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1. POPIS OZNAKA I KRATICA

DVL-1: Dishevelled-1

MET: mezenhimsko epitelna transformacija
KBB: kroni¢ne bubrezne bolesti

CAKUT: kongenitalne anomalije bubrega i urotrakta
MCDK: multicisti¢ni displasti¢ni bubreg

FSGS: fokalna segmentalna glomeruloskleroza
CNF: kongenitalni sindrom Finskog tipa

Pct: proksimalni zavijeni kanali¢

Dct: distalni zavijeni kanali¢

G: glomerul

GW: tjedan gestacijskog razvoja

Y: godina



2. UVOD



Bubreg (lat. ren) je parni parenhimatozni organ oblika zrna graha, koji teziizmedu 150i 200 grama
(1). Smjesten je retroperitonealno, ravne straznje i blago izbocene prednje strane zbog suodnosa
s drugim organima trbusne Supljine (2). Bubreg ima gornji i donji pol te medijalni i lateralni rub,
a graden je od kore i srzi. Kora je zrnate grade, izgradena od bubreinih tjeleSaca koja
omogucavaju filtraciju krvi uz stvaranje urina. Srz se sastoji od 5 do 11 piramida (Slika 1 a) koje su
najvec¢im dijelom izgradene od sabirnih kanali¢ima koji sakupljaju proizvedeni urin. Kanalni sustav
bubrega zapocinje na vrhovima piramida (lat. papilla renalis) kroz koje se urin ulijeva u male
bubreZne vréeve (lat. calices renales minores), zatim u velike bubrezne vrceve (lat. calices renales

majores) da bi se konacno izlio u bubreznu nakapnicu (3).

Nefroni su glavne funkcionalne jedinice bubrega i sastoje se od glomerula i sustava odvodnih
kanali¢a (4). Glomerul se zajedno s proksimalnim zavijenim kanalicem (pct), prvim dijelom
odvodnog sustava, nalazi u kori bubrega (Slika 1 b). Pct se nadostavlja na Henleovu petlju koja se
spusta u podrucje srzi te se, tvoreci petlju, vra¢a nazad u koru u kojoj se spaja s distalnim
zavijenim kanali¢em (dct) (5). Postoje dva glavna tipa nefrona: povrsinski nefroni s glomerulima
smjesStenim uz vanjski dio kore s kratkom Henleovom petljom i jukstamedularni nefroni ¢iji su
glomeruli smjesteni uz kortikomedularnu granicu uz duge Henleove petlje koje se spustaju dublje
u podrucje srzi (6) (Slika 1 b). Glomerul podrazumijeva klupko kapilara okruzeno Bowmanovom
¢ahurom. Kapilare imaju posebne karakteristike koje omogudavaju filtraciju krvi i stvaranje
ultrafiltrata (7). Endotel kapilara fenestriran je ¢ime se postizZe filtracija Cestica veli¢ine od 70 do
100 nm. Glomerularna bazalna membrana struktura je izgradena od kolagena tipa 1V,
proteoglikana, laminina i fibronektina, Cija je svrha filtracija vodena nabojem cestica. Zadnju
barijeru tvore visoko specijalizirane, visceralne epitelne stanice - podociti, koje vezom izmedu
izdanaka, odnosno nozica, stvaraju slit membranu (8) koja osigurava integritet kapilara (Slika 3).
Ultrafiltrat se stvara izmedu visceralnih epitelnih stanica i Bowmanove ¢ahure koja se otvara u
pct. Pct su izgradeni od kuboidnih epitelnih stanica s karakteristic(nom cetkastom presvliakom od
mikrovila. Njezina je uloga apsorpcija elektrolita, vode i manjih Cestica, poput aminokiselina u
peritubularne kapilare koje ujedno i krvno opskrbljuju pct (5). Napustajuéi koru, pct prelaze u
tanki silazni krak Henleove petlje s uzim lumenima i manjim stanicama. Pri ulazu u srz kanali¢ Cini

petlju vracajudéi se debljim uzlaznim krakom u kojem se primjeéuje povecanje stanica s cetkastom



presvlakom i veé¢im brojem mitohondrija ukljucenih u aktivni transport (2). Deblji uzlazni krak pri
vaskularnom polu glomerula sudjeluje u stvaranju jukstaglomerularnog aparata, dijela koji
regulira glomerularnu filtraciju povratnom spregom. Glavni dijelovi jukstaglomerularnog aparata
su macula densa na uzlaznom dijelu debljeg kraka petlje, stanice aferentne arteriole koje
proizvode renin i mezangijske van glomerularne stanice (9). Zavrsni dio Henleove petlje nastavlja
se na distalni zavijeni kanali¢ (dct) u kori bubrega. Dct su gradeni od jednoslojnog kubi¢nog
epitela, nizeg od onog u pct, bez Cetkaste su presvlake uz brojne mitohondrije koji na
bazolateralnoj membrani izgledaju poput palisada (10). Zavrsni dio nefrona su povezujuci sabirni
kanali¢i u kojima dolazi do dodatne apsorpcije. Ove kanali¢e tvore dva tipa stanica: interkalarne
stanice i stanice sabirnih kanali¢a. Interkalarne stanice reguliraju sekreciju vodika i bikarbonata,
a izgledom se od dct stanica razlikuju po izostanku brojnih mitohondrija na bazolateralnoj
membrani. Stanice sabirnih kanali¢a imaju pojacanje na bazolaternalnoj membrani, medutim uz
smanjen broj mitohondrija. Povezujuci kanalié¢i u konacnici se spoje u arkade koje prazne svoj

sadrzaj u zajednicke sabirne cijevi.
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Slika 1. Shema makroskopskog prikaza bubrega (a) i organizacije nefrona (b). Slika (a) prikazuje
presjek bubrega s korom (k) i srZi (s) organizirane u piramide. Odvodni kanalni sustav s malim
(mv) i velikim (vv) vréevima nastavljaju se u bubreznu nakapnicu (bn) te ureter (u). Slika (b)
prikazuje detalj organizacije nefrona koja se nalazi u okviru isprekidanih linija slike (a). Dva tipa
nefrona: jukstamedularni nefron, povrsinski nefron, glomerul (g), Bowmanova ¢ahura (bc),
proksimalni zavijeni kanali¢ (pct), Henleova petlja, distalni zavijeni kanali¢ (dct) i sabirni kanalici

(sk). Isprekidani okvir (b) prikazuje podrucje jukstaglomerularnog aparata.

Razvoj bubrega, odnosno nefrogeneza, zapoclinje u 4. tjednu gestacijskog razvoja (11).
Promatrajuci od kranijalnog prema kaudalnom kraju izmjenjuju se tri medusobno preklapajuca
bubrezna sistema. Prvi bubreg koji nastaje tijekom pocetka 4. tjedna embrionalnog razvoja
pronefros (Slika 2a), smjesten je u vratnoj regiji i graden je od 7 do 10 nefrotoma koji nemaju

ekskretornu funkciju (12). Vrlo brzo nakon formacije nefrotoma pocinje i njihova regresija, a u



potpunosti nestaju krajem 4. tjedna razvoja. Formacija mezonefrosa (Slika 2b) preklapa se s
periodom regresije pronefrosa. Mezonefros i mezonefric¢ki kanalié¢ razvijaju se iz torakalnih i
gornjih lumbalnih segmenata intermedijarnog mezoderma (13). Mezonefros tvore funkcionalne
jedinice koje se sastoje od glomerula, Bowmanove ¢ahure i tubula koji se otvaraju u
mezonefriticki, odnosno Wollfov kanali¢. Jedinice mezonefrosa zapocinju svoju regradaciju
slijedom kako su nastajali, kranijalno prema kaudalno pri ¢emu vecina nestaje do kraja drugog
mjeseca intrauterinog razvoja (14). Pocetkom 5. tjedna gestacijskog razvoja pojavljuje se
metanefros ili definitivni bubreg (15) (Slika 2 c). Da bi se spojio s kloakom, mezonefriti¢ki se
kanali¢ izduljuje ¢ime utjece na agregaciju intermedijarnog mezoderma $to dovodi do stvaranja
metanefrogenog mezenhima (16). Definitivni bubreg potjeCe iz dvije glavne osnove -
mokraéovodnog pupoljka i metanefrogenog mezenhima. Sabirni sustav razvija se iz
mokra¢ovodnog pupoljka, izdanka mezonefritickog kanalica na kaudalnom dijelu blizu kloake;
dok se ekskretorni sustav razvija iz metanefrogenog mezenhima (14). Grananje mokracovodnog
pupoljka zapocinje tijekom 6. tjedna gestacijskog razvoja. Prvotno dolazi do stvaranja bubrezne
nakapnice, a potom velikih pa malih zdjelica sabirnog sustava (15). Kaskada grananja traje do 32.-
36. tjedna razvoja u kojoj se u konacnici razvije izmedu 1 milijun i 3 milijuna sabirnih kanali¢a (17).
Grananje sabirnog dijela mokra¢nog sustava nije moguée bez medudjelovanja mokraéovodnog
pupoljka i metanefrogenog mezenhima. Ekskretorni sustav razvija se iz metanefrogenog
mezenhima djelovanjem signalnih puteva na vrhovima mokraéovodnog pupoljka. Distalni dio
svakog sabirnog kanali¢a obuhvaéen je metanefrogenom kapom koja se pod utjecajem signalnih
puteva iz sabirnog dijela diferencira u bubrezne mjehuriée. Daljnjim razvojem, mjehuric¢ se razvija
u C-oblik nefrona (engl. C-shaped body) koiji se izduljuje u S-oblik nefrona (engl. S-shaped body).
Proksimalni dio S-oblika nefrona razvija se u Bowmanovu ¢ahuru u koju urasta kapilarno klupko
tvoredi glomerul. Od izduljenog S-oblika diferencira se proksimalni zavijeni kanali¢, Henleova
petlja i distalni zavijeni kanali¢ koji je spojen sa sabirnim kanalicem c¢ime se uspostavlja
kontinuitet od Bowmanove ¢ahure do sabirnog dijela mokra¢nog sustava i time zavrSava proces
stvaranja nefrona (18). Nefron je temeljna funkcionalna i strukturalna jedinica bubrega i sastoji
se od glomerula, proksimalnog i distalnog zavijenog kanali¢a i Henleove petlje (12). Covjek se

rada s priblizno milijunom nefrona unutar svakog bubrega i nakon rodenja nema daljnjeg procesa
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nefrogeneze (19,20). Medutim, nefroni nakon rodenja sazrijevaju i dovrSavaju proces
diferencijacije zbog ¢ega u ranoj dobi bubrezi imaju lobuliraniizgled koji nestaje nakon Sto nefroni

postignu svoju konacnu velicinu.

1))
ol [N
)1 ]

Pronefros

2

Mezonefros

mezonefriticki
kanali¢

mokracovodni

Metanefros pupoljak

kloaka\

Slika 2. Slikovni shematski prikaz embrionalnih stadija razvoja pronefrosa (a), mezonefrosa (b) i

metanefrosa (c).

Za nesmetani proces nefrogeneze neophodna je interakcija mokracovodnog pupoljka i
metanefrogenog mezenhima (21). Mokracovodni pupoljak u metanefrogenom mezenhimu
inducira mezenhimsko-epitelnu transformaciju (MET), dok zauzvrat mezenhim utje¢e na
grananje mokrac¢ovodnog pupoljka (18). MET je visoko oCuvani proces histogeneze kojim se iz
mezenhimalnih stanica diferenciraju epitelne stanice pod utjecajem signalnih puteva. Vainu
ulogu u razvoju bubrega ima Wnt signalni put koji je evolucijski visoko ocCuvan. Funkcija
navedenog signalnog puta dokazana je prilikom inicijacije indukcijskog signala kod tubularne

agregacije i formacije bubreznog mjehuri¢a. Vaznost Wnt signalnog puta vidljiva je u lokalizaciji
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bjelancevina ukljucenih u signaliziranje koje se usko povezuju s procesom MET uz proliferaciju i
regulaciju diferencijacije. Poznata su dva glavna Wnt signalna puta, kanonski - katenin ovisni i
nekanonski B- katenin neovisni put. Prisutnos¢u Wnt liganda formira se kompleks receptora
Frizzled-LRP5/6. Spajanjem DVL bjelanéevine na Frizzled dolazi do fosforilacije LRP5/6. Time se
regrutira Axin koji uzrokuje oslobadanje B- katenina i njegovo nakupljanje unutar jezgre u kojoj
ko-aktivira TCF i time pokrece proces prepisivanja gena (22). U odsutnosti Wnt liganda, B- katenin
tvori kompleks s Axinom i pripadaju¢im bjelancevinama $to dovodi do njegove fosforilacije.
Fosforilacija uzrokuje degradaciju u proteasomu i zaustavlja prepisivanje gena unutar jezgre.
Nekanonskih Wnt signalnih puteva ima vise, a jedan od vaznijih je put stani¢ne polarnosti (engl.
Planar cell polarity -PCP pathway). Vaino je naglasiti, da su neovisni o transkripcijskoj funkciji 8-
katenina. Kanonski Wnt signalni put kontrolira stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju, dok
nekanonski Wnt put sudjeluje u morfogenezi tkiva tako da kontrolira migraciju i orijentaciju

stanica (23).

Gen za dishevelled kodira bjelan¢evinu uklju¢enu u prijenos stani¢nog signala koja predvodi
brojne bioloSke procese. Dishevelled (DVL) bjelancevina klju¢na je u kanonskom i nekanonskom
Whnt signaliziranju. DVL se sastoji od 500 do 600 aminokiselina koje su podijeljene u module od
kojih svaki sadrzi tri evolucijski visoko o¢uvane domene: DIX, PDZ i DEP (24). Smatra se da DVL
usmjerava razli¢éite Wnt puteve primajuéi informaciju ovisno o tome na koju domenu se
bjelancevine puta vezu. DIX domena sudjeluje isklju¢ivo u kanonskom smjeru signaliziranja
tijekom ¢ega komunikacira s Axinom ili vr§i homodimerizaciju (25-28) . Centralna domena PDZ
ima sposobnost funkcioniranja u oba smjera Wnt signalnog puta. Ovisno s kojom bjelancevinom
DVL ude u interakciju PDZ domena usmjerava signaliziranje. U skladu s tim, Prickle, Diego ili
DAAM1 na PDZ domenu usmjerava u nekanonsko signaliziranje puta stani¢ne polarnosti (PCP). S
druge strane, kazein kinaza, GSK3, NKD ili pak IDAX bjelancevine koje domenu upuéuju prema
kanonskom Wnt signalnom putu. Za nekanonsko signaliziranje odgovorna je DEP domena
bjelancevine koja ima ulogu u premjestanju DVL bjelancevine iz citoplazme na stani¢nu
membranu kao odgovor na vezivanje Wnt liganda (28-31) . Tijekom kanonskog signaliziranja, DVL
se regrutira vezivanjem Wnt liganda na receptor te sprjecava razgradnju B- katenina ¢ime ujedno

poti¢e kanonsko signaliziranje (24). Osim navedenog, DVL ima ulogu i u Wnt nekanonskom
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signalnom putu na nacin da signal PCP puta lokalno prenosi neovisno o - kateninu. Bjelancevina
Inversin inhibira kanonsko signaliziranje oznacavanjem DVL bjelancevine za ubikvitinaciju jer je
isto potaknuto pojacanom ekspresijom DVL-a (32). Medutim, kao odgovor na potrebu za PCP
nekanonskim Wnt signalnim putem omogucava regrutaciju DVL bjelancevine Frizzled receptoru
(23). Ranija istrazivanja pokazala su da je koli¢ina DVL bjelancevine ograni¢ena, stoga aktivacija
jednog smjera Wnt signalnog puta usmjerava DVL u kaskadu ¢ime postaje nedostupna za druge
opcije signaliziranja (33). a-tubulin evolucijski je visoko oCuvana bjelancevina eukariota koja je
unutar stanice vezana u dimere s B-tubulinom (34). a-tubulin, prosje¢ne teZine 55 kDa,
bjelancevina je citoskeleta i jedna od glavnih komponenti mikrotubula koja upravlja stani¢nim
oblikom, pokretljivos¢u stanica i unutarstani¢énim transportom. Takoder, odgovoran je za
stvaranje diobenog vretena tijekom stani¢ne diobe, sudjeluje u migraciji i usmjeravanju nastalih
stanica te odrzava Cvrste sveze izmedu susjednih stanica (35). a-tubulin podlijeze brojnim
posttranslacijskim modifikacijama kako bi se prilagodio funkciji za koju je potreban (36).
Acetilacija a-tubulina rezultira stabilnijom formom mikrotubula koji sudjeluju u formaciji
primarne cilije (37). Bjelancevine Wnt signalnog puta lokaliziraju se uz primarnu ciliju i njezino
bazalno tjeleSce (38) te djeluju poput cilijarnih bjelancevina (39). Primarna ili nepokretna cilija
organel je graden od 9 pari mikrotubula bez centralnog para (9+0) koji izrastaju iz bazalnog
tjelesca. a-tubulin vazna je gradevna jedinica mikrotubula koja izgraduje citoskelet cilije i naziva
se aksonema (40). Pojedinac¢na primarna cilija se tijekom interfaze pojavljuje na povrsini stanica
kod kraljeznjaka (41). Ranija istrazivanja ukazala su na vaZznost primarne cilije tijekom
nefrogeneze zbog sudjelovanja u stanicnom signaliziranju (42). Trenutna saznanja ukazuju da je
uloga primarne cilije u usmjeravanju Wnt signalnog puta prema kanonskom ili nekanonskom putu
(43). Smatra se da primarna cilija poti¢e na aktivnost Wnt puta stani¢ne polarnosti na nacin da
ograni¢ava aktivnost kanonskog puta smanjujuéi ulazak B-katenina u jezgru (44). Ostedena
funkcija bjelancevina koje su lokalizirane u bazalnom tjelescu ili u bazi primarne cilije dovode do
cisticnih promjena u bubrezima (45). Inversin je bjelancevina kodirana INVS genom kod ljudi te
je prvi put otkrivena tijekom embrionalnog razvoja sisavaca, a odgovorna je za uspostavu desno-
lijevog rasporeda (46). Poznate su Cetiri varijante inversina kod sisavaca veli¢ine 90, 125, 140 i

165 kDa. lzoforme inversina 90 i 140 kDa identificirane su u jezgri i perinuklearnoj citoplazmi, uz
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povezivanje 90 kDa izoforme s B-kateninom. lzoforma inversina od 125 kDa lokalizirana je uz
staniécnu membranu te tvoreéi komplekse s N-kadherinom sudjeluje u medustanicnoj
povezanosti (47). Mutiran je u autosomno recesivnoj cisti¢noj bolesti bubrega - nefronoftiza tip
2 (48). Inversin je lokaliziran oko bazalnog tjeleSca primarne cilije i smanjuje aktivnost kanonskog
Whnt signalnog puta koja je onemoguéena ako dode do njegovog oStecenja. Navedeno dovodi do
perzistentne aktivnosti kanonskog signalnog puta i B-kateninom uzrokovane cistogeneze (49).
Dosadasnja istrazivanja isticu ulogu primarne cilije i bjelanéevina uklju¢enih u Wnt signaliziranje
ne samo tijekom nefrogeneze nego i u procesima regeneracije bubreznog tkiva nakon akutnog i
kroni¢nog osSteéenja (50). Kod velikog broja djece s oste¢enom funkcijom primarne cilije i
poremecéenog signaliziranja Wnt puta javljaju se kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB). Za gotovo
polovicu razvoja KBB odgovorne su kongenitalne anomalije (51). Kongenitalne anomalije bubrega
i urotrakta (CAKUT) obuhvacdaju poremecaje u tijeku embrionalnog razvoja i nefrogeneze koji
osim bubrega mogu zahvadati uretere, mokraéni mjehur ili uretru. Uz potencijalne razlike u broju
uzorka, metodama dijagnostike i etnickim podrijetlom ispitivanih, prevalenca CAKUT-a u
populaciji se krec¢e od 4 do 60 na 10 000 poroda (52). Makroskopski se anomalije opisuju kao
promjene u broju, veli€ini, obliku ili anatomskom poloZaju bubrega, dok se mikroskopski opisuju
poremeéenom histoloSkom organizacijom tkiva ili smanjenim konaénim brojem nefrona unutar
bubrega. Fenotip same anomalije ovisiti ée o prostorno-vremenskoj organizaciji tijekom
nefrogeneze. Promjene koje nastupaju rano za vrijeme gestacijskog razdoblja dovode do tezZih
oblika CAKUT-a, poput bubrezne ageneze ili malformacije organa. Odstupanja od regularnog
procesa razvoja, koja nastaju kasnije u toku gestacijskog razvoja, dovode do blazih i manje
ozbiljnih promjena u kojima se bubreg najcesée regularno razvije uz poremeéen odvodni sustav.
Vezikoureteralni refluks (VUR), opstrukcija ili straznja valvula uretre pripadaju blazim oblicima
CAKUT-a (53). Screening CAKUT-a danas se provodi rutinskim prenatalnim ultrazvu¢nim
pregledima te je zasluzan za otkrivanje oko 89 % anomalija bubrega i urotrakta prije rodenja
djeteta (54). S obzirom na to da se nakon 18. gestacijskog tjedna amnionska tekuéina primarno
proizvodi bubreznom filtracijom, osim bubrega i urotrakta, ultrazvu¢no se kontrolira volumen
amnionske tekucine (55). Maniji broj anomalija otkriva se nakon rodenja, najcesce prezentirajudi

se ucestalim infekcijama mokraénog sustava. Preostale anomalije ostaju neotkrivene u ranom
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Zivotu s obzirom na kompenzacijske mehanizme, medutim, ¢esto se u mladoj odrasloj dobi ti
pacijenti javljaju s hipertenzijom i kroni¢nim promjenama bubrega (53).

Najéeséa cisticna bolest bubrega kod djece je multicisti¢ni displati¢ni bubreg koji pripada spektru
CAKUT-a s incidencijom pojavljivanja izmedu 1:1000 do 1:4300 zivorodene djece (56). Tocan
uzrok bolesti nije razjasnjen, no postoje dvije teorije kojima se objasnjava podrijetlo. Prva teorija
pretpostavlja atreziju pelvi¢no ureteralnog prijelaza koja dovodi do opstruktivne hidronefroze i
posljedinog nastanka MCDK (56). Druga teorija objasSnjava nastanak MCDK poremecenom
signalizacijom izmedu mokraéovodnog pupoljka i metanefrogenog mezenhima uz izostanak
regularne diferencijacije nefrona (57). Tijekom embrionalnog razvoja dolazi do poremecenog
razvoja kore bubrega koju zamjenjuju brojne ciste koje medusobno ne komuniciraju i izostanak
karakteristi¢nog bubreznog parenhima (58). Ce$¢e zahvaca lijevi bubreg uz predominaciju kod
muskog spola (58). Poslijenatalno se dijagnosticira u oko 20% slucajeva i rijetko se prezentira s
klinickim simptomima poput mase u abdomenu ili infekcija urinarnog trakta. Najces¢i nalaz
karakteristi¢na je kontralateralna kompenzatorna hipertrofija zdravog bubrega (58). Incidencija
pridruzenih anomalija urotrakta uz MCDK je izmedu 5 % i 48 %. NajceSce kontralateralne
anomalije su vezikoureteralni refluks (7 % - 26 %), ureteropelvi¢na opstrukcija (1.5 % - 5 %) te
ureterovezikalna opstrukcija (2 %). U rijetkim slu€ajevima opisane su pridruZzene anomalije poput
potkovi¢astog bubrega i ureterokele (59 - 62). Takoder, pronadena je poveznica izmedu MCDK i
unilateralnog ili bilateralnog kriptorhizma u 12.7 % (57). Gotovo svi slucajevi unilateralnog
kriptorhizma pronadeni su na ipsilateralnoj strani MCDK (61.9 %) dok su preostali slucajevi bili
bilateralni (33.3 %). Pretpostavlja se da je uzrok poremeceno medudjelovanje mokracovodnog
pupoljka i metanefrogenog mezenhima i blizina struktura tijekom razvoja (4). Ranija istrazivanja
ukazala su na to da multicisti¢ni displasti¢ni bubrezi proporcionalno godinama involuiraju, ¢ime

se objasnjava rijedak pronalazak MCDK kod pacijenata u odrasloj dobi (61).

Kongenitalni nefrotski sindrom Finskog tipa (CNF) ili nefrotski sindrom tip 1 rijetka je autosomno
recesivna nasljedna bolest. Naziv sindroma potjee od (Cinjenice da je oko polovice
dijagnosticiranih slu¢ajeva podrijetlom iz Finske gdje je incidencija 1 na 8 000 Zivorodene djece.
Do CNF-a dovodi mutacija NPHS1 gena, lokalizirana na kromosomu 19 koja se sastoji od 29

egzona. Navedeni gen odgovoran je za kodiranje nefrina, transmembranske bjelancevine teZine
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185 kDa, koja pripada superobitelji imunoglobulina vaznih za stani¢nu adheziju (63). Do sada je
zabiljezeno oko 100 razli¢itih mutacija NPHS1 gena te je za slucajeve iz opée populacije
uobicajena zasebna mutacija gena. Medutim navedeno ne vrijedi za slucajeve na podrucju Finske
gdje su u podlozi bolesti gotovo uvijek dva tipa mutacija, Fin-major i Fin-minor (64). Nefrin se
sintetizira gotovo isklju¢ivo unutar podocita, ukljucen je u njihovu diferencijaciju te se izrazava
na vrhovima noZica podocita ¢ime tvori slit membranu (Slika 3 a, b). Podociti su terminalno
diferencirane i visoko specijalizirane epitelne stanice koje se sastoje od tijela stanice i
mnogobrojnih izdanaka koji se nazivaju noZice (65). Podociti svojim noZicama oblaZzu
glomerularne kapilare, dok su susjedne noZice medusobno povezane slit membranom i tvore
filtracijsku barijeru (66). Mutacija uzrokuje smanjen izrazaj nefrina uz posljedi¢nu propusnost
glomerularne filtracijske barijere (67) (Slika 3 a) koja se klini¢ki prezentira teSkom proteinurijom
i hipoalbuminemijom. Ako se stanje ne lijei, masivan gubitak bjelancevina urinom zavrsava
oligurijom i teSkim posljedi¢nim edemima. Simptomi mogu zapoceti jos u fetalnom razdoblju il
unutar prva 3 mjeseca djetetova Zivota (68). NajceSce se vec¢ u prvim uzorcima urina pronadu
poviSene vrijednosti bjelancevina i mikrohematurija uz uredne vrijednosti kreatinina tijekom
pocetne faze bolesti. Veéina novorodencadi s dijagnozom CNF-a rada se prije termina s
porodajnom masom nizom od ocekivane za gestacijsku dob (69). Tijekom rodenja amnionska
tekucina najéesce je onecis¢ena mekonijem, medutim novorodencad je obi¢no bez respiratornih
simptoma. Premda se uz CNF ne vezuju druge vanbubreine anomalije, tijekom nefrotske faze
dolazi do funkcionalnih poremecaja koji se ocituju misSicnom hipotonijom i hipertofijom srca.
Ultrazvucno, bubrezi djece s CNF-om uvedani su uz poja¢anu ehogenost bubrezne kore i nejasnih
granica izmedu kore i srzi. CNF nema jedinstvenih patognomonicnih obiljezja. Najcesée, histoloski
se preparati prezentiraju mikrocisticnim prosirenjima proksimalnih i distalnih kanali¢a, dok
glomeruli mogu biti urednog histoloskog izgleda ili pak prikazivati pojacanu proliferaciju matriksa
i mezangija (68). Napredovanjem bolesti dolazi do stvaranja upalnih infiltrata i intersticijske
fibroze osobito u glomerularnom okruZenju. Ultrastrukturalno koriste¢i elektronsku
mikroskopiju, biljezi se gubitak noZica podocita i gubitak uobicajenog nitastog izgleda slit

membrane (68) (Slika 3 c).
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gubitak
bjelanéevina

zadebljala glomerularna
bazalna membrana

glomerularna bazalna
membrana

Slika 3. Shema prikazuje arhitekturu normalnog podocita na glomerularnoj bazalnoj membrani s
oCuvanom slit membranom (a). Apoptoza i gubitak noZica podocita vode prema prekidu slit
membrane i posljedi¢ne albuminurije (b). Transmisijska elektronska mikroskopija zdravog
postnatalnog tkiva bubrega (b) prikazuje podocit (p) s nozicama koji lezi na glomerularnoj
bazalnoj membrani (bm). Transmisijska elektronska mikroskopija preparata bubrega s

kongenitalnim nefrotskim sindromom Finskog tipa (CNF) prikazuje izbrisanu strukturu noZica
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podocita (strelica) koji lezi na glomerularnoj bazalnoj membrani s mikroviloznom promjenom

(mv). Ljestvica povedéanja: 1 um.

Nefrotski se sindrom kod djece moZze pojaviti u kasnijoj dobi te se takav ne klasificira kao
kongenitalni. Za oko 20% slucajeva nefrotskog sindroma koji se javlja nakon 3. mjeseca Zivota i za
oko 40% slucajeva kod odraslih odgovorna je fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) (70).
Ranije se FSGS shvadala kao zasebna bolest, no s vremenom je uocena FSGS grupa klinicko-
patoloskih sindroma koji medusobno dijele patohistoloski nalaz glomerularnih lezija uz oStecenje
podocita. Usprkos brojnim studijama koje istrazuju uzrok bolesti, gotovo je 80% slucajeva
nepoznatog podrijetla. Jedan od poznatih uzroka mogu biti mutacije gena koje utjecu na funkciju
podocita. Nastanak bolesti moZze biti potaknut direktnim utjecajem virusa ili upalnim citokinima
koji djeluju na podocite putem receptora. Primjerice, HIV-1 direktno napada podocite i epitelne
stanice tubula putem inficiranih T limfocita (71). Koristenje lijekova moze smanijiti izrazaj
bjelancevina u podocitima vazinim za odrzavanje slit membrane (72) ili djelovati direktno na
podocite putem receptora na njihovoj povrsini (73-74). Primjerice, pamidronat, lijek Siroke
uporabe kod osteoporoze, narusava aktinski citoskelet podocita, medutim, prestankom
koristenja lijeka dolazi do poboljSanja bubrezne funkcije. Patohistoloski se FSGS dijeli na pet
razli¢itih varijanti. Najées¢i je klasiéni tip koji moZe biti u bolesti bilo kojeg podrijetla. Najbolju
prognozu ima tip lesion oblik bolesti sa segmentalnom sklerozom na dijelu glomerula
proksimalno od kanali¢a. Ovom varijantom prezentiraju se slucajevi FSGS nepoznatog podrijetla
uz dobar odgovor na kortikosteroidnu terapiju. Perihilarna varijanta vezuje se uz adaptivnu FSGS
i segmentalnu sklerozu uz vaskularni pol glomerula. Najrjedi je celularni oblik koji se javlja u ranim
fazama bolesti najéesée nepoznatog podrijetla. Histoloski se ocituje endokapilarnom
proliferacijom i hiperplazijom podocita uz gubitak noZica. NajloSiju prognozu, sa 70 %
vjerojatnosti progresije bolesti do kroni¢nog zatajenja bubrega, ima kolabirajuéi oblik.
Karakterizira ga nagla pojava teskog nefrotskog sindroma uz lo$ odgovor na kortikosteroidnu
terapiju. Mikroskopski se oituje hiperplazijom podocita i kolabirajuém glomerularnim klupkom
(70, 75). FSGS se smatra najucestalijom primarnom bole$¢u glomerula koja je u pocetku histoloski
karakterizirana fokalnim (zahvaca manji broj glomerula) i segmentalnim promjenama (zahvaca

samo dio glomerula). Napredovanjem se bolest sve vise Siri i dolazi do kroni¢nih promjena cijelih
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glomerula uz stvaranje oziljaka. FSGS je jedna od najcescih glomerularnih bolesti koja vodi prema
kronicnom bubreznom zatajenju (76). Bolest nastaje nakon ozljede podocita koja moze biti
poznatog ili nepoznatog podrijetla (77) . Napredovanjem FSGS smanjuje se ukupan broj podocita
zbog njihove nemogucnosti dijeljenja koja se kompenzira hipertrofijom preostalih podocita (78-

79).

IzraZaj a-tubulina, inversina i DVL-1 bjelancevina do sada je istraZivan tijekom nefrogeneze u
razli¢itim Zivotinjskim modelima. IstraZivanje Lienkamp i sur. prikazalo je utjecaj inversina na
razvoj pronefrosa Xenopus laevis (80). Manjak inversina uzrokovao je izostanak produljenja
proksimalnog dijela pronefrosa i diferencijaciju distalnih tubula. Nadalje, manjak inversina
sprijecio je klju¢ni trenutak u nekanonskom Wnt signaliziranju - regrutaciju DVL bjelancevine na
membranu stanice (80). Istrazivanja na modelu misa s homozigotnom mutacijom inversina
pokazala su da zbog bubreznog zatajenja jedinke naj¢esSce ugibaju u sedmom postnatalnom danu
(81). Uocno je da 15. dana embrionalnog razvoja dolazi do dilatacije Bowmanove ¢ahure s
cistama kore i srzi. Ciste obuhvacdaju proksimalne zavijene kanali¢e, sabirne cijevi i uzlazni dio
Henleove petlje (81). Histoloski preparati homozigotnog misa inv/inv mutacije poslijenatalno
prikazuju cisticno promijenjene sabirne kanali¢e kroz cijelu koru i srz bubrega dok su uredne Sirine
jedino u uskom proksimalnom dijelu. Proksimalni zavijeni kanali¢i histoloski se prikazuju
izmjenama segmenata uredne Sirine i cisti¢nih prosirenja. Lokalizacija inversina u primarnoj ciliji
govori u prilog njihovoj zajednickoj ulozi u cistogenezi (39-82). Modelom inv/inv misa omoguceno
je lakSe razumijevanje nefronoftize tipa Il. Ciliopatije su bolesti koje nastaju zbog poremecene
funkcije cilije. Ranija istrazivanja na kulturi epitelnih tubularnih bubreznih stanica ukazala su da
gubitak gena koji utje€u na ciliogenezu dovode do pojacane post-translacijske modifikacije
mikrotubula u citosolu. Rezultat je nestabilnost mikrotubula uz vise vrijednosti acetiliranog a-
tubulina Sto je u skladu s prikazom uzoraka pacijenata s autosomno recesivnom policistic(nom
boleséu bubrega (83). Razlike u izrazaju a-tubulina proucavane su u proksimalnim zavijenim
kanali¢cima Stakora divljeg tipa i Stakora s dijabetesom, pri ¢emu je ukazano na smanjenu snagu i

rasap signala u uzorcima dijabeti¢nih bubrega u odnosu na zdrave (84).
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Usprkos brojnim studijama koje u fokus stavljaju izrazaj i funkciju a-tubulina, inversina i DVL-1,
pretrazivanjem literature nije zabiljeZno proucavanje navedenih bjelancevina u razvoju,
sazrijevanju i bolestima bubrega kod Covjeka. Stoga, cilj ove studije bio je analizirati prostorno
vremenski obrazac izrazaja a-tubulina, inversina i DVL-1 tijekom fetalnog razvoja, u postnatalnim
stadijima, ali ujedno i u patoloskim preparatima MCDK, CNF i FSGS. Pretpostavka kojom se vodila
ova studija je da poremecaji u obrascu izrazaja proucavanih bjelan¢evina mogu biti polazna tocka
za poremecaj funkcije primarne cilije Sto vodi ka procesu cistogeneze i kronicnih bubreznih

bolesti.
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3. CILJEVIIHIPOTEZA
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Ciljevi istrazivanja

1. utvrditi vremenski i prostorni izrazaj a-tubulina, Inversina i Dishevelled-1 bjelanc¢evine u
razvojnim i postnatalnim stadijima bubrega metodom imunofluorescencije

2. primjenom dvostruke imunofluorescencije ispitati izrazaj a-Tubulina, Inversina i
Dishevelled-1 bjelancevine u patoloskim stanjima multicisticnog displasti¢nog bubrega,
bubrega zahvaéenih fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom i u kongenitalnom
nefrotskom sindromu Finskog tipa

3. ispitati postoji li razlika u izraZaju a-tubulina, Inversina i Dishevelled-1 bjelancevine u
bubrezima kontrole i patoloskih stanja

4. ispitati razlike u duljini primarne cilije i visine epitelnih stanica proksimalnih zavijenih
kanali¢a bubrega izmedu kontrole i patoloskih uzoraka

5. ispitati i usporediti morfoloSke razlike zdravih i patoloski promijenjenih tkiva koristeci

transmisijski elektronski mikroskop

Hipoteza

Imunofluorescencijski izrazaj a-tubulina, Inversina i Dishevelled-1 bjelancevina dinamicki se
mijenja kroz faze fetalnog razvoja uz promijenjen prostorno-vremenski izrazaj izmedu kontrole i
patoloskih stanja. Navedeno ukazuje na znacaj istrazivanih bjelanéevina tijekom razvoja i

posljedi¢noj promjeni u izrazaju nakon akutnih i kroni¢nih ozljeda bubrega.
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4. METODE I MATERIJALI
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4.1. Uzorci

Iz arhive Zavoda za anatomiju histologiju i embriologiju, Medicinskog fakulteta u Splitu i Zavoda
za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split prikupljeni su uzorci iz parafinskih blokova.
Prikupljeni preparati bili su iz razli¢itih stadija fetalnog razvoja - 13., 15., 16., 22. i 38. tjedna
gestacijskog razvoja. Preparati obuhvacaju uzorke bubrega djece 1.5 i 7 godina starosti te uzorci
multicisticnih  displastiénih  bubrega, bubrega zahvadenih fokalnom segmentalnom
glomerulosklerozom i nefrotskim sindromom Finskog tipa. Fetalna tkiva prikupljena su nakon
spontanih pobacaja. Uzorci bubrega djece od 1.5 godine i 7 godina prikupljeni su postmortem,
dok su uzorci patoloskih stanja prikupljeni tijekom dijagnosticke biopsije ili nakon nefrektomije.
Starost zametaka odredena je mjerenjem duZine tjeme-zadak, opsega glave, opsega trbuha i
duljine femura koja je potom usporedivana s Carnegievim sustavom. Sve prikupljene materijale
pregledao je patolog te su u studiju bili uklju¢eni samo zametci bez znakova abnormalnosti,
maceracija ili intrauterine smrti. Protokol ovog znanstvenog istrazivanja odobren je od strane
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu i u skladu je s nacelima HelsinSke deklaracije
i nadopunama navedene (klasa: 003-08/16-03/0001, wur.br.: 2181-198-03-04-16-0024).
Istrazivanje je provedeno sukladno svjetskim preporukama i smjernicama u cilju osiguranja
pravilnog koristenja bioloskog materijala - tkiva bubrega. Podaci prikupljeni u studiji koristit ¢e se
isklju¢ivo u znanstveno-istrazivacke svrhe te tim istrazivaca jamci povjerljivost i sigurnost

podataka kao i postivanje tajnosti osobnih podataka.

4.2. Metode

4.2.1. Imunohistokemija i imunofluorescenca
Nakon prikupljanja materijala, uzorci se u laboratoriju rezu i fiksiraju u 4%-tnom formaldehidu u
fosfatnom puferu. Nakon dehidracije tkiva u 100%-tnom etanolu, uklapaju se u parafin. Uzorci se
rezu na debljinu od 5 um koristeéi mikrotom te postavljaju na mikroskopska stakla. U svrhu
provjere oCuvanja tkiva, svaki deseti rez bojao se hematoksilin-eozinom. Za imunohistokemiju
preparati se obraduju na slijedeci nacin. Rezovi se deparafiniraju u ksilenu i rehidriraju u etanolu
i vodi. Nakon ispiranja u otopini fosfatnog pufera (PBS), rezovi se inkubiraju preko nodi u vlaznoj

komori prekriveni primarnim protutijelima. Nakon inkubacije, preparati se ispiru u PBS-u uz

24



nanosSenje sekundarnih protutijela. Slijedi nanosenje 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid
(DAPI) za oznacavanje jezgara. Posljednji korak ukljucuje ispiranje rezova u PBS-u te prekrivanje
pokrovnim stakalcima. Analiziranje preparata radi se na fluorescencijskom mikroskopu, koristeci
3 fluorescencijska kanala (Olympus BX51, Tokyo, Japan). Fotografije se fotografiraju koristedi

digitalnu kameru DP71 (Olympus, Tokyo, Japan) na povecanju od x40.

4.2.1.1. Protutijela

Kao primarna protutijela koriStena u imunofluorescencijskom bojanju su kuniéje monoklonsko
anti-a- tubulin protutijelo (razrijedenje 1:1000; ab179484, Abcam, Cambridge, UK), kuniéje
poliklonalno anti-inversin protutijelo (razrijedenje 1:100; ab65187, Abcam, Cambridge, UK),
misje monoklonsko DVL-1 protutijelo (razrijedenje 1:150; sc-8025, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) i kunic¢je poliklonalno anti-gamma tubulin protutijelo (razrijedenje 1:500 dilution;
ab11321, Abcam, Cambridge, UK). Kao sekundarna protutijela koriStena su magarece anti-kuniéje
IgG H&L, Alexa Fluor 488 (razrjedenje 1:400; ab150073, Abcam, Cambridge, UK) and kozje anti-
miSje IgG H&L,

TRITC (razrijedenje 1:400; ab6786, Abcam, Cambridge, UK).

4.2.2. Elektronska mikroskopija

Tkivo bubrega fiksiralo se u 4%-tnom formaldehidu tijekom 24 sata, uz naknadnu fiksaciju u 1%-
tnom osmium tetraoksidu u trajanju od jednog sata. Proces dehidracije odvija se u seriji etanola
te se zavrSava uklapanjem u LX 112 smolu. Preparati se rezu na debljinu 1 um i bojaju toluidine
plavom bojom. Ultratanki rezovi debljine 0.05 pum bojaju se uranil acetatom i olovnim citratom i

zatim pregledavaju. Za dobivanje mikrofotografija koristio se mikroskop JEOL 1200 EX .

4.2.3. Genska analiza

DNA je izolirana koristeéi leukocite iz periferne krvi. Provedenim testiranjem nadena je
homozigotna missense mutacija NPHS1 gena (c.1096A > C; p.Ser366Arg) ¢ime je potvrdena

dijagnoza kongenitalnog nefrotskog sindroma Finskog tipa.
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4.2.4. Analiza podataka

Rezovi su pregledavani pomocu fluorescencijskog mikroskopa s tri fluorescencijska kanala
(Olympus BX51, Tokyo, Japan). Digitalnom kamerom DP71 (Olympus, Tokyo, Japan) fotografirane
su fotografije na povecanju od x40. Predmet interesa bila je bubrezna kora u kojoj su prepoznate
strukture proksimalnog zavijenog kanali¢a, distalnog zavijenog kanali¢a i glomerula je bila od
interesa. Racunalni programi ImagelJ (Rasband,W.S., Imagel, U.S. National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/ (pristup 15. listopada 2018, 1997-2021.) i Adobe

photoshop (Adobe Inc., San Jose, California, USA) koristeni su za evaluaciju, daljnu obradu
fotografija i prikupljanje podataka. Prije zapocdetog brojanja stanica u Imagel programu koristena

III

je ,split channel” naredba, nakon ¢ega se od originalne fluorescencijske fotografije oduzimao
zeleni ili crveni kanal (ovisno o signalu originalne fotografije), uz pomoc¢ ,,image calculator” opcije.
Tim postupkom sprijeCeno je probijanje signala na drugom fluorescencijskom kanalu kod
dvostruke imunofluorescencije. Tako pripremljene fotografije preklopljene su s fotografijom
jezgara na istom vidnom polju koriste¢i Adobe photoshop program te se pristupilo brojanju
stanica. Stanice su brojala dva neovisna istraZzivaca. Imunoreaktivne stanice brojane su unutar
struktura od interesa, a ukljucuju proksimalni zavijeni kanali¢, distalni zavijeni kanali¢ i glomerul.
Stanice su oznacavane kao pozitivhe ukoliko je u njima postojalo nakupljanje signala na
membrani, unutar citoplazme ili jezgre. S druge strane, stanice su oznacavane kao negativne ako
nije bilo znakova imunoreaktivnosti. Analizi patoloskih preparata MCDK, CNF i FSGS pristupilo se

na nacin da se brojao ukupan broj stanica po vidnom polju s obzirom na to da strukture nisu bile

morfoloski prepoznatljive.

4.2.5. Semikvantitativna analiza

Intenzitet a-tubulina, inversina i DVL-1 mjeren je poredbenom varijablom kao blagi, srednje jak i
jak izrazaj bjelancevina kroz periode razvoja. Mjerenje su provela dva medusobno neovisna

istrazivaca.

4.2.6. Statisticka ras¢lamba
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Za statisticku obradu dobivenih podataka istrazivanja koristio se GraphPad Prism racunalni
program (Graphpad Software Inc., San Diego California, USA, www.graphpad.com (pristup 15.
listopada 2018.)). Za odredivanje razlika u izrazaju bjelancevina izmedu stadija razvoja i struktura
koristeni su Kruskal-Wallis test uz Dunn posthoc test . Broj pozitivnih stanica po istrazivanoj
strukturi izraZen je kao srednja vrijednost postotka + standardna devijacija (SD) uz statisticku
znacajnost P<0.05 i interval pouzdanosti (Cl) od 95%. Koristio se dvosmjerni ANOVA test sa Sidak
posthoc testom za ispitavanje razlike u izrazaju a-tubulina, inversina i DVL-1 medu razlic¢itim
razvojnim stadijima; dok se meduodnos izraZzaja bjelancevina i stadija razvoja istraZzivao testom
linearne regresije. Jednosmjernim ANOVA testom uz Tukey posthoc test ispitala se razlika u
izraZzaju bjelancevina izmedu zdrave kontrolne skupine i patoloskih preparata MCDK, FSGS i CNF.
Razlike u izrazaju bjelanCevina izmedu MCDK, FSGS i CNF ispitivane su dvosmjernim ANOVA
testom uz Sidakov posthoc test. Za ispitivanje razlika duljine cilija i visine epitelnih stanica
proksimalnih zavijenih kanali¢ca izmedu zdrave kontrole i patoloskih uzoraka koristen je
jednosmjerni ANOVA test uz Tukey posthoc test. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost u

um uz standardnu devijaciju (SD) i P<0.05.
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5. REZULTATI
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Analiza razvojnih i poslijenatalnih uzoraka tkiva bubrega izvodila se na krajnje diferenciranim
histoloskim strukturama kore bubrega: proksimalni zavijeni kanali¢ (pct), distalni zavijeni kanali¢
(dct) i glomerul (g). Analiza patoloskih preparata tkiva bubrega MCDK, FSGS i CNF provodila se na
ukupnom broju pozitivno i negativno oznacenih stanica po vidnom polju u odnosu na zdravu
kontrolu, obzirom da morfologija struktura od interesa nije bila o€uvana. Analizom a-tubulina,
inversina i DVL-1 u razvojnim i poslijenatalnim uzorcima tkiva bubrega te patoloSkim stanjima
prikazao se izrazaj bjelancevina u svim promatranim preparatima uz medusobne razlike u

raspodijeli, koli¢ini i snazi signala.

5.1. Svjetlosna mikroskopija, elektronska mikroskopija i imunohistokemija (a-tubulin) zdravih
1 patoloski promijenjenih uzoraka tkiva bubrega

5.1.1. Zdravo postnatalno tkivo bubrega

Svjetlosnom mikroskopijom preparata zdravog postnatalnog tkiva bubrega prikazuju se
morfoloski zrele strukture nefrona (Slika 4 a). Jasno su uocljive histoloske razlike i granice izmedu
srzi i kore bubrega u kojoj se vizualiziraju proksimalni zavijeni kanaliéi (pct), distalni zavijeni
kanali¢i (dct) i glomeruli (g). Primarna cilija uocava se koristeéi imunofluorescencijsku tehniku
bojenja uz protutijelo za a-tubulin. Cilija je smjeStena centralno na apikalnoj povrsini epitelnih
tubularnih stanica, dok su rijetke uocljive na povrsini glomerularnih stanica. Tehnikom
elektronske mikroskopije potvrdena je tehnika imunofluorescencije te je zabiljezena centralno
smjestena primarna cilija na apikalnoj povrsini epitelne stanice tubula koja se izdize iz bazalnog

tjelesca (Slika 4 a).

5.1.2. Kongenitalni nefrotski sindrom Finskog tipa (CNF)

Svjetlosnom mikroskopijom u vecem broju uoceni su smanjeni i lobulirani glomeruli u kori
bubrega, dok je manji dio glomerula hipertrofican ili normalne veli¢ine (Slika 4 b). Histoloski su
glomeruli segmentalno ili u potpunosti sklerozirani uz djelomiéno ili cisticho promijenjene
lumene pct i dct. Epitelne tubularne stanice pct i dct atrofic¢ki su promijenjene. Elektronskom
mikroskopijom prikaze se ultrastrukturalan gubitak mikrovila s povrsine epitelnih tubularnih

stanica (Slika 4 b). Zabiljezena je smanjena visina epitelnih stanica uz fragmentaciju jezgre (Slika
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4 b). Prikazuju se podociti s difuznim gubitkom nozZica. Primarna cilija je unutar cisticno
promijenjenih pct neorganizirana s razli¢itom duljinom, nepravilnim oblikom uz smjestaj izvan

centralnog dijela povrsine stanice.

5.1.3. MCDK

Makroskopskim pregledom utvrdeno je da su bubrezi povecani uz suzenu bubreznu nakapnicu i
uretere te imaju hipoplastian mokra¢ni mjehur. Svjetlosna mikroskopija preparata MCDK
prikazuje brojne okruglaste ciste razlicitih veli¢ina koje su obloZzene niskim cilindriénim do
spljostenim epitelnim stanicama obavijenim obilnim rahlim vezivnim tkivom. Mogu se pronadi
tek rijetki nezreliili zreli glomeruli. Imunofluorescencijskom tehnikom s protutijelom na a-tubulin
zabiljeZene su mnogobrojne neorganizirane izduljene primarne cilije uz nakupine vise primarnih

cilija na istom podrucju povrsine epitelnih tubularnih stanica (Slika 4 c).

5.1.4. FSGS

Svjetlosnom mikroskopijom preparat FSGS histoloski pokazuje opseznu segmentalnu sklerozu u
90% prikazanih glomerula, dok je preostalih 10% urednih morfoloskih karakteristika (Slika 4 d).
Prisutna je umjerena difuzna mrezasta intersticijska fibroza uz difuzne znakove umjerenog
tubularnog ostecenja. Ostecenje se oCituje smanjenom koli¢inom mikrovila i smanjenom visinom
tubularnih epitelnih stanica uz cisticna proSirenja. Imunofluorescencija pokazuje izrazito
izduljenu primarnu ciliju ¢ije su nakupine vidljive u pct, dct i glomerulima. Elektronskom
mikroskopijom potvrduje se nalaz izrazito izduljene i decentralizirane primarne cilije na povrsini
epitelnih stanica dct (Slika 4 e). Ultrastruktura podocita prikazuje difuzni gubitak noZica uz
opseznu mikroviloznu transformaciju. Citoplazma tubularnih epitelnih stanica opseino je

vakuolizirana uz gubitak mikrovila na povrsini stanica (Slika 4 e).
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a-Tubulin/DAPI

Slika 4. Polutanki rezovi bojani toluidin plavom, imunofluorescencijsko bojanje s a-tubulinom i
4',6'-diaminidino-2-fenilindol dihidroksiklorid (DAPI), transmisijska elektronska mikroskopija kore
postnatalnog bubrega djeteta starosti 1.5 godine (a), tkiva bubrega s nefrotskim sindromom
Finskog tipa (CNF) (b) i tkiva bubrega s fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom (FSGS)(c).
Detalji mikrovila u zdravom postnatalnom tkivu bubrega na apikalnoj povrsini prikazani su kao
dodatni okvir na ve¢em povecdanju (red a, elektronska mikroskopija). Legenda: proksimalni
zavijeni kanaliéi (pct), distalni zavijeni kanaliéi (dct), glomeruli (g), kanaliéi (t), ciste proksimalnih
kanali¢a (cy), jezgra (n), epitelne stanice (ec), primarna cilija (oznacena strelicom), lobulirani
glomeruli (vrh strelice). Imunofluorescencijsko bojanje a-tubulina i DAPI prikazuje dizmorfne
primarne cilije u preparatima multicisticnog displasticnog bubrega (MCDK) (c) i FSGS (d).

Elektronska mikroskopija preparata distalnih zavijenih kanalica FSGS prikazuje izrazito duge
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primarne cilije (strelica) na apikalnoj povrsini stanica (e). Legenda: jezgra (n), bazalno tjelesce (vrh
strelice), gubitak mikrovila na apikalnoj povrsini stanice (*). Detalji veéeg povecéanja primarne
cilije prezentirani su u manjim okvirima fotografija. Poveéanja na rezovima toluidin plavo: x40,
ljestvica povecdanja 100 um. Povecanje na imunofluorescencijskim mikrofotografijama: x100,
ljestvica poveéanja 40 um. Ljestvica povecdanja transmisijskog elektronskog mikroskopa: 2 um

(85).

5.2. Razvojni i zdravi postnatalni uzorci tkiva bubrega kod ¢ovjeka: imunofluorescencijska

metoda uz protutijela za a-tubulin, inversin i DVL-1 1 statisticka analiza

Tijekom 14., 15. i 16. tjedna gestacijskog razvoja tkivo bubrega se prikazuje razli¢itim razvojnim
oblicima nefrona. Zona nefrogeneze smjesStena je u vanjskom dijelu kore bubrega, proksimalnije
se prikazuju metanefrogene kape (mc), bubrezni mjehuriéi (rv), oblik slova c ili zareza (cb), S oblik
nefrona (sb) i nezreli glomeruli (ig) (Slika 5 a-b). U dijelu kore blize bubreznoj srzi mogu se
prepoznati pct, dct i glomeruli u procesu sazrijevanja. Tijekom 22. tjedna gestacijskog razvoja
mogu se jasno razluciti histoloSke razlike izmedu srZi i kore bubrega. U 38. tjednu intrauterinog

razvoja dijelovi nefrona visoko su diferencirani uz zrele oblike pct, dct i glomerula.

Inversin

15/16 GW
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Slika 5. Imunofluorescencijsko bojanje inversina (a) i a-tubulina (b) u razvojnim stadijima bubrega
(14.115./16. tjedan gestacijskog razvoja (GW)) prikazuje zonu nefrogeneze s razvojnim oblicima
nefrona: metanefrogena kapa (mc), bubrezni mjehurié (rv), oblik zareza (cb), S-oblik nefrona (sb),

nezreli glomerul (ig). Povecéanje: x40, ljestvica povecanja 100 um (85).

5.2.1. a-tubulin

Razvojni stadiji nefrona u svim promatranim tjednima gestacijskog razvoja snazno izrazavaju a-
tubulin (Slika 5 a-b). Na povrsini parijetalnih stanica Bowmanove c¢ahure, glomerula, pct i dct a-
tubulin se vizualizira u obliku primarne cilije (Slika 6 a-e), dok se unutar citoplazme prikazuju
difuzno zrnatog karaktera signala . Stanice pct tijekom razvoja izrazavaju a- tubulin izmedu 82 %
i 97 %; dok se izrazaj te iste bjelancevine u tubularnim stanicama dct smanjuje sa 99 % pozitivnih
stanica u pocetnim stadijima do 72 % u 38. tjednu gestacijskog razvoja (Slika 6 f, Slika 8 a).
Semikvantitativnom analizom utvrdeno je da je izrazaj a-tubulina najsnazniji u stanicama
glomerula 16. tjedna gestacijskog razvoja uz 93 % pozitivno obiljeZenih stanica. Oko 70 % stanica
glomerula u 13,, 15.i 22. tjednu gestacijskog razvoja pozitivno su obiljezene na a- tubulin, dok je
najniza koli¢ina od 34 % pozitivno obiljeZenih stanica uo€ena u 38. tjednu gestacijskog razvoja
(p<0.01) (Slika 6 f, Slika 8 a). Tkiva bubrega djece starosti 1.5 godine i 7 godina prikazuju najjaci
signal a-tubulina na apikalnoj strani epitelnih stanica pct i dct (Tablica 1, Slika 6 d-e). Prisutnost
a-tubulina zabiljeZzena je i u citoplazmi oko jezgre stanica dct kao i u parijetalnim epitelnim
stanicama Bowmanove c¢ahure (Slika 6 d-e). U postnatalnim preparatima bubrega o-tubulin
zabiljeZen je u svim promatranim dijelovima nefrona uz srednju vrijednost pozitivno obiljezenih
stanica od 64 % u pct, 83 % u dct i 72 % u glomerulima (Slika 6 f). Statisti¢ki znacajne razlike
pronadene su izmedu koli¢ine pozitivnih stanica dct u preparatima postnatalnog bubrega djeteta

7 godina starosti u odnosu na pct (p<0.0001) (Slika 6 f, Slika 8 a).
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Slika 6. Imunofluorescencijsko bojanje a-tubulina i DAPI u razvojnim i postnatalnim tkivima
bubrega (a-e). Tkivo razvojnih stadija 14., 15./16., 38. tjedna gestacijskog razvoja (a-c);
postnatalno tkivo bubrega djece starosti 1.5 godine i 7 godina (d, e). Signal pozitivhog bojenja a-
tubulina (strelica) prikazan unutar svih promatranih struktura nefrona kroz periode razvoja i
postnatalne stadije (a-e), proksimalni zavijeni kanali¢ (pct), distalni zavijeni kanali¢ (dct) i
glomerul (g). Detaljniji prikaz primarne cilije na ve¢em povedanju, prikazan u dodanim manjim
okvirima, vidi se u pct (d) i dct (a-c, e). Povecanje: x40, ljestvica povedanja 100 um. Graf (f)
prikazuje raspodjelu a-tubulin pozitivnih stanica po strukturama kroz razli¢ite stadije razvoja i
postnatalnog perioda. Graf (g) prikazuje povezanost ukupnog izrazaja bjelanevine u svim
strukturama u odnosu na vrijeme (test linearne regresije) i meduodnos a-tubulina i DVL-1 kroz
razvoj i sazrijevanje struktura (dvosmjerni ANOVA test, uz SIDAK posthoc test). Podaci su

prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) (85).

Tablica 1. Semikvantitativna analiza jacine izrazaja za a-tubulin, inversin i DVL-1 tijekon razvojnih
fetalnih stadija i postnatalnih bubrega djece starosti 1.5 godine i 7 godina. U svakoj skupini
analizirano je 20 struktura od interesa. Legenda: GW- gestacijski tjedan, y- godina, pct-

promksimalni zavijeni kanalié, dct- distalni zavijeni kanali¢, g- glomerul

antibody a-Tubulin Inversin DVL-1
GW/y 14 15|16 |21 |38 |15|7 (14|15 |16 21|38 |15 |7 |14 |15|16|21 |38 |15
struktura
pct 3133322211 |1}|1]1}2 (1|1 |1 ]1]1|3]2
det 313131333 ]|3|2]|2|2|2|2]2|3|]1|2]2]2]3]1
& 21121312 ]2]2[3[3]3]|3]3|3]|1]|]1]1]3]|3]3

Broj 1 opisuje slabu jacinu signala; broj 2 opisuje srednje jak signal; broj 3 opisuje jak signal (85).

5.2.2. lzrazaj inversina i DVL-1 u razvojnim 1 postnatalnim tkivima bubrega tehnikom

dvostruke imunofluorescencije

IzraZaj inversina u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega
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Tijekom razvoja u 14., 15., 16., 22. i 38. tjednu gestacije inversin prikazuje najsnazniji zrnati izrazaj
(Tablica 1) u glomerulima dok je u citoplazmi pct i dct srednje jakog zrnatog karaktera. Pozitivan
izrazaj inversina zabiljeZzen je u 73 % stanica pct tijekom 16. tjedna gestacije, uz tendenciju
opadanja broja pozitivnih stanica prema 38. gestacijskom tjednu kada je zabiljezeno 29 %
pozitivnih stanica u pct (p<0.05) (Slika 8 b). U dct i glomerulima izmedu 80 % i 90 % stanica bilo
je pozitivno u 14. i 16. gestacijskom tjednu, dok je najniZi izraZaj invesina od 66 % zabiljeZzen u dct
tijekom 38. gestacijskog tjedna (p<0.05, p<0.0001). Inversin se u postnatalnom tkivu bubrega
snazno izrazavao na apikalnoj strani stanica pct i bazalnoj membrani i citoplazmi oko jezgre
stanica dct (Slika 7 d-e). U svim promatranim strukturama nefrona inversin je imao pozitivan
izrazaj (Slika 7 a-e). Prosjecno je 92 % epitelnih stanica pct bilo pozitivno obiljeZzeno protutijelom
za inversin, 88 % u dct i 90 % u glomerulima (Slika 7 f, Slika 8 b). Izmedu struktura nije bilo
statisticki znacajnih razlika. Najveci udio pozitivnih stanica od 94% zabiljeZen je u glomerulima
(Slika 8 b). Statisticki znacajna razlika zabiljezena je izmedu izrazaja u glomerulima od 94 % i pct

od 58% (p<0.01) te izmedu glomerula i dct od 49 % (p<0.0001).

IzraZzaj DVL-1 u razvojnim i postnatalnim preparatima tkiva bubrega

U citoplazmi pct, dct i glomerula (Slika 7a-c) zabiljezen je srednje jak do jak signal DVL-1
bjelancevine tijekom razvojnih stadija (Tablica 1). lzmedu 14. i 22. gestacijskog tjedna u pct od
76% do 86 % stanica obiljezeno je pozitivno. U 38. gestacijskom tjednu broj pozitivnih stanica se
smanjuje na 57 % (Slika 8 c). Izrazaj dct prati tendencija opadanja kroz periode razvoja. U 14.i 15.
tjednu razvoja zabiljezeno je izmedu 68 % i 70 % pozitivnih stanica, u 16. i 22. tjednu broj stanica
smanjuje se na raspon od 42 % do 50 %, da bi u 38. tjednu intrauterinog zivota tek 19 % (p<0.001)
stanica dct bilo pozitivho oznaceno na DVL-1 (Slika 8 c). Za razliku od dct, broj pozitivnih stanica
u glomerulima prati pozitivan porast prema kraju razvoja. U 14. tjednu razvoja u glomerulima
pozitivno je 6 % stanica, a izmedu 15. i 22. gestacijskog tjedna izrazaj raste na 10 % pozitivnih

stanica da bi u 38. tjednu dostigao najveci broj od 14 % pozitivnih stanica (Slika 8 c).

Imunofluorescencijski signal DVL-1 bjelancevine u postnatalnim tkivima bubrega (Slika 7 d-e)

rasprsen je u perinuklearnoj citoplazmi svih promatranih dijelova nefrona. Statisticki znacajan
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vedi izrazaj DVL-1 zabiljezen je prilikom usporedbe broja pozitivnih stanica pct u odnosu na dct i

glomerule (p<0.01) (Slika 8 c).

Tijekom svih promatranih razvojnih stadija pronadena je koekspresija inversina i DVL-1 u
citoplazmi pct, dct i glomerula (Slika 7 a-c). U pct i dct postnatalnih stadija inversin i DVL-1 zajedno
su izrazeni unutar tubularnih stanica (Slika 7 d-e), dok je u glomerulima koekspresija inversina i

DVL-1 prikazana uz prevagu imunofluorescencijskog signala inversina (Slika 7 d-e).
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Slika 7. Tehnika bojanja dvostrukom imunofluorescencijom inversina (zeleni signal), DVL-1 (crveni
signal) i DAPI (plavo) u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega (14.-38. gestacijski tjedan (GW),

bubrezi djece od 1.5 godine i 7 godina starosti). Pozitivno bojanje (strelice) prikazuje se unutar
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svih promatranih struktura nefrona kroz periode razvoja (a-c) i postnatalnim tkivima bubrega (d-
e). Preklopljene slike (merge) zajedno s oznacenim dijelovima nefrona u bubreznoj kori:
proksimalni zavijeni kanali¢ (pct), distalni zavijeni kanali¢ (dct) i glomerul (g). Kolokalizacija
inversina i DVL-1 (vrh strelice) prikazan je na preklopljenim mikrofotografijama. Negativna
kontrolna bojanja prikazana su u manjim okvirima unutar mikrofotografija inversina i DVL-1 (a).
Eritrociti se prikazuju sa snaznim izrazajem uz dct. Uvecani detalji su prikazani u manjim okvirima
unutar mikrofotografija. Povecanje: x40, ljestvica povecanja 100 um. Dinamika promjene udjela
pozitivho oznacenih stanica na inversin i DVL-1 unutar struktura nefrona (pct, dct, g) kroz periode
razvoja i postnatalne stadije prikazani su u grafu (f, g). Graf (h) prikazuje ovisnost izrazaja
bjelancevine (ukupan udio pozitivnih stanica unutar struktura) u odnosu na vrijeme (test linearne
regresije) i meduovisnost inversina i DVL-1 kroz periode razvoja i sazrijevanja (dvosmjerna
ANOVA uz SIDAK post hoc test). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna
devijacija) (85).

5.2.3. Razlike u izrazaju a-tubulina, inversina i DVL-1 izmedu razvojnih stadija i postnatalnih

preparata bubrega

Izrazaj a-tubulina u epitelnim stanicama pct razvojnih stadija 14. (p<0.01), 15. (p<0.001) i 16.
(p<0.0001) gestacijskog tjedna bio je statisticki znacajno visi u usporedbi s pct tkiva bubrega
djeteta od 7 godina (Slika 8 a). Stanice dct promatranih razvojnih stadija (14., 15., 16.i 22. tjedan
gestacije) znacajno su jace izrazavale a-tubulin u usporedbi s dct u 38. tjednu razvoja i tkivu
bubrega djece starosti 1.5 godine (p<0.0001). Znacajno visi udio pozitivnih stanica obiljezio se u
glomerulima 16. tjedna gestacijskog razvoja u odnosu na glomerule 38. tjedna razvoja (p<0.001)

i glomerulima postnatalnih preparata 1.5 godine (p<0.05) (Slika 8 a).

Inversin je statisticki znacajno jace bio izrazen u pct postnatalnog tkiva bubrega djeteta starosti
1.5 godine u odnosu na razvojne stadije: 14. (p<0.0001), 15. (p<0.0001), 22. (p<0.001) i 38. tjedna
gestacijskog razvoja (p<0.0001) (Slika 7 f, Slika 8 b). Dct preparata 16. tjedna gestacije znacajno
nize izrazavaju inversin u odnostu na dct u 38. tjednu razvoja (p<0.0001). Usporedujuci udio

pozitivnih stanica u strukturi dct razvojnih stadija 14. (p<0.001), 15. (p<0.01) i 16. tjedna razvoja
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te postnatalnog tkiva djeteta starosti od 1.5 godine (p<0.0001) uocava se manji udio pozitivnih

stanica kod dct tkiva bubrega djeteta starosti 7 godina (Slika 8 b).

DVL-1 je bio znacajno manje izrazen u pct tkiva bubrega djeteta starosti od 7 godina u odnosu na
promatrane razvojne stadije (14. (p<0.05), 15.i16. (p<0.01) i 22. (p<0.001) tjedan gestacije) (Slika
7 g, Slika 8 c). Epitelne tubularne stanice dct razvojnih stadija 14. i 15. gestacijskog tjedna imaju
znacajno veci udio pozitivnih stanica unutar strukture u odnosu na dct 38. gestacijskog tjedna
(p<0.001) (Slika 7 g, Slika 8 c). Udio DVL-1 pozitivnih stanica u glomerulima povecava se kroz
razvoj i postnatalne periode (Slika 7 g, Slika 8 c) uz znacajnu razliku izmedu 14. tjedna gestacije i

glomerulima bubrega djece 7 godina starosti (p<0.05).
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Slika 8. Grafovi prikazuju udio a-tubulin (a), inversin (b) i DVL-1 (c) pozitivnih stanica unutar
proksimalnih zavijenih kanali¢a (pct), distalnih zavijenih kanali¢a (dct) i glomerula (g) kroz
razvojne stadije (GW) i postnatalno tkivo bubrega djece od 1.5 godine i 7 godina starosti (Y).
Razlike u izraZzaju bjelancevina (Kruskal Wallis uz Dunn post hoc test) odredene su p vrijednostima
(* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

+ SD (standardna devijacija).

5.2.4. Meduodnos prostorno vremenskog izrazaja a-tubulina i inversina u odnosu na DVL-1

u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega

Ukupan udio pozitivnih stanica unutar promatranih struktura bubrega na a-tubulin i inversin
usporeden je s ukupnim izrazajem DVL-1 kroz faze razvoja i postnatalnih preparata bubrega. a-
tubulin je kroz sve promatrane stadije statisticki znac¢ajno bio viSe izrazen u odnosu na DVL-1
bjelancevinu (p<0.001). Prilikom usporedbe izrazaja inversina u odnosu na DVL-1 kroz sve
promatrane stadije razvoja i tkiva bubrega djece od 1.5 godine i 7 godina utvrden je statisticki

znacajno visi izrazaj inversina (p<0.0001).

5.3. Usporedba imunofluorescencijskog izrazaja a-tubulina, inversina i DVL-1 u patoloSkim
preparatima tkiva bubrega MCDK, CNF 1 FSGS
5.3.1. a-tubulin

Usporedom ukupnog udjela pozitivnih stanica po nepreklapajuéim vidnim poljima mikroskopa na
imunofluorescencijski izrazaj a-tubulina izmedu kontrolne grupe, zdravih postnatalnih tkiva
bubrega i patoloskih stanja MCDK, CNF i FSGS (Slika 8, a-c, 9 g) pronadene su statisticki znacajne
razlike u svim skupinama. Tkivo displastiénog preparata bubrega imalo je statisti¢ki znacajno veci
izrazaj a-tubulin u odnosu na kontrolnu skupinu (p< 0.0001) (Slika 9 g). Preparati FSGS i CNF imali

su statisti¢ki znac¢ajno manju ekspresiju a-tubulina u odnosu na zdravu kontrolu (p< 0.0001) (Slika

9g)
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Slika 9. Imunofluorescencijsko bojanje a-tubulina s DAPI bojanjem patoloskih preparata
multicisticnog displasti¢nog bubrega (MCDK) (a), kongenitalnog nefrotskog sindroma Finskog tipa
(CNF) (b) i fokalne segmentalne glomeruskleroze (FSGS) (c). Primarne cilije (strelica) prikazane su
unutar tubula (t), cisticno promijenjenih proksimalnih zavijenih tubula (c), glomerula (g) i na

povrsini epitelnih stanica MCDK (e). Povecanje: x40, ljestvica poveéanja 100 um.
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5.3.2. Inversin

Tkivo bubrega MCDK pozitivno izrazava inversin u citoplazmi morfoloski neorganiziranih epitelnih
stanica kao i u stanicama cisticno promijenjenih tubula (Slika 10 a). ZabiljeZen je pozitivan izrazaj
inversina u citoplazmi stanica glomerula. Stanice preparata tkiva bubrega CNF-a pozitivnho su
obiljeZzene na inversin unutar dct i glomerula (Slika 10 b). Pozitivno su oznacene stanice u cisti¢no
promijenjenim pct, medutim uz smanjen intenzitet u odnosu na dct i glomerule. Jak signal
inversina zabiljeZen je u dct i glomerulima preparata FSGS, dok je smanjen intenzitet zabiljezen u
cistama nastalim iz pct (Slika 10 c). Promatrani prostorni izrazaj inversina kod patoloskih stanja
bubrega (MCDK, CNF, FSGS) statisticki je znacajno viSi u usporedbi sa zdravom kontrolnom

skupinom (p< 0.0001)(Slika 10 h).
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Slika 10. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje inversina (zeleno), DVL-1 (crveno) i DAPI u
patoloskim preparatima multicisticnog displasticnog bubrega (MCDK) (a), bubrega s
kongenitalnim nefrotskim sindromom Finskog tipa (CNF) (b) i bubrega s fokalnom segmentalnom
glomerulosklerozom (FSGS) (c). Legenda: tubuli (t), glomeruli (g), ciste proksimalnih zavijenih
kanali¢a (c), visina epitelnih stanica proksimalnih zavijenih kanali¢a (*). Strukture i kolokalizacija
inversina i DVL-1 (vrh strelice) unutar stanica prikazane su na preklopljenim mikrofotografijama
(merge) uz detalje s veéim poveéanjem unutar okvira. Negativna kontrolna bojanja prikazana su
unutar okvira mikrofotografija inversina i DVL-1 (a). Povecéanje: x40, ljestvica poveéanja 100 um.
Odnos izrazaja a-tubulina i inversina s izrazajem DVL-1 u preparatima MCDK, FSGS i CNF
(dvosmjerni ANOVA uz SIDAK post hoc test). Graf (f) prikazuje razlike u visini epitelnih stanica pct
u FSGS, CNF i MCDK usporedivano sa zdravom kontrolom (jednosmjerni ANOVA uz Tukey post
hoc test). Razlike u udjelu pozitivnih stanica na a-tubulin, inversin i DVL-1 po nepreklapaju¢im
vidnim poljima preparata MCDK, CNF i FSGS u usporedbi sa zdravom kontrolom (g-i)
(jednosmjerni ANOVA uz Tukey post hoc test). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD
(standardna devijacija). Statistic¢ki znacajne razlike oznacene su p vrijednostima (* p < 0.05, ** p

<0.01, **** p < 0.0001) (85).

5.3.3. DVL-1 bjelancevina

Bjelancevina DVL-1 vrlo je blagog zrnatog karaktera signala u preparatima MCDK (Slika 10 a).
Signal se biljezi u citoplazmi morfoloski neorganiziranih tubula i nezrelih glomerula. U
preparatima patoloSkog tkiva bubrega CNF signal biljeZi se u citoplazmi epitelnih stanica dct i
glomerula (Slika 10 b). Blagi izrazaj DVL-1 nalazi se u citoplazmi pct, dct i glomerula u preparatima
FSGS (Slika 10 c). Usporedbom udjela pozitivnih stanica po vidnim poljima MCDK i FSGS pronaden
je staticki znac¢ajno niziizrazaj DVL-1 u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (p< 0.0001) (Slika 10
i). Uporedujuéi udio pozitivnih stanica kod CNF i zdrave kontrole nije pronadena statisticki

znacajna razlika (Slika 10 i).

5.3.4. Meduovisnost izraZzaja o-tubulina i inverzina u odnosu na DVL-1 bjelancevinu u

patoloski izmijenjenim bubrezima (MCDK, CNF, FSGS)
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Statisticki znacajan visi izrazaj a-tubulina pronaden je u patoloski promijenjenim preparatima
MCDK, CNF i FSGS u odnosu na izrazaj DVL-1 (p<0.0001) (Slika 10 d). Inversin je imao znacajno
viSi izraZzaj u odnosu na DVL-1 u patoloskim preparatima MCDK (0.0001) i FSGS (p<0.01) (Slika 10

e).

5.3.5. Razlike u visini epitelnih stanica proksimalnih zavijenih kanali¢a izmedu patoloski

promijenjenih preparata i zdrave kontrole

Visina epitelnih stanica pct mjerena je i usporedivana izmedu tubularnih stanica zdrave kontrolne
skupine i patoloski izmijenjenih tkiva bubrega MCDK, CNF i FSGS. Izmjerena srednja vrijednost
visine epitelnih stanica pct zdrave kontrole iznosila je 12.91 um + 1.847 um i statisticki je znacajno
visa u usporedbi s visinom tubularnih stanica CNF-a i FSGS-a (p<0.0001) (Slika 10 f). Mjerena
srednja vrijednost visine stanica pct kod CNF-a iznosila je 9.011 um % 1.453 um dok je kod
preparata FSGS iznosila 8.114 um + 0.9248 um (Slika 10 f). Izmjerene visine epitelnih stanica
MCDK-a iznosile su 12.17 um + 1.476 um. lako su izmjerene nize vrijednosti nije bilo statisticki

znacajne razlike u odnosu na izmjerene vrijednosti zdrave kontrole (Slika 10 f).

5.3.6. Razlike u duljini primarne cilije izmedu zdrave kontrolne skupine i promatranih

patoloskih stanja MCDK, CNF 1 FSGS

Duljine primarnih cilija mjerene su u skupinama zdrave kontrole i patoloskih stanja te su
medusobno usporedivane. U svrhu osiguranja specificnosti bojenja tijela primarne cilije a-
tubulinom napravljeno je imunofluorescencijsko bojenje y-tubulinom ¢ime se prikazalo bazalno
tjeleSce primarne cilije (Slika 11 a-b). Primarna cilija mjerena na preparatima zdrave kontrole
duljine je 5.065 um % 2.434 um (Slika 11 c). Primarna cilija mjerena u patoloskim preparatima
MCDK, CNF i FSGS znacajno je dulja u odnosu na zdravu kontrolu (p<0.0005) (Slika 11 c). U
preparatima MCDK duljina primarne cilije iznosi 9.908 um + 2.434 um, dok je u preparatima CNF
13.65 um + 3.218 (Slika 11 c). Najdulje primarne cilije izmjerene su u patoloskim preparatima
FSGS, gdje je prosjecno iznosila 18.29 um + 4.717 um (Slika 11 c). Primarna cilija u FGSG znacajno
je dulja u odnosu na cilije iz zdrave kontrolne skupine (p<0.0001), ali i u usporedbi s patoloskim

stanjima MCDK (p<0.0001) i CNF (p<0.001)(Slika 11 c).
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Slika 11. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje s a-tubulinom (crveno), y-tubulinom (zeleno)
i DAPI u preparatima zdravog postnatalnog bubrega djeteta starosti 1.5 godine (a) i u
multicistichnom displastichom bubregu (MCDK) (b). Kolokalizacija a- i y-tubulina prikazana je
strelicom. Detalji ve¢eg povecanja primarne cilije i bazalnog tjeleSca prikazani su u manjim
okvirima unutar mikrofotografija (a, b). Graf (c) prikazuje razlike u duljinama primarne cilije
izmedu zdrave kontrolne skupine i patoloskih preparata FSGS, CNF i MCDK. Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti + SD (standardna devijacija). Statisticka znacajnost odredena je p

vrijednostima (*** P < 0.001, **** P < 0.0001) (85).
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6. RASPRAVA
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Cilj ovog istrazivanja i disertacije bio je istraziti prostorno vremenski obrazac
imunofluorescencijskog izrazaja a-tubulina, inversina i DVL-1 kroz faze gestacijskog razvoja i
postnatalnih tkiva bubrega. Takoder, cilj je bio istraZiti postoje li razlike u izrazaju navedenih
bjelancevina izmedu zdravog tkiva postnatalnih bubrega i patoloskih stanja MCDK, CNF i FSGS od
kojih svi imaju tendenciju stvaranja bubreznih cisti, smanjenja bubreZne funkcije koje vode do
razvijanja kroni¢nih bubreZnih bolesti. S obzirom na to da kroni¢ne bubreZne bolesti u populaciji
imaju prevalencu izmedu 4.1 % i 25.5 % (86) veliki broj istrazivanja odvija se na ovom polju.
Medutim, unato¢ povecanom zanimanju, vecina istrazivanja u Cijem fokusu je uloga a-tubulina,
inversina i DVL-1 bjelancevine na razvoj i kroni¢ne bolesti bubrega, koriste Zivotinjske ili
laboratorijske modele. PretraZzivanjem literature uoceno je da je ovo prvo istraZivanje koje je u
fokus stavilo izrazaj i lokalizaciju a-tubulina zajedno s inversinom i DVL-1, bjelanéevinama Wnt
signalnog puta. Do sada se navedene bjelancevine nisu zajedno proucavale u razvojnim stadijima
i postnatalnim tkivima bubrega. Takoder, prvi put se usporeduje imunofluorescencijski izrazaj u
patoloskim stanjima MCDK, CNF i FSGS s histoloski zdravim tkivom bubrega. Osim
imunofluorescencijskog izrazaja bjelancevina, u studiji je istrazena duljina i morfologija primarnih
cilija u zdravim i patoloskim tkivima bubrega. Ultrastruktura stanica i primarnih cilija ispitana je i
metodom elektronske mikroskopije. Nadalje, prouéavana je visina epitelnih tubularnih stanica
pct zbog cisticnih promjena, s obzirom na to da su ranija istrazivanja ukazala na moguénost da

morfoloske promjene cilija mogu imati utjecaja na stvaranje cista kod CNF-a i FSGS-a (87).

Wnt signalni put kontrolira proces MET-e i put stani¢ne polarnosti koji ga ¢ini neophodnim za
proces nefrogeneze tijekom embrionalnog i fetalnog perioda. Primarna cilija ukljuéena je u
proces Wnt signalizacije i time kontrolira stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i morfogenezu
tkiva bubrega. Svojim utjecajem djeluje na organizaciju citoskeleta i stani¢nu organizaciju ¢ime
utjee na usmjereno izduljivanje tubularnih struktura bubrega. Ovim istrazivanjem ukazano je na
prisutnost a-tubulina, inversina i DVL-1 ne samo u ranim stadijima razvoja vec¢ i u postnatalnom
tkivu bubrega djece starosti od 1.5 godine i 7 godina u svim promatranim strukturama nefrona.
Dobiveni rezultati potkrjepljuju dosadasnja istrazivanja koja govore u prilog ranoj aktivnosti Wnt
signalnog puta vec za vrijeme tubulogeneze (88). Takoder, ovom studijom ukazalo se na statisticki

znacajnu recipro¢nu povezanost izrazaja a-tubulina i inversina u odnosu na koli¢inu DVL-1. O
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vaznosti DVL-1 bjelancevine govori studija provedena na eksperimentalnom modelu misa s
mutiranom cijelom obitelji DVL bjelancevina Sto je rezultiralo izostankom procesa gastrulacije.
Mutacije koje nisu u potpunosti iskljucile cijelu obitelj bjelan¢evina kao rezultat su imale defekte
nodalne cilije, ¢ija je uloga odrzavanje desno-lijeve simetrije u ranom periodu razvoja. Takoder,
kao rezultat mutacije moguca je i pojava defekata tijekom organogeneze (89). Ranija istrazivanja
ukazala su na vaznost uloge inversina u migraciji stanica pronefrosa Xenopusa. S obzirom na to
da navedeni segment kod sisavaca odgovara Henleovoj petlji i distalnim zavijenim kanali¢ima
indirektno se moZe pretpostaviti vaznost inversina kod ranog razvoja bubrega Covjeka (23).
Sukladno navedenom, istrazivanja su zakljucila da mutacija inversina dovodi do nefronoftize tipa
2, Sto je posredovano nereguliranom koli¢inom DVL-1 bjelancevine (90). Unato¢ dosadasnjim
studijama, a koje se ne slazu u potpunosti oko stava kako to€no primarna cilija ima utjecaj na
regulaciju Wnt signalnog puta, ovo istrazivanje pokazalo je suizrazaj a-tubulina s inversinom i
DVL-1 u svim promatranim stadijima razvoja i sazrijevanja tkiva bubrega. Pronadeni suizrazaj
bjelancevina na luminalnoj povrsini tubula uz bazu cilije, potvrduje teoriju da su inversin i DVL-1
cilijarne bjelancevine smjestene u bazalnom tjeleScu primarne cilije (37). U dosadasnjoj literaturi,
istaknuto je da primarna cilija zajedno s inversinom utjeCe na smanjivanje koli¢ine DVL-1 u
citoplazmi Sto bi mogao biti mehanizam kojim usmjerava Wnt signalni put prema nekanonskom
putu (91). Prouc¢avanjem meduodnosa a-tubulina i inversina sa DVL-1 dolazi se do zakljuc¢ka da
razina DVL-1 bjelanéevine znacajno ovisi o izrazaju preostalih dviju bjelancevina $to bi se moglo
shvatiti proucavajué¢i mehanizam Wnt signaliziranja. Do sada se uocila abnormalna lokalizacija i
promijenjeno signaliziranje primarne cilije u bolestima bubrega s cistichnim promjenama,
medutim, nije promatran ucinak na cilijarne proteine (87). U skladu s navedenim, ovom studijom
potvrdile su se morfoloSke promjene primarne cilije kod patoloskih stanja kojima su histolosko
obiljezje cisticne promjene u MCDK-u, CNF-u i FSGS-u. Uloga Wnt signalnog puta osim u razvoju
proucavala se kod akutnih i kroni¢nih ozljeda bubrega. IstraZivanja su pokazala ukoliko nakon
akutne ozljede dode do prolazne aktivacije kanonskog Wnt signalnog puta, utoliko ée doéi do
regeneracije oSteéenog tkiva i povratka na raniju funkciju (92). Medutim, nekontrolirana i
dugotrajna aktivacija Wnt signalnog puta nakon ozljede moZe rezultirati nepopravljivim

strukturalnim i funkcionalnim promjenama tkiva bubrega koja u konacnici vodi do kronic¢nih
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bubreznih oboljenja (93). Suprotno ovom procesu, ukazano je na to da primarna cilija ima ulogu
u usmjeravanju Wnt signalnog puta s kanonskog smjera prema nekanonskom smjeru ¢ime
doprinosi popravku ostecenog tkiva. Kao dokaz ovoj teoriji pokazano je da pojacana aktivacija
kanonskog Wnt signalnog puta u transplantiranom bubregu ima pozitivnu prediktivnu vrijednost
da ¢e ishod biti fibroza tkiva bubrega (94). Ukoliko ravnoteZa izmedu navedena dva smjera Wnt
signalnog puta prevagne prema kanonskom putu za ocekivati je napredovanje fibroziranja u tkivu
bubrega. Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog navedenoj teoriji. U patoloSkim preparatima
tkiva CNF-a i FSGS-a pronaden je smanjen izrazaj a-tubulina i inversina $to se tumaci kao
smanjena aktivnost nekanonskog Wnt signalnog puta u kojem je oéekivana pojacana aktivnost
ako dolazi do reparacije tkiva. Medutim, s obzirom na rezultate, zakljuCuje se tendencija obje
bolesti prema fibroziranju i kronicnom oboljenju bubrega. Na temelju dosadasnjih rezultata iz
postojece literature, moZe se naslutiti kako bi uredna morfologija, lokalizacija i funkcija primarne
cilije mogla biti vazan faktor u odrzavanju aktivacije Wnt signalnog puta, a time i uvjet za urednu
nefrogenezu tijekom embrionalnog razdoblja. Suprotno tome, ako dode do pojacane aktivacije
Whnt signalnog puta, moguca je nekontrolirana proliferacija i diferencijacija stanica koja moze
rezultirati karcinogenezom (95). Do sada je poznato da je aktivacija kanonskog Wnt signalnog
puta neophodna za zapocinjanje procesa MET, a time i za formiranje dijelova nefrona. Ukoliko ne
dode do pravovremene aktivacije procesa MET rano tijekom razvoja, rezultat je hipodisplazija
bubrega (96). Rezultati ove studije tumace se u skladu s literaturom. Najniza razina izrazaja DVL-
1 bjelancevine uz najvisu razinu a-tubulina pronadena je u patoloSkom preparatu MCDK-a kada
je usporeden sa zdravom kontrolom. Ovaj rezultat moZe se tumaciti kao najniza aktivacija
kanonskog signalnog puta i mogudi uzrok izostanka formacije funkcionalnih dijelova nefrona.
Nadalje, najvisa razina izrazaja a-tubulina s najnizom razinom DVL-1 bjelancevine mogla bi
objasniti uzrok nastanka mnogobrojnih cisti u tkivu bubrega, s obzirom na to da nema
organiziranog izduljivanja tubularnih struktura i polarnosti stanica vodenih nekanonskim putem.
Ranije su studije pokazale da inversin ima ulogu u kocenju kanonskog Wnt signalnog puta tako
da oznacava DVL za ubikvitinsku degradaciju (32). Ovaj dio pokazao se neizostavnim za
odrzavanje regularnog izduljenja i polozaja tubula tijekom razvoja. Mutacija inversina rezultira

pojacanom aktivacijom kanonskog smjera signalnog puta Sto poti¢e nereguliranu proliferaciju

51



tubularnih stanica. Eksperimantalni model inversin knockout misa u bubrezima prikazuje sliku
policisticne bolesti bubrega ¢ime se dokazalo da je neregulirani kanonski put, uz izostanak
nekanonskog, presudujuc¢i korak u ulozi formacije cista (90, 97). Svi proucavani patoloski
preparati prikazuju statisticki znacajno nizZe razine inversina u odnosu na zdravu kontrolu uz
cisticne promjene, Sto govori u prilog prijasnim provedenim studijama na modelima. Prema
teoriji o nastanku bubreznih cisti, inversin se smatra cistoproteinom zbog njegove lokalizacije uz

bazu primarne cilije u epitelnim tubularnim stanicama bubrega (98).

Primarnu ciliju pronalazimo na apikalnoj povrsini epitelnih tubularnih stanica u svim proucavanim
periodima razvoja uz jaci izraZzaj a-tubulina u postnatalnim stadijima. Dosadasnja istraZivanja su
pokazala da funkcija primarne cilije mozZe biti poremeéena zbog nereguliranog izrazaja a-tubulina
tijekom razvoja. Zbog oSteéenja primarne cilije do¢i ¢e do stvaranja bubreinih cisti i
neodgovarajuceg razvoja bubrega Sto mozZe rezultirati kronicnim bubreznim bolestima vec¢ u
djecjoj dobi (80,99). U skladu sa tim saznanjima su rezultati ove studije. U preparatima MCDK-a
zabiljezene su skraéene primarne cilije oSteéene morfologije. Nakupine primarnih cilija, izrazito
izduljene i dislocirane primarne cilije pronadene su u proSirenim i cisticho promijenjenim
kanali¢cima Sto nije zabiljezeno u zdravoj kontrolnoj skupini. U MCDK-u zabiljezen je znacajno
manji izrazaj inversina i DVL-1 pri usporedbi sa zdravom kontrolom, $to govori u prilog teoriji koja
objasnjava kako su kanonski i nekanonski Wnt signalni putevi, regulirani od strane primarne cilije,

neophodni za uredan razvoj bubrega kod ¢ovjeka (80,99).
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7. ZAKLJUCAK
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Razli¢it prostorno vremenski obrazac izrazaja a-tubulina, inversina i DVL-1 kroz faze gestacijskog
razvoja mogao bi govoriti o dinamici izmjene izmedu kanonskog i nekanonskog Wnt signalnog
puta tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja bubrega ¢ovjeka. Ovo istrazivanje pretpostavlja i
potkrepljuje dosadasnja istrazivanja, koja objasnjavaju kako izmjena izmedu dva smjera signalnog
puta odreduju dinamiku prepisivanja gena od interesa u slu¢ajnu kanonskog puta ili usmjeravanje
i polarnost nastalih stanica tijekom nefrogeneze u slucaju nekanonskog puta. Zabiljezeni izrazaj i
ravnoteZa promatranih bjelancevina u svim strukturama od interesa nefrona tijekom faza razvoja
implicira njihovu esencijalnu ulogu tijekom nefrogeneze. Promatrajuéi izrazaj a-tubulina,
inversina i DVL-1 kroz periode razvoja od 14. do 38. tjedna gestacije moze se zakljuciti da ukupna
koli¢ina bjelanéevina opada sa zrelo$¢u promatranih struktura nefrona. U postnatalnim stadijima
bubrega, a-tubulin i inversin prikazuju blagi porast u izrazaju Sto je u skladu s ¢injenicom da
nekanonski Wnt signalni put ostaje aktivan nakon rodenja. Suprotno tome, razina DVL-1 nastavlja
dinamiku sniZzavanja izrazaja Sto se moze promatrati u skladu s prijasnim tvrdnjama da je kanonski
Whnt signalni put utiSan u zdravom tkivu bubrega. U odgovoru na patoloSka stanja i ozljede
bubrega dolazi do reaktivacije kanonskog dijela signalnog puta $to se povezuje s pojavom
epitelno mezenhimalne transformacije te konaéno i fibroze ako ne dode do kontrolirane
aktivnosti puta (93,100). Poremecen izrazaj a-tubulina, inversina i DVL-1 pronaden u patoloskim
preparatima tkiva bubrega mogao bi biti u podlozi patomorfoloskih mehanizama nastanka
bolesti. Takoder, moZe se promatrati i kao trenutak prelaska s nekanonskog na kanonski signalni
put nakon zavrsSetka razvoja, obzirom da su cistiéne bolesti povezane s ve¢im brojem mutacija
bjelanéevina vezanih uz primarnu ciliju (101). NeravnoteZa izmedu aktivnosti kanonskog naustrb
nekanonskog smjera puta implicira presudujuéi rezultat izmedu reverzibilnog i ireverzibilnog
ostecenja bubrega. Shodno tome, promjene u obrascu izraZaja proucavanih bjelancevina u
razvojnim i postnatalnim stadijima mogu biti povezane s uzrokom kongenitalnih anomalija
bubrega, oStecenom bubreznom funkcijom u djetinjstvu ili odrasloj dobi te konaénim kroni¢nim

bubreznim zatajenjem.
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8. SAZETAK

Prostorno vremenski izrazaj a-tubulina, inversina i dishevelled-1 (DVL-1), bjelanc¢evina Wnt
signalnog puta, i morfologija primarne cilije analizirani su u razvojnim stadijima bubrega (14.-38.
gestacijski tjedan), zdravim postnatalnim (bubrezi djece 1.5 godine i 7 godina starosti) i patoloski
promijenjenim bubrezima €ovjeka: multicisti¢ni displasti¢ni bubrezi (MCDK), bubrezi s fokalnom
segmentalnom glomerulosklerozom (FSGS) i u bubrezima s kongenitalnim nefrotskim sindromom
Finskog tipa (CNF). Analiza je provedena tehnikom dvostruke imunofluorescencije, elektronskom
mikroskopijom, semikvantitativnim metodama uz statisticku analizu. Citoplazmatski suizrazaj a-
tubulina, inversina i DVL-1 zabiljezen je u proksimalnim zavijenim kanali¢ima (pct), distalnim
zavijenim kanali¢ima (dct) i glomerulima (g) svih proucavanih preparata. Tijekom razvojnih
stadija, ukupan izrazaj promatranih bjelanéevina snizio se dok se prati blagi porast u postnatalnim
preparatima. Pronadena je statisticki znacajna razlika u izrazaju a-tubulina, inversina i DVL-1
izmedu patoloskih preparata i zdrave kontrole. Takoder, u patoloskim preparatima, primarne
cilije bile su dizmorfne. Obrazac izrazaja a-tubulina, inversina i DVL-1 u razvojnim stadijima
mogao bi ukazivati na izmjene kanonskog i nekanonskog Wnt signalnog puta koji je neophodan
za nefrogenezu. Suprotno navedenom, poremecdeni izrazaj u patoloskim preparatima uz

dizmorfne cilije mogao bi biti pokazatelj napredovanja prema kroni¢énom zatajenju bubrega.
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9. SUMMARY

The spatiotemporal expression of a-tubulin, inversin and dishevelled-1 (DVL-1) proteins
associated with the Wnt-signaling pathway, and primary cilia morphology were analyzed in
developing kidneys (14th—-38th developmental weeks), healthy postnatal (1.5- and 7-years old)
and pathologically changed human kidneys, including multicystic dysplastic kidneys (MCDK), focal
segmental glomerulosclerosis (FSGS) and nephrotic syndrome of the Finnish type (CNF). The
analysis was performed by double immunofluorescence, electron microscopy, semiquantitative
and statistical methods. Cytoplasmic co-expression of a-tubulin, inversin and DVL-1 was observed
in the proximal convoluted tubules (pct), distal convoluted tubules (dct) and glomeruli (g) of
analyzed tissues. During kidney development, the overall expression of a-tubulin, inversin and
DVL-1 decreased, while in the postnatal period slightly increased. The highest expressions of a-
tubulin and inversin characterized dct and g, while high DVL-1 characterized pct. a-tubulin,
inversin and DVL-1 expression pattern in MCDK, FSGS and CNF kidneys significantly differed from
the healthy control. Compared to healthy kidneys, pathologically changed kidneys had
dysmorphic primary cilia. Different expression dynamics of a-tubulin, inversin and DVL-1 during
kidney development could indicate that switch between the canonical and noncanonical Wnt-
signaling is essential for normal kidney morphogenesis. In contrast, their disturbed expression in
pathological kidneys might be associated with abnormal primary cilia, leading to chronic kidney

diseases.
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