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Popis oznaka i kratica

AIF — engl. apoptosis inducing factor

AIFM3 — engl. apoptosis inducing factor mitochondria associated 3
BCL2 — engl. B-cell lymphoma 2

CAKUT - kongenitalne anomalije bubrega i urotrakta (engl. congenital anomalies of the
kidney and urinary tract)

ccRCC — svijetlostani¢ni karcinom bubrega

CRK — engl. CRK proto-oncogene, adaptor protein

CRKL — engl. CRK like proto-oncogene, adaptor protein

CSB —tijelo u obliku zareza (engl. comma-shaped body)

DCT — distalni zavijeni tubul (engl. distal convoluted tubule)

DS — Down sindrom

ER — endoplazmatski retikulum

ETC — lanac prijenosa elektrona (engl. electron transport chain)

FB — filtracijska barijera

FSGS — fokalna segmentalna glomeruloskleroza

GBM - glomerularna bazalna membrana

GFR — engl. glomerular filtration rate

H&E — hematoksilin-eozin bojanje

IG — nezreli glomerul (engl. immature glomerulus)

MCD - bolest minimalnih promjena (engl. minimal change disease)
MET — mezenhimsko-epitelna transformacija (engl. mesenchymal to epithelial transition)
MM — metanefri¢ki mezenhim (engl. metanephric mesenchyme)
OXPHOS - oksidacijska fosforilacija

PBS — fizioloska otopina puferirana s fosfatom (engl. phosphate-buffered saline)
PCT — proksimalni zavijeni tubul (engl. proximal convoluted tubule)
Phl —faza 1

Ph2 —faza 2

Ph3 —faza 3

Ph4 pre — prenatalna faza 4

Ph4 1M — faza 4, starosti jedan mjesec

Ph4 1.5Y — faza 4, jedna i pol godina starosti



PUYV - straznji ureteralni zalisci (engl. posterior urethral valves)

RT-qPCR — engl. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
RV — bubrezni mjehuri¢ (engl. renal vesicle)

SD — standardna devijacija

SH2 — domena homologna sa Src 2 (engl. Src-homology 2)

SH3 — domena homologna sa Src (engl. Src-homology 3)

SSB — tijelo u obliku slova S (engl. S-shaped body)

UB — mokra¢ovodni pupoljak (engl. ureteric bud)

UBASH3A — engl. ubiquitin associated and SH3 domain containing A

UPJO — opstrukcija ureteropelviénog spoja (engl. ureteropelvic junction obstruction)
VUR - vezikoureteralni refluks

w — tjedan (engl. week)
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Hipokrata smatraju prvim embriologom, a njegovi zapisi o embrioloskim
istrazivanjima datiraju od 460. pr. Kr. — 370. pr. Kr. Hipokrat je tvrdio da se embrij razvija
izvlacenjem vlage i daha iz majke i razmatrao je niz kondenzacija i vatri odgovornih za razvoj
kostiju, trbuha i krvotoka embrija 1 fetusa. Njegova je ideja bila da se meso diferencira u
razliCite tjelesne organe (1).

Posljednjih desetljeca otkriveni su klju¢ni mehanizmi koji pokre¢u ontogenetski razvoj
u sisavaca, ali mnoga osnovna pitanja ostaju neodgovorena. Jedan od slozenih razvojnih
procesa jest nastanak i sazrijevanje mokra¢nog sustava u koji se ubrajaju bubrezi,
mokrac¢ovodi, mokraéni mjehur i mokraéna cijev, organi koji sudjeluju u stvaranju i eliminaciji

mokrace (2).

1.1. Bubreg

U sisavaca je bubreg vitalni organ slozene grade koji ima bitnu ulogu u homeostazi
organizma. Dva bubrega su smjeStena retroperitonealno uz straznju stijenku trbuha. Svaki
bubreg je okruzen vezivnom ¢ahurom pod kojom je bubrezni parenhim podijeljen na koru i srz.
Fetalni 1 novorodenacki bubreg su reznjeviti, Sto se u dojenackoj dobi mijenja 1 konac¢no
povrsina organa postaje glatka (3). Bubrezi igraju klju¢nu ulogu u uklanjanju metabolickog
otpada, odrZavanju volumena tjelesnih tekucina, elektrolita i krvnog tlaka, te gustoce skeleta
(4). Temeljna funkcionalna jedinica bubrega je nefron. Bubreg se sastoji od 200 000 do 2
milijuna nefrona koji su sastavljeni od bubreznih tjeleSaca, glomerula i sustava kanali¢a, tubula.
(5). Ultrafiltrat iz glomerula prelazi u tubule, postupno se modificira selektivnom resorpcijom
i sekrecijom 1 kona¢no nastaje koncentrirana mokrac¢a koja iz sabirnih cijevi kroz ui¢a papila
kapa u caSice 1 nakapnicu. U proksimalnom tubulu zbiva se najveca reapsorpcija tvari iz
ultrafiltrata, u srednjem dijelu tzv. Henleovoj petlji mokraca se koncentrira, a u distalnom
tubulu i sabirnim cijevima precizno se podeSava koncentracija soli i acidobazna ravnoteza.
Cjelokupni proces nastanka i eliminacije mokrace vaZan je za regulaciju razine elektrolita,
osmolarnosti, krvnog tlaka i pH pa se poremecaj funkcije nefrona ocituje razli¢itim, klinicki

vaznim, patoloSkim stanjima (6).



1.2. Razvoj bubrega

U 4. razvojnom tjednu se iz intermedijarnog mezoderma dorzalne stijenke humanog
zametka pocne razvijati urinarni sustav, a razvoj je strogo vremenski reguliran. UzduZno
uzviSenje mezoderma tzv. urogenitalni nabor se formira sa svake strane dorzalne aorte. Dio
urogenitalnog nabora iz kojeg nastaje mokra¢ni sustav je nefrogena vrpca iz koje izlaze tri
kranio-kaudalno postavljene strukture - pronefros, mezonefros i metanefros (2). Pronefros
(predbubreg) je prvi i graden je od pronefri¢nog kanala i 6-10 parova nefrotoma. Pronefros nije
funkcionalan, te degenerira do kraja 4. tjedna i zaostane samo kaudalno. Prije toga pocinje
oblikovanje mezonefrosa (prabubrega) koji se ulijeva u kloaku. Mezonefros je graden od
mezonefrickog Wolffovog kanala 1 mezonefrickih tubula koji su prolazne filtracijske jedinice.
Mezonefricki tubuli su Suplje cijevi u obliku slova S ¢iji bo¢ni krajevi ulaze u mezonefricni
kanal, a medijalni dio formira Bowmanovu ¢ahuru oko glomerula. Mezonefros i trajni bubreg
(metanefros) neko vrijeme koegzistiraju, a potom mezonefricki tubuli degeneriraju (7).
Metanefros nastaje u 5. razvojnom tjednu, medusobnom interakcijom metanefrickog
mezenhima (engl. metanephric mesenchyme - MM) i mokracovodnog pupoljka (engl. ureteric
bud - UB) koji urasta iz mezonefrickog kanala u MM. MM potic¢e UB na grananje ¢ime nastanu
odvodni kanali¢i i mokra¢ovod. Uz to, MM prolazi mezenhimsko-epitelnu pretvorbu (engl.
mesenchymal to epithelial transition - MET) i postupnu diferencijaciju u razlicite epitelne
stanice koje pod indukcijom ampule (zavrSne grane UB) formiraju nefron (8). Prijelazne faze
su bubreZzni mjehuri¢ (engl. renal vesicle - RV), koji se postupno diferencira u tijelo u obliku
zareza (engl. comma shaped body - CSB ) i tijelo u obliku slova S (engl. S-shaped body - SSB).
Jedan kraj SSB se spaja s ampulom koja ga je inducirala, a drugi kraj okruZzi klupko kapilara

tvore¢i glomerul (2).

Glomerul je klupko razgranatih i anastomoziranih kapilara u Bowmanovom prostoru
okruzenom Bowmanovom ¢ahurom. Graden je od Cetiri tipa stanica. Kapilare su oblozene
fenestriranim endotelom koji leZi na glomerularnoj bazalnoj membrani (GBM), a s vanjske
strane je sloj podocita, visceralnih epitelnih stanica koje su nozicama ucvrs¢ene za GBM i
potpuno je prekrivaju. Vrlo selektivna filtracijska barijera (FB) glomerula sainjena je od
fenestriranog endotela, negativno nabijene GBM 1 pukotinastih opni (engl. slit diaphragm)
medu susjednim noZicama podocita koje su ispunjene nefrinom. FB je propusna za male i
srednje molekule (voda, elektroliti, glukoza, urea, kreatinin i minimum malih proteina), a

nepropusna za vece proteine plazme i krvne stanice. Mezangijske stanice 1 matriks daju



strukturnu potporu glomerularnim kapilarama. Glomerul je okruZen urinarnim prostorom koji
je ograni¢en Bowmanovom ¢ahurom, s unutarnje strane obloZen jednim slojem ploc¢astog tzv.
parijetalnog epitela (9). Od 10. razvojnog tjedna ultrafiltrat se pocinje skupljati u Bowmanov
prostor i prazniti preko urinarnog pola u lumen tubula, te metanefros pocne funkcionirati kao
trajni bubreg. U daljnjem razvoju organa, bubrezi rastu uglavnom zbog produljenja nefrona i
njegove diferencijacije tijekom fetalnog razdoblja (10). U dojenackom razdoblju se brzina
glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate - GFR) jako poveca, Sto utjeCe na

promjene u tubularnom transportu u svrhu ocuvanja glomero-tubularne ravnoteze (11).
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Slika 1. Podru¢je rasta u korteksu bubrega - nefrogena zona. Mezenhim (m) se kondenzira u vr$ni mezenhim (cm)
koji se pod utjecajem ampule (A) transformira u bubrezni mjehurié. Iz bubreznog mjehuric¢a se dalje oblikuje
tijelo u obliku zareza (csb) i tijelo u obliku slova S (ssb). Sabirni kanal (ct) odvodi stvorenu mokrac¢u. Fotografija
je izvorno ucinjena na arhiviranom preparatu humanog bubrega u 10. razvojnom tjednu na Zavodu za anatomiju,
histologiju i embriologiju MEFST-a.

Kad ampula UB-a dode u kontakt s MM, zapo¢ne se brzo binarno granati. Ampule
mogu napredovati prema periferiji, ili se podijeliti i stvoriti dvije nove ampule (10). Dr. Potter
je prva opisala na¢in grananja ampula i objasnila razvoj humanog bubrega u cCetiri razvojne
faze. Tijekom prve faze (Phl) od 5. tjedna do 14. tjedna razvoja, svaka ampula inducira jedan
nefron. U drugoj fazi (Ph2) od 15. tjedna do 20. - 22. tjedna razvoja, ampule se dijele
sporadi¢no i jedna ampula moZe inducirati nekoliko nefrona koji se sabirnim kanalima spajaju
u arkade. Od 20.- 22. tjedna, bubreg je u tre¢oj fazi (Ph3) kada ampule napreduju lokalnom

proliferacijom stanica i1 induciraju pojedinacne nefrone. Konac¢no, od 32.-36. tjedna razvoja,



bubreg je u Cetvrtoj fazi (Ph4) koju karakterizira nestanak ampule, umnazanje intersticija i
diferencijacija stanica koja se nastavlja nakon rodenja (Slika 2) (10,12). Volumen glomerula
se povecava, Henleove petlje nastavljaju rasti u duljinu, a zavijeni tubuli postaju duzi i
vijugaviji. Nezreli nefroni se mogu naci u vanjskoj kori bubrega u djece do navrSene prve

godine zivota (11).
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Slika 2. Shematski prikaz razvoja sustava za izlu¢ivanje mokrace u sisavaca u fazi lateralnog rasta mokra¢nog

ey

Caudal

pupoljka iz Wolfovog kanala i indukcije metanefricnog mezenhima (a). Shematski prikaz grananja ampula u prvoj
(b), drugoj (c), trecoj (d) i Cetvrtoj (e) razvojnoj fazi bubrega. (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji 10)

1.3. Kongenitalne anomalije bubrega i urotrakta (CAKUT)

U pravilu, $to je razvojni proces sloZeniji, ve€a je vjerojatnost pojave razvojnih
nepravilnosti. Mnoge bubreZzne bolesti imaju genetsko podrijetlo. Vecina djece s bubreznim
zatajenjem koje progredira u terminalno otkazivanje bubrega 1 10% odraslih ovisnih o

dijalizi/transplantaciji, imaju nasljedni poremecaj (10).

Kongenitalne anomalije bubrega 1 urotrakta (engl. congenital anomalies of the kidney and
urinary tract - CAKUT) obuhvacaju sve malformacije ¢iji je ishod nepravilni razvoj bubrega i
mokra¢nog sustava. Dr. Potter je na temelju obdukcijskih nalaza djece umrle u perinatalnoj i
dojenackoj dobi opisala 1 klasificirala razvojne abnormalnosti bubrega i urotrakta.
Makroskopski su kongenitalne malformacije bubrega karakterizirane promjenom u veliini,

obliku, polozaju ili broju bubrega, a mikroskopski manjkom nefrona i/ili abnormalnom
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histoloSkom gradom (Tablica 1) (12). Prostorni i1 vremenski dogadaji izazvani genskim
mutacijama odredit ¢e razli¢ite CAKUT fenotipove. U ranoj fazi razvoja nastaju velike mane
kao ageneza bubrega i/ili malformirani bubreg, a u kasnoj fazi razvoja manji defekti kao
opstrukcija, vezikoureteralni refluks (VUR) ili straznji ureteralni zalistak (engl. posterior
urethral valves - PUV); bubrezi su formirani, a izlazni trakt nepravilan (13). Najces¢i CAKUT
fenotipovi su hipodisplasticni bubrezi, ageneza bubrega, hidronefroza, opstrukcija
ureteropelvicnog spoja (engl. ureteropelvic junction obstruction - UPJO), megaureter,
dvostruki mokrac¢ovod, VUR 1 multicisti¢ni displasti¢ni bubreg (14). Patofizioloska osnova
CAKUT-a je mutacija gena koji reguliraju proces normalnog razvoja bubrega. Pretpostavlja se
da su to transkripcijski ¢imbenici, ukljuCeni u interakciju proteina koji tvore velike
transkripcijske komplekse i imaju klju¢nu ulogu u embrionalnom razvoju bubrega (15,16).
Vec¢ina CAKUT slucajeva su sporadi¢ni, a u 15% slucajeva postoji obiteljska agregacija
CAKUT-a i autosomno dominantno nasljedivanje s promjenjivom ekspresijom i nepotpunom
penetracijom. Koji put je CAKUT bez dodatnih anomalija, tzv. izolirani CAKUT, ali je ¢eS¢e
dio slozenog sindromskog CAKUT fenotipa. Opisano je vise od 500 sindroma koji mogu imati

bubrezne ili urinarne anomalije, primjerice Down sindrom i Edwardsov sindrom (14).

CAKUT-a se ocituje spektrom klini¢kih slika - od nepravilnosti grade koja je potpuno
asimptomatska do terminalnog bubreznog zatajenja. U CAKUT-u je varijabilna udruzenost
genotipa i fenotipa, kako medu ¢lanovima obitelji s istom mutacijom, tako u dva bubrega istog
bolesnika. Promjene jednog gena mogu rezultirati Sirokim spektrom fenotipskih promjena - od
izolirane zahvacenosti bubrega do sindromskog CAKUT-a sa zna¢ajnim malformacijama vise
organa (15). Fenotipska i genetska heterogenost koji put zavara klinicku sumnju na genetski
poremecaj. S druge strane, predstavlja poticaj istrazivacima za otkrivanje novih gena povezanih
s CAKUT-om. Odredivanje genetske osnove CAKUT-a u pojedinog bolesnika rezultiralo bi
specificnom dijagnozom i odgovarajuc¢im lijeCenjem, objaSnjenjem genetike patoloskog stanja
i genetskim savjetovanjem. Uz to bi bilo moguce otkriti asimptomatske ¢lanove obitelji koji su

prenositelji bolesti 1 kategorizirati CAKUT za klini¢ka ispitivanja (17).



Tablica 1. Kategorije CAKUT poremecaja

odljevanja mokrace

pelviénog spoja

Vezikoureteralni
refluks

Udvostruceni sustav
za prikupljanje urina

Megaureter

Straznji ureteralni
zalistak

Vrsta anomalije CAKUT poremecaj  Definicija
Broj Ageneza bubrega Jednostrana ili obostrana, bubrezni i odljevni sustav nisu stvoreni
. .. Jednostrana ili obostrana, oblik bubrega je normalan, ali je manji i s
Hipoplazija bubrega .. .
manjim brojem nefrona

Veli¢ina i Displazija bubrega Jednostrana ili obostrana, oblik bubrega i diferencijacija tkiva nisu
morfologija pravilni, smanjen je broj nefrona

Policisti¢na displazija  Brojne ciste u displastiénom bubregu nepravilnog oblika

bubrega
Pozicija Potkovasti bubreg Bubrezi su srasli jednim polom u obliku potkove

Ektopicni bubreg Bubreg na abnormalnom mjestu, obi¢no u zdjelici
Abnormalnosti Opstrukcija uretero -  Jednostrana ili obostrana, spoj izmedu bubrega i mokracovoda je

funkcionalno zatvoren, §to onemogucava izlazak mokrace iz bubrezne
zdjelice

Jednostrana ili obostrana, spoj izmedu mokra¢ovoda i mokraénog
mjehura nije normalan, §to rezultira retrogradnim povratom mokrace iz
mokra¢nog mjehura tijekom mikcije

Jednostrana ili obostrana, udvostru¢enje mokracovoda i1 bubrezne
zdjelice moze biti popraceno dvostrukim bubrezima; odljevni sustav
moze vracati mokracu ili je opstruiran

Jednostrana ili  obostrana, mokra¢ovoda  rezultira

poremecenim protokom mokrace

distenzija

Membrana u sluznici mokraéne cijevi sprjecava praznjenje mokra¢nog
mjehura, mana je ograni¢ena na muski spol

U laboratoriju je razvijeno vise monogenskih knockout modela miSeva ¢iji potomci imaju

fenotipski spektar koji oponaSa CAKUT u ljudi (18). Do danas su poznate mutacije vise od 200

gena povezanih s nasljednim bubreznim poremecajima. S druge strane, 85% bolesnika s

CAKUT-om nemaju mutaciju ni u jednom poznatom genu (14). Stoga je istrazivacki izazov

identificirati komponente koje nedostaju u patogenezi CAKUT-a kako bi bolje razumjeli ulogu

proteina i kompleksa transkripcijskih ¢imbenika u razvojnim i tkivno-specifi¢nim funkcijama.

In silico analiza baze podataka dobivene sekvenciranjem cijelog genoma bolesnika s

potvrdenim CAKUT-om, provedena u Irving Medicinskom centru Sveucilista Columbia u

New Yorku, SAD, ukazala je na CRKL, AIFM3 i UBASH3A kao moguc¢e kandidat gene za

CAKUT pa je ovo istrazivanje usmjereno na njih (Tablica 2, Slika 3).
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Tablica 2. Predlozeni CAKUT kandidat geni.

Gen Kromosomska lokacija Pseudonimi
CRKL 22ql11.21 -
AIFM3 22ql1.21 AIFL
UBASH3A 219223 TULA; CLIP4; STS-2; TULA-1
3% 03 33([8] 88353z 3@ 8w
= CRECE R =R CIR] P

s B N

CRKL SH2 SH3 SH3 }

AIFM3 -[ Rieske H AL

™ ™~ o~ — - ™ — N ™M — N Mo
— L) . - < A
[+9 o - - - - - o~ . B ]
- ~ ™ o~ o~ L | o~ N NN
[+3 [+% = - = [ o o T
> B
S :
21 )

UBASH3A —( UBA H SH3

Slika 3. Shematski prikaz humanih kromosoma 22 i 21 s naznac¢enim citogenetskim lokusima (oznaceni sivim
okvirom) predlozenih kandidat gena CRKL, AIFM3 i UBASH3A i struktura njihovih proteina CRKL, AIFM3 i
UBASH3A. Prikazane su glavne funkcionalne domene proteina: domena Src-homologije 2 (SH2), domena Src-
homologije 3 (SH3), Rieske-tip domene (Rieske), FAD-vezuju¢a domena (FAD), NADH- vezuju¢a domena
(NADH), C-terminalna reduktazna domena, domena asocirana s ubikvitinom (UBA) i histidin fosfatazna domena.
Ideogrami humanih kromosoma 21 i 22 preuzeti su s https://ghr.nlm.nih.gov. Shematske strukture proteina su
izvorni rad autora.
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1.4. Podocitopatije

Podociti igraju klju¢nu ulogu u ocuvanju funkcije FB jer sintetiziraju GBM i nozicama
omeduju pukotinaste opne. To su stabilne stanice koje se nakon rodenja ne dijele. U vecini
humanih glomerulopatija, podociti na osteéenje reagiraju preslagivanjem aktinskog citoskeleta,
Sto rezultira gubitkom nozica i ponekad odvajanjem podocita od GBM s posljedi¢nom
podocitopenijom. OSte¢enje podocita praeno je proteinurijom. Poja¢ano propusne
glomerularne kapilare budu s vremenom segmentalno sklerozirane umnozenim mezangijskim
matriksom i taj dio glomerula izgubi opskrbu krvlju i filtracijsku funkciju. S vremenom
fokalna/difuzna glomeruloskleroza vodi u progresivno bubreZno zatajenje (19, 20). U spektru
podocitopatija na jednom je kraju bolest minimalnih promjena (engl. minimal change disease
- MCD), a na drugom fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) (21). Odredivanje
molekula i1 regulatornih mehanizama koji odrzavaju citoskelet omogucéava bolji uvid u

fiziologiju podocita i1 potencijalnu ciljanu terapiju u raznim glomerulopatijama.

1.4.1. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza

Fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) je jedan od najce$¢ih uzroka
terminalnog stadija kroni¢ne bubreZzne bolesti. Klinicki je karakterizirana proteinurijom
nefrotskog ranga, a morfoloski sklerotiénim segmentima u pojedinim glomerulima (22). Bolest
je kroni¢nog i sporo progresivnog tijeka. Primarna FSGS je nepoznatog uzroka, a sekundarna
FSGS rezultat razli¢itih poremec¢aja na nivou nefrona - mutacije gena vezanih uz podocite, te
oStec¢enja podocita u glomerulopatijama imunih kompleksa, hipertenziji, pretilosti, oSte¢enju
lijekovima, tubulointersticijskoj bolesti i drugim bolestima (21). U odraslih bolesnika sa
sporadni¢nom FSGS rijetki su genetski uzroci (22). S druge strane, u mladih odraslih bolesnika
od 18 do 25 godina s FSGS-om rezistentnom na steroide, u 20% slucajeva se radi o

monogenskom uzroku FSGS (21).

1.4.2. Bolest minimalnih promjena

Bolest minimalnih promjena (MCD) manifestira se nefrotskim sindromom s
morfoloSki urednim glomerulima na svjetlosnoj mikroskopiji 1 opseznim gubitkom noZica
podocita na elektronskoj mikroskopiji. Potpuna remisija obilne proteinurije nastupa nakon
bolusnog lijecenja kortikosteroidima (23). U odraslih, na MCD otpada 15% slucajeva s

idiopatskim nefrotskim sindromom, a u djece starije od godine dana 70% - 90% (21). Bolest je
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povezana s akutnim imunoloSkim poremecajem kao Sto je alergija, infekcija ili cijepljenje.
Alergen, bakterijski lipopolisaharidi ili IL-13 veZu se za podocit i izazivaju produZeni izrazaj
CD 80. To mijenja aktivnost podocita, strukturu citoskeleta i kvalitetu sintetizirane GBM koja
gubi negativni naboj. Pojacana propusnost GBM uzrokuje proteinuriju nefrotskog ranga i
difuzni gubitak nozica podocita. Imunoloski sustav suzbija neZeljenu reaktivnost Treg
stanicama koje otpuStaju CTLA-4 i IL-10 i suprimiraju izrazaj CD80 na podocitima. Do danas

nisu nadeni genetski uzroci MCD-a (21).

Slika 7. Glomerul u MCD izgleda uredno na svjetlosnoj mikroskopiji (HE 100x, A), ali na elektronskoj
mikroskopiji vidi se potpuni gubitak nozica podocita (B). Glomerul u FSGS pokazuje jedan sklerozirani segment
(Mallory 200x, C), a na elektronskoj mikroskopiji ekstenzivni gubitak nozica, viloznu tansformaciju i
vakuolizaciju podocita (D).
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1.5. CAKUT kandidat geni

1.5.1. AIFM3 (engl. apoptosis inducing factor mitochondria associated 3)

AIFM3 gen, mapiran na kromosomu 22q11.21, kodira istoimeni intracelularni protein
(24). Njegov translacijski proizvod AIFM3 pripada obitelji ¢imbenika koji izazivaju apoptozu
(engl. apoptosis-inducing factor - AIF). U humanom proteomu ta obitelj ima tri proteina: AlF,
AIFM2 i AIFM3, a nazivaju se moonlighting proteini jer im se funkcija mijenja ovisno o
okoliSu (25). Najbolje karakterizirani clan obitelji je AIF u citogenetskom lokusu Xq26.1, dok
su saznanja o AIFM3 skromnija. Ova dva razli¢ita AIF-a su flavoproteini kojima je zajednicka
lokalizacija u mitohondriju, prisutnost domena ovisnih o FAD-u i NADH ukljuc¢enih u
oksidoreduktaznu funkciju, te sposobnost indukcije programirane stani¢ne smrti (26). Clanovi
obitelji AIF sintetiziraju se u citosolu i lokaliziraju u medumembranskom prostoru
mitohondrija (27). AIF i AIFM3 su identi¢ni u 35% sekvence, od ¢ega je 27% u domeni
oksidoreduktaze ovisne o flavinu (Pyr_redox_2 domena) koja im omogucava ulogu u
oksidativnoj fosforilaciji. AIF ima pro-apoptotsku C-terminalnu domenu, a AIFM3 N-
terminalnu Rieske domenu i C-terminalnu reduktaznu domenu. Rieske domene se ¢esto nalaze
u mitohondrijskom lancu prijenosa elektrona (engl. electron transport chain - ETC) i u
oksigenazama koje nisu ovisne o hemu (24). Dakle, AIF i AIFM3 sadrZze homologne domene
1 specifi¢cne domene, a mogu djelovati proapoptotski ili promicati preZivljenje stanice. Razlicite
su uloge i mehanizmi djelovanja posebnih apoptogenih i redoks domena na pro-apoptoticke i

anti-apoptoticke aktivnosti (25).

Najnovijim istrazivanjem AIFM3 pomoc¢u masene spektrometrije i bioinformatike,
otkriveni su proteini povezani s njim. AIFM3 stupa u interakciju s proteinom CAD (engl.
carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and dihydroorotase) (28). CAD
katalizira jednu od pocetnih reakcija za de novo biosintezu pirimidinskih nukleotida koja je

nuzna za stani¢nu proliferaciju (29) i pronaden je u citoplazmi stanica bubrega hrcka (30).

1.5.1.1. Apoptotska uloga AIF i AIFM3

Apoptoza je visoko regulirani nacin stanicne smrti koji omogucéava strogu kontrolu

broja stanica, veli¢ine tkiva i vazna je za oCuvanje homeostaze. Normalno se apoptoza odvija
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tijekom razvoja i starenja, kada fizioloski umiru pojedinacne izolirane stanice. Apoptoza je
vazna jednako kao mitoza i pokazuje komplementarnu i suprotnu ulogu u proliferaciji stanica
i regulaciji razlicitih stani¢nih populacija u tkivu. Apoptozom umiru stanice uslijed patoloskih
poticaja slabijeg intenziteta nego u nekrozi (31). Dogadaji ovise o organiziranoj indukciji
izrazaja odredenih gena. Vecinu karakteristicnih morfoloSkih promjena uzrokuju proteaze
nazvane kaspaze (32). Dva glavna apoptotic¢ka puta su vanjski (put receptora smrti) 1 intrinzi¢ni
(mitohondrijski put). Postoji tzv. perforin/granzimski put koji inducira apoptozu pomocu
granzima B ili granzima A iz NK stanica i citotoksi¢nih T limfocita (31,33). Sva tri puta
apoptoze ovisna o kaspazama konvergiraju prema istom putu izvrSenja. Taj put je pokrenut
cijepanjem kaspaze-3 1 rezultira fragmentacijom DNA, razgradnjom citoskeletnih i nuklearnih
proteina, umrezavanjem proteina, stvaranjem apoptotiCkih tjeleSaca, izrazajem liganada za
fagocitne stani¢ne receptore i kona¢no fagocitozom od strane makrofaga (32). Kontrolu i
regulaciju apoptoze vrsi obitelj proteina BCL-2, od kojih neki ¢lanovi inhibiraju, a neki
aktiviraju proces apoptoze sprjeavanjem ili poticanjem otpustanja razli¢itih pro-apoptotickih

proteina iz mitohondrija (34).

Mehanizam stani¢ne smrti neovisan o kaspazi je specifina vrsta apoptoze koja
ukljucuje mitohondrijske ¢imbenike poput AIF. U odredenim patoloSkim uvjetima, AIF se
treba translocirati iz mitohondrija u jezgru da stvori degradosom, DNA degradiraju¢i kompleks
s histonom H2AX, koji inducira kondenzaciju kromatina i raspadanje stanice (35). Molekularni
mehanizmi pomocu kojih degradosom djeluje kao efektor smrti nisu jasni. Nuklearna
translokacija AIF-a je koristan imunohistokemijski biljeg apoptoze koji se moZe primjeniti u

analizi arhiviranog histoloSkog materijala uklopljenog u parafin (36).

S druge strane, AIFM3 se ne translocira u jezgru, ve¢ inducira klasi¢nu apoptoticku
kaskadu ovisnu o kaspazi i posredovanu oslobadanjem citokroma c i aktivacijom kaspaze-3.
Njegova Rieske domena inducira apoptozu i potice lokalizaciju proteina u mitohondriju.
AIFM3 stimulira stanicnu smrt depolarizacijom membranskog potencijala mitohondrija, Sto

povecava propusnost membrane ili oslobada AIFM3 (24,36).

Tijekom razvoja nastaju valovi apoptoze u dvije regije. U medularnoj papili apoptoza
dostize vrhunac u rano postnatalno vrijeme, a u nefrogenoj zoni nekoliko dana prije rodenja,
osobito medu “viskom” MM stanica koje nisu bile inducirane u epitel nefrona. Na oba mjesta
se za nekoliko dana apoptoza smanji s vrSnih vrijednosti (37-39). Stoga se apoptoza moZze

previdjeti ako histoloSke studije nisu dobro tempirane. Poremecaj apoptoze moze uzrokovati
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nepravilnosti grade ili bolest. BCL-2 protoonkogen igra klju¢nu ulogu u za$titi stanica od
apoptoze. Izrazen je u razvojnom bubregu i vazan u kontroli diferencijacije epitela jer balansira
broj stanica MM i stanica UB (40). Poremecena ravnoteza u miSeva s nedostatkom Bcl-2

dovodi do hipoplazije bubrega, nastanka cista i manjka nefrona (41).

1.5.1.2. Uloge AIF i AIFM3 u oksidacijskoj fosforilaciji

U eukariota se oksidacijska fosforilacija (engl. oxidative phosphorilation - OXPHOS)
odvija u mitohondrijima. U OXPHOS, elektroni podrijetlom iz NADH i FADH; reduciraju O>
do vode. Visoko egzergona redukcija postize se reakcijama prijenosa elektrona pomocu
membranskih proteina respiracijskog lanca. Lanac se sastoji od Cetiri proteinska kompleksa
ugradena u unutarnju mitohondrijsku membranu, (Kompleksi I, I, IIT i IV) (42). AIF regulira
OXPHOS i energetsku homeostazu jer pomaze biogenezu i/ili stabilizaciju tih kompleksa (43).
Nedavna studija na modelu misa potvrduje da nedostatak AIF destabilizira mitohondrijski
lanac prijenosa elektrona i izaziva dezorganizaciju superkompleksa, gubitak potencijala
mitohondrijske transmembrane, stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen
species - ROS) i smanjenje aktivnosti Kompleksa I u razli¢itim organima (44). AIF je klju¢ni
¢imbenik za regulaciju diferencijacije 1 sudbine stanica. Sliéno AIF-u, ubikvitarni izraZaj
AIFM3 i njegova primarna lokalizacija u unutarnjoj mitohondrijskoj membrani i ne$to manje
u membrani endoplazmatskog retikuluma, ukazuje na njegovu tzv. domacinsku ulogu (engl.
housekeeping) u mitohondrijima. AIF §titi neurone od smrti jer skuplja slobodne radikale (45).
Prisutnost Rieske i Pyr_redox domene u AIFM3 znaci da moze sakupljati slobodne radikale in
vivo 1 osigurati preZivljenje stanice (24). AIFM3 je jedan od 9 gena na kromosomu 22q11.2
osjetljivih na ugnjezdeno (engl. nested) atipicno udvostruCenje, koje je rizicno za
neurorazvojne fenotipove (46). AIFM3 je izraZzen u mozgu covjeka i medaka ribica (45,47). On
je ,,sakupljac radikala® koji utjeCe na pravilan razvoj i odrzavanje Ziv€anog sustava. Navedene
molekularne mehanizme trebalo bi temeljito istraziti jer mogu pridonijeti odrzavanju

Kompleksa I u elektronskom transportnom lancu.

1.5.1.3. Izrazaj AIFM3 u bubregu

Prema RT-qPCR 1 imunohistokemijskoj analizi, AIFM3 mRNA 1 protein AIFM3 su
ubikvitarni u humanim tkivima (24). Povecanje broja kopija AIFM3 i prekomjerni izrazaj su
nadeni u nekoliko tipova raka, ukljucujuci karcinom bubrega. Vrlo nizak izraZaj je naden u

normalnom tkivu S§titnjae, nadbubrezne Zlijezde, prostate, jetre, plu¢a i drugih organa
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(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC), Tablica S3; Human Protein Atlas
dataset (48)). Malo se zna o specifi¢noj ulozi AIFM3 u bubrezima. Prema istrazivanju Lopez i
suradnika, AIFM3 je jako izrazen u urinarnom traktu fetusa i djece, pretezno u tubulima i slabo
u glomerulima, pa potencijalna haploinsuficijencija AIFM3 moze pridonijeti CAKUT-u (49).

Istovremeno, AIF je jako izraZen u citoplazmi epitela tubula (50).

Anomalije bubrega Ceste su i tipi¢ne u bolesnika s duplikacijama i delecijama 22q11.2.
Anomalije genitourinarnog trakta, posebno bubrega nalaze se u 30-40% bolesnika s delecijama
22q.11.2 (49,51-54). Abnormalnosti ukljucuju hipoplaziju bubrega, displaziju, ciste, UPJO,
PUYV, dvostruki sustav prikupljanja, VUR, potkovasti bubreg i druge razvojne nepravilnosti
(54-56). Novije istrazivanje identificiralo je tri gena (AIFM3, SNAP29 i CRKL) u 370 kb regiji
22q11.2 kao kljucne za bubrezni fenotip DiGeorgeovog sindroma (22q11 delecijski sindrom).
Studija genetskih interakcija provedena na zebricama pokazala je da delecija susjednih gena
aifm3 1 snap29 rezultira znac¢ajkama koje su konzistentne s fenotipom CAKUT-a, samo uz ko-

supresiju (49).
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1.5.2. CRKL (engl. CRK like proto-oncogene, adaptor protein)

CRKL gen se nalazi na kromosomu 22, na q11 uz AIFM3, a kodira protein koji je ¢lan
obitelji CRK proteina (57,58). Proteini CRK obitelji (CRK1/2 i CRKL) su ubikvitarni
adapterski proteini koji imaju domene homologne sa Src i sudjeluju u bioloskim procesima kao
Sto su regulacija stani¢ne morfologije, migracija stanica, proliferacija, diferencijacija i
regulacija prepisivanja gena (59,60). Male adapterske molekule nemaju kataliticku aktivnost,
ali sadrze domene SH2 i SH3 (engl. Src homology - SH) koje posreduju u interakciji proteina
1igraju glavnu ulogu u prijenosu signala jer okupljaju komponente signalne kaskade (61). CRK

proteini nisu samo kanali za spomenute putove, ve¢ kontroliraju amplitudu signalizacije.

CRKL sadrzi jednu SH2 domenu i dvije SH3 domene koje se vezu na specifi¢ne tirozin-
fosforilirane proteine p130, CAS, CBL i paksilin (60,62,63). Uz to, domene se veZu na proteine
bogate prolinom BCAR1, GAB, ABL-1, Pax, GEF, C3G, BCR-ABL 1 SOS koji su bitni za
pravovremeno stvaranje lokaliziranih kompleksa kriti¢nih za stani¢nu proliferaciju, adheziju i
migraciju (58,64). CRKL ima funkciju u citosolu i jezgri. MoZe oblikovati odredeni kompleks
i translocirati se u jezgru, gdje se veze na tirozin-fosforilirani STATS i djeluje kao
transkripcijski ¢imbenik (61,65,66). CRK i CRKL mogu stvoriti hetero-oligomer izravnom

interakcijom preko C-terminalne SH3 domene (67).

Novija istrazivanja pokazala su da je CRKL jako izrazen u karcinomima debelog
crijeva, Zeluca, jetre, guSteraCe, dojke, pluca, jajnika, mokraénog mjehura, glave i vrata i u
leukemiji, te je potencijalno ciljna molekula za razvoj nove terapije. Proteini iz obitelji CRKL
povezani su s agresivnim ponasanjem tumora. CRKL regulira rast stanica, mobilnost, adheziju
ovisnu o integrinu, proliferaciju stanice, progresiju stani¢nog ciklusa, prezivljavanje stanica,
invaziju i EMT, odnosno igra kljuénu ulogu u tumorigenosti (58,64,68-79). U
svijetlostanicnom karcinomu bubrega (ccRCC) prekomjerni izrazaj CRKL pojacava

zlo¢udnost tumorskih stanica i agresivno napredovanje (80).
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1.5.2.1. IzraZzaj CRKL u bubregu

Ponavljaju¢a delecija od 370 kb na telomernom 22ql1.2 lokusu povezana je sa
sporadiénim CAKUT-om, te bubreznom boles¢u u DiGeorgeovom sindromu (81). U toj je
regiji upravo CRKL gen kljuCan za nastanak bubreznih fenotipova. Lopez i suradnici dokazali
su ulogu CRKL-a gena u razvoju bubrega i urotrakta u ljudi, miseva i zebrica. CRKL je difuzno
i blago prisutan u UB i derivatima MM u 6. tjednu razvoja humanog bubrega. U 21. tjednu,
CRKL je prisutan samo apikalno u epitelu proksimalnih zavijenih tubula i sabirnih kanala. U
zdravom bubregu ispitanika od 1,5 godine je nadena visoka razina CRKL-a u apikalnom dijelu
epitela proksimalnih zavijenih tubula i sabirnih kanala i difuzni citoplazmatski izrazaj u
endotelu glomerula, podocitima, parijetalnom epitelu i distalnim tubulima. Za razliku od toga,
u referentnoj literaturi - Human Protein Atlasu navodi se rijetki slabi tockasti izrazaj CRKL u
tubulima i glomerulima (82). Bubrezi miSa u razvoju (E15.5.) pokazali su izrazaj Crkl-a
uglavnom u strukturama povezanim s UB i povremeno u SSB i proksimalnim tubulima u
razvoju. U zebrica su primjenom proto¢ne citometrije, sortiranja stanica i in situ hibridizacije
potvrdili izrazaj crkl u pronefrosu. Razina mRNA i Crkl u mi§jem modelu s Crkl mutacijom
pokazala je da izolirani knockdown i knockout rekapituliraju bubrezne anomalije bolesnika s
DiGeorgeovim sindromom. Genska inaktivacija Crkl-a u mi§jem modelu rezultirala je
fenotipovima bubrega i urotrakta koji nalikuju kongenitalnim anomalijama u ljudi, kao $to su
obostrano podvostrucenje bubrega, podvostrucenje mokracovoda, defekti grananja UB,
displazija, hidronefroza, mikrocisti¢ni tubuli, dilatacija tubula i Bowmanova prostora. Neki
bolesnici s izoliranim CAKUT-om imaju mutacije CRKL gena (49). Povezanost genotipa i
fenotipa sugerira da su to varijante specifiéne za defekte parenhima, primjerice bubreZnu

agenezu ili hipodisplaziju, a ne defekte mokracovoda i donjeg mokraénog sustava.

18



Duplicated Mou

se Kidney
TR i

Mouse Kidney with Duplicated Ureters Hydronephrotic Mouse Kidney
? P p— . p

Slika 4. Razvojni fenotipovi bubrega i mokraénog sustava koji podsjecaju na CAKUT u Crkl knockout miseva, a
ukljuéuju obostrano udvostruéene bubrege, udvostru¢ene mokra¢ovode i hidronefrozu bubrega. (Preuzeto i

prilagodeno prema referenciji 50)

Nekoliko istrazivanja je ukazalo na uklju¢enost CRKL gena u morfogenezu podocita.
U stani¢noj kulturi, humani podociti izrazavaju CRKL i CRK1/2 proteine u citoplazmi i jezgri.
Manjak CRKL i CRK1/2 dovodi do oStecenja citoskeleta, utjeCe na stani¢nu adheziju, smanjuje
migraciju, Sirenje i odrzivost stanica i mijenja signalne putove p130Cas, FAK, PI3K/Akt, p38
i JNK. Ostecenje uzrokovano knockdown-om CRKL i CRKI/2 teze je nego pojedinac¢no
oste¢enje. Delecija CRKL-a ima blazi fenotip - tijela podocita postaju tanja i duza. Tirozinom
fosforilirani nefrin regrutira CRKL za lamelipodijsku aktivnost. CRK1/2 1 CRKL imaju
aditivni u¢inak na odrzavanje funkcija podocita i to upucéuje na njihovu zajednic¢ku funkciju —
zajedno kontroliraju veli¢inu stanice, s tim da CRKL regulira produljenje stanice (62). Ti su
zakljuccei u skladu s prethodnim studijama na fibroblastima i NK stanicama (83,84). Defekti u
strukturi podocita i integritetu glomerularne FB su posljedica gubitka kriticne hetero-
oligomerne interakcije izmedu CRKL, CRK2 i nefrina na pukotinastoj opni (62). Specificne
delecije Crk1/2 ili Crkl u miSjim podocitima utjecu na gubitak nozica podocita, a istodobna
delecija Crk1/2 1 Crkl dovodi do albuminurije. Smanjene razine CRK1/2 i CRKL su povezane
s nekim glomerulopatijama u ljudi, S$to je imunohistokemijski dokazano u perkutanim
biopsijama bubrega bolesnika s FSGS-om 1 MCD (67). CRKL je nizvodno od proteina DAB1
u Reelin signalnom putu i tijekom razvoja mozga ima funkciju u pozicioniranju neurona (85).
U prethodnim studijama pokazan je jaki izrazaj DABI u humanim fetalnim bubrezima (86), te
hipoplaziji bubrega povezanoj s gubitkom nozica podocita u Dabl ™~ miseva (87). MoZe se
pretpostaviti da je CAKUT fenotip u Dabl ™~ miSeva vjerojatno povezan s neodgovaraju¢om

aktivacijom CRKL-a.
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1.5.3. UBASH3A (engl. ubiquitin associated and SH3 domain containing A)

UBASH3A gen je mapiran na kromosomu 21q22.3 i kodira istoimeni protein koji
zajedno s UBASH3B pripada UBASH3 obitelji proteina. Obitelj ima jedinstvenu arhitekturu
domena, te sadrzi N-terminalnu domenu koja veze ubikvitin (UBA), centralno smjeStenu SH3
domenu i C-terminalnu histidin fosfataznu domenu koja sadrzi signal nuklearne lokalizacije.
UBASH3A je prvi opisani protein koji sadrzi i UBA 1 SH3 domene. Pokazano je da se UBA
domena veze za monoubiquitin i ubikvitilirane proteine, ukljucujuéi proteine iz obitelji
UBASH3 kad su ubikvitilirani (86-91). SH3 domena proteina UBASH3 obitelji posreduje u
vezivanju na druge proteine, primjerice u interakciji s CBL-om (E3 ubikvitin ligaza)
(88,91,92). Histidin fosfatazna domena ima sposobnost hidrolizacije niskomolekularnih
supstrata fosfataze tj. proteina koji sadrze fosfotirozin i glavni su supstrati u fizioloskim
uvjetima (93-97). Domena najbliza C-terminalnom kraju UBASH3A posreduje u dimerizaciji

proteina, ali funkcionalna uloga oligomerizacije nije jasna (91,93,94).

BCR-ABL mreza protein-protein interakcija, opisana koriStenjem tandemsko
afinitetnog prociS¢avanja/MS analize, dala je mrezu molekularnih interakcija za stotinjak
stani¢nih proteina. MreZa je otkrila visoki stupanj medusobne povezanosti 7 centralnih
komponenti oko BCR-ABL, uklju¢uju¢i CRK I'i njihove veze s razli¢itim signalnim putevima.
Iz dijagrama na Slici 5 moze se vidjeti novootkrivena interakcija izmedu UBASH3A i CRK I

(98).
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Slika 5. Mreza molekularnih interakcija CRKI dobivena tandemsko afinitetnim proci§¢avanjem/MS.
Identificirani interaktori su predstavljeni kao zvjezdasti dijagram s CRKI proteinom u sredini. Interaktori koji su
bili prije poznati prikazani su kao bijeli krugovi, a crni krugovi predstavljaju potencijalne nove interakcije.
UBASH3A je oznacen crvenom bojom. (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji 99)

UBASH3A je negativni regulator aktivacije i funkcije T-limfocita (99,100). VaZan je u
kontroli odgovora T-stanica u bolestima koje karakterizira autoimuni 1/ili kroni¢ni upalni
odgovor. Bolesti povezane s odredenim polimorfizmom pojedina¢nih nukleotida UBASH3A
su dijabetes tipa 1 (99,101-104), reumatoidni artritis (105), vitiligo (106), Gravesova bolest
(102), celijakija (105), sistemski eritematozni lupus (107—109) i atopijski dermatitis (110). Na
mi$jim modelima istovremena delecija Ubash3a i Ubash3b uzrokuje hiperreaktivnost T-
limfocita nakon antigene stimulacije njihovih receptora. Pojedinacni knockout mi§ se
fenotipski ne razlikuje od miSa divljeg tipa (111). Nedostatak UBASH3A jako utje¢e na
funkciju T-limfocita i imunoloski odgovor u fizioloS§kim 1 patoloSkim stanjima, ali molekularna
osnova u¢inka UBASH3A na aktivaciju stanica i1 bioloSki odgovor joS nije jasna.

Poznato je da bolesnici s Down sindromom (DS) imaju povecanu osjetljivost na virusne
1 bakterijske infekcije (112,113). S obzirom da je UBASH3A mapiran na kromosomu 21, njegov

prekomjerni izrazaj u trisomiji 21 mogao bi biti ukljuc¢en u imunoloske fenotipove DS.
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1.5.3.1. 1zrazaj UBASH3A u bubregu

Ekspresija UBASH3A gena je ograni¢ena na limfoidna tkiva, za razliku od njegovog
paraloga UBASH3B koji je ubikvitaran (91,111,114). Uraden je PCR panel humane cDNA za
proucavanje profila UBASH3A gena i semikvantitativno analiziran. Pronaden je u bubrezima,
slezeni, plu¢ima, leukocitima periferne krvi i kostanoj srzi odraslih. S druge strane, u fetalnom
tkivu bubrega, pluca, srca, mozga 1 jetre UBASH3A je bio negativan (Slika 6). Niska razina
UBASH3A mRNA u plu¢ima i bubrezima moze se dokazati PCR metodom, ali ne i Northern

blot metodom koja je slabije osjetljiva (88,115).
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Slika 6. Analiza izrazaja panela cDNA za humani UBASH3A: PCR (a) (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji
89), Northern blot (b) i PCR (c¢) (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji 116).
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In vitro studije knockdown-a gena koje su proveli Jinwoo Ahn i suradnici otkrile su da
je UBASH3A gen Cesto mutiran u bolesnika sa ccRCC i predstavlja kandidat gen povezan s
metastaziranjem. Knockdown UBASH3A znacajno inhibira migraciju i vijabilnost stanica jer
aktivira SYK ¢iji je izrazaj povezan s pokretljivos¢u i migracijom. UBASH3A je povezan sa
sinkronim metastazama u ccRCC veli¢ine <7 cm (patoloski stadij pT1) i mogao bi se koristiti

kao potencijalni prognosticki biljeg (116).

1.5.3.2. Uloga UBASH3A u apoptozi

UBASH3A se veze na AIF koji se oslobada iz mitohondrija i translocira u jezgru u
sluc¢aju kad je stanica izloZena stresu iz okoliSa, a translokacija dovodi do apoptoze neovisne o
kaspazi. U jezgri se UBASH3A veze na AIF koji je neophodan za njegov apoptoticki ucinak.
UBASH3A je jedan od rijetkih funkcionalnih interaktora AIF-a. On pojacava apoptotske
dogadaje ovisne o AIF-u, a nije neovisni induktor apoptoze. Navedeni uc¢inak ovisi o njegovim

UBA i1 SH3 domenama (117).

1.5.3.3. CAKUT u Down sindromu

CAKUT fenotip je Cetvrti po ucestalosti prirodenih anomalija u DS (118). U ljudi s DS
je tijekom Zivota povecana ucestalost bolesti bubrega i mokra¢nog sustava. Uz to, ve¢i je udio
nedijagnosticiranih anomalija mokra¢nog sustava. Djeca i adolescenti s DS imaju 30 puta ve¢u
prevalenciju CAKUT-a od op¢e populacije, koja iznosi 7,2%- 20% (118—120). Najucestaliji
CAKUT fenotipovi u DS su nepravilnosti izljeva: VUR, PUV, UPJO, megaureter;
abnormalnosti broja bubrega: renalna ageneza; abnormalnosti veliine i morfologije bubrega:
bubreZna hipoplazija, cisti¢ni displasti¢ni bubreg; abnormalnosti poloZaja bubrega: potkovasti
bubreg i bubrezna ektopija (118—123). Smanjena veli¢ina bubrega u DS primjecena je prije tri
desetlje¢a. Dvije obdukcijske studije su dokazale smanjenje mase bubrega od 14,4%, odnosno
31,1% (119,121). Ultrazvu¢no mjerenje in vivo potvrdilo je da djeca s DS tijekom razvoja
imaju znacajno manje bubrege. Hipoplazija bubrega moze dovesti do tubularnog zatajenja i
defektnog koncentriranja mokrace. Smanjeni su klirensi kreatinina i mokra¢ne kiseline (120).
S obzirom da je produljenje tubula najvaznije za postnatalni rast bubrega, smatra se da je
nedovoljni postnatalni rast tubula odgovoran za sporije povecanje bubrega nakon dovrSetka
nefronogeneze (6). Broj glomerula u novorodencadi s DS je 60% od normalnog (118). Nalaze

se mikrociste u kori bubrega, nezreli glomeruli u dubokoj kori i nepravilni glomeruli (118).
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Cesée su glomerulopatije kao membranoproliferativni glomerulonefritis, imunotaktoidna
glomerulopatija i FSGS. Te nepravilnosti zajedno upucuju na poremecaj razvoja urinarnog

sustava, nefrogeneze i razvoja glomerula.

Zbog nedostatka potpunog uvida u uzroke CAKUT-a i1 u€inak na bubreznu funkciju,
ograni¢ene su dijagnosticke i terapijske moguénosti za bolesnike s DS. Dodatne kopije gena
na kromosomu 21 ometaju normalni razvoj i uzrokuju tipi¢ne znacajke DS. Kromosom 21 je
najmanji ljudski autosom i kodira priblizno 225 gena. Osobe s DS-om obi¢no imaju tri kopije
svih gena u svakoj stanici. Dodatne kopije gena nuzno ne utjeu na stani¢nu funkciju.
Parcijalna trisomija 21. kromosoma ukljucuje regiju 2122 koja je dovoljna za nastanak
tipicnog DS fenotipa i kriti¢na je za razvoj DS (124—127). Ne zna se je li slozeni klinicki fenotip
u bolesnika s DS nastao radi neravnoteZe doze gena, ili zbog razvojne nestabilnosti uzrokovane

velikim brojem abnormalnih produkata gena klju¢nih za razvoj (126).

UBASH3A bi smogao biti kandidat gen za razvoj CAKUT fenotipova u DS, jer je je
mapiran na 21q22.3 koja je kriti¢na regija za DS fenotip. Od >200 gena povezanih s CAKUT-
om (14-16), UBASH3A gen je jedini smjeSten u kriticnoj regiji za DS.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE
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In silico analiza baze podataka dobivena sekvenciranjem cijelog genoma bolesnika s
potvrdenim CAKUT-om, provedena u Irving Medicinskom centru SveuciliSta Columbia u
New Yorku, SAD, uputila je na CRKL, AIFM3 i UBASH3A kao CAKUT kandidat gene.
Prostorni i vremenski dogadaji koji dovode do CAKUT-a su kriti¢ni za fenotipove koji nastaju.
Razine CRKL, AIFM3 i UBASH3A dinamicki se prostorno-vremenski mijenjaju u razli¢itim
fazama razvoja bubrega, Sto ukazuje na njihovu ulogu tijekom razvoja 1 mogucu ulogu u

nastanku CAKUT-a.

Ciljevi:

1. Utvrditi i kvantificirati vremenski i prostorni izrazaj CRKL, AIFM3, UBASH3A i AIF u
razvojnim stadijima bubrega i postnatalno u humanom bubregu primjenom indirektne
imunofluorescencije.

2. Usporediti vremenski i prostorni izrazaj AIFM3 i AIF u razvojnim stadijima i
postnatalno u humanom bubregu primjenom dvostruke indirektne imunofluorescencije.

3. Ispitati 1 kvantificirati transkripciju mRNA CRKL, AIFM3, UBASH3A, AIF 1 BCL2
gena metodom RT-qPCR.

4. Utvrditi prostorni izrazaj AIFM3 i CRKL u bubrezima i mokracovodima djece s
potvrdenim CAKUT-om koja su umrla u perinatalnoj i neonatalnoj dobi.

5. Utvrditi prostorni izrazaj UBASH3A u bubrezima djeteta s DS i CAKUT fenotipom
umrlog u perinatalnoj dobi.

6. Utvrditi prostorni izrazaj UBASH3A u perkutanoj bubreZnoj biopsiji ispitanika s
podocitopatijama FSGS-om i MCD-om.
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3. METODE I MATERIJALI
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3.1. Prikupljanje tkiva i eticka nacela

Biopticki i obdukcijski uzorci bubreznog tkiva uklopljeni u parafinski blok prikupljeni
su iz arhive Odjela za patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju
KBC-a Split (u daljem tekstu Zavod). Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Splitu odobrilo je provodenje istrazivanja (broj dozvole: 2181-198-03-04-16-0024). Temeljni
eticki 1 bioeticki principi (osobni integritet, pravednost, dobroc¢instvo i neskodljivost) su
postovani prilikom provodenja istrazivanja u skladu s NirnberSkim kodeksom i HelsinSkom
deklaracijom (World Medical Association Declaration of Helsinki - 64th WMA General
Assembly, Fortaleza, Brazil, October 2013). Mjerenje porodajne duljine i podaci o datumu
zadnje menstruacije koristeni su za procjenu starosti ploda izmedu 13. i 40. razvojnog tjedna
(O’Rahilly 1972). U istrazivanje su bila uklju¢ena 52 ispitanika: 13 plodova ili neonatusa
obduciranih na Zavodu koji nisu imali prirodene malformacije i dijete umrlo u dobi 1,5 godine
i obducirano na Zavodu, 28 djece s prirodenim CAKUT-om umrlih u perinatalnoj/ranoj
postnatalnoj dobi i obduciranih na Zavodu i 10 ispitanika bioptiranih zbog nefrotskog sindroma
1 dijagnosticiranih kao FSGS 1 MCD. U djece je dijagnoza multiplih malformacija postavljena
temeljem obdukcije i upisana u patoanatomsko izvjesée: ukljucila je morfoloske anomalije viSe
organa/organskih sustava s jednim/viSe CAKUT fenotipova. U toj skupini bile su
prepoznatljive malformacije poput Potter sindroma tip IIA, Edwards sindroma (trisomija 18) i
Down sindroma (trisomija 21). Uzorci su se koristili iskljuivo za dobivanje znanstvenih

rezultata.

3.2. Histoloska analiza

3.2.1. Obrada tkiva za histokemijske metode

Tkivo bubrega uzorkovano nakon obdukcije, odnosno biopsije, fiksirano je u 4%-tnoj
otopini paraformaldehida puferiranoj na pH 7,0 fosfatnim solima (128). Dehidrirano je u
gradijentu etanola i prozeto teku¢im parafinom, te uklopljeno u parafinske blokove. Za potrebe
imunohistokemije metode, iz blokova su izrezani histoloski preparati debljine 5 pm i montirani

na adhezivna predmetna stakalca.

3.2.2. Hematoksilin i eozin metoda

Za rutinsku histoloSku analizu preparati su obojeni H&E metodom (129) i analizirani

svjetlosnim mikroskopom, kako bi se mogla potvrditi prethodno postavljena dijagnoza i
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procijeniti ocuvanost tkiva prije imunofluorescentnog bojenja. Svaki deseti rez obojen je H&E
metodom tako da je preparat najprije deparfiniran u ksilolu, potom rehidriran u gradijentu
alkohola i destiliranoj vodi i onda obojen hematoksilinom 3x 1 minuta. Ispran je u alkalnoj
vodi, obojen Eozinom Y 1x 5 minuta, diferenciran u gradijentu etanola, izbistren u ksilolu 1
poklopljen medijem za pokrivanje i predmetnicom. Svi preparati su analizirani svjetlosnim

mikroskopom (Olympus BX51, Tokyo, Japan).

3.2.3. Indirektna imunohistokemija

Nakon deparafinizacije u ksilolu i rehidracije u etanolu i destiliranoj vodi, preparati
debljine 5 um kuhani su u citratnom puferu 30 minuta na 95°C radi demaskiranja antigena.
Nakon toga ohladeni su u PBS-u i aplicirano je razrijedeno primarno protutijelo: anti-AIFM3,
anti-AlF, anti-UBASH3A, odnosno anti-CRKL (Tablica 1). Inkubacija u vlaznom i tamnom
prostoru trajala je preko no¢i. Sljede¢i dan su preparati isprani u PBS-u i tretirani
odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima obiljeZenim fluorescentnom tvari, te inkubirani 1 sat
u tamnom 1 vlaznom prostoru. Poslije inkubacije preparati su isprani PBS-om i aplicirana je
boja DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) koja kontrastira kromatin. Nakon ispiranja,
primijenjen je Immumont i montirana pokrovica. Mikrofotografije su snimljene prilikom
mikroskopiranja uzoraka na fluorescentnom mikroskopu (Olympus BXS51, Tokyo, Japan)
opremljenim fotoaparatom Nikon DS-Ril (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) i slike obradene
pomocu Adobe Photoshopa. Negativna kontrola su bili preparati na koje nije bilo aplicirano

primarno protutijelo.

Tablica 3. Upotrijebljena primarna i sekundarna protutijela

Protutijelo Domacdin Razrijedenje Serija i proizvodac
AntiCRKL kuni¢ 1:50 HPA001100; Sigma-Aldrich,
Germany
anti-AIFM3 kuni¢ 1:500 TA 306550; Origene, USA
anti-AIF ovca 1:500 AF5824; R&D Systems, USA
anti-UBASH3A kuni¢ 1:800 sc-121; Santa Cruz, USA
. Alexa Fluor 488 AntiRabbit ~ magarac 711-545-152; Jackson
1:400
‘ ImmunoResearch, UK
Rhodamine Red-X-conjugated = magarac 1:400 705-295-003; Jackson
AffiniPure Anti-Goat ) ImmunoResearch, UK
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3.2.3.1.  Analiza razvojnih faza bubrega i kvantifikacija izrazaja

Za istrazivanje razvojnih faza humanog bubrega analizirani su preparati bubrega 11 fetusa
u razliCitoj gestacijskoj dobi, preparati bubrega dva neonatusa i bubreg djeteta bez prirodenih
malformacija umrlog u dobi 1,5 godina. Bilo koja razina bojenja vrednovana je kao pozitivna,
a nedostatak bojenja kao negativna. Imunofluorescentni izrazaj proteina AIFM3, AIF,
UBASH3A i CRKL je kvantificiran na dva nacina. Rezultati su izraZzeni kao postoci povrsine
prekrivene pozitivnim signalom (PPPPS) i kao RAW score. Uzorci su podijeljeni prema Cetiri
faze razvoja bubrega: prva faza (Phl), faza dva (Ph2), faza tri (Ph3), ¢etvrta prenatalna faza
(Ph4 pre), cetvrta faza 1 mjesec nakon rodenja (Ph4 1 M) i Cetvrta faza 1,5 godina nakon
rodenja (Ph4 1,5Y).

U PPPPS metodi kvantifikacije analizirano je u 15 reprezentativnih mikrofotografija
fetalne ili postnatalne bubrezne kore svakog ipitanika. Slikana su nepreklapajuca vidna polja u
identicnom vremenu ekspozicije pri povecanju 400x kako bi se izracunati PPPPS-ovi mogli
usporedivati. Pozitivan izrazaj proteina CRKL, UBASH3A i AIFM3 vizualiziran je kao zeleni
fluorescentni signal, tocCkasti ili difuzni, u jezgri odnosno citoplazmi. U dvostrukoj

imunofluorescenci AIFM3 je bio obiljeZen zelenim, a AIF crvenim signalom.

Za kvantitativnu procjenu stani¢ne imunoreaktivnosti koristen je Imagel softver (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Slike su pripremljene za analizu oduzimanjem
srednjeg filtra i odredivanjem praga za mjerenje postotka povrSine presjeka pokrivenog
pozitivnim signalom. Kolokalizacija AIFM3 i AlF-a je izracunata dijeljenjem povrSine
njihovog preklapanja s kombiniranom povrSinom pomoc¢u Adobe Photoshopa. Za statisticku
analizu koriSten je softver GraphPad (GraphPad Software, La Jolla, CA, SAD) i razina
vjerojatnosti p < 0,05 odredena kao statisticki znacajna. One-way ANOVA test s Tukeyjevim
post-hoc testom koriSten je za usporedbu izraZaja analiziranih biljega, kako bi se utvrdile

znacajne razlike medu razvojnim fazama.

Za odredivanje postotka stanica s pozitivnim izrazajem proteina CRKL, AIFM3, AIF i
UBASH3A posebno su analizirani: potpuno diferencirani glomeruli (G), proksimalni zavijeni
tubuli (PCT), distalni zavijeni tubuli (DCT), nezreli glomeruli (IG), tijela u obliku slova S
(SSB), tijela u obliku zareza (CSB) i bubrezni mjehuri¢ (RV). Evaluirani tubuli su bili
smjesteni u vanjskoj kori. ImageJ softver je koriSten za brojanje pozitivnih signala i postotak
pozitivnih stanica izrazen po svakoj analiziranoj strukturi. Intenzitet bojenja stupnjevan je kao

0 - odsutnost bilo kakve fluorescencije; 1- slab; 2- umjeren; i1 3- jak.
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RAW score je umnoZzak postotka pozitivnih stanica (PS) u odredenoj strukturi u bubreznoj

kori (DCT, PCT, G, IG, SSB, CSB, RV) i intenziteta bojenja (IS):
RAW = IS * PS (%)

RAW vrijednosti su bile u rasponu od 0 do 300. U svakom uzorku je analizirano
najmanje 20 istih struktura. RAW vrijednosti navedenih struktura analizirani su u cetiri faze
razvoja bubrega. Dovoljno razvojnih struktura (IG, SSB, CSB i RV) imale se samo prve tri
faze. Svi podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD i analizirani two-way ANOVA testom
s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi (GraphPad Software, La Jolla, CA, SAD). Razina

vjerojatnosti p < 0,05 uzeta je kao statisticki znacajna.

3.2.3.2. CAKUT

Preparati bubrega i/ili mokra¢ovoda 21 perinatalno ili neonatalno umrle djece s
CAKUT fenotipovima tipi¢nima za sindrom delecije 22q11(51-56,81) ili Crkl”" miseve (49)
obojeni su imunofluorescentnom metodom 1 usporedeni sa kontrolom, kako bi se utvrdilo jesu
li prostorni i vremenski obrasci AIFM3 i CRKL u djece s CAKUT-om drugaciji. Ukupno je

analizirano 28 uzoraka uklopljenih u parafin (Tablica 4).
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Tablica 4. Podaci o uzorcima tkiva s dijagnosticiranim CAKUT-om.

CAKUT fenotip Dob Gestacljska Spol
dob
Policisti¢na displazija bubrega, B mrtvorodeno 35w m
Policisti¢na displazija bubrega, B mrtvorodeno 35w m
Policisti¢na displazija bubrega, D 23 h 27w m
Dilatiran mokra¢ovod, B
Displazija 1 hipoplazija bubrega, B 1d NP z
Displazija i hipoplazija bubrega, B 4h 38w zZ
Displazija bubrega, B
mrtvorodeno 21w m
Megaureter, D
Displazija bubrega, L
Dvostruki mokrac¢ovod, L 12d NP m
Ageneza bubrega, D
Displazija bubrega, L 4h 39w m
Policisti¢na displazija bubrega, B lh 28w z
Policisti¢na displazija bubrega, B 14 h 35w m
Hipoplasti¢ni bubreg, D mrtvorodeno 28w m
Hipoplasti¢ni bubreg, L mrtvorodeno NP m
Ageneza bubrega, D mrtvorodeno 21w m
Dvostruki mokra¢ovod, D mrtvorodeno 23 w Z
Dvostruki mokrac¢ovod, L 4h 30w m
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Dvostruki mokrac¢ovod i nakapnica, B | mrtvorodeno 40 w zZ
Potkovasti policisti¢ni bubreg
Megaureter, D 5d NP m
Edwardsov sindrom
Potkovasti bubreg mrtvorodeno 26 w m
Edwardsov sindrom
Potkovasti bubreg
25h 30 w m
Edwardsov sindrom
Potkovasti bubreg
mrtvorodeno 34w m
Edwardsov sindrom
Potkovasti bubreg
NP NP m
Edwardsov sindrom

B — bilateralno zahvaéeno, D — zahvacena desna strana, L — zahvacena lijeva strana, w — tjedan,

NP — nije primjenjivo.
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3.2.3.3. FSGS i MCD

Biopticki uzorak pet ispitanika s FSGS-om i pet ispitanika s MCD-om su obojeni
imunofluorescentnom metodom i usporedeni s kontrolom kako bi se utvrdilo mijenja li se

razina i lokalizacija UBASH3A u ispitanika s podocitopatijom.

3.2.3.4. Down sindrom

Za imunofluorescencijsko bojenje UBASH3A u trisomiji 21, analizirano je bubrezno
tkivo prematurusa (33. razvojni tjedan) s dijagnosticiranim DS 1 CAKUT-om. Opisani CAKUT

fenotip je bio bilateralna policisti¢na displazija s bilateralnim megaureterom.
3.3. Izolacija RNA i RT-qPCR

Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (RT-qPCR) je
primjenjena, osjetljiva i specificna metoda za otkrivanje i kvantifikaciju transkripcije mRNA.
Smatra se medium-throughput tehnikom zbog potencijala za analizu viSe od jednog transkripta
istovremeno. Kod RT-qPCR-a se akumulacija produkata amplifikacije kontinuirano utvrduje
tijekom reakcije mjerenjem povecanja fluorescencije izazvanog vezanjem fluorescentnih boja
s PCR produktom (130,131). Fluorescentni signal raste proporcionalno s akumulacijom PCR
produkta. MozZe se generirati standardna krivulja koja prikazuje fluorescenciju u odnosu na broj
ciklusa. Prag ciklusa (Ct) je broj ciklusa potrebnih da fluorescentni signal reakcije prijede prag.
Uspjeh u analizi izrazaja gena ovisi o prikladnosti dizajniranih pocetnica. Kako bi se
minimalizirale pogreSke, primijenjene su razne strategije normalizacije, ukljucujuci
normalizaciju qPCR podataka prema veli¢ini uzorka, volumenu tkiva 1 koristenju referentnih
gena sa stabilnim izrazajem kao interne kontrole (132—134). Housekeeping geni su idealni
referentni geni jer su konstitutivni, potrebni za osnovnu stani¢nu funkciju i izrazeni u vecini
stanica u fizioloskim uvjetima (135). Referentni geni su nuzni kad su rezultati izrazeni kao

relativne veli¢ine primjenom 2 22 metode (136).

U skupini fetalno i neonatalno umrle djece bez prirodenih anomalija, izolirana je RNA
iz uzoraka bubrega fiksiranih u parafinu. Sterilno izrezani rezovi debljine 20 um stavljeni su u
tubicu, deparafinirani ksilolom i centrifugirani na 14 000 rpm 2 minute. Dobiveni talog je
tretiran po priloZenim uputama proizvodaca GenElute™ FFPE RNA Purification Kit (Sigma-

Aldrich, Germany). Nakon deparafiniranja je uzorak ispiran ksilolom i etanolom, te slijedi
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razgradnja proteinazom K u odgovaraju¢em puferu A. Zatim se lizatu doda pufer RL i etanol i
otopina nanese na spin-kolonu. Vezana RNA se ispere sa stupaca upotrebom otopine za pranje
A. Nakon izolacije RNA, reverzna transkripcija se izvede koriStenjem High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Master mix koji sadrzi cDNA, odabrane
lijeve i desne pocetnice, detektor SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, USA) i vodu
bez nukleaza mijesSa se i stavi u plocu s 96 jazica. Pocetnice koristene kod RT-qPCR metode
(Tablica 5) su dizajnirane pomocu Primer-BLAST softwarea (NCBI, USA) koji koristi Primer3
za dizajniranje PCR primera i BLAST za screening pocetnica prema odredenoj bazi podataka
kako bi se izbjegli parovi pocetnica koji mogu uzrokovati nespecifi¢ne amplifikacije (137). Svi
uzorci su napravljeni u duplikatima, a RPS9 koriSten kao referentni gen. Negativna kontrola je
sadrzavala sve osim cDNA. Ploca je zatim analizirana pomoc¢u Applied Biosystems™ 7500

RT-PCR sustava.

Tablica 5. Pocetnice koriStene u RT-qPCR metodi dizajnirane pomocu Primer-BLAST
softvera (NCBI, USA).

Gen Lijeva pocetnica Desna pocetnica
CRKL 5'-AGC AAT CCA GAAAAGAGT ACC C-3' 5'-TTC ACT TCG CCT TCC CAC-3’
AIFM3 5'-CAA CCG CAA AGT GAACAT TCC-3' 5'-TCC AGA GGT AGG GCA CAG-3'
AIF 5'-AAG CAG GCTCTAACATCT GG-3' 5'-TTC TCC AGC CAATCT TCC AC-3’

BCL2 5'-GTG GAT GAC TGA GTA CCT GAA C-3"  5'-GCC AGG AGA AAT CAA ACA GAG G-3'

UBASH34 5'-GAATGG ACA AAATGG GAA GCT G-3' 5'-TGT ACT CCT GGT AGC TCT CG-3’

RPS9 5'-GGATTT CTT AGA GAG ACG CCT G-3' 5'-GGA CAATGAAGG ACG GGATG-3'
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4. REZULTATI
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4.1. HistoloSka analiza uzoraka bojanih H&E metodom

Analizom H&E preparata potvrdeno je da su ispitivana tkiva svih uzoraka dobro
oCuvana, a patohistoloske dijagnoze korektne. U bubrezima bez morfoloskih abnormalnosti se
jasno razaznaju kora i srz (Slika 8; a, b, c, d, e, f). Uzorci u fazi Phl, Ph2 ili Ph3 su imali
prepoznatljivu nefrogenu zonu s nezrelim strukturama nefrona (Slika 8; a, b, c, e, f). Bubrezi u
fazi Ph4 imali su samo zrele strukture nefrona u kori.

Hipoplasti¢ni bubrezi su bili abnormalno mali (<2 SD ispod ocekivane srednje
vrijednosti povezano s dobi ili pokazateljima somatskog rasta), normalne morfologije i
smanjenog broja nefrona (Slika 8; e).

Potkovasti bubrezi su imali funkcionalnu bubreznu masu i normalnu histologiju. Zona
fuzije dva bubrega bila je u srediSnjoj liniji i sastavljena od bubreznog parenhima (Slika 8; f).
U jednog su ispitanika potkovasti bubrezi bili policisti¢ni.

Policisti¢ni displasticni bubrezi su potvrdeni kao Potter tip IIA za kojeg su
karakteristi¢ne velike ciste u kori koje nastaju deformacijom ampule, povecana koli¢ina veziva
i odsustvo normalnih sabirnih kanala i nefrona. Stijenke cista su bile gradene od veziva i
obloZene niskim jednorednim epitelom. Izmedu cista nalazilo se ostatno tkivo bubrega s
brojnim primitivnim tubulima obloZenima kubi¢nim do cilindri¢énim epitelom i okruzenih
vezivnomi$i¢nim tkivom 1 umnoZenim rahlim mezenhimom (Slika 8; g). U displaziji bubrezi
ne prolaze odgovarajucu diferencijaciju i zato se nalaze malformirane strukture s nezrelim

kanali¢ima koncentri¢no okruzenima mezenhimom (Slika 8; h).

37



Slika 8. H&E bojenje humanih bubrega i bubrega s CAKUT fenotipom. a) Embrionalni bubreg (10w, Phl) s
naznacenom zonom nefrogeneze (crvena zagrada). b) Fetalni bubreg (16w, Ph2) s lobulacijom bubrega i
naznacenom nefrogenom zonom (crvena zagrada). ¢) Fetalni bubreg (24w, Ph3) s nefrogenom zonom (crvena
zagrada). d) Neonatalni bubreg (starosti jedan mjesec, Ph4 1M) u kojem su se prestali stvarati novi nefroni pa
nema nefrogene zone. e) Hipoplasti¢ni fetalni bubreg (28w , HK) s vidljivom nefrogenom zonom (crvena
zagrada). f) Potkovasti fetalni bubreg (34w, HSK) sa zonom fuzije i nefrogenim zonama (crvene strelice). g)
Policisti¢na displazija bubrega Potter tip IIA (35 w, PCDK) s brojnim kortikalnim cistama oblozenim niskim
jednorednim epitelom. Izmedu cistsi su brojni primitivni tubuli obloZeni kubi¢nim do cilindri¢nim epitelom i
okruzeni vezivno misi¢énim tkivom, te umnozeni rahli mezenhim. h) Displasti¢ni fetalni bubreg (21 w, DK) s
nezrelim kanali¢ima koncentriéno okruZzenima mezenhimom. Mjerilo je 200 pm.
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4.1. AIFM3

4.1.1. Kvantitativna analiza izrazaja AIFM3 i AIF po razvojnim fazama bubrega

Kvantitativna analiza razina proteina AIFM3 i AIF je provedena na uzorcima zdravog
bubrega u 13., 16., 21., 27., 29., 37. i 38. tjednu razvoja, te u postnatalnih uzoraka starosti 1
mjesec 1 1,5 godina imunofluorescentnom metodom (Slika 9). Glavne mjere ishoda su bile
PPPPS, RAW score i 2#2C Pozitivan signal AIFM3 bio je zrnato do difuzno
citoplazmatsko/luminalno bojanje u PCT, DCT, glomerulu, Henleovoj petlji i sabirnim
kanalima (Slika 9). Prve tri faze razvoja bubrega se podudaraju u intenzitetu i lokalizaciji
AIFM3. Lokalizacija je bila luminalna u razvojnim strukturama, DCT 1 PCT. U tim fazama su
pojedinacne stanice DCT-a pokazale jaci intenzitet signala od stanica drugih pozitivnih
struktura (Slika 9; a). U prenatalnoj Ph4 PCT-ovi su pokazali jako zrnato do difuzno
citoplazmatsko bojanje. Nije uocena razlika u lokalizaciji i intenzitetu signala izmedu
postnatalnih faza 1 prenatalne Ph4. Prenatalna Ph4 1 Ph4 1M su pokazale slabi signal u
glomerulima za razliku od prethodnih faza. U DCT bilo je pojedinacnih pozitivnih stanica, ali
se intenzitet nije razlikovao od ostalih struktura (Slika 9; b). Glomeruli u Ph4 1.5Y su imali
znacajno vise pozitivnih stanica (Slika 9; ¢). Razvojne strukture nefrona nisu imale pozitivan
signal AIF ni u jednoj fazi, za razliku od AIFM3 koji je bio jako pozitivan u svim fazama (Slika
9; d,e). U srzi su u svim fazama bile jako pozitivne stanice sabirnih kanala i neSto manje, stanice
Henleove petlje (Slika 9). U Phl 1 Ph2, su stanice PCT pokazivale jaku imunoreaktivnost AIF
vidljivu kao crveni signal u citoplazmi, a epitel DCT umjereni apikalni signal (Slika 9; a).

Medutim, u Ph3 i Ph4 prenatalno DCT su imali sli¢nu raspodjelu imunoreaktivnosti kao PCT.
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DAPI+G+R

DAPI+G+R

DAPI+G+R

Slika 9. Imunofluorescentno bojenje fetalnih (a, d, e) i postnatalnih (b, ¢c) humanih bubrega s AIFM3 (zeleno) i
AIF (crveno) i njihova ko-ekspresija s DAPI nuklearnim bojenjem. Izrazaj proteina AIFM3 i AIF (strelice),
glomeruli (G), proksimalni zavijeni tubuli (PCT), distalni zavijeni tubuli (DCT), nezreli glomeruli (IG) i tijela u
obliku slova S (SSB). Ko-ekspresija AIF-a i AIFM3 (strelice) na spojenim fotografijama vidi se kao Zuta boja.
Slike a, b, ¢ i d snimljene su uz poveéanje od 40x, dok je e snimljena na 10x. Mjerilo je 40 um. (a) Prve tri faze
razvoja bubrega se podudaraju u intenzitetu i lokalizaciji AIFM3. Prikazana je Ph2. Pojedinacne stanice DCT-a
imaju jaki intenzitet signala. (b) Ph4 prenatalna i Ph4 1M imaju ve¢i PPPPS nego prve tri faze, a u glomerulima
slabi signal. Nema razlike u lokalizaciji i intenzitetu signala izmedu postnatalnih faza i prenatalnog Ph4, slika iz
Ph4 1M. (c) Ph4 1.5Y je znacajno slabije pozitivna od Ph4 prenatalne i Ph4 1M, a glomeruli imaju vi$e pozitivnih
stanica. (d,e) Razvojne strukture nefrona nisu pokazale prisutnost AIF, za razliku od AIFM3 koji je jako pozitivan.
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a) PPPPS

Kod analize AIFM3, aritmeticke sredine PPPPS (area %) svih analiziranih faza
razvoja bubrega nisu prelazile 12%, a u Phl, Ph2, Ph3 i Ph4 1.5Y ni 2.5%. Ph4
prenatalna i Ph4 1M su pokazale znatno vece vrijednosti PPPPS nego prve tri faze (p <
0.001), a Ph4 1.5Y je imala znacajno manje vrijednosti od prenatalne Ph4 i Ph4 1M (p
< 0.0001). U usporedbi postotka pozitivne povrSine izmedu prenatalne Ph4 i Ph4 1M,
druga je imala znatno ve¢i PPPPS (p < 0,05) (Slika 10, a).

Rezultati analize PPPPS AlIF-a su pokazali znacajno manji postotak pozitivne
povrsine u Ph2 od Ph3 (p < 0,001), prenatalne Ph4 (p < 0,05) i Ph4 1 M (p < 0,001).
Dodatno, Ph4 1 M je imala znacajno veée podrucje pozitivnosti od Phl (p <0,05) i Ph4
1,5Y (p <0,001) (Slika 10, b).

a) AIFM3 b) AIF

» et I — Ph
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Slika 10. PPPPS AIFM3 (a) i AIF (b) u fetalnoj i postnatalnoj kori humanog bubrega.
Prva faza (Phl), druga faza (Ph2), treca faza (Ph3), prenatalna faza Cetiri (Ph4 pre), neonatalna faza Cetiri (Ph4 1
M) i faza Cetiri, godinu i pol nakon rodenja (Ph4 1,5 Y ). Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina PPPPS-a
(area %) = SD (vertikalna crta) i analizirani jednosmjernim ANOVA testom s Tukeyjevim testom viSestrukih
usporedbi. Znacajne razlike su oznacene s * p < 0,05, *** p < 0,001, **** p <0,0001.
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Razlike izmedu AIFM3 i AlF-a, analizirane su dvosmjernom ANOVA analizom s
podacima o postotku njihovih povrsina. Vise je AIF u Phl (p < 0,05), Ph2 (p < 0,01) i Ph3 (p
<0,001) (Slika 11).

AIFM3 vs AIF

20= Bl AIFM3
EE AIF

PPPPS %

Ph1 Ph2 Ph3 Phd4 pre Ph4 1M Phd 1.5Y

Slika 11. Usporedba PPPPS AIFM3 i AIF-a u fetalnoj i postnatalnoj kori humanog bubrega.

Prva faza (Phl), druga faza (Ph2), treCa faza (Ph3), prenatalna faza ¢etiri (Ph4 pre), neonatalna faza Cetiri (Ph4 1
M) i faza Cetiri, godinu i pol nakon rodenja (Ph4 1,5 Y ). Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD
(vertikalna crta) i analizirani dvosmjernim ANOVA testom s Tukeyjevim testom visSestrukih usporedbi. Znacajne
razlike su oznacene s * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

b) RAW score

Uzorci koji su pripadali Phl su imali umjereni intenzitet AIFM3, osim pojedina¢nih
stanica DCT-a koje su pokazale jaki intenzitet signala. RAW vrijednost DCT-a u Phl je
bila znacajno manja u usporedbi sa svim sljede¢im fazama. U skladu s PPPPS, PCT-ovi
koji su pripadali prvim fazama (Phl, Ph2, Ph3) su bili manje pozitivni od Ph4, pre- ili
postnatalno (p < 0,0001) (Slika 12, a). Druga i tre¢a faza razvoja bubrega uglavnom su
odgovarale Ph1 po lokalizaciji i intenzitetu (Slika 12, a). Glomeruli faze Ph4 1.5 su imali
viSe pozitivnih stanica (p < 0,05) (Slika 12, a). Postoje znac¢ajne razlike u izrazaju AIFM3
izmedu DCT-a i PCT-a u svim fazama osim u Ph1 (Slika 12, ¢). U Ph2 i Ph3, PCT su imali
manyji izrazaj (p < 0,001), a RAW vrijednosti PCT struktura u svim Ph4 razdobljima su
bile veée nego u DCT (Slika 12, c). Sto se ti¢e razvojnih struktura nefrona, vise su

pozitivne od PCT-a u prve tri faze, a pozitivnije od DCT-a u Phl.

42



a) AIFM3
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Slika 11. RAW rezultati AIFM3 u nefronskim strukturama kore fetalnih i postnatalnih humanih bubrega.
Potpuno diferencirani glomeruli (G), proksimalni zavijeni tubuli (PCT), distalni zavijeni tubuli (DCT),
nezreli glomeruli (IG), tijela u obliku slova S (SSB), tijela u obliku zareza (CSB) i bubrezni mjehuri¢i (RV),
prva faza (Phl), druga faza (Ph2), tre¢a faza (Ph3), prenatalna faza Cetiri (Ph4 pre), neonatalna faza Cetiri
(Ph4 1 M) i faza Cetiri, 1, 5 godina (Ph4 1,5 Y). Dovoljno razvojnih struktura (IG, SSB, CSB i RV) pronadeno
jeuprve tri faze. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD (vertikalna crta) i analizirani dvosmjernim
ANOVA testom s Tukeyjevim testom visestrukih usporedbi. Znacajne razlike su oznacene s * p < 0,05, **
p <0,01, #** p < 0,001, **** p <0,0001. (a) Usporedba istih struktura iz razlicitih razdoblja. (b) Usporedba

zrelih i nezrelih glomerula iz istog razdoblja. (c) Usporedba DCT, PCT, SSB, CSB i RV iz istog razdoblja.
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Znacajno su ve¢e RAW vrijednosti AIF u DCT-a u prenatalnim i postnatalnim Ph4,
nego svim ranijim fazama (p < 0,0001) (Slika ). Za razliku od AIFM3, razvojne strukture

nefrona nemaju pozitivan signal AIF (Slika 13).

AlIF
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Slika 13. Usporedba RAW vrijednosti AIF-a u istih struktura u kori u razli¢itim razvojnim fazama humanih
bubrega. Potpuno diferencirani glomeruli (G), proksimalni zavijeni tubuli (PCT), distalni zavijeni tubuli (DCT),
nezreli glomeruli (IG), tijela u obliku slova S (SSB), tijela u obliku zareza (CSB) i bubrezni mjehuri¢i (RV), prva
faza (Phl), druga faza (Ph2), tre¢a faza (Ph3), prenatalna faza ¢etiri (Ph4 pre), neonatalna faza Cetiri (Ph4 1 M) i
faza Cetiri, godinu i pol nakon rodenja (Ph4 1,5 Y). Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD (vertikalna
crta) i analizirani dvosmjernim ANOV A testom s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi. Znac¢ajne razlike su
oznacene s **** p <(,0001.
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¢) Kolokalizacijska analiza AIFM3 i AIF
Uporabom dvostruke imunofluorescencije analizirana je kolokalizacija AIFM3 1 AIF u

razli¢itim fazama razvoja bubrega, a bila je od 23,85% u Ph4 1 M do 1,3% u Ph4 1,5 Y (Slika
14).

Kolokalizacija AIFM3 i AlIF
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n
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10% 5.02% 5.22% 12.85% 23.85% 1.30%

Slika 14. Vrijednosti ko-lokalizacije prikazane kao postoci u obliku grafikona i tablice. Prva faza (Phl), druga
faza (Ph2), treca faza (Ph3), prenatalna faza Cetiri (Ph4 pre), neonatalna faza Cetiri (Ph4 1 M) i faza Cetiri, 1,5
godina nakon rodenja (Ph4 1,5 Y)

d) 2-*2Ctmetoda

RT-qPCR analiza otkrila je najve¢i izrazaj mRNA AIFM3 u Ph4 1M, §to odgovara
rezultatima imunofluorescencije. S druge strane, isti rezultati ukazuju na najniZi izrazaj u
prenatalnoj Ph4 (Slika 15; a). Analiza AIF je pokazala slican trend izrazaja kao u PPPPS (Slika
15; b). Dobiveni podaci su koristeni za izvodenje dvosmjernog ANOVA testa s Tukeyjevim
testom viSestrukih usporedbi koji nije otkrio znacajne razlike u mRNA AIFM3 i AIF u
pojedinim razvojim fazama. BCL2 mRNA analiziran u svim testiranim tkivima nije pokazao
znacajnih razlika izmedu razvojnih faza. Dvosmjerni ANOVA test s Tukeyjevim testom

viSestrukih usporedbi nije otkrio znacajne razlike izmedu AIFM3, AIF i BCL2.
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Slika 15. RT-qPCR analiza fetalnih i postnatalnih humanih bubrega provedena uporabom pocetnica za AIFM3,
AIF i BCL2 i njihove pripadajuée aritmeti¢ke sredine 24t vrijednosti sa SD.
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4.1.2. Kvalitativna analiza AIFM3 u ispitanika s CAKUT-om

Kvalitativna analiza AIFM3 provedena je na histoloskim preparatima bubrega i/ili
mokra¢ovoda perinatalno ili neonatalno umrle djece s CAKUT fenotipovima tipi¢nim za
sindrom delecije 22q11 (hipoplazija bubrega, displazija, ciste, dvostruki sustav prikupljanja,
potkovasti bubreg) (54,56,138), imunofluorescentnom metodom i usporedena s razvojnim
bubrezima kao kontrolom.

Primitivni tubuli oblozeni kubi¢nim do cilindricnim epitelom i manje ciste nastale
prosirenjem tubula u kori i meduli policisti¢nih displasti¢nih i displasti¢nih bubrega pokazali
su homogeno bojanje vrlo jakog intenziteta (Slika a, b, ¢, d). Velike ciste oblozene spljostenim
epitelom su bile slabije pozitivne (Slika ; ¢, d). Manji, slabije formirani glomeruli su imali slab
intenzitet ili su bili negativni, a umnoZzeni rahli mezenhim bio je pozitivniji nego MM u kontroli
iste razvojne faze (Slika 16; b). Nefroni potkovastih bubrega imaju zrnati obrazac bojanja sa
slabijim intenzitetom signala od nefrona u kori normalnih bubrega iste gestacijske dobi (Slika
16; e). U policisticnom potkovastom bubregu je signal bio slabiji nego u cisticnom bubregu
bez potvrdene trisomije 18. Tubuli su imali blagi signal u svim uzorcima trisomije 18, a u
kontrolnim uzorcima koji pripadaju istoj fazi razvoja signal je bio jak.

U slucaju jednostrane ageneze bubrega, AIFM3 je ispitan u drugom bubregu (Slika 16;
f). Intenzitet i obrazac izrazaja nisu se razlikovali od kontrolnih uzoraka u istoj razvojnoj fazi.
U zdravim i patoloski promijenjenim mokra¢ovodima, AIFM3 nije bio izraZen. Slucajevi u
kojima su bubrezi bili hipoplasti¢ni, normalni i s patoloski promijenjenim mokra¢ovodima ili
uredni, ali s kontralateralnim bubregom koji ima CAKUT fenotip, imali su normalni obrazac

1zrazaja AIFM3 za dob.
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Slika 16. Imunofluorescentno bojanje humanog bubrega sa CAKUT fenotipovima perinatalno i neonatalno umrle
djece s AIFM3 (zeleno) i DAPI neklearnim bojanjem (plavo). Izrazaj proteina AIFM3 (strelice). Mjerilo 40 pm.
(a) Displasti¢ni fetalni bubreg s brojnim jako pozitivnim primitivnim tubulima oblozenim kubi¢nim epitelom.
(b) Manja cista nastale prosirenjem tubula u displastiénom bubregu pokazuje homogeni jaki intezitet bojenja, a
okruzena je slabije pozitivnim rahlim mezenhimom.

(c) Policisti¢na displazija bubrega Potter tip IIA s brojnim primitivnim tubulima oblozenim kubi¢nim do
cilindri¢nim epitelom i manjim cistama nastalim prosirenjem tubula s homogenim bojanjem jakog intenziteta.
Velike ciste obloZene spljostenim epitelom su slabije pozitivne.

d) Hiperproliferirani primitivni tubul jako pozitivne citoplazme u blizini velike ciste (dolje lijevo) oblozene
spljostenim epitelom slabijeg intenziteta bojanja.

e) Potkovasti bubreg (trisomija 18) s tubulima koji pokazuju zrnato blago obojenje.

f) Kod jednostrane ageneze bubrega, drugi bubreg pokazuje obrazac izrazaja primjeren za dob.
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4.2. UBASH3A

4.2.1. Kvantitativna analiza izrazaja UBASH3A po razvojnim fazama bubrega

Kvantitativna analiza razine UBASH3A proteina je uradena imunofluorescentnom
metodom na preparatima bubrega u 13., 16., 21., 27., 29., 37. 1 38. tjednu razvoja i dva
ispitanika starosti 1,5 mj. 1 1,5 godinu. Glavne mjere ishoda su bile PPPPS, RAW score i 2°
AACt UBASHB3A je prikazan kao zeleno nuklearno bojanje i utvrden u svim razvojnim fazama.
Intenzitet tubularnog bojanja 1 bojanja u razvojnim strukturama je bio slab, a u glomerulima

umjeren bez obzira na zrelost (Slika 17).

UBASH3A DAPI+G
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Slika 17. Imunofluorescentno bojanje fetalnih (a) i postnatalnih (b) humanih bubrega s UBASH3A (zeleno) i
prikaz izoliranog zelenog signala s DAPI nuklearnim bojanjem. Izrazaj proteina UBASH3A (strelice), glomeruli
(G) i nezreli glomeruli (IG). Pronadene su znacajne razlike u imunoreaktivnosti izmedu potpuno diferenciranih
(b) i nezrelih (a) glomerula. Slike (a, b) povecanje 40x. Mjerilo 40 pm.

a) PPPPS

Sto se ti¢e postotka povrsine, u prenatalnoj Ph4 je bio znaajno veéi nego u prve tri faze

(p < 0,05). Najmanja srednja vrijednost je bila 0,28% u Phl, a najveca 2,07% u prenatalnoj
Ph4 (Slika 18).
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Slika 18. PPPPS UBASH3A u fetalnoj i postnatalnoj kori humanog bubrega.

Prva faza (Phl), druga faza (Ph2), tre¢a faza (Ph3), prenatalna faza Cetiri (Ph4 pre), neonatalna faza ¢etiri (Ph4 1
M) i faza cetiri, 1, 5 godina nakon rodenja (Ph4 1,5 Y). Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina £ SD
(vertikalna crta) i analizirani jednosmjernim ANOVA testom s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi.
Znacajne razlike su oznacene s * p < 0,05.

b) RAW score

Statistickom analizom RAW vrijednosti istih struktura u razli¢itim fazama nje nadena
znacajna razlika. Sidakov test viSestruke usporedbe je otkrio razli¢itu imunoreaktivnost izmedu
potpuno diferenciranih i nezrelih glomerula (p < 0,001 u Phl i Ph2, p < 0,0001 u Ph3 i Ph4
pre) ako su strukture bile prisutne za provodenje usporedbe. Razvojne strukture izvedene iz
MM (SSB, CSB i RV) su bile znac¢ajno pozitivnije od zrelih tubula (DCT i PCT) (p < 0,0001)
(Slika 19).
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Slika 19. RAW rezultati UBASH3A u nefronu fetalnih i postnatalnih humanih bubrega. Potpuno diferencirani
glomeruli (G), proksimalni zavijeni tubuli (PCT), distalni zavijeni tubuli (DCT), nezreli glomeruli (IG), tijela u
obliku slova S (SSB), tijela u obliku zareza (CSB) i bubrezni mjehuriéi (RV), prva faza (Phl), druga faza (Ph2),
tre¢a faza (Ph3), prenatalna faza Cetiri (Ph4 pre), neonatalna faza cetiri (Ph4 1 M) i faza Cetiri, godinu i pol nakon
rodenja (Ph4 1,5 Y). Dovoljno razvojnih struktura (IG, SSB, CSB i RV), za statisticke analize, bilo je u prve tri
faze. Podaci su prikazani kao aritmetiCka sredina = SD (vertikalna crta) i analizirani dvosmjernim ANOVA testom
s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi. Znacajne razlike su oznacene s *** p < 0,001, **** p <0,0001. (a)
Usporedba istih struktura iz razli¢itih razvojnih faza. (b) Usporedba zrelih i nezrelih glomerula iz iste razvojne
faze. (c) Usporedba DCT, PCT, SSB, CSB i RV iz iste razvojne faze.
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¢) 2 Ctmetoda

RT-qPCR analiza nije pokazala znacajnu razliku u izrazaju mRNA UBASH3A izmedu

2-AACt

razlicitih razvojnih faza humanog bubrega. vrijednosti ukazuju na najnizi izraza) mRNA

u Ph2, ali s velikom standardnom devijacijom (Slika 20).
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Slika 20. RT-gPCR analiza fetalnih i postnatalnih humanih bubrega provedena koriStenjem pocetnica za
UBASH3A i njihove aritmeticke sredine 244 vrijednosti sa SD.

4.2.2. Kvalitativna analiza FSGS i MCD

Preparati perkutanih biopsija bubrega 5 ispitanika s FSGS 1 5 ispitanika s MCD su
obojeni imunofluorescentom metodom i usporedeni s kontrolom. Za razliku od kontrola, nije

naden pozitivan tockasti zeleni signal u glomerulima i tubulima (Slika 21).
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Kontrola

Slika 21. Prikaz immunoflurescencijskog bojanja anti-UBASH3A protutijelom na uzorku kontrolnog zdravog
bubrega (a), uzorku MCD (b) i uzorku FSGS (c). Kontrolni uzorak ima intenzivni toCkasti obrazac izrazaja
UBASH3A proteina na velikom povecanju 100x, kojeg nema u MCD-u i FSGS-u. Mjerilo je 20 um.
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4.2.3. Kvalitativna analiza Down sindroma s CAKUT fenotipom

Za imunofluorescencijsko istrazivanje UBASH3A u trisomiji 21, analizirano je tkivo
dva malformirna bubrega prijevremeno rodenog djeteta (33. tjedan gestacije) s
dijagnosticiranim DS. CAKUT fenotip je bila bilateralna multicisti¢na displazija s bilateralnim
megaureterom. UBASH3A je pokazao pozitivni obrazac izrazaja u glomerulima, parijetalnom
epitelu i tubulima, razlicite u intenzitetu, raspodjeli i koli¢ini u odnosu na kontrolni razvojni
bubreg. U uzorcima DS, signal je bio jasan tek na povecanju 1000x, a u kontroli 400x, $to
upucuje na smanjeni intenzitet izrazaja. U jezgrama u DS je signal bio zrnat i rasprSen, a u

kontroli jedinstven (Slika 22).
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Kontrola

Slika 22. Imunofluorescentno bojenje s anti-UBASH3A u kontroli (29w, a) i DS (33w, b i ¢). Kontrolni uzorak
ima intenzivni tockasti obrazac izrazaja u jezgrama stanica glomerula na povecanju 100x, a DS zrnati rasprseni
slabiji signal. Mjerilo je 20 pm.
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4.3. CRKL

4.3.1. Kvantitativna analiza izrazaja CRKL po razvojnim fazama bubrega

a) PPPPS

Stanice pozitivne na CRKL imale su jako toCkasto bojanje i nadene su u svim fazama
razvoja. Pozitivne stanice su bile rijetke u glomerulima, parijetalnom epitelu, DCT-ima, PCT-
ima, krvnim zilama, mezenhimu i svim razvojnim strukturama, s lokalizacijom signala u jezgri

(kolokalizacija s DAPI) ili rjede u citoplazmi (Slika 23).

DAPI+G

Ph3

Slika 23. Imunofluorescentno bojanje fetalnih bubrega s CRKL (zeleno) i prikaz izoliranog zelenog signala s
DAPI nuklearnim bojanjem. Izrazaj CRKL proteina (strelice), nezreli glomeruli (IG). Pozitivne stanice imaju jako
tockasto nuklearno bojanje. Slika (a) je snimljena uz povecanje od 40x, dok je (b) snimljena na 100x. Mjerilo je

20 pm.
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Nije bilo dovoljno pozitivnih struktura za brojanje stanica, ali je postotak pozitivne
povrsine izracunat za sve faze. Analiza je pokazala statisticki znacajne razlike izmedu Phl i

Ph3 (p <0,05), te Ph2 i Ph3 (p < 0,05) (Slika 24).

CRKL

003, ——* ] Pht
T . — Ph2

062 ] Ph3
. g £ Ph4 pre
a2
o @3 Ph4 1M
.
= T

0.00

Slika 24. PPPPS CRKL u kori fetalnog i postnatalnog bubrega.

Prva faza (Phl), druga faza (Ph2), tre¢a faza (Ph3), prenatalna faza ¢etiri (Ph4 pre) i neonatalna faza Cetiri (Ph4 1
M). Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD (vertikalna crta) i analizirani jednosmjernim ANOVA
testom s Tukeyjevim testom visestrukih usporedbi. Znacajne razlike su oznacene s * p < 0,05.

b) 222Ctmetoda
Izrazaj CRKL mRNA je ubikvitaran u humanom tkivu bubrega i bez znac¢ajnih razlika

u razvojnim fazama, Sto se RT-qPCR metodom potvrdilo. Ph3 je faza najaktivnije transkripcije

CRKL (Slika 25).

57



CRKL

Ph1 Ph2 Ph3 Ph4 pre Ph4 1M
1.7

1.5
1.3
1.1 T
0.9 e

0.7 I

0.5 \\ /

| \

0.3 | \\ /f
0.1 \qf

-0.1

2M-AACE
7
-oj.f

Slika 25. RT-qPCR analiza fetalnih i postnatalnih humanih bubrega provedena koristenjem pocetnica za CRKL i

2-AACI

pripadajuée aritmeticke sredine vrijednosti sa SD.

4.3.2. Kvalitativna analiza CAKUT uzoraka

Kvalitativna analiza CRKL je uradena imunofluorescentnom metodom na preparatima
bubrega i/ili mokracovoda fetusa i novorodecadi s CAKUT fenotipom i nalazi usporedeni s
kontrolom. Obrazac izrazaja CRKL proteina se nije razlikovao izmedu zdravih organa i organa
zahvac¢enih CAKUT-om. U morfoloski nepromijenjenim bubrezima (kontralateralni bubreg u
agenezi jednog bubrega, hipoplazija bubrega) naden je pozitivni nuklearni signal u stanicama
glomerula, parijetalnom epitelu, DCT-ima, PCT-ima, krvnim zilama, mezenhimu i razvojnim
strukturama, jednako kao u kontrolnim bubrezima. U displasti¢nim bubrezima naden je toCkasti
signal u nepravilnim nezrelim glomerulima i u tubulima. U slucaju dvostrukih mokra¢ovoda,

nije uocen pozitivan signal kao ni u kontroli.
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5. RASPRAVA
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U ovoj studiji su po prvi put karakterizirani prostorno-vremenski obrasci izrazaja tri
CAKUT kandidat gena CRKL, UBASH3A i AIFM3 tijekom Ccetiri faze normalnog razvoja
humanog bubrega i postnatalno. Po prvi put je opisan prostorni izrazaj AIFM3 i CRKL gena u
bubrezima i mokra¢ovodima perinatalno i neonatalno umrle djece s CAKUT-om, te izrazaj
UBASH3A gena u ispitanika s DS i ispitanika s podocitopatijama. Studija je utemeljena na
hipotezi da CRKL, AIFM3 i UBASH3A geni imaju ulogu u razvoju bubrega na nacin da se
izrazaj njihovih proteinskih produkata prostorno-vremenski dinami¢no mijenja i taj obrazac
razlikuje od CAKUT-a. Izbor analiziranih gena temeljio se na in silico analizi baze podataka
dobivene sekvenciranjem cijelog genoma bolesnika s potvrdenim CAKUT-om, koja je bila
provedena u Irving Medicinskom centru SveuciliSta Columbia u New Yorku, SAD 1 medu

ostalima, istaknula navedene gene kao kandidat gene za CAKUT.

S5.1. AIFM3

U naSoj studiji je prvi put kvantificirana aktivnost ATFM3 u razvoju bubrega mjerenjem
razine mRNA AIFM3 i usporedene s razinom AIFM3. Prema imunofluorescentnom nalazu,
AIFM3 je bio pretezno lociran u epitelu tubula, a manje u glomerulima. Rezultati su u skladu
s nekoliko velikih AIFM3 istrazivanja u razliCitim humanim tkivima ukljucuju¢i bubreg
(24,49). Uocili smo znacajne razlike u prostorno-vremenskom izrazaju AIFM3 s maksimalnom
vrijednosti u neonatalnom razdoblju, fazi Ph4 1M. Prema PPPPS-a je bio ve¢i izrazaj AIFM3
u prenatalnoj Ph4 i postnatalnoj Ph4 1M nego u prve tri razvojne faze. Veéi je izrazaj u Ph4
IM nego u Ph4. Prema RT-qPCR je najvisa transkripcijska aktivnost bila u Ph4, §to se poklapa
s rezultatima imunofluorescencije. S druge strane, srednja vrijednost 224! prenatalne Ph4 je
najniZa vrijednost mRNA, ali zbog velike SD rezultat nije pouzdan. Analiziran je fetalni bubreg
u cijelosti, a ne samo bubrezZna kora. U srZi su jako imunoreaktivne stanice sabirnih kanala i
nesto manje stanice Henleove petlje. Maleni uzorci fetalnih bubrega u ranim fazama sadrzavali

su cijelu srZ, a u kasnijim fazama razli¢it omjer kore 1 srzi s prevladavanjem kore.

S obzirom da je AIFM3 na kromosomu 22, a CAKUT fenotipovi u 22.11q delecijskom
sindromu su velike malformacije, primjerice hipoplazija bubrega, displazija, ciste, dvostruki
mokra¢ovod 1 potkovasti bubreg, ocekivali smo vece razine AIFM3 u ranijim razvojnim

fazama normalnog bubrega, posebno u Phl (14,56,81,138).

Nasi rezultati su pokazali opcenito oskudni izrazaj AIFM3 u glomerulima, ali vecu

pokrivenost povrSine u Ph4 §to je povezano sa sazrijevanjem organa. AIFM3 ima ulogu u
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energetskom metabolizmu 1 povec¢anim energetskim potrebama u glomerulu tijekom njegova
naglog rasta. lako bubrezi novorodencadi imaju konaéni broj nefrona pri rodenju, njihovo
morfolosko i funkcionalno sazrijevanje odvija se tijekom prvih mjeseci i godina Zzivota
(139,140). U Ph4 cetverostruko se poveca GFR zbog povecanja povrsine glomerula. To je
praceno povecanjem reapsorpcije elektrolita i vode u tubulima zbog ocuvanja

glomerulotubularne ravnoteze (140).

Opcenito se lokalizacija AIFM3 u lumenu tubula pripisuje aktivhom transportu (141)
pa bi povecanje aktivnosti transportera bio razlog povecanog izrazaja AIFM3 u PCT. Rezultati
RAW ukazuju na stabilnost izrazaja AIFM3 u DCT u razvojnom bubregu. S druge strane, u
PCT je naden nagli porast citoplazmatskog izrazaja u Ph4. To se moze pripisati obilju
mitohondrija smjeStenih izmedu bazolateralnih nabora i interdigitacija, a koji su odgovorni za
stani¢no disanje (142). Funkcija bubrega je energetski zahtjevna. PCT stvaraju velike koli¢ine
ATP-a putem OXPHOS radi aktivne reapsorpcije glukoze i laktata koji bi se inace gubili
mokra¢om (6). OXPHOS, s pojacanim izrazajem AIFM3, raste da zadovolji potrebe za ATP-

om.

Vise eksperimentalnih studija na kuni¢ima pokazale su da u razvoju bubrega veci
transport tvari prati veca koli¢ina njihovih transportera. Vecina ovisnih o natriju, osobito
kotransporteri natrijevog fosfata, nalaze se na cetkastom luminalnom rubu PCT-a, a nakon
prestanka nefrogeneze poveca se i bazolateralni membranski transport (143,144). Schmidt i
Horster izmjerili su aktivnost Na-K ATPaze u zrelim i1 nezrelim PCT-ima i ustanovili da se u
zrelim tubulima udvostrucila (145,146). Ti rezultati sukladni su naSim rezultatima iz razvojne
faze Ph4 humanog bubrega. Dokazi o vaznosti AIFM3 u proizvodnji energije u glomerulima i
PCT tijjekom nefrogeneze i sazrijevanja tubula naglasavaju ulogu AIFM3 gena u

mitohondrijskoj bioenergetici (140).

Nasuprot tome, u analizi Ph4 1.5Y, PPPPS naglo opada za AIFM3 1 AIF. Ne moZe sa
sigurnosc¢u zakljucivati na temelju jednog analiziranog slu¢aja i pretpostavljamo da je niskom
postotku doprinijelo to §to su se glomeruli, koje ina¢e malo izrazavaju te biljege, povecali pa

zauzimaju relativno vec¢u povrsinu mikrofotografija.

Po naSem znanju, ovo je prvo istrazivanje izrazaja AIF u razvoju humanog bubrega.
Analizirali smo prostorno-vremenski izrazaj AIFM3 1 AIF metodom dvostruke
imunofluorescencije i ispitali jesu li uskladeno koeksprirmirani u istim stanicama. Uporabom

RT-qPCR metode, analizirali smo koli¢inu mRNA transkripata AIFM3, AIF, te BCL2.
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U prve tri faze, AIF je bio znacajno jace izrazen u zrelim zavijenim tubulima. AIF u
mitohondriju poti¢e sklapanje Kompleksa I ETC-a — mjesta u kojem se stvara ROS u
fizioloskim i patoloskim uvjetima. Mitohondrijski metabolizam je bitan za razvoj ploda, no
treba sprijeciti nakupljanje nusprodukta ROS-a (147,148). AlF-a je redoks aktivni enzim.
MisSevi kojima je nedostajao AIF su imali prekomjernu proizvodnju ROS-a, te je oksidativni
stres imao ulogu u nastanku razvojnih bubreznih bolesti (149). S obzirom na ulogu AIF-a u
regulaciji OXPHOS-a u drugim tkivima i velike kolicine ATP-a potrebne za odrzavanje
metabolicke homeostaze u bubrezima, pretpostavili smo da bi AIF mogao imatu sli¢nu ulogu

u razvoju bubrega.

Prostorno preklapanje izrazaja AIF-a i AIFM3 je rijetko, a najvece u Ph4. U toj fazi
zbog vece razine AIFM3 u PCT, naglo poraste kolokalizacija s AIF. Opcenito je kolokalizacija
rijetka, Sto se moze obrazloziti razli¢itim funkcijama tih proteina unato¢ homolognim
domenama koje im osiguravaju pro-apoptotske i pro-zivotne osobine. Oba proteina sudjeluju

u raznolikim i dijelom nepoznatim stani¢nim procesima.

Znacajna homologija u oksidoreduktaznoj domeni i ubikvitarna lokalizacija AIFM3 i
AlIF-a u svim organima (24) implicira da AIFM3 moze dijeliti neapoptogenu housekeeping
ulogu odrzavanja kompleksa I u fizioloSkim uvjetima i ulogu uklanjanja slobodnih radikala
radi preZivljavanja stanice. Studija na neuronima medaka ribica je dokazala da AIFM3
sudjeluje u razvoju i odrzavanju Ziv€anog sustava uklanjanjem ROS-a (149). Pretpostavljamo
da se to moze primijeniti na razvoj bubrega zbog izrazaja AIFM3 u nefronu. AIFM3 i nekoliko
drugih molekula za uklanjanje slobodnih radikala detoksificira viSak ROS-a i tako prevenira
oksidativni stres. Skupina gena s globalnim obrascem izraZaja najve¢im u neonatalnom
razdoblju Stakora poklapa se s izrazajem AIFM3 Ph4 razvoja humanog bubrega. Ta skupina
gena sadrzi viSe gena odgovornih za zastitu od oksidativnog stresa i metabolizam energije, §to

smatramo glavnom ulogom AIFM3 (150).

Prisutnost AIFM3 u strukturama nefrona u ranom razvoju ukazuje da je ukljucen u
apoptozu posredovanu kaspazom-3, jer inhibicija kaspaze zaustavlja razvoj metanefrosa
(151,152). Anti-apoptoticki BCL2 transkript je postojan u svim razvojnim fazama prema
analizi RT-qPCR, a 22 vrijednosti usporedive su s izrazajem AIFM3. Moguéa sekundarna
uloga AIFM3 u razvojnom bubregu je pro-apoptoticka aktivnost ovisna o kaspazi. Apoptoza je
najcesc¢a na granici vrSnog mezenhima i neposredno prije kraja nefrogeneze, na prelasku Ph3

u Ph4. Kad se MM pretvara u nefrone, prvi korak je agregacija u 'kondenzat'. PreteCe te
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strukture su proliferativne, izrazavaju PAX i BCL2 proteine i imaju nisku stopu apoptoze.
Obrnuto, stanice na granicama 'kondenzata' imaju visoku stopu apoptoze, vjerojatno kako bi se
regulirao broj stanica u svakom nefronu (153). Obrazac izrazaja AIFM3 u MM se u Ph4 ne
mijenja, Sto znaci da ne sudjeluje u apoptozi, nego u proliferaciji MM. Izrazaj je ja¢i u tubulima
nego u MM, a apoptoza u tubulima nije ¢esta (153). Mezenhim displasticnog bubreznog tkiva

se nepravilno umnaza i transdiferencira u glatke misi¢e umjesto da stvara nefron (154).

Mozemo zakljuditi da je primarna uloga AIF i AIFM3 promicanje preZivljavanja
stanica. Kako nema pozitivnog izrazaja AIF u razvojnim strukturama nefrona, samo se AIFM3

smatra relevantnim za nefrogenezu.

Kongenitalna displazija bubrega je posljedica poremecaja u diferencijaciji progenitora
nefrona. U novorodencadi je najce$¢i uzrok kroni¢ne bubrezne bolesti i zatajenja bubrega
(155,156). U displaziji bubrezi nisu normalno diferencirani, $to rezultira prisutno$éu
primitivnih tubula, intersticijske fibroze, bubreznih cista i hrskavice u bubreznom parenhimu
(154). U naSem uzorku, bubrezna displazija je nastala zbog intrinzi€nog defekta u
diferencijaciji bubreznog parenhima, a ne funkcionalne ili strukturne opstrukcije donjeg
urinarnog sustava. U ispitivanju prostornog izrazaja AIFM3, analizirani su policisti¢ni
displasticni bubrezi Potter tip IIA. Ako je ta anomalija bilateralna, fatalna je ve¢ u

novorodencadi, a ako je unilateralna moze biti asimptomatska do odrasle dobi (12).

Za razliku od zrnatog izrazaja AIFM3 u zdravom razvojnom bubregu, u policisticnom
displasticom 1 displasticnom bubregu nalazi se intenzivni homogeni izrazaj u epitelu
primitivnih tubula i cisticno proSirenih tubula, u kojima se ujedno odvija pretjerana
proliferacija i apoptoza (153). Poznato je da prekomjerni izrazaj AIFM3 inducira apoptozu, §to
je eksperimentalno dokazano povecanjem citoplazmatskih nukleosoma 1 subdiploidnih
stani¢nih populacija u stanicama koje su bile transficirane s AIFM3 (24). Bioinformaticke
analize su ukazale da AIFM3 stupa u interakciju s proteinom CAD (28) koji je neophodan za
stani¢nu proliferaciju (29). Proliferacija je energetski zahtjevna i kako bi se zadovoljile potrebe
za ATP-om, povecan je izrazaj AIFM3 i OXPHOS (25). U displaziji bubrega, prekomjernu
proliferaciju prati apoptoza tubularnih epitelnih stanica (155), ali se ne moZe zakljuciti koju od
tih uloga AIFM3 igra u patoloskom stanju, ili mozda igra obje jer mu se funkcija mijenja u

odgovoru na okoli$ (25).
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Nefroni potkovastih bubrega ispitanika s Edwadsovim sindromom imali su slabiji
izraZzaj AIFM3 nego nefroni u normalnim razvojnim bubrezima iste gestacijske dobi. Tubuli su
imali blazi izrazaj nego tubuli u normalnim razvojnim bubrezima iste gestacijske dobi. Mogu¢
je utjecaj trisomije ili duplikacije odredenih gena na 18 kromosomu, uklju¢enih u nepoznate
signalne puteve uzvodno od AIFM3 koji negativno reguliraju njegovu transkripciju. Do danas
nije opisan takav protein. AIFM3 ima razli¢ite fizioloSke funkcije, a dostupne informacije
otkrivaju Sirok spektar utjecaja genskih transkripata na ljudsko zdravlje (25). Povecanje ili
smanjenje kapaciteta AIFM3 proteina u razliitim scenarijima moZze uzrokovati razliCite

patoloske fenotipove.

5.2. UBASH3A

Prije naSeg, nije bilo istraZivanja lokalizacije 1 dinamike izrazaja UBASH3A u
razvojnom bubregu. Smatralo se da je izrazaj UBASH3A gotovo specifican za limfoidne
organe, prvenstveno T imfocite (88,114). Feshchenko i suradnici su prvi dokazali nisku razinu
transkripta mRNA UBASH3A osjetljivom metodom RT-PCR-a, nakon nespecificnog rezultata
na Northern blotingu i obrazlozili da je prisustvo UBASH3A u nelimfoidnom tkivu moguca
posljedica kontaminacije tkiva krvlju (88). U nasoj studiji smo kvantificirali mRNA transkript
UBASH3A i imunofluorescencom potvrdili njegov izrazaj u bubrezima. Dokazali smo izrazaj
UBASH3A u stanicama tubula i glomerula svim razvojnim fazama bubrega, manifestiran kao
tockasto nuklearno bojanje slabog intenziteta u tubularnom epitelu i umjerenog u glomerulima.
Proksimalni kraj SSB-a formira nezreli glomerul koji je jos nelobuliran i s barem pola opsega
oblozen podocitima (157). Na temelju periferne lokalizacije UBASH3A u nezrelim
glomerulima, zaklju¢ujemo da je izraZzen u podocitima glomerula. UBASH3A je izrazen u
strukturama MM podrijetla jer se sve epitelne strukture nefrona ukljucujuéi podocite, izvode
iz RV-a (88). Izrazaj UBASH3A nije se znacajno razlikovao izmedu pojedinih razvojnih faza.
Analizom postotka povrSine naden je veci izrazaj UBASH3A u prenatalnoj Ph4, kad je rast
fetusa maksimalan. RAW rezultati pokazali su znac¢ajno vecu imunoreaktivnost u strukturama

u razvoju od zrelih struktura, $to ukazuje na znacajnu ulogu u nefrogenezi.

U in vitro studiji na stani¢noj liniji ccRCC utvrdeno je da knockdown UBASH3A
inhibira staniénu migraciju 1 vijabilnost, te inducira metastaziranje (116). To upucuje na
povezanost UBASH3A 1razvoja bubrega, jer je poznato da postoje preklapanja signalnih puteva

u razvoju i tumorigenezi.
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Regulatorna uloga UBASH3A jo$ nije potpuno poznata. UBASH3A sudjeluje u
reguliciji stani¢ne signalizacije Syk-a (protein tirozin kinaze) (114). Syk moze igrati ulogu u
razvoju bubrega preko GDNF/Ret i PI3K putova, vaznih za morfogenezu grananja. Syk se
povezuje s Reelin signalnim putem koji uklju¢uje CRKL. UBASH3A je u direktnoj interakciji
s Cbl-om kojeg inhibira kako bi potisnuo EGFR signalizaciju (92). SH2 se kao domena CRKL-
a specifi¢no veze na Cbl (158). Moguce je da CRKL i UBASH3A dijele zajednicki put, Sto bi
moglo objasniti obrasce, odnosno lokalizaciju njihova izrazaja. CRK je najznacajnija
poveznica izmedu CRKL i UBASH3A. UBASH3A izravno reagira s CRK (98), a CRKL s
CRK-om tvori hetero-oligomer (67) §to bi ih moglo dovesti u indirektnu interakciju u Reelin
signalnom putu u bubregu. UBASH3A bi, kao CRKL, mogao biti nizvodno od DAB1 u Reelin

signalnom putu.

Prema literaturi, u podocitopatijama je smanjen izrazaj CRK i CRKL, §to upucuje na
njihovu vaznost u patogenezi tih bolesti (62). U naSem radu smo, zbog lokalizacije UBASH3A
u podocitima razvojnih bubrega i povezanosti s CRK i CRKL, imunofluorescentnom metodom
ispitali prostorni izrazaj UBASH3A u ispitanika s FSGS-om i MCD. Za razliku od razvojnih
bubrega, u podocitopatijama je naden negativni izrazaj UBASH3A. U vecini glomerulopatija
abnormalna FB nastajezbog gubitka noZica, kad su podociti podvrgnuti Sirenju i povlacenju
zbog remodeliranja citoskeleta i medustani¢nih spojeva (159). U podocitopatijama, disfunkcija
UBASH3A mozZe dovesti do oSteCenja FB 1 proteinurije pa bi bilo korisno ispitati izrazaj

UBASH3A u drugim glomerulopatijama.

U prethodnoj studiji, pokazali smo da je u Dabl™~ miseva hipoplazija bubrega
povezana s gubitkom noZica podocita (87). Maksimalni izrazaj UBASH3A je u prenatalnoj Ph4
u kojoj je rast zdravog bubrega najveci i povezan s migracijom stanica (116.). Gubitak noZica
podocita u FSGS 1 MCD 1 moguca ovisnost aktivacije UBASH3A o DAB1 u Reelin signalnom
putu; sugerira da je opazeni CAKUT fenotip u Dabl—/— miSeva povezan s neadekvatnom
aktivacijom UBASH3A. Navedenu pretpostavku treba dalje istraziti na uzorcima Dabl ™/

miseva.

UBASH3A ima pro-apoptoticki u¢inak koji je posredovan AIF-om (117). U ovoj studiji
AlF-a nije dokazan u glomerulima 1 drugim razvojnim strukturama, nego u PCT 1 DCT.
Opc¢enito je apoptoza rijetka u tubulima (153) pa je odsutnost AIF-a u jezgrama ocekivana. U

daljnjem istrazivanju uradit ¢emo dvostruku imunofluorescenciju UBASH3A i AIF.
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U ovoj studiji je prvi put ispitan izrazaj UBASH3A u jednog ispitanika s DS i CAKUT
fenotipom. Zbog mapiranja na humanom kromosomu 21 unutar kritine regije za DS, te
obrasca izrazaja UBASH3A u razvojnom bubregu pretpostavili smo da bi prekomjerni izrazaj
UBASH3A mogao biti ukljucen u nastanak CAKUT fenotipova u DS. Prema literaturi, djeca s
Down sindromom imaju znacajno manje bubrege u usporedbi s opfom populacijom
(118,119,121-123). Nerijetko se nalaze nepravilni glomeruli i ¢e$¢e su glomerulopatije. Zna
se da je produljenje tubula u Ph4 odgovorno za rast bubreg i da je nedovoljan rast tubula
odgovoran za nedovoljno povecanje bubrega nakon dovrsetka nefrogeneze (6). Analizom
PPPPS-a smo utvrdili maksimalni izrazaj UBASH3A u displasticnom bubregu ispitanika s SD.
UBASH3A je bio izrazen u glomerulima i tubulima, ali razli¢ito od kontrole po intenzitetu,
raspodjeli i koli¢ini. U jezgrama je izrazaj bio slab, zrnat i rasprSen, za razliku od kontrole u
kojoj je bio jedan jasan tockasti signal. Nije jasno je li slozeni CAKUT fenotip u ispitanika s
DS nastao zbog neravnoteZze normalne doze gena ili je rezultat razvojne nestabilnosti
uzrokovane velikim brojem abnormalnih produkata razvojnih gena (126). UBASH3A je vazan
za normalnu nefrogenezu, normalan rast bubrega i morfogenezu podocita. Moguce je da veliki
broj abnormalnih produkata UBASH3A gena i/ili apoptotski procesi, jer UBASH3A pojacava

apoptozu ovisnu o AlF, djeluju na stani¢ne funkcije, razvoj CAKUT-a i glomerulopatije u DS.

5.3. CRKL

U ovom je radu po prvi put kvantificiran transkript CRKL gena u razvojnim fazama
humanog bubrega od 13. tjedna do postnatalnoga ispitanika od 1,5 godine. Funkcionalna
specificnost ubikvitarnog CRKL odredena je prvenstveno povezivanjem s jedinstvenim
uzvodnim receptorima 1 proteinskim kompleksima koji su funkcionalno, vremenski 1
anatomski ograniceni u stanici i tkivu (67) . Ispitivanje CRKL u razli¢itim tipovima tkiva i

stanica trebalo bi otkriti funkcionalne specifi¢nosti ovisne o signalizaciji.

CRKL gen je vazan za normalno sazrijevanje bubrega u ljudi, kao 1 CAKUT fenotipova
u DiGeorge sindromu nastalih zbog smanjene diferencijacije i migracije stanica u razvojnom
bubregu (49,160). Do sad je izrazaj CRKL dokazan na razliitim mjestima u bubrezima i
ostatku urinarnog trakta u ljudi, zebrica i miSeva (49). CRKL ima citosolnu i nuklearnu
funkciju. MoZe formirati odredeni kompleks i translociranti se u jezgru, gdje se veZe na tirozin-

fosforilirani STATS i djeluje kao transkripcijski ¢imbenik (65).
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Lopez-Rivera i suradnici su opisali blagi difuzni izrazaj u citoplazmi stanica UB i
derivata MM u 6. tjednu razvoja. U 21. tjednu, CRKL je prisutan apikalno u epitelu PCT i
sabirnim kanali¢ima. U uzorku bubrega ispitanika starosti 1,5 godina naden je jaki izrazaj
CRKL na apikalnoj strani epitela u PTC, DCT, sabirnim kanalima, te difuzni izrazaj u
citoplazmi endotela glomerularnih kapilara, podocita i parijetalnog epitela (49). S druge strane,
u Human Protein Atlasu su prikazani rijetki slabi tockasti signali u citoplazmi i membrani
epitela tubula i glomerula u humanim bubrezima ispitanika od 7 godina, 28 godina i 56 godina

(82).

Kao Lopez-Rivera i suradnici, nismo pronasli iste obrasce izrazaja CRKL u bubregu u
21.razvojnom tjednu i ispitanika s 1,5 godina. Jaki toCkasti izrazaj naden je u svim analiziranim
strukturama. Nuklearni, a rijede citoplazmatski tockasti pozitivitet je naden u glomerulima,
parijetalnom epitelu, DCT-ima, PCT-ima, krvnim zilama, mezenhimu i svim razvojnim
strukturama. Taj obrazac nalikuje onome iz Human Protein Atlasa i koristili smo protutijela
istog proizvodaca Sigma-Aldrich, i pretpostavljamo da nuklearna lokalizacija CRKL-a moze
prijeci u citoplazmatsku/membransku. CRKL ima relevantnu ulogu transkripcijskog ¢cimbenika
tijekom razvoja bubrega, ali ta uloga u djetinjstvu prestaje. Nekoliko studija je ukazalo na
uklju¢enost CRKL u morfogenezu podocita, a nas nalaz pozitivnog izrazaja CRKL u podocitima

u razvojnim fazama to potvrduje (62).

IzraZzaj CRKL-a u ovom je radu prvi put istraZzen dvjema metodama u Cetiri faze razvoja
bubrega. Nadene su rijetke imunoreaktivne stanice s intenzivnim izrazajem CRKL-a u
bubrezima u razvoju, te statisticki znac¢ajno povecanje PPPPS-a u Ph3 kad se formira 60%
nefrona (7,8,10,12). Rezultat je potvrden RT-qPCR-om, ali medu fazama nije bilo statisticki
znacajne razlike. mRNA CRKL i CRKL su dokazani u svim fazama razvoja bubrega, Sto
implicira njegovu ulogu u odrZavanju homeostaze i sazrijevanju bubreznih struktura. U
istrazivanju promjena u globalnim obrascima izrazaja gena tijekom razvoja i sazrijevanja
Stakorskih bubrega, geni koji kontroliraju prostorno-vremensku raspodjelu maksimalno su
izrazeni sredinom embriogeneze §to se preklapa s humanom Ph3 (150). To je u skladu s ulogom
CRKL-a u migraciji bubreznih stanica (57,62,85,160) i ¢injenicom da nefrogeneza kulminira
u Ph3, u kojoj je u nasim rezulatima PPPPS bio najveci. Moze se zakljuc€iti da CRKL ima bitnu

funkciju u pozicioniranju stanica u razvoju bubrega.

U mi$jem modelu, genetska inaktivacija Crkl-a rezultira kongenitalnim anomalijama

bubrega i mokra¢nog sustava koje nalikuju CAKUT-u kod ljudi (49). U preparatima bubrega
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i/ili mokracovoda perinatalno/neonatalno umrlih s CAKUT fenotipovima nalik na tipi¢ne u
Crkl’" miSeva (ageneza bubrega, duplicirani mokra¢ovodi, displasti¢ne znacajke, hipoplazija i
hipodisplazija bubrega), uradeno je imunofluorescento bojenje i rezultati usporedeni s zdravom
kontrolom. CRKL ima isti tockasti obrazac izrazaja u zdravoj kontroli i CAKUT-u. U
displasticnom bubregu, tockasti signal naden je u abnormalnim nezrelim glomerulima i
tubulima. Iako nije bila utvrdena genetska pozadina, moze se zakljuciti da CRKL normalno

obavlja svoju ulogu u razvoju bubrega ispitanika s CAKUT-om.

Bez obzira na detaljno razumijevanje interakcija koje se javljaju izmedu CRKL-a i
njegovih supstrata, nedostaje podatak kako su integrirani u stvarnom vremenu i prostoru u

razvoju i patogenezi bubrega.

Zaklju¢no, spoznaje o genetici CAKUT-a u ljudi stalno napreduju. U istrazivanju na
misevima identificirano je vise gena koji reguliraju razvoj bubrega, ali neki geni u misa nisu
prisutni u ljudi ili imaju razli¢ite paraloge (14). lako je naSa studija na malom broju humanih
uzoraka bubrega u 4 faze razvoja, moze doprinijeti razjaSnjavanju normalnog obrasca CAKUT
kandidat gena. U ranom razvoju bubrega su jako izrazeni genski produkti ukljuceni u
translaciju proteina i replikaciju DNA (161). Proteini istraZzivanih kandidat gena su bili
znacajno manje izrazeni u Phl nego u kasnijim fazama. Pozitivni izraZaj u razli¢itim
strukturama humanog bubrega u razvoju i dinamika tog izraZaja ukazuju da CRKL, UBASH3A
i AIFM3 geni igraju vaznu ulogu. Genetska heterogenost CAKUT-a odraZzava ukljuc¢enost
razlicitih signalnih putova pa je u daljnjem radu potrebno analizirati potencijalne signalne
putove u kojima sudjeluju ispitivani kandidat geni kako bi procijenili njihovu regulatornu
funkciju tijekom razvoja bubrega. Bolje razumijevanje genetskih osnova bubreznih anomalija

dovest ¢e do preciznije dijagnoze i personaliziranog lije¢enja u buducnosti.
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6. ZAKLJUCAK
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. Pozitivan izrazaj CRKL, AIFM3 i UBASH3A gena je dokazan imunofluorescentnom
metodom u svim razvojnim fazama bubrega, a intenzitet i lokalizacija variraju. AIFM3
i UBASH3A su maksimalno izrazeni tijekom intenzivnog prenatalnog i posnatalnog
rasta (Ph4 i Ph4 1M), a CRKL u Ph3 kad je najveca nefrogeneza. Izrazaj AIFM3 je
pretezno u tubulima, a manje u glomerulima. Izrazaj UBASH3A je u stanicama tubula i
razvojnim strukturama nefrona, najvise podocitima. CRKL pozitivne stanice su rijetke,
ali imaju jako intenzivan izrazaj.
Opcenito je kolokalizacija AIFM3 i AIF rijetka, a najéesc¢e (23,85%) utvrdena u Ph4
IM.

mRNA CRKL, AIFM3, UBASH3A, AIF 1 BCL2 kvantificirana je s RT-qPCR metodom
u svim razvojnim fazama bubrega, ali bez statisticki znacajnih razlika medu njima.
. Analiza izrazaja AIFM3 1 CRKL, u uzorcima bubrega i mokracovoda ispitanika s
CAKUT fenotipom pokazuje povecani izrazaj AIFM3 u epitelu s velikom
proliferacijom i apoptozom. Isti tockasti obrazac izrazaja CRKL nalazi se u bubregu
zahvacenom CAKUT-om i u kontroli.
UBASH3A je izrazen u glomerulima i tubulima u ispitanika s DS i CAKUT fenotipom,
ali je razli¢it u intenzitetu, raspodjeli i koli¢ini u usporedbi s kontrolom. U jezgrama
displasticnog bubrega u DS izrazaj UBASH3A je zrnat, rasprSen 1 slabiji nego u
kontroli gdje je jedan jasan tockasti signal.
. U ispitanika s podocitopatijama nije naden pozitivan izrazaj UBASH3A za razliku od

kontrole.
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7. SAZETAK
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CAKUT je skracenica za kongenitalne anomalije bubrega i uroloskog trakta. U ovoj
retrospektivnoj studiji istrazen je mRNA transkript i prostorno-vremenski obrazac izrazaja
proteinskog produkta tri CAKUT kandidat gena, CRKL, UBASH3A i AIFM3 na uzorcima
humanog bubrega u razvoju i usporedeni s obrascem izrazaja u CAKUT-u i podocitopatijama.
Izrazaj njihovih proteina analiziran je imunofluorescencijom na 14 bubrega u razvoju, 28
CAKUT-ai 10 podocitopatija, a transkripti mRNA RT-qPCR-a na uzorcima humanog bubrega

u razvoju.

Izrazaj AIFM3 bio je pretezito u tubulima, a manje u glomerulima 1 maksimalan u
neonatalnom razdoblju (Ph4 1M), moguée zbog uloge AIFM3 u energetskom metabolizmu.
Kolokalazacija AIFM3 i AIF je bila opcenito slaba, najc¢eS¢e nadena u Ph4 1M. Izrazaj
UBASH3A naden je u svim razvojnim fazama u strukturama nefrona i stanicama tubula, a
najveci u prenatalnoj Ph4 kad fetus najbrze raste. U nezrelim glomerulima UBASH3A je naden
u podocitima. CRKL je bio izraZen rijetko, ali intenzivno u pojedinanim stanicama, najvise u

Ph3 kad se formira veéina nefrona.

IstraZivanjem prostornog izrazaja AIFM3 i CRKL u bubrezima i mokra¢ovodima 28
ispitanika s CAKUT fenotipom, metodom imunofluroscencije naden je pojacani izrazaj AIFM3
u epitelu s prekomjernom proliferacijom i apoptozom. CRKL je imao isti tockasti obrazac
izrazaja u bubregu zahvacenom CAKUT-om i kontroli pa se moZze pretpostaviti da normalno
obavlja svoju ulogu u ispitanika s CAKUT-om. UBASH3A je bio izraZen u ispitanika s DS 1
CAKUT fenotipom, ali razli¢ito od kontrole u intenzitetu izraZaja, raspodjeli 1 koli¢ini. Mogu¢i
razlozi su veliki broj abnormalnih produkata gena i/ili apoptotski procesi zbog uloge
UBASH3A u pojacavanju apoptoze ovisne o AIF-u. Za razliku od kontrole, u podocitopatijama

je utvrden negativan izrazaj UBASH3A.

Dinamika i obrazac izrazaja CRKL, UBASH3A i1 AIFM3 u razli¢itim strukturama tijekom
razvoja humanog bubrega razlikuju se od obrasca u bolesti 1 ukazuju na ulogu CRKL,

UBASH3A 1 AIFM3 gena u nastanku CAKUT-a.
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CAKUT is an acronym for congenital anomalies of the kidney and urinary tract. The
aim of this retrospective study was to analyze the mRNA transcript and the spatio-temporal
pattern of expression of the protein products of the CRKL, UBASH3A and AIFM3 genes in
developing human kidneys as candidate genes for CAKUT and to compare the normal pattern

of their protein products with those in CAKUT and podocytopathies.

Immunofluorescent protein levels were analyzed in kidney tissue in 14 developing
kidneys, 28 CAKUT and 10 podocytopathies, and mRNA transcripts by RT-qPCR in 14
developing kidneys. The results were analyzed using the GraphPad statistical program and

p<0.05 was selected as the significant difference.

AIFM3 was found predominantly in tubules and less in glomeruli and was maximally
expressed in the neonatal period (Ph4 1M), probably due to the role of AIFM3 in energy
metabolism. Co-localization of AIFM3 and AIF was generally weak, most commonly found in
Ph4 1M. UBASH3A expression was found in all stages and structures of the nephron, the
highest in prenatal Ph4 when growth is fastest. In glomeruli, UBASH3A was found in
podocytes. CRKL is rarely but intensely expressed in certain cells, mainly in Ph3, when most

nephrons are formed.

In 28 patients with the CAKUT phenotype, increased expression of AIFM3 was found
in the epithelium with excessive proliferation and apoptosis. CRKL had the same punctate
nuclear pattern as in the control, so it can be assumed that it performs its role normally in
patients with CAKUT. UBASH3A was expressed in a patient with DS and CAKUT phenotypes,
but differently from the control regarding expression intensity, distribution and quantity.
Possible reasons are a large number of abnormal gene products and/or apoptotic processes due
to the role of UBASH3A in enhancing AIF-dependent apoptosis. In contrast to the control, a

negative expression of UBASH3A was found in podocytopathies.

The dynamics of expression of CRKL, UBASH3A and AIFM3 in different structures in
the development of the human kidney and the difference from the pathological pattern indicate

their role in the development of CAKUT..
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