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1. UVOD 
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1.1. Razvoj ljudskog bubrega 

Prema hipotezi o podrijetlu zdravlja i bolesti u ljudi, promjene u okolini poput izlo~enosti 

hormonima stresa ili izmjene u koli�ini dostupnih hranjivih tvari tijekom razvoja organa/ 

organskog sustava, mogu imati trajne btetne u�inke koji dovode do pove�anog rizika za razvoj 

bolesti (1). Bubreg je vrlo osjetljiv na takve utjecaje jer mnogi �imbenici mogu promijeniti njegovu 

građu i razinu izra~aja va~nih funkcionalnih gena, najvjerojatnije epigenetskom modifikacijom (2). 

Stoga je va~no razumjeti vremenski okvir u razvoju bubrega te njegovu građu i izra~aj gena  u 

svakom razvojnom stadiju. 

 

1.1.1. Morfolobki razvoj bubrega 

Kod sisavaca, od intermedijarnog mezoderma nastaju tri para organa za izlu�ivanje u kranio-

kaudalnom smjeru (Slika 1). Organi poznati kao pronefros (predbubreg), mezonefros (prabubreg) 

i metanefros (definitivni bubreg), imaju razli�ite uloge (3). Iako su pronefros i mezonefros prolazni 

organi tijekom ontogeneze u �ovjeka, njihovo postojanje je nu~no za pravilan razvoj metanefrosa, 

odnosno trajnog bubrega.  
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Slika 1. Razvojni stadiji ljudskog bubrega. (Preuzeto u izvornom obliku iz Schell C, Wanner N, 

Huber TB. Glomerular development--shaping the multi-cellular filtration unit. Semin Cell Dev 

Biol. 2014;36:39-49.)  

 

Pronefros je prethodnik bubre~nog sustava koji se u humanom zametku po�inje  oblikovati 21. - 

22. dana, a u mibeva 8. dana nakon oplodnje (4). Razvija se od nefrotoma, segmenta 

intermedijarnog mezoderma koji sadr~i bupljinu nefrocel i izravno preko kratkog peritonealnog 

lijevka komunicira sa susjednim intraembrionalnim celomom. Od zida nefrotoma nasuprot 

peritonealnom lijevku nastaju pronefri�ki kanali�i i spajaju nefrocel s pronefri�kim (budu�im 

Wolffovim) kanalom koji zavrbava u kloaki. U nefrotomu stanice s trepetljikama  pomi�u teku�inu 

u pronefri�ke kanali�e, odakle se ona reapsorbira u okolne krvne sinuse. Pojedine ~ivotinjske vrste 

imaju razli�it broj pronefri�kih kanali�a (5). Op�enito, vodozemci i ribe imaju dobro razvijene i 

funkcionalane pronefrose koji opstaju tijekom cijelog ~ivota organizma i reguliraju pH krvi te 

ravnote~u vode i otopljenih tvari (6). Vibi kralje~njaci imaju rudimentarne i prolazne pronefrose 

koji nemaju funkciju bubrega.  

Mezonefros, kao druga generacija organa za izlu�ivanje, po�inje se razvijati s regresijom 

pronefrosa, oko 25. dana u �ovjeka i 9. dana u miba (7). Tijekom ranog razvoja mnogih ~ivotinjskih 
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vrsta mezonefros zauzima zna�ajno mjesto u abdominalnoj regiji. Wolffov kanal (WK) inducira 

nakupljanje stanica nefrogenog tra�ka, odnosno mezonefri�kog mezenhima i mezenhimsko-

epitelnu tranziciju (engl. mesenchymal-epithelial transition, MET) kako bi nastali bubre~ni 

mjehuri�i. Bubre~ni mjehuri� se diferencira u tjelebce u obliku slova „S< te kanali� nalik 

proksimalnom kanali�u definitivnog bubrega koji se otvara u WK. Mezonefrosi proizvode malu 

koli�inu urina i predstavljaju prvu funkcionalnu ekskretornu jedinicu u sisavaca. U ljudskom  

zametku razvijeniji kranijalni nefroni prvi atrofiraju i degeneriraju u skladu s kranio-kaudalnim 

razvojnim valom (3, 8, 9). Na kaudalnom kraju WK-a nikne mokra�ovodni pupoljak (MP) i time 

zapo�ne razvoj metanefrosa. Kod ~ena mezonefros potpuno regredira, a kod mubkaraca zaostaje 

dio mezonefri�kih kanali�a koji tvore izvodne kanali�e testisa (lat.  ductuli efferentes).  

Razvoj metanefrosa, trajnog bubrega u sisavaca, zapo�inje izrastanjem MP-a iz kaudalnog kraja 

WK-a. Kod mnogih vrsta su u nekom razdoblju istovremeno prisutni mezonefros i metanefros. MP 

urasta u masu metanefri�kog mezenhima (MM) od kojeg �e nastati nefroni metanefrosa. MM 

poti�e MP na rast i uzastopno grananje te nastaje mokra�ovodno stablo i iz njega dijelovi odvodnog 

sustava (sabirni kanali�i, bubre~ne �abice i bubre~na zdjelica), a od preostalog dijela mokra�ovod. 

Epitelne stanice vrhova sabirnih kanali�a (lat. ampullae) induciraju kondenzaciju stanica MM-a 

koje tvore mezenhim kape i pretubularne agregate (10). Pretubularni agregati prolaze kroz MET-u 

i nastaju bubre~ni mjehuri�i, od kojih se se prvo razvija tjelebce u obliku zareza, a zatim u obliku 

slova „S<. Od dijela tjelebca u obliku slova „S< koji je najbli~i MP-u razvija se distalni zavijeni 

kanali�, od sredibnjeg dijela proksimalni kanali�, Henleova petlja i distalni ravni kanali�, a od dijela 

najudaljenijega od MP-a nastaje Bowmanova �ahura. Epitel unutarnjeg lista Bowmanove �ahure 

diferencira se u podocite, a stanice vanjskog lista postaju parijetalne epitelne stanice (PES). Distalni 

kraj nefrona spaja se sa sabirnim kanali�em. Kapilare i mezangijske stanice urastaju u tjelebce u 

obliku slova „S<, a kapilare okru~e podociti koji vibe ne proliferiraju nego se po�inju diferencirati 

stvaranjem primarnih i sekundarnih no~ica. Bazalne membrane podocita i glomerularnih kapilara 

spajaju se u glomerularnu bazalnu membranu (GBM). U ljudi, spajanjem ogranaka MP-a nastaju 

bubre~na zdjelica i �abice (11). U kasnijim razvojnim stadijima grananja, svaki vrh MP-a 

istovremeno inducira stvaranje dva nefrona. Između  15. i 20. tjedna, vrbci MP-a se vibe ne granaju. 

Novonastali nefroni su raspoređeni u arkade povezane spojnim kanali�em.Vrh MP-a inducira 

nefron koji se povezuje s budu�im sabirnim kanalom. Od 20. tjedna nadalje, vrh MP-a nastavlja 

inducirati nefrone te zapravo ve�ina nefrona nastaje u tre�em tromjese�ju (11). Ovi se nefroni ne 
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ugrađuju u arkadu nego pri�vrb�uju izravno du~ cijele sabirne cijevi. Na svaki sabirni kanali� 

vezano je 9-11 nefrona. Nefrogeneza tj. stvaranje novih nefrona prestaje između 34. i 36. razvojnog 

tjedna. Ljudski bubreg sadr~ava 2 milijuna nefrona. Od 36. razvojnog tjedna do zrelog bubrega 

klju�an je porast intersticija i stani�na diferencijacija.    

Dan nakon bto MP uraste u MM, mogu se vidjeti kapilare na periferiji metanefrosa i oko MP-a (12, 

13). Između 8. i 10. tjedna gestacije u �ovjeka i oko 13. dana u miba, u tjelebce u obliku slova „S< 

urastaju kapilare. Otprilike u isto vrijeme mo~e se vidjeti bubre~na arterija koja polazi od dorzalne 

aorte do metanefrosa gdje se grana u sve manje arterije koje zavrbavaju kao aferentne arteriole 

glomerula (14). Job nije poznato podrijetlo endotelnih stanica koje �ine bubre~no krvo~ilje. Jedna 

mogu�nost je da  nastaju iz prekursorskih stanica u metanefrosu  tijekom vaskulogeneze, a druga 

da nastaju izvan metanefrosa, od postoje�ih ~ila mehanizmom angiogeneze. Eksperimentalno je 

potvrđeno da neke stanice unutar MM-a izra~avaju biljege endotela u razvoju (12, 15). Ostaje 

nejasno jesu li te endotelne stanice nastale u metanefri�kom mezenhimu procesom diferencijacije, 

ili su u metanefros ubli angioblasti. 

 

1.1.2. Geneti�ka regulacija razvoja metanefrosa 

Jedan od prvih koraka u razvoju metanefrosa je specifikacija metanefri�kog blastema iz 

intermedijarnog mezoderma koji se nalazi na kaudalnom kraju nefrogenog tra�ka. Uz to, razvoj 

metanefrosa zahtijeva WK jer gubitak funkcije gena normalno izra~enih u WK-u ima za posljedicu 

zaustavljanje njegova nastanka i agenezu bubrega. Sljede�i korak u razvoju metanefrosa je 

izrastanje MP-a iz WK-a. Za taj proces nu~na je interakcija neurotrofnog �imbenika rasta koji 

potje�e iz glija stanica (engl. glial cell line-derived neurotrophic factor, GDNF) i njegova 

antagonista, kobtanog morfogenetskog proteina 4 (engl. bone morphogenetic protein 4, BMP4) 

(Slika 2). GDNF je izra~en u metanefri�kom blastemu uz kaudalnu regiju WK-a i signalizira preko 

RET (engl. rearranged during transfection) receptorske tirozin kinaze na WK (16). Za vrijeme 

grananja MP-a, RET je ograni�ena na vrhove MP-a, a GDNF na mezenhim koji vrhove okru~uje, 

�ime je omogu�eno pravilno grananje samo na vrhovima MP-a. Nedostatak GDNF ili RET 

uzrokuje agenezu bubrega zbog nedostatka ili slijepog zavrbetka uretera te se nalaze samo mali 

neorganizirani bubre~ni rudimenti (17, 18). Pravilno mjesto izrastanja MP-a iz WK-a određeno je  
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interakcijom vibe gena koji reguliraju izra~aj i aktivnost GDNF ili BMP4 (19). Ve�ina tih gena je 

jako izra~ena u mezenhimu koji okru~uje WK i/ili MP. Njihov poreme�aj dovodi do patolobkih 

fenotipova s ektopi�nim pupanjem MP-a iz WK-a, ili ektopi�nim pupanjem iz samog MP-a (20-

22). Nakon bto MP uraste u MM, mnogi �imbenici mogu utjecati na daljni razvoj tako bto promi�u 

ili inhibiraju grananje, reguliraju du~inu ogranaka i simetriju grananja (23-25). 

 

Slika 2. Utjecaj GDNF i BMP4 na grananje mokra�ovodnog pupoljka. (Preuzeto i prilagođeno iz 

Wood-Bradley RJ, Barrand S, Giot A, Armitage JA. Understanding the Role of Maternal Diet on 

Kidney Development; an Opportunity to Improve Cardiovascular and Renal Health for Future 

Generations. Nutrients. 2015;7:1881-1905.) 

Prvi korak u nefrogenezi je epitelizacija neinduciranog MM-a, potaknuta �imbenicima koje MP 

lu�i (10, 26). Pod njihovim utjecajem stanice pretubularnog agregata koji �e se razviti u nefron, 

po�inju izra~avati epitelne biljege pa se mehanizmom MET-e razvija bubre~ni mjehuri� (10). 

Napredovanjem nefrogeneze geni postaju prostorno ograni�eni na razli�ite segmente nefrona. 

Određeni broj gena se izra~ava u podocitima tijekom razvoja glomerula. Među njima su najzna�ajni 

WT1 (Wilms tumor 1), NPHS1 (nefrin), NPHS2 (podocin) i SYNPO (sinaptopodin) (27). Mutacije 
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tih gena povezane su s prirođenim glomerulopatijama, bto ukazuje na va~nost pravilne 

diferencijacije podocita za normalnu funkciju glomerularne filtracijske barijere (GFB) (28).  

U po�etku se stromalne stanice MM-a nalaze periferno u odnosu na stanice mezenhima kape. 

Nakon po�etka nefrogeneze i nekoliko ciklusa grananja MP-a stanice MM-a raspoređuju se oko 

ogranaka MP-a i nefrona u razvoju i �ine primarni bubre~ni intersticij (29). Inaktivacija brojnih 

gena izra~enih u bubre~nom intersticiju dovodi do poreme�aja u regulaciji grananja MP-a i 

nefrogenezi, bto ukazuje na va~nost tog bubre~nog odjeljka za normalni razvoj metanefrosa (30).  

 

1.1.3. Razvoj bubre~ne funkcije 

U odraslih vodozemaca i riba mezonefros je funkcionalni bubreg, dok je u sisavaca prolazni organ 

koji je nu~an za nastanak metanefrosa. Poreme�aji gena koji spre�avaju nastanak mezonefrosa 

uvijek uzrokuju potpunu agenezu bubrega. Prolazni mezonefros ima 30-70 nefrona sa�injenih od 

glomerula, proksimalnog i distalnog kanali�a, bez Henleove petlje (31, 32). Dio stanica 

mezonefrosa odgovoran je za razvoj spolnih ~lijezda, a aortno-gonadno-mezonefri�ko podru�je je 

izvor hematopoetskih mati�nih stanica.  

Kod odraslih, bubreg kontrolira volumen krvi regulacijom volumena plazme (koli�ine soli i vode) 

i hematokrita (postotka eritrocita) te lu�i vibe �imbenika koji kontroliraju krvni tlak (33). 

Novorođen�e ima mnogo ve�i postotak vode od odrasle osobe (34). U nedonob�adi je sadr~aj vode 

job ve�i, ali i ve�a propusnost ko~e bto olakbava uklanjanje vibka vode (35). In utero je posteljica  

glavni regulator ravnote~e teku�ine, a jedna od glavnih funkcija bubrega je izlu�ivanje razrijeđenog 

urina kojom se odr~ava volumen amnijske teku�ine. Fetalni bubreg obavlja tu funkciju iako prima 

relativno mali udio minutnog volumena srca, svega 3% (u odraslih 25%). Mehanizam zadr~avanja 

natrija i vode u fetalnom bubregu je nezreo. Glomerularna filtracije u fetusa je  visoka u odnosu na 

niski protok krvi, 1,8 L/kg tjelesne mase/dan. Kortizol i angiotenzin II djeluju kao diuretici i 

natriuretici jer pove�avaju filtracijsko optere�enje iznad resorpcijskog kapaciteta nezrelih distalnih 

i sabirnih kanali�a (36, 37). Glomerularna filtracija u metanefrosu zapo�inje između 9. i 12. 

razvojnog tjedna. Ekskrecijska frakcija natrija u odraslih je 1%, a u fetalnom bubregu 5% zbog 

nezrelih ionskih prijenosnika. Fetalni bubreg ne mo~e posti�i visoki koncentracijski gradijent urina 

kao bubreg odrasle osobe. Osim toga, osmolarnost fetalnog urina je manja od osmolarnosti plazme, 
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djelomi�no zbog niske razine izra~aja gena za akvaporin (engl. aquaporin, AQP) 2 u sabirnim 

cijevima. S obzirom da je u novorođen�eta osmolalnost urina <150 mOsmol/kg vode, a maksimalni 

kapacitet koncentracije rijetko >500 mOsmol/kg vode, novorođen�e se mo~e usporediti s odraslom 

osobom koja ima nefrogeni dijabetes insipidusa (2). Ukupni izra~aj natrijskih kanala je ni~i u fetusa 

nego u odraslog, bto objabnjava ve�i postotak natrija u fetalnom urinu nego u urinu odrasle osobe, 

iako je fetalna mokra�a hipotoni�na (38). Relativno slaba sposobnost fetalnog bubrega da 

reapsorbira vodu mo~e se objasniti relativno malim izra~ajem AQP1 i AQP2 u bubrezima pri 

rođenju. AQP1 je glavni akvaporin proksimalnog kanali�a, a AQP2 jedini kanal za vodu u sabirnim 

kanali�ima, izra~en na apikalnoj strani stani�ne membrane. Kad treba sprje�iti gubitak vode, 

neurohipofiza lu�i arginin vazopresin (antidiuretski hormon, ADH).  ADH djeluje na receptore na 

bazolateralnoj membrani glavnih stanica sabirnog kanali�a, stimulira fosforilaciju i transport 

vezikularnog AQP2 do apikalne membrane, �ime omogu�ava trascitozu vode kao odgovor na 

osmotski gradijent. AQP3 i AQP4 nalaze se u bazolateralnoj membrani stanica i omogu�avaju 

izlazak reapsorbirane vode u intersticij (2). Renin-angiotenzinski sustav bubrega je va~an za razvoj 

fetalnog bubrega. imbenici tog sustava (renin, angiotenzinogen, angiotenzin konvertiraju�i enzim 

i receptori angiotenzina) u ljudi su vrlo rano prisutni u razvoju mezonefrosa i metanefrosa i imaju  

lokalno djelovanje (39). Glavno djelovanje renin-angiotenzinskog sustava tijekom fetalnog razvoja 

jest odr~avanje glomerularne filtracije i osiguravanje proizvodnje urina (40). U fetusa i 

novorođen�adi s recesivnom tubularnom disgenezom koju karakterizira odsutnost ili slab razvoj 

proksimalnih kanali�a i oligohidramnij, utvrđene su promjene u renin-angiotenzinskom sustavu 

(41). 

 

1.2. Podociti 

Podociti su jedna su od glavnih sastavnica GFB-e, jedinstvene stanice koje istovremeno 

izra~avaju biljege epitelnih i mezenhimalnih stanica (42). 
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1.2.1. Razvoj i morfologija podocita 

Prete�e podocita su sloj cilindri�nog epitela unutar dijela tjelebca u obliku slova „S< od kojeg �e 

nastati Bowmanova �ahura. Sazrijevanje podocita uklju�uje izlazak iz stani�nog ciklusa i 

preobrazbu u zvjezdoliku stanicu. Podociti su dobili su naziv po stani�nim nastavcima koji se 

nazivaju no~ice (engl. pedicels). No~ice podocita uronjene su u GBM-u na �ijoj je unutarnjoj strani 

fenestrirani endotel kapilara. Fenestra endotela, GBM i prostori između dvije sekundarne no~ice 

�ine GFB-u. No~ice su međusobno povezane specijaliziranim spojem koji se naziva filtracijska 

dijafragma (FD), bto je zna�ajka jedinstvena za podocite. No~ice su organizirane po 

interdigitiraju�em obrascu, bto zna�i da je no~ica jednog podocita s obe strane spojena s no~icama 

susjednog podocita (Slika 3). Nije jasno kako dolazi do organizirane interdigitacije no~ica pa su 

predlo~ena dva razli�ita objabnjenja ove jedinstvene pojave (28). Prema prvoj hipotezi, nezreli 

podociti rastave svoje privremene nepropusne spojeve (lat. zonulae occludentes) i ponovno se spoje 

nastavcima koji su nalik na filopodije i na kraju se pretvore u no~ice. Prema drugoj hipotezi 

podociti ostaju spojeni tijekom sazrijevanja, pove�anjem stanice citoplazmatski nabori stvaraju 

strukture nalik zatvara�ima koji sazrijevaju u no~ice, a neprupusni spojevi preoblikuju se u FD-e 

(Slika 4). Za razliku od nepropusnih spojeva koji se nalaze u nezrelim podocitima, FD nema E-

kadherina, porozna je i predstavlja posljednju barijeru u selektivnom zadr~avanju molekula plazme 

s velikom molekularnom masom (43). Broj podocita i njihov strukturni integritet  su vrlo va~ni za 

uspostavljanje i odr~avanje GFB-e. Inaktiviraju�e mutacije gena koji kodiraju nefrin i podocin kao 

integralne proteine FD-e, dovode do kongenitalne nefropatije koju karakterizira gubitak no~ica 

podocita i odsutnost FD-i (44, 45). Gubitak no~ica podocita je tipi�na patolobka promjena nakon 

obte�enja podocita i zna�ajno je povezana s pojavom masivne proteinurije.  
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Slika 3. Podociti prikazani skeniraju�om (lijevo) i transmisijskom (desno) elektronskom 

mikroskopijom. Brojem 1 ozna�eno je tijelo podocita, brojevima 2 i 3 primarni izdanci, a brojem 

4 no~ice (FP). Crvenim strelicama su ozna�ene filtracijske opne. (Preuzeto u izvornom obliku iz 

Blaine J, Dylewski J. Regulation of the Actin Cytoskeleton in Podocytes. Cells. 2020;9:1700.) 
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Slika 4. Razvoj i diferencijacija podocita kroz razvojne stadije bubrega. Crveno su ozna�eni 

međustani�ni spojevi između podocita. (Preuzeto u izvornom obliku iz Schell C, Wanner N, Huber 

TB. Glomerular development--shaping the multi-cellular filtration unit. Semin Cell Dev Biol. 

2014;36:39-49.)  

 

Transkripcijski �imbenik Wilms tumor 1 (WT1) je dio genetske regulatorne mre~e koja upravlja 

diferencijacijom podocita. Istra~ivanja na zebricama i kand~astim ~abama pokazuju da je u tu 

mre~u uklju�en NOTCH signalni put (46, 47). Mutacije WT1 gena imaju za posljedicu slab razvoj 

no~ica podocita i povezane su s glomerulopatijama (48). Poreme�eni izra~aj sastavnih dijelova FD-

e kao bto su nefrin i podocin također onemogu�ava uredni nastanak no~ica, bto ukazuje na 

koordinirani razvoj FD-i i no~ica podocita. Mutacije gena koji kodiraju proteine specifi�ne za 

podocite su zna�ajno povezane s proteinurijom, bto naglabava povezanost disfunkcije podocita s 

poreme�ajem GFB-e (49-52). Ve�ina tih gena kodira intrinzi�ne komponente FD-i ili njihove 

odgovaraju�e vezne proteine, a manji broj proteine za pre~ivljenje, diferencijaciju i jedinstvenu 

morfologiju podocita.  

Citoarhitektura podocita odra~ava njegovu biolobku ulogu i ujedno va~nost signaliziranja vezanog 

za stani�nu polarnost. FD je granica između apikalne i bazolateralne domene podocitne membrane. 

Nefrin je u interakciji s proteinima vezanima za polarnost, a gubitak njihove funkcije uzrokuje 

nenormalne spojeve između no~ica, poreme�enu lokalizaciju nefrina na stani�noj povrbini i 

proteinuriju (53-55). Istra~ivanja na mibevima i zebricama upu�uju na va~nost mehanizama 

apikalne lokalizacije proteina za uspostavljanje polariteta podocita i pravilnu FD-u (56, 57). 

Okosnica zavrbetka no~ica su paralelni snopovi aktinskih filamenata i povrbinska mre~a aktina u 

citoplazmi podocita. Smatra se da je poreme�aj citoskeleta uzrok gubitka no~ica i razgradnje FD-i 

(58). Proteinuriju uzrokuje gubitak proteina uklju�enih u regulaciju aktina u no~icama podocita, 

bto ukazuje na povezanost nastajanja FD-e s regulacijom aktinskog citoskeleta (59). Proteini 

potrebni za sazrijevanje podocita i odr~avanje no~ica sudjeluju u sidrenju podocita na GBM-u 

pomo�u fokalnih adhezija (60, 61). Za normalnu morfologiju podocita također su va~ni mehanizmi 

koji sprje�avaju polimerizaciju aktinskih mikrofilamenata (62, 63).  

Osim navedenog, dinamika citoskeleta i strukturna plasti�nost podocita regulirana je  

signalizacijom povezanom s kalcijem, lipidno-proteinskim interakcijama na FD-i i endocitozom. 
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Ionski kanali podocita reguliraju utok kalcija koji reorganizira aktinski citoskelet (64). Aktivacijske 

mutacije gena za kalcijske kanale u ljudi uzrokuju fokalnu segmentalnu glomerulosklerozu 

(FSGS), a gubitak tih gena sprje�ava obte�enje podocita (65, 66). Kalcijski kanali stupaju u 

interakciju s FD-om. Ta interakcija sudjeluje u odgovoru podocita na mehani�ke podra~aje kao bto 

su filtracijski tlak i promjene volumena glomerularnih kapilara, bto dovodi do adaptivnih promjena 

u aktinskom citoskeletu (67, 68). Autokrina signalizacija ovisna o lipidima je nu~na za regulaciju 

dinamike aktina, pravilni nastanak no~ica i FD-u podocita (69). Poreme�aji endocitoze u 

podocitima zbog odsutnosti proteina koji ve~u lipide mogu dovesti do gubitka no~ica i proteinurije. 

Pretpostavlja se da endocitoza mo~e dinami�ki oblikovati no~ice regulacijom izmjene sastavnih 

dijelova FD-e (70, 71). 

Poput drugih terminalno diferenciranih stanica kao bto su neuroni i kardiomiociti, u podocitima su 

proliferacija i diferencijacija usko povezani. Podociti konstitutivno izra~avaju nekoliko proteina 

stani�nog ciklusa, uklju�uju�i cikline i kinaze ovisne o ciklinu (engl. cyclin-dependent kinases, 

Cdk) i nekoliko inhibitora Cdk-a (72). U stadiju tjelebca u obliku slova „S< u proliferiraju�im 

prete�ama podocita nema izra~aja inhibitora Cdk-a (73, 74). U istom razvojnom stadiju podociti 

izlaze iz stani�nog ciklusa, postaju terminalno diferencirane stanice i jako izra~avaju inhibitore 

Cdk-a. Taj protein nije potreban za normalni razoj glomerula jer jednostruki knock-out mibji model 

za inhibitor Cdk-a ima urednu glomerularnu histologiju i funkciju bubrega. Međutim, u dvostrukih 

knock-out mibeva za inhibitore Cdk-a glomeruli su zna�ajno ve�i nego u  wild-type mibeva zbog 

pove�anja broja podocita, bto ukazuje na sinergisti�ko djelovanje inhibitora Cdk-a u podocitima 

(75). 

 

1.2.2. Odgovor podocita na obte�enje 

Iako razli�ite glomerularne bolesti imaju druga�ije patofiziolobke mehanizme za obte�enje 

podocita, skoro sve dovode do proteinurije i glomeruloskleroze. Klini�ki znak obte�enja podocita 

je proteinurija, odnosno albuminurija. Vrijednost proteinurije varira, a bolesti podocita treba 

razmotriti kad je  proteinurija nefrotskog ranga, ≥ 3,5 g/24 h. Najzna�ajniji mehanizmi koji 

izazivaju proteinuriju su: promjene u proteinima FD-e, gubitak no~ica, gubitak negativnog naboja 

membrane podocita, podocitopenija, obte�enje GBM-e i gubitak integriteta endotela. FD je 
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selektivna s obzirom na veli�inu proteina i njen negativni naboj ograni�ava prolaz proteinima.  

Poreme�aji proteina FD-e koji sprje�avaju normalnu funkciju filtracijske barijere mogu nastati 

uslijed smanjenja apsolutne razine jednog ili vibe proteina u ste�enim glomerularnim bolestima, 

mutacijama gena za te proteine u kongenitalnim i nasljednim glomerularnim bolestima i 

promjenama u stani�noj lokalizaciji nefrina ili podocina zbog patolobkih promjena (76, 77). 

Ultrasktrukturno, obte�eni podociti pokazuju vakuloizaciju citoplazme, mikroviloznu 

tranformaciju, gubitak no~ica i kondenzaciju bazalnog aktinskog citoskeleta (78). Aktivni proces 

povla�enja no~ica je uvjetovan promjenama u aktinskom citoskeletu. Gubitak no~ica dovodi do 

iskrivljenja i gubitka FD-e i obte�ene funkcije. Podociti su negativno nabijeni zbog anionskih 

proteina poput podokaliksina pa promjena naboja smanjuje selektivnost filtracijske barijere (79). 

Podocitopenija (smanjeni broj podocita) ima za posljedicu fokalno ogoljenje vanjske strane GBM-

e i prolaz albumina i ve�ih proteina plazme u urinarni prostor, zbog �ega s vremenom u tom 

segmentu skleroziraju glomerularne kapilare umna~anjem ekstracelularng matriksa. GBM je va~na 

brana prolasku proteina kroz GFB-u (80). Obte�enje podocita mo~e izravno utjecati na podle~e�u 

GBM-u. Podociti izlu�uju proteine izvanstani�nog matriksa koji kod membranske i dijabeti�ke 

nefropatije mijenjaju normalni sastav GBM-e, bto dovodi do pove�ane propusnosti u zadebljanim 

GBM-ama (81). Obte�eni podociti izlu�uju reaktivne spojeve kisika (82) i matriksne 

metaloproteinaze koji djeluju na određene proteine matriksa i stvaraju „rupe< u GBM-i kroz koje 

prolazi albumin (83). Podociti su preko GBM-e nasuprot glomerularnom endotelu i lu�e 

proangiogenetske �imbenike za pre~ivljenje endotela (84, 85). Nakon obte�enja podocita je lu�enje 

tih �imbenika smanjeno, bto dovodi do endotelioze (bubrenja endotelnih stanica) i/ili smrti 

endotelnih stanica, �ime se dalje obte�uje GFB. 

Glomerularne bolesti poput FSGS-e, membranske nefropatije i dijabeti�ne bubre~ne bolesti su 

�esto pra�ene glomerulosklerozom, koju mo~e uzrokovati nekoliko mehanizama. Kao bto je ranije 

navedeno, obte�eni podociti pove�avaju proizvodnju nekoliko proteina izvanstani�nog matriksa 

koji se mogu nakupiti da oblikuju o~iljak. Pove�ana proizvodnja inhibitora tkivnih 

metaloproteinaza u podocitu ograni�ava razgradnju proteina izvanstani�nog matriksa (81). 

Smanjenje broja podocita je najvjerojatniji uzrok segmentalnih o~iljaka u FSGS-i (86, 87). U 

genetski modificiranih btakora u kojih je mogu�a manipulacija stupnja stani�ne smrti podocita, 

opisana je izravna povezanost smanjenja broja podocita s opsegom glomeruloskleroze (88). Pad 

broja podocita za 20% je popra�en mezangijskom hipercelularnob�u, smanjenje na 40% rezultira  
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segmentalnim o~iljcima, a job ve�a podocitopenija izaziva globalnu glomerulosklerozu. Ima 

mnogo uzroka koji dovode do smanjenog broja podocita. Podociti su usidreni na specifi�ne 

proteine matriksa GBM-e. Promjene u stani�no-matriksnom prianjanju dovode do odvajanja 

podocita od GBM-e i njihove smrti jer trebaju proteine matriksa za pre~ivljenje (89). U klini�kim 

i eksperimentalnim uvjetima u urinu se mogu na�i odvojeni podociti (90). Mjerenje broja podocita 

i za podocite-specifi�nih proteina  u urinu je pokazatelj te~ine i aktivnosti glomerularnih bolesti. 

Za odr~avanje vitalnosti podocita potrebno je nekoliko �imbenika pre~ivljavanja, povoljan 

izvanstani�ni matriks i regulatorni proteini stani�nog ciklusa. Podociti imaju visoku bazalnu razinu  

autofagijske aktivnosti protiv starenja i u glomerularnim bolestima. Ako se podocitima isklju�i 

izra~aj klju�nih proteina za autofagiju, nakupljaju se u citoplazmi obte�eni mitohondriji i proizvodi 

oksidacije, bto dovodi do pogorbanja glomerularne bolesti (91). Oblici stani�ne smrti podocita su 

apoptoza, nekroza, nekroptoza i mitotska katastrofa. Prethodno navedeni mehanizmi dovode do 

gubitka podocita i podocitopenije. S obzirom da su postmitoti�ke, terminalno diferencirane epitelne 

stanice, podociti imaju vrlo nisku sposobnost proliferacije. Iako mogu pove�ati izra~aj ciklina do 

razine potrebne za mitozu, podociti koji zapo�nu mitozu prolaze kroz mitotsku katastrofu, tj. ne 

uspijevaju pravilno dovrbiti citokinezu i umiru (92). Podociti ne mogu provesti sintezu DNA jer 

imaju visoki izra~aj inhibitora Cdk-a koji ograni�ava proliferaciju. Zato sinteza DNA ne mo~e 

pratiti gubitak podocita u progresivnim glomerularnim bolestima, bto dovodi do ukupnog 

smanjenja broja podocita s posljedi�nom glomerulosklerozom. Hipertrofija podocita je mehanizam 

prilagodbe na pove�ani glomerularni volumen koji se vidi u nekim glomerularnim poreme�ajima i 

starenju. Hipertrofija je pove�anje stanica uzrokovano pove�anim omjerom proteina i DNA i mo~e 

nastati raznim mehanizmima. Na mibjem modelu se pokazalo da hipertrofija podocita izlo~enih 

mehani�kom rastezanju ovisi o izra~aju specifi�nih proteina stani�nog ciklusa i signalnim putevima 

(93). 

Nepokretnost podocita ukazuje na stabilnost građe no~ica i nu~na je za odvijanje selektivne 

filtracije. Određeni podra~aji poti�u pokretljivost podocita, bto je popra�eno dinami�kom 

reorganizacijom interdigitacije no~ica, a histolobki se vidi kao gubitak no~ica. Pove�anje ili 

manjenje pokretljivosti zbog promjena u aktinskim regulatornim proteinima  dovest �e do gubitka 

no~ica (94). Promjene u pokretljivosti kao odgovor na obte�enje treba razlikovati od migracije 

podocita koja je kretanje podocita s njegovog normalnog mjesta na drugo. Zreli podociti mogu 

migrirati s GBM-e na Bowmanovu �ahuru, ali svrha i posljedice tog procesa nisu poznati (95). 
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1.3. Parijetalne epitelne stanice 

PES stvaraju jednoslojni plo�asti epitel koji gradi parijetalni list Bowmanove �ahure. Na ~ilnom 

polu bubre~nog tjelebca nastavljaju se na podocite visceralnog lista, a na mokra�nom polu na 

stanice proksimalnog zavijenog kanali�a (Slika 5). 

 

 

Slika 5. Smjebtaj i funkcije PES-a. Lijevo gore - djeluju kao progenitori podocita; desno gore - 

nadziru protok glomerularnog filtrata putem primarnih cilija; lijevo dolje - vrbe endocitozu proteina 

filtrata; desno dolje - tvore nepropusnu barijeru pomo�u svojih međustani�nih spojeva. (Preuzeto i 

prilagođeno iz  Li Z, Guo X, Quan X, Yang C, Liu Z, Su H, i sur. The role of parietal epithelial 

cells in the pathogenesis of Podocytopathy. Front Physiol. 2022;13:832772.)  
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1.3.1. Razvoj i funkcije PES-a  

Stanice prete�e PES-a smjebtene na vanjskoj strani dijela tjelebca u obliku slova „S<, �ine epitelni 

sloj koji postaje parijetalni list Bowmanove �ahure. Kubi�ni epitel se progresivno spljobtava u 

plo�asti epitel i nastaju zrele PES (96). Prete�e podocita i prete�e PES-a razlikuju se od susjednog 

epitela budu�eg proksimalnog kanali�a po izra~aju transkripcijskih �imbenika (97). PES izra~avaju 

WT1 u zna�ajno manjoj mjeri nego podociti (98). WT1 normalno suzbija kanonsko WNT 

signaliziranje pomo�u epigenetskog mehanizma koji smanjuje izra~aj β-katenina (99). 

Eksperimentalno, ciljana delecija β-katenina u tjelebcu u obliku slova „S< dovodi do stvaranja 

glomerularnih cista bez PES-a (100). Cisti�ni glomeruli imaju Bowmanovu �ahuru i podocite s 

no~icama i FD-ama, ali nema PES, bto dokazuje da kanonsko WNT signaliziranje ima zna�ajnu 

ulogu u diferencijaciji PES-a.  

Debljina  PES-a varira od 0,1 do 0,3 µm i pove�ava se na 2 do 3,5 µm u podru�ju jezgre; povrbinu 

obla~u mikrovili i cilije. Iako nemaju specifi�nih biljega, zrele PES imunohistokemijski pokazuju  

pozitivan izra~aj biljega PAX2, PAX8, Klaudin-1, Klaudin-2 i Klaudin-16 (96). Primarne cilije na 

povrbini PES-a imaju va~nu ulogu u odgovoru na kemijske i mehani�ke podra~aje (101). Primarne 

cilije „opa~aju< promjene u protoku glomerularnog filtrata i podi~u koncentraciju unutarstani�nog 

kalcija koji utje�e na izra~aj gena (96). PES se mogu kontrahirati i tako regulirati glomerularnu 

filtraciju promjenom tlaka u Bowmanovom prostoru (102).  

PES le~e na bazalnoj membrani Bowmanove �ahure i zajedno s njom �ine barijeru koja sprje�ava 

birenje glomerularnog filtrata u izvanstani�ne prostore (103). Nepropusni spojevi između susjednih 

PES-a predstavljaju nepropusnu barijeru koja sprje�ava izlazak proteina glomerularnog ultrafiltrata 

u ekstraglomerularni prostor (104). U patolobkim uvjetima, smanjenje nepropusnih veza dovodi do 

pove�anja udaljenosti između PES-a pa ultrafiltrat prolazi u ekstraglomerularni prostor. Kod 

preoptere�enja glomerularnim ultrafiltratom, PES unose proteine endocitozom bto dovodi do 

njihova obte�enja (96). 

U ~ivotinjskim modelima u kojima su PES selektivno obte�ene i uklonjene, podociti se integriraju 

u parijetalni list Bowmanove �ahure, a u slu�aju gubitka podocita, PES nasele glomerularno klupko 

(95, 105). U normalnim uvjetima postoji kontaktna inhibicija između PES-a i susjednih podocita 

na ~ilnom polu glomerula koja sprje�ava migraciju. PES izra~avaju biljege mati�nih stanica kao 
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bto su klaster diferencijacije (engl. cluster of differentiation, CD) 24 i CD133 i mogu proliferirati  

za razliku od terminalno diferenciranih podocita. Smatra se da su PES izvor progenitora za zamjenu 

obte�enih podocita i epitela proksimalnih kanali�a (106). U skladu s tim, obilje~ene PES mogu se 

na�i na glomerularnom klupku gdje poprimaju izgled podocita i izra~avaju neke biljege specifi�ne 

za podocite (95, 107). 

 

1.3.2. Odnos PES-a i podocita  

Populacija PES-a vjerojatno sadr~ava i progenitore za podocite, jer se nalaze u istom dijelu nefrona, 

u izravnom su kontinuitetu s podocitima i odr~avaju nisku razinu proliferacije tijekom cijelog 

~ivota (108). Tri su subpopulacije PES-a prema izra~aju biljega mati�nih stanica, CD24 i 

glikozilirane izoforme CD133 (engl. glycosylated CD133, glyCD133) i podocitnog biljega 

podokaliksina (engl. podocalyxin, PDX). Subpopulacije prema tom imunoprofilu su: parijetalne 

epitelne multipotentne progenitorske stanice (glyCD133+ CD24+ PDX−), determinirani 

progenitori podocita (glyCD133+ CD24+ PDX+) i parijetalni podociti (glyCD133− CD24− 

PDX+) (Slika 6) (106). U transgeni�nih mibeva sa specifi�no ozna�enim PES-ama je in vivo 

pokazano da stanice Bowmanove �ahure migriraju u glomerularno klupko tijekom rasta te 

izra~avaju podocitne biljege i imaju tipi�nu morfologiju podocita. Ovi nalazi upu�uju na zaklju�ak 

da je subpopulacija PES-a izvor progenitorskih stanica koje u fiziolobkim uvjetima mogu migrirati 

na glomerularno klupko i diferencirati se u podocite. Rezultati nekoliko istra~ivanja na 

~ivotinjskim modelima upu�uju da PES mogu doprinijeti pove�anju broja podocita u 

glomerulopatijama poput FSGS-e i dijabeti�ke nefropatije (109-111).  
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Slika 6. Subpopulacije PES-a. K – kapilara, PD – podocit, MP – mokra�ni prostor. (Preuzeto i 

prilagođeno iz Bharati J, Chander PN, Singhal PC. Parietal Epithelial Cell Behavior and Its 

Modulation by microRNA-193a. Biomolecules. 2023;13:266.) 

Nasuprot tome, nekoliko istra~ivanja dovodi u pitanje ulogu PES-a kao mogu�ih podocitnih 

progenitora. Pokus pra�enja sudbine stanica u transgeni�nim mibevima je pokazao da svi parijetalni 

podociti u glomerularnim cistama, koje �esto nastaju u ljudskim bubrezima nakon obte�enja, 

potje�u od visceralnih podocita koji su migrirali iz glomerularnog klupka na Bowmanovu �ahuru, 

a ne iz PES-a (105). U drugom istra~ivanju, β-katenin (glavni �imbenik kanonskog WNT 

singaliziranja) je bio inaktiviran u svim epitelnim stanicama nefrona bubrega u razvoju. Posljedica 

je da su PES bile zamjenjene potpuno diferenciranim parijetalnim podocitima, bto ukazuje  da je 

β-katenin uklju�en u određivanje stani�ne sudbine PES-a (100). Međutim, u odraslih ~ivotinja 

inaktivacija β-katenina u PES-ama nije dovela do diferencijacije PES-a u podocite (112). U dva 

istra~ivanja na odraslim transgeni�nim mibevima s ozna�enim PES-ama nije dokazana uloga PES-

a kao progenitora za podocite (113, 114). Regeneracija podocita iz PES-a nije prisutna u odraslih 

mibeva.  
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Međutim, tijekom razvoja glomerula i u adolescentnih mibeva stanice Bowmanove �ahure aktivno 

migriraju na glomerularno klupko gdje izra~avaju biljege i poprimaju fenotip diferenciranih 

podocita (107). Rano u razvoju glomerula miba nastaje populacija stanica u Bowmanovoj �ahuri  

determinirana za podocitnu diferencijaciju (rezerva podocita). Zbog nedostatka prostora u nezrelim 

glomerulima te se stanice postave blizu ~ilnog pola, dok se ne regrutiraju na glomerularno klupko 

i postanu potpuno diferencirani podociti (113, 115). Kod ljudi se također mogu prona�i stanice 

nalik progenitorima  podocita među PES-ama, ali su rjeđe u odraslih (113, 116). Ljudski glomeruli 

su sedam puta ve�i u odraslih nego u djece i imaju 25% vibe podocita nego glomeruli djece mlađe 

od 3 godine (116, 117). Dodatni podociti vjerojatno potje�u iz rezervoara progenitora u 

Bowmanovoj �ahuri, bto omogu�uje zna�ajnu fiziolobku glomerularnu hipertrofiju. Pove�anje 

broja podocita u ljudi je znatno manje od pove�anja glomerularnog volumena (700%) koje se javlja 

između djetinjstva i odrasle dobi. To dovodi do smanjenja gusto�e podocita po glomerulu i 

nazna�ava da pove�anje broja podocita nije u�inkovito u usporedbi sa sposobnob�u glomerula da 

hipertrofira (116).  

 

1.3.3. PES u glomerularnim bolestima  

U ve�ini obte�enih glomerula mogu se na�i aktivirane PES koje imaju pove�anu jezgru i citoplazmu 

te zadebljanu bazalnu membranu u usporedbi s PES-ama u normalnim glomerulima (97, 118). 

Aktivirane PES mogu proliferirati, migrirati i lu�iti izvanstani�ni matriks. Slabo su definirani 

�imbenici koji induciraju i/ili posreduju aktivaciju PES-a. Aktivirane PES se nalaze u 

proliferativnim lezijama kod glomerulonefritisa s polumjesecima ili u skleroti�nim lezijama, a 

najistaknutije su u FSGS-i (119).  

Svaka glomeruloskleroza zapo�inje obte�enjem i gubitkom podocita, nakon �ega nastaju sinehije, 

stani�ne adhezije s Bowmanovom �ahurom. Stani�ne adhezije su kriti�ni korak za razvoj 

segmentalne glomeruloskleroze (120). U btakorskom modelu je opisan slijed događaja prema 

kojem podociti hipertrofiraju kako bi prekrili pove�anu povrbinu kapilara, bto dovodi do gubitka 

podocita i segmentalnog ogoljenja GBM-e koja poti�e nastanak adhezija (121). Stani�ne adhezije 

mogu nastati zbog podocita i PES-a, jer �imbenici poput stani�ne aktivacije, mogu utjecati na 

nastanak adhezija (119). Adhezije predstavljaju most preko kojeg aktivirane PES migriraju na 
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ozlijeđeni segment glomerularnog klupka (122). Na serijskim presjecima uzoraka bioptiranih 

bubrega u bolesnika, svaka skleroti�na lezija je bila povezana s adhezijom između kapilarnog 

segmenta i Bowmanove �ahure (Slika 7). 

 

Slika 7. Shematski prikaz nastanka stani�nih adhezija i posljedni�ne glomeruloskleroze. (Slika je 

izrađena prema Little MH. Kidney Development, Disease, Repair and Regeneration. Cambridge 

(MA): Academic Press, 2015. 319-334 str.) 
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Tehnologijom pra�enja sudbine stanica vidjelo se da aktivirane PES preko adhezija invadiraju 

segmente kapilarnog klupka (123). PES su opisane u skleroti�nim i hiperplasti�nim lezijama 

nekoliko varijanti primarne FSGS-e i kolapsnoj FSGS-i (122, 124). Rijetko PES mogu migrirati 

preko postoje�ih podocita, bto ukazuje na mogu�nost da aktivirane PES također mogu uzrokovati 

gubitak podocita i progresiju obte�enja (119). Kad dođu na kapilarno klupko, PES lu�e vlastiti 

izvanstani�ni matriks, a istovremeno se razvija endokapilarna i mezangijska skleroza s gubitkom 

kapilara (123, 125). Kona�no, cijela povrbina glomerularnog klupka postane prekrivena PES-ama, 

a podociti nestanu. U globalno skleroziranim glomerulima PES također nestaju ostavljaju�i 

acelularni matriks. Opisani slijed događaja koji vodi nastanku skleroti�nih lezija nalazi se u 

biopsijama bolesnika i u eksperimentalnim modelima primarne idiopatske FSGS-e.  

U kolapsnoj glomerulopatiji tebko obte�enje podocita dovodi do njihove dediferencijacije, kolapsa 

glomerularnih kapilara i zna�ajne hiperplazije epitelnih stanica u urinarnom prostoru, koju 

histolobki treba razlikovati od glomerulonefritisa s polumjesecima (Slika 8) (126). Iako 

proliferiraju�e stanice ne izra~avaju biljege podocita, mislilo se da su to disregulirani ili 

dediferencirani podociti koji su ponovno ubli u stani�ni ciklus radi proliferacije (127). Međutim, 

hiperplasti�ne stanice izra~avaju biljege PES-a (CD24 i glycCD133), bto ukazuje na mogu�nost da 

su podrijetla PES-a (128, 129). Među hiperplasti�nim stanicama, 50–75% izra~ava CD24 i 

glycCD133, a ne izra~avaju biljege podocita (nestin i PDX); 10–40% izra~ava nestin i PDX, a ne 

izra~avaju CD24 i glycCD133; 2–15% izra~ava nestin, glycCD133 i CD24 (130). Iako rezultati 

brojnih istra~ivanja daju prednost PES-ama kao izvoru proliferiraju�ih stanica u kolapsnoj 

glomerulopatiji, nije jasno koji mehanizmi dovode do njihove proliferacije. 
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Slika 8. Histolobki prikaz bubre~nog tkiva bolesnika s kolapsnom glomerulopatijom (lijevo) i 

glomerulonefritisom s polumjesecima (desno). U kolapsnoj glomerulopatiji u ekstrakapilarnoj 

proliferaciji nema upalnih stanica, koje su brojne u polumjesecima glomerulonefritisa s 

polumjesecima. Lijeva slika prikazuje bojenje srebrom, a desna hematoksilinom i eozinom. 

(Histolobki prikaz kolabiraju�e glomerulopatije je preuzet u izvornom obliku iz Ranganathan S. 

Pathology of Podocytopathies Causing Nephrotic Syndrome in Children. Front Pediatr. 2016;4:32. 

Histolobki prikaz glomerulonefritisa s polumjesecima je preuzet u izvorom obliku iz Adnan MM, 

Morton J, Hashmi S, Mujeeb SA, Kern W, Cowley BJ. Anti-GBM of Pregnancy: Acute Renal 

Failure Resolved after Spontaneous Abortion, Plasma Exchange, Hemodialysis, and Steroids. Case 

Rep Nephrol. 2014;2014:243746.) 

Za razliku od glomerularnih bolesti kod kojih je primarno obte�enje vezano uz podocite (npr. FSGS 

ili primarna membranska nefropatija), postoje eksperimentalni dokazi da je glomerulonefritis s 

polumjesecima bolest u kojoj primarno obte�enje nastaje na PES-ama. Celularni polumjesec 

definiran je kao tri i vibe slojeva proliferiranih epitelnih stanica u urinarnom prostoru i smatra se 

aktivnom patohistolobkom promjenom. U bolestima glomerula izazvanom imunokompleksima i 

brzoprogresivnom glomerulonefritisu razne etiologije osnovni okida� za nastanak ekstrakapilarnih 

celularnih polumjeseca jest ruptura GBM izazvana aktivacijom komplementa. Ako je velik 

postotak glomerula koji imaju celularne polumjesece, glomerulonefritis se manifestira brzim  

bubre~nim zatajenjem i zahtjeva odgovaraju�u terapiju  (131, 132). Mogu�i razvoj specifi�ne 

terapije vezan je za podrijetlo proliferiranih stanica koje formiraju celularne polumjesece. Prema 

pra�enju stani�ne sudbine, rani celularni polumjeseci potje�u od glomerularnih epitelnih stanica, 
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osobito aktiviranih PES-a (97, 133). Imunohistokemijski u celularnim polumjesecim epitel 

ve�inom pokazuje biljege PES-a, a zna�ajno manje biljege podocita (134-137). U mibjem modelu 

ablacija 30% PES uzrokuje prolaznu proteinuriju niskog stupnja i aktivaciju preostalih PES-a koje 

proliferiraju i reepiteliziraju ogoljele dijelove Bowmanove �ahure (138). Proliferacija se nastavila 

do 40. dana nakon ablacije PES, bto je rezultiralo nastankom tipi�nih celularnih polumjeseca koji 

su uzrokovali pojavu periglomerularnog infiltrata aktiviranih dendriti�nih stanica. Nalazi podupiru 

hipotezu da se u nedostatku primarnog upalnog ili imunolobkog podra~aja mogu formirati klasi�ni 

celularni stani�ni polumjeseci građeni isklju�ivo od aktiviranih PES-a.  

 

1.4. Nefrotski sindrom 

U nefrotskom sindromu  (NS) glomeruli propubtaju >3,5 g/L proteina plazme u  urin pa zbog 

hipoproteinemije nastaju edemi. NS se javlja u djece i odraslih, a globalno je u djece naj�eb�i 

bubre~ni sindrom. Definiran je sljede�im klini�kim karakteristikama: hipoalbuminemija (< 25 g/L 

albumina u plazmi), edem i proteinurija nefrotskog ranga (> 40 mg/m2/h proteina u mokra�i) ili 

omjerom protein/kreatinin > 200 mg/mmol u urinu (139, 140). Među populacijama je razili�ita 

incidencija NS-a. U devet retrospektivnih istra~ivanja procijenjena je godibnja incidencija 1,8–11,6 

na 100.000, a u tri prospektivna istra~ivanja je godibnja incidencija 1,15–2,1 na 100.000 (141). 

Prevalencija NS-a je ve�a u mubkaraca, ali postoji regionalna raznolikost (141, 142). Prema 

etiologiji, NS se dijeli na idiopatski (primarno bubre~no obte�enje) i sekundarni (NS je posljedica 

sistemskih bolesti poput sistemnog lupusa eritematozusa ili Henoch-Schönlein nefritisa) (143). 

Idiopatski NS se mo~e klasificirati po patohistolobkoj prezentaciji. U djece se ve�inom (80%)  radi 

o bolesti minimalnih promjena, a ostatak su primarna FSGS, primarna membranska nefropatija i 

mezangijska skleroza (141). S obzirom na vrijeme pojave,  NS se dijeli na kongenitalni NS (< 3 

mjeseca starosti), infantilni NS (4–12 mjeseca starosti), pedijatrijski oblik NS-a (1–18 godina 

starosti) i adultni oblik NS-a (>18 godina starosti) (144). S obzirom na odgovor na terapiju 

kortikosteroidima,  idiopatski NS se dijeli u  kortikosteroid-osjetljivi NS, kortikosteroid-ovisni NS 

i kortikosteroid-otporni NS (143). Oko 90% pedijatrijskih bolesnika kompletno odgovara na  

kortikosteroidnu terapiju i imaju dugotrajno povoljnu prognozu (145). Oko 10% bolesnika ima  

izvanbubre~ne komplikacije NS-a i razviju zavrbni stadij kroni�nog bubre~nog zatajenja (KBZ). 
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ak 30–40% bolesnika s kortikosteroid-otpornim NS  razvije KBZ desetak godina nakon dijagnoze 

(146-148). 

 

1.4.1. Patofiziologija i lije�enje NS-a 

Uzrok proteinurije u NS-u je obte�enje strukture/funkcije GFB-e. U ve�ini nasljednih i ste�enih 

nefropatija, prekid integriteta filtracijske barijere je povezan sa zna�ajnim gubitkom proteina 

plazme i difuznim gubitkom podocitnih no~ica. Poznata su dva klju�na mehanizma koja dovode 

do obte�enja filtracijske barijere - imunolobka disregulacija i promjene u genima vezanima za 

funkciju podocita (149).  

U NS-u se rano u tubulointersticiju nalazi upalni infiltrat mononukleara, prete~no makrofaga i T 

limfocita (150, 151). Koli�ina upalnog infiltrata povezana je sa smanjenjem glomerularne filtracije, 

talo~enjem proteina u izvanstani�ni matriks i naknadnom sklerozom intersticija (152). Epitelne 

stanice bubre~nih kanali�a mogu djelovati kao antigen-prezentiraju�e stanice i stimulirati T 

limfocite te na taj na�in odr~avati upalni proces. Opisane su promjene u odnosu subpopulacija T 

limfocita u perifernoj krvi bolesnika s NS-om. Smanjen je broj CD4+ T stanica i pove�an broj 

CD8+ T limfocita i prirodnoubila�kih stanica (153-155). U ~ivotinjskom modelu NS-a, deplecija 

CD4+ T stanica je inducirala pove�anje broja CD8+ T limfocita i makrofaga u bubre~nom tkivu i 

dovela do pogorbanja bolesti, bto ukazuje na zabtitnu funkciju CD4+ T stanica (156). S druge strane, 

deplecija CD8+ T limfocita u ~ivotinjskom modelu NS-a je zna�ajno smanjila obte�enje bubrega i 

broj  makrofaga, bto ukazuje na nepovoljnu ulogu CD8+ T stanica (157). Tebki NS je povezan sa 

smanjenom aktivnob�u FOX pozitivnih regulatornih T stanica (Treg), �iji je broj smanjen u 

pedijatrijskih bolesnika s NS-om (150, 158, 159). Izgleda da B limfociti sudjeluju u patofiziologiji 

NS-a, jer je dokazan povoljan u�inak rituksimaba u bolesnika s NS-om (155, 159, 160).  

Neki tipovi glomerulonefritisa, poput glomerulonefritisa s polumjesecima i 

membranoproliferativnog glomerulonefritisa, imaju prete~no Th1 uzorak imunolobkog odgovora, 

dok membranska nefropatija, IgA nefropatija i bolest minimalnih promjena imaju prete~no Th2 

odgovor. Izgleda da  NS odra~ava neravnote~u između Th1 i Th2 odgovora (151, 158, 161). S 

obzirom na slo~eni odnos između razli�itih citokina i stanica imunolobkog sustava, NS vjerojatno 
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proizlazi iz istodobnih ili uzastopnih promjena u razli�itim podvrstama imunih stanica i razli�itih 

citokina, bto ovisi o individualnom imunolobkom odgovoru, stadiju bolesti i odgovoru na terapiju. 

Nasljedni strukturni defekti GFB-e povezani su s kortikosteroid-otpornim NS, bto naglabava 

klju�nu ulogu podocita u patogenezi glomerulopatija. U dvije tre�ine bolesnika s ne-sindromskim 

NS-om izra~enim u prvoj godini ~ivota i otpornim na kortikosteroidnu terapiju nalaze se mutacije 

gena jako izra~enih u podocitima (162). Sindromski oblici kortikosteroid-otpornog NS-a su mnogo 

rjeđi, vezani uz mutacije gena koji kodiraju transkripcijske �imbenike, proteine GBM-e, 

lizosomske i mitohondrijske proteine i regulatore kromatina (163-167). Mutacije u genu NPHS1 

odgovorne su za ve�inu slu�ajeva kongenitalnog nefrotskog sindroma, a u genu NPHS2 za ve�inu 

slu�ajeva ranog kortikosteroid-otpornog NS-a (44, 45).  

Prva linija lije�enja za djecu s idiopatskim NS-om su kortikosteroidi per os. Nakon prve epizode 

NS-a, 90% djece postignu remisiju ovom terapijoim (168). Od bolesnika koji su ubli u  remisiju, 

njih 95% postigne klini�ki odgovor nakon �etiri tjedana terapije kortikosteroidima, a 98% nakon 

osam tjedana (145). Bolesnike koji nisu reagirali na kortikosteroide treba lije�iti imunosupresivima 

kao bto su inhibitori kalcineurina (ciklosporin, takrolimus), ciklofosfamid, klorambucil, 

mikofenolat mofetil i rituksimab (anti-CD20). Ostali neimunosupresivni lijekovi za lije�enje NS-a 

su inhibitori angiotenzin konvertiraju�eg enzima (engl. angiotensin converting enzyme inhibitors, 

ACEi) i blokatori angiotenzinskih receptora (engl. angiotensin receptor blockers, ARB). 

Kortikosteroidi, imunosupresivni lijekovi i monoklonska protutijela na CD20 (rituksimab) 

vjerojatno potiskuju proizvodnju �imbenika T stanica i B stanica koji sudjeluju u imunolobkom 

mehanizmu odgovornom za neke kortikosteroid-otporne NS-e. Imunosupresivni lijekovi 

deksametazon, inhibitori kalcineurina i rituksimab mogu biti u�inkoviti kod neimunih uzroka 

kortikosteroid-otpornog NS-a jer izravno djeluju na podocite. ACEi i ARB smanjuju proteinuriju i 

usporavaju progresiju glomeruloskleroze (169). Neuspjeh u postizanju remisije vodi u progresiju 

bolesti sve do zavrbnog stadija zatajenja bubrega, kad su mogu�e opcije dijaliza i nefrektomija s 

transplantacijom bubrega (170). U tre�ine transplatiranih bolesnika bolest �e recidivirati, mnogo 

�eb�e u onih koji su imali kortikosteroid-otporni NS i kortikosteroid-odgođeno otporni NS  (171). 
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1.4.2. Kongenitalni nefrotski sindrom finskog tipa 

Kongenitalni NS se prezentira unutar 3 mjeseca od rođenja i ima nepovoljniji tijek od infantilnog 

NS-a koji se kasnije javlja u prvoj godini ~ivota. Naj�eb�a podvrsta kongenitalnog NS-a je 

kongenitalni nefrotski sindrom finskog tipa (engl. congenital nephrotic syndrome of the Finnish 

type, CNF),  autosomno recesivni nasljedni poreme�aj karakteriziran masivnom proteinurijom po 

rođenju (> 20 g/L proteina u urinu), pove�anom posteljicom (> 25% porođajne mase 

novorođen�eta), izra~enim edemom novorođen�eta i karakteristi�nim radijalnim probirenjima 

proksimalnih kanali�a (Slika 9). Navedeni simptomi �eb�e se otkrivaju nakon tre�eg mjeseca 

starosti, iako su opisani ve� u fetusima (172-175). Probirenje mezangija i gubitak kapilara su 

prisutni u zna�ajnom broju CNF-a (176, 177). Hipoperfuzija i smanjena gusto�a 

tubulointersticijskih kapilara mogu uzrokovati brzi razvoj intersticijske fibroze (174). U�estalost 

CNF u Finskoj je 1:8.200 ~ivorođenih, a visoka u�estalost nalazi se  u zatvorenoj zajednici amiba, 

tzv. menonita Starog Reda u Lancasteru u Pensilvaniji, SAD (178, 179). Klini�ka obilje~ja tebkog 

oblika CNF-a su slabo napredovanje, potebko�e u odr~avanju ravnote~e vode u tijelu i komplikacije 

poput tromboze i sepse (180). 

 

 

Slika 9. Histolobki prikaz bubre~nog tkiva bolesnika s kongenitalnim nefrotskim sindromom 

finskog tipa (lijevo) i fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom (desno). Bojenje 

hematoksilinom i eozinom. (Slike su preuzete u izvornom obliku iz Ranganathan S. Pathology of 

Podocytopathies Causing Nephrotic Syndrome in Children. Front Pediatr. 2016;4:32.) 
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Uzrok CNS je mutacija gena NPHS1 na dugom kraku kromosoma 19. U Finskoj je 90 % CNF-a  

posljedica dvije NPHS1 mutacije, Fin major (delecija nukleotida 121 i 122) i Fin minor (nonsense 

mutacija na amino kiselini 1109); obje mutacije dovode do stvaranja skra�enog proteina (181). 

Ve�ina mutacija u djece ne-finskog podrijetla su missence mutacije zbog kojih je poreme�en 

unutarstani�ni prijenos mutantnih proteina koji se zato zadr~avaju u endoplazmatskom retikulumu 

(182). Iako se CNF nasljeđuje autosomno recesivno, prenatalna proteinurija i povibeni alfa-

fetoprotein su prisutni i u heterozigotnih fetusa s NPHS1 mutacijama (149). 

Protokol za lije�enje dojen�adi s tebkim oblikom CNF-a ima tri faze (172). U prvoj fazi se provodi 

simptomatsko lije�enje CNF-a do starosti od 6–10 mjeseci, odnosno tjelesne mase od 7 kg. U tom 

razdoblju treba sprije�iti i lije�iti komplikacije poput infekcija i tromboze te pru~iti optimalnu 

prehranu kako bi se omogu�io optimalni mogu�i rast i razvoj (172, 183). U drugoj fazi se nakon 

razvoja zatajenja bubrega ili nakon obostrane nefrektomije primjenjuje obi�no peritonealna dijaliza 

kroz 3–6 mjeseci. Hemodijaliza je alternativa za dojen�ad s komplikacijama u lije�enju 

peritonealnom dijalizom poput infekcija i tehni�kih problema.  Mogu�a je primjena hemodijalize 

u dojen�adi i male djece sa zatajenjem bubrega i u nefrektomirane dojen�adi s CNF-om (180). 

Tre�a faza protokola je presađivanje bubrega kad dijete postine tjelesnu masu od 10 kg, obi�no   

između 1 i 1,5 godina starosti (172). Nakon transplatacije bubrega, kvaliteta ~ivota se zna�ajno 

poboljba, a rizik komplikacija smanji za ve�inu djece s tebkim oblikom CNF-a. Transplatacija  

bubrega se uspjebno provodi kod dojen�adi tjelesne mase < 5 kg, a bubreg odraslog donora mo~e 

biti uspjebno presađen u dojen�ad tjelesne mase 7–10 kg (184). Djeca s tebkim oblikom CNF-a 

�esto pokazuju slabiji psihomotorni razvoj uzrokovan mibi�nom slabosti, no godinu dana nakon 

transplatacije bubrega pokazuju zna�ajan napredak u razvojnim vjebtinama (185). Dojen�ad koja 

primi presadak od ~ivog ili mrtvog donora ima procijenjenu stopu odr~avanja presatka najmanje 

80% nakon 10 godina. Bolesnici s CNF-om kojima je presađen bubreg u ~ivotnoj dobi od 1–2 

godine kao mladi ljudi trebaju ponovo presađivanje, ali vjerojatnost gubitka presatka nije ve�a nego 

u bolesnika u kojih je  bubreg bio presađen u djetinjstvu 2–5 godina kasnije (186).  
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1.4.3. Fokalna segmentalna glomeruloskleroza 

FSGS se o�ituje asimptomatskom proteinurijom ili NS-om i u polovice bolesnika napreduje do 

zatajenja bubrega. Povezana je s razli�itim uzrocima obte�enja i gubitka podocita (187, 188). FSGS 

se klasificira kao primarna (idiopatska) i sekundarna. Primarna FSGS je  uzrokovana cirkuliraju�im 

�imbenicima koji obte�uju podocite, bto dovodi do pove�ane glomerularne propusnosti i 

proteinurije. Sekundarna FSGS uklju�uje maladaptivne oblike FSGS-e uzrokovane glomerularnom 

hiperfiltracijom povezanom s pretilob�u ili gubitkom nefrona, FSGS-u povezanu s virusnom 

infekcijom i FSGS-u povezanu s lijekovima. Među njima postoji znatno preklapanje klini�kih i 

patolobkih zna�ajki (189). Primarni oblik FSGS-e je povezan s NS-om i  gubitkom vibe od 80% 

no~ica u glomerulima na temelju elektronskomikroskopske analize. Sekundarni oblici FSGS-e se 

�eb�e prezentiraju izoliranom proteinurijom i gubitkom manje od 80% no~ica (187, 188).  

FSGS je rijetka bolest, s godibnjom incidencijom 0,2 - 1,8 na 100.000  i mo~e se pojaviti u bilo 

kojoj dobi (190). Po�etna histolobka lezija se nalazi fokalno, u nekim glomerulima koje zahva�a 

segmentalno, odnosno samo neke djelove kupka  (Slika 9). Najprije su kao najstariji pogođeni  

jukstamedularni glomeruli i bolest postupno napreduje zahva�anjem sve vibe glomerula. U analizi 

biopti�kog uzorka je koji put premalo glomerula (optimalno je  ≥ 20) u kojima se ne nađu po�etne 

lezije tipi�ne za FSGS-u pa se histolobka slika pogrebno interpretira kao bolest minimalnih 

promjena (189). 

Autosomno recesivni oblik FSGS-e povezan s NS-om uzrokovan je mutacijom gena NPHS2 na 

dugom kraku prvog kromosoma. U dvije tre�ine slu�aja mutacije NPHS2 su homozigotne i dovode 

do kortikosteroid-otpornog NS-a. Od 6 do 21% djece sa sporadi�nim kortikosteroid-otpornim NS-

om imaju mutacije gena NPHS2 (191, 192). Bolesnici s kortikosteroid-otpornim NS-om s 

homozigotnim ili slo~enim heterozigotnim mutacijama NPHS2 imaju smanjeni rizik od recidiva 

FSGS-e nakon presađivanja bubrega (8% naspram 35% u bolesnika bez mutacija) pa  

imunosupresivnu terapiju treba smanjiti ili �ak ukinuti (191). Opisan je funkcionalni polimorfizam 

NPHS2 povezan s kasnim razvojem NS-a i 2,77 puta ve�im rizikom za razvoj mikroalbuminurije 

u op�oj populaciji (193). U studiji koja je analizirala 30 obitelji s primarnom FSGS-om utvrđeno 

je da su oboljeli �lanovi bili slo~eni heterozigoti za dvije nezavisne missense mutacije NPHS2, a 

prosje�na dob po�etka bolesti je 21,8 godina (194). Autosomno dominantni oblici FSGS su 
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uzrokovani mutacijama u genima za aktinin 4 i kationske kanale, a razlikuju se od recesivnih oblika 

po kasnijoj pojavi i sporijoj progresiji bolesti (149, 195, 196).  

Kortikosteroidi su prva linija lije�enja za primarnu FSGS-u, ali je terapijski odgovor u odraslih 

mnogo slabiji nego u djece (197, 198). Potpuna remisija povezana je s dobrim dugoro�nim ishodom 

bez recidiva i bez progresije do zatajenja bubrega. Bolesnici koji se ne lije�e ili nemaju reakciju na 

lije�enje imaju visoki rizik za razvoj KBZ-a (188, 199). U bolesnika s primarnom FSGS-om koji 

su kortikosteroid-otporni ili ovisni o kortikosteroidima uvode se  inhibitori kalcineurina (200). Oko 

40% bolesnika s primarnom FSGS-om odr~avaju remisiju NS-a uzimanjem kalcineurinskih 

inhibitora, ali su nakon prekida lije�enja �esti recidivi (189). Uporaba imunosupresiva se temelji 

na pretpostavci da je primarni oblik FSGS-e uzrokovan cirkuliraju�im imunolobkim �imbenicima 

i potiskivanje njihova stvaranja dovodi do remisije NS-a (187, 188). S obzirom da smanjenje 

proteinurije usporava napredovanje KBZ-a, svim bolesnicima s NS-om preporu�uje se terapija s 

ACEi i ARB (201, 202). 

 

1.5. Epitelno-mezenhimska tranzicija  

Proces epitelno-mezenhimske tranzicije (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT) 

omogu�uje da polarizirana epitelna stanica povezana s bazalnom membranom prođe kroz 

biokemijske promjene kojima poprimi mezenhimalni fenotip. Novoste�ene karakteristike  

uklju�uju pove�anu sposobnost migracije, invazivnost, otpornost na apoptozu i proizvodnju 

proteina izvanstani�nog matriksa (203). Razgradnja bazalne membrane i pretvorba iz epitelne u  

mezenhimalnu stanicu koja mo~e migrirati ozna�ava zavrbetak EMT-e. Potrebno je vibe 

molekularnih procesa za pokretanje i uspjeban zavrbetak EMT-e: aktivacija transkripcijskih 

�imbenika, izra~aj specifi�nih proteina na stani�noj povrbini, reorganizacija i promjenjeni izra~aj 

citoskeletnih proteina i proizvodnja enzima koji razgrađuju izvanstani�ni matriks. Neki od tih 

�imbenika mogu poslu~iti kao biljezi stanica koje prolaze EMT-u (204). EMT je prvi put opisana 

na pile�em modelu nastajanja primitivne pruge i tada nazvana „epitelno-mezenhimska 

transformacija= (205). Kasnije je izraz „transformacija= zamijenjen s „tranzicija= kako bi se 

ukazalo na reverzibilnost procesa i razliku od neoplasti�ne transformacije stanica (203). Fenotipsku 

plasti�nost EMT-e potvrđuje postojanje MET-e koja zna�i pretvorbu mezenhimalnih stanica u 
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epitelne i najbolje je prou�ena u bubregu (206-208). Tijekom embriogeneze i fetalnog razvoja 

organa, stanice određenog epitela  mogu mijenjati fenotip iz epitelnog u mezenhimalni i obrnuto 

procesima EMT-e i MET-e (209). 

EMT se odvija u tri razli�ita biolobka okru~enja i s razli�itim funkcionalnim posljedicama (204). 

EMT povezana s implantacijom, nastajanjem embrija i razvojem organa ima za posljedicu  

stvaranje razli�itih vrsta stanica koje dijele zajedni�ki mezenhimalni fenotip. Opisana EMT tip 1 

ne uzrokuje fibrozu niti inducira invazivni stani�ni fenotip koji bi omogu�io sustavno birenje putem 

cirkulacije (210). Mo~e uzrokovati nastajanje mezenhimalnih stanica (primarni mezenhim) koje 

imaju potencijal da se naknadno podvrgnu MET-i za stvaranje sekundarnog epitela. EMT tip 2 

povezana je sa cijeljenjem rana, regeneracijom tkiva i fibrozom organa. Po�inje kao dio procesa 

cijeljenja tijekom kojeg se stvaraju fibroblasti i druge srodne stanice u svrhu obnove tkiva nakon 

traume i upalne ozljede. Povezan je s upalom i prestaje nakon atenuacije upale, bto je vidljivo 

tijekom cijeljenja rana i regeneracije tkiva. U slu�aju fibroze organa se EMT tip 2 nastavlja zbog 

kontinuirane upale (211, 212). EMT tip 3 je mogu� u neoplasti�nim stanicama s ve� prisutnim 

genetskim i epigenetskim promjenama koje pogoduju klonalnom i lokaliziranom rastu tumora 

(213). Promjene na onkogenima i tumor supresorskim genima zajedno s regulatornim 

mehanizmima EMT-e dovode do ste�ene sposobnosti invazije/metastaziranja i doprinose progresiji 

raka (214). Stanice raka u razli�itoj mjeri prolaze kroz EMT i neke zadr~e ve�inu svojstva epitela 

uz neke mezenhimalne karakteristike, a druge odbace sve zna�ajke svog epitelnog podrijetla i 

postanu mezenhimalne stanice (213). U osnovi, iako imaju zajedni�ki skup genetskih i 

biokemijskih elemenata, sva tri tipa EMT-e predstavljaju razli�ite biolobke procese.   

 

1.5.1. EMT u bubregu 

EMT ima zna�ajnu ulogu u normalnom razvoju bubrega. Bubreg nastaje od intermedijarnog 

mezoderma koji nastaje od epiblasta tijekom gastrulacije putem EMT-e tip 1 (205). U nefrogenezi, 

stanice MM prolaze kroz proces MET-e i formiraju bubre~ne mjehuri�e, epitelne strukture koje su 

osnove nefrona (215). Nefron se smatra potpuno epitelnom strukturom, bto zna�i da zavrbetkom 

MET-e stanice nefrona vibe ne mijenjaju svoj fenotip. Međutim, podociti tijekom daljnjeg razvoja 

i sazrijevanja mijenjaju fenotip iz tipi�nih nezrelih epitelnih stanica u zrele stanice sa zna�ajkama  
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epitelnih i mezenhimalnih stanica, tj, djelomi�no prolaze kroz EMT koju nikada ne dovrbe (216). 

Tipi�ne epitelne zna�ajke podocita su jasna apikobazalna polarnost, nizak kapacitet za invaziju, 

prisutnost međustani�nih veza (FD) i ovisnost o povezanosti s podlogom. Tipi�ne zna�ajke 

mezenhimalnih stanica su vretenasti oblik, izra~aj N-kadherina i vimentina, visoki migracijski 

kapacitet i zna�ajno međudjelovanje s podle~e�im izvanstani�nim matriksom. Podocite se smatra 

visceralnim („atipi�nim<) epitelnim stanicama (217). U dijabeti�koj nefropatiji podociti prolaze 

kroz dediferencijaciju putem EMT-e jer gube izra~aj epitelnih i pokazuju pove�ani izra~aj 

mezenhimalnih biljega, bto dovodi do gubitka no~ica i poreme�ene funkcije filtracijske barijere 

(218-220). Opisani su slu�ajevi FSGS-e u kojima su podociti dediferencirani u suprotnom smjeru, 

odnosno dolazi do pove�anog izra~aja epitelnih biljega i transkripcijskih �imbenika tipi�nih za 

nezrele epitelne stanice ranijih razvojnih stadija podocita (221). Osim EMT-e vezane uz obte�enje 

podocita, postoje dokazi da EMT tip 2 u tubularnom epitelu i endotelu pridonosi intersticijskoj 

fibrozi (Slika 10). Ve�ina miofibroblasta koji sudjeluju u patogenezi bubre~ne fibroze potje�e od 

postoje�ih fibroblasta u intersticiju, a manji dio fibroblasta iz kobtane sr~i migrira u bubreg (222, 

223). Istra~ivanje metodom pra�enja sudbine stanica je pokazalo da dio miofibroblasta povezanih 

s fibrozom bubrega potje�e od stanica proksimalnih kanali�a, a  EMT stanica proksimalnih kanali�a 

je dokazana i in vitro (224, 225). U bubre~nim biopsijama opisana je EMT stanica sabirnih kanali�a 

koja je bila povezana sa stupnjem bubre~nog zatajenja (212, 226). Međutim, u nekoliko istra~ivanja 

pra�enja sudbine stanica na ~ivotinjskom modelima nisu nađeni dokazi za EMT-u tubularnog 

epitela i doprinosa nastanku intersticijske fibroze bubrega (227-230). 
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Slika 10. Podrijetlo miofibroblasta u intersticijskoj fibrozi i doprinos EMT-e. (Preuzeto i 

prilagođeno iz Loeffler I, Wolf G. Epithelial-to-Mesenchymal Transition in Diabetic Nephropathy: 

Fact or Fiction? Cells. 2015;4:631-652.)  

 

1.5.2. imbenici vezani uz EMT-u 

U indukciju i regulaciju EMT-e uklju�eno je vibe razli�itih signalnih puteva (Slika 11). Oni  

konvergiraju prema regulaciji izra~aja i funkcije transkripcijskih �imbenika koji vode proces EMT-

e. Među njima su najbitniji SNAIL, SLUG, TWIST1, ZEB1 i ZEB2 (231). SNAIL je �lan 

superporodice zinc-finger transkripcijskih �imbenika, nu~an za nastajanje mezoderma i neuralnog 

grebena te uspostavljanje lijevo-desne asimetrije tijekom razvoja (232, 233). U miba je SNAIL  

pozitivno izra~en u MM-u, smanjuje se prije po�etka MET-e i nije izra~en u tkivu zdravih zrelih  
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bubrega (234). Pove�ani izra~aj SNAIL opisan  je u mibjim, btakorskim i humanim bubrezima 

bolesnika s s NS-om, bto ukazuje na njegovu potencijalnu ulogu u dediferencijaciji podocita (217, 

235). Na funkciju SNAIL proteina utje�u WNT i NOTCH signalizacija (236). Molekule WNT 

signalnog puta kao parakrini �imbenici sudjeluju u mnogim razvojnim procesima, poput nastajanja 

osi tijela i organogeneze (237). Tri poznata modaliteta WNT signaliziranja su: kanonsko 

posredovano beta-kateninom i dva nekanonska signalna puta (put planarne stani�ne polarnosti i 

signaliziranje posredovano ionima kalcija) (238). Aktivacija kanonskog WNT signalnog puta 

dovodi kona�no do izra~aja gena za EMT-u (220). WNT4 je glavni kontrolni signal za proces 

nefrogeneze i  lu�i ga MM na po�etku procesa MET-e (239). Promjene u izra~aju WNT4 su opisane 

u eksperimentalnim modelima i biopti�kim uzorcima bubrega bolesnika s kroni�nom bubre~nom 

bolesti (240, 241). NOTCH signalni put se aktivira vezanjem NOTCH receptora s ligandom 

JAGGED ili DELTA-LIKE na susjednoj stanici, bto dovodi do cijepanja unutarstani�nog dijela 

NOTCH receptora, koji se premjebta u jezgru i djeluje kao aktivator razli�itih gena (242). Taj 

signalni put odr~ava ravnote~u između proliferacije, diferencijacije i apoptoze stanica i ima ulogu 

u određivanju stani�ne sudbine i odr~avanju progenitorske populacije stanica (220). NOTCH2 i 

JAGGED1 imaju zna�ajnu ulogu u razvoju bubrega. Bolesnici s Alagille sindromom, koji je 

uzrokovan mutacijom NOTCH2 ili JAG1, �esto imaju anomalije bubrega (243). Dinami�ni izra~aj 

NOTCH2 i JAGGED1 tijekom razvoja bubrega  se zna�ajno smanjuje u zrelim bubrezima (244, 

245). JAGGED/NOTCH singaliziranje je zna�ajni regulator EMT-e, iako sam signalni put nije 

dovoljan za potpunu indukciju EMT-e, ve� zahtijeva sudjelovanje drugih puteva (246). Pove�ani 

izra~aj NOTCH2 i JAGGED1 u glomerulima opisan je u mnogim glomerularnim bolestima, bto 

ukazuje na mogu�u ulogu u njihovoj patogenezi (247, 248). Nestin je intermedijarni filament 

izra~en u progenitorskim i mati�nim stanicama tijekom razvoja i biljeg je nezrelosti stanica (249). 

Nestin ima ulogu u regulaciji izra~aja SNAIL i SLUG, koji su �imbenici EMT-e u uvjetima fibroze 

(EMT tip 2) odnosno karcinogeneze (EMT tip 3) (250, 251). U ranom stadiju razvoja bubrega 

nestin je izra~en u podocitima i PES-a, a u kasnijim stadijima i  postnatalnim bubrezima samo u 

podocitima (252). 
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Slika 11. Shematski prikaz epitelno-mezenhimske tranzicije i pridru~enih regulacijskih �imbenika. 

(Preuzeto i prilagođeno iz Exposito-Villen A, Aranega AE, Franco D. Functional Role of Non-

Coding RNAs during Epithelial-To-Mesenchymal Transition. Noncoding RNA. 2018;4:14.) 
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2. HIPOTEZA ISTRA}IVANJA 
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Izra~aj �imbenika EMT (NOTCH2, JAGGED1, WNT4, SNAIL) u podocitima i PES-ama �e se 

smanjivati tijekom razvoja zdravih bubrega, odnosno sazrijevanja nefrona, dok �e u ispitanika s 

nefrotskim sindromom uzorkovanim CNF-om ili FSGS-om do�i po porasta izra~aja tih �imbenika. 

Međustani�ni mostovi između podocita i PES-a �e biti prisutni tijekom razvoja zdravih bubrega, a 

njihov broj pove�an u CNF-u i FSGS-i. 
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3. CILJ ISTRA}IVANJA 
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Cilj istra~ivanja je u uzorku ljudskih bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih bubrga i bubrega 

ispitanika s CNF-om i FSGS-om imunohistokemijskom metodom odrediti izra~aj proliferacijskog 

biljega Ki-67 i prostorno-vremenski izra~aj nestina i biljega EMT u podocitima i parijetalnim 

epitelnim stanicama te postojanje premobtavaju�ih citoplazmatskih izdanaka u urinarnom prostoru.  

Specifi�ni ciljevi su: 

1) Primjenom imunofluorescencije analizirati i usporediti raspodjelu i intenzitet izra~aja 

nestina, NOTCH2, JAGGED1, WNT4 i SNAIL u  razli�itim razvojnim periodima 

ljudskog bubrega.  

2) Primjenom imunofluorescencije analizirati i usporediti prostornu raspodjelu i intenzitet 

izra~aja nestina, NOTCH2, JAGGED1, WNT4 i SNAIL u postnatalnim zdravim 

bubrezima i bubrezima ispitanika s CNF-om ili FSGS-om koji imaju NS. 

3) Analizirati ultrastrukturnu građu premobtavaju�ih citoplazmatskih izdanaka odnosno 

veza podocita i PES-a   transmisijskom elektronskom mikroskopijom  

 Imunohistokemijski, u premobtavaju�im citoplazmatskim izdancima analizirati fenotip 

uporabom biljega EMT i podocitnih biljega nefrina i sinaptopodina  
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4. MATERIJALI I METODE ISTRA}IVANJA 
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4.1. Prikupljanje uzoraka 

U istra~ivanje je uklju�eno 20 uzoraka humanih bubrega uklopljenih u parafin, uzetih iz arhive 

Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu odnosno Klini�kog 

zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klini�kog bolni�kog centra Split. Deset  uzoraka 

embrionalnog i fetalnog tkiva su iz biopti�kog materijala tubarnih trudno�a i spontanih poba�aja. 

Plodovi su bili u 8., 10., 16., 22. i 38. tjednu razvoja koji je procjenjen temeljem podatka o 

posljednjoj menstruaciji i mjerenjem udaljenosti tjeme-zadak, opseg glave i trbuha te duljine 

femura po Carnegie sustavu. Embrionalno tkivo je bilo dobro o�uvano i morfolobki uredno. Kriterij 

isklju�enja bili su znakovi maceracije tkiva i morfolobkih nepravilnosti. Tri uzorka postatalnog 

zdravog bubrega ispitanika starosti od jedne do sedam godina, prikupljeni su nakon nasilne smrti 

uzrokovane nesretnim slu�ajem. Sedam uzorka bubre~nog tkiva ispitanika dje�je dobi  s nefrotskim 

sindromom i CNF-om (3 ispitanika) i FSGS-om (4 ispitanika) prikupljeni su nakon nefrektomije 

odnosno perkutane bubre~ne biopsije. Dijagnoza FSGS-e postavljena je od stane nefropatologa 

nakon kompletne patolobke analize. Dijagnoza CNF-a postavljena je nakon patolobke dijagnoze i 

potvrđena genskom analizom iz periferne krvi, kojom je pronađena homozigotna missense mutacija 

NPHS1 gena (c.1096A > C; p.Ser366Arg).  

Ovo istra~ivanje je odobreno Odobrenjem Eti�kog povjerenstva KBC-a Split i Medicinskog 

fakulteta u Splitu (klasa: 003-08/16-03/0001, broj: 2181-198-03-04-16-0024). 

 

4.2. Imunofluorescencijsko bojenje 

Uzorci bubre~nog tkiva su fiksirani u 4%-tnom paraformaldehidu u 0,1 molarnoj fiziolobkoj 

otopini puferiranoj fosfatom (engl. phosphate-buffered saline, PBS) preko no�i. Nakon ispiranja 

radnom otopinom PBS-om, dehidracija je provedena prolaskom tkiva kroz seriju rastu�ih 

koncentracija otopine etanola (70%, 95%, 100%, 100%), a bistrenje u ksilenu. Tkivo je potom 

uklopljeno u parafinske blokove, izrezano u serijske rezove debljine 5 μm i postavljeno na 

predmetna stakalca. Deparafinizacija preparata je urađena u ksilenu, rehidracija prolaskom kroz 

seriju otopina padaju�e koncentracije etanola (100%, 100%, 95%, 70%) do  destilirane vode. 

Uzorci su potom kuhani u citratnom puferu (pH=6,0) 30 minuta u parnom loncu radi demaskiranja 

antigena i ohlađeni na sobnu temperaturu. Nakon ispiranja s PBS-om, preparati su pokriveni 
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puferom za blokiranje proteina (Protein Block, ab64226, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno 

Kreljevstvo (UK)) u trajanju od 20 minuta u vla~noj komori, kako bi se sprije�ilo nespecifi�no 

bojenje tkiva. Inkubirani su s primarnim protutijelom u vla~noj komori preko no�i. Nakon ispiranja 

PBS-om, aplicirano je odgovaraju�e sekundarno protutijelo u trajanju od 1 sat (Tablica 1). U 

dvostrukoj imunofluorescenciji se na prethodno priređene preparate aplicirao koktel dva ispitivna 

primarna protutijela iz razli�itih vrsta i inkubirani preko no�i, a sutradan je apliciran koktel 

odgovaraju�ih sekundarnih protitijela 1 h. Preparati su isprani PBS-om i aplicirano je bojenje 

jezgara DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) u trajanju od 2 minute. Uzorci su potom isprani, 

nakapan pokrovni medij Immu-mount i montirano pokrovno stakalce. Negativna kontrola bio je 

preparat na koji u postupku bojenja nije bilo aplicirano primarno protutijelo. Preparati su analizirani 

na fluorescencijskom mikroskopu (Olympus BX61, Tokio, Japan) i slikani digitalnom kamerom 

DS-Ri2 (softver NIS-Elements F) na pove�anju 400x  i  1000x. Mikrografi su obrađeni pomo�u 

Adobe Photoshop softvera (Adobe, San Jose, SAD i analizirani pomo�u ImageJ softvera (National 

Institutes of Health, Bethesda, SAD).  

 

4.3. Priprema tkiva za elektronsku mikroskopiju 

Tkivo je fiksirano u 4%-tnom paraformaldehidu u 0,1 molarnom PBS-u preko no�i, postfiksirano 

otopinom 1%-tnog osmijevog tetroksida 1 sat i kratko isprano u destiliranoj vodi. Dehidracija je 

provedena tijekom dva sata u seriji otopina rastu�ih koncentracija acetona (30-100%). Potom su  

uzorci uklopljeni u LX 112 smolu. Polutanki rezovi debljine 1 μm izrađeni su na vibratomu i 

obojeni 1%-tnim toluidinskim modrilom, pregledani na svjetlosnom mikroskopu i fotografirani. 

Ultratanki rezovi debljine 0,05 μm izrezani su na ultramikrotomu, dvostruko kontrastirani 

otopinom uranil acetata i olovnog citrata i analizirani na transmisijskom elektronskom mikroskopu 

(JEM JEOL 1400, Japan). 
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Tablica 1. Primarna i sekundarna protutijela u istra~ivanju 

 Protutijelo Doma�in Kategorijski broj Razrjeđenje Izvor 

P
ri

m
a
rn

a
 

Anti-NOTCH2 Kuni� ab8926 1:100 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-JAGGED1 Koza AF1277 1:100 
R&D Systems, Inc., 

Minnieapolis, SAD 

Anti-WNT4 Kuni� ab91226 1:25 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-SNAIL Koza ab53519 1:400 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-nestin Kuni� ab93157 1:200 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-Ki-67 Mib M7240 1:100 
DAKO, Santa Clara,  

SAD 

Anti-nephrin Koza sc-32530 1:200 

Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., 

Dallas, SAD 

Anti-synaptopodin Kuni� ab117702 1:300 Abcam, Cambridge, UK 

S
ek

u
n

d
a
rn

a
 

Alexa Fluor®488  

AffiniPure Anti- 

Mouse lgG (H + L) 

Magarac 715-545-150 1:400 

Jackson Immuno 

Research Laboratories, 

Ely, UK 

Alexa Fluor®488  

AffiniPure Anti- 

Goat lgG (H + L) 

Magarac 705-545-003 1:400 

Jackson Immuno 

Research Laboratories, 

Ely, UK 

Alexa Fluor®488  

AffiniPure Anti- 

Rabbit lgG (H + L) 

Magarac 711-545-152 1:400 

Jackson Immuno 

Research Laboratories, 

Ely, UK 

Rhodamine Red™-X 

(RRX) AffiniPure 

Anti-Goat IgG (H + 

L) 

Magarac 705-295-003 1:400 

Jackson Immuno 

Research Laboratories, 

Ely, UK 

Rhodamine Red™-X 

(RRX) AffiniPure 

Anti-Mouse IgG (H 

+ L) 

Magarac 715-295-151 1:400 

Jackson Immuno 

Research Laboratories, 

Ely, UK 

 

4.4. Analiza izra~aja proteina i međustani�nih mostova 

Proliferacija podocita i PES-a analizirana je izra�unom postotka stanica koje izra~avaju 

proliferacijski biljeg Ki-67 u odnosu na ukupni broj stanica. Za svaki analizirani glomerul, tri 

neovisna istra~iva�a su uporabom ImageJ softvera odredili broj Ki-67 pozitivnih jezgara i ukupan 

broj analiziranih stanica. Postotak proliferacije podocita, odnosno PES izra~en je kao aritmeti�ka 

sredina ± standardna devijacija (SD).  
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U analizi NOTCH2, WNT4 i SNAIL obrađeni su mikrografovi snimljeni na pove�anju 400x i u 

svakom izdvojeno 3 -5 podru�ja povrbine 50 x 150 piksela koja sadr~e podocite odnosno PES. 

Uporabom ImageJ softvera izdvojena su podru�ja podocita i PES-a kao histogrami intenziteta 

signala za zeleni, odnosno crveni fluorescencijski kanal. Povrbina ispod krivulje histograma (engl. 

area under the curve, AUC) intenziteta fluorescencijskog signala koribtena je za kvantifikaciju 

izra~aja proteina. Za izra�un AUC koribtena je „AUC analysis= funkcija GraphPad Prism softvera 

(GraphPad, La Jolla, SAD). Vrijednosti AUC su podjeljene s brojem pravokutnih podru�ja 

izdvojenih iz mikrografa za dobivanje histograma, u svrhu standardizacije rezultata i usporedbe 

između skupina uzoraka. Za svaki analizirani uzorak koribtena su tri tehni�ka replikata. Svi grafovi 

izrađeni su u GraphPad Prism softveru.  

Analiza izra~aja JAGGED1 provedena je izra�unom postotka povrbine koji zauzima izolirani 

zeleni fluorescencijski signal nakon bto su iz mikrografa izdvojeni glomeruli, odnosno parijetalni 

list Bowmanove �ahure. Izra�un povrbine signala proveden je uporabom funkcije "Analyse 

particles" ImageJ softvera.  

Du~ina međustani�nih mostova između podocita i PES-a izmjerena je na imunofluorescencijskim 

i elektronskomikroskopskim mikrografima uporabom ImageJ softvera. Izmjerena je najkra�a 

duljina imeđu mjesta dodira mosta s glomerularnim klupkom i zidom Bowmanove �ahure, a 

analizirani samo mostovi koji se prote~u kroz �itav mokra�ni prostor. 

 

4.5. Statisti�ka obrada podataka 

Normalnost distribucije podataka testirana je Shapiro–Wilkovim testom. Postojanje statisti�ki 

zna�ajnih razlika u proliferaciji i izra~aju NOTCH2, JAGGED1, WNT4 i SNAIL između podocita 

i PES-a u razli�itim skupinama uzoraka utvrđena je dvosmjernom analizom varijance (engl. 

Analysis of variance, ANOVA) uz Fisherov posthoc test. Izra�un potrebne veli�ine uzorka 

proveden je koribtenjem programa koji se nalazi na mre~noj stranici https://www.stat.ubc.ca/ 

rollin/stats/ssize/n2. Za izra�un su koribteni podatci iz pilot pokusa na 6 uzoraka koji su dobiveni 

analizom mikrografa bubrega i izra�unom AUC za SNAIL u PES-ama, sa slijede�im 

pokazateljima: mu1 = 2867, mu2 = 3394, sigma = 220, power = 80%, p = 0,05. Najmanja potrebna 

veli�ina uzorka po skupini bila je n = 3. Statisti�ka zna�ajnost postavljena je na  p < 0,05. 
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Prvi nezreli glomeruli sastoje se od podocita, mezangijskih stanica i endotelnih stanica kapilarnog 

klupka, a na vaskularnom glomerularnom polu podociti se nastavljaju na PES. PES su spljobtene 

stanice koje tvore jednoslojni plo�asti epitel, a neke stanice bli~e vaskularnom polu su kubi�na 

izgleda i nazivaju se peripolarne stanice. Urinarni prostor mjestimice premobtavaju citoplazmatski 

izdanci između podocita i PES-a. 

 

5.1. Polutanki rezovi i elektronska mikroskopija bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om 

Na uzorku razvojnog bubrega u 22. tjednu se na polutankim rezovima vidi nekoliko nezrelih 

glomerula sa birokim lumenom kapilara i podocitima koji su ve�inom kubi�nog izgleda. Iako su 

ve�ina PES-a spljobteni plo�asti epitel, neke stanice su kubi�nog izgleda. Na par mjesta vidi se  

kontakt između podocita i PES. Ultrastrukturno, detalj ovog uzorka odgovara međustani�nom 

spoju između citoplazme podocita i citoplazme PES-e (Slika 12). Ovaj spoj ultrastrukturno 

nalikuje spojevima između podocita tijekom sazrijevanja (usporediti sa Slika 4). Na uzorku 

bubrega u 38. tjednu razvoja na ultrastrukturnoj slici je glomerul biroko povezan s vaskularnim 

polom, dok se u urinarnom prostoru vide brojni premobtavaju�i citoplazmatski izdanci podocita i 

PES-a. Na ve�em pove�anju prikazani su interdigitiraju�i citoplazmatski nastavci između susjednih 

podocita (Slika 12). Na polutankim rezovima zdravih postnatalnih ljudskih bubrega normalni 

glomeruli sadr~e kapilare, mezangijske stanice, podocite i PES koje le~e na bazalnoj membrani 

Bowmanove �ahure. PES su spljobtene plo�aste epitelne stanice ili, rijetko, kubi�ne stanice koje 

citoplazmatskim nastavcima premobtavaju mokra�ni prostor i povezuju se s podocitima. 

Ultrastrukturno se u istim uzorcima mogu na�i citoplazmatski izdanci između PES-a i podocita. 

Interdigitiraju�i citoplazmatski nastavci tih stanica spajaju se u urinarnom prostoru (Slika 12). U 

bubrezima ispitanika s CNF-om na polutankim rezovima nalazi se zadebljana bazalna membrana 

Bowmanove �ahure i ve�a podru�ja kontakta podocita i PES-a. Neke PES-e su kubi�nog ili �ak 

cilindri�nog oblika i uo�ava se nakupljanje izvanstani�nog matriksa u glomerulu. Ultrastrukturno, 

u mokra�nom prostoru nalaze se premobtavaju�i vrlo brojni, debeli citoplazmatski izdanci podocita 

i PES, zadebljane su bazalne membrane i obilniji izvanstani�ni matriks (Slika 12). Prosje�na 

duljina citoplazmatskih izdanaka između podocita i PES-a je 24,9 ± 10,49 µm (SD). Najkra�i  
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izdanak je du~ine 9,95 µm, a najdulji 44,32 µm. Analizom elektronskomikroskopskih slika 

pronađeni su job manji izdanci, najmanji duljine 1,88 µm i na naju~em dijelu birok 0,82 µm. 

 

Slika 12. Citoplazmatski izdanci premobtavaju mokra�ni prostor u fetalnim i postnatalnim 

glomerulima i bubregu ispitanika s CNF. Polutanki i ultratanki rezovi fetalnih, postnatalnih i 
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bubrega ispitanika s CNF-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne stanice; mp - mokra�ni prostor; 

bbm - bazalna membrana Bowmanove �ahure. Strelice ozna�avaju citoplazmatske izdanke koji 

premobtavaju mokra�ni prostor između podocita i PES-a. Slika je djelo autora. 

 

5.2. Proliferacijska aktivnost glomerularnih stanica bubrega u razvoju, zdravih 

postnatalnih bubrega i bubrega u ispitanika s CNF-om i FSGS-om 

U 8. tjednu razvoja pojavljuju se prvi nezreli glomeruli u sredibnjem dijelu metanefrosa. U sredibtu 

glomerula su brojne stanice koje izra~avaju proliferacijski biljeg Ki-67, a u sloju kubi�nih 

podocitnih progenitora izra~en je samo fokalno. U sloju PES-a nekoliko stanica u peripolarnom 

(prijelaznom) podru�ju između podocita i PES-a izra~avaju Ki-67. Neke PES su ovalna izgleda, 

premobtavaju urinarni prostor u nastajanju i povezuju se s podocitima na povrbini glomerularnog 

klupka (Slika 13). Do 10. razvojnog tjedna glomeruli se pove�avaju, a proliferiraju prvenstveno 

mezangijske stanice i endotel, podociti su negativni na Ki-67, a PES pokazuju jaku proliferacijsku 

aktivnost, osobito peripolarno. Na nekoliko mjesta vidi se bliski kontakt između PES-a i podocita 

preko urinarnog prostora (Slika 13). Tijekom daljnjeg razvoja, u 22. tjednu proliferacija u 

glomerulu i PES-ama se smanjuje, a pri kraju fetalnog razdoblja (38. tjedan razvoja) PES 

proliferiraju samo fokalno. U postnatalnom razdoblju, pojedina�ne stanice koje izra~avaju Ki-67 

su vrlo rijetke u glomerulu, nema ih među podocitima i rijetke su među PES-ama (Slika 13). U 

bubrezima ispitanika s CNF-om, mezangijske stanice fokalno izra~avaju Ki-67, a podociti i PES 

su negativni. Nasuprot tome, u bubrezima ispitanika s FSGS-om nalaze se skupine PES koje 

izra~avaju Ki-67 i premobtavaju mokra�ni prostor te pojedina�ne  KI-67 pozitivne stanice u 

glomerularnom klupku (Slika 13).  

Prema statisti�koj analizi, u najranijoj fazi razvoja je najve�i udio podocita u proliferaciji, 10 % i 

PES, 35 %. Tijekom daljnjeg razvoja, proliferacija i podocita i PES-a se postupno smanjuje i u 

postnatalnom bubregu pada na 1% podocita u proliferaciji i 18% PES u proliferaciji. Tijekom 

�itavog prenatalnog razvoja, proliferacija PES-a je zna�ajno ve�a od proliferacije podocita. U 

usporedbi s normalnim postnatalnim bubregom, u ispitanika s CNF-om je ve�i udio podocita koji 

izra~ava Ki-67 i iznosi 3 %, a manji udio PES koji izra~avaju Ki-67 i iznosi 15 % (Slika 14). 
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Slika 13. Imunofluorescencijsko bojenje na biljeg proliferacije Ki-67 u fetalnom bubregu, 

postnatalnom bubregu i bubrezima bolesnika s CNF-om. p - podociti; pec - parijetalne epitelne 

stanice. Strelice ozna�avaju citoplazmatske izdanke koji premobtavaju urinarni  prostor između 

podocita i PES-a. Vrbci strelica ozna�avaju Ki-67 pozitivne (proliferiraju�e) stanice. Zeleni i crveni 

signali ozna�avaju izra~aj Ki-67, dok su stani�ne jezgre ozna�ene plavim signalom od kontrastnog 

bojenja s 4',6'-diamidino-2-fenilindolom. Slika je djelo autora. 
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Slika 14. Grafi�ki prikaz razine izra~aja promatranih proteina fetalnih bubrega, postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. Podaci su prikazani kao aritmeti�ke sredine 

uz standardne devijacije (vertikalni error bars). Razine zna�ajnosti su prikazane zvjezdicama: * - 

p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001; **** - p < 0.0001. Slika je djelo autora. 

 

5.3. Izra~aj nestina u podocitima i PES-ama bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i  bubrega u ispitanika s CNF-om i FSGS-om 

Tijekom 10. tjedna razvoja u tjelebcu u obliku slova „S< nezreli podociti imaju oblik zbijenih, 

visokih epitelnih stanica koje nemaju razvijene citoplazmatske izdanke, a PES izgledaju kao 

jednoslojni plo�asti epitel. Podociti pokazuju jaki citoplazmatski izra~aj nestina, a PES slabiji 

to�kasti citoplazmatski izra~aj. Urinarni prostor između podocita i PES-a premobten je mjestimice 

tijelom podocita koji u citoplazmi jako izra~ava nestin. Umjereni izra~aj nestina se opa~a u okolnim 

mezenhimalnim stanicama (Slika 15). U daljnjem razvoju, pozitivni izra~aj nestina  nalazi se u 

podocitima, mezangijskim i endotelnim stanicama, a u PES-a je negativan. U okolnom mezenhimu 

u stijenci krvnih ~ila ima stanica koje izra~avaju nestin. U postnatalnom zdravom bubregu podociti 

pokazuju zna�ajno manji intenzitet izra~aja nestina, a u PES-ama je negativan (Slika 15). U 

bubrezima ispitanika s CNF-om, izra~aj nestina perzistira u nekim podocitima i drugim 

glomerularnim stanicama i sli�nog je intenziteta kao tijekom razvoja; jaki izra~aj nestina vidi se 

fokalno u stanicama prijelazne zone između podocita i PES-a, dok je u PES-ama je negativann. U 

bubregu ispitanika s FSGS-om je jak izra~aj nestina u podocitima u ranoj promjeni, dok se u 

uznapredovaloj promjeni vidi u brojnim premobtavaju�im citoplazmatskim izdancima u 

mokra�nom prostoru (Slika 15). 
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Slika 15. Imunoflurescencijsko bojenje na nestin u bubregu u razvoju, zdravim postnatalnim 

bubrezima i bubrezima ispitanika s CNF-om i FSGS-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne 

stanice; mp - mokra�ni prostor. Strelice ozna�avaju stanice koje premob�uju mokra�ni prostor 

između podocita i PES-a. Vrbci strelica ozna�avaju stanice pozitivne na nestin. Zeleni signal 

ozna�ava izra~aj nestina, dok su stani�ne jezgre ozna�ene plavim signalom koji potje�e od 

kontrastnog bojenja DAPI-jem. Slika je djelo autora. 
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5.4. Izra~aj NOTCH2 u podocitima i PES-ama bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om 

U 10. tjednu razvoja bubrega izra~aj NOTCH2 se nalazi u razli�itim djelovima nefrona i sabirnog 

sustava. U nezrelim glomerulima je u nekim podocitima jak, a u ve�ini  negativan, dok je u drugim 

glomerularnim stanicama slab/negativan. U PES-ama se nalazi umjereni izra~aj NOTCH2 (Slika 

16). Sredinom razvoja (16. razvojni tjedan), izra~aj NOTCH2 se pove�ava u cijelom glomerulu i 

osobito je jak u podocitima blizu vaskularnog pola. Izra~aj NOTCH2 se vidi u PES-ama i njihovim 

citoplazmatskim nastavcima koji premobtavaju urinarni prostor. Pri kraju razvoja (38. tjedan) u 

podocitima se nalazi umjereni, a u PES-ama difuzno pove�ani izra~aj NOTCH2. U proksimalnim 

i distalnim kanali�ima je jak izra~aj NOTCH2 (Slika 16). U zdravim postnatalnim bubrezima je 

izra~aj NOTCH2 smanjen, s izuzetkom pojedina�nih podocita, a PES pokazuju umjereni izra~aj. 

U bubrezima ispitanika s CNF-om, umjereni do jaki izra~aj NOTCH2 nalazi se u nekim podocitima 

i PES. Jaki izra~aj nalazi se u mezenhimu koji okru~uje glomerule i u nekim stanicama koje 

premobtavaju urinarni  prostor. U bubrezima ispitanika s FSGS-om je negativan izra~aj NOTCH2 

u podocitima i PES-ama, a jako pozitivan u stanicama koje sudjeluju u stvaranju debelih 

citoplazmatskih premobtenja između podocita i PES-a (Slika 16). Prema statisti�koj analizi, PES 

imaju dinami�ni porast izra~aja NOTCH2 s maksimumom u 38. razvojnom tjednu, a izra~aj se 

smanjuje u postnatalnom zdravom bubregu (p=0,002). Nema razlike u izra~aju  NOTCH2 u 

podocitima tijekom razvoja i u postnatalom zdravom bubregu. U ispitanika s CNF je izra~aj 

NOTCH2 u PES-ama i podocitima zna�ajno ve�i nego u postnatalnom zdravom bubregu (oba p < 

0,001). Za razliku od toga, u ispitanika s FSGS-om je u podocitima i PES-ama izra~aj NOTCH2 

zna�ajno ni~i nego u postnatalnom zdravom bubregu (p < 0,002 odnosno p = 0,001) (Slika 14). 
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Slika 16. Imunoflurescencijsko bojenje na NOTCH2 bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne stanice; 

mp - mokra�ni prostor. Strelice ozna�avaju stanice koje premob�uju mokra�ni prostor između 

podocita i PES-a. Vrbci strelica ozna�avaju stanice pozitivne na NOTCH2. Zeleni signal ozna�ava 

izra~aj NOTCH2, dok su stani�ne jezgre ozna�ene plavim signalom koji potje�e od kontrastnog 

bojenja DAPI-jem. Slika je djelo autora. 
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5.5. Izra~aj JAGGED1 u podocitima i PES-ama bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om 

U ranom razvoju bubrega (10. tjedan) u dijelu tjelebca u obliku slova „S< od kojeg nastaje 

proksimalni kanali�, odnosno nepostredno do novostvorene Bowmanove �ahure, jako je izra~en 

JAGGED1. U PES-ama nezrelih glomerula je slabiji izra~aj JAGGED1, dok  podociti i dijelovi 

sabirnog sustava su negativni (Slika 17). U 16. tjednu razvoja je u endotelu glomerula i krvnim 

~ilama intersticija jak izra~aj JAGGED1, dok su podociti i PES su negativni. Pri kraju fetalnog 

razvoja (38. tjedan) u glomerulima je  heterogeni uzorak  JAGGED1, na na�in da je u nekim 

glomerulima jako izra~en u endotelu, a  u drugima je potpuno negativan. Podociti i PES ne 

izra~avaju JAGGED1. U postnatalnim bubrezima je u glomerulima slab ili negativan izra~aj 

JAGGED1, dok se jaki izra~aj nalazi u nekim PES-ama i stanicama proksimalnih kanali�a (Slika 

17). U bubrezima ispitanika s CNF-om je izra~aj JAGGED1 jak u intersticiju, a slab u glomerulu i 

PES-ama. Jaki izra~aj se nalazi u nekim stani�nim nastavcima koji premobtavaju  mokra�ni prostor. 

U ispitanika s FSGS-om nalazi se umjereni izra~aj JAGGED1 u glomerulima, PES-ama i nekim 

stanicama kanali�a i jak izra~aj na mjestima povezivanja glomerula i PES-a (Slika 17). Statisti�ka 

analiza izra~aja JAGGED1 pokazuje da je najve�i u kasnom fetalnom razdoblju. U postnatalnom 

periodu je najve�i u PES-ama (p < 0,001). U usporedbi sa zdravim bubrezima, bubrezi ispitanika s 

CNF-om imaju smanjeni izra~aj JAGGED1 u glomerulu i PES-ama (p < 0,001), dok je u ispitanika 

s FSGS-om u glomerulu zna�ajno poviben izra~aj JAGGED1 (p < 0,001) (Slika 14).  
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Slika 17. Imunoflurescencijsko bojenje na JAGGED1 bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne stanice; 

mp - mokra�ni prostor; a - ampula mokra�ovodnog pupoljka; ssb – tijelo u obliku slova S. Strelice 

ozna�avaju stanice koje premob�uju mokra�ni prostor između podocita i PES-a. Vrbci strelica 

ozna�avaju stanice pozitivne na JAGGED1. Zeleni signal ozna�ava izra~aj JAGGED1, dok su 

stani�ne jezgre ozna�ene plavim signalom koji potje�e od kontrastnog bojenja DAPI-jem. Slika je 

djelo autora. 
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5.6. Izra~aj WNT4 u podocitima i PES-ama bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om 

Tijekom 10. tjedna razvoja WNT4 je jako izra~en u nefronima i okolnom mezenhimu. Granularni 

uzorak WNT4 vidi se u cijelom glomerulu. Neki podociti pokazuju ja�i izra~aj nego ostali, dok je 

u PES-ama izra~aj difuzno jako pozitivan (Slika 18). U 16. tjednu razvoja je izra~aj WNT4 vrlo 

jak u centralno smjebtenim glomerularnim stanicama i nekim PES-ama, a podociti i ve�ina PES-a 

pokazuje umjereni izra~aj. Do 38. tjedna raste broj PES-a koje jako izra~avaju WNT4, dok podociti 

pokazuju umjereni izra~aj. U zdravim postnatalnim bubrezima ve�ina glomerularnih stanica 

pokazuje umjereni, a neke centralno smjebtene stanice jaki izra~aj WNT4, dok PES pokazuju jaki 

izra~aj (Slika 18). U bubrezima ispitanika s CNF-om je umjeren do jak izra~aj WNT4 u 

podocitima,  PES-ama i stanicama koje premobtavaju mokra�ni prostor. U bubrezima ispitanika s 

FSGS-om nalazi se u glomerularnim stanicama i PES-ama granularni, slab do umjeren izra~aj 

WNT4 (Slika 18). Prema statisti�koj analizi, u najranijim stadijima razvoja podociti i PES imaju 

jaki izra~aj WNT4 koji se smanjuje tijekom prve polovice fetalnog razvoja. Do kraja fetalnog 

razdoblja podociti zna�ajno smanjuju izra~aj WNT4, a izra~aj u PES-ama odgovara izra~aju 

tijekom ranog razvoja. U postnatalnim bubrezima je izra~aj WNT4 zna�ajno vibi u PES-ama nego 

podocitima (p = 0,049). U bubrezima ispitanika s CNF-om i s FSGS-om je izra~aj WTN4 u PES-

ama ni~i nego u zdravim postnatalnim bubrezima (p = 0,007) (Slika 14). 
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Slika 18. Imunoflurescencijsko bojenje na WNT4 bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih bubrega,  

bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne stanice; mp - 

mokra�ni prostor. Strelice ozna�avaju stanice koje premob�uju mokra�ni prostor između podocita 

i PES-a. Vrbci strelica ozna�avaju stanice pozitivne na WNT4. Zeleni signal ozna�ava izra~aj 

WNT4, dok su stani�ne jezgre ozna�ene plavim signalom koji potje�e od kontrastnog bojenja 

DAPI-jem. Slika je djelo autora. 
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5.7. Izra~aj SNAIL u podocitima i PES-ama bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih 

bubrega i  bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om 

U 10. tjednu razvoja neke glomerularne stanice pozaziuju jak, a neke slab do umjereni 

citoplazmatski izra~aj SNAIL, kakav se nalazi u stanicama glomerula i okolnih mezenhimskih 

stanica (Slika 19). U 16. tjednu razvoja izra~aj SNAIL je slab u nezrelim glomerulima i kanali�ima 

nefrona, ali neke centralno smjebtene glomerularne stanice i stanice u blizini vaskularnog pola 

pokazuju jaki citoplazmatski izra~aj. Umjereni nuklearni izra~aj SNAIL nalazi se u nekim 

glomerularnim stanicama i PES-ama. U 38. tjednu izra~aj SNAIL je slab u glomerulima i 

kanali�ima, a PES pokazuju umjeren do jak citoplazmatski i nuklearni izra~aj SNAIL. U zdravim 

postnatalnim bubrezima slab je izra~aj SNAIL. Rijetki podociti i PES i neke centralno smjebtene 

glomerularne stanice pokazuju umjeren citoplazmatski ili slabi nuklearni izra~aj SNAIL (Slika 19). 

U bubrezima ispitanika s CNF-om, citoplazmatski izra~aj SNAIL je jak, a nuklearni izra~aj 

umjeren u nekim podocitima i PES-ama te nekim sredibnjim glomerularnim stanicama. U 

bubrezima ispitanika s FSGS-om nalazi se  umjereni citoplazmatski i nuklearni izra~aj SNAIL u 

nekim podocitima i PES-ama, osobito u skupinama stanica koje premobtavaju mokra�ni prostor  

(Slika 19). Statisti�ka analiza pokazuje da se tijekom razvoja izra~aj SNAIL pove�ava u PES-ama 

i podocitima i dose~e maksimum u kasnom fetalnom razdoblju (p = 0,024). U postnatalnom 

zdravom bubregu izra~aj SNAIL se smanjuje u PES-ama i podocitima. U usporedbi s postnatalnim 

zdravim bubregom u ispitanika s CNF-om i  FSGS-om je zna�ajno ja�i izra~aj SNAIL u podocitima 

i PES-ama (za sve p < 0,001) (Slika 14). 
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Slika 19. Imunoflurescencijsko bojenje na SNAIL bubrega u razvoju, zdravih postnatalnih bubrega 

i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne stanice; mp - 

mokra�ni prostor. Strelice ozna�avaju stanice koje premob�uju mokra�ni prostor između podocita 

i PES-a. Vrbci strelica ozna�avaju stanice pozitivne na SNAIL. Zeleni signal ozna�ava izra~aj 

SNAIL, dok su stani�ne jezgre ozna�ene plavim signalom koji potje�e od kontrastnog bojenja 

DAPI-jem. Slika je djelo autora. 
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5.8. Izra~aj podocitnih biljega nefrina i sinaptopodina te njihova kolokalizacija s NOTCH2, 

WNT4 i SNAIL u bubrezima u razvoju, zdravim postnatalnim bubrezima te bubrezima 

bolesnika s CNF-om i FSGS-om 

U 10. tjednu razvoja vidi se kolokalizacija slabog izra~aja NOTCH2 i umjerenog izra~aja nefrina 

na podocitima na povrbini glomerularnog klupka i u citoplazmatskim izdancima koji premobtavaju 

mokra�ni prostor. U 22. tjednu razvoja nefrin je izra~en na podocitima i pojedina�nim stanicama  

koje se prote~u kroz mokra�ni prostor, dok je PES negativan (Slika 20). U postnatalnim bubrezima 

nalazi se kolokalizacija nefrina i NOTCH2 u podocitima i pojedina�nim stanicama koje 

premobtavaju mokra�ni prostor i dolaze u kontakt s PES-ama. U zdravim postnatalnim bubrezima 

nalazi se jak izra~aj WNT4 i slab izra~aj nefrina u stanicama koje premobtavaju mokra�ni prostor 

i povezuju podocite s PES-ama. U bubrezima ispitanika s FSGS-om, slab izra~aj WNT4 je 

kolokaliziran s atipi�no raspodijeljenim nefrinom koji je slabo izra~en u podocitima, umjereno u 

stanicama blizu vaskularnog pola, a slab je ili negativan u PES-ama (Slika 20). U zdravom 

postnatalnom bubregu kolokalizirani su sinaptopodin i SNAIL u podocitima i stanicama koji 

premobtavaju mokra�ni prostor, a PES su negativne na sinaptopodin. U bubrezima ispitanika s 

CNF-om je izra~aj sinaptopodina fokalno jak u podocitima, a slab u blizini vaskularnog pola i 

postupno nestaje u PES-ama du~ Bowmanove �ahure (Slika 20).  
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Slika 20. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na nefrin odnosno sinaptopodin kombinirane 

sa SNAIL i biljezima EMT-e NOTCH i WNT4 u uzorku bubrega u razvoju, postnatalnog zdravog 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. p - podociti; pes - parijetalne epitelne stanice; 

mp - mokra�ni prostor. Strelice ozna�avaju stanice koje premob�uju mokra�ni prostor između 

podocita i PES-a. Vrbci strelica ozna�avaju stanice pozitivne na nefrin ili sinaptopodin. Nefrin je 

prikazan i zelenim i crvenim signalom, a sinaptopodin isklju�ivo zelenim. Stani�ne jezgre su 

ozna�ene plavim signalom koji potje�e od kontrastnog bojenja DAPI-jem. Slika je djelo autora. 
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6. RASPRAVA 
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Najranije stadije nefrogeneze karakterizira MET stanica od kojih �e nastati budu�i nefroni. 

Proksimalni dijelovi nefrona u razvoju su zajedni�ki izvor podocita i PES-a. Prete�e tih stani�nih 

populacija se prvi put mogu razlikovati u stadiju tjelebca u obliku slova „S< kad zapo�nu izra~avati 

određene proteine i prete�e podocita ulaze u proces EMT-e (74). Prete�e podocita mogu se 

regrutirati i iz populacije mati�nih stanica koje se nalaze među PES-ama u blizini mokra�nog pola. 

Te stanice migriraju, postupno dobivaju fenotip podocita i postaju peripolarne stanice ili 

„parijetalni podociti= (106, 253, 254). U nabem istra~ivanju smo u bubrezima u razvoju i 

postnatalnim bubrezima uo�ili nekoliko stani�nih nastavaka između podocita i PES-a koji 

premobtavaju glomerularni urinarni prostor. Nadalje, u uzorcima bubrega ispitanika s CNF-om i 

FSGS-om ti stani�ni mostovi pokazuju jaki izra~aj NOTCH2, WNT4 i SNAIL, poput njihova 

izra~aja u razvojnom bubregu. Sli�ni su nalazi in vivo na ~ivotinjskim modelima bolesti glomerula 

(255). Izra~aj podocitnih biljega nađen je u stani�nim mostovima i pretpostavlja se da bi te stanice 

mogle biti zamjena za izgubljene podocite (256). U mibjim modelima glomerulonefritisa s 

polumjesecima, podocitni „mostovi= nastaju prvi i djelomi�no istisnu PES uzrokuju�i tako 

stvaranje polumjeseca (257). Stvaranje stani�nih mostova opisano je tijekom normalnog razvoja 

neuralne cijevi, bto ukazuje na va~nost ove vrste stani�ne interakcije za normalan razvoj razli�itih 

organa (258). 

Prema rezultatima nabeg istra~ivanja, intenzivna proliferacija podocita i PES-a u najranijoj fazi 

razvoja bubrega postupno se smanjuje tijekom kasnijih faza, bto je pra�eno pove�anjem veli�ine i 

zrelosti glomerula. U svim razvojnim fazama je proliferacija PES-a zna�ajno ve�a nego 

proliferacija podocita. Zreli podociti u postnatalnom bubregu ne izra~avaju Ki-67 jer su 

postmitotske stanice nesposobne za pravilno vrbenje mitoze (106). U bubrezima ispitanika s CNF-

om koji su se prezentirali nefrotskim sindromom, proliferacija podocita je blago pove�ana, bto je 

mogu�e pokubaj oporavka funkcije glomerula zamjenom propalih podocita. Međutim, taj proces 

nije svrhovit jer je mitoza zrelih podocita neu�inkovita i proizvodi aneuploidne stanice koje se brzo 

odvajaju od povrbine glomerula i umiru (259). 

Obrazac izra~aja nestina u PES-a je slabo pozitivan u najranijim razvojnim stadijima, a negativan 

u kasnijim razvojnim stadijima i u postnatalnom zdravom bubregu. To je u skladu s �injenicom da 

je nestin biljeg nezrelih stanica koji se tijekom stani�ne diferencijacije zamjenjuje drugim 

intermedijarnim filamenatima (249). U podocitima je izra~aj nestina jako pozitivan tijekom �itavog 
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razvoja i slabo pozitivan u postnatalnom bubregu, bto ukazuje na kona�nu diferencijaciju zrelih 

podocita. Neobi�no je da potpuno diferencirane stanice izra~avaju nestin, a među populacijama 

glomerularnih stanica to su samo podociti (107). Mogu�i razlog je bto su podociti jedini tip 

glomerularnih stanica koje je podvrgnut posebnoj vrsti EMT-e (217). U btakorskim modelima se 

pokazalo da nestin ima va~nu ulogu u strukturnom integritetu podocita i mo~e pove�ati njihovu 

mehani�ku stabilnost (260). U ispitanika s CNF-om i FSGS-om, u podocitima je ponovo jak izra~aj 

nestina, sli�no izra~aju tijekom razvoja. Slabiji izra~aj nestina u kasnijim fazama FSGS-e mogu�e 

je rezultat uznapredovalih skleroti�nih promjena i nakupljanja izvanstani�nog matriksa. Ponovno 

pojavljivanje embriolobkog obrasca izra~aja nestina mo~e se objasniti procesom dediferencijacije 

podocita u patolobki promijenjenim glomerulima  (261).  

WNT4 je jedna od glavnih signalnih molekula koje zapo�inju nefrogenezu i MET-u, procese koji 

omogu�uju stvaranje bubre~nih mjehuri�a. Također, WNT4 regulira izra~aj molekula stani�ne 

adhezije va~nih za stvaranje kanali�a i sazrijevanje nefrona (262). U mibeva je tijekom rane 

nefrogeneze WNT4 jako izra~en u svim strukturama nefrona, ali se zna�ajno smanjuje tijekom 

sazrijevanjai kona�no postaje nemjerljiv u zrelih bubrega (263). Nabi rezultati na ljudskim  

bubrezima u razvoju pokazali su jaki izra~aj WNT4 u podocitima i PES tijekom rane nefrogeneze 

(8. do 10. tjedan) i smanjenje tog izra~aja tijekom sazrijevanja (16. tjedan), sli�no rezultatima na 

animalnom modelu. Izra~aj WNT4 u podocitima se postupno smanjuje prema postnatalnom 

razdoblju, a izra~aj PES-ama pove�ava na razinu izmjerenu tijekom rane nefrogeneze. U 

nedostatku kanonskog WNT signaliziranja sprije�ena je diferencijacija PES-a i pokrenut prelazak 

prema sudbini podocita (100). U patolobkim uvjetima se PES mogu dediferencirati i izra~avati 

mezenhimalne biljege, bto je popra�eno zna�ajnim smanjenjem razine WNT4 (264). Stoga se mo~e 

pretpostaviti da jaki izra~aj WNT4 u PES-ama odr~ava tu stani�nu populaciju u stabilnom 

diferenciranom stanju i sprije�ava prijelaz prema sudbini specifi�noj za podocite. U bubrezima 

ispitanika s CNF-om i FSGS-om nabli smo blago smanjenje izra~aja WNT4 u podocitima i 

zna�ajno smanjenje u PES-ama. Mogu�e je da smanjenje izra~aja WNT4 u PES-ama omogu�ava 

zamijenu obte�enih podocite stvaranjem novih iz mati�nih stanica među PES-ama, bto zahtijeva 

inhibiciju WNT signaliziranja (264). Istra~ivanja o ulozi kanonskog WNT signaliziranja u 

nefrotskim bolestima dala su opre�ne rezultate. Prema nekim autorima, u mibjem modelu 

dijabeti�ke nefropatije pove�ano kanonsko WNT signaliziranje izravno uzrokuje obte�enje 

podocita, a prema drugim autorima WNT signaliziranje btiti stanice od visokog stresa izazvanog 



67 

 

glukozom (112, 265). Istra~ivanje o izra~aju WNT4 kod bubre~nih bolesti u ljudi pokazalo je da 

su promjene u razini WNT4 povezane s nekim klini�kim pokazateljima, ovisno o specifi�noj 

bolesti (241). Utvrđena je negativna povezanost razine WNT4 u bubrezima s albuminurijom u 

ispitanika s FSGS-om, bto zna�i da bi pove�anje izra~aja WNT4 moglo imati zabtitnu ulogu. 

NOTCH2 signaliziranje također ima zna�ajnu ulogu u ranoj nefrogenezi jer mo~e aktivirati MET-

u mehanizmima koji su neovisni o WNT4 i nu~no je za pravilno određivanje proksimalne sudbine 

stanica tijekom segmentacije nefrona (244, 266). Izra~aj NOTCH2 je klju�an za specifikaciju 

podocita tijekom rane nefrogeneze, a proces diferencijacije podocita ovisi o smanjenju razine 

NOTCH2 (267). Po zavrbetku razvoja glomerula, NOTCH2 signaliziranje se u podocitima 

zna�ajno smanji. NOTCH2 signaliziranje je pove�ano u ~ivotinjskim modelima bubre~ne bolesti i 

u  bolesnika s glomerularnim bolestima (268). U nabem istra~ivanju je tijekom ranih stadija razvoja 

bubrega jako izra~en NOTCH2 i izra~aj u podocitima je ve�i nego u PES-ama. U kasnijem razvoju 

(38. tjedan), izra~aj NOTCH2 je smanjen u podocitima i pove�an u PES-ama. U zdravim 

postnatalnim bubrezima je izra~aj NOTCH2 smanjen u obje stani�ne populacije, osim u nekim 

pojedina�nim podocitima. Sli�ni obrasci izra~aja NOTCH2 navode drugi autori (244). U odnosu 

na normalni postnatalni bubreg, u ispitanika s CNF-om nabli smo zna�ajno pove�anje izra~aja 

NOTCH2 u podocitima i PES, a u ispitanika s s FSGS zna�ajno smanjenje izra~aja NOTCH2 u 

obje stani�ne populacije. U vibe studija dokazan je pove�ani izra~aj NOTCH2 u  nefropatijama s 

proteinurijom  (244, 248, 268). Smanjenje izra~aja NOTCH2 u ispitanika s FSGS-om moglo bi se 

objasniti apoptozom podocita (269). Kontinuirano NOTCH2 signaliziranje također mo~e dovesti 

do apoptoze podocita (270). Iz svega navedenog poizlazi da NOTCH2 signaliziranje mora biti 

precizno regulirano kako bi razvoj i funkcija podocita bili uredni. 

JAGGED1 je ligand koji se ve~e za NOTCH receptore i aktivira NOTCH signaliziranje, a njegov 

izra~aj je va~an za normalni razvoj bubrega. Mutacije JAG1 gena dovode do bubre~nih poreme�aja 

poput mezangiolipidoze, tubulointersticijskog nefritisa, hipoplazije ili displazije, potkovi�astog 

bubrega i bubre~nih cista (271, 272). U mibjem modelu ranog razvoja bubrega JAGGED1 je 

izra~en u dijelovima bubre~nog mjehuri�a najbli~ima MP-u i stanicama tjelebca u obliku slova „S< 

od kojih �e se razviti kanali�i, dok je u prete�ama podocita negativan (273). Rezultati nabeg 

istra~ivanja na ranim stadijima (10. tjedan) humanih fetalnih bubrega odgovaraju uzorku 

JAGGED1 izra~aja opisanog na mibjem modelu. Tijekom daljneg razvoja (16. i 38. tjedan) 
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JAGGED1 je izra~en na endotelu glomerula, sli�no kao u mibjem modelu razvoja bubrega (274). 

U postnatalnim zdravim bubrezima smo nabli slab izra~aj JAGGED1, sukladno podacima iz 

literature (275). U ispitanika s CNF-om u glomerulu je nađen smanjeni, a u ispitanika s FSGS 

pove�ani izra~aj JAGGED1. Pove�ani izra~aj JAGGED1 opisan je u glomerulima bolesnika s 

FSGS-om i dijabeti�kom nefropatijom i dokazano da dovodi do aktivacije NOTCH signaliziranja 

i posljedi�ne dediferencijacije, odnosno obte�enja podocita (276). Razina izra~aja JAGGED1 

pokazuje pozitivnu povezanost s razinom proteinurije u tim bolestima (268). Izra~aj JAGGED1 u 

bubrezima bolesnika s CNF-om nije dosad opisan. 

SNAIL je transkripcijski �imbenik uklju�en u normalnu i patolobku EMT-u. Normalno je izra~en 

u MM-u prije MET-e i zadr~ava MM u nediferenciranom stanju. U miba se izra~aj SNAIL smanji 

po�etkom stvaranja bubre~nih mjehuri�a i ostaje utiban tijekom daljnjeg razvoja i u zrelim 

bubrezima (234). Nabi rezultati su pokazali zna�ajan porast izra~aja SNAIL tijekom kasnijeg 

razvoja bubrega (38. tjedan), osobito u PES-ama. Međutim, istra~ivanje na mibjim podocitima 

pokazuje da je SLUG, �lan SNAIL porodice s ekvivalentom funkcijom, u normalnim uvjetima ja�e 

izra~en u diferenciranim podocitima (277). Pretpostavljamo da prete�e podocita izra~avaju SNAIL 

kako bi pokrenuli EMT-u, ali potom smanuju izra~aj SNAIL kako bi se omogu�ilo sazrijevanje 

podocita i izra~aj specifi�nih proteina, bto bi moglo objasniti izra~aj SNAIL među PES-ama. Za 

donobenje zaklju�aka o izra~aju SNAIL i SLUG u ljudskim bubrezima u razvoju potrebna su 

detaljnija istra~ivanja. U bubrezima ispitanika s CNF-om i FSGS-om izra~aj SNAIL je zna�ajno 

poja�an u podocitima i PES-ama, bto je sukladno rezultatima provedenim na btakorskim i mibjim 

modelima nefrotskog sindroma (218, 235). Izra~aj SNAIL u zrelim podocitima uzrokuje 

reaktivaciju EMT-e, dediferencijaciju i smanjenje izra~aja nefrina (235). Treba napomenuti da je 

CNF uzrokovan mutacijama u genu NPHS1 (nefrin) pa podociti tih bubrega nemaju funkcionalni 

nefrin bez obzira na izra~aj SNAIL. Iako je SNAIL transkripcijski �imbenik, osim  nuklearnog 

uo�ili smo zna�ajan citoplazmatski izra~aj tog proteina. U literaturi je opisan citoplazmatski izra~aj 

transkripcijskih �imbenika kao bto je MSX homeodomenski protein (278). SNAIL ponekad ima 

citoplazmatski a ne nuklearni izra~aj, bto bi se moglo pripisati razli�itim posttranslacijskim 

modifikacijama SNAIL proteina koje poti�u njegov uvoz u jezgru ili izvoz u citoplazmu (279, 280). 

Iako citoplazmatski SNAIL ne inducira EMT-u, mo~e izravno djelovati na druge proteine, 

primjerice TP53 blokiranjem vezanja na DNA domene i inhibiranjem njihove funkcije (279, 281).  
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Istra~ili smo razvoj glomerula pra�enjem dinamike proliferacije stanica i obrasca izra~aja biljega 

EMT u glomerulu, kao i promjene uzorka tih biljega u podocitopatijama CNF i FSGS u usporedbi 

s postnatalnim zdravim bubregom. U CNF-u je ve�a proliferacija podocita, a u CNF-u i FSGS-i 

promjenjen obrazac biljega EMT-e s ponovnim izra~ajem proteina prisutnih u razvojnom periodu. 

U analiziranim podocitopatijama su u mokra�nom prostoru brojni premobtavaju�i citoplazmatski 

izdanci koji imunohistokemijski izra~avaju biljege podocita, nestina i sve analizirane biljege EMT. 

Nedostatakak ovog rada je relativno mali uzorak, a njegova vrijednost u tome bto je nabem saznanju 

prva studija koja je na humanom embrionalnom i fetalnom materijalu pru~ila uvid u epitelno-

mezenhimalnu pretvorbu podocita i PES-a i povezala ih s podocitopatijama.  
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7. ZAKLJUCI 
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Primjenom imunofluorescencijskih metoda na histolobkim uzorcima zdravih fetalnih i postnatalnih 

bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om analizirali smo proliferaciju stanica (Ki-67), 

izra~aj podocitnih biljega (nestin, nefrin i sinaptopodin) i izra~aj �imbenika EMT-e (NOTCH2, 

JAGGED1, WNT4 i SNAIL). Primjenom transmisijske elektronske mikroskopije analizirali smo 

građu i brojnost međustani�nih veza podocita i PES-a na istim uzorcima. Temeljem analize i 

usporedbe imunofluorescencijskih i elektronskomikroskopskih slika doneseni su sljede�i zaklju�ci: 

1. Razina proliferacije podocita i PES-a se smanjuje tijekom normalnog razvoja bubrega, dok je 

u bubrezima ispitanika s CNF-om pove�an broj proliferiraju�ih podocita u usporedbi s zdravim 

postnatalnim bubrezima. Stopa proliferacije podocita je ni~a od stope proliferacije PES-a. 

 

2. Izra~aj NOTCH2 tijekom razvoja glomerula postaje ja�i u PES-ama, s vrhuncem izra~aja u 

kasnom fetalnom periodu, dok je izra~aj u podocitima relativno jednak tijekom �itavog razvoja. 

U ispitanika s CNF-om je izra~aj NOTCH2 u podocitima i PES-ama zna�ajno ve�i, a u 

ispitanika s FSGS-om zna�ajno ni~i nego u zdravim postnatalnim bubrezima.  

 

 Izra~aj JAGGED1 je najvibi u kasnom fetalnom periodu i to u endotelu glomerularnih kapilara, 

dok je razina izra~aja u PES-ama niska tijekom razvoja, a visoka u postnatalnom razdoblju. 

Izra~aj JAGGED1 u glomerulima i PES-ama ispitanika s CNF-om je zna�ajno ni~i, a u 

ispitanika s FSGS-om zna�ajno vibi nego u zdravim postnatalnim bubrezima. 

4. Izra~aj WNT4 u podocitima i PES-ama je visok u ranom fetalnom periodu, u podocitima opada 

tijekom daljneg razvoja i najni~a je u postntalnom bubregu, dok u PES-ama, nakon pada 

tijekom prve polovice fetalnog perioda, raste do razina opa~enih u ranom fetalnom periodu. 

Izra~aj WNT4 u PES-ama je ni~i u bolesnika s CNF-om i FSGS-om u usporedbi sa zdravim 

postnatalnim bubrezima. 

 

5. Izra~aj transkripcijskog �imbenika SNAIL u podocitima i PES-ama raste tijekom razvoja i 

najvibi je u kasnom fetalnom razdoblju. U usporedbi sa zdravim postnatalnim bubrezima, 

izra~aj SNAIL zna�ajno je vibi u podocitima i PES-ama ispitanika s CNF-om i FSGS-om. 

 

6. Podociti i PES sudjeluju u stvaranju premobtavaju�ih citoplazmatskih nastavaka. 
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7. Stani�ni nastavci premobtavaju mokra�ni prostor i spajaju glomerul s parijetalnim listom 

Bowmanove �ahure. Prisutni su tijekom �itavog razvoja bubrega, u zdravim postnatalnim 

bubrezima i bubrezima ispitanika s CNF-om i FSGS-om.  

 

8. Nestin je jako izra~en u podocitima tijekom �itavog razvoja, a slabo izra~en u postnatalnom 

periodu. U podocitima ispitanika s CNF-om i FSGS-om razina izra~aja nestina je ve�a nego 

tijekom razvoja. PES pokazuju negativan izra~aj nestina. 

 

9. Biljezi podocita nefrin i sinaptopodin izra~eni su u ve�ini međustani�nih veza u mokra�nom 

prostoru, bto potvrđuje sudjelovanje podocita u njihovoj strukturi. Njihov izra~aj je pozitivan  i 

u nekim stanicama parijetalnog lista Bowmanove �ahure, osobito u podru�ju ~ilnog pola. Ti 

„parijetalni podociti< su mogu�e migrirali s glomerularnog klupka u parijetalni list Bowmanove 

�ahure ili se radi o novonastalim podocitima koji potje�u od mati�nih stanica prisutnih među 

PES-ama u blizini mokra�nog pola.  
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U razvoju ljudskog bubrega stanice proksimalnog dijela nefrona postupno se diferenciraju u 

podocite i parijetalne epitelne stanice (PES). Podociti su terminalno diferencirane stanice koje 

imaju klju�nu ulogu u normalnoj funkciji bubrega, a obte�eni su u glomerulopatijama. Mogu�nost 

njihove regeneracije ili zamijene stani�nom populacijom poput PES-a bila bi klju�na  u lije�enju 

glomerularnih bolesti, posebno podocitopatija kao bto je fokalna segmentalna glomeruloskleroza 

(FSGS). U ovom radu istra~ili smo razvoj podocita i PES-a u fetalnom bubregu, postnatalno u 

zdravom bubregu i u ispitanika s kongenitalnim nefrotskim sindromom finskog tipa (CNF) i 

idiopatskom FSGS-om analizom biljega stani�ne proliferacije, epitelno-mezenhimalne tranzicije 

(EMT) i biljega tipi�nih za nezrele i zrele podocite. U uzorku je tkivo 20 humanih bubrega u 

razvoju, postnatalnih bubrega i bubrega ispitanika s CNF-om i FSGS-om. Urađeno je 

imunofluorescencijsko bojenje na biljeg proliferacije (Ki-67) i biljege EMT-e (WNT4, NOTCH2, 

JAGGED1 i SNAIL) te biljege podocita (nestin, sinaptopodin, nefrin) za dokaz sastava 

citoplazmatskih nastavaka koji premobtavaju mokra�ni prostor. Ultrastruktura premobtavaju�ih 

citoplazmatskih nastavaka analizirana je na preparatima priređenim za elektronsku mikroskopiju. 

U bubrezima u razvoju PES imaju ve�u stopu proliferacije nego podociti. Nestin je izra~en samo u 

podocitima. U ranom fetalnom razdoblju izra~eni su svi biljezi EMT-e. U kasnijem fetalnom 

razdoblju u podocitima je umjereno, a u PES-ama zna�ajno pove�an izra~aj WNT4, NOTCH2 i 

JAGGED1, a u PES-ama i izra~aj SNAIL. U  postnatalnom bubregu se taj izra~aj vibe ne nalazi. U 

ispitanika s CNF-om i ispitanika s FSGS-om, izra~aj WNT4 je smanjen u podocitima i PES-ama, 

izra~aj NOTCH2 u ispitanika s FSGS-om i izra~aj JAGGED1 u ispitanika s CNF-om. Izra~aj 

SNAIL je pove�an u podocitima i PES  u obje skupine ispitanika, izra~aj NOTCH2 pove�an u 

ispitanika s CNF-om, a izra~aj JAGGED1 u ispitanika s FSGS-om. Imunofluorescencijom i 

elektronskom mikroskopijom prikazani su citoplazmatski izdanci koji premobtavaju mokra�ni 

prostor između podocita i PES-a u fetalnim i postnatalnim bubrezima. Imunohistokemijski 

citoplazmatski  izdanci izra~avaju biljege podocita. Ispitanici s CNF-om i ispitanici s FSGS-om 

imaju mnogobrojne premobtavaju�e citoplazmatske izdanke i u njima izra~ene sve analizirane 

proteine. Mehanizmi kontrole izra~aja gena tijekom nefrogeneze reaktiviraju se u patolobkim 

stanjima pa bi njihovo daljnje istra~ivanje moglo uputiti na mehanizam  indukcije regeneracije 

podocita iz PES-a. 
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During human kidney development, the cells of the proximal part of the nephron gradually 

differentiate into podocytes and parietal epithelial cells (PECs). Podocytes are terminally 

differentiated cells that play a key role in normal kidney function, and are damaged in 

glomerulopathies. The possibility of their regeneration or replacement with a cell population like 

PECs would be crucial in the treatment of glomerular diseases, especially podocytopathies such as 

focal segmental glomerulosclerosis (FSGS). In this paper, we investigated the development of 

podocytes and PECs in the fetal kidney, postnatally in the healthy kidney and in patients with 

congenital nephrotic syndrome of the Finnish type (CNF) and idiopathic FSGS by analyzing 

markers of cell proliferation and epithelial-mesenchymal transition (EMT) and markers typical for 

immature and mature podocytes. Our sample contains tissue from 20 developing human kidneys, 

postnatal kidneys and kidneys from patients with CNF and FSGS. Immunofluorescence staining 

for the proliferation marker (Ki-67) and EMT markers (WNT4, NOTCH2, JAGGED1, and SNAIL) 

and podocyte markers (nestin, synaptopodin, nephrin) was performed to prove the composition of 

the cytoplasmic extensions bridging the urinary space. The ultrastructure of bridging cytoplasmic 

appendages was analyzed on samples prepared for electron microscopy. In the developing kidney, 

PECs have a higher proliferation rate than podocytes. Nestin is expressed only in podocytes. In the 

early fetal period, all markers of EMT are expressed. In the later fetal period, the expression of 

WNT4, NOTCH2 and JAGGED1 was moderately increased in podocytes, and significantly 

increased in PECs, and the expression of SNAIL was also increased in PECs. This expression is 

no longer found in the postnatal kidney. The expression of WNT4 was decreased in podocytes and 

PECs in patients with CNF and patients with FSGS, the expression of NOTCH2 was decreased in 

patients with FSGS and the expression of JAGGED1 in patients with CNF. The expression of 

SNAIL was increased in podocytes and PECs in both groups of patients, the expression of 

NOTCH2 was increased in patients with CNF, and the expression of JAGGED1 in patients with 

FSGS. Immunofluorescence and electron microscopy showed cellular processes bridging the 

urinary space between podocytes and PECs in fetal and postnatal kidneys. These cellular bridges 

express podocyte markers. Patients with CNF and patients with FSGS have numerous bridging 

cellular processes and all analyzed proteins are expressed in them. Mechanisms of gene expression 

control during nephrogenesis are reactivated in pathological conditions, so their further 

investigation could point to the mechanism of podocyte regeneration induction from PECs. 
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