u podocitima, bilo nativnim ili

kultiviranim (13, 62-64). Smatra se da Panx1 ima nekoliko funkcija u bubrezima kao $to su
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kontrola vaskularne funkcije te transport tekucine i elektrolita kroz epitelne stanice tubula (13).
Osim toga, predloZena je i uloga Panx1 u kontroli arterijskog tlaka nakon $to je nedavna studija
dokumentirala ulogu Panx1 u regulaciji lucenja renina (65).

Proucavana je njihova uloga u razvoju akutne ozljede bubrega (AOB), a farmakolosko
ciljanje Panx1 kanala je sprjecilo tubularnu ozljedu u razli¢itim modelima AOB kod miSeva
(61, 63, 66). Epitelne stanice bubreznih tubula izuzetno su osjetljive na intrinzi¢ni oksidativni
stres, osobito tijekom reperfuzijske faze ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Ishemijsko-
reperfuzijska ozljeda glavni je uzrok AOB kod hospitaliziranih bolesnika. Takoder je 1 jedna
od komplikacija Secerne bolesti koja moze dovesti do KBB. Aktivacija Panx1-kanala posreduje
otpustanje ATP i pospjesuje aktivaciju inflamasoma NLRP3, otpustanje upalnih citokina i
ostec¢enje bubrega. Aktivacija inflamasoma NLRP3 povezana je s upalom i oSte¢enjem bubrega
kod AOB izazvane ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom (67). Na temelju tih rezultata smatra
se da bi suzbijanje aktivacije inflamasoma NLRP3 izazvane kaspazom-11 moglo bi imati
korisne ucinke u ublazavanju AOB (67). Tijekom AOB tubul nije samo klju¢no mjesto ozljede,
ve¢ 1 vazan izvor upalnih citokina koji su glavna odrednica ozljede i oporavka (54). Na mi§jem
modelu AOB je dokazano da inhibicija Panx1 smanjuje sintezu IL-1pB, IL-6 1 TNF-a, kao 1
apoptozu tubularnih stanica (61).

Vecina podataka o fizioloskoj i patofizioloskoj ulozi Panx1 u bubrezima dobivena je
proucavanjem misjih modela. Samo jedna studija je proucavala ekspresiju Panx1 u ljudskom
bubregu, u pacijenata s AOB uzrokovane sepsom (61). Medutim, detalji o stani¢noj distribuciji
Panx1 u ljudskom bubregu nisu poznati. Stovise, ekspresija Panx1 u embrionalnom razvoju
ljudskog bubrega nije do sada proucavana. Osim toga, nema podataka o ekspresiji Panx1 u
bubrezima dijabetiCara, jer do danas niti jedna studija nije istraZivala ulogu paneksina u
oSte¢enju glomerula i tubula tijekom dijabetesa kod ljudi.

S obzirom da je ranije prikazana uloga inflamasoma NLRP3 u oSte¢enju bubrega kod
dijabeti¢ara, mozemo pretpostaviti da bi suzbijanje njegove aktivacije imalo korisne ucinke u
lijeenju DN. Jedan od nacina je i djelovanjem na inhibiciju Panx1 kanala, s obzirom da su

vazni u aktivaciji NLRP3.
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2. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



S obzirom na prethodna istrazivanja za pretpostaviti je da:

Izrazaj Panx1 u razli¢itim fazama razvoja bubrega ljudskih zametaka ima vaznu ulogu

tijekom razvoja bubrega kod covjeka.

Seéerna bolest utjeCe na izrazaj i distribuciju Panx1 u bubrezima.

Promjene izrazaja Panx1 u bubregu uzrokovane Se¢ernom boleS¢u povezane su sa

stupnjem oStecenja bubrega.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA



S obzirom na prethodne hipoteze ciljevi su:
1. Istraziti stani¢nu distribuciju Panxl u ljudskom bubregu tijekom embrionalnog
razvoja 1 ranog fetalnog razdoblja, u ranom postnatalnom razdoblju te u bubregu

odraslih osoba.

2. Utvrditi utjecaj Secerne bolesti na izrazaj i distribuciju Panx1 u bubregu covjeka, a

Sto bi moglo ukazati na njegovu ulogu u patogenezi dijabeticke nefropatije.

3. Utvrditi postoji li povezanost izrazaja Panx1 u bubregu bolesnika sa Seernom

bolescu i stupnja oStecenja bubrega.
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4. MATERIJALI I METODE



4.1. Nabava i obrada tkiva

Ljudski zametci dobiveni su s Klinike za zenske bolesti i porode te Zavoda za patologiju
nakon spontanih pobacaja ili izvanmaterni¢ne trudnoce 1 obradeni uz odobrenje Povjerenstva
za etiku 1 lijekove KBC-a Split (razred: 003-08/16-03/0001, broj odobrenja: 2181-198-03-04-
16-0024), u skladu s HelsinSkom deklaracijom (68). LoSe o¢uvani uzorci su odbaceni. Starost
zametaka procijenjena je na temelju vanjskih mjerenja (duljina tjeme - trtica) 1 Carnegiejevih
stadija (69). Prikupljeno je ukupno 6 normalnih ljudskih zametaka izmedu 5. 1 10. tjedana
razvoja, a postnatalno tkivo prikupljeno je prilikom autopsije zdravog 1.5-godi$njeg djeteta.
Uzoreci su fiksirani u 4% puferiranom formalinu u fosfatno puferiranoj fizioloskoj otopini (engl.
phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4).

Takoder smo analizirali bubrege 41 bolesnika koji su podvrgnuti nefrektomiji zbog
karcinoma bubrega u posljednje tri godine u KBC-u Split - 21 bolesnik sa Se¢ernom boles¢u
tipa 2 1 20 bolesnika bez dijabetesa. Zdravo tkivo u blizini karcinoma je odvojeno 1 fiksirano
uranjanjem u puferirani 4% formalin. Laboratorijski podaci u vrijeme nefrektomije dobiveni su
1z bolnicke dokumentacije. Za istrazivanje je dobiveno odobrenje Etickog povjerenstva KBC-

a Split (klasa: 500-03/21-01/158, broj odobrenja: 2181-147/01/06/M.S.-21-02).

4.2. Imunohistokemijski postupak

Uzorci tkiva i embrija isprani su nekoliko puta u PBS-u, dehidrirani u otopinama etanola
1 utopljeni u parafin, standardnim postupkom. Parafinski blokovi su izrezani u popre¢noj ravnini
(5 um), a rezovi su postavljeni na stakalca.

Rezovi su zatim deparafinizirani u ksilenu 1 rehidrirani koriStenjem otopina etanola u
vodi opadajucih koncentracija i isprani destiliranom vodom. Otkrivanje antigena postignuto je
zagrijavanjem u puferu natrijeva citrata (pH 6,0) kroz 30 minuta u parnom kuhalu. Stakalca su
zatim ohladena na sobnu temperaturu, isprana u PBS-u i inkubirana s blokiraju¢im puferom
(ab64226, Abcam, Cambridge, UK) tijekom 20 minuta. Blokiraju¢i pufer je uklonjen i nanesena
je kombinacija primarnih protutijela (Tablica 1) razrijedena u PBS-u. Rezovi su su inkubirani
s primarnim protutijelima preko no¢i u vlaznoj komori. Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su
inkubirani 1 sat u vlaznoj komori s odgovaraju¢om kombinacijom sekundarnih protutijela

(Tablica 1).
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Tablica 1. KoriStena primarna i sekundarna protutijela.

Protutitijelo Sifrabr.  Domaéin Razrjedivanje Izvor
Anti-pannexin ABN242  Kuni¢ 1:300 Merck KGaA,
1/PANX1 Darmstadt,
Germany
Anti-nephrin (B-12)  sc- Mis 1:50 Santa Cruz
377246 Biotechnology
Inc., Santa
Primarna Cruz, CA,USA
Anti-Aquaporin sc-25287 Mis 1:50 Santa Cruz
1/AQP1 (B-11) Biotechnology
Inc., Santa
Cruz, CA,USA
Anti-Aquaporin sc- Mis 1:50 Santa Cruz
2/AQP2 (E-2) 515770 Biotechnology
Inc., Santa
Cruz, CA,USA
Anti-Renin [7D3- ab134783 Mis 1:50 Abcam,
E3] Cambridge,
UK
Anti-Smooth MO0851 Mis 1:300 Dako,
Muscle Actin Glostrup,
Denmark
Fluorescein labeled ~ FL-1031 - 1:400 Vector
Dolichos Biflorus Laboratories
Lektini agglutinin (DBA) Ltd.,
Peterborough,
UK
Fluorescein labelled FL-1321 - 1:400 Vector
Lotus Laboratories
Tetragonolobus Ltd.,
lectin (LTL) Peterborough,
UK
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Alexa Fluor®488 715-545- Magarac 1:400 Jackson

AffiniPure Anti- 150 Immuno

Mouse 1gG (H+L) Research
Laboratories,
Inc.,
Baltimore, PA,
USA

Sekundarna  Alexa Fluor®488 711-545- Magarac 1:400 Jackson

AffiniPure Anti- 152 Immuno

Rabbit 1gG (H+L) Research
Laboratories,
Inc.,

Baltimore, PA,

USA
Rhodamine Red™-  715-295- Magarac 1:400 Jackson
X (RRX) AffiniPure 151 Immuno
Anti-Mouse IgG Research
(H+L) Laboratories,
Inc.,

Baltimore, PA,

USA
Rhodamine Red™-  711-295- Magarac 1:400 Jackson
X (RRX) AffiniPure 152 Immuno
Donkey Anti-Rabbit Research
IgG (H+L) Laboratories,
Inc.,
Baltimore, PA,
USA

Rezovi su zatim isprani u PBS-u i jezgre su obojene s 4'6'-diamidino-2-fenilindolom
(DAPI). U slucaju dvostrukog bojenja s lektinima, odgovaraju¢i lektin (Lotus Tetragonolobus
lektin - LTL ili Dolichos Biflorus aglutinin - DBA) je primijenjen prije bojenja jezgara i
inkubiran u tamnoj vlaznoj komori na sobnoj temperaturi tijekom 1 sata, ispran u PBS-u i jezgre

su nakon toga obojene DAPI-jem. Nakon konacnog ispiranja destiliranom vodom, stakalca su
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pokrivena (Immumount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). Isklju¢ivanje primarnog protutijela

iz postupka rezultiralo je izostankom bojenja u tkivu.

4.3. Prikupljanje i analiza podataka

Obojeni rezovi pregledani su i fotografirani mikroskopom BXS51 (Olympus, Tokio,
Japan) opremljenim hladenom digitalnom kamerom (DS-Ri2; Nikon, Tokio, Japan) pomocu
softvera NIS-Elements F. Koristeni objektivi bili su: UPLFLN4X, UPLFLN10X2,
UPLFLN40X i UPLFLN100XO2 (svi Olympus, Tokyo, Japan). Zelene granularne nakupine
protumacene su kao pozitivna Panxl imunoekspresija; osim u slucaju ko-lokalizacije s
lektinima (LTL 1 DBA) 1 reninom, gdje su crvene granularne nakupine protumacene kao
pozitivna Panxl imunoekspresija. Kako bi se kvantificirala Panx imunoekspresija u
glomerulima bubrega dijabeticnih 1 nedijabetinih pacijenata, analizirana su vidna polja
snimljena pri objektivnom povecanju od 40x i konstantnom vremenu izlaganja (za analizu
glomerula), a za analizu tubularno-intersticijalnog odjeljka, koriSten je x20 objektiv za snimanje
10 nepreklapajucih polja koja su sadrzavala kortikalne tubule. Svako polje ¢inilo jednu sliku.

Mikrofotografije su obradene i analizirane pomocu softvera ImagelJ (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, SAD). Crveni protusignal oduzet je od slika sa zelenim bojanjem.
Primijenjen je filtar medijana s radijusom od 5,0 piksela za glomerule 1 7,0 piksela za podrucje
tubula/intersticija, a grani¢ni prag odreden je pomocu algoritma za odredivanje praga
"Triangle". Postotak fluorescencije u podru¢ju odreden je pomocu funkcije Analyze Particles.
Za analizu glomerula, pojedine strukture su ru¢no ocrtane i izolirane pomoc¢u programa Adobe
Photoshop (Adobe Inc., San Jose, Kalifornija, SAD), dok je cijelo podrucje slike koristeno za
analizu odjeljka tubula/intersticija. Zatim su fotografije obradene kako je gore opisano i
izraCunat je postotak povrSine udjela u glomerulima/tubulima. Za potrebe prezentacije

napravljeno je oduzimanje pozadine i1 kontrastiranje.

4.4. Statisticka analiza

Normalnost distribucije podataka procijenjena je Kolmogorov-Smirnovljevim testom.

Mann-Whitneyjev test koriSten je za usporedbu razlika izmedu skupina pacijenata. Za
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utvrdivanje korelacije izmedu varijabli koriSten je Spearmanov korelacijski test. Izracuni su
provedeni koriStenjem Statistical Package for Social Science (SPSS, verzija 23.0). P-vrijednost
manja od 0,05 smatrana je znacajnom.

Izracun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koriStenjem mreznog programa koji se

nalazi na mreznoj stranici http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/. Za izracun su koriSteni

preliminarni podaci iz pilot pokusa na Sest uzoraka dobiveni analizom fotografija kore bubrega
za izrazaj Panx1 u glomerulima, sa sljede¢im parametrima; mul = 12,3, mu2 = 6,8, sigma =

4,2, power = 80%, p = 0,05, pri ¢emu je dobivena najmanja potrebna veli¢ina uzorka n = 10.

32



5. REZULTATI



5.1. BubreZna ekspresija Panx1 u ljudskom bubregu tijekom embrionalnog i ranog

fetalnog razvoja.

5.1.1. Sesti do sedmi tjedan razvoja

Ispitali smo bubreznu ekspresiju Panxl tijekom embrionalnog i ranog fetalnog
razdoblja. Tijekom 6. tjedna razvoja u urogenitalnom naboru mogu se vidjeti mezonefricke
strukture (mezonefricki glomeruli 1 tubuli) (Slika 9a). Ekspresija Panxl pronadena je u
mezonefrickim glomerulima i mezonefrickim tubulima, dok su aSMA-pozitivne (engl. Alpha-
Smooth Muscle Actin; aSMA) stanice videne u stijenkama krvnih Zila unutar glomerula. Osim
toga, snazna Panx1 imunoreaktivnost uocena je u paramezonefrickom kanalu (Slika 9b). Panx1
imunofluorescencija bila je prisutna u aSMA-imunoreaktivnim stanicama (Slika 9c).

Na prijelazu iz 6. u 7. embrionalni tjedan, obje mezonefricke strukture (glomeruli i
mezonefri¢ni kanal) te metanefriCke strukture vide se u neposrednoj blizini (Slika 9d). Jaka
Panx1 imunoreaktivnost pronadena je u mezonefriCckim tubulima i mezonefrickom kanalu
(Slika 9d-f). PanxI-imunoreaktivne stanice vidljive su u pupoljku uretera u metanefrosu i u
ampulama, dok se aSMA-pozitivne stanice nalaze u krvnim zilama (Slika 9g-i).

U 7. tjednu razvoja u metanefrickim strukturama uoCena je snazna Panxl
imunoreaktivnost u pupoljku uretera u razvoju, dok u metanefrickoj caSici Panxl

imunoreaktivnost nije nadena (Slika 9k-1).

34



Slika 9. Ekspresija Panx1 tijekom 6. do 7. tjedna razvoja ljudskih bubrega. Tijekom 6.

tjiedna razvoja u urogenitalnom naboru — ur (a) mogu se vidjeti mezonefricke strukture

(glomeruli — g, mezonefricki tubuli — mr). Ekspresija Panx1 pronadena je u mezonefrickim
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glomerulima — g 1 mezonefrickim tubulima — mz (strelice), dok su aSMA pozitivne stanice
videne u stijenkama krvnih zila unutar glomerula. Takoder, snazna Panx1 imunoreaktivnost
pronadena je u paramezonefrickom kanalu (pd); povecanje panela a (b). Pojedinosti o
pozitivnosti Panx1 i aSMA (vrhovi strelica) mogu se vidjeti na povecanju panela b (c). Na
prijelazu iz 6. u 7. embrionalni tjedan 1 mezonefricke strukture (glomeruli — g, mezonefricki
tubuli — mt) i metanefricke (MN) strukture mogu se vidjeti u neposrednoj blizini (d). Jaka Panx1
imunoreaktivnost (strelice) pronadena je u mezonefrickim tubulima (mf) 1 mezonefrickom
kanalu — md; povecanje panela d (e) i panela e (f). Panx1 pozitivne stanice (strelice) mogu se
vidjeti u metanefrickom ureteralnom pupoljku (ub), ampulama (a) dok se aSMA-pozitivne
stanice (strelica) vide u krvnim zilama - bv (g). Povecanje panela g (h). Povecanje ureterickog
pupoljka (ub) sa slike g (i). U 7. tjednu razvoja vide se metanefros i gonada (go) (j). Od
metanefrickih struktura, opazena je snazna Panx1 imunoreaktivnost (strelice) u ureteriCkom
pupoljku u razvoju (ub), dok je metanefricka ¢aSica (mc) bila negativna (k). Povecanje panela

k (1)

5.1.2. Osmi do deseti tjedan razvoja

U 8. tjednu razvoja, paramezonefri¢ki kanal 1 mezonefricki kanal mogu se vidjeti na
lateralnoj strani gonade u razvoju (Slika 10a). Ekspresija Panxl bila je prisutna 1 u
paramezonefrickim 1 mezonefrickim kanalima (Slika 10b), iako u manjoj mjeri nego u ranijim
razvojnim fazama (Slika 2b). Osim toga, ekspresija Panx1 takoder je pronadena u ureteri¢cnom
pupoljku metanefrosa (Slika 10c). Imunoreaktivnost Panxl bila je rijetka u bubreznom
mjehuri¢u (Slika 10d), prisutna u nefronu u obliku zareza (Slika 10e) ali znacajno niza u
usporedbi s uretericnim pupoljkom (Slika 10f).

Panx1 imunoreaktivnost primijecena je u epitelnim stanicama Bowmanove kapsule.
Osim toga, pronasli smo kolokalizaciju Panx]l s aSMA u krvnim Zilama glomerularnog
vaskularnog pola tijekom razvoja, kao i u ekstraglomerularnim krvnim zilama (Slika 10g-i).
Tijekom 8. tjedna ekspresija Panx1 bila je izraZenija u Lotus tetragonolobus lektin (LTL)-
negativnim tubulima, a tijekom tog razdoblja bila je manja u LTL-pozitivnim tubulima (Slika
11). Tijekom ranog fetalnog razdoblja, u 10. tjednu razvoja, jaka imunoreaktivnost Panx1
nadena je u svim LTL-pozitivnim 1 -negativnim tubulima i u aSMA-imunoreaktivnim krvnim
zilama vaskularnog glomerularnog pola i ekstraglomerularnim krvnim Zilama (Slika 10k-o;

Slika 10., 11).
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Slika 10. Ekspresija Panx1 tijekom 8. do 10. tjedna razvoja ljudskog bubrega. U 8.
razvojnom tjednu vidljivi su paramezonefri¢ki kanal (pd) i mezonefricki kanal (md) na
lateralnoj strani gonade u razvoju (go) (a). Ekspresija Panxl bila je prisutna i u
paramezonefrickom kanalu (pd) 1 u mezonefrickom kanalu (md) (b). Osim toga, ekspresija
Panx1 takoder je pronadena u uretericnom pupoljku (ub) metanefrosa (c). Imunoreaktivnost
Panx1 nije bila prisutna u bubreznom mjehuricu - rv (d), ali je nadena u nefronu u obliku zareza
- ¢ (e) 1 uretericnom pupoljku (f). Panx1 imunoreaktivnost (strelice) uocena je u epitelnim
stanicama Bowmanove kapsule - BCe, a takoder i kolokalizirana s aSMA (strelice) u krvnim
zilama vaskularnog glomerularnog pola (vp) 1 u ekstraglomerularnim krvnim Zilama u razvoju
(g-1). U 10. tjednu razvoja (j), snazna Panx1 imunoreaktivnost nadena je u svim tubulima i u
aSMA-imunoreaktivnim  krvnim  Zilama  vaskularnog  glomerularnog  pola 1
ekstraglomerularnim krvnim Zzilama (k-o); MN - metanefros; mc - metanefricna caSica; g -

glomerul.

5.1.3. Lotus tetragonolobus lektin - vezanje tijekom embrionalnog i ranog fetalnog
razvoja i njegova kolokalizacija s ekspresijom Panx1

Slabo vezanje LTL-a, biljega za proksimalne tubule, uo¢eno je ve¢ u 6. tjednu razvoja
mezonefrickih struktura u mezonefrickim tubulima (Slika 11a,d). Imunoreaktivnost Panx1
takoder je pronadena u paramezonefrickom kanalu (Slika 11a). U tjednima 6-7, vezanje LTL-a
primijeceno je u mezonefrickim tubulima, gdje se kolokalizirao s Panx1, ¢ija je ekspresija
takoder pronadena u mezonefrickim glomerulima (Slika 11b,e). U 7. tjednu, Panx1 je bio
snazno pozitivan u metanefrickim sabirnim kanalima, gdje je kolokalizirao s intenzivnom LTL
imunofluorescencijom (Slika 11c¢,f). Jaca i konzistentnija LTL imunofluorescencija pronadena
je u kasnijim fazama (8. do 10. D.W.) 1 kolokalizirana je s ekspresijom Panx1 u 7. 1 10.

razvojnom tjednu (Slika 11g-1).
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Slika 11. Vezanje Lotus tetragonolobus lektina (LTL) u bubregu tijekom embrionalnog i

ranog fetalnog razvoja i njegova kolokalizacija s ekspresijom Panxl1. Tijekom 6. tjedna
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razvoja u urogenitalnom naboru - ur vide se mezonefricke strukture (glomeruli - g,
mezonefrijski tubuli - mf); slabo vezanje LTL (zeleno; vrhovi strelica) uoc¢eno je u mt; Panx1
(crveno) bio je pozitivan u paramezonefrickom kanalu (pd) (a). U 6-7. tjednu razvoja Panx1 je
eksprimiran u mezonefrickim glomerulima - g i mezonefrickim tubulima - m¢ (strelice), dok je
vezanje LTL (vrhovi strelica) opazeno u mt (b). U 7. tjednu u metanefrosu Panx1 bio je snazno
pozitivan u sabirnim kanali¢ima (cd). Povecanje panela a (d). Povecanje panela b (e). Povecanje
panela c (f). Jaca i konzistentnija LTL imunofluorescencija pronadena je u kasnijim stadijima
(8.-10. razvojni tjedan) - vrhovi strelica - 1 kolokalizirana je s ekspresijom Panxl u 7. 1 10.

tjednu razvoja - strelice (g-1). Povecanje panela g (j). Povecanje panela h (k). Povecanje panela

i ().

5.2. BubreZna ekspresija Panx1 u postnatalnom ljudskom bubregu

U bubreznom korteksu najintenzivnija Panxl imunoreaktivnost primije¢ena je u
tubularnim strukturama. Iako manje gustoce, Panx1 imunoreaktivne tockice takoder su videne
u glomerulima. U razli¢itim dijelovima bubrezne srzi, intenzitet imunoreaktivnosti Panx1
varirao je od vrlo jake do slabe ovisno o vrsti tubularnih struktura, a ¢inilo se da je nema u
miSi¢nom sloju krvnih zila. Studijom dvostruke imunohistokemije potvrdili smo postojanje
ekspresije Panx1 u razli¢itim populacijama bubreznih stanica u postnatalnom ljudskom bubregu
(Slike 121 13).

Kolokalizacija s LTL vezanjem otkrila je ekspresiju Panx1 u proksimalnim tubulima
ljudskog bubrega (Slika 12a-c). Iako slaba, Panx1 imunoreaktivnost takoder je pronadena u
odredenim stanicama distalnih tubula, kao §to je prikazano kolokalizacijom s vezivanjem DBA
(Slika 12d-f). Osim toga, dvostruka imunohistokemija s akvaporinom 1 (AQP1) otkrila je
ekspresiju Panxl u silaznim tankim krakovima Henleove petlje (Slika 12g-i). Medutim,
najintenzivnija ekspresija Panx1 u meduli pronadena je u stanicama sabirnih kanali¢a, $to je
prikazano kolokalizacijom s imunoreaktivno$¢u akvaporina 2 (AQP2) (Slika 12j-1). Osim toga,
Panx1 imunoreaktivnost kolokalizirana s AQP2 takoder je pronadena u kortikalnim sabirnim
kanalima (Slika 12m-o).

U postnatalnim glomerulima pronasli smo Panx1 imunoreaktivnost u podocitima koji
su imunoreaktivni na nefrin (Slika 13a-c), iako je ista bila mnogo manje izrazena u usporedbi s

ekspresijom u tubularnim strukturama. Osim toga, pronasli smo snaznu ekspresiju Panx1 u
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stanicama imunoreaktivnim na renin (Slika 13d-f). Medutim, za razliku od embrionalnog 1
ranog fetalnog razdoblja, nismo pronasSli ko-lokalizaciju izmedu Panxl 1 aSMA
imunoreaktivnosti u postnatalnom ljudskom bubregu, ni u kortikalnim krvnim Zzilama u
vaskularnom glomerularnom polu (Slika 13g-1), ni u velikim arterijama (Slika 13j-1), ni u
medularnim krvnim zilama (Slika 13m-o0). Umjesto toga, Panx1 imunoreaktivnost ponekad je

bila prisutna u endotelu (Slika 13g-0).
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Slika 12. Ekspresija Panx1 u razli¢itim tubularnim segmentima postnatalnog ljudskog
bubrega. Dvostruka imunohistokemija koriStena je za lokalizaciju ekspresije Panxl u
razli¢itim segmentima nefrona. Lijevi panel - Panx1 (a,d,g,j,m). Srednji panel - biljezi
tubularnih segmenata (b,e,h,k,n): LTL - Lotus tetragonolobus lektin, biljeg za proksimalne
tubule (b); DBA - Dolichus biflorus aglutinin, biljeg za distalne tubule (e); AQP1 -
Aquaporin 1, biljeg za stanice tankog silaznog kraka Henlyjeve petlje (h); AQP2 -
Aquaporin 2, biljeg za sabirne kanali¢e (u meduli i kortikalnim sabirnim kanali¢ima) (k,n).
Desni panel - oboje (Panx1 1 specifi¢ni biljeg) preklopljeno s nuklearnim DAPI bojanjem

(c,f,1,1,0). Strelica - pozitivna imunoekspresija; vrhovi strelica — ko-lokalizacija.
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Slika 13. Glomerularna i vaskularna ekspresija Panx1 u postnatalnom ljudskom
bubregu. Dvostruka imunohistokemija koriStena je za lokalizaciju ekspresije Panxl u
podocitima, stanicama koje proizvode renin i1 vaskularnim glatkim miSiénim stanicama.
Lijevi panel - Panx1 (a,d,g,j,m). Nefrin - biljeg za podocite; aSMA - alfa glatki aktin, biljeg
za glatke miSi¢ne stanice krvnih Zila (ovdje u stjenci Zile). Srednji panel - specifi¢ni biljezi
za podocite, stanice koje proizvode renin ili glatke miSiéne stanice (b,e,h,k,n). Desni panel
- oboje (Panx1 1 specifi¢ni biljeg) preklopljeno s nuklearnim DAPI bojanjem (c,f,1,1,0).

Strelica - pozitivna imunoekspresija; vrhovi strelica — ko-lokalizacija.

5.3.  Ekspresija Panx1 u dijabetickim i nedijabetickim uzorcima bubrega

Analizirani su uzorci bubrega 41 bolesnika (29 muskaraca 1 12 Zena) (Tablica 2). Kod njih
21 potvrden je dijabetes tipa 2, dok ih 20 nisu bili dijabeticari. Prosje¢na dob bolesnika bila je
66,7 = 9,3 godine (44-89). Kreatinin u serumu prije operacije bio je 103,4 + 42,2 umol/I (50-
250 pmol/l). U skupini dijabeticara bilo je 13 muskaraca i 8 Zena; srednja dob bila je 68,6 + 9,9
godina (49-89) sa serumskim kreatininom od 107,3 £+ 54,2 pumol/l (61-250 pmol/l). U skupini
bez dijabetesa bilo je 14 muskaraca i 5 Zena, prosjecna dob bila je 64,4 + 8,8 godina (44-75), a
srednja prijeoperacijska vrijednost kreatinina u serumu bila je 99,6 = 27,8 umol/l (50-164
mol/l). Nismo pronasli statisti¢ki znacajnu razliku u serumskom kreatininu (p=0,66) ili dobi

(p=0,202) izmedu skupina.

Tablica 2. Dob, spol, kreatinin u serumu 1 ekspresija Panx1 u glomerulima 1 tubulima

N N Dob Kreatinin Panx 1 Panx 1
Muskarci Zene (godine) (umol/1) % % povrsine
povr§ine  tubulointersticija
glomerula
Svi 29 12 66,7£9,43 103,4+422 8,53+6,89 2,67+1,16
(44-89) (50-250) (1,94- (0,85-1,13)
41,33)
Nedijabeticari 16 4 64,4£8,8  99,6+27,8  7,57£5,13 2,5+0,99
(44-75) (50-164) (2,01- (0,85-8,13)
34,2)
Dijabeticari 13 8 68,6£9,9 107,3+54,2 9,45+8,13 2,82+1,3
(49-89) (61-250) (1,94- (0,9-6,54)
41,33)
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Analizirano je 410 glomerula (210 dijabetiCara 1 200 nedijabeti¢ara) (Slika 14).
Ekspresija Panx1 bila je viSa u glomerulima (9,45+8,13% naspram 7,57+5,13%) i
tubulointersticiju (2,82+1,3% naspram 2,5+0,99%) dijabeticara, ali bez statistic¢ke znacajnosti
(p=0,828 1 p=0,056, odnosno) (Tablica 2). Pronasli smo statisti¢ki znacajnu pozitivnu korelaciju
izmedu ekspresije Panx]l u glomerulima 1 kreatinina u serumu (rho=0,162, p=0,002) te
ekspresije Panx1 i dobi bolesnika (rho=0,151, p=0,003) (Tablica 3). U podskupini bolesnika sa
Sec¢ernom boles¢u ta korelacija s kreatininom (rho=0,265, p<0,001) i dobi (rho=0,227, p<0,001)
bila je jo§ izrazenija. U bolesnika bez dijabetesa nije bilo statisticki znacajne korelacije izmedu
ekspresije Panx1 u glomerulima i kreatinina u serumu (p=0,914) niti s dobi (p=0,384).

S druge strane, nismo pronaSli statisticki znacajnu korelaciju izmedu
tubularne/intersticijske ekspresije Panx1 i kreatinina u serumu (p=0,543), ali je postojala
statistiCki znacajna pozitivna korelacija izmedu tubularne/intersticijske ekspresije Panx1 i dobi
(rho=0,105, p=0,044). U podskupini bolesnika sa Se¢ernom boleS¢u nije nadena korelacija s
kreatininom (p=0,963), ali je postojala statisticki jo$ izraZenija znacajna pozitivna korelacija s
dobi (rho=0,162, p=0,003). U bolesnika bez dijabetesa nismo pronasli statisti¢ki znacajnu
korelaciju izmedu tubularno/intersticijske ekspresije Panx1 i kreatinina u serumu (p=0,344) ili

s dobi (p=0,089).

Tablica 3. Spearmanov koeficijent korelacije ekspresije Panx1 u glomerulima i tubulima s
dobi bolesnika i kreatininom u serumu.

Panx 1 Panx 1
% povrsine % povrsine
glomerula  tubulointersticij
Svi Dob 0,151 0,105
p =0,003 p = 0,044
Kreatinin 0,162 -0,033
p = 0,002 p=0,543
Nedijabeticari  Dob 0,065 0,089
p=0,384 p=0,249
Kreatinin 0,008 -0,071
p=0914 p=0,344
Dijabeticari Dob 0,227 0,213
p <0,001 p=10,003
Kreatinin 0,265 0,004
P < 0,001 p=0,963
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Slika 14. Ekspresija paneksina 1 u glomerulima i tubulima dijabeti¢ara i bolesnika
bez dijabetesa. Bubrezni rezovi obojeni su imunohistokemijski pomocu anti-Panx1 —
antitijela (zeleno). a) glomerul bolesnika bez dijabetesa s normalnim kreatininom; b) tubuli
istog bolesnika; ¢) glomerul dijabeti¢ara s normalnim kreatininom; d) tubuli istog bolesnika
e) glomeruli dijabetiCara s povisenim kreatininom; f) tubuli istog bolesnika. Vrhovi strelica

— ekspresija Panx1 u glomerulima; strelice — izrazaj Panx1 u tubulima.
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6. RASPRAVA



Medustani¢na komunikacija putem tijesnih spojeva 1 parakrinih ATP signalnih putova
igra vaznu ulogu u normalnoj morfogenezi i funkciji razlicitih organskih sustava (70-72).
Unato¢ intenzivnim istrazivanjima uloge medustani¢éne komunikacije preko koneksinskih
kanala u razvoju bubrega, nema podataka o ekspresiji i ulozi paneksina u embrionalnom i
fetalnom razvoju, posebice u ljudskom embriju. Prethodne studije pokazale su da prostorno-
vremenska promjena u ekspresiji stani¢ne proliferacije i biljega apoptoze, nekih intermedijarnih
filamenata i faktora rasta tijekom normalnog razvoja bubrega ovisi o stadiju (bubrezni mjehuri¢,
tjeleSce u obliku slova S, stadij kapilarne petlje, bubrezno tjelesce) (73-76). Stoga je cilj ove
studije bio istraziti prostorno-vremensku ekspresiju Panxl u ljudskom bubregu tijekom

embrionalnog i ranog fetalnog razvoja.

Tijekom 6. tjedna embrionalnog razvoja pronasSli smo ekspresiju Panxl u
mezonefrickim glomerulima 1 mezonefrickim tubulima. Na prijelazu iz 6. u 7. tjedan
embrionalnog razvoja utvrdena je snazna Panx1 imunoreaktivnost u mezonefrickim tubulima i
mezonefriCkom kanalu. Osim toga, Panx]l imunoreaktivne stanice mogle su se vidjeti u
metanefrickom pupoljku uretera 1 ampulama.

U 7. tjednu razvoja u metanefrosu, opazena je snazna Panxl imunoreaktivnost u
mokrac¢ovodnom pupoljku u razvoju, dok u metanefrickoj kapi Panx1 imunoreaktivnost nije
pronadena. Prisutnost Panx]l u mokra¢ovodnom pupoljku, koji potjeCe iz mezonefrickog
kanala, sugerira da bi mokra¢ovodni pupoljak takoder mogao koristiti purinergicke signale za
induciranje metanefrogenog mezenhima na nefrogenezu (formiranje metanefrickog mjehurica).
U prilog ovoj teoriji, Hillman i suradnici (77) otkrili su u mi$jim bubrezima u razvoju da je
jedan od purinergickih signalnih receptora - P2X7 - izraZzen na dan E13 u kondenziraju¢em
mezenhimu uz ureteralni pupoljak, dok grane ureteralnog pupoljka, tjelesca u obliku slova S,
primitivni glomeruli 1 proksimalni tubuli nisu ispoljavali P2X7, §to ukazuje da je kondenzirajuci
mezenhim metanefricke ¢asice sposoban odgovoriti na purinergicke signale.

U 8. tjednu razvoja, ekspresija Panx1 je takoder pronadena u mokra¢ovodnom pupoljku
u metanefrosu, kao 1 u bubreznom mjehuri¢u 1 nefronu u obliku zareza. Osim toga,
imunoreaktivnost Panx1 primijecena je u epitelnim stanicama Bowmanove kapsule. U skladu
s prethodnim nalazima, moglo bi se sugerirati da bi purinergicko signaliziranje u pupoljku
uretera moglo biti vazno za epitelno-mezenhimsku transformaciju tijekom indukcije bubreznih
vezikula. Kasnije, kada se dosegne epitelni fenotip stanica metanefrickih tubula, one takoder

pocinju ispoljavati Panx1 1 potencijalno mogu doprinijeti purinergic¢koj signalizaciji.
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Ekspresija Panxl koju smo pronaSli u ranoj fazi 1 u paramezonefrickom 1
mezonefriCkom kanalu, a koja se smanjivala prema 8. razvojnom tjednu, moZze ukazivati na
vaznost Panx1 u ranom razvoju paramezonefrickog i mezonefrickog duktusa, koja se smanjuje
prema 8. tjednu razvoja.

Rana pojava LTL vezanja koju smo pronasli u metanefrickim tubulima i postupno
povecanje intenziteta fluorescencije s razvojnom dobi ukazuju na rano opredjeljenje tubularnih
stanica ka postizanju fenotipa specificnog tubularnog segmenta. Medutim, iz rezultata
dvostrukog bojanja LTL-Panx1 zakljucili smo da ekspresija Panx1 tijekom ranog embrionalnog
razvoja bubrega nije bila ograni¢ena na odredeni tubularni segment.

Tijekom 6. tjedna aSMA-pozitivne stanice ve¢ su videne u stjenkama krvnih zila unutar
glomerula, a Panx1 imunofluorescencija bila je prisutna u aSMA-imunoreaktivnim stanicama.
U 8. tjednu razvoja, kolokalizacija Panx1 s aSMA pronadena je u krvnim Zilama vaskularnog
glomerularnog pola, kao 1 u ekstraglomerularnim krvnim Zilama, a jos je viSe naglasena tijekom
ranog fetalnog razdoblja, u 10. tjednu razvoja. Ovi rezultati ukazuju na vaznu ulogu Panx1 u
razvoju vaskularnih struktura glomerularnog vaskularnog pola i ekstraglomerularnih bubreznih
krvnim zila tijekom ranog fetalnog razvoja.

Stani¢na lokalizacija Panx1 u ljudskom bubregu nije poznata i istrazivanja na bubrezima
glodavaca takoder su rijetka (63, 66). Stoga smo u ovoj studiji upotrijebili dvostruku
imunohistokemijsku tehniku za odredivanje lokalizacije Panxl u razli¢itim stani¢nim
populacijama ljudskog bubrega. U postnatalnom ljudskom bubregu pronasli smo
najintenzivniju Panx1 imunoreaktivnost u tubularnim strukturama bubreznog korteksa. lako
manje gustoce, Panx1 imunoreaktivne tockice takoder su videne u glomerulima. U razli¢itim
dijelovima bubrezne srzi, intenzitet Panx1 imunofluorescencije varirao je od vrlo jake do slabe,
ovisno o vrsti tubularne strukture, a naizgled nije pronadena u misi¢nom sloju krvnih Zila.

Studija dvostruke imunohistokemije 1 ko-lokalizacije sa specificnim biljezima
omogucila nam je da potvrdimo postojanje ekspresije Panxl u razli¢itim populacijama
bubreznih stanica u postnatalnom ljudskom bubregu. Najintenzivnija Panx1 imunoreaktivnost
bila je prisutna u stanicama sabirnih kanali¢a u meduli i u kortikalnim sabirnim kanali¢ima.
Kolokalizacija s LTL vezanjem otkrila je ekspresiju Panx1 u proksimalnim tubulima ljudskog
bubrega. Vrlo slaba Panx1 imunoreaktivnost takoder je pronadena u odredenim stanicama
distalnih tubula (DBA-imunoreaktivne) i u silaznim tankim krakovima Henleove petlje (AQP1-
imunoreaktivne stanice). Ovi se nalazi djelomi¢no slazu s rezultatima studije na miSevima (13)
gdje je jaka Panx1 imunoreaktivnost nadena u segmentima kortikalnih 1 medularnih tubula.

Konkretno, Panx1 je otkriven u proksimalnom tubulu, tankom silaznom segmentu Henleove
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petlje 1 sustavu sabirnih kanala bubrega miseva. Glavna razlika izmedu nase studije na ljudskim
bubrezima i rezultata Hannera i suradnika (13) na misjem bubregu je da smo pronasli samo
rijetku Panx] imunoreaktivnost u tankom silaznom kraku Henleove petlje, prema ko-
lokalizaciji s biljegom AQP1. Prisutnost Panx1 u tubularnom epitelu vjerojatno je povezana s
otpustanjem ATP-a u tubularni lumen, za koji se ranije pokazalo da je ovisan o Panx1 u miSeva,
a sugerirano je da bi Panx1 mogao biti uklju¢en u kontrolu transporta tekuéine i elektrolita
preko bubreznog epitela (13, 63).

Imunoreaktivnost Panx1 takoder je pronadena u podocitima (obiljezenih nefrinom).
NaSe otkri¢e Panx1 u glomerulima 1 njegova prisutnost u podocitima postnatalnog ljudskog
bubrega je u skladu su s prethodnim rezultatima Lia i suradnika (64), koji je pronaSao obilnu
ekspresiju Panx1 u uzgojenim i nativnim misjim podocitima. Njihova studija je otkrila da Panx1
kanali mogu posredovati u provodenju aniona kroz stani¢nu membranu podocita, omogucujuci
transport ATP-a.

Jaka Panx1 imunoreaktivnost koju smo pronasli u stanicama obiljeZenim reninom u
skladu je s prethodnim nalazima i podupire vaznu ulogu Panx1 u medustani¢noj komunikaciji
granularnih stanica tijekom regulacije krvnog tlaka (65). Medutim, nedostatak bilo kakve ko-
lokalizacije izmedu Panxl i aSMA imunoreaktivnosti u vaskulaturi postnatalnog ljudskog
bubrega, za razliku od onoga $to smo pronasli u embrionalnom i ranom fetalnom razdoblju, nije
u skladu s nalazima u mi§jim bubrezima (13), gdje je snazna Panx1 imunoreaktivnost pronadena
u aSMA-pozitivnim vaskularnim glatkim miSi¢énim stanicama. To moze ukazivati na
varijabilnost vrsta 1 vazniju ulogu Panx]l u komunikaciji stanica glatkih miSi¢a tijekom
intarauterinog razvoja kod ljudi. Imunoreaktivnost Panx1 koju smo pronasli u endotelu u skladu
je s prethodnim nalazima (62) u misjoj arterijskoj mrezi i podupire vaznu ulogu Panxl u
medustanicnoj komunikaciji vaskularnih endotelnih stanica. Doista, Lohman i suradnici (62)
otkrili su da je Panx1 jedini Panx koji se dosljedno izraZzava u endotelu u cijelom arterijskom
stablu bez obzira na veliCinu arterije. Takoder su otkrili da je ekspresija Panx1 u glatkim
miSi¢nim stanicama jedva vidljiva u veé¢im provodnim arterijama, ali su pokazali odredenu
ekspresiju Panx1 u glatkim miSi¢nim stanicama u bubreznim arterijama i1 velikim i malim
koronarnim arterijama. Medutim, u navedenoj studiji nije provedena ko-lokalizacija s aSMA,
markerom glatkih misiénih stanica, Sto je moglo dovesti do nesto drugacije interpretacije
rezultata u usporedbi s naSom studijom.

Kroni¢na bubrezna bolest kao glavni uzrok zatajenja bubrega, Cesto posljedica DN,
globalni je zdravstveni problem, koji zahtijeva nove dijagnosticke 1 terapijske pristupe

temeljene na boljem poznavanju patofizioloskih mehanizama. Sve veci broj studija ukazuje na
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izravnu medustani¢nu komunikaciju 1 ulogu parakrinog ATP-a u patofiziologiji DN (37-41,
78). Unato¢ opseznim studijama o ulozi purinergic¢ke signalizacije u razli¢itim bubreznim
patologijama (79), uloga Panxl, jednog od glavnih kanala koji pridonose izvanstani¢nom
oslobadanju, nije istraZena u ovim procesima.

U naSem smo istrazivanju pronasli znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu ekspresije
Panx1 u glomerulima i kreatinina u serumu, koja je bila jo$ izraZenija u podskupini bolesnika s
dijabetesom, a nije pronadena u skupini bez dijabetesa. Ova korelacija glomerularne ekspresije
Panx1 s ozbiljnosc¢u ostecenja bubrega takoder se moze objasniti zakljuccima ranije spomenute
studije, prema kojoj fizioloSka inhibicija aktivnosti Panx1 kanala moze biti oslabljena u
patoloskim uvjetima, na primjer, kod pretilosti zbog hipoadiponektinemije (64). Pod takvim
uvjetima, povecana aktivnost Panxl moZe dovesti do oslobadanja ATP-a, aktivacije
inflamasoma 1 posljedi¢nog upalnog odgovora (52). Uloga Panx1-kanala u bubreznoj patologiji
takoder je podrzana otkri¢cima da farmakoloSka inhibicija Panx1 karbenoksolonom, kao 1
genetska delecija Panx1, umanjuje ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu bubrega u miseva (63). U
istoj studiji, utvrdeno je da genetska delecija Panx1 u proksimalnim tubulima ili vaskularnim
endotelnim stanicama S§titi miSeve od bubrezne ishemijsko- reperfuzijske ozljede. Medutim,
gore spomenuta studija nije istrazivala utjecaj delecije Panx1 na druge populacije bubreznih
stanica, ukljucujuéi podocite ili mezangijske stanice (63, 66). Autori su predlozili Panx1 kao
potencijalnu farmakolo$ku metu u AOB i predlozili nekoliko mehanizama renoprotektivnog
ucinka u miSeva s nedostatkom Panx1, ukljucujuc¢i smanjenu upalu sa smanjenom ekspresijom
citokina i adhezijskih molekula te smanjenom infiltracijom neutrofilima (63).

Za razliku od AOB, kod koje oSte¢enje bubrega uglavnom potjece iz proksimalnih
tubula, patoloski procesi kod KBB obi¢no pocinju u glomerulima. Dijabeticka nefropatija,
jedan od glavnih uzroka KBB, obi¢no pocinje glomerularnom hiperfiltracijom i hipertrofijom 1
nastavlja se kao upala u tubulo-intersticijskom odjeljku. Stovise, nakupljanje proteina
izvanstani¢nog matriksa dovodi do progresivne glomeruloskleroze i tubulointersticijske fibroze
(80, 81). Medutim, AOB je jedna od dijabetickih komplikacija i moze dovesti do KBB ako se
ne lijeci (66). Rezultati nase studije nisu pokazali razliku u ekspresiji Panx1 u glomerulima ili
tubulo-intersticijskom odjeljku izmedu dijabeticara i1 kontrolne skupine pacijenata. Medutim,
korelacija izmedu ozbiljnosti bubrezne ozljede, mjerene kreatininom u serumu, i ekspresije
glomerularnog Panxl koju smo uocili u skupini pacijenata s dijabetesom ukazuje na
prognosti¢ku vrijednost ekspresije glomerularnog Panx1 i potencijal farmakoloske modulacije
Panx1 u lije¢enju DN inducirane KBB. lako je poznato da nekoliko farmakoloSkih sredstava

koje je FDA ve¢ odobrila za druge bolesti inhibiraju Panx1-kanale (66) potrebna su daljnja
52



istrazivanja kako bi se pronasli selektivniji inhibitori Panx1 1 istrazilo moZe li inhibicija Panx1
smanjiti oSteCenje bubrega kod kroni¢ne bubrezne bolesti i njihov potencijal za lijeCenje

kroni¢ne bubreZne bolesti.

53



7. ZAKLJUCCI



Prostorno-vremenska ekspresija Panx1 tijekom ranih faza razvoja ljudskog bubrega
podrzava njegovu mogucu ulogu u procesima stani¢ne diferencijacije, migracije i
pozicioniranja u razvoju ljudskog bubrega. Prisutnost Panx1 u mokra¢ovodnom pupoljku, koji
potjece iz mezonefrickog kanala, sugerira da bi mokrac¢ovodni pupoljak takoder mogao
koristiti purinergicke signale za induciranje metanefrogenog mezenhima na nefrogenezu
(formiranje metanefrickog mjehurica). U skladu s prethodnim nalazima, moglo bi se sugerirati
da bi purinergicko signaliziranje u pupoljku uretera moglo biti vazno za epitelno-
mezenhimsku transformaciju tijekom indukcije bubreznih vezikula. Kasnije, kada se dosegne
epitelni fenotip stanica metanefrickih tubula, one takoder pocinju ispoljavati Panx1 1
potencijalno mogu doprinijeti purinergickoj signalizaciji.

Rana pojava LTL vezanja koju smo pronasli u metanefrickim tubulima i postupno
povecanje intenziteta fluorescencije s razvojnom dobi ukazuju na rano opredjeljenje tubularnih
stanica ka postizanju fenotipa specificnog tubularnog segmenta. Ekspresija Panx1 tijekom
ranog embrionalnog razvoja bubrega nije ograni¢ena na odredeni tubularni segment.

Nasi rezultati ukazuju na vaznu ulogu Panxl u razvoju vaskularnih struktura
glomerularnog vaskularnog pola i1 ekstraglomerularnih bubreznih krvnim zila tijekom ranog
fetalnog razvoja. Nedostatak bilo kakve ko-lokalizacije izmedu Panxl 1 aSMA
imunoreaktivnosti u vaskulaturi postnatalnog ljudskog bubrega, za razliku od onoga $to smo
pronasli u embrionalnom i ranom fetalnom razdoblju, nije u skladu s nalazima u mig§jim
bubrezima $to moze ukazivati na varijabilnost vrsta 1 vazniju ulogu Panx1 u komunikaciji
stanica glatkih miSi¢a tijekom intarauterinog razvoja kod ljudi. Imunoreaktivnost Panx1 koju
smo pronasli u endotelu u skladu je s prethodnim nalazima u misjoj arterijskoj mrezi i podupire
vaznu ulogu Panx1 u medustani¢noj komunikaciji vaskularnih endotelnih stanica.

Izrazaj Panx1 u razli¢itim populacijama stanica postnatalnog bubrega ¢ovjeka ukazuje
na njegov znacaj u normalnoj funkciji tih stanica.

Korelacija izmedu ozbiljnosti bubrezne ozljede, mjerene kreatininom u serumu, i
ekspresije glomerularnog Panx1 koju smo uo€ili u skupini pacijenata s dijabetesom ukazuje
na prognosticku vrijednost ekspresije glomerularnog Panx1 i potencijal farmakoloske

modulacije Panx1 u lije¢enju DN inducirane KBB.
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9. SAZETAK



Paneksini su glikoproteini koji formiraju transmembranske kanale velikog promjera
putem kojih se otpuSta ATP u izvanstani¢ni milje. Na taj nacin sudjeluju u purinergickoj
parakrinoj komunikaciji izmedu stanica te imaju vaznu ulogu u razli¢itim fizioloSkim i
patoloskim procesima. Dijabeticka nefropatija najces¢i je uzrocnik kroni¢nog bubreznog
zatajenja a njena patofiziologija 1 dalje nije potpuno jasna. Sve veci broj novijih studija ukazuje
na ulogu izravne komunikacije izmedu stanica i parakrinog ATP-a u patofiziologiji DN. U ovoj
studiji istraZzena je glomerularna i tubularna ekspresija Panx1 u bolesnika sa Se¢ernom boles¢u
tipa 2 1 kontrolne skupine te korelacija sa serumskim kreatininom kao pokazateljem bubrezne
funkcije. Nadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu ekspresije Panx1 u glomerulima 1
kreatinina u serumu, koja je bila izrazenija u podskupini bolesnika s dijabetesom, a nije nadena
izolirano u skupini bez dijabetesa. Nasi podaci sugeriraju da je glomerularna ekspresija Panx1
potencijalni pokazatelj pogorSanja bubrezne funkcije u bolesnika s dijabetesom tipa 2.

S obzirom da do sada nema objavljenih podataka o ulozi Panx1 u razvoju bubrega,
takoder je istrazena ekspresija Panxl u razli¢itim fazama embrionalnog i ranog fetalnog
razvoja. U 6. tjednu embrionalnog razvoja pronadena je ekspresija Panx1 u mezonefrickim
glomerulima i mezonefrickim tubulima. Na prijelazu iz 6. u 7. tjedan embrionalnog razvoja,
Panx1 imunoreaktivnost je nadena u mezonefri¢kim tubulima i mezonefri¢kom kanalu, kaoiu
metanefrickom pupoljku uretera i ¢asicama. U 7. tjednu embrionalnog razvoja, snazna Panx!1
ekspresija primijec¢ena je u mokracovodnom pupoljku u metanefrosu, dok nije pronadena Panx1
imunoreaktivnost u metanefrickoj ¢asici. U 8. tjednu embrionalnog razvoja, ekspresija Panx1
takoder je pronadena u mokracovodnom pupoljku u metanefrosu kao i u bubreznom mjehuricu
1 nefronu u obliku zareza, te u epitelnim stanicama Bowmanove kapsule. Ekspresija Panx1
pronadena je u ranoj fazi u paramezonefriCkom kanalu i u mezonefrickom kanalu, te se
smanjivala prema 8. tjednu. Tijekom 6-10. tjedna kolokalizacija Panx1 s aSMA pronadena je u
krvnim zilama u razvoju. U postnatalnom bubregu, jaka imunoreaktivnost Panx1 bila je prisutna
u stanicama medularnog i kortikalnog sabirnog kanali¢a, stanicama koje proizvode renin i
proksimalnim tubulima. Vrlo slaba Panx1l imunoreaktivnost pronadena je u odredenim
distalnim stanicama tubula 1 u silaznim tankim krakovima Henleove petlje. Imunoreaktivnost
Panx1 takoder je pronadena u podocitima (obiljezenih nefrinom). Panx1 nije bio kolokaliziran
s aSMA imunoreaktivnos¢u u zilama postnatalnog ljudskog bubrega, ali je bio prisutan u
endotelu. Prostorno-vremenska ekspresija Panx1 tijekom ranih faza razvoja ljudskog bubrega
podrzava njegovu mogucéu ulogu u procesima stanicne diferencijacije, migracije 1

pozicioniranja u razvoju ljudskog bubrega.
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10. SUMMARY



Pannexins are glycoproteins that form large diameter transmembrane channels through
which ATP is released into the extracellular environment. In this way, they are involved in
purinergic paracrine communication between cells and play an important role in various
physiological and pathological processes. Diabetic nephropathy is the most common cause of
chronic renal failure, and its pathophysiology is still not fully understood. A growing number
of recent studies point to the role of direct communication between cell and paracrine ATP in
the pathophysiology of DN. In this study, glomerular and tubular expression of Panxl in
patients with type 2 diabetes and control groups and its correlation with serum creatinine as an
indicator of renal function were investigated. A significant positive correlation was found
between glomerular Panx1 expression and serum creatinine, which was pronounced in the
subgroup of patients with diabetes and was not found in isolation in the group without diabetes.
Our data suggest that glomerular Panx1 expression is a potential indicator of worsening renal
function in patients with type 2 diabetes.

In the absence of published data on the role of Panxl in kidney development, the
expression of Panx1 at different stages of embryonic and early fetal development was also
investigated. At week 6 of embryonic development, Panxl expression was found in
mesonephric glomeruli and mesonephric tubules. At the transition from the 6th to the 7th week
of embryonic development, Panx1 immunoreactivity was found in the mesonephric tubules and
the mesonephric duct, as well as in the metanephric ureteric bud and ampullae. At week 7 of
embryonic development, strong Panx1 expression was observed in the ureteric bud in the
metanephros, whereas no Panx1 immunoreactivity was found in the metanephric cup. At week
8 of embryonic development, Panx1 expression was also detected in the ureteric bud in the
metanephros as well as in the renal vesicle and comma-shaped nephron and in the epithelial
cells of Bowman's capsule. Expression of Panx1 was found in the paramesonephric duct and
mesonephric duct in the early phase and it diminished toward the 8th week. In the 6th to 10th
week, colocalization of Panx1 with aSMA was detected in developing blood vessels. In the
postnatal kidney, strong Panxl immunoreactivity was present in medullary and cortical
collecting duct cells, renin-producing cells, and proximal tubules. Very weak Panxl
immunoreactivity was found in certain distal tubule cells and in the descending thin limbs of
the loop of Henle. Panx1 immunoreactivity was also found in podocytes (labelled with nephrin).
Panx1 was not colocalized with aSMA immunoreactivity in postnatal human kidney vessels but
was present in the endothelium. The spatiotemporal expression of Panxl at early stages of
human kidney development argues for its possible role in the processes of cell differentiation,

migration, and positioning in human kidney development.
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