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1. UVOD



1.1. Anatomija i funkcija bubrega

Bubreg (lat. ren, gr. mephro) je parni, parenhimatozni organ mokra¢nog sustava.
Smjesten je retroperitonalno, izmedu 12. torakalnog i 3. lumbalnog kraljeska (1). Razlikujemo
prednju 1 straznju povrs$inu, medijalni i lateralni rub te gornji i donji pol bubrega (2). Bubreg
je obavijen vezivnom ¢ahurom, capsula fibrosa, koja prevenira Sirenje upalnog procesa iz
perirenalnog prostora prema parenhimu bubrega (3, 4). Oko vezivne Cahure nalazi se sloj
masnog tkiva, capsula adiposa (4). Iznad masne ¢ahure nalazi se perirenalna ovojnica, fascia
renalis (Gerotova fascija). Ona ima dva lista, prednji i straznji (4). Bubreg je s prednje strane
prekriven 1 peritoneumom, a sa straznje strane se nalazi pararenalna mast (5). Desni bubreg
lezi nesto nize od lijevog zbog poloZzaja jetre. Lijevi je bubreg duzi i smjeSten blize medijalnoj
liniji tijela (1). Na medijalnom rubu bubrega je udubina koja se zove hilus, kroz koji prolazi
bubrezna arterija, vena, limfne zile, zivci i mokra¢ovod (6). Parenhim bubrega je podijeljen na
dva dijela: vanjski dio, nazvan kora (lat. cortex) i unutarnji dio, nazvan srz (lat. medula). U
kori se nalaze bubrezna Malpighijeva tjelesca, gradena od glomerula (splet krvnih kapilara) 1
obavijena visceralnim i parijetalnim listom Bowmanove Cahure. U vezivnom tkivu izmedu
bubreznih tjeleSaca nalaze se brojni proksimalni i distalni kanalié¢i, koji se udruzuju u izvodne
kanale 1 izlijevaju u bubrezne vréeve. Bubrezno tjeleSce 1 pripadni kanali¢i tvore osnovnu
funkcionalnu jedinicu bubrega, nefron. Svaki bubreg sadrzi oko 1,2 milijjuna nefrona (1).
Bubrezna srz je podijeljena na 10 do 18 tvorbi, Cunjasta oblika, koje se zovu bubrezne
piramide. Baza piramida se nalazi na granici kore i srzi, a vrh zavrSava u papili unutar
pelviénog prostora (4, 7). Bubrezna srz se sastoji od sabirnih cjevc€ica, silaznih 1 uzlaznih
krakova Henleovih petlji i krvnih Zila (vasa recta). Bubrezi su dobro vaskularizirani organi
kroz koje protjece oko 1200 ml krvi u minuti, §to je oko 20 do 25% minutnog volumena srca
(1). Krvlju ih opskrbljuju bubrezne arterije, pete grane abdominalne aorte, a daju ogranke za
nadbubreznu Zlijezdu, bubreznu nakapnicu i gornji dio uretera te za bubreznu cahuru i
perinefriticku mast (1, 4). Prije ulaska u hilus dijele se na prednje i straznje grane, zatim na
segmentalne arterije, izmedu kojih nema anastomoziranja (1, 4). U hilusu segmentalne arterije
prelaze u unutarbubrezne arterije, koje se dalje dijele na medurezanjske ili interlobarne
arterije (6). Interlobarne arterije se na bazi piramide podijele na dvije lucne arterije, arteriae
arcuatae, koje idu po bazi piramide i prema kori daju zrakaste arterije, arteriae corticales
radiatae (5). Zrakaste arterije daju ogranke koje ulaze u glomerularno tijelo. Aferentna

arteriola u glomerulu prelazi u kapilare i izlazi kao eferentna arteriola. Iz takve kapilarne


https://hr.wikipedia.org/wiki/Mokra%C4%87ni_sustav

mreZe nastaju vene koje prate odgovarajuce arterije (5). Desna bubreZzna vena ulazi lateralno u
donju Suplju venu bez dodatnih venskih ogranaka. Sprijeda preko aorte prelazi lijeva bubreZna
vena, u koju se na gornjem rubu ulijeva nadbubrezna vena, na donjem rubu lijeva gonadalna
vena i straga lumbalna vena (4). Bubreg inerviraju zivei simpatickog sustava (Th10-L1) i

nervus vagusa, koji u bubreg dolaze putem pleksusa bubrezne arterije (8).

- bubrezna ovojnica
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Slika 1. Presjek bubrega. Preuzeto iz (9).

Primarna je funkcija bubrega odrzavanje acidobazne ravnoteze, stalnog volumena krvi
i koncentracije elektrolita, utjecajem na transport vode i soli. Odgovorni su za apsorpciju
hranjivih sastojaka, izlu¢ivanje metabolickih otpadnih produkata, regulaciju arterijskog
krvnog tlaka te proizvodnju eritropoetina, renina i dihidroksivitamina D3 (1). Eritropoetin je
hormon koji regulira eritropoezu, odnosno proizvodnju crvenih krvnih stanica. Renin je enzim
koji sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka (7). Dihidroksivitamin D3 sudjeluje u reguliranju
prometa kalcija i fosfata (5).



1.2. Histologija bubrega

Bubreg se sastoji od nefrona koje ¢ine bubrezno tjeleSce, proksimalni zavijeni kanali¢,
tanki i1 debeli krak Henleove petlje, distalni zavijeni kanali¢ te sabirne cjevcice i cijevi (7).
Bubrezno tjelesce se sastoji od klupka krvnih kapilara (glomerul), a obavija ga glomerularna
ili Bowmanova ¢ahura. Ona ima dva lista, visceralni 1 parijetalni, koji zatvaraju mokracni
(interkapsularni) prostor u koji se kroz stjenku kapilara i visceralni list filtrira tekucina
(glomerularni filtrat). Bubrezno tjeleSce ¢ine zilni pol, gdje ulazi dovodna arteriola, a izlazi
odvodna arteriola te mokraéni pol, od kojega polazi proksimalni zavijeni kanali¢. Parijetalni
list Bowmanove ¢ahure graden je od jednoslojnog plocastog epitela s bazalnom laminom 1
tankog sloja retikulinskih vlakana. Na mokraénom polu, epitel se mijenja u jednoslojni
kubic¢ni ili niski cilindri¢ni. Podociti su stanice visceralnog (unutras$njeg) lista Bowmanove
cahure. Imaju stani¢ni trup od kojeg odlazi nekoliko stani¢nih izdanaka, od kojih svaki ima
brojne sekundarne izdanke (nozice) koji obuhvacaju kapilare glomerula. Podociti imaju
sposobnost kontrakcije zahvaljuju¢i snopovima aktinskih mikrofilamenata u citoplazmi.
Proizvode VEGF, vazan regulator funkcije glomerularnih epitelnih stanica koji pojacava
permeabilnost endotelnih stanica (8). Izmedu fenestriranih endotelnih stanica kapilara
glomerula i1 podocita nalazi se debela bazalna membrana, koja odjeljuje mokraéni prostor od
krvi u kapilarama. Sastoji se od srediSnjeg, gustog sloja (lamina densa) 1 dva svjetlija sloja
(lamina rara). Dva svjetlija sloja sadrze fibronektin, koji ih povezuje sa stanicama. Gusti sloj
¢ine mreza kolagena tipa IV i laminina, u matriksu gradenom od negativno nabijenih
heparan-sulfat proteoglikana. Endotelnim stanicama i podocitima glomerularne kapilare,
prikljucuju se 1 mezangijske stanice, koje imaju sposobnost kontrakcije, sadrze receptore za
angiotenzin II, receptore za natriuretski ¢imbenik, daju glomerulu strukturnu potporu,
sintetiziraju medustani¢nu tvar, vrSe endocitozu te uklanjaju normalne i patoloske molekule
(imuni kompleksi) koje su se zadrzale unutar glomerularne bazalne membrane. Na Zilnom
polu, nalaze se tzv. ekstraglomerularne mezangijske stanice koje su dio jukstaglomerularnog
aparata. Sa slobodne plohe stanica kubi¢nog epitela proksimalnog zavijenog kanali¢a polaze
brojni mikrovili, koji ¢ine Cetkastu prevlaku. U apikalnoj citoplazmi epitelnih stanica izmedu
polazista mikrovila ima mnogo pinocitotskih mjehuri¢a, koji se udruzuju s lizosomima, u
kojima se makromolekule razgraduju, a monomeri se vracaju u optok krvi. Henleova petlja se
sastoji od debelog dijela silaznog kraka, tankog dijela silaznog kraka, tankog dijela uzlaznog

kraka i debelog dijela uzlaznog kraka. Nefroni sudjeluju u procesima filtriranja, apsorpcije i



sekrecije. Mogu biti jukstamedularni nefroni, koji se nalaze blizu kortikomedularne granice i
kortikalni nefroni. Jukstamedularni nefroni imaju vrlo duge Henleove petlje koje se sastoje od
kratkog debelog dijela silaznog kraka, dugog silaznog i uzlaznog tankog dijela i debelog
uzlaznog dijela, dok kortikalni nefroni imaju vrlo kratke tanke silazne dijelove i nemaju
tankih uzlaznih dijelova. Distalni zavijeni kanali¢i, za razliku od proksimalnih zavijenih
kanali¢a, nemaju cetkastu prevlaku ni apikalne kanali¢e. ObloZeni su jednoslojnim kubi¢nim
epitelom. Stanice postaju cilindri¢ne na jukstaglomerularnom podrucju te taj odsjecak stijenke
distalnog kanali¢a nazivamo macula densa. 1z distalnih zavijenih kanali¢a mokrac¢a prolazi
kroz sabirne cjev€ice te kroz vece ravne sabirne cijevi. U sabirne cijevi u kori ulaze mali
odvodni kanali¢i, koji dolaze iz svakog srznog tracka i imaju glavnu ulogu u koncentriranju
mokrace. Uz bubrezno tjelesce, tunika medija dovodne arteriole ima promijenjene glatke
misi¢ne stanice, tzv. jukstaglomerularne (JG) stanice. Dio arteriole koji sadrzi JG - stanice,

macula densa 1 ekstraglomerularne mezangijske stanice ili lacis - stanice, ¢ini JG - aparat (7).

1.3. Karcinom bubreZnih stanica

Karcinom bubreznih stanica, nazvan i adenokarcinom, najc¢e$¢i je solidni tumor
bubrega (10). Obuhvaca razlicite podvrste s visoko heterogenom histopatologijom: 70 - 75%
je svijetlostani¢ni karcinom bubrega, 10 - 16% papilarni (tip 1 1 2), 5% kromofobni, a
preostalih 10% otpada na druge podvrste kao §to su karcinomi sabirnih kanali¢a i medularni
karcinomi (11). Pretpostavlja se da svijetlostani¢ni i papilarni karcinom bubrega potjecu od
epitela proksimalnog tubula, a kromofobni i karcinom sabirnih kanali¢a iz distalnog nefrona,
vjerojatno iz epitela sabirnog tubula. Ove vrste karcinoma bubreznih stanica medusobno se
razlikuju u genetici, biologiji 1 ponasanju (12). Karcinom bubreznih stanica vaskularni je
tumor s tendencijom metastaziranja venskim ili limfnim sustavom (13). Otprilike se tre¢ina
bolesnika u trenutku dijagnoze prezentira s metastatskom boleS¢u (4). NajceSéa mjesta
udaljenih metastaza adenokarcinoma bubrega su pluca (45%), kosti (30%), limfni ¢vorovi

(22%), jetra (20%), nadbubrezna Zlijezda (9%) 1 mozak (8%) (13).

1.3.1. Epidemiologija i incidencija



Karcinom bubreznih stanica (hipernefrom, nefrokarcinom) c¢ini oko 90% svih
zlo¢udnih tumora bubrega (14). Incidencija adenokarcinoma je u porastu svuda po svijetu. To
moze biti rezultat povecane detekcije karcinoma ili prevladavanja nepovoljnog nacina zivota,
$to dovodi do pojave metabolickog sindroma, hipertenzije i izloZenosti toksinima (15).
Sjeverna Amerika ima najvecu procijenjenu incidenciju u svijetu (16). U SAD - u 2018.
godine bilo je oko 65,430 slucajeva te preko 400.000 novih slucajeva na globalnoj razini (17).
Na podrucju Europe, stopa incidencije kod oba spola bila je najvisa u zapadnoj Europi (16).
Adenokarcinom se ¢eSc¢e javlja kod muskaraca, u omjeru 2:1 (12). Najces¢i je u dobi od 50 do

70 godina, rijetko prije tridesete godine Zivota (4).

1.3.2. Etiologija

Etiologija ve¢ine adenokarcinoma nije jasna. Neki od rizi¢nih ¢imbenika u nastanku
karcinoma bubreznih stanica mogu biti puSenje cigareta, pretilost, hipertenzija te upotreba
nekih lijjekova (12). Oko 5% bubreZnih adenokarcinoma je hereditarno te se genetickim
pregledom mogu identificirati osobe koje su pod povecanim rizikom (13). Nasljedni sindromi
povezani s karcinomom bubreznih stanica su nasljedni papilarni karcinom bubreznih stanica,
nasljedna leiomiomatoza, von Hippel-Lindauova bolest, tuberozna skleroza te Birt-Hogg-
Dube sindrom (13). Oko polovina bolesnika s von Hippel-Lindauovom boles¢u tijekom zivota
razvije tumor bubreznih stanica, obi¢no bilateralno (4). EtioloSki ¢imbenici za nastanak
karcinoma bubreznih stanica mogu biti i cisticna bolest bubrega, profesionalna izlozenost
toksi¢nim spojevima, citotoksi¢na kemoterapija, kroni¢ni hepatitis C te bubrezni kamenci u
anamnezi (18). Pojedinci u poodmakloj fazi kroni¢ne bolesti bubrega na dugotrajnoj dijalizi
su takoder pod povecanim rizikom (6). Studije pokazuju da dijeta bogata voem i povréem,

kao 1 visoke doze vitamina D imaju kemoprotektivan ucinak za karcinom bubreznih stanica

(12).

1.3.3. Klini¢ka slika adenokarcinoma bubrega

Karcinom bubreznih stanica je asimptomatski u vecini sluc¢ajeva te se otkriva slucajno,

prilikom pregleda drugih trbusnih organa ultrazvukom, kompjutoriziranom tomografijom ili

6



magnetnom rezonancijom (10, 15). Klasi¢ni trijas simptoma, lumbalna bol, hematurija i
palpabilni tumor, prisutan je kod 10% oboljelih te je znak uznapredovale bolesti (12).
Simptomi adenokarcinoma bubrega mogu biti posljedica toksi¢nih i endokrinoloskih lucenja
iz tumora, tzv. paraneoplasti¢ni sindrom, koji se javlja u oko 30% slucajeva (10, 19). Znakovi
1 simptomi paraneoplasticnog sindroma su hiperkalcijemija, neobjaSnjiva temperatura,
eritrocitoza, hipertenzija, poremecena jetrena funkcija, bolovi u kostima, anemija, otekline
donjih udova i pluéni simptomi (4). Kao znak bolesti moze se pojaviti i varikokela na strani

na kojoj se nalazi novotovorina, koja ne nestaje pri lezanju (4).

1.4. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF)

VEGF je homodimerni, heparin-vezujuéi glikoprotein, koji pripada grupi
proangiogenih ¢imbenika koji imaju vaznu ulogu u tumorskoj i fizioloskoj angiogenezi (20).
Svoje proangiogeno djelovanje ostvaruje preko transmembranskih tirozin-kinaza receptora
(21). VEGF ligandi 1 receptori klju¢ni su regulatori vaskulogeneze, limfangiogeneze te
vaskularne permeabilnosti (21). To je obitelj strukturalno slicnih molekula koja kod sisavaca
ima 5 ¢lanova: VEGF (ili VEGF-A), ¢imbenik rasta placente (PIGF), VEGF-B, VEGF-C i
VEGF-D. Najvazniji medijator tumorske angiogeneze je VEGF-A, koji pretezno djeluje na
receptor VEGFR-2 koji je poviSen na endotelnim stanicama uklju¢enima u angiogenezu, kao i
na cirkuliraju¢im endotelnim progenitorskim stanicama koje potjecu iz koStane srzi (21).
Vezanje VEGF-a za VEGFR-2 aktivira kaskadu razli¢itih signalnih puteva. To rezultira
poremecajem regulacije gena ukljucenih u proliferaciju i migraciju endotelnih stanica,
vaskularnu permeabilnost i hemostazu (22). Molekulu VEGF-a ¢ine dva ista polipeptida,
kovalentno vezana sa dvije disulfidne veze. Ljudski gen za VEGF ima osam eksona 1 sedam
introna te je lokaliziran na kromosomu 6p21.3. Povezivanjem eksona u procesu sinteze
proteina dobiju se Cetiri izomerna oblika VEGF-a koji mogu imati 121, 165, 189 i 206
aminokiselina (VEGF121, VEGF165, VEGF189 i VEGF206) (22).

1.4.1. Izrazaj VEGF - a i karcinom bubreZnih stanica



VEGF se normalno izrazava u citoplazmi tumorskih stanica, endotelnih stanica i
stromalnih fibroblasta. U normalnom bubreznom tkivu izrazaj VEGF-a je ogranien na
citoplazmu tubularnog epitela, stanice glatkih miSi¢a te makrofage u intersticijskom tkivu i
mezangijalne stanice u glomerulima (23). Izrazaj VEGF-a reguliran je razli¢itim ¢imbenicima
kao $to su citokini, drugi ¢imbenici rasta, hormoni te pretezno hipoksija (24). Poznato je da
VEGF povecava vaskularnu propusnost te time omogucava metastaze razli¢itih tumora (25).
U patoloskim uvjetima, gdje je poremecaj angiogeneze induciran povecanjem izraZaja
VEGF-a, dolazi do prekomjernog stvaranja novih krvnih zila koje hrane tumorska tkiva i
uniStavaju zdrava tkiva (22). Nadalje, otkriveno je da stanice mnogih tumorskih tipova na
svojoj povrsini mogu imati izrazen VEGF receptor, tako da VEGF moZe djelovati na njih, kao
i na VEGF receptore eksprimirane na endotelnim stanicama (21). VEGF predstavlja znacajan

prognosticki faktor ¢iji je povecani izrazaj povezan s loSom prognozom adenokarcinoma

bubrega (26).

1.4.2. Znacaj VEGF-a u lije¢enju karcinoma

Inhibicija angiogeneze, blokadom VEGF-a i1 njegovih receptora, znacajno je
poboljsala klinicke ishode pacijenata s karcinomom bubreznih stanica (27). Mnostvo je
lijekova koji djeluju na VEGF 1 njegove receptore, a mozemo ih podijeliti na nekoliko
skupina: inhibitore tirozin-kinaze, m-TOR inhibitore i monoklonska protutijela. Inhibitori
tirozin-kinaza sprjecavaju rast novih krvnih zila inhibicijom VEGFR-a. Tu spadaju sunitinib,
pazopanib, sorafenib, kabozantinib i aksitinib. m-TOR inhibitori sprjecavaju unutarstani¢nu
signalizaciju 1 time proliferaciju stanica. Ovoj skupini pripadaju everolimus 1 temsirolimus.
Monoklonska protutijela djeluju kao stimulatori vlastitog imunoloSkog sustava i omogucéavaju
prepoznavanje i unistenje tumorskih stanica (npr. nivolumab) (28). Izbor terapije ovisi o
histoloskom tipu karcinoma te stupnju rizika za njegovu progresiju, a najces$¢e se primjenjuju

sunitinib, sorafenib, pazopanib, everolimus i temsirolimus.

1.5. Receptor ¢imbenika rasta fibroblasta (FGFR)



FGFR1 1 FGFR2 pripadaju obitelji od 4 tirozin-kinazna receptora koja mogu aktivirati
njihovi ligandi 1 molekule stani¢ne adhezije. Sudjeluju u fizioloSkim procesima kao $to su
proliferacija 1 migracija stanica, diferencijacija, apoptoza, prezivljavanje, epitelno -
mezenhimna tranformacija i tumorigeneza (29). Sastoje se od tri domene, ekstracelularne koja
prepoznaje i veze ligand, transmembranske i intracelularne domene koja ima tirozin-kinaznu
aktivnost (30). Ekstracelularna domena se sastoji od tri domene sli¢ne imunoglobulinima za
koje se vezu 22 strukturalno sli¢na ¢lana obitelji ¢imbenika rasta fibroblasta (FGF). Vezanje
FGF molekula za receptor uzrokuje dimerizaciju dviju molekula receptora i tirozin-kinaznu
aktivnost, S§to vodi autofosforilaciji intracelularne domene i pokretanju nizvodnih kaskada
(31). Rezultat toga je stimulacija prezivljavanja i rasta stanice te povecanje njenih migratornih

sposobnosti, §to je jedno od osnovnih obiljezja invazivnosti (30).

1.5.1. Izrazaj FGFR i karcinom bubrega

Disregulacija FGF/FGFR1 1 2 kompleksa povezana je s razvojem karcinoma (32).
Poznato je da je FGFRI prekomjerno izrazen u adenokarcinomu bubrega (33). Stovise, ima
vaznu ulogu u imunoloskom odgovoru. Infiltracija imunoloskih stanica, posebno makrofaga,
u mikrookoli§ tumora, povezana je s rastom i napredovanjem tumora (34). FGFR2 ima
specificnu ulogu u procesu tumorigeneze, induciranjem mitogenih signala i signala za
prezivljavanje te promicanjem invazivnosti 1 angiogeneze (35). FGFR1 1 2 otkriveni su u
citoplazmi i jezgrama tumorskih stanica (32). Prethodne studije pokazale su izrazaj FGFR1 u
98% primarnih adenokarcinoma i u 82.5% metastaza u limfne ¢vorove (36, 37). Nadalje,
znaajno su vece razine FGFR1 u adenokarcinomu bubrega nego u histoloSki normalnom
bubreznom tkivu (32). FGFR2 je izrazen u 4% primarnih tumora i 5% metastaza u limfne

¢vorove (37).

Poznavanje osnovne morfologije i funkcije bubrega zajedno sa razli¢itim biljezima
diferencijacije i rasta (VEGF, FGFR1 i FGFR2) mogu pomo¢i u rasvjetljavanju znacaja ovih
markera u nizim 1 viSim stadijima adenokarcinoma bubrega u odnosu na izrazaj u normalnom
bubreznom tkivu. Nadalje, kolokalizacija ovih biljega moze upucivati na zdruzeno djelovanje

u povecanju malignog potencijala.



2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Ciljevi naseg istrazivanja bili su:
1. Utvrditi izrazaj VEGF, FGFR1 i FGFR2 biljega u razli¢itim stadijima adenokarcinoma

bubrega u odnosu na izrazaj u normalnom tkivu.

2. Utvrditi mogucu istodobnu prisutnost VEGF s FGFR1 i FGFR2 kako bi se utvrdila njihova

kolokalizacija u karcinomu bubrega s obzirom na patohistoloski stupanj tumora.

U rezultatima naSeg istraZivanja oCekujemo povecan izrazaj biljega VEGF, FGFRI i

FGFR2 u tkivu adenokarcinoma u odnosu na normalno tkivo bubrega.
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3. MATERIJALI I METODE
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IstraZivanje je provedeno na uzorcima tumorskog tkiva i tkiva zdravog ruba bubrega,
koji su uzeti od ispitanika kojima je dijagnosticiran karcinom bubrega niskog (5 uzoraka) i
visokog (5 uzoraka) stupnja prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO). Nakon §to je
potvrdena patohistoloska dijagnoza, uzorci su obradeni i pohranjeni u arhivi Zavoda za
anatomiju, histologiju 1 embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu. Prikupljanje i obrada
tkiva provedeni su uz dopustenje Eti¢kog povjerenstva SveuciliSnog bolni¢kog centra u Splitu,

u skladu s HelsinSkom deklaracijom iz 1964. godine (38).

Stupnjevanje karcinoma bubrega je neophodno kako bi se odredio najprikladniji oblik
lijeCenja, kao i1 prognoza bolesti (13). TNM sustav najceS¢ée je upotrebljavan sustav za
odredivanje prosirenosti tumora. Definira lokalno Sirenje primarnog tumora (T), zahvaéenost
regionalnih limfnih ¢vorova (N) te prisutnost udaljenih metastaza (M) (12). Stupnjevanje
adenokarcinoma bubrega prema 4 stupnja po Fuhrmanu, na osnovi izgleda jezgre, olakSava
odredivanje prognoze (4, 13). Pacijenti s viSim stupnjem po Fuhrmanu vjerojatnije ¢e razviti

metastaze (13).

3.1. Imunohistokemijsko bojenje

Uzorci tumorskog tkiva bubrega fiksirani su formalinom. Formalin, kao fiksativ,
odrzava morfologiju, sterilizira tkivo i prezervira ugljikohidratne antigene (39). Fiksirano
tkivo dehidrirali smo prije uklapanja, rastu¢im gradijentom etilnog alkohola. Dehidrirano

tkivo najcesce se uklapa u parafinski vosak (39). Uklopljeno tkivo smo narezali.

Prije bojenja, bilo je nuzno ukloniti parafin iz reza i rehidrirati tkivo. U tu svrhu,
koristili smo ksilen i alkohol u padajuéem gradijentu. Proveli smo deparafinizaciju i

rehidraciju sljede¢im redoslijedom:
1. ispiranje u ksilenu (3 puta po 5 minuta),
2. uranjanje u 100%-tni alkohol kroz 10 minuta (2 puta),

3. uranjanje u 96%-tni alkohol kroz 5 minuta,
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4. uranjanje u 70%-tni alkohol kroz 5 minuta.
Nakon toga, preparate smo ispirali u destiliranoj vodi kroz 5 minuta.

Kao posljedica stvaranja metilenskih veza izmedu proteina, neki proteinski antigeni
postaju nedostupni i ne dolazi do smanjene osjetljivosti primarnog protutijela za detekciju
antigena (39). Radi bolje detekcije antigena, uzorke smo kuhali 25 minuta u citrathom puferu,
u parnoj kupelji. Nakon toga, hladili smo uzorke 20 minuta na sobnoj temperaturi, izlijevajuci
vrucu 1 ulijevajuci hladnu vodu. Slijedilo je ispiranje s radnim PBS - om (razrjedenje 1:10 s
destiliranom vodom), dva puta kroz 5 minuta. Ocijedili smo preparate i okruzili rezove PAP

penom. Rezovi su inkubirani u blokiraju¢em puferu na 20 minuta.

Detekcija antigena bazira se na vizualizaciji reakcije vezivanja protutijela i antigena.
Preparati su inkubirani preko no¢i s primarnim antitijelima. Koristili smo sljede¢a primarna

protutijela:
1. rabbit polyclonal anti-FGFR1 (sc-121, Santa Cruz, USA, razrjedenje 1:100);

2. rabbit polyclonal anti-FGFR2 (sc-122, Santa Cruz, USA, razrjedenje 1:100);

3. mouse monoclonal anti-VEGF (Dako, Denmark, razrjedenje 1:150).

Nakon inkubacije primarnim protutijelom 1 ispiranja u PBS-u, koristili smo
imunofluorescenciju za sekundarnu detekciju primarnih protutijela. Kod ove metode, za
prikazivanje vezanja primarnih protutijela, koristili smo sekundarna protutijela i to prema

zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela:

1) Alexa Fluor 488 AffiniPure Donkey Polyclonal Anti-Rabbit IgG (Jackson IR,
711-545-152, razrjedenje 1:400);

2) Rhodamine RedTM - X AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (Jackson IR, 715-295-151),
razrjedenje 1:400).
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Nakon ispiranja PBS-om, uslijedila je inkubacija DAPI-jem kroz dvije minute. Rezovi
su ponovno isprani PBS-om te uklopljeni u medij za uklapanje (Immuno - Mount, Shandom,

Pittsburg, PA, USA) i prekriveni pokrovnim stakalcima.

Analizirali smo kolokalizaciju primijenjenih biljega u tkivu. Rezovi namijenjeni
negativnoj kontroli, kod imunofluorescencijskog bojenja svakog antigena, prosli su zajedno s
ostalim rezovima istovjetan postupak, osim §to nisu bili inkubirani s primarnim protutijelom,
nego su za to vrijeme bili u PBS-u. Negativna kontrola imala je samo DAPI-jem plavo
obojene jezgre stanica bez fluorescentnog signala citoplazmi ili jezgara stanica. Pozitivna
kontrola na istrazivanim rezovima bila je fluorescentni signal (bojenje fluorescentnim
sekundarnim protutijelima) pojedinih citoplazmi ili jezgara stanica u okolnim strukturama, za
koje se iz literature zna da reagiraju s primarnim protutijelima. Dodatno su se raspored i
razlike pozitivnih od negativnih stanica u strukturama rezova provjerili u literaturi i to za

svaki trazeni ¢imbenik.

3.2. Semi-kvantifikacija, kvantifikacija i statisticka analiza

JaCina obojenja u tkivu prikazana je u 4 kategorije: - odsustvo reaktivnosti, + blaga

reaktivnost, ++ umjerena reaktivnost i +++ jaka reaktivnost.

Za sve istrazivane skupine, stanice smo brojali u vidnom polju. Stanice smo opisali
kao pozitivne (obojene) ili negativne (neobojene). Slike preparata snimili smo digitalnim
fotoaparatom (DP71 Olympus, Tokio, Japan), koji je instaliran na Olympus BX51 mikroskop.
Koristili smo Image]J softver (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) i Adobe
Photoshop za daljnju analizu slike. Sve slike uslikane su na x40 uvecanju. Postotak pozitivnih
stanica izracunali smo na deset reprezentativnih polja iz svakog reza i izrazili kao srednju
vrijednost = SD, a u odnosu izmedu skupina (niski i visoki stadij te kontrolna skupina). Za
analizu podataka koristili smo Kruskal-Wallis i Dunn posthoc test. P < 0,05 uzeli smo kao

statisticku znacajnost.
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4. REZULTATI
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U ovom istrazivanju, analizirani uzorci bubreznog tkiva uzeti su od 10 ispitanika
srednje 1 starije zivotne dobi. Pet pacijenata bilo je s karcinomom bubrega niskog stupnja

(prema SZO - 1) i pet pacijenata s karcinomom bubrega visokog stupnja (Tablica 1).

Tablica 1. Podatci o ispitanicima s karcinomom bubrega niskog i visokog stupnja (prema SZO

Y

Ispitanik Dob (god.)/spol Lokacija karcinoma SZO stupanj

1 72/7 Desni bubreg Niski stupanj
2 64/M Lijevi bubreg Niski stupanj
3 74/7 Lijevi bubreg Niski stupanj
4 80/Z Desni bubreg Niski stupanj
5 71/M Desni bubreg Niski stupanj
6 56/M Desni bubreg Visoki stupanj
7 73/2 Lijevi bubreg Visoki stupanj
8 70/M Desni bubreg Visoki stupanj
9 79'M Desni bubreg Visoki stupanj
10 67/7 Lijevi bubreg Visoki stupanj

SZO, Svjetska zdravstvena organizacija; M, musko; 7, zensko.

Imunohistokemijski izrazaj FGFR1 biljega u normalnom bubreznom tkivu pokazao je
blagu reaktivnost s 4% pozitivnih stanica (Tablica 2, Slika 4). U tkivu karcinoma bubrega
niskog 1 visokog stupnja, FGFR1 je pokazao umjerenu reaktivnost (Tablica 2). Uoceno je
13% FGFRI pozitivnih stanica u tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja (Slika 4). Najveci
broj FGFR1 pozitivnih stanica otkriven je u tkivu karcinoma bubrega visokog stupnja (23%),
$to je znacajno vise u odnosu na tkivo karcinoma bubrega niskog stupnja (p < 0.001, Slika 4).
Postotak FGFR1 pozitivnih stanica znacajno se razlikovao izmedu zdravog bubreznog tkiva i

tkiva karcinoma bubrega niskog stupnja (p < 0.001, Slika 4). Nadalje, zabiljeZena je statisticki
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znacajna razlika u izrazaju FGFR1 izmedu tkiva bubrega kontrolne skupine i tkiva karcinoma

bubrega visokog stupnja (p < 0.0001, Slika 4).

U zdravom bubreznom tkivu i tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja, FGFR2
pokazuje blagu reaktivnost (Tablica 2). Postotak pozitivnih stanica u kontrolnoj skupini bio je
11%, dok je u tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja bio 19% (Slika 4). U tkivu karcinoma
bubrega visokog stupnja zabiljeZena je umjerena reaktivnost s 17% FGFR2 pozitivnih stanica,
Sto je statisticki znacajno viSe u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0.0001, Tablica 2, Slika 4).
Statistickom analizom podataka utvrdena je znadajna razlika u izrazaju FGFR2 izmedu

zdravog bubreznog tkiva i tkiva karcinoma bubrega niskog stupnja (p < 0.001, Slika 4).

VEGF je u tkivu bubrega kontrolne skupine i u tkivu karcinoma bubrega niskog
stupnja pokazao blagu reaktivnost (Tablica 2). Postotak pozitivnih stanica u zdravom
bubreznom tkivu bio je 2%, dok je u tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja bio 9% (Slika 4).
U tkivu karcinoma bubrega visokog stupnja VEGF je pokazao umjerenu reaktivnost s 21%
pozitivnih stanica, $to je statisti¢ki znacajno viSe u odnosu na normalno tkivo bubrega (p <
0.0001, Tablica 2, Slika 4). Postotak pozitivnih stanica VEGF-a znadajno se razlikovao
izmedu tkiva bubrega kontrolne skupine i tkiva karcinoma bubrega niskog stupnja (p < 0.001,
Slika 4). Statisticki znacajna razlika u izraZzaju VEGF-a uocena je izmedu tkiva karcinoma

bubrega niskog 1 visokog stupnja (p < 0.0001, Slika 4).

Tablica 2. Imunoreaktivnost na specificna protutijela na tkivu karcinoma bubrega niskog 1

visokog stupnja te zdravog ruba bubrega (kontrola).

Skupina FGFRI1 FGFR2 VEGF
Kontrola + + +
Niski stupanj ++ + +

Visoki stupanj ++ ++ ++
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Na obojenim histoloskim rezovima uocena je kolokalizacija biljega FGFR1 1 VEGF u
normalnom bubreznom tkivu (Slika 2a) te kolokalizacija FGFR1 i VEGF kod karcinoma
bubrega niskog i visokog stupnja (Slike 2b 1 2c). Na slici 3a vidljiva je pozitivna
imunohistokemijska reakcija na biljeg FGFR2. Prikazana je kolokalizacija FGFR2 i VEGF u
tkivu karcinoma bubrega niskog 1 visokog stupnja (Slike 3b 1 3c). Kolokalizacija FGFR2 i

VEGF u normalnom bubreznom tkivu nije uoc¢ena.

Hg

Slika 2. Prikaz kolokalizacije (vrh strelice) FGFR1 (zeleno), VEGF (crveno) i DAPI obojane
jezgre (plavo). Strelice prikazuju pozitivne stanice. Panel a prikazuje kontrolni bubreg (ctrl),
panel b prikazuje karcinom bubrega niskog stupnja (Lg), panel ¢ prikazuje karcinom bubrega

visokog stupnja (Hg); g — glomerul; mjerna ljestvica 100 pm.
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Slika 3. Prikaz kolokalizacije (vrh strelice) FGFR2 (zeleno), VEGF (crveno) i DAPI obojane

jezgre (plavo). Strelice prikazuju pozitivne stanice. Panel a prikazuje kontrolni bubreg (ctrl),

panel b prikazuje karcinom bubrega niskog stupnja (Lg), panel ¢ prikazuje karcinom bubrega

visokog stupnja (Hg); mjerna ljestvica 100 um.

% pozitivnih stanica

30
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*% KK %
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|
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Hctrl Blg ®WHg

Slika 4. Distribucija FGFR1, FGFR2 1 VEGF pozitivnih stanica u tkivu karcinoma bubrega
niskog (Lg) 1 visokog (Hg) stadija te kontrolnog zdravog bubreznog tkiva (ctrl), (Kruskal -

Wallis test). Podatci su prezentirani kao srednja vrijednost £SD. Signifikantna razlika

prikazana je kao **p < 0.001, ***p <(0.0001.
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5. RASPRAVA
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Karcinom bubreznih stanica (RCC) najce$¢i je karcinom bubrega s kontinuiranim
porastom incidencije 1 smrtnosti u svijetu (40). Stoga su napori brojnih istrazivackih skupina
usmjereni na otkrivanje znacajnih dijagnostickih, prognostickih i terapijskih biljega koji bi
poboljsali kvalitetu zdravstvene usluge za pacijente oboljele od karcinoma bubreznih stanica.
U tom smislu, u naSem radu istraZivali smo biljege diferencijacije i rasta (VEGF, FGFRI1 1
FGFR2) kako bi pomogli u rasvjetljavanju zna€aja ovih markera u nizim 1 viS§im stadijima

adenokarcinoma bubrega u odnosu na izrazaj u normalnom bubreznom tkivu.

VEGF pokazuje razli€it izrazaj u tkivu bubrega. NaSe istrazivanje pokazalo je izrazaj VEGF-a
u normalnom bubreznom tkivu i u tkivu karcinoma bubrega niskog i visokog stupnja.
Rezultati drugih imunohistokemijskih analiza su u suglasnosti s nas§im rezultatima 1 pokazali
su izrazaj VEGF-a u normalnom bubreznom tkivu (23, 40, 41). Nasuprot tome, u istrazivanju
Nicole i sur. nije pokazan izrazaj VEGF-a u normalnom bubreznom tkivu (42). Kao metode
istrazivanja koristili su druk¢ije tehnike (RT-PCR 1 Western blot analizu), $to bi mogao biti
jedan od razloga nesuglasnosti s naSim rezultatima, ali su potrebna nova istraZzivanja na ve¢em

broju uzoraka kako bi se rasvjetlilo zasto postoji razlika u rezultatima.

Nadalje, rezultati naseg istraZivanja pokazali su ve¢i broj pozitivnih stanica VEGF-a u
tkivu karcinoma bubrega visokog stupnja u odnosu na tkivo karcinoma bubrega niskog
stupnja i zdravo bubrezno tkivo. Istrazivanje Wesama i Nermeena pokazalo je veci izrazaj
VEGF-a u tkivu karcinoma bubreznih stanica vefeg obujma, veceg stupnja 1 vece
uznapredovalosti (40). Neka su istrazivanja pokazala znaCajnu korelaciju izmedu izrazaja
VEGF-a i stupnja tumora (43, 44). Nasuprot tome, rezultati istrazivanja koje su proveli Kawai
i suradnici nisu u skladu s rezultatima nase studije prema kojem se nije pokazala znacajna
korelacija izmedu stupnja tumora i izraZzaja VEGF-a (45). Pretpostavljamo da uzrok tome
moze biti genski polimorfizam VEGF-a, koji moze imati bitnu ulogu u promjeni izrazaja
VEGF-a te utjecati na progresiju karcinoma i prezivljenje pacijenta. Rezultati istrazivanja
Veselaja 1 suradnika pokazali su veéi izrazaj VEGF-a u pacijenata sa svijetlostani¢énim
karcinomom bubrega nego u normalnom bubreznom tkivu, §to je u suglasnosti s rezultatima
naseg ispitivanja (46). Suprotno naSim rezultatima, u ovoj studiji nije bilo razlike u izrazaju
VEGF-a kod karcinoma veceg stadija od karcinoma manjeg stadija te je izraZaj ovog biljega
smanjen u uznapredovalom stadiju karcinoma i kod karcinoma veéeg obujma. Navode da

smanjenje izrazaja VEGF-a kod uznapredovalih stadija tumora moze ukazivati na to da je
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angiogena aktivnost rani dogadaj u rastu tumora te s napredovanjem tumora, uloga VEGF-a
postaje manje jasna. Jacobsen 1 suradnici pretpostavljaju da drugi proliferativni i angiogeni
¢imbenici, koji predvladavaju izrazaj VEGF-a, mogu biti uzrok smanjenom izrazaju VEGF - a

kod karcinoma veceg stupnja (46).

Receptori ¢imbenika rasta fibrobasta imaju bitnu ulogu u tumorskoj angiogenezi (47).
Rezultati nasSeg istrazivanja pokazali su izrazaj FGFR1 1 FGFR2 u normalnom bubreZznom
tkivu te u tkivu karcinoma bubrega niskog i visokog stupnja. Uocili smo vise FGFRI1
pozitivnih stanica u tkivu karcinoma bubrega visokog stupnja u odnosu na tkivo karcinoma
bubrega niskog stupnja i zdravo bubreZno tkivo. Za razliku od FGFR1, FGFR2 je pokazao
jaci izrazaj u tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja u odnosu na tkivo u kontrolnoj skupini 1
tkivo karcinoma bubrega visokog stupnja. Istrazivanje koje su proveli Tsimafeyeu i suradnici
pokazalo je izrazaj FGFR1 i FGFR2 u citoplazmi i jezgrama tumorskih stanica (32). Nadalje,
izrazaj FGFR1 1 FGFR2 bio je manji u normalnom bubreznom tkivu. Porast izraZzaja FGFR
proteina u tkivu karcinoma bubreznih stanica u odnosu na normalno bubrezno tkivo znaci
bitnu ulogu ovih ¢imbenika u patogenezi i progresiji tumora (32). Jos nekoliko studija
pokazalo je prekomjernu izrazenost FGFR1 u karcinomu bubreznih stanica (33, 36, 47).
Visoke razine FGFR1 povezane su s loSijim prezivljenjem pacijenata (47). U svom
istrazivanju, Roviello 1 suradnici su zabiljeZili izraZzaj FGFR2 u 4% primarnih tumora 1 5%

metastaza u limfne ¢vorove (37).

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su kolokalizaciju FGFR1 i VEGF u zdravom
tkivu bubrega te kolokalizaciju FGFR1 i1 VEGF u tkivu karcinoma bubrega niskog 1 visokog
stupnja. Utvrdili smo 1 kolokalizaciju FGFR2 1 VEGF u tkivu karcinoma bubrega niskog i
visokog stupnja. Zabiljezili smo ve¢i broj stanica s kolokalizacijom u tumorskom tkivu u
odnosu na normalno bubrezno tkivo. Nalaz kolokalizacije ovih biljega u tkivu karcinoma
bubreznih stanica znacio bi brzi rast i progresiju tumora. Kolokalizaciju FGFR2 1 VEGF u
tkivu zdravog kontrolnog bubrega nismo ustanovili. Koliko znamo, ovo je prva sveobuhvatna
analiza istodobne prisutnosti biljega VEGF s FGFR1 i FGFR2 u karcinomu bubrega s

obzirom na patohistoloski stupanj tumora.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

. U normalnom bubreznom tkivu, FGFR1, FGFR2 i VEGF pokazali su blagu
reaktivnost. UoCeno je 4% FGFR1 pozitivnih stanica, 11% FGFR2 te 2% VEGF
pozitivnih stanica.

. U tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja, FGFR1 je pokazao umjerenu reaktivnost, a
FGFR2 1 VEGF blagu reaktivnost. Udio pozitivnih stanica na FGFRI1 je bio 13%, na
FGFR2 19%, a na VEGF 9%.

. U tkivu karcinoma bubrega visokog stupnja, svi biljezi pokazali su umjerenu
reaktivnost. Bilo je 23% FGFR1 pozitivnih stanica, 17% FGFR2 te 21% VEGF
pozitivnih stanica.

. Utvrdena je rijetka pojava kolokalizacije FGFR1 i VEGF u zdravom bubreznom tkivu,
dok je u tkivu karcinoma bubrega niskog i visokog stupnja bio veéi broj stanica sa
kolokalizacijom, §to upucuje na veci zlo¢udni potencijal tih stanica.

. Ustanovljena je kolokalizacija FGFR2 1 VEGF u tkivu karcinoma bubrega niskog 1

visokog stupnja, $to upucuje na veéi zlocudni potencijal tih stanica.
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Uvod: Karcinom bubreznih stanica (RCC) najceS¢i je karcinom bubrega s
kontinuiranim porastom incidencije i smrtnosti u svijetu. Stoga su napori brojnih istrazivackih
skupina usmjereni na otkrivanje znacajnih dijagnostickih, prognostickih i terapijskih biljega
koji bi poboljsali kvalitetu zdravstvene usluge za pacijente oboljele od karcinoma bubreznih

stanica.

Ciljevi: Ciljevi naseg istrazivanja bili su utvrdivanje izrazaja VEGF, FGFR1 i FGFR2
biljega u razli¢itim stadijima karcinoma bubreznih stanica u odnosu na izrazaj u normalnom
tkivu te utvrdivanje kolokalizacije VEGF-a s FGFR1 i FGFR2 u karcinomu bubrega s

obzirom na patohistoloski stupanj tumora.

Materijali i metode: Istrazivanje smo proveli na uzorcima tumorskog tkiva 1 tkiva
zdravog ruba bubrega, uzetim od ispitanika kojima je dijagnosticiran karcinom bubrega
niskog (5 wuzoraka) 1 visokog (5 wuzoraka) stupnja. Provedeno je dvostruko
imunofluorescencijsko bojenje tkivnih rezova karcinoma bubrega i kontrola na kombinaciju
VEGF-a s FGFR1 1 FGFR2. Postotak pozitivnih stanica izracunali smo na deset
reprezentativnih polja iz svakog reza 1 izrazili kao srednju vrijednost = SD, a u odnosu izmedu
skupina (niski i1 visoki stadij te kontrolna skupina). Za analizu podataka koristili smo

Kruskal-Wallis i Dunn posthoc test.

Rezultati: Rezultati naseg istrazivanja pokazali su pozitivan imunohistokemijski
izrazaj VEGF, FGFR1 i FGFR2 u tkivu karcinoma bubrega niskog i visokog stupnja, kao i u
normalnom bubreznom tkivu. Ustanovljena je povremena kolokalizacija FGFR1 i VEGF u
normalnom bubreZznom tkivu te kolokalizacija FGFR1 i FGFR2 s VEGF kod karcinoma
bubrega niskog i1 visokog stupnja. U normalnom bubreznom tkivu, FGFR1, FGFR2 i VEGF
pokazali su blagu reaktivnost. U tkivu karcinoma bubrega niskog stupnja FGFR1 je pokazao
umjerenu reaktivnost, dok su FGFR2 i VEGF pokazali blagu reaktivnost. U tkivu karcinoma
bubrega visokog stupnja, svi biljezi su pokazali umjerenu reaktivnost. Utvrdena je

kolokalizacija VEGF - a s FGFR1 1 FGFR2 u karcinomu bubrega niskog i visokog stupnja.

Zakljucak: Temeljem rezultata utvrden je izrazaj i1 kolokalizacija VEGF, FGFR1 1
FGFR2 biljega u razli¢itim stadijima karcinoma bubreZnih stanica i u normalnom bubreZznom
tkivu. Navedeni rezultati doprinose boljem razumijevanju uloge ovih ¢imbenika u razli¢itim

patohistoloSkim stadijima karcinoma bubrega.
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Diploma thesis title: The expression of vascular endothelial growth factor and fibroblast

growth factor receptors 1 and 2 in renal cell carcinoma

Introduction: Renal cell carcinoma (RCC) is the most common type of kidney cancer
with a continuous increase in incidence and mortality in the world. Therefore, the efforts of
numerous research groups are focused on the detection of significant diagnostic, prognostic
and therapeutic markers that would improve the quality of health care for patients with renal

cell carcinoma.

Objectives: The aims of our study were to determine the expression of VEGF, FGFR1
and FGFR2 markers in different stages of renal cell carcinoma in regard to the expression in
normal tissue and to determine the colocalization of VEGF with FGFR1 and FGFR2 in renal

cell carcinoma considering the pathohistological tumor grade.

Materials and methods: The study was performed on samples of tumor tissue and
normal renal tissue, taken from respondents diagnosed with low (5 samples) and high grade (5
samples) renal cell carcinoma according to the WHO. Double imunofluorescence staining of
renal cell carcinoma tissue sections was performed and controlled on combination of VEGF
with FGFR1 and FGFR2. The percentage of positive cells was calculated on ten
representative fields from each section and expressed as mean + SD and in the relationship
between the groups (low and high stage and control group). We used the Kruskal-Wallis and

Dunn posthoc test for data analysis.

Results: The results of our study showed a positive immunohistochemical expression
of VEGF, FGFR1 and FGFR2 in low and high grade renal cell carcinoma tissue, as well as in
normal renal tissue. Occasional colocalization of FGFR1 and VEGF in normal renal tissue
and colocalization of FGFR1 and FGFR2 with VEGF in low and high grade renal carcinoma,
was established. In normal renal tissue, FGFR1, FGFR2 and VEGF showed mild reactivity. In
low grade renal cell carcinoma tissue, FGFR1 showed moderate reactivity, while FGFR2 and

VEGF showed mild reactivity. In high grade renal cell carcinoma tissue, all markers showed
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moderate reactivity. The colocalization of VEGF with FGFR1 and FGFR2 in low and high

grade renal carcinoma, was determined.

Conclusion: Based on the results, the expression and colocalization of VEGF, FGFR1
and FGFR2 markers in different stages of renal cell carcinoma and in normal renal tissue,
were determined. These results contribute to a better understanding of the role of these factors

in different pathohistological stages of renal cell carcinoma.
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