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A/Cd ampula/sabirni kanali� (eng. ampulla/collecting duct) 

ACE   angiotenzin konvertiraju�i enzim (eng. angiotensin-converting enzyme)  

ADH  antidiuretski hormon (eng. antidiuretic hormone) 

ANOVA analiza varijance (eng. analysis of variance) 

Akt AKT serin/treonin kinaza 1 (eng. AKT serine/threonine kinase 1) 

AGTR2 angiotenzin II receptor tipa 2 (eng. angiotensin II receptor type 2) 

BMP7 kobtani morfogenetski protein 7 (eng. bone morphogenetic protein 7) 

CAKUT prirođene anomalije bubrega i urotrakta (eng. congenital anomalies of the 

kidney and urinary tract) 

CKD  kroni�na bubre~na bolest (eng. chronic kidney disease) 

Cre (eng. carbapenem-resistant Enterobacterales) 

CS Carnegie stadij (eng. Carnegie stage) 

Ct zavijeni kanali� (eng. convoluted tubule) 

CTRL zdrava kontrola (eng. control kidneys) 

DAPI 4′,6-diamidino-2-fenilindol (eng. 4′,6-diamidino-2-phenylindole) 

DCT distalni zavijeni kanali� (eng. distal convoluted tubule) 

DNA deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid) 

DSTYK dvojna serin/treonin i tirozin protein kinaza; Dusty protein kinaza (eng. dual 

serine/threonine and tyrosine protein kinase) 

DU anomalije uretera (eng. duplex kidneys) 

dw razvojni tjedan (eng. developmental week) 

DYS  displasti�ni bubrezi (eng. dysplastic kidneys) 

E embrionalni dan  (eng. embryonic day) 

ERK1/2 protein kinaza aktivirana mitogenom (eng. extracellular signal-regulated kinase 

1/2) 

FGF fibroblastni �imbenik rasta (eng. fibroblast growth factor) 

FGF2 fibroblastni �imbenik rasta 2 (eng. fibroblast growth factor 2)  
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FGFR1 receptor za fibroblastni �imbenik rasta 1 (eng. fibroblast growth factor receptor 

1) 

FGFR2 receptor za fibroblastni �imbenik rasta 2 (eng. fibroblast growth factor receptor  

2) 

FRS2 supstrat receptora �imbenika rasta fibroblasta 2 (eng. fibroblast growth factor 

receptor substrate 2) 

G glomerul (eng. glomerulus) 

g nezreli glomerul (eng. immature glomeruli) 

GDNF neurotrofni �imbenik glije (eng. glial derived neurotrophic factor) 

GFR brzina glomerularne filtracije (eng. glomerular filtration rate) 

GRB2  protein 2 vezan za receptor �imbenika rasta (eng. growth factor receptor-bound 

protein 2) 

HE hematoksilin-eozin bojanje (eng. hematoxylin and eosin staining) 

HGF �imbenik rasta hepatocita (eng. hepatocyte growth factor) 

HYP hipoplasti�ni bubrezi (eng. hypoplastic kidneys)  

IP3 inozitol 1,4,5-trifosfat  (eng. inositol 1,4,5-trisphosphate) 

JGA  jukstaglomerularni aparat (eng. juxtaglomerular apparatus) 

LoxP (eng. locus of X-over P1) 

mm metanefrogeni mezenhim (eng. metanephric mesenchyme) 

MRU magnetnorezonantna urografija (eng. magnetic resonance urography) 

mTOR cilj rapamicina kod sisavaca (eng. mammalian target of rapamycin) 

NGS masivno paralelno sekvenciranje (eng. next-generation sequencing) 

NTC kontrolni uzorak (eng. no template control) 

P postnatalni dan (eng. postnatal day) 

PAP peroksidaza-antiperoksidaza (eng. peroxidase-antiperoxidase) 

PAX2 upareni gen 2 (eng. paired box gene 2) 

PBS fiziolobka otopina puferirana s fosfatom (eng. Phosphate-buffered saline) 
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PCT proksimalni zavijeni kanali� (eng. proximal convoluted tubule) 

PFA paraformaldehid (eng. paraformaldehyde) 

PGK-Neo fosfoglicerat-kinaza-1 pod �iji je promotor stavljen nadzor za izra~aj gena za 

fosfotransferazu neomicina (eng.  phosphoglycerate kinase I promoter driving 

the neomycin phosphotransferase gene) 

PI3K fosfoinozitid 3-kinaza (eng. Fhosphoinositide 3-kinases) 

PLC fosfolipaza C (eng. Phospholipase C) 

PUV stra~nji uretralni zalistci (eng. posterior urethral valves) 

qRT-PCR kvantitativna lan�ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (eng. Real-Time 

Quantitative Reverse Transcription, PCR) 

RIP5 protein kinaza u interakciji s receptorom 5 (eng. Receptor Interacting Protein 

 Kinase 5) 

RNA ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid) 

rv bubre~ni mjehuri� (eng. renal vesicle) 

SALL1 faktor transkripcije sli�an spalt-u 1 (eng. spalt-like transcription factor 1) 

S6K1 ribosomalni protein S6 kinaza beta-1 (eng. Ribosomal protein S6 kinase beta-1) 

SRC protoonkogen tirozin-protein kinaza Src (eng. Proto-oncogene tyrosine-protein 

kinase Src) 

TS Theilerovi stadiji (eng. Theiler stage) 

UPJO opstrukcija pijeloureteralnog vrata (eng. ureteropelvic junction obstruction) 

UVJO opstrukcija ureterovezikalnog spoja (eng. ureterovesical junction obstruction) 

VUR  vezikoureteralni refluks (eng. vesicoureteric reflux) 

WNT4 (eng. wingless-type MMTV integration site family) 

WT1 Wilmsov tumorski protein 1 (eng. Wilms tumor 1) 
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U uvodnom dijelu se nalazi kratak pregled razvoja bubrega, usporedba strukture i 

funkcije bubrega �ovjeka i miba, zna�aj mibjeg modela u razumijevanju embrionalnog razvoja 

i razvoju bolesti u ljudi, opis fenotipa yotari (Dab1-/-) miba, pregled prirođenih anomalija 

bubrega i urotrakta te informacije o kandidat genima �ije su mutacije odgovorne za nastanak 

prirođenih anomalija bubrega i urotrakta (CAKUT-a).  

1.1. Razvoj bubrega �ovjeka i miba 

Proces razvoja bubrega reguliran je slo~enim međudjelovanjem mnogobrojnih 

signalnih molekula, �iji to�an prostorni i vremenski izra~aj igra klju�nu ulogu u pravilnom 

razvoju. Kod sisavaca, tri para organa za izlu�ivanje nastaju iz intermedijarnog mezoderma du~ 

kraniokaudalne osi, a njihov se razvoj djelomi�no vremenski preklapa (3, 4). Ovi organi, 

poznati kao pronefros (predbubreg), mezonefros (prabubreg) i metanefros (definitivni bubreg), 

obavljaju razli�ite funkcije (4). Iako su pronefros i mezonefros privremeni organi tijekom 

ontogeneze kod ljudi, njihovo postojanje je klju�no za pravilan razvoj metanefrosa, koji 

predstavlja trajni bubreg (3, 4). 

  Iako se razvoj bubrega kod ljudi i mibeva odvija po istom obrascu, razlikuje se u 

vremenskim obrascima pojave i regresije prijelaznih oblika bubrega, zbog razli�ite duljine 

gestacije kod �ovjeka (prosje�no 40 tjedana) i miba (20 dana) (3). 

1.1.1. Pronefros 

Pronefros (Slika 1A), po�etna faza razvoja bubrega kod sisavaca, po�inje se oblikovati 

u ljudskom zametku između 21. i 22. embrionalnog dana (E20 3 E22) (5), dok kod mibeva taj 

proces zapo�inje ve� 8. dana nakon oplodnje (E8) (6). Pronefros nastaje iz segmenta 

intermedijarnog mezoderma te se sastoji od 7 do 10 stani�nih nakupina - nefrotoma, koji sadr~i 

bupljinu nefrocel i direktno komunicira sa susjednim intraembrionalnim celomom. Formiraju 

se pronefri�ki kanali�i koji povezuju nefrocel s pronefri�kim (Wolffovim) kanalom koji se 

otvara u kloaki. U nefrotomu, stanice s trepetljikama poti�u protok teku�ine kroz pronefri�ke 

kanali�e, gdje se teku�ina reapsorbira u okolne krvne sinuse. Razli�ite vrste pokazuju varijacije 

u broju pronefri�kih kanali�a, a kod ljudi obi�no nalazimo 6 3 10 parova (7). Vibi kralje~njaci 

imaju rudimentarne, prolazne pronefrose koji ne pridonose funkciji bubrega. Regresija 

pronefrosa se u �ovjeka događa oko E25, dok u miba oko E9 (3, 4). 
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Slika 1. Razvojni stadiji ljudskog bubrega. (Preuzeto i prilagođeno prema referenci (8)). 

1.1.2. Mezonefros 

Razvoj mezonefrosa (Slika 1A) zapo�inje usporedno s regresijom pronefrosa, tijekom 

4. gestacijskog tjedna u ljudskom embriju (9) i E9 u miba (10). Mezonefros se razvija kranio-

kaudalnim smjerom, u torako-lumbalnom dijelu kralje~nice. Sastoji se od Wolffovog kanala i 

jednostavnih mezonefri�kih nefrona, ekskretornih jedinica koje po prvi puta od po�etka razvoja 

vrbe filtraciju krvi i proizvode male koli�ine urina između 6. i 10. tjedna gestacijskog razvoja 

�ovjeka (6). Svaki mezonefri�ki nefron ima kanali� koji povezuje glomerul u mezonefri�ki 

kanal, s pojedinim glomerulima koji dijele jedan kanali� (6). Otprilike 40 mezonefri�kih 

kanali�a je prisutno na vrhuncu mezonefri�kog razvoja �ovjeka (9, 11). Kod �ovjeka, 

kranijalno smjebteni nefroni atrofiraju i degeneriraju u skladu s razvojnim valom od kranijalnog 

prema kaudalnom dijelu (12). Kanali�i kaudalnih nefrona se ne povezuju s Wolffovim kanalom 

te stoga nikad ne postaju funkcionalni. Mezonefros kod �ovjeka ib�ezava do kraja tre�eg 

mjeseca razvoja  (6, 13, 14) a u miba do E14 (6, 15). Kod ~ena, kanal i kanali�i mezonefrosa 

nestaju, dok kod mubkaraca kanal mezonefrosa sudjeluje u formiranju spolnih organa, a 

preostaje i dio mezonefri�kih kanali�a koji formiraju izvodne kanale testisa (ductuli efferentes). 

Na kaudalnom kraju Wolffovog kanala nastaje mokra�ovodni pupoljak, ozna�avaju�i po�etak 

razvoja metanefrosa (4). 
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1.1.3. Metanefros 

U sisavaca, razvoj metanefrosa, odnosno trajnog bubrega, po�inje izrastanjem 

mokra�ovodnog pupoljka iz kaudalnog kraja Wolffovog kanala u 4. - 5. gestacijskom tjednu 

kod �ovjeka i E11311.5 u miba (16, 17) (Slika 1B), u vrijeme dok je u njih job uvijek prisutan 

funkcionalni mezonefros. Mokra�ovodni pupoljak, jedinstvena epitelna struktura urasta i 

prodire u mezenhim metanefri�kog blastema od kojeg se posljedi�no formiraju nefroni 

metanefrosa. Stoga, metanefros nastaje iz dvije razli�ite osnove i to epitelnog mokra�ovodnog 

pupoljka koji izrasta iz kaudalnog dijela Wolffovog kanala te metanefrogenog mezoderma (6, 

15, 18).  

Metanefrogeni mezoderm poti�e proliferaciju i uzastopno grananje mokra�ovodnog 

pupoljka �ime nastaje temelj za razvoj odvodnog sustava bubrega (sabirne cijevi, mali i veliki 

bubre~ni vr�evi, bubre~ne zdjelice i uretera) (Slika 1C). Epitelne stanice vrbaka sabirnih 

kanali�a (lat. ampullae) poti�u zgubnjavanje stanica metanefri�kog mezoderma (Slika 1D) koje 

stvaraju kape metanefrogenog tkiva �ime zapo�inje proces nefrogeneze (19).  

U ljudi nefrogeneza zapo�inje oko 8. 3 9. razvojnog tjedna te zavrbava oko 36. 

razvojnog tjedna, dok u mibeva kre�e oko E13 te zavrbava koncem prvog tjedna postnatalnog 

razvoja. Proces nefrogeneze zasniva se na međudjelovanju epitela i mezenhima (4). Stanice 

mezenhima izra~avaju �imbenik rasta hepatocita (HGF) i neurotrofni �imbenik glije (GDNF) 

koji poti�u rast i grananje mokra�ovodnog pupoljka, dok epitelne stanice sintetiziraju receptore 

tirozin-kinaze (MET i RET) za gore spomenute �imbenike, uspostavljaju�i tako signalizaciju 

između mezenhima i epitela. Epitelne stanice također sintetiziraju i fibroblastni �imbenik rasta 

2 (FGF2) te kobtani morfogenetski protein 7 (BMP7), koji djeluju�i na mezenhimske stanice, 

zaustavljaju programiranu stani�nu smrt metanefrogenog tkiva te poti�u proliferaciju i izra~aj 

transkripcijskog �imbenika Wilmsov tumor 1 (WT1) (4).  

Stani�ne nakupine kape metanefrogenog tkiva prolaze kroz proces mezenhimsko-

epitelne transformacije u kojoj mezenhimske stanice vrbe sintezu adhezivnih molekula, 

sindekana i E-kadherina a epitelne stanice mokra�ovodnog pupoljka transkripcijske �imbenike 

PAX2 i WNT4 (4). Navedenim se procesom formiraju bubre~ni mjehuri�i (Slika 1E) od kojih 

se prvo razvija kanali� u obliku zareza (Slika 1F), a potom kanali� u obliku slova >S< (Slika 

1G) (15, 20, 21).  Od dijela kanali�a u obliku slova >S< koji je najbli~i mokra�ovodnom 

pupoljku nastaje distalni zavijeni kanali�, od sredibnjeg dijela proksimalni zavijeni kanali�, 

Henleova petlja i distalni ravni kanali�, dok se od najudaljenijeg - proksimalnog dijela formira 
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Bowmanova �ahura kroz proces glomerulogeneze (15, 20, 21). Stanice unutarnjeg, visceralnog 

lista Bowmanove �ahure diferenciraju se u podocite, dok se stanice vanjskog, parijetalnog lista 

diferenciraju u parijetalne epitelne stanice. Distalni dio nefrona povezuje se sa sabirnim 

kanali�em (Slika 1H).  

Dan nakon bto  mokra�ovodni pupoljak uraste u metanefrogeni mezoderm, primje�uju 

se kapilare du~ periferije metanefrosa i oko mokra�ovodnog pupoljka (22, 23). Između 8. i 10. 

razvojnog tjedna �ovjeka, te oko E13 kod miba, kapilare po�inju urastati u kanali�e oblikovane 

u obliku slova "S". Istovremeno, po�inje se primje�ivati bubre~na arterija koja se prote~e od 

dorzalne aorte do metanefrosa, koja se postupno grana u sve manje arterije koje postaju 

aferentne arteriole glomerula. 

Kapilare i mezangijske stanice prodiru u bubre~no tjelebce oblika slova "S" te okru~e 

podocite, koji vibe ne proliferiraju, ve� se diferenciraju i stvaraju primarne i sekundarne no~ice. 

Bazalne membrane glomerularnih kapilara i podocita se spajaju u glomerularnu bazalnu 

membranu.  

Zaklju�no, mokra�ovodni pupoljak �ini osnovu za razvoj sustava sabirnih kanala, 

uklju�uju�i ureter, bubre~nu zdjelicu, vr�eve i sabirne kanale i kanali�e, dok se metanefrogeni 

mezoderm diferencira u glomerule, tubularne segmente nefrona i intersticij (stromu). 

1.1.3.1. Razvojni periodi stvaranja definitivnog bubrega  

Osathanondh i Potter (17) su opisali obrazac grananja mokra�ovodnog pupoljka i 

samim time strukturalni razvoj ljudskog bubrega kojeg mo~emo podijeliti u �etiri perioda. Prvi 

razvojni period po�inje oko 4. - 5. tjedna s izrastanjem pupoljka iz Wolffova kanala i zavrbava 

oko 14. - 15. gestacijskog tjedna �ovjeka te uklju�uje dva odvojena događaja (Razvojni period 

1A i 1B).  

Razdoblje 1A karakterizira aktivno grananje sabirnih kanali�a bez formiranja nefrona. 

Mokra�ovodni pupoljak urasta u metanefrogeni mezoderm i intenzivno se dihotomski grana u 

kranio-kaudalnom smjeru, �ime nastaje osnova za oblik i orijentaciju kona�nog bubrega, dok 

proces nefrogeneze job nije zapo�eo. Svaka ampula ima svoju pridru~enu masu nefrogenih 

stanica. Postupnim grananjem mokra�ovodnoga pupoljka kroz 3 - 5 serija, zapo�inje indukcija 

i diferencijacija (17) nefrona, koji po prvi puta nastaju oko 8. - 9. gestacijskog tjedna u �ovjeka 

(6), a u miba u  E13 (16), �ime bubreg ulazi u razvojnu fazu 1B. Diferencirani nefroni se spajaju 

na bilo koju dostupnu ampulu, bez obzira na generaciju grananja. Svakom novom diobom 
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ampula poti�e stvaranje novog nefrona, dok je stari nefron pri�vrb�en na drugom ogranku. Ako 

se ampula prebrzo dijeli, mogu�e je da diferencijacija nefrona izostane (5). Na kraju prvog 

razvojnog perioda, svaka ampula je probla kroz pribli~no 15 generacija grananja (Slika 2A). U 

periodu od 10. do 12. tjedna razvoja postaju vidljivi bubre~na zdjelica, te veliki i mali bubre~ni 

vr�evi. 

 

Slika 2. Shematski prikaz grananja ampula u prvoj (A), drugoj (B), tre�oj (C) i �etvrtoj (D) 

bubre~noj razvojnoj fazi. (Preuzeto i prilagođeno prema referenciji (24)). 

U drugom razvojnom periodu, koji po�inje oko 14. - 15. gestacijskog tjedna i traje do 

20. - 22. tjedna razvoja, primje�uje se rijetko grananje ampula. Međutim, iako ampula na sebi 

sadr~i ve� pripojene nefrone, mo~e ipak potaknuti nastanak novih. Nastali nefroni se ne 

povezuju na sabirnu cijev pojedina�no ve� se grupiraju u formi arkada, gdje se na sabirnu cijev 

spajaju po �etiri nefrona u nizu (Slika 2B). Ipak arkada u određenim slu�ajevima mo~e 

sadr~avati i do sedam nefrona (24).  

Tre�i razvojni period zapo�inje oko 20. - 22. tjedna i zavrbava oko 32. - 36. tjedna 

razvoja. Ovu razvojnu fazu karakterizira prestanak grananja ampula i direktno spajanje nefrona 

na sabirne cijevi. Ovaj se proces ponavlja �etiri do sedam puta dok ampula ne prestane 

funkcionirati i nestane (24) (Slika 2C).  
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etvrti razvojni period zapo�inje oko 32.-36. tjedna i nastavlja se sve do u odraslu dob. 

Određuje ga intersticijski rast, diferencijacija i maturacija prenatalno formiranih nefrona bez 

mogu�nosti formiranja novih s obzirom na �injenicu da je ampula regradirala. Arhitektura 

bubrega je finalizirana; glomeruli koji se nalaze u unutarnjem dijelu kore pripadaju arkadama, 

dok oni u vanjskoj polovici kore pripadaju terminalnim ampulama i izravno su pri�vrb�eni na 

sabirne cijevi (24) (Slika 2D).  

Sazrijevanje dijelova nefrona te organizacija i diferencijacija nefrona u adultni, kona�ni 

oblik nastavlja se otprilike 2-3 tjedna nakon rođenja. Razlog rasta veli�ine bubre~ne kore 

tijekom ovog razdoblja le~i u pove�anju duljine i zavijenosti proksimalnih zavijenih kanali�a. 

Zavrbna faza sazrijevanja bubrega odvija se na na�in da Henleove petlje iz posljednje 

formiranih glomerula vanjske kore urastaju u sr~, pove�avaju�i veli�inu sr~i bubrega. Kod  

nefrona koji su formirani među prvima, glomerul je smjebten bli~e sr~i, dok pripadaju�e 

Henleove petlje dose~u njezine najdublje dijelove. 

1.2. Usporedba građe i funkcije bubrega �ovjeka i miba 

U biomedicinskim istra~ivanjima koristi se biroki spektar mibjih sojeva, svaki sa svojim 

fiziolobkim i anatomskim obilje~jima. Među njima, C57BL/6 je naj�eb�e koribten soj u 

akademskim i istra~iva�kim institucijama. Ova preferencija djelomi�no proizlazi iz biroke 

primjene C57BL/6 blastocista u proizvodnji ciljanih mutanata ili mibeva s utibanim genima. 

Osim C57BL/6, job neki uobi�ajeno koribteni sojevi kao modeli u geneti�kom in~enjerstvu 

uklju�uju FVB i soj 129. Svaki od ovih sojeva pru~a specifi�ne prednosti i izazove u 

prou�avanju genetskih mehanizama i razvoju bolesti, �ine�i ih vrijednim alatima za istra~iva�e 

u razumijevanju biolobkih procesa (25). 

Iako mibevi i ljudi dijele sli�an osnovni plan građe tijela i sli�an obrazac razvoja, va~no 

je istaknuti da postoje zna�ajne razlike specifi�ne za svaku vrstu (25).  

Op�e funkcije bubrega sisavaca, kao i osnovna histolobka struktura, prili�no su sli�ne 

kod glodavaca i ljudi. Međutim, specifi�ne razlike u bubre~noj fiziologiji o�ituju se u omjeru i 

broju nefrona, kao i u morfologiji krvnih ~ila, bubre~nih papila i sr~i. Glodavci, osobito 

mu~jaci, proizvode visoko koncentriran urin s pove�anim udjelom proteina, a u bubrezima 

glodavaca mogu se primijetiti spolno uvjetovane razlike. Mogu�e su i ultrastrukturne razlike 

između glodavaca i ljudi (25). 
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Va~no je napomenuti da se veli�ina bubrega, kao i reakcije na razli�ite lijekove i 

spojeve, mogu znatno razlikovati ovisno o spolu glodavaca unutar i između razli�itih sojeva. 

Ove varijacije treba uzeti u obzir prilikom planiranja istra~ivanja, interpretacije klini�kih 

podataka i postmortem analize. Dokumentirane su i razlike među razli�itim sojevima glodavaca 

u te~ini bubrega, njegovoj funkciji i osjetljivosti na bolesti. Sve ove specifi�nosti imaju bitan 

utjecaj na istra~ivanja te zahtijevaju pa~ljivo promibljanje prilikom analize podataka i 

tuma�enja rezultata istra~ivanja (25). 

1.2.1. Usporedna anatomija bubrega miba i �ovjeka 

Bubreg glodavaca smjebten je retroperitonealno, okru~en bijelim masnim tkivom i 

d~epovima smeđeg masnog tkiva unutar zdjelice te obavijen bubre~nom kapsulom. Oba se 

bubrega nalaze u gornjem dijelu srednjeg trbubnog dijela, s desnim bubregom obi�no 

pozicioniranim vibe kranijalno, uz desni re~anj jetre, a lijevim ponebto kaudalnije. Sli�no tome, 

bubreg �ovjeka također se nalazi retroperitonealno u stra~njem abdomenu, okru~en masnim 

tkivom. Gornji pol bubrega �ovjeka obi�no se prote~e do razine gornjeg ruba 12. torakalnog 

rebra, dok donji pol dose~e do 3. slabinskog rebra. Desni bubreg obi�no je pozicioniran nebto 

ni~e (inferiorno/kaudalno) od lijevog (25). 

Kao kod ljudi, nadbubre~ne ~lijezde glodavaca le~e na gornjim polovima bubrega. 

Bubreg glodavaca je boje mahagonija, glatke povrbine i oblika graha te je dorzoventralno 

spljobten. Mu~jaci obi�no imaju ve�e bubrege od ~enki, a te~ina bubrega varira među razli�itim 

sojevima. Bubreg �ovjeka je crvenkastosmeđe boje i glatke povrbine. U nekim slu�ajevima, 

povrbina bubrega mo~e pokazivati razli�ite udubine koje su ostaci fetalne lobulacije, posebno 

kod djece. Sli�no kao kod glodavaca, bubreg mubkarca obi�no je nebto ve�i od bubrega ~ene 

(između 1253170 g naspram 1153155 g). Kod oba organizma, bubre~na arterija i vena te limfne 

~ile, ~ivci i mokra�ovod prolaze kroz bubre~ni hilus, uleknu�e na medijalnoj strani svakog 

bubrega koji sadr~i renalni sinus, prostor ispunjen masnim tkivom u kojem se nalaze bubre~ni 

vr�evi. Bubre~na nakapnica, probireni gornji dio mokra�ovoda, dijeli se u dva ili tri velika 

bubre~na vr�a. Svaki od njih grana se na job nekoliko manjih ogranaka 3 malih bubre~nih 

vr�eva. Makroskopski gledano, bubreg se dijeli na koru (lat. cortex) koja �ini njezin vanjski 

dio i sr~ (lat. medulla) kao njezin unutarnji dio (25, 26). 

Bubrezi glodavaca su unilobarni (unipiramidalni) te sadr~e svega jednu papilu koja se~e 

duboko u bubre~nu nakapnicu. Bubreg sadr~i kortikalne labirinte konusnog oblika (sr~ne 

piramide) i sr~ne tra�ke koji se pru~aju od vanjskog dijela sr~i. Unutarnji dio sr~i je bubre~na 
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papila, koja se prote~e u bubre~nu nakapnicu i mokra�ovod. Ljudski bubrezi su multipapilarni 

(multipiramidalni) sa 7-9 papila i 10-18 sr~nih piramida. Postoje dvije glavne vrste papila: 

jednostavne papile koje dreniraju samo jednu, i slo~ene, koje dreniraju dvije ili vibe susjednih 

sr~nih piramida. Svaka je papila okru~ena malim bubre~nim vr�em. Dva ili tri manja bubre~na 

vr�a se spajaju u veliki bubre~ni vr�, koje se pak otvara u bubre~nu nakapnicu (25, 26).  

Vaskularna i ~iv�ana opskrba kao i limfna drena~a sli�ne su kod obiju vrsta (25, 27). 

Bubre~ni vaskularni sustav jedinstven je po tome bto posjeduje dvije kapilarne mre~e: 

glomerularnu i peritubularnu. Bubre~na arterija ulazi u bubreg kroz hilus, a zatim se postupno 

sve vibe grana, tvore�i tako interlobarne arterije, arkuatne arterije, interobularne arterije i 

aferentne arteriole koje se potom nastavljaju u glomerularne kapilare. Te kapilare, visokog 

hidrostatskog tlaka, nalazimo u glomerulima, mjestima  filtracije velike koli�ine krvne plazme. 

Distalni krajevi kapilara u svakom se glomerulu udru~uju �ine�i tako eferentnu arteriolu, koja 

se nastavlja u drugu kapilarnu mre~u, peritubularnu, koja okru~uju bubre~ne kanali�e, a 

karakterizira ju niski hidrostatski tlak. Peritubularne kapilare se udru~uju u venske krvne ~ile 

koje teku usporedno s arterijskim ~ilama. Njihovim spajanjem nastaju redom interlobularne 

vene, arkuatne vene, interlobarne vene te kona�no bubre~na vena koja napubta bubreg prolaze�i 

pored bubre~ne arterije (28). 

1.2.2. Usporedna histologija bubrega miba i �ovjeka 

Nefron (gr�. nephros, bubreg) predstavlja temeljnu funkcionalnu jedinicu bubrega u 

sisavaca. Kod mibeva i ljudi, nefron �ine bubre~no tjelebce, proksimalni zavijeni kanali�, debeli 

i tanki silazni, tanki i debeli uzlazni krak Henleove petlje i distalni zavijeni kanali�. Također, 

nefroni se mogu dodatno klasificirati prema duljini Henleove petlje - kao nefroni s kratkim 

(kortikalni) ili dugim segmentom petlje (jukstamedularni). Glodavci imaju vibe nefrona s 

dugim segmentima Henleove petlje nego s kratkim (u omjeru 3:1), dok ljudi imaju vibe nefrona 

s kratkim segmentima nego s dugim (u omjeru 7:1). Ova razlika u omjeru nefrona objabnjava 

ve�u sposobnost koncentracije urina kod glodavaca, bto rezultira urinom visoke specifi�ne 

te~ine (u rasponu od 1,030 do 1,060 g/ml) i izra~enom proteinurijom, posebice kod mu~jaka 

(25). Kod mibeva se procjenjuje da postoji oko 14 000 nefrona po bubregu, dok ljudi imaju 1-

2 milijuna nefrona po bubregu. Unato� tome, broj nefrona ostaje relativno konstantan tijekom 

~ivota u obje vrste, iako veli�ina glomerula mo~e varirati, a gusto�a glomerula se smanjuje od 

vanjskih prema unutarnjim dijelovima kore bubrega (25, 26).  
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Bubre~no tkivo glodavaca je vrlo sli�no onom mladog �ovjeka, s relativno tankom 

subkapsularnom zonom bez glomerula i znatno manjom veli�inom glomerula (prosje�no 73,4 

µm kod mibeva u odnosu na 200 μm kod odraslih ljudi). U obje vrste, jukstamedularni 

glomeruli, smjebteni duboko u bubre~noj kori, blizu sr~i, ve�i su od kortikalnih glomerula, 

smjebtenih u vanjskom dijelu bubre~ne kore (Slika 3) (25).  

 

 

Slika 3. Podru�je rasta u kori bubrega - nefrogena zona (Nz) i jukstamedularna regija (Jr). 

Ispod bubre~ne kapsule se nalazi nefrogena zona vidljiva kao bazofilni pojas nefrona u razvoju 

u vanjskom dijelu kore bubrega, ispod bubre~ne kapsule (C). Najstarije formirani glomeruli (g) 

se pove�avaju prilikom integracije u rastu�u koru bubrega smjebtenu ispod nefrogene zone. 

Mlađi glomeruli su gub�e raspoređeni u vanjskom dijelu kore, dok su stariji glomeruli 

razdvojeniji i smjebteni u blizini sr~i zbog izvijanja i birenja kanali�a. Proksimalni zavijeni 

kanali�i (pct) se lako prepoznaju ispod nefrogene zone zbog citoplazmatske eozinofilije. 

Fotografija je izvorno snimljena na arhiviranom preparatu humanog bubrega u 35. tjednu 

fetalnog razvoja. Slika je snimljena na pove�anju  ×10. 
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Bubre~no tjelebce �ini kapilarno klupko okru~eno epitelnom �ahurom dvostruke 

stijenke - glomerularnom (Bowmanovom) �ahurom, koja zatvara mokra�ni (interkapsularni) 

prostor. Svako bubre~no tjelebce sadr~i mjesto ulaska aferentne i izlaska eferentne arteriole, a 

naziva se ~ilni pol i mjesto na kojem po�inje proksimalni zavijeni kanali�, odnosno mokra�ni 

pol (Slika 4).  

 

Slika 4. Svjetlosnomikroskopska snimka kore bubrega �ovjeka u razvoju. Glomeruli fetalnog 

bubrega (g) su manji od glomerula odrasle osobe, a podociti imaju karakteristi�an kubi�ni 

izgled. Proksimalni zavijeni kanali�i (pct) lako se prepoznaju zbog citoplazmatske eozinofilije. 

Stanice distalnog zavijenog kanali�a (dct) su plosnatije i manje od stanica proksimalnog 

zavijenog kanali�a, uz odsustvo �etkaste prevlake i apikalnih pinocitotskih mjehuri�a. 

Fotografija je izvorno snimljena na arhiviranom preparatu humanog bubrega u 35. tjednu 

fetalnog razvoja. Slika je snimljena na pove�anju  ×40. 

Glomerularnu krvo~ilnu mre~u podupiru mioepitelne stanice (intraglomerularne 

mezangijske stanice) smjebtene u izvanstani�nom matriksu. Ove stanice imaju nekoliko 

funkcija: osiguravaju potporu strukturama glomerula, procesom endocitoze eliminiraju 

molekule zadr~ane unutar bazalne membrane te sintetiziraju međustani�nu tvar. Jedna od 
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karakteristika mezangijskih stanica je i mogu�nost kontrakcije te regulacije glomerularnog 

protoka. Lumen glomerularnih kapilara je oblo~en specijaliziranim fenestriranim endotelom, 

dok je vanjska povrbina prekrivena visceralnim epitelnim stanicama (podocitima), sa 

karakteristi�nim primarnim i sekundarnim izdancima - no~icama koje mo~emo uo�iti 

elektronskim mikroskopom (Slika 5).  

 

Slika 5. Prikaz filtracijske barijere glomerula miba transmisijskim elektronskim mikroskopom. 

Filtracijska barijera građena je od fenestriranog endotela (E), kapilare (C) i glomerularne 

bazalne membrane (BM) koja dijeli vaskularni od mokra�nog prostora (US), te sekundarnih 

izdanaka (PE) i podocita (PO) između kojih se pru~aju filtracijske pukotine. Fotografija je 

izvorno snimljena na arhiviranom preparatu mibjeg bubrega u 14. dana postnatalnog razvoja. 

Slika je snimljena na pove�anju ×15.000. Transmisijski elektronski mikroskop (JEM JEOL 

1400, Japan). 

Između fenestriranih endotelnih stanica glomerularnih kapilara i podocita koji 

prekrivaju njihove vanjske povrbine, u obje vrste nalazimo debelu, glomerularnu bazalnu 

membranu. Bowmanova �ahura je oblo~ena slojem parijetalnih epitelnih stanica. Glodavci, 

kako je ve� naglabeno, pokazuju spolno uvjetovane karakteristike bubrega, uklju�uju�i i one 

unutar glomerula, koje ovise o soju miba i dobi. U mu~jaka glodavaca, stanice parijetalnog lista 
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Bowmanove �ahure mogu biti kubi�ne, za razliku od uobi�ajenog plo�astog epitela kod 

�ovjeka i ~enki glodavaca. Ultrastrukturne karakteristike mibjeg i �ovjekovog glomerula su 

ve�inom istovjetne, a glavna razlika le~i u debljini glomerularne bazalne membrane (25). 

Glomerularna kapilarna bazalna membrana je troslojna i �ini ju lamina rara interna, lamina 

densa i lamina rara externa (26). Lamina densa je deblja u ljudi u odnosu na mibeve, te u ljudi 

prosje�na bazalna membrana mjeri 3203340 nm, u usporedbi s 803200 nm kod mibeva. U 

mibeva, slojevi bazalne membrane su jasnije vidljivi nego u ljudi. Druge ultrastrukturne 

zna�ajke, kao bto su fenestrirani endotel glomerularnih kapilara i razmaci između filtracijskih 

pukotina sekundarnih izdanaka podocita su sli�ni u obje vrste (25). 

Na ~ilnom polu bubre~nog tjelebca, između aferentne i eferentne arteriole, sadr~ane su 

ekstraglomerularne mezangijske stanice. Te stanice su sastavna komponenta 

jukstaglomerularnog aparata bubrega, zajedno s maculom densom, koja je dio distalnog 

zavijenog kanali�a (DCT) koji nalije~e na bubre~no tjelebce i epitelne stanice dovodne 

arteriole, poznatim kao jukstaglomerularne stanice. 

 Stjenke bubre~nih kanali�a, sli�no u obje vrste, prekrivene su jednoslojnim kubi�nim 

ili niskim cilindri�nim epitelom koji ima obilje~ja transportnog epitela (25). Stanice 

proksimalnog zavijenog kanali�a imaju srednje visok kubi�ni epitel s duga�kim trepetljikama 

koji tvore �etkastu prevlaku (Slika 4) te brojnim nagomilanim mitohondrijima na bazi stanice, 

bto ukazuje na visoku potrebu za stvaranjem ATP-a potrebnog za rad ionskih pumpi (28). 

Nadalje, popre�ni presjek proksimalnog zavijenog kanali�a otkriva jezgre 3 do 5 velikih 

stanica. Citoplazma je acidofilna i karakterizirana prisutnob�u brojnih pinocitotskih vezikula u 

apikalnom dijelu, smjebtenih između osnova mikrovila. Ova karakteristika je povezana s 

kapacitetom stanica za endocitozu i apsorpciju makromolekula (26). 

 Proksimalni zavijeni kanali� prelazi u Henleovu petlju, koja se sastoji od debelog i 

tankog silaznog te tankog i debelog uzlaznog kraka. Debeli krakovi Henleove petlje sadr~e 

stanice koje građom nalikuju stanicama distalnog zavijenog kanali�a, dok tanke krakove 

odlikuje plo�asti epitel s jezgrama koje strbe u lumen (26). Jukstamedularni nefroni su građeni 

od vrlo duge Henleove petlje koje se prote~e duboko u  bubre~nu sr~, sastavljene od kratkih 

debelih dijelova i dugih tankih dijelova. Nasuprot tome, kortikalni nefroni sadr~e kratke tanke 

silazne krakove i nemaju tanke uzlazne krakove (26). 

Distalni zavijeni kanali� oblo~en je visokim kubi�nim epitelom kojeg karakteriziraju 

bazolateralne interdigitacije. Stanice distalnog kanali�a su plosnatije i manje od stanica 
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proksimalnog zavijenog kanali�a, uz odsustvo izra~ene �etkaste prevlake i apikalnih 

pinocitotskih mjehuri�a (Slika 4) (26). 

Jedan dio distalnog zavijenog kanali�a nalije~e uz vaskularni pol bubre~nog tjelebca, 

gdje epitelne stanice postaju cilindri�ne s gusto poredanim jezgrama. Taj specifi�ni dio 

distalnog zavijenog kanali�a naziva se macula densa i �ini integralni dio jukstaglomerularnog 

aparata (26). Iz DCT-a mokra�a se ulijeva u sabirne kanali�e, koji se spajaju u ve�e ravne 

sabirne cijevi. Stanice sabirnih kanali�a građene su od kubi�nog epitela i imaju promjer oko 40 

μm, dok stanice ve�ih sabirnih cijevi imaju cilindri�ni epitel i promjer do 200 μm (26). Sabirne 

cijevi sadr~avaju  dvije vrste stanica: glavne i umetnute ili interkalirane. Histolobkim bojenjem, 

glavne stanice pokazuju manje organela u citoplazmi i na preparatima se boje blijedo, dok se 

umetnute stanice prikazuju kao tamnije obojene (26). 

1.3. Fiziologija bubrega 

Bubrezi su organi koji su iznimno va~ni u odr~avanju homeostaze �itavog organizma. 

Uz osnovnu funkciju fitracije krvi i izlu�ivanja razgradnih proizvoda metabolizma, bubrezi su 

jako va~ni u odr~avanju elektrolitnog balansa, acidobaznog statusa, osmolarnosti plazme, 

arterijskog tlaka, eritropoezi, glukoneogenezi, kao i odr~avanju integriteta kosti (28). 

Osnovna funkcionalna jedinica bubrega je nefron kroz koji se dnevno u prosjeku filtrira 

180 L plazme bto odgovara vrijednosti brzine glomerularne filtracije (GFR) od 125 mL/min. 

Stupanj GFR ovisi o filtracijskom koeficijentu glomerularnih kapilara te netofiltracijskom 

tlaku. Potonji ovisi o razlici glomerularnog hidrostatskog tlaka i koloidno-osmotskog tlaka u 

Bowmanovoj �ahuri s jedne strane te hidrostatskog tlaka u Bowmanovoj �ahuri i 

glomerularnog koloidno-osmotskog tlaka. Od �etiri navedene komponente koje određuju 

netofilotracijski tlak, za fiziolobku regulaciju GFR najzna�ajnija je promjena glomerularnog 

hidrostatskog tlaka koja ovisi o vrijednostima arterijskog tlaka te otporu aferentne i eferentne 

arteriole. Povibenje arterijskog tlaka nema zna�ajan utjecaj na promjenu GFR-a uslijed 

autoregulacijskih mehanizama koji GFR odr~avaju razmjerno stabilnim unato� kolebanjima 

arterijskog tlaka. Konstrikcija aferentne arteriole smanjuje GFR kao i izra~ena konstrikcija 

eferentne arteriole koja je definirana minimalno trostrukim porastom njezina otpora. S druge 

strane, umjerena konstrikcija eferentne arteriole pove�ava GFR jer je u tom slu�aju povibenje 

hidrostatskog tlaka ve�e u odnosu na istovremeno pove�anje koloidno osmotskog tlaka. S 

obzirom na izra~enu simpati�ku inervaciju bubre~nih krvnih ~ila, jaka aktivacija navedenog 

sustava smanjuje GFR-a, a isti utjecaj pokazuju i hormoni noradrenalin, adrenalin i endotelin, 



19 

 

dok endotelni dubikov oksid, prostaglandini i bradikinin imaju suprotno djelovanje. 

Angiotenzin II dovodi do konstrikcije poglavito eferentne arteriole, a s obzirom da se lu�i u 

stanjima sni~enog arterijskog tlaka ili volumnog smanjenja koja dovode do smanjenja GFR-a, 

angiotenzin II ima ulogu u sprje�avanju njezinog daljnjeg pada (28). 

Jednom filtrirana plazma prolazi kroz sustav bubre~nih kanali�a. S obzirom da se 

ve�ina filtrirane plazme reapsorbira, manje od 1% u kona�nici se izlu�i kao mokra�a. Tubularna 

reapsorpcija je za razliku od same glomerularne filtracije vrlo selektivan proces koji uklju�uje 

pasivne i aktivne mehanizme. Stupanj reapsorpcije varira ovisno o tvari te je potpun za glukozu 

i amokiseline, iznosi preko 99% za natrij, klorid i hidrogenkarbonat, dok se primjerice kreatinin 

u potpunosti izlu�uje. Proksimalni kanali�i reapsorbiraju oko 65% filtriranog natrija, klorida, 

kalija i hidrogenkarbonata kao i gotovu svu filtiranu glukozu i aminokiseline, i to putem 

pasivne i aktivne reapsorpcije. Također, imaju ulogu i u secerniranju organskih kiselina i baza 

te vodikovih iona u lumen tubula. Henleovu petlju �ine tanki silazni krak za koji je 

karakteristi�na pasivna reapsorcija vode, dok je uzlazni krak za vodu nepropustan, a za njegov 

debeli segment karakteristi�na je daljnja reapsorpcija natrija, klorida, kalija i 

hidrogenkarbonata te kalcija i magnezija uz secerniranje vodikovih iona. Po�etna polovica 

distalnog kanali�a fiziolobki je sli�na debelom uzlaznom segmentu Henleove petlje, 

nepropusna je za vodu, a reapsorbira ione natrija, kalija, kalcija i magnezija. Zavrbni distalni 

kanali� i kortikalna sabirna cijev sastoje se od dvije vrste stanica, glavnih koje secerniraju 

kalijeve, a reapsorbiraju natrijeve ione te umetnutih stanica koje imaju zna�ajnu ulogu u 

regulaciji acidobazne ravnote~e regulacijom sekrecije i reapsorpcije vodikovih, kalijevih i 

hidrogenkarbonatnih iona. Kona�no, medularna sabirna cijev aktivno reapsorbira natrijeve, a 

secernira vodikove ione, propusna je za reapsorpciju ureje i navedenim mehanizmima kao 

zavrbna karika lanca stvaranja mokra�e definira njezin kona�an volumen i sadr~aj (28). 

Na gore navedene procese utje�u brojni lokalni, ~iv�ani i hormonski mehanizmi. 

Primjerice, pri svakom pove�anju filtracije pove�ava se i ukupna razina reapsorpcije. Na 

reapsorpciju, sli�no kao i kod filtracije, utje�u i hidrostatski tlak i koloidno osmotski tlak u 

peritubularnim kapilarama. Nadalje, brojni hormoni imaju utjecaj na tubularnu reapsorpciju 

kao i na druge fiziolobke procese. Aldosteron djeluje na stanice zavrbnog distalnog kanali�a i 

sabirne cijevi te ima zna�ajnu ulogu u regulaciji koncentracije kalija te natrija i posljedi�no 

volumena tjelesnih teku�ina. Na poja�anu sekreciju aldosterona, kao i na ve� spomenutu 

konstrikciju eferentne arteriole i izravno poja�anu reapsorpciju natrija u sustavu bubre~nih 

kanali�a ima angiotenzin II. Do njegove aktivacije dolazi u stanjima niskog arterijskog tlaka ili 
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smanjenog volumena izvanstani�ne teku�ine. Jedan od molekularnih mehanizama aktivacije je 

putem macule dense, skupine zbijenih epitelnih stanica u po�etnom dijelu distalnog kanali�a 

gdje �ine dio jukstaglomerulanog kompleksa (JGA) koji reagira na promjene ionskog sastava 

tubularne teku�ine, te posljedi�no secernira renin. Renin izlu�uju jukstaglomerularne stanice 

(promijenjene stanice tunice medie aferentne arteriole), a ekstraglomerularne mezangijske - 

lacis stanice, kao zadnja komponenta JGA, imaju receptore za angiotenzin II. Izlu�eni renin 

poti�e konverziju angiotenzinogena u angiotenzin I, koji se pod utjecajem angiotenzin 

konvertiraju�eg enzima prekraja u angiotenzin II (28-30). Antidiuretski hormon (ADH) djeluje 

na podru�ju zavrbnog distalnog kanali�a i sabirne cijevi pove�avaju�i reapsorpciju vode. Na 

tubularnu reapsorpciju djeluju job i atrijski natriuretski peptid koji smanjuje repasorpciju vode 

i paratireoidni hormon koji ima utjecaj na reapsorpciju fosfata, kalcija i magnezija (28). 

Funkcija bubrega kod mibeva sli�na je funkciji bubrega kod ljudi. Mibevi dnevno 

proizvedu između 0,5 i 1 ml urina. Njihov urin je koncentriraniji nego ljudski zbog slo~enije 

bubre~ne vaskulature i ve�eg broja jukstamedularnih nefrona u usporedbi s kortikalnim 

nefronima, �ije duge Henleove petlje omogu�uju stvaranje visoko koncentriranog urina. 

Proteinurija i kreatinurija su �este, osobito kod mu~jaka, no te pojave mogu varirati ovisno o 

soju miba (25). 

1.4. Zna�aj mibjeg modela u razumijevanju razvoja ljudi 

Komparativna medicina temelji se na sposobnosti koribtenja informacija dobivenih 

istra~ivanjem jedne vrste za razumijevanje istih procesa u drugim vrstama. Bazi�na 

biomedicinska istra~ivanja uklju�uju karakterizaciju gena/proteina, prou�avanje kako 

anatomskih, tako i fiziolobkih funkcija te karakterizaciju normalnih i patolobkih stanja kod 

raznih ~ivotinjskih vrsta. Ovo se znanje zatim primjenjuje na razumijevanje istih procesa kod 

�ovjeka. Sli�no tome, informacije dobivene u podru�ju humane medicine mogu se iskoristiti 

za unaprjeđenje veterinarske medicine zbog zajedni�kih karakteristika među vrstama koje �ine 

osnovu komparativne medicine (31). 

S obzirom na to da je proces razvoja sisavaca evolucijski sa�uvan, saznanja dobivena 

na mibjem modelu mo~emo primijeniti na �ovjeka. Laboratorijski mib predstavlja idealan 

~ivotinjski model za biomedicinska istra~ivanja i studije komparativne medicine jer, kako je 

ve� navedeno, ima mnogo sli�nosti s ljudima u smislu razvoja, anatomije i fiziologije te 

mehanizma razvoja bolesti. Na temelju opisanih razvojnih faza miba (32) i �ovjeka (33) (Slika 



21 

 

6), mogu�e je uspostaviti paralelu između vremenskih događaja i struktura kod oba organizma 

(Tablica 1).  

Tablica 1. Vremenski okvir bitnijih miljokaza u miba i �ovjeka (34). 

Razvojni događaj 
Mib 

(GD) 


ovjek 

(GD) 

Fertilizacija 0 0 

Prvo tromjese�je Implantacija 4.5-5 6-12 

Zavrbetak organogeneze 14 84-98 

Rast fetusa 14-17 99-196 Drugo tromjese�je 

Ubrzani rast fetusa 17-rođenje 197-rođenje 
Tre�e tromjese�je 

Rođenje 19-21 ~294 

*GD - gestacijski dan 

Koribtenje glodavaca u istra~iva�ke svrhe ima i zna�ajne ekonomske prednosti: mibevi 

su relativno mali i zahtijevaju malo prostora i resursa za odr~avanje, imaju kratko vrijeme 

gestacije, ali relativno velik broj potomaka i imaju prili�no brz razvoj do odrasle dobi i relativno 

kratak ~ivotni vijek. Primjerice, gestacijski period miba traje pribli~no 19-21 dan; period 

dojenja se zavrbava nakon tri do �etiri tjedna i spolna zrelost se dosti~e u dobi od pet do best 

tjedana, bto omogu�uje relativno brzo stvaranje velikog broja mibeva za studije (31). 
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Slika 6. Morfolobke usporedbe razvoja mibjeg i ljudskog embrija. Mibji embrionalni stadiji 

(Theilerovi stadiji ili TS) se temelje na broju i karakteristikama somita (32). Postoji 28 TS od 

oplodnje do rođenja, oko 20 dana nakon za�e�a. Slika prikazuje samo 11 faza. Razvojne stadije 

ljudskog embrija opisao je Carnegie Institut iz Washingtona, koji se temelje na prisustvu ili 

odsustvu razvojnih struktura, a ne na veli�ini embrija ili broju dana razvoja (33). Dvadesettri 

Carnegiejeva stadija (CS) obuhva�aju samo prvih 60 dana razvoja ljudskog embrija, nakon 

�ega se termin embrij zamjenjuje s terminom fetus. Slika prikazuje pet ljudskih embrija u dobi 

od 4-9 gestacijskih tjedana. Dvostruke strelice upu�uju na to�ke u kojima se ljudski i mibji 

embrije nalaze u sli�nim fazama organogeneze. (Preuzeto u izvornom obliku prema referenci 

(34)). 

Koribtenje glodavaca također pru~a prednosti povezane s obiljem genetskih informacija 

dostupnih znanstvenicima. Mib i �ovjek imaju oko 30 000 gena od kojih pribli~no 95% dijele 

obje vrste (35-38). Udio mibjih gena s jednim prepoznatljivim ortologom u ljudskom genomu 

je pribli~no 80%. S druge strane, udio mibjih gena bez ikakvog homologa koji se trenutno mo~e 

identificirati u ljudskom genomu (i obrnuto) je manji od 1%. Ljudski genom sekvencioniran je 

2001. (36, 37), a genom miba 2002. godine (35, 38). Dostupnost kompletnih nukleotidnih 

sekvenci za obje vrste omogu�ila je usporedbe genoma među vrstama koje su klju�ni za 

identifikaciju i karakterizaciju gena. Sposobnost koribtenja sofisticiranih molekularno-
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geneti�kih tehnika za manipuliranje genima kod mibeva, omogu�uje "utibavanje" (izbacivanje, 

deletiranje, knockout, nokautiranje) gena ili njihov izra~aj u određenim vremenskim to�kama 

ili odabranim tkivima te prou�avanje i opisivanje nastalog fenotipa kako bi se bolje razumjela 

njihova normalna funkcija i/ili uloga u bolesti (31). Takvi modeli su od neprocjenjive va~nosti 

u istra~ivanju i razumijevanju razvoja te nastanka geneti�kih bolesti, a cilj je dobivene rezultate 

ekstrapolirati na ljudski organizam. Proces konstrukcije knockout ~ivotinja je izuzetno slo~en 

te uklju�uje nekoliko osnovnih koraka: izgradnju vektora koji sadr~i mutaciju u ciljanom genu, 

uvođenje vektora u embrionalne mati�ne stanice, odabir stani�nih klonova koji su probli 

homolognu rekombinaciju s uvedenim vektorom, proizvodnju mati�nih stanica mibjih himera 

te proces razmno~avanja kako bi se dobile homozigotne transgeni�ne ~ivotinje (39). 

U nabem istra~ivanju, za postizanje knockouta Dab1 gena kod yotari mibeva koribtena 

je fosfoglicerat-kinaza-1 pod �iji je promotor stavljen nadzor za izra~aj gena za 

fosfotransferazu neomicina (eng.  phosphoglycerate kinase I promoter driving the neomycin 

phosphotransferase gene, metoda PGK-neo kazete). Fosfoglicerat-kinaza-1  (PGK) je 

eukariotski promotor koji regulira izra~aj gena za neomicin. Ova kazeta se koristi za probir 

stanica koje su putem homologne rekombinacije integrirale gen za neomicin, bto im omogu�uje 

otpornost na toksin difterije. Na taj na�in, eliminirane su sve stanice koje nisu proble proces 

homologne rekombinacije s unesenim vektorom. PGK-neo kazeta �esto je kombinirana i 

omeđena LoxP sustavom, koji omogu�uje posljedi�no izrezivanje vektora putem Cre-

rekombinaze (40). 

1.4.1. Yotari (Dab1-/-) mib 

Yotari (Dab1-/-) mib, autosomno recesivni mutantni mib, pojavio se spontano tijekom 

generacije mibeva koji nose mutaciju gena koji kodira receptor za inozitol-1,4,5-trisfosfat (IP3) 

(41, 42). Fenotip yotarija, vrlo nalik na reeler (Reelin -/ -) miba, karakteriziran je nestabilnim 

hodom, drhtanjem te preuranjenom smrti koja nastupa tijekom perioda dojenja, između P20 i 

P30 (41).  

Ve�ina istra~ivanja koja su provedena na ovom modelu usredoto�ila su se na detaljno 

prou�avanje ~iv�anog sustava (41, 43-45). Mali mozak homozigotnog yotari miba je 

hipoplasti�an, te ga karakterizira izostanak folijacije. Vanjski i unutrabnji sloj, odnosno 

molekularni  i zrnati sloj se i dalje mogu identificirati, dok Purkinjeove stanice ne oblikuju sloj 

između molekularnog i zrnatog sloja ve� su rasprbene i u zrnatom sloju i u bijeloj tvari. 

Laminarna struktura sive tvari velikog mozga i citoarhitektura hipokampusa su također 
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narubene (41). Uhva�en za rep, yotari pokazuje refleks stezanja udova, �esto dr~e�i zajedno 

prednje ili stra~nje udove, ili �ak sve udove zajedno, nalik na polo~aj bibmiba (46). Kod mibeva 

s ovim genetskim karakteristikama, uo�eni su normalni obrasci ponabanja do P10, ali se ve� 

oko P15 mogu primijetiti promjene poput ataksije, tremora, birokog stava pri hodu, povla�enja 

stra~njih udova i �estog prevrtanja na leđa. Daljnje razlike otkrivene su P22, s identificiranim 

obte�enjima koja ukazuju na trajne motori�ke promjene. Scrambler (Dab1scm, kondicionalni 

knockout Dab1 specifi�no na mozgu) mibevi pokazuju nedostatak motori�ke koordinacije 

tijekom testova sa bipkom i rebetkom, uz manju snagu prilikom hvatanja bipke ili mre~e (47). 

Prilikom obavljanja testova na otvorenom, yotari mibevi pokazuju ve�u osjetljivost na 

hladno�u, te bla~i odgovor na podra~aje poput dodira i zvuka (48). Također, primje�uje se 

manjak higijene tj. poreme�aj u �ib�enju, posebice stra~njeg dijela tijela, prilikom pranja lica i 

normalnog lizanja prednjih bapica (49). 

Dab1 knockout mibevi (yotari i scrambler) pokazuju abnormalnosti u ponabanju i 

strukturi mozga, sli�ne onima uo�enim kod nekih neurorazvojnih poreme�aja, poput 

shizofrenije i autizma (50). Kod scrambler mibeva primije�en je poreme�aj ponabanja koji je 

analogan u pacijenata koji boluju od shizofrenije (51). Postmortem istra~ivanja pokazala su 

zna�ajno smanjenje razine izra~aja Dab1 mRNA u regijama malog i velikog mozga u 

pacijenata s autisti�nim spektrom (52).  

Reelin-DAB1 signalni put je dosad najbolje istra~en tijekom razvoja mozga. Kod 

sisavaca, ovaj signalni put igra klju�nu ulogu u radijalnoj migraciji neurona i pravilnoj 

laminaciji hipokampusa, neokorteksa i malog mozga. No, osim u razvoju, ovaj signalni put ima 

zna�ajnu ulogu i u centralnom ~iv�anom sustavu odraslih sisavaca, jer djeluje na sazrijevanje 

~iv�anih stanica, formiranje filopodija, rast i razvoj dendrita, razvoj kralje~nice te sinapti�ku 

plasti�nost, tj. sposobnost u�enja i pam�enja (53, 54). 

Endotelno izra~eni DAB1 je klju�an za formiranje krvno-mo~dane barijere te za 

uspostavljanje pravilne komunikacije između neurona, glija stanica i vaskularnih struktura. 

Nedavne studije na raku dojke pokazale su da smanjenje izra~aja DAB1 poti�e apoptozu 

posredstvom signalnog puta NF-κ³/BCL2/Casp-9 (55). Također, istra~ivanjem raka prostate 

dokazano je da se povibenom ekspresijom DAB1 inhibira adhezija, invazija i migracija stanica 

raka (56). Nadalje otkrivena je i mutacija DAB1 gena u raku ~eluca (51). Izra~aj DAB1 proteina 

je nedavno dokazan u podocitima miba (57) te ljudskom fetalnom bubregu (58), gdje djeluje 

kao adapter molekula unutarstani�ne transdukcije reelin signala (59, 60). 
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Posljednja istra~ivanja otkrila su CAKUT fenotip kojeg karakterizira bubre~na 

hipoplazija, poravnanje no~ica podocita glomerula bubrega i gubitak funkcionalnog bubre~nog 

tkiva yotari miba (Slika 7) (61). Podaci upu�uju na kroni�nu bubre~nu bolest (eng. chronic 

kidney disease, CKD) kao uzrok preuranjene smrti yotari mibeva, koja mo~e nastati razli�itim 

mehanizmima te utjecati na bubre~ne strukture (61, 62).  

 

Slika 7. TEM mikrofotografije bubrega divljeg tipa mibeva prikazuju glomerule s tipi�nim 

izgledom dijelova filtracijske barijere koji su uredno formirani i jasno uo�ljivi (a). Na slikama 

se jasno razaznaju podociti (PO), sekundarni izdanci podocita (PE), glomerularna bazalna 

membrana (BM), filtracijske pukotine (FS), te kapilare s fenestriranim endotelom (EN). 

Nasuprot tome, u glomerulima yotari mibeva primje�uje se destrukcija podocita, bto je vidljivo 
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kroz stapanje sekundarnih izdanaka podocitnih no~ica i gubitak filtracijskih pukotina (b–d). 

Ultrastrukturna građa proksimalnog i distalnog zavijenog kanali�a kod yotari mibeva ne 

pokazuje nikakva odstupanja u usporedbi s divljim tipom ~ivotinja. Preuzeto i prilagođeno 

prema referenci (61). 

 

1.5. Prirođene anomalije bubrega i odvodnih mokra�nih puteva (CAKUT) 

Akronim CAKUT (eng. congenital anomalies of the kidney  and urinary tract) opisuje 

niz anomalija koje se javljaju tijekom embrionalnog razvoja mokra�nog sustava. Ove varijacije 

u fenotipu i genotipu su vrlo �este i nalaze se u 5-10% stanovnibtva (63) te �ine nebto manje 

od tre�ine svih urođenih anomalija. Na njih otpada skoro polovica svih zabilje~enih bubre~nih 

bolesti (64). Uzrokom su gotovo polovice slu�ajeva kroni�ne bubre~ne insuficijencije (eng. 

chronic kidney disease, CKD) u djece (65). U vibe od 2/3 slu�ajeva prisutne su i anomalije 

ostalih organskih sustava pa se tako CAKUT pojavljuje u preko 500 opisanih razli�itih 

sindroma (Tablica 2) (66).  

Tablica 2. Ljudski genetski sindromi s zabilje~enim defektima u bubre~noj morfogenezi (66) 

Dijagnoza Bubre~ni fenotip Gen Referenca 

Allagilleov sindrom cisti�na displazija JAGGED1 (67) 

Beckwidth-Wiedemann 

sindrom 
sr~na displazija p57KIP2 (68) 

Branhio-oto-renalni sindrom 

(BOR) 

jednostrana ili obostrana 

ageneza/displazija, 

hipoplazija, anomalije 

sabirnog kanala 

EYA1, SIX1 (69) 

Frasierov sindrom ageneza/displazija FRAS1 (70) 
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Kallmanov sindrom ageneza 

KAL1, FGFR1, 

PROK2, 

PROK2R 

(71) 

Zellweger sindrom VUR, cisti�na displazija PEX1 (72) 

Sindrom bubre~nog 

koloboma 
hipoplazija, VUR PAX2 (73) 

Sindrom hipotireoze, 

senzorneuralne gluho�e i 

bubre~nih anomalija (HDR) 

displazija GATA3 (74) 

Smith-Lemli-Opitz Sindrom ageneza/displazija DHCR7 (75) 

VUR - vezikoureteralni refluks  

Prirođene anomalije bubrega makroskopski se definiraju promjenama veli�ine, oblika, 

polo~aja ili broja bubrega ili mikroskopski smanjenim brojem nefrona i/ili abnormalnom 

histologijom (76). CAKUT obuhva�a i birok raspon anomalija odvodnih mokra�nih puteva, 

mokra�ovoda, mokra�nog mjehura i mokra�ne cijevi (77), a nastanak svih anomalija mo~e biti 

rezultat razli�itih genetskih, epigenetskih i okolibnih �imbenika (78).  

U ve�ine bolesnika rije� je o klini�ki neva~nim poreme�ajima kao bto su npr. poreme�aj 

polo~aja bubrega ili udvostru�enje uretera (63). Unato� tome bto ve�ina pacijenata ima klini�ki 

nezna�ajne poreme�aje, va~no je naglasiti da te~i oblici CAKUT-a predisponiraju  razvoj 

kroni�nih bubre~nih bolesti koje �esto progrediraju do terminalnog stadija, �ime se 

potencijalno postavlja izazov za dugoro�no zdravlje pojedinaca (Tablica 3).  

Prostorni i vremenski događaji uzrokovani genskim mutacijama rezultirati �e razli�itim 

CAKUT fenotipovima. Ukoliko mutacija nastupi u ranoj fazi razvoja, javljaju se velike 

anomalije poput bubre~ne ageneze ili malformiranog bubrega, dok se u kasnijim fazama 

razvoja pojavljuju manji defekti poput opstrukcije pijeloureteralnog vrata (UPJO), opstrukcije 

ureterovezikalnog spoja (UVJO), vezikoureteralnog refluksa (VUR) ili stra~njeg ureteralnog 

zaliska (PUV) (79). 
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Tablica 3. Prikaz CAKUT fenotipova 

Vrsta 

anomalije 
CAKUT fenotip Definicija 

Broj bubrega Ageneza bubrega 

Unilateralna ili bilateralna, bubre~ni i kanalni 

sustav nisu stvoreni zbog poreme�aja u stapanju 

metanefrogenog mezoderma i mokra�ovodnog 

pupoljka 

Veli�ina i 

morfologija 

bubrega 

Hipoplazija bubrega 

Unilateralna ili bilateralna, smanjena bubre~na 

masa uz potpuno normalnu organizaciju i 

histolobku strukturu 

Displazija bubrega 

Unilateralna ili bilateralna (rjeđe), 

nezorganizirana diferencijacija bubre~nog 

parenhima, pojava ektopi�nih mezenhimskih 

struktura, smanjeni broj nefrona 

Policisti�na displazija 

bubrega 

Poreme�aj bubre~ne razvojne osnovice, brojne 

ciste u displasti�nom bubregu nepravilnog oblika 

Polo~aj 

bubrega 

Potkovi�asti bubreg 

Srastanje bubrega jednim, naj�eb�e kaudalnim 

krajem u potkovi�astom obliku kao posljedica 

izostanka diobe razvojne osnovice bubrega 

Ektopi�ni bubreg 

Nepravilan smjebtaj jednog ili obaju bubrega, 

obi�no smjebten/i ni~e nego je normalno, iznad ili 

u zdjelici 

Anomalije 

�abica, 

nakapnice i 

mokra�ovoda 

Hidronefroza 3 

opstrukcija 

pijeloureteralnog vrata 

(UPJO) 

Unilateralna ili bilateralna, izlaz uretera iz 

nakapnice je funkcionalno zatvoren, bto 

onemogu�ava izlazak mokra�e iz bubre~ne 

zdjelice i kao posljedicu ima nastanak 

hidronefroze 3 dilataciju kanalnog sustava 

bubrega 



29 

 

Vezikoureteralni 

Refluks 

(VUR) 

Unilateralan ili bilateralan, povrat mokra�e iz 

mokra�nog mjehura u proksimalnije dijelove 

mokra�nog sustava zbog nepravilnog spoja 

mokra�ovoda i mokra�nog mjehura 

Udvostru�enje uretera 

Unilateralno ili bilateralno, u jednom dijelu ili 

�itavom du~inom, rezultat preranog grananja 

mokra�ovodnog pupoljka, metanefrogeno tkivo 

mo~e biti podijeljeno na dva dijela, svaki s 

vlastitom bubre~nom nakapnicom i 

mokra�ovodom 

Megaureter 

Unilateralan ili bilateralan, odnosi se na ureter  

promjera >1 cm bto rezultira poreme�enim 

protokom mokra�e 

Ureterokela 

Kuglasto probirenje zavrbnog distalnog dijela 

uretera koje je polo~eno između sluznice i 

detruzora te se izbo�uje u lumen mjehura, 

uzrokovana su~enjem ub�a uretera 

Valvule stra~nje uretre 

(PUV) 

U djece mubkog spola naj�eb�a anomalija donjeg 

dijela mokra�nog sustava, nabori u sluznici 

mokra�ne cijevi koji sprje�avaju tok mokra�e 

Patofiziolobki temelj CAKUT-a le~i u genetskim mutacijama odgovornima za 

regulaciju normalnog razvoja bubrega. Smatra se da navedeni geni kodiraju transkripcijske 

�imbenike, koji sudjeluju u interakciji proteina unutar velikih transkripcijskih kompleksa, 

igraju�i tako klju�nu ulogu u embrionalnom razvoju bubrega (80, 81). 

Va~no je naglasiti heterogenost CAKUT-a, koja se o�ituje u razli�itim oblicima 

nasljeđivanja - CAKUT mo~e biti nasljedan ili sporadi�an (�eb�e), prenosiv dominantno ili 

recesivno, uzrokovan mutacijom pojedina�nog gena ili kombinacijom mutacija vibe gena (63, 

82). Autosomno dominantno nasljeđivanje s varijabilnom penetracijom te obiteljska sklonost 

nastanku CAKUT-a zabilje~ena je u oko 15% slu�ajeva. 
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1.5.1. Hipoplazija bubrega 

Hipoplazija bubrega je prirođena anomalija bubrega u kojoj su jedan ili oba bubrega 

manji od prosje�nih (83), bto rezultira smanjenim brojem bubre~nih vr�eva i broja nefrona, ali 

s normalnom, o�uvanom funkcijom i morfologijom (84). Anomalija se definira kao 

abnormalno mali bubrezi, �ija je veli�ina manja od dvije standardne devijacije od o�ekivanog 

prosjeka za odgovaraju�u dobnu skupinu ili parametre somatskog rasta, uz o�uvanu 

morfologiju (Slika 8) (84). Prema toj definiciji, oko 2,2 % populacije ima bubre~nu hipoplaziju, 

dok epidemiolobke studije procjenjuju da je u�estalost anomalije otprilike 1 slu�aj na 400 

novorođen�adi. Te~ina bolesti ovisi o tome je li hipoplazija jednostrana ili obostrana te o 

stupnju redukcije broja nefrona (84). 

 

Slika 8. Svjetlosnomikroskopska snimka hipoplasti�nog bubrega. Bubrezi s dijagnosticiranom 

hipoplazijom pokazuju normalnu kortiko-medularnu organizaciju ali su manji veli�inom, s 

manjim brojem nefrona i bubre~nih vr�eva u odnosu na normalan bubreg. Kora bubrega je 

tanja, sa zastojem u migraciji glomerula prema unutarnjoj zoni bubre~ne kore. Ciste, atrofi�ni 

kanali�i i druga displasti�na obilje~ja nisu pronađena. Fotografija je izvorno snimljena na 
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arhiviranom preparatu humanog bubrega u 30. tjednu fetalnog razvoja. Slika je snimljena na 

pove�anju  ×4. 

Postoje tri uobi�ajeno prepoznate vrste bubre~ne hipoplazije: jednostavna hipoplazija 

(85-87), oligomeganefronska hipoplazija (oligomeganefronija) (88-90), i segmentna 

hipoplazija (Ask-Upmark bubreg) (91-94). Zajedni�ko im je smanjenje broja bubre~nih vr�eva. 


etvrti tip, koji nije biroko poznat, je kortikalna hipoplazija (95, 96) gdje je nefrogeneza 

normalna, ali postoji smanjenje broja generacija nefrona. U posljednje vrijeme postoji veliko 

zanimanje za bla~e stupnjeve smanjene mase nefrona, poznate kao oligonefronija zbog 

povezanosti s rizikom od hipertenzije u odrasloj dobi i razvoja kroni�ne bubre~ne bolesti (91). 

Izolirana bubre~na hipoplazija smatra se rijetkom i obzirom na potebko�e u 

razlikovanju od bubre~ne displazije koja također mo~e rezultirati malim bubrezima, uslijed 

pogrebne diferencijacije tkiva, njezina prevalencija i incidencija su nepoznate (84). Prvenstveni 

razlog za potebko�e u dijagnosticiranju bubre~ne hipoplazije je nedostatak neinvazivnih 

dijagnosti�kih alata (tj. ultrazvuka) s dovoljnom snagom razlu�ivosti za razlikovanje displazije 

od hipoplazije u takvim okru~enjima. Ozbiljna smanjenja broja nefrona koja su karakteristi�na 

za bubre~nu hipoplaziju/displaziju vode�i su uzrok terminalne bubre~ne bolesti u djetinjstvu. 

Naime, ukoliko su anomalije dovoljno tebke, njihovi simptomi mogu dovesti do zna�ajnog 

obte�enja intrauterine bubre~ne funkcije bto zauzvrat mo~e dovesti do pojave 

oligohidramniona, stanja koje nije kompatibilno s izvanmaterni�nim ~ivotom. To uklju�uje 

tebku i umjerenu obostranu bubre~nu hipoplaziju. Nebto manji nedostaci u broju nefrona, poput 

onih na donjoj granici normalnog raspona uzrokovanih blagom obostranom bubre~nom 

hipoplazijom, povezani su s razvojem hipertenzije i kroni�nog zatajenja bubrega u odrasloj 

dobi (97-101).  

Hipoplazija bubrega mo~e proizi�i iz mutacija u genima koji sudjeluju u razvoju 

bubrega (poput HNF1B, PAX2, PBX1), kao i utjecaja raznih okolibnih faktora kao bto su 

intrauterina restrikcija rasta, maj�ine bolesti poput dijabetesa ili hipertenzije, te uzimanja 

određenih lijekova tijekom trudno�e (kao bto su inhibitori renin-angiotenzin sustava ili 

nesteroidni protuupalni lijekovi) i izlo~enost intoksikantima poput pubenja i alkohola. Postoje 

i varijante u drugim genima ili genomskim promjenama povezane s hipoplazijom ili 

displazijom bubrega (kao bto su EYA1, GATA3, GREB1L, SALL1, te velike varijacije u broju 

kopija gena), no njihova specifi�na uloga u hipoplaziji job nije potpuno razjabnjena. 
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Prijevremeni porod (porod prije 36. tjedna trudno�e) također predstavlja faktor rizika zbog 

procesa nefrogeneze koji job uvijek traje (84).  

1.5.2. Cisti�na bubre~na displazija 

 Cisti�ne bubre~ne bolesti su prirođene anomalije koje mogu biti nasljedne ili 

sporadi�ne. Osim primarnih urođenih cisti�nih bolesti, pojavljuju se i sekundarne (ste�ene) 

cisti�ne bolesti i jednostavne bubre~ne ciste koje se razlikuju od prirođenih anomalija. Tri 

klini�ki najva~nije cisti�ne bubre~ne bolesti su cisti�na bubre~na displazija, autosomno-

dominantna te autosomno-recesivna policisti�na bubre~na bolest (63). 

Cisti�na bubre~na displazija je razvojni poreme�aj bubre~ne fetalne osnovice koji se 

o�ituje neorganiziranom diferencijacijom bubre~nog parenhima, stvaranjem cista, pojavom 

ektopi�nih mezenhimskih struktura i perzistiranjem nezrelih fetalnih glomerula i displasti�nih 

kanali�a. Bolest je obi�no jednostrana, ali mo~e biti obostrana i u tom slu�aju smrt nastupa 

rano nakon rođenja. Zahva�eni bubreg mo~e biti pove�an, smanjen ili normalne veli�ine, 

nepravilna oblika, djelomi�no cisti�an a djelomi�no solidne građe. Ova anomalija �esto je 

povezana s poreme�ajem razvoja uretera. Same ciste su oblo~ene kubi�nim epitelom, a oko 

njih nalazimo nediferencirani mezenhim u kojemu se lako mogu na�i heterotopi�ni oto�i�i 

hrskavice, ~ivci te popre�noprugasta vlakna ili glatke mibi�ne stanice. Umjesto normalnih 

nefrona, u solidnom dijelu bubrega su vidljivi fetalni glomeruli i nezreli kanali�i te displasti�ni 

tubuli (Slika 9) (63, 102-104). 

Opse~na jednostrana cisti�na displazija o�ituje se kao abdominalna masa koja se mo~e 

napipati kroz novorođen�etovu trbubnu stijenku. Ako je promjena jednostrana, bubreg se 

kirurbki uklanja jer je funkcija drugog bubrega o�uvana te takvi bolesnici imaju izvrsnu 

prognozu. Obostrana bubre~na displazija, gotovo uvijek udru~ena s opstruktivnim 

malformacijama mokra�ovoda i donjeg mokra�nog sustava, nespojiva je sa ~ivotom (63). 

Jednostrana ili obostrana bubre~na displazija predstavlja glavni uzrok kroni�ne bubre~ne 

bolesti te bubre~nog zatajenja u novorođen�adi (104). 
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Slika 9. Svjetlosnomikroskopska snimka cisti�nog displasti�nog bubrega. Fenotip 

displasti�nog bubrega odlikuje se nepravilnim razvojem i grananjem sabirnih kanali�a, 

gubitkom funkcionalnih jedinica nefrona i stvaranjem aberantnih struktura, uklju�uju�i 

displasti�ne kanali�e, ciste koje potje�u iz primitivnih kanala, birenje strome i proliferaciju 

perifernih ~ivaca. Mnoge ciste tankih stijenki su razasute po bubre~nom parenhimu. 

Displasti�ni tubuli nepravilnih rubova prevladavaju u vanjskoj kori i okru~eni su prstenovima 

nediferenciranog mezenhima sli�nog glatkom mibi�u u kojemu se lako mogu na�i heterotopi�ni 

oto�i�i hrskavice. Fotografija je izvorno snimljena na arhiviranom preparatu humanog bubrega 

u 27. tjednu fetalnog razvoja. Slika je snimljena na pove�anju  ×4.  

1.5.3. Udvostru�enje uretera  

Dvostruki mokra�ovodni sustav, poznat i kao podvostru�eni ureter ili dvostruki bubreg, 

prirođena je anomalija u kojem se mokra�ovodni pupoljak, po�etak uretera u embrionalnoj 

fazi, prerano grana, cijepa ili formira dva puta, zbog �ega metanefrogeno tkivo mo~e biti 

podijeljeno na 2 dijela, svaki s vlastitom bubre~nom nakapnicom i mokra�ovodom koji 

dreniraju jedan bubreg. Ovo je naj�eb�a prirođena anomalija bubrega, prisutna u otprilike 1% 

populacije i 10% djece kod kojih je dijagnosticirana infekcija mokra�ovodnog sustava (105). 
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Dvostruki mokra�ovodni sustavi mogu imati razli�ite fenotipove (106, 107). U 

nepotpunom udvostru�avanju, dva pola bubrega dijele isto ureteralno ub�e mokra�nog 

mjehura. Takvi dvostruki bubrezi s dvorogom bubre~nom nakapnicom ili mokra�ovodom 

nastaju kada se prvobitno jedan mokra�ovodni pupoljak ra�va prije nego bto dosegne ampulu. 

Razlog tome je prerano prvo grananje koje se događa prije nego bto je ureter dosegao 

metanefrogeni mezoderm. Mnogo su �eb�a potpuna udvostru�enja, koja nastaju kada iz 

Wolffova kanala izlaze dva mokra�ovodna pupoljka. U ve�ini takvih slu�ajeva, donji pol 

bubrega je normalan, a gornji pol je abnormalan (108, 109), jer ektopi�ni mokra�ovodni 

pupoljak �esto izlazi anteriorno u odnosu na normalan pupoljak te poti�e formiranje gornjeg 

pola dvostrukog bubrega (107). 

 

Slika 10. Svjetlosnomikroskopska snimka udvostru�enog uretera u 24. razvojnom tjednu. 

Bubre~na jedinica sastoji se od dva pelvikalcealna sustava, ali pokazuje normalan histolobki 

izgled. Fotografija je izvorno snimljena na arhiviranom preparatu humanog bubrega u 24. 

tjednu fetalnog razvoja. Slika je snimljena na pove�anju  ×4.  

Invertno udvostru�enje Y-mokra�ovoda je rijetka anomalija u kojem se dva ureteralna 

ub�a odlijevaju iz jednog normalnog bubrega. Smatra se da je to stanje uzrokovano stapanjem 
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dvaju neovisnih mokra�ovodnih pupoljaka neposredno prije ili kad dođu do metanefrogenog 

mezoderma (110). Zabilje~en je i vrlo rijedak slu�aj mokra�ovoda u obliku slova H (111). Iako 

ve�ina slu�ajeva uklju�uje jednostavna udvostru�enja, opisani su i vibestruki mokra�ovodi s do 

best neovisnih pupoljaka (112-117). U nekim slu�ajevima, dodatni mokra�ovod ili 

mokra�ovodi su ektopi�ni i ne uspijevaju se spojiti na mokra�ni mjehur ili bubreg (slijepi 

mokra�ovod) (112). 

1.5.4. Dijagnostika prirođenih anomalija mokra�nog sustava 


esto koribtenim dijagnoti�kim metodama u klini�koj praksi, poput ultrazvu�nog 

pregleda, mo~emo otkriti prirođene anomalije bubrega i mokra�nog sustava ukoliko je rije� o 

promjeni neke od makroskopskih karakteristika poput broja, morfologije, obujma ili 

međusobnog odnosa i smjebtaja bubrega te pripadaju�ih mokra�ovoda i mokra�nog mjehura. 

Ipak, histolobke promjene bubre~nog tkiva, bile one kvantitativne ili kvalitativne, poput 

smanjenog broja nefrona, mogu�e je jedino uo�iti mikroskopski. Za mikroskopsku dijagnostiku 

potreban nam je uzorak bubre~nog tkiva, a s obzirom da se on dobiva invazivnim metodama 

koje se provode tek po strogoj klini�koj indikaciji, navedene patohistolobke promjene se �esto 

otkrivaju tek u simptomatskih odraslih osoba (76). 

Iznimno je va~no bto ranije prepoznati poreme�aje iz skupine CAKUT-a jer  je 

pravovremena i odgovaraju�a terapija kod takvih bolesnika od presudnog zna�aja za 

usporavanje progresije ili potpuno sprije�avanje razvoj bubre~nog poreme�aja. S obzirom da 

je ve�ina poreme�aja iz domene CAKUT-a makroskopski vidljiva, oni se u ve�ine oboljelih 

otkriju ve� u fetalnom stadiju tijekom rutinskih ginekolobkih pregleda majke, ponajvibe 

tijekom tre�eg tromjese�ja trudno�e. Stoga, dijagnoza 60% do 85% slu�ajeva CAKUT-a 

pouzdano se postavlja tijekom prenatalnih ultrazvu�nih pregleda bubrega i mokra�nog trakta 

te određivanja volumena amnionske teku�ine, za koju je karakteristi�no da po zavrbetku 18. 

gestacijskog tjedna sadr~i uglavnom fetalni urin (118-121). Preostali slu�ajevi dijagnosticiraju 

se naj�eb�e nakon pojave simptoma infekcije mokra�nog sustava, uglavnom ve� u dojen�adi 

ili ranom djetinjstvu.  

Ukoliko dođe do pojave infekcije potrebno je bto je mogu�e ranije provesti neku od 

slikovnih dijagnosti�kih metoda, naj�eb�e ultrazvu�nu ali ne isklju�uju�i i druge pretrage poput 

mikcijske cistoureterografije ili magnetnorezonantne urografije (MRU), s ciljem određivanja 

pozicije i oblika bubrega te mogu�ih patolobkih stanja odvodnog sustava poput opstrukcije ili 

dilatacije (76). Kada se vizualizacijskom pretragom dijagnosticira CAKUT, potrebno je 
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procijeniti utjecaj anomalije na funkciju bubrega, koriste�i test serumskog kreatinina za 

određivanje razine funkcije nefrona (76). Biopsijski uzorci se rutinski ne koriste u dijagnostici 

CAKUT-a zbog ve� spomenute invazivnosti samog postupka i mogu�ih komplikacija, posebno 

ako je kod oboljelog prisutna smanjena koli�ina funkcionalnog tkiva bubrega. 

Iako su kod ve�ine CAKUT poreme�aja prisutne makroskopske promjene, u manjem 

broju slu�ajeva jedina manifestacija su mikroskopske promjene bubre~nog tkiva, poput 

smanjenog broja nefrona, koje �esto ostaju nezamije�ene sve do javljanja prvih simptoma 

bubre~ne bolesti u odrasloj dobi. Naj�eb�e je rije� o klini�kim manifestacijama hipertenzije ili 

kroni�ne bolesti bubrega (76). Navedeni slu�ajevi CAKUT-a posebno su zabrinjavaju�i, jer 

zbog kasne dijagnostike i lije�enja, �esto dovode do abnormalnosti u razvoju cjelokupnog 

mokra�nog sustava te gore spomenutih, ali i drugih kardiovaskularnih komplikacija. Na~alost, 

ve�a stopa morbiditeta i mortaliteta u takvih pojedinaca ne~eljen je ishod koji, osim na njih 

same, negativno djeluje i na njihove obitelji, okolinu te zdravstveni sustav i ekonomiju (82). 

Unato� gore navedenim dostupnim dijagnosti�kim metodama, mnogi slu�ajevi 

CAKUT-a ostaju nerazjabnjeni, prvenstveno zbog velike fenotipske i genetske heterogenosti. 

Kasno dijagnosticiranje ima zna�ajan negativan utjecaj na terapijsku uspjebnost, stoga u 

populaciji i dalje imamo visoku incidenciju oboljelih od CAKUT-a, kao i visoku smrtnost 

(122). Zbog toga je izuzetno va~no razviti nove prognosti�ke alate, poput genskih panela, s 

kojima �e biti mogu�e vrbiti analizu mutacija u stotinama gena istovremeno. 

Genski paneli se temelje na masivnom paralelnom sekvenciranju (eng. next-generation 

sequencing, NGS) tehnologiji koja pru~a novi na�in utvrđivanja slijeda razvoja poreme�aja na 

molekularnoj razini, �ime se poboljbava procjena rizika za razvoj poreme�aja iz domene 

CAKUT-a (82). Navedena metoda predstavlja va~an prognosti�ki instrument koji osobama 

pru~a izvanrednu mogu�nost genskog savjetovanja te personaliziranog pristupa lije�enju 

poreme�aja ovisno o dobivenim rezultatima. 

1.5.5. Lije�enje prirođenih anomalija mokra�nog sustava 

Najte~a CAKUT anomalija je obostrana agenezija bubrega i odvodnog sustava te ona nije 

spojiva sa ~ivotom (123). Međutim, djeca oboljela od bla~eg do umjerenog CAKUT-a danas 

mogu pre~ivjeti zahvaljuju�i napretku medicine i tehnologije koja pru~a mogu�nost ranog 

otkrivanja i uspjebne kontrole nad progresijom anomalija. Bla~i oblici CAKUT-a (poput UPJO, 
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PUV, VUR, UVJO i ureterokele) mogu se izlije�iti kirurbkim putem, korektivnim urolobkim 

zahvatima poput endoskopske ablacije valve, reimplantacije uretera i pijeloplastike (124). 

Djeca s jednostranom bubre~nom agenezom, obostranom hipoplazijom, aplazijom ili 

cisti�nom bubre~nom displazijom mogu ~ivjeti bez ve�ih tegoba sa svega jednim 

funkcionalnim bubregom zakvaljuju�i njegovom kompenzacijskom mehanizmu (125). 

Međutim, ako drugi bubreg pokazuje popratne anomalije poput hidronefroze, hipoplazije ili 

vezikouretralnog refluksa, pove�ava se rizik razvoja hipertenzije i proteinurije koje btete 

bubregu i, ako se ne lije�e, dovode do terminalne bubre~ne bolesti (126-130).  

Prva terapijska linija u lije�enju navedenih stanja su inhibitori angiotenzin 

konvertiraju�eg enzima (ACE inhibitori), koji svojim mehanizmom djelovanja u�inkovito 

�uvaju bubre~nu funkciju te maksimalno odgađaju nastanak terminalne bolesti bubrega (131). 

Ukoliko se ona ipak razvije, oboljeli se uz medikamentoznu terapiju podvrgavaju i dijalizi, a u 

određenih bolesnika, ovisno o njihovim preferencijama te postojanju odnosno izostanku 

kontraindikacija, odlu�uje se i o transplantaciji (76). 

1.5.6. CAKUT kandidat geni 

U laboratoriju su razvijeni razli�iti monogenski knockout modeli mibeva koji 

manifestiraju birok spektar fenotipova sli�nih CAKUT-u kod ljudi (132). Mutacija samo jednog 

gena mo~e dovesti do birokog spektra fenotipskih promjena, koje variraju od izoliranih 

bubre~nih anomalija do sindromskog CAKUT-a s ozbiljnim malformacijama vibe organa (80). 

Do danas je dokumentirano vibe od 200 gena koji su povezani s nasljednim poreme�ajima 

bubrega i njihov broj i dalje raste (65). Međutim, u 85% pacijenata s CAKUT-om nije 

pronađena mutacija ni u jednom od poznatih gena (76). Stoga je predstoje�i izazov identificirati 

�imbenike koji pridonose patogenezi CAKUT-a, bto bi omogu�ilo bolje razumijevanje uloge 

proteina i kompleksa transkripcijskih �imbenika u razvojnim procesima i specifi�nim 

funkcijama tkiva. Prethodno provedena istra~ivanja pokazala su da su geni za Receptore 

fibroblastnih �imbenika rasta 1 i 2 (FGFR1 i FGFR2) i Protein kinazu koja djeluje na receptor 

5 (RIP5) potencijalni kandidat geni �ija je mutacija odgovorna za nastanak prirođenih 

anomalija bubrega i mokra�nog sustava sindromskog ili izoliranog tipa (65, 133-135). Stoga je 

ovo istra~ivanje usmjereno na njih. 
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1.5.6.1.  Receptori fibroblastnih �imbenika rasta 1 i 2  

Evolucijski o�uvana signalna kaskada fibroblastnih �imbenika rasta/receptora za 

fibroblastne �imbenike rasta (eng. fibroblast growth factor/ fibroblast growth factor receptor -

FGF/FGFR) ima klju�nu ulogu u mnobtvu bitnih biolobkih procesa tijekom embrionalnog 

razvoja i homeostaze u odraslih osoba reguliranjem procesa diferencijacije, proliferacije i 

apoptoze razli�itih tipova stanica te angiogeneze, regeneracije tkiva i maligne transformacije 

(136). Obte�enje FGF/FGFR signalne osi uo�eno je u razli�itim ljudskim sindromima i 

bolestima, kao bto su pretilost, inzulinska rezistencija kao i kroni�na bubre~na bolest (CKD) i 

razli�iti tumori (135-137). FGFR signalizacija je kriti�na za formiranje svih bubre~nih 

struktura u razli�itim stadijima razvoja. 

 Fibroblastni �imbenici rasta predstavljaju jednu od najrazli�itijih skupina �imbenika 

rasta u kralje~njaka. Do danas, identificirana su ukupno 22 FGF liganda u miba i �ovjeka. Na 

temelju homologije sekvenci i filogenije, 18 kanonskih FGF-ova sisavaca podijeljeno je u best 

podskupina, uklju�uju�i pet parakrinih i jednu endokrinu podskupinu (138). Unutar pet 

parakrinih podskupina ubrajamo FGF1 podskupinu (FGF1 i FGF2), FGF4 podskupinu (FGF4, 

FGF5 i FGF6), podskupinu FGF7 (FGF3, FGF7, FGF10 i FGF22), podskupinu FGF8 (FGF8, 

FGF17 i FGF18) i podskupinu FGF9 (FGF9, FGF16 i FGF20). Podskupina FGF19 (FGF19, 

FGF21 i FGF23) signalizira na endokrini na�in (138). FGF-ovi ostvaruju svoje pleiotropne 

u�inke vezanjem i aktiviranjem tirozin kinaznih receptora stani�ne membrane kodiranih s �etiri 

gena (FGFR1, FGFR2, FGFR3 i FGFR4) i FGFRL1, skra�enog FGFR-a bez intracelularne 

domene (139). 

FGFR1 i FGFR2 su �lanovi obitelji receptora za fibroblastne �imbenike rasta (FGFR), 

koja uz FGFR1 i FGFR2 uklju�uje i FGFR3, FGFR4 i FGFRL1. Navedeni receptori sadr~avaju 

izvanstani�nu domenu koja ve~e odgovaraju�e ligande, fibroblastne �imbenike rasta, 

transmembransku domenu koji prolazi kroz fosfolipidni dvosloj i citoplazmatsku tirozin 

kinaznu domenu. Izvanstani�nu domenu �ine tri domene sli�ne imunoglobulinima (Ig) (D13

D3), kisela regija, motiv za vezanje heparina za FGF, kofaktor heparana i partnerski proteini. 

Transmembranska domena usidrava receptore u stani�noj membrani i olakbava njihovu 

dimerizaciju. Jukstamembranska, citoplazmatska domena FGFR-a je uklju�ena u dimerizaciju 

receptora, dok su odvojene kinazne domene potrebne za signalizaciju povezanu s FGF-ovima 

(140). 
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Vezanje FGF-ova na neaktivne monomerne FGFR-ove poti�e konformacijske promjene 

FGFR-ova, bto rezultira dimerizacijom i aktivacijom citoplazmatskih tirozin kinaza unakrsnom 

fosforilacijom tirozinskih ostataka unutar citoplazmatskog repa dimerskog para FGFR-a (141). 

Ovi novofosforilirani tirozinski ostaci slu~e kao mjesta za sidrenje nizvodnih citoplazmatskih 

proteina kao bto su Supstrat receptora fibroblastnog �imbenika rasta 2 (eng. Fibroblast growth 

factor receptor substrate 2, FRS2), fosfolipaza C (eng. Phospholipase C, PLC) i Protein 2 vezan 

za receptor �imbenika rasta (eng. Growth factor receptor-bound protein 2, GRB2) koji 

nastavljaju aktivirati stani�ne signalne putove koji dovode do stani�ne diferencijacije, rasta, 

proliferacije, produljenog pre~ivljavanja, migracije i drugih funkcija (142, 143).  

Ovisno o izra~aju prometranih proteina u razli�itim stanicama i tkivima, klasi�ni 

FGF/FGFR nizvodni signalni putovi uklju�uju protein kinaze aktivirane mitogenom (eng. 

mitogen-activated protein kinase, Ras/Raf-MEK-ERK), fosfatidilinozitol-3 kinazu/protein 

kinazu B/ cilj rapamicina kod sisavaca (eng. Phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B/ 

mammalian target of rapamycin, PI3K/Akt/mTOR), Fosfoinozitid fosfolipaza C (eng. 

Phosphoinositide phospholipase C, PLC´), te �lanovi transduktora signala i aktivatora obitelji 

transkripcijskih proteina (eng. signal transducer and activator of transcription, STAT) (138, 

144). Dodatno, identificirano je nekoliko proteina koji pripadaju FGF-sinekspresijskoj skupini, 

kao bto su Sprouty (Spry) (145, 146), XFLRT3 (147), SEF (148, 149), MKP3 (150, 151), i 

drugi. Ti su proteini samostalno regulirani FGF-signalizacijom i pokazuju sna~ni izra~aj s FGF-

ovima. Ve�ina njih inhibira FGF/FGFR signalizaciju mehanizmom negativne povratne sprege 

(152) (Slika 11). 
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Slika 11. Klasi�ni FGF/FGFR signalni put. Vezanje odgovaraju�ih �imbenika rasta na njihove 

receptore pokre�e konformacijske promjene FGFR-a, bto rezultira njihovom dimerizacijom i 

aktivacijom. Aktivirani FGFR fosforilira FRS2a koji se ve~e za adapter Grb2 s SH2 domenom. 

Grb2 �e se naknadno vezati za SOS i GAB1 preko svoje SH3 domene da aktivira 

Ras/Raf/MAPK, uklju�uju�i ERK MAPK, p38 MAPK i JNK MAPK. Aktivirani FGFR-ovi 

također aktiviraju PI3K i STAT. FGFR regrutiraju i fosforiliraju PLC´. Među �lanovima FGF 

sinekspresijske skupine, SEF i XFLRT3 su transmembranski proteini i mogu izravno 

komunicirati s FGFR-ovima. SEF djeluje kao negativni regulator utje�u�i na fosforilaciju 

kaskade MAPK ERK. XFLRT3 tvori kompleks s FGF receptorima i poja�ava FGF/FGFR 

signalizaciju. Spry djeluje na razini Grb2 i/ili razini Raf kako bi ubla~io FGF/FGFR 

signalizaciju. MKP3 negativno regulira FGF/FGFR signalizaciju defosforilacijom aktiviranog 

ERK. (Preuzeto i prilagođeno prema referenci (153)).  

1.5.6.1.1. Obrazac izra~aja FGFR-ova u razvoju bubrega 

 Nedavna istra~ivanja su se usredoto�ila na ulogu FGFR1 i FGFR2 u razvoju bubrega 

koribtenjem mibeva s uvjetno inaktiviranim genima, budu�i da potpuna delecija Fgfr1 ili Fgfr2 

dovodi do smrtnosti embrija prije razvoja bubrega. Razli�iti genetski Fgfr i Fgf ~ivotinjski 

modeli imaju morfolobke karakteristike koji nalikuju na niz CAKUT fenotipova uo�enih kod 
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ljudi (137, 154-158). Ukratko, kod mibeva, delecija Fgfr1 ili Fgfr2 uzrokuje preuranjenu smrt 

embrija prije po�etka razvoja bubrega (159-163). Potpuna delecija Fgfr1 uzrokuje poreme�aj 

stvaranja nefrona, dok gubitak Fgfr2 u metanefrogenom mezodermu, bitnom za morfogenezu 

uretera, rezultira u nekoliko defekata bubrega i mokra�nog traka (157). Postnatalno, bubre~na 

hipoplazija u Fgfr2 mutanata rezultirala je hipertenzijom, CKD i hipertrofijom lijeve klijetke 

(164). Transgeni�ni mibevi s dominantno negativnim Fgfr fragmentom, razvijaju bubre~nu 

aplaziju ili tebku displaziju (165). 

FGFR1-4 jako su izra~eni u embrionalnim bubrezima sisavaca i donjem urinarnom 

traktu i igraju kriti�nu ulogu u razvoju bubrega. Iako je izra~aj svih FGFR-ova zabilje~en u 

embrionalnim bubrezima, Fgfr3 ili Fgfr4 knockout mibevi ne pokazuju zna�ajne strukturne 

defekte u razvoju bubrega ili mjehura (166, 167), bto ukazuje na �injenicu da FGFR1, FGFR2 

i FGFRL1 igraju nebto va~nije uloge u razvoju bubrega. FGFR1 se uglavnom izra~ava u lozi 

metanefrogenog mezoderma (rani metanefrogeni mezoderm, po�etak razvoja nefrona od 

stadija bubre~nog mjehuri�a i kape metanefrogenog tkiva), ureteri�noj lozi i renalnoj 

kortikalnoj stromi (158, 168-170). FGFR2 je uglavnom izra~en u Wolffovom kanalu, sabirnim 

kanali�ima i ampulama i diferenciraju�im nefronima, sa nebto manjim izra~ajem u ranom 

metanefrogenom mezodermu i stromalnom mezenhimu uz Wolffov kanal (137). 

Mibevi s dvostrukim utibavanjem Fgfr1 i Fgfr2 u Pax3-pozitivnim stanicama pokazuju 

ozbiljan defekt u metanefrogenom mezodermu, dok mibevi s utibanim Fgfr1 ili Fgfr2 imaju 

dobro razvijene bubrege (168). Ovi rezultati ukazuju na mogu�u suvibnu ulogu Fgfr1 i Fgfr2 

u uspostavljanju i odr~avanju ranog metanefrogenog mezoderma. Kondicionalni knockout 

Fgfr1 i Fgfr2 u Six2Cre (u nefronskim progenitorima) smanjuje broj Six2-pozitivnih 

nefronskih progenitora bto dovodi do tebke bubre~ne cisti�ne displazije (171). FRS2α je glavni 

pokreta� FGFR signalizacije kroz ektopi�nu aktivaciju Notch signalizacije u progenitorima  

nefrona (171). Mibevi s dvostrukom mutacijom, nose�i to�kastu mutaciju na veznom mjestu 

FRS2α za Fgfr2 i kondicionalni knockout Fgfr1 s Pax3Cre, pokazuju smanjenje broja 

nefronskih progenitora u kasnijim fazama razvoja (157). S obzirom na sli�nost fenotipova 

nokautiranih mibeva, FGF9 i FGF20 su vjerojatni ligandi koji posreduju u FGFR/FRS2α 

signalizaciji u razvoju nefrona. 

FGF7 i FGF10 ve~u se za FGFR2 i reguliraju rast i grananje sustava sabirnih kanali�a 

mokra�ovodnog pupoljka. Kondicionalna delecija Fgfr2 u Wolffovom kanalu i njegovim 

derivatima, uklju�uju�i mokra�ovodni pupoljak pomo�u Hoxb7Cre, rezultira bubre~nom 

hipoplazijom, bto se prezentira malim ampulama, smanjenim brojem grana mokra�ovodnog 
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pupoljka, tankog izgleda (156, 158). Nadalje, ni delecija Fgfr1 ni dvostruka delecija Fgfr1 i 

Fgfr2 s Hoxb7cre nije dovela do dodatnih abnormalnosti izvan onih uo�enih delecijom Fgfr2 

(158). Zanimljivo, potpuna delecija Fgfr3 ili Fgfr4 u mibeva ne rezultira narubenim fenotipom 

bubrega (166, 167). Svi ovi podaci sugeriraju da među �etiri poznata FGFR-a, FGFR2 ima 

najva~niju ulogu jer regulira grananje mokra�ovodnog pupoljka i strukturiranje mezenhima.  

Aberacija FGF/FGFR signalnog puta otkrivena je u brojnim sindromima i bolestima 

kod ljudi, uklju�uju�i kroni�nu bubre~nu bolest. Mutacija u FGFR2 (ili rjeđe u FGFR1) mo~e 

biti uzrokom nekoliko razli�itih sindroma: Apertov, Pfeifferov, Antley-Bixlerov ili Beare-

Stevensov sindrom, koji mogu biti udru~eni s fenotipovima CAKUT spektra: hidroureterom, 

unilateralnom renalnom aplazijom, hipoplazijom bubrega, cisti�nom displazijom ili 

vezikoureteralnim refluksom (172-174). Bolesnici s Kallmanovim sindromom imaju 

jednostranu bubre~nu aplaziju kao posljedicu mutacija u FGFR1 (175). 

1.5.6.2. Protein kinaza koja djeluje na receptor 5  

Stimulacija citokinima, infekcija patogenima, obte�enja DNA i upalni procesi mogu 

inicirati stani�ne signalne putove koji pokre�u razli�ite odgovore, uklju�uju�i aktivaciju i 

apoptozu imunolobkih stanica. 
lanovi obitelji protein kinaza koji djeluju na receptor ili 

dvostruke serin-treonin i tirozin protein kinaze (RIP, DSTYK) postali su klju�ni senzori 

unutarstani�nog i izvanstani�nog stresa. Njihova zna�ajna uloga dokazana je ne samo u raznim 

biolobkim procesima poput upala i drugih imunolobkih odgovora, ve� i u stani�nim signalnim 

putevima koji reguliraju pre~ivljavanje i apoptozu stanica (176-178). 

Ove su molekule prvotno prepoznate kao proteini u interakciji s Fas receptorom koje 

induciraju apoptozu (179). Kasnije je uo�eno da je RIP komponenta TNF receptora (TNF-RI) 

(180), a eksperimenti utibavanja gena dokazuju da je RIP potreban za aktivaciju NF-κB 

posredovanu TNF-RI, ali nije potreban za Fas - i apoptozu posredovanu TNF-RI (181), (182). 

Strukturno, RIP sadr~i tri domene, uklju�uju�i N-terminalnu kinaznu domenu, intermedijarnu 

domenu i C-terminalnu domenu smrti (DD) (179), (180). RIP kinaze sada sadr~e sedam 

�lanova, od kojih svi dijele homolognu kinaznu domenu, ali imaju razli�ite funkcionalne 

domene. RIP stupa u interakciju s TRADD-om, citoplazmatskim adapterskim proteinom 

povezanim s TNF-RI, preko njihovih odgovaraju�ih DD-ova (180). Intermedijarna domena 

RIP-a stupa u interakciju s RING domenom TRAF2, klju�nim posrednikom TNF-inducirane 

JNK aktivacije. 
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Kod RIP5 mutanata mnogobrojni organi su promijenjeni, uklju�uju�i udove, a taj 

fenotip dijelom mo~e biti objabnjen neispravnom FGFR signalizacijom koja je klju�na za 

induktivne interakcije i rast udova (183). 

Prekomjerni izra~aj RIP5 izaziva stani�nu smrt s karakteristi�nom apoptotskom 

morfologijom, uklju�uju�i fragmentaciju DNA (184). 

U fetalnom bubregu, RIP5 te FGFR1 i FGFR2 su zajedno izra~eni u membranama 

stanica metanefrogenog mezenhima i mokra�ovodnog pupoljka, �ine�i RIP5 kriti�nim 

regulatorom razvoja ljudskog mokra�nog sustava nizvodno na FGF signalnom putu (1, 58, 135, 

185). Utibavanje RIP5 u humanim embrionalnim stanicama bubrega blokira FGF-om 

stimuliranu fosforilaciju izvanstani�ne kinaze regulirane signalom (ERK), najva~niju signalnu 

molekulu nizvodno od receptorskih tirozin kinaza (135). 

U nedavnom istra~ivanju RIP5 mutacije otkrivene su u 7 od 311 (2,3%) nesrodnih 

pacijenata s urođenim abnormalnostima bubrega ili urinarnog trakta, kao bto je hipoplazija 

bubrega i UPJO, bto dokazuje da je RIP5 novi gen koji uzrokuje CAKUT (186, 187). 
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRA}IVANJA 
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2.1. Ciljevi istra~ivanja 

Ovo istra~ivanje ima za cilj analizirati kako funkcionalno utibavanje Dab1 gena utje�e 

na izra~aj i lokalizaciju FGFR1, FGFR2 i RIP5 proteina u razvojnim i postnatalnim bubrezima 

Dab1−/− (yotari) mibeva. Nabe istra~ivanje analizirati �e sli�ne fenotipske izra~aje, rezultate 

inaktivacije Dab1 i FGFR1 u bubre~nom tkivu kako bi istra~ili remeti li inaktivacija Dab1 

gena FGF/FGFR signalni put. 

Obzirom da je ve�ina podataka koji �ine osnovu sadabnjeg znanja o izra~aju i 

povezanosti kandidat gena u CAKUT bubre~nom tkivu dobivena iz pokusa ciljanja gena na 

knockout mibevima, primjenom imunofluorescencijskih biljega analizirati �emo prostorno-

vremenski obrazac izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5, CAKUT kandidat gena tijekom normalnog 

razvoja ljudskih bubrega (CTRL) i razvoja bubrega zahva�enih CAKUT-om (bubrezi 

udvostru�enog uretera (DU), hipoplasti�ni bubrezi (HYP), displasti�ni bubrezi (DYS)) od 22. 

do 41. tjedna fetalnog razvoja, kako bismo utvrdili kako je potencijalna promjena izra~aja gena 

i njihovih proteina povezana s pojavom CAKUT-a. 

 

Specifi�ni ciljevi istra~ivanja: 

1. Utvrditi i kvantificirati prostorni i vremenski izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 proteina u 

razli�itim strukturama bubrega Dab1-/- (yotari) i kontrolnih mibeva gestacijskih dana 

13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5) te 4. (P4), 11. (P11) i 14. (P14) postnatalnog dana 

primjenom indirektne imunofluorescencije. 

2. Utvrditi i kvantificirati prostorni i vremenski izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 proteina u 

kontrolnim razvojnim stadijima bubrega (CTRL) i razvoju bubrega zahva�enih 

CAKUT-om (DU, HYP i DYS) �ovjeka od 22. do 41. tjedna fetalnog razvoja, 

primjenom indirektne imunofluorescencije. 

3. Primjenom dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja dokazati istovremeni izra~aj 

(ko-izra~aj, ko-ekspresiju) ili odsutnost FGFR1 i RIP5 te FGFR2 i RIP5 u razli�itim 

strukturama zdravih bubrega miba, Dab1-/- (yotari) miba te u kontrolnim razvojnim 

stadijima bubrega (CTRL) i razvoju bubrega zahva�enih CAKUT-om (DU, HYP i 

DYS) �ovjeka. 

4. Ispitati i kvantificirati transkripciju mRNA FGFR1, FGFR2 i RIP5 gena metodom 

qRT-PCR.  
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5. Utvrditi postoji li razlika u prostornom i vremenskom izra~aju FGFR1, FGFR2 i RIP5 

gena između �ovjeka i miba u odgovaraju�im stadijima razvoja koribtenjem metode 

indirektne imunofluorescencije.  

6. Razmotriti budu�e mogu�nosti lije�enja navedenih patolobkih stanja. 

2.2. Hipoteze istra~ivanja 

1. Obrazac izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5 gena tijekom fetalnog i postnatalnog razvoja 

bubrega miba i �ovjeka ukazuje na njihovu ulogu u razvoju i odr~avanju normalne 

strukture i funkcije bubrega.  

2. Promijenjeni izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 gena tijekom fetalnog i postnatalnog 

razvoja bubrega miba i �ovjeka mo~e dovesti do razvoja prirođenih anomalija bubrega 

i mokra�nog trakta (CAKUT). 

3. Postoji razlika u prostornom i vremenskom izra~aju FGFR1, FGFR2 i RIP5 gena 

između �ovjeka i miba u odgovaraju�im stadijima razvoja koribtenjem metode 

indirektne imunofluorescencije.  
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3. MATERIJALI I METODE 
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U ovom su odjeljku ukratko opisani svi materijali koribteni u istra~ivanju i protokoli za 

hematoksilin-eozin i imunofluorescencijsko bojanje te kvantitativnu lan�anu reakciju 

polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR). Također su opisani i postupci prikupljanja, obrade 

i analize uzoraka ljudskih i mibjih bubrega.  

3.1. Eti�ka dozvola  

Eti�ko povjerenstvo Klini�kog bolni�kog centra Split i eti�ko povjerenstvo Medicinskog 

fakulteta Sveu�ilibta u Splitu odobrilo je ovo istra~ivanje (klasa: 003-08/16-03/0001, broj 

dozvole: 2181-198-03-04-16-0024). Tijekom istra~ivanja pobtovani su osnovni eti�ki i 

bioeti�ki principi, uklju�uju�i osobni integritet, pravednost, dobro�instvo i nebkodljivost, u 

skladu s Nirnberbkim kodeksom i Helsinbkom deklaracijom (64. Op�a skupbtina WMA, 

Fortaleza, Brazil, listopad 2013.) i njezinim dopunama. Podaci prikupljeni u ovom istra~ivanju 

�e se koristiti isklju�ivo u znanstveno-istra~iva�ke svrhe. 

3.2. Prikupljanje animalnih uzoraka 

Dab1 heterozigotne ~ivotinje, generirane od strane tvrtke Jackson Laboratories, su 

kri~ane do homozigotnosti. C57BL/6N mibevi su uzgajani u standardnim polikarbonatnim 

kavezima s ad libitum pristupom hrani i vodi, uz odr~avanje dvanaestosatnog ciklusa no�/dan 

i temperature na 23±2°C. U svakom kavezu je uzgajana barem po jedna ~ivotinja svakog 

genotipa: divlji tip, heterozigotni tip te Dab1-/- (yotari) tip pokusne ~ivotinje. Svaka istra~ivana 

skupina je sadr~avala 3 do 7 ~ivotinja od svakog genotipa.  

Gravidne mibice su ~rtvovane E13.5 i E15.5, i njihovi embriji su pohranjeni u 4% 

otopini paraformaldehida (PFA). P4, P11 i P14 mibevi su duboko anestezirani i transkardijalno 

perfundirani 0.1 M fiziolobkom otopinom puferiranom s fosfatom (PBS-om) i 4% otopinom 

PFA. Bubrezi su izdvojeni i fiksirani u 4% PFA u 0.1 M PBS-u preko no�i.   

DNA uzorak potreban za genotipizaciju metodom lan�ane reakcije polimerazom (PCR) 

izoliran je iz repova pokusnih ~ivotinja koribtenjem protokola Qiagen kita. Za PCR analizu su 

koribtene sljede�e po�etnice: 

yotari: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC; 

divlji tip: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT. 
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3.2.1. Izra�un veli�ine uzorka 

Veli�ina uzorka je određena pomo�u Meadove jednad~be resursa (188) koja se koristi 

za procjenu veli�ine uzoraka laboratorijskih ~ivotinja, kao i u mnogim laboratorijskim 

pokusima. 

E=N-B-T 

E+B+T=N 

Parametri za ovu analizu su određeni kako slijedi: 

20 + 4 + 1 = 25 → 12 wt +12 yot 

N je ukupan broj pojedinaca ili jedinica u studiji (manje 1) 

B je blokiraju�a komponenta, koja predstavlja utjecaje na okolib dopubtene u dizajnu studije 

(manje 1) 3 5 stadija razvoja (E13.5, E15.5, P4, P11, P14) -1 = 4 

T je komponenta lije�enja, koja odgovara broju tretiranih skupina (uklju�uju�i kontrolnu 

skupinu) koje se koriste ili broju postavljenih pitanja (manje 1) wt i yot 3 2 -1 = 1 

E je stupanj slobode komponente pogrebke i trebao bi biti negdje između 10 i 20 3 (20) 

Prema navedenoj jednad~bi, koribtene su 3 ~ivotinje po pojedinom razvojnom stadiju 

divljeg tipa i yotari tipa miba. Svaka ispitivana skupina je sadr~avala 3 do 7 ~ivotinja od svakog 

genotipa iz �ega slijedi da je uzorak dovoljan. 

3.3. Prikupljanje humanih uzoraka 

Iz arhive Odjela za patologiju Klini�kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i 

citologiju KBC-a Split prikupljeno je 19 parafinskih blokova fetalnog bubre~nog tkiva (Tablica 

4).  Uzorci su prikupljeni nakon spontanih poba�aja uslijed tebkih abnormalnosti fetusa i 

tubarnih trudno�a. Uzorci su obrađeni i analizirani pomo�u standardnih histolobkih tehnika i 

svjetlosne mikroskopije kako bi se iz istra~ivanja isklju�ili macerirani uzorci tkiva. Fetalni 

uzorci tretirani su kao obdukcijski materijal, uz odobrenje Eti�kog povjerenstva Klini�kog 

bolni�kog centra Split i Medicinskog fakulteta, u skladu s Helsinbkom deklaracijom i njezinim 

dopunama (189). Za procjenu razvojne dobi ploda koribtene su vrijednosti biparietalnih 

promjera i vrijednosti udaljenosti tjeme 3 trtica, koreliranih s podacima o menstruacijskom 

ciklusu majke (190). Patologija bubrega klasificirana je grubom morfologijom i rutinskom 
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histopatologijom. Zbog izuzetne vrijednosti i tebke dostupnosti materijala ova arhivska zbirka 

ima neprocjenjivu va~nost, ali i razumljivu limitiranost broja uzoraka. 

 

Tablica 4. Analizirani uzorci ljudskih fetalnih bubrega (N = 19). 

Bubre~na patologija i povezane bolesti 

Gestacijska 

dob/ 

Razvojni 

tjedan 

Broj uzoraka 

bubrega 

Zdravi bubrezi 

(CTRL) 

N/A 22 2 

N/A 27 2 

N/A 35 1 

N/A 38 1 

Displasti�ni 
bubrezi (DYS) 

Megaureter lateris dextri, 

Dysplasia renis 
21 2 

Renis dysplastica cysticus lateralis 

sinistri, agenesia renis dextri 

Dysplasia multicystica renis dextri 
27 1 

Cystes parvae focales 

Dysplasia renis multicystica 

bilateralis 
35 1 

Agenesis renis dextri et dysplasia 

renis sinistri cum ureter duplex 

38 2 
Dysplasia hypoplastica, renis 

bilateralis, syndroma Down, 

syndroma Potter 

Syndroma Potter, Dysplasia renis 38-39 1 

Hipoplasti�ni 
bubrezi (HYP) 

Hypoplasia renis lateris dextri 30 1 

Hypoplasia renis lateris sinistri 37 1 

Hypoplasia renis 38 1 

Ureter duplex lateris dextri 24 1 
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Bubrezi s 

udvostru�enim 

ureterom (DU) 

Ureter duplex lateris sinistri 30 1 

Pyelon et ureter duplex bilateralis 41 1 

3.3.1. Izra�un veli�ine uzorka 

Veli�ina uzorka je određena pomo�u gore navedene Meadove jednad~be resursa: 

      (E+B+T=N) 

Parametri za ovu analizu su određeni kako slijedi: 

10 + 7 + 3 = 20 3 1 = 19 uzoraka 

N je ukupan broj pojedinaca ili jedinica u studiji (manje 1). 

B je blokiraju�a komponenta (manje 1) 3 8 ispitivanih razvojnih tjedana (22., 24., 27., 30., 35., 

37., 38., 41.) -1 = 7 

T je komponenta lije�enja, koja odgovara broju tretiranih skupina (uklju�uju�i kontrolnu 

skupinu) koje se koriste ili broju postavljenih pitanja (manje 1) DU, HYP, DYS, CTRL 3 4 -1 

= 3 

E je stupanj slobode komponente pogrebke i trebao bi biti negdje između 10 i 20 3 (10) 

Prema navedenoj jednad~bi, koribteno je 19 uzoraka. Svaka ispitivana skupina 

sadr~avala je minimalan broj od 3 uzorka iz �ega slijedi da je uzorak dovoljan. 

3.4. Histolobka analiza 

3.4.1. Priprema bubre~nog tkiva za histolobku analizu 

Uzorci tkiva humanih fetalnih bubrega i mibjih bubrega i embrija fiksirani su u 4% PFA 

u 0.1 M PBS-u preko no�i. Nakon ispiranja u radnoj otopini PBS-a, uzorci su dehidrirani u 

otopinama etanola rastu�e koncentracije (25%, 50%, 75%, 96% i 100%) i ksilena, te potom 

uklopljeni u parafinske blokove. Mikrotomom su rezani 5 µm debeli rezovi i postavljeni na 

predmetna stakalca. Prije histolobkih analiza, uzorci su deparafinirani u ksilenu i rehidrirani 

kroz seriju otopina etanola opadaju�ih koncentracija (100%, 96%, 70%) i isprani u vodi. 
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3.4.2. Hematoksilin-eozin bojanje 

Bojenje hematoksilin-eozinom (HE) je osnovna histolobka metoda bojenja koja je 

tehni�ki jednostavna i jasno prikazuje mnoge tkivne strukture. Kombinacijom ovih boja mogu 

se obojiti cijele stanice i sve njihove komponente. Hematoksilin i eozin stvaraju kontrastna 

obojenja koja se lako razlikuju, bto zna�ajno poma~e u analizi i dijagnostici. Hematoksilin, kao 

bazi�na boja, daje plavo-ljubi�asto obojenje kiselim dijelovima stanice (jezgra, jezgrini detalji 

i drugi kiseli dijelovi stanice), dok eozin, kao kisela boja, daje crveno-ru~i�asto obojenje 

bazi�nim dijelovima stanice (citoplazma, eritrociti, mibi�no i vezivno tkivo). 

Nakon deparafiniranja i rehidriranja, uzorci su inkubirani u otopini Meyerova 

hematoksilina 10 minuta, a zatim isprani mlakom vodom. Potom su uronjeni u otopinu Eozina 

Y na 5 minuta, dehidrirani kroz seriju otopina etanola rastu�ih koncentracija i ksilenom, 

uklopljeni u Canada balzam i prekriveni pokrovnim stakalcem. Obojena stakalca su pregledana 

svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX40, Tokyo, Japan) kako bi se potvrdila prethodna 

dijagnoza i procijenila o�uvanost tkiva prije imunofluorescencijskog bojanja. 

3.4.3. Indirektna imunofluorescencija  

Protokol imunofluorescencijskog bojenja zapo�inje deparafinacijom uzoraka u ksilenu 

i rehidracijom u etanolu i destiliranoj vodi. Uzorci su zatim kuhani u puferu natrijevog citrata 

(pH=6.2) 25 minuta u parnom kuhalu kako bi se razotkrili epitopi antigena, a potom su ohlađeni 

na sobnu temperaturu. Nakon ispiranja radnim PBS-om, uzorci su razgrani�eni peroksidaza-

antiperoksidaza (PAP) olovkom i inkubirani u blokiraju�em puferu (ab64226, Abcam, 

Cambridge, UK) 20 minuta. Uzorci su zatim inkubirani preko no�i u vla~noj komori s 

primarnim protutijelima (Tablica 5). Sljede�i dan, uzorci su isprani u PBS-u i inkubirani sa 

sekundarnim protutijelima 1 sat (Tablica 5). Nakon ispiranja radnim PBS-om, jezgre su 

obojene otopinom 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI), koja se interkalira u 

deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK). Uzorci su zatim isprani destiliranom vodom, uklopljeni 

u nosivi medij (Immu-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD) i prekriveni pokrovnim 

stakalcima. Negativna kontrola dobivena je izuzimanjem primarnog protutijela tijekom 

imunohistokemijskog bojenja. 

 

 



53 

 

Tablica 5. Primarna i sekundarna protutijela koribtena u indirektoj imunofluorescenciji. 

Protutijelo 
Katalobki 

broj 
Doma�in Razrijeđenje Proizvođa� 

P
ri

m
a
rn

a
 p

ro
tu

ti
je

la
 

Flg (C-15)/ FGFR1 sc-121 kuni� 1:50 

Santa Cruz 

Biotechnology 

(Texas, TX, 

USA) 
 

Bek (C-17)/ FGFR2 sc-122 kuni� 1:50 

RIP5 (N-16) sc-162109 koza 1:50 

Anti-nephrin 

Antibody (B-12) 
sc-377246 mib 1:50 

p44/42 MAPK 

(Erk1/2) (137F5) 
CST-4695S kuni� 1:250 

Cell Signaling 

Technology 

(CST), 

(Danvers MA, 

USA) 

mTOR PA5-34663 kuni� 1:100 

Thermo Fisher 

Scientific 

(Waltham, MA, 

USA) 

Human/Mouse/Rat 

Vimentin Antibody 
AF2105 koza 

1:300 

 

R&DSystems 

(Minneapolis, 

MN, USA) 

S
ek

u
n

d
a
rn

a
 p

ro
tu

ti
je

la
 

Rhodamine Red™-X 

(RRX) 

AffiniPure Anti-Goat 

IgG (H + L) 

705-295-

003 
magarac 1:300 

Jackson 

Immuno 

Research 

Laboratories, 

Inc., 

(Baltimore, 

PA, USA) 
 

Alexa Fluor®488 

AffiniPure Anti- 

Rabbit lgG (H + L) 

711-545-

152 
magarac 1:300 

Rhodamine Red™-X 

(RRX) AffiniPure™ 

Donkey Anti-Goat IgG 

(H+L) 

705-295-

003 
magarac 1:400 
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Alexa Fluor® 488 

AffiniPure™ Donkey 

Anti-Mouse IgG 

(H+L) 

715-545-

150 
magarac 1:400 

 

3.4.4. Priprema tkiva za elektronsku mikroskopiju  

Nakon dvosatne fiksacije u 2.5% otopini glutaraldehida i 2% otopini PFA u 0,1 M PBS-

u, te ispiranja radnom otopinom PBS-a, uzorci su pripremljeni za elektronsku mikroskopiju 

prema standardnom protokolu. Uzorci su narezani na rezove debljine 20 μm pomo�u 

vibratoma, permeabilizirani u 50% etanolu i isprani PBS-om. Rezovi su post-fiksirani u 2% 

otopini osmij tetroksida tijekom dva sata, dehidrirani u seriji rastu�ih koncentracija etanola i 

uklopljeni u TAAB Epon 812 smolu (TAAB, Reading, UK). Nakon toga, uzorci su rezani na 

ultramikrotomu (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) na debljinu od 0.07 μm i 

kontrastirani 1% uranil acetatom i olovovim citratom. Kona�no, uzorci su promatrani i 

fotografirani pomo�u transmisijskog elektronskog mikroskopa (JEM JEOL 1400, Japan). 

3.5. Prikupljanje podataka  - Obrada mikrofotografija i kvantifikacija 

Uzorci bubrega Dab1-/- (yotari) i kontrolnih mibeva razvojnih stadija E13.5, E15.5, P4, 

P11 i P14 te kore humanih fetalnih bubrega u razvoju i fetalnih bubrega pogođenih CAKUT-

om (nefrogene zone i jukstamedularne regije) pregledani su na svjetlosnom mikroskopu 

(Olympus BX40, Tokyo, Japan) te fluorescencijskom mikroskopu (Olympus BX51, Tokyo, 

Japan) i fotografirani na objektivu pove�anja ×40 Nikon DS-Ri2 digitalnom kamerom (Nikon 

Corporation, Tokyo, Japan) opremljenom NIS-Elements F softverom. U svrhu kvantifikacije 

izra~aja proteina od interesa, snimljeno je deset reprezentativnih mikrofotografija 

nepreklapaju�ih vidnih polja bubre~ne kore, s konstantnim vremenom ekspozicije.  

Na snimljenim mikrofotografijama uzoraka bubrega Dab1-/- (yotari) i kontrolnih 

mibeva analizirali smo najmanje deset embrionalnih bubre~nih struktura: metanefrogenog 

mezenhima (mm), bubre~nih mjehuri�a (rv), nezrelih glomerula (g), zavijenih kanali�a (Ct), 

ampula (A) te sabirnih kanali�a (Cd) tijekom E13.5 i E15.5, i najmanje dvadeset postnatalnih 

bubre~nih struktura: glomerula (G), proksimalnih (PCT) i distalnih zavijenih kanali�a (DCT)  

tijekom P4, P11 i P14.  
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Snimljene mikrofotografije su prije analize obrađene ImageJ softverom (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) koribtenjem funkcija >split channels< te >image 

calculator< kako bi se uklonilo nespecifi�no bojanje. Obrađene mikrofotografije su potom 

preklopljene s odgovaraju�im mikrofotografijama DAPI bojanja jezgara koribtenjem softvera 

Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, CA, USA) u svrhu lakbeg određivanja bubre~nih struktura 

u kojima se analizira signal. Svaka razina citoplazmatskog, jezgrenog ili membranskog signala 

dobivenog bojenjem koribtenih markera je okarakterizirana pozitivnom. Broj FGFR1, FGFR2, 

RIP5, Erk1/2 i mTOR pozitivnih imunoreaktivnih stanica u svakoj strukturi od interesa je 

prikazan kao postotak ukupnih stanica i uprosje�en po ~ivotinjskoj skupini. Kvalitativna 

analiza intenziteta bojanja razli�itih bubre~nih struktura određena je semikvantitativno i 

procijenjena prema �etiri stupnja: odsutnost bilo kakve reaktivnosti (-), blaga reaktivnost (+), 

umjerena reaktivnost (++) i jaka reaktivnost (+++). S obzirom na varijacije među ispitiva�ima, 

tri stru�na histologa su samostalno analizirali snimljene mikrofotografije. 

Mikrofotografije kore (nefrogene zone i jukstamedularne regije) humanih fetalnih 

kontrolnih bubrega u razvoju i fetalnih bubrega CAKUT fenotipova  obrađene su pomo�u 

ImageJ softvera u svrhu kvantitativne procjene stani�ne imunoreaktivnosti. Slike su 

pripremljene za analizu uklanjanjem crvenog filtera od originalne mikrofotografije zelenog 

fluorescencijskog signala koribtenjem ranije navedenih naredbi >split channels< te >image 

calculator<. Oduzimanjem srednjeg filtera s polumjerom od 2.0 piksela, određivanjem praga 

metodom grani�ne vrijednosti >triangle< i koribtenjem funkcije "analyze particles" odredili 

smo postotak povrbine presjeka pokrivenog pozitivnim signalom. Dobivene vrijednosti su 

uprosje�ene po skupini. S obzirom na varijacije među ispitiva�ima, tri stru�na histologa su 

neovisno analizirali snimljene mikrofotografije, postavljaju�i pozadinske grani�ne vrijednosti 

pomo�u negativnih kontrolnih mikrofotografija.  

Slaganje ocjenjiva�a dokazano je analizom međurazredne korelacije, koji je dao 

koeficijent > 0.8, bto ukazuje na izvrsno podudaranje. 

Slike su sastavljene pomo�u softvera Adobe Photoshop. Mikrofotografije su za potrebe 

prezentacije obrađene oduzimanjem pozadine pomo�u naredbi >split channels< te >image 

calculator< u svrhu minimaliziranja curenja fluorescentnog signala iz crvenog u zeleni filter te 

>brightness< i >contrast<. 
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3.6. Izolacija RNA i qRT-PCR 

Kvantitativna lan�ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (RT-qPCR) je 

specifi�na i osjetljiva metoda za detekciju i kvantifikaciju transkripcije mRNA. Ova metoda 

koristi fluorescentne boje za kombiniranje koraka amplifikacije i detekcije PCR reakcije u 

samo jednoj reakciji. Metoda se oslanja na mjerenje pove�anja fluorescentnog signala, koji je 

proporcionalan koli�ini PCR produkta (DNA) amplificirane tijekom svakog PCR ciklusa (191, 

192). Nadalje, upotreba sondi obilje~enih razli�itim reporterskim bojama omogu�uje detekciju 

i kvantifikaciju vibe ciljnih gena u jednoj (multipleks) reakciji. Pojedina�ne reakcije obilje~ava 

PCR ciklus u kojem fluorescencija prvi put poraste iznad definirane ili grani�ne pozadinske 

fluorescencije, parametra poznatog kao ciklus prijelaza grani�ne vrijednosti fluorescencije (Ct) 

na temelju kojih se generira standardna krivulja koja prikazuje fluorescenciju u odnosu na broj 

ciklusa. ato je koli�ina kalupa (po�etne DNA) u uzorku viba, ni~i je Ct, jer je prije postignuta 

grani�na vrijednost fluorescencije. Ova korelacija između fluorescencije i koli�ine 

amplificiranog produkta dopubta to�nu kvantifikaciju ciljnih molekula u birokom dinami�kom 

rasponu, zadr~avaju�i osjetljivost i specifi�nost konvencionalnih krajnjih PCR testova. Uspjeh 

u analizi izra~aja interesnog gena ovisi o prikladnosti koribtenih po�etnica. U svrhu 

minimalizacije pogrebaka, definirane su razli�ite strategije normalizacije, uklju�uju�i 

normalizaciju qPCR podataka prema volumenu tkiva, veli�ini uzorka i koribtenju endogenih 

kontrola, referentnih gena sa stabilnim izra~ajem (193-195). Endogene kontrole (eng. 

housekeeping genes, reference genes) su idealni referentni geni jer im se izra~aj ne mijenja u 

uvjetima pri kojima je eksperiment proveden, nu~ni su za osnovnu stani�nu funkciju i izra~eni 

u ve�ini stanica u fiziolobkim uvjetima (196). 

RNA izolirana iz 15 uzoraka humanih fetalnih bubrega (CTRL (n = 4), DU (n = 3), 

HYP (n = 3) i DYS (n = 5)) fiksiranih u paraformaldehidu i uklopljenih u parafin (eng. 

formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) koristila se za analizu izra~aja CAKUT kandidat 

gena. Izolacija RNA je provedena prema Invitrogen protokolu s PureLink™ FFPE kitom za 

izolaciju RNA (kat. br. K156002, Invitrogen, Waltham, MA, SAD). Digestija DNA je 

provedena koriste�i DNaze I, Amplification Grade, prema uputama proizvođa�a (kat. br. 

18068015 Invitrogen, Waltham, MA, SAD). Reverzna transkripcija se provela s 2 µg ukupne 

mRNA koribtenjem High-Capacity cDNA Reverse kita za transkripciju u skladu s uputama 

proizvođa�a (kat. br. 4368814, Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD). Master mix koji 

sadr~i vodu bez nukleaza, odabrane desne i lijeve po�etnice, Universal SYBR® Green 
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Supermix (Kat. br. 1725121, BioRad, Hercules, CA, SAD)  i cDNA pripremljen je i stavljen u 

plo�u s 96 ja~ica. Po�etnice su odabrane pretra~ivanjem literature (Tablica 6) (197-200). 

GAPDH i PPIA su koribteni kao endogeni kontrolni geni. Kontrolni uzorci (NTC) su sadr~avali 

sve komponente mastermixa, bez cDNA uzoraka. Plo�a je zatim analizirana pomo�u BioRad 

CFX96 RT-PCR sustava (C1000 Touch Thermal Cycle). Izra~aj gena normaliziran je prema 

NTC i analizirana komparativnom Ct metodom.  

Tablica 6. Po�etnice koribtene u RT-qPCR metodi 

Gen Lijeva po�etnica (5'-3') Desna po�etnica (5'-3') 

FGFR 1 CGCCCCTGTACCTGGAGATCATCA TTGGTACCACTCTTCATCTT 

FGFR 2 GCCTGGAAGAGAAAAGGAGATTAC GGATGACTGTTACCACCATACA 

RIP5 TTGCATACTGATCCTCGG TGTGCACTAGTTCATACT 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 

PPIA GGCCAGGCTCGTGCCGTTTT TGCTGTCTTTGGGACCTTGTCTGC 

3.7. Statisti�ki postupci 

Softver GraphPad Prism 9.0.0 (Softver GraphPad, San Diego, CA, SAD) koribten je za 

statisti�ku analizu podataka dobivenih obradom mikrofotografija uzoraka bubrega Dab1-/- 

(yotari) i kontrolnih mibeva razvojnih stadija E13.5, E15.5, P4, P11 i P14. Dvosmjerna ANOVA 

sa Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe koribtena je za usporedbu izra~aja promatranih 

proteina kako bi odredili zna�ajne razlike u postotku pozitivnih stanica između mm, rv/g, Ct i 

A/Cd tijekom E13.5 i E15.5 te G, PCT i DCT tijekom P4, P11 i P14. Postotak pozitivnih stanica 

je izra~en kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). Statisti�ki zna�ajnom je 

smatrana razlika pri p < 0.05. 

GraphPad softver koribten je i za statisti�ku analizu podataka dobivenih obradom 

mikrofotografija kore kontrolnih humanih fetalnih bubrega u razvoju i fetalnih bubrega 

zahva�enih CAKUT-om. Za provjeru normalne distribucije podataka koribten je Shapiro-

Wilkov test. Svaki skup podataka koji se odnosi na analizu postotka povrbine pokrivenog 

fluorescencijskim signalom opisan je s p vrijednosti gdje se razina vjerojatnosti od p < 0.05 

smatrala statisti�ki zna�ajnom i F distribucijom, F (DFn, Dfd) gdje DFn ozna�ava brojnik, a 
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Dfd nazivnik stupnjeva slobode. Postotak pozitivnih stanica je izra~en kao srednja vrijednost 

± standardna devijacija (SD). Za prou�avanje dinamike i trendova izra~aja istra~ivanih proteina 

kroz razvojne tjedne, koribteno je linearno i nelinearno regresijsko modeliranje. Koeficijent u 

modelima koribten za opisivanje trenda izra~aja je predstavljen kao to�kovna procjena 

(procjena jednim brojem) ± standardna devijacija. Koeficijent determinacije (R2) koribten je 

kao procjena valjanosti podudaranja podataka s regresijskim modelom. Linearni trend je opisan 

koribtenjem nagiba linije linearne regresije (³). 

GraphPad Prism 9 softver koribten je za statisti�ku analizu podataka dobivenih 

kvantitativnom lan�anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu Za provjeru normalnosti 

i homogenosti podataka koribten je Shapiro-Wilkov test. Neupareni t-test i neupareni t-test s 

Welchovom korekcijom za nejednake varijance koribteni su za određivanje statisti�ki zna�ajne 

razlike između kontrolne skupine (CTRL) i skupine CAKUT bubrega. Jednosmjerna ANOVA 

s Tukeyjevim testom vibestrukih usporedbi koristila se za određivanje razlike zna�ajnosti u 

izra~aju mRNA promatranih gena između uzoraka bubrega razli�itih CAKUT fenotipova i 

CTRL. Svaki skup podataka koji se odnosi na RT-qPCR analizu je opisan s p vrijednosti gdje 

se razina vjerojatnosti od p < 0.05 smatrala statisti�ki zna�ajnom razlikom. 

Svi grafovi su izrađeni pomo�u GraphPad Prism 9.0.0.  
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4. REZULTATI  
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U prvom su dijelu opisani rezultati dvostrukog imunofluorescencijskog bojenja s 

FGFR1, FGFR2 i RIP5 proteinima, kandidat genima za prirođene anomalije bubrega i 

mokra�ovodnog sustava na embrionalnim i postnatalnim bubrezima mibeva divljeg tipa i yotari 

mibeva. Izra~aj Erk1/2 i mTOR-a također su analizirani kako bi se ispitao utjecaj promjene 

izra~aja ispitivanih gena na nizvodne signalne putove. Vimentin je koribten kao marker za 

stanice mezenhimskog podrijetla: endotelne stanice, podocite i mezangijske stanice (201), a 

nefrin kao marker diferencijacije i funkcije podocita (Slika 12) (202).  

4.1. Usporedba prostorno-vremenskog izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5 proteina u 

embrionalnim bubrezima mibeva divljeg tipa i yotari mibeva 

Tijekom gestacijskog razvoja bubrega miba mogu se uo�iti razli�ite faze nefrogeneze, 

uklju�uju�i urastanje mokra�ovodnog pupoljka, zgubnjavanje metanefrogenog tkiva i 

oblikovanje kape metanefrogenog tkiva, nastanak bubre~nih mjehuri�a te tjelebaca u obliku 

zareza i S- oblika. Prostorni izra~aj i semikvantifikacija jakosti intenziteta izra~aja  FGFR1, 

FGFR2 s posebnim naglaskom na istovremeni izra~aj s RIP5 proteinom analizirana je u mm, 

rv/g, A/Ct i Cd tijekom E13.5 i E15.5. 
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Slika 12. Imunofluorescencijsko bojenje embrionalnih i postnatalnih bubrega divljeg tipa i 

yotari miba s markerima nefrina (a,b) i vimentina (c-e). Strelice pokazuju obrazac izra~aja 

nefrina i vimentina u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), 
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nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima 

(Cd), glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali�ima (PCT) i distalnim zavijenim 

kanali�ima (DCT) nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama. 

Izra~aj nefrina, DAPI bojenje i preklopljene mikrofotografije nefrina i DAPI tijekom 

embrionalnog dana 15.5 (E15.5) u mibeva divljeg tipa (a) i postnatalnog dana 14. (P14) u yotari 

miba (b). Izra~aj vimentina, DAPI bojenje i preklopljeni vimentin i DAPI u E15.5 (c) i P14 (d, 

e) u divljem tipu. Mikrofotografije a,c i d snimljene su pri pove�anju ×40, a b,e pri ×100. 

Mjerilo je 50 μm, bto se odnosi na sve slike. 

4.1.1. Prostorno-vremenski izra~aj FGFR1 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima 
mibeva divljeg tipa i yotari mibeva 

Embrionalnog dana E13.5, opa~en je sna~an to�kasti izra~aj FGFR1 unutar apikalne 

membrane sabirnih kanali�a, ampulama i nefronima u razvoju (metanefri�ka kapa, bubre~ni 

mjehuri�i). Slabiji izra~aj je uo�en u nediferenciranim stanicama metanefrogenog mezoderma 

i zavijenim kanali�ima mibeva divljeg tipa (Slika 13a). U okolnom metanefrogenom 

mezodermu, stanice blizu sabirnih kanali�a su izra~avale FGFR1, dok je izra~aj proteina prema 

periferiji kanali�a slabila (Slika 13a). Isti obrazac je primije�en u yotari tipu miba, sa 

zna�ajnim, povibenim razinama izra~aja FGFR1 u metanefrogenom mezenhimu, zna�ajno 

smanjenim u svim ostalim promatranim strukturama (p < 0.05, slika 13b,e). 
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Slika 13. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje embrionalnih bubrega mibeva divljeg tipa 

i yotari mibeva s protutijelima FGFR1 (a-d) i RIP5 (a-e). Strelice ozna�avaju izra~aj FGFR1 i 

RIP5 u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim 

glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) 
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nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama bojenja jezgara. 

FGFR1, RIP5, i DAPI bojenje i preklopljene FGFR1, RIP5 i DAPI u embrionalnim danima 

13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5) u divljem tipu (a, c) i yotari tipu miba (b, d). Najistaknutije podru�je 

izra~aja proteina prikazano je u umetcima, koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Zvjezdica 

ozna�ava zonu u kojoj je otkriven istovremeni izra~aj ispitivanih proteina. Mikrofotografije su 

snimljene pri pove�anju ×40. Mjerilo je 50 μm te se odnosi na sve slike. Epifluorescencijski 

mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan). Distribucija postotaka FGFR1 (e) pozitivnih 

stanica u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim 

glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) 

bubrega mibeva divljeg tipa i yotari mibeva embrionalnih dana E13.5 i E15.5. Podaci su 

prikazani kao aritmeti�ka sredina ± SD (okomita crta) i analizirani dvosmjernim ANOVA 

testom s Tukeyjevim testom vibestrukih usporedbi. Zna�ajne razlike su ozna�ene s *p < 0.05, 

**p < 0.001, ***p < 0.0001, ****p < 0.00001. U svakoj vremenskoj to�ki analizirano je deset 

struktura. 

Semikvantitativna analiza oba ~ivotinjska genotipa je pokazala blagi intenzitet signala 

u metanefrogenom mezodermu i zavijenim kanali�ima te umjereni intenzitet u stadiju 

bubre~nih mjehuri�a i sabirnih kanali�a (Tablica 7). Uo�en je istovremeni izra~aj dvaju 

markera, FGFR1 i RIP5 unutar sabirnih kanali�a s dominantnim izra~ajem FGFR1 (Slika 13). 

Tablica 7. Semikvantifikacijski određen intenzitet bojanja na specifi�na protutijela u 

bubrezima yotari i divljeg tipa mibeva embrionalnog dana 13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5). 

Embrionalni 

dan (E) 
Genotip 

Bubre~na 
struktura 

Protutijelo 

FGFR1 FGFR2 RIP5 

E13.5 

divlji tip 

mm + + +++ 

rv/g ++ ++ + 

Ct + + + 

A/Cd ++ +++ ++ 

yotari 

mm + + ++ 

rv/g ++ + ++ 

Ct + + ++ 

A/Cd ++ + ++ 

E15.5 divlji tip mm + + + 
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rv/g + ++ +++ 

Ct + + ++ 

A/Cd ++ +++ ++ 

yotari 

mm + -/+ + 

rv/g ++ + ++ 

Ct ++ + ++ 

A/Cd + +++ ++ 

Analizirano je 100 epitelnih i mezenhimskih stanica po svakom ispitanom uzorku. Ukupno su 

analizirana 22 uzorka. +++ visok intenzitet signala ; ++ umjeren intenzitet signala; + blagi 

intenzitet signala; 2 nema signala; mm 3 metanefrogeni mezenhim, rv 3 bubre~ni mjehuri�, g 

3 nezreli glomerul, Ct - zavijeni kanali�, A 3 ampula, Cd 3 odvodni kanali�, E 3 dan 

embrionalnog razvoja. 

Postotak FGFR1-pozitivnih stanica zna�ajno se razlikovao između E13.5 i E15.5 u oba 

~ivotinjska genotipa (Slika 13e). E15.5 uo�ena je zna�ajna razlika u svim analiziranim 

strukturama gdje je u yotari mibeva zabilje~en vibi postotak FGFR1-pozitivnih stanica u 

odnosu na kontrolne mibeve (Slika 13e). FGFR1 je bio umjereno izra~en u epitelu stanica 

uretera i okolnih koncentri�nih slojeva vezivnog tkiva, te se smanjivao prema perifernom 

vezivnom tkivu. Semikvantitativna analiza je pokazala umjereni intenzitet signala u sabirnim 

kanali�ima i blagi u ostalim promatranim strukturama kontrolnih mibeva u E15.5. Yotari mibevi 

su pokazivali razli�ite obrasce intenziteta, gdje su zavijeni kanali�i i stadiji bubre~nih 

mjehuri�a te zreliji oblici nefrona pokazali umjerenu reaktivnost, a sabirni kanali�i blagu 

reaktivnost (Tablica 7). Preklapanjem mikrofotografija, zapa~en je istovremeni izra~aj dvaju 

markera FGFR1 i RIP5 u parijetalnom epitelu nezrelih glomerula (Slika 13c,d) i na rubnoj zoni 

između nefrona u razvoju i metanefrogenog mezoderma (Slika 13b, 14).  


etvrtog dana postnatalnog razvoja (P4), postotak FGFR1-pozitivnih stanica se 

smanjio na manje vrijednosti ni~e od 20% u glomerulima svih ispitivanih ~ivotinja (Slika 15g). 

Razina izra~aja u proksimalnim i distalnim zavijenim kanali�ima odgovarale su razini izra~aja 

u zavijenih kanali�a u E13.5 i E15.5. (Slika 15g). Bojenje FGFR1 je perinuklearno u 

glomerularnim stanicama dok je u proksimalnim i distalnim zavijenim kanali�ima to�kasto i 

rasprbeno kroz citoplazmu (Slika 15a,b).  



66 

 

Postotak FGFR1-pozitivnih stanica unutar svih promatranih struktura se pove�ao kroz 

vrijeme (p < 0.05, Slika 15g). P4, P11 i P14, postotak pozitivnih stanica bio je zna�ajno ve�i u 

glomerulima divljeg tipa ~ivotinja nego yotari miba (p < 0.05, Slika 15g). U P11, yotari je 

pokazao zna�ajan porast postotka FGFR1-pozitivnih stanica u distalnim zavijenim kanali�ima, 

u usporedbi s divljim tipom ~ivotinja (p < 0.05, Slika 15g).  

 

Slika 14. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje embrionalnih i postnatalnih bubrega 

divljeg tipa i yotari miba s markerima FGFR1 i RIP5 (a-d). Strelice ozna�avaju izra~aj FGFR1, 

HIP2 i RIP5 u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim 

glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) 

nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama bojenja jezgara. 

Imunoekspresija FGFR1, RIP5, DAPI bojenje i preklopljeni FGFR1, RIP5 i DAPI 
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embrionalnog dana 15.5 (E15.5) kod divljeg tipa (a) i yotari miba (b). Imunoekspresija FGFR1, 

RIP5, DAPI bojenje i preklopljeni FGFR1, RIP5 i DAPI postnatalnog dana 4 (P4) (c) i 14 (P14) 

(d) u yotari miba. Mikrofotografije su snimljene pri pove�anju ×100. Mjerilo je 50 μm te se 

odnosi na sve slike.  

Semikvantitativna analiza otkrila je blagi do umjereni intenzitet signala u glomerulima 

i blagi intenzitet u svim ostalim promatranim strukturama wt i yotari mibeva u P4. Intenzitet 

bojanja se pove�avao tijekom razvojnih faza, s umjerenom reaktivnob�u u P11, te jakom 

reaktivnob�u u PCT i DCT P14 (Tablica 8). Uo�en je istovremeni izra~aj dvaju markera, 

FGFR2 i RIP5 unutar distalnih zavijenih kanali�a. 

Tablica 8. Semikvantifikacijski određen intenzitet bojanja na specifi�na protutijela u 

bubrezima yotari i divljeg tipa mibeva u postnatalnim danima 4 (P4), 11 (P11) i 14 (P14). 

Postnatalni 

dan (P) 
Genotip 

Bubre~na 
struktura 

Protutijelo 

FGFR1 FGFR2 RIP5 

P4 

divlji tip 

G +/++ +++ +/++ 

PCT -/+ + +/++ 

DCT + + +++ 

 

yotari 

G + ++ + 

PCT + + +++ 

DCT + ++ + 

P11 

divlji tip 

G ++ +++ ++ 

PCT ++ + ++ 

DCT ++ +++ ++ 

 

yotari 

G ++ ++ ++ 

PCT ++ + ++ 

DCT ++ +/++ ++ 

P14 

divlji tip 

G ++ +++ +++ 

PCT ++/+++ + ++ 

DCT ++/+++ +++ +++ 

 

yotari 

G + +++ +++ 

PCT ++ + ++ 

DCT ++ ++/+++ +++ 
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Analizirano je 20 bubre~nih struktura po svakom uzorku. Ukupno je analizirano 16 uzoraka. 

+++ visok intenzitet signala ; ++ umjeren intenzitet signala; + blagi intenzitet signala; 2 nema 

signala; G- glomerul, PCT 3 proksimalni zavijeni kanali�, DCT- distalni zavijeni kanali�, P 3 

dan postnatalnog razvoja. 

(*nastavak slike na idućoj stranici) 
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Slika 15. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje postnatalnih bubrega mibeva divljeg tipa i 

yotari mibeva s protutijelima FGFR1 (a-d), FGFR2 (e, f) i RIP5 (a-f). Strelice pokazuju uzorak 

izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5 u glomerulima (G), proksimalnim (PCT) i distalnim zavijenim 

kanali�ima (DCT) nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama 

bojenja jezgara. FGFR1, RIP5, DAPI bojenje i preklopljene FGFR1, RIP5 i DAPI 

mikrofotografije nakon 4 dana (P4) i 11 dana (P11) u divljem tipu (a, c) i yotari tipu miba (b, 

d). Divlji tip i yotari tip miba u postnatalnim danima P11 i P14 razvoja bubrega su uglavom 

sli�ni u pogledu lokalizacije i intenziteta FGFR1; stoga je reprezentativna fotografija odabrana 

iz P11. FGFR2, RIP5, DAPI bojenje i preklopljeni FGFR2, RIP5 i DAPI na P4 kod divljeg tipa 

(e) i yotari miba (f). Divlji tip i yotari tip miba u postnatalnim danima P4, P11 i P14 razvoja 

bubrega su uglavom sli�ni u pogledu lokalizacije i intenziteta FGFR2; stoga su reprezentativne 

mikrofotografija odabrane iz P4. Najistaknutije podru�je izra~aja proteina prikazano je u 

umetcima, koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Zvjezdica ozna�ava zonu u kojoj je 

otkrivena istovremeni izra~aj promatranih proteina. Mikrofotografije su snimljene pri 

pove�anju ×40. Mjerilo je 50 μm te se odnosi na sve slike. Epifluorescencijski mikroskop 

(Olympus BX51, Tokyo, Japan). Distribucija postotaka FGFR1 (g) i FGFR2 (h) pozitivnih 

stanica u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali�ima (PCT) i distalnim zavijenim 

kanali�ima (DCT) bubrega mibeva divljeg tipa i yotari mibeva tijekom vremena (P4, P11, P14). 

Podaci su prikazani kao aritmeti�ka sredina ± SD (okomita crta) i analizirani dvosmjernim 

ANOVA testom s Tukeyjevim testom vibestrukih usporedbi. Zna�ajne razlike su ozna�ene s *p 
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< 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001, ****p < 0.00001. U svakoj vremenskoj to�ki analizirano 

je deset struktura. 

4.1.2. Prostorno-vremenski izra~aj FGFR2 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima 
mibeva divljeg tipa i yotari mibeva 

FGFR2 pokazuje sli�an obrazac izra~aja kao FGFR1 u istim bubre~nim strukturama u 

oba ~ivotinjska genotipa: obilje jakog to�kastog signala na apikalnoj membrani sabirnih 

kanali�a koji se ponekad javlja unutar bazolateralne membrane, unutar nefrona u nefrogenoj 

zoni, te umjeren izra~aj u zavijenim kanali�ima i metanefrogenom mezenhimu E13.5 (Slika 

16a,b). Zna�ajna razlika uo�ena je u nediferenciranom mezenhimu, gdje je zabilje~en ve�i 

izra~aj u yotarija u usporedbi s mibevima divljeg tipa (Slika 16e). 

Semikvantitativna analiza yotari mibeva otkrila je blagi intenzitet signala FGFR2 u 

svim promatranim strukturama dok mitoti�ke stanice stadija bubre~nih mjehuri�a i sabirnih 

kanali�a mibeva divljeg tipa pokazuju umjerenu reaktivnost (Tablica 7). 

Postotak FGFR2-pozitivnih stanica zna�ajno se razlikovao između E13.5 i E15.5 u oba 

~ivotinjska genotipa. Zna�ajna razlika je uo�ena u nezrelim glomerulima i zavijenim 

kanali�ima E15.5, gdje je yotari pokazao ve�i postotak FGFR2-pozitivnih stanica nego mibevi 

divljeg tipa (Slika 16e). 

Uo�en je istovremeni izra~aj dvaju markera, FGFR2 i RIP5 unutar parijetalnih epitelnih 

stanica nezrelih glomerula i sabirnih kanali�a s prevladavaju�im izra~ajem FGFR2 (Slika 

16c,d). To�kasto bojenje RIP5 uo�eno je na apikalnim spojevima između stanica koji obla~u 

epitel uretera (Slika 16b,c). 
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Slika 16. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje embrionalnih bubrega mibeva divljeg tipa 

i yotari mibeva s protutijelima za FGFR2 i RIP5 (a-d). Strelice ozna�avaju izra~aj FGFR2 i 

RIP5 u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim 

glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) 

nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama bojenja jezgara. 
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FGFR2, RIP5, DAPI bojenje i preklopljene FGFR2, RIP5 i DAPI u embrionalnim danima 

E13.5 i E15.5 u divljem tipu (a, c) i yotari tipu miba (b, d). Najistaknutije podru�je izra~aja 

proteina prikazano je u umetcima, koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Zvjezdica ozna�ava 

zonu u kojoj je zabilje~en istovremeni izra~aj prou�avanih markera. Mikrofotografije su 

snimljene pri pove�anju ×40. Mjerilo je 50 μm te se odnosi na sve slike. Epifluorescencijski 

mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan). Distribucija postotaka FGFR2 (e) i RIP5 (f) 

pozitivnih stanica u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim 

glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) 

bubrega mibeva divljeg tipa i yotari mibeva embrionalnih dana 13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5). 

Podaci su prikazani kao aritmeti�ka sredina ± SD (okomita crta) i analizirani dvosmjernim 

ANOVA testom s Tukeyjevim testom vibestrukih usporedbi. Zna�ajne razlike su ozna�ene s *p 

< 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001, ****p < 0.00001. U svakoj vremenskoj to�ki analizirano 

je deset struktura. 

 
etvrtog dana postnatalnog razvoja, postotak FGFR2-pozitivnih stanica 

postupno se smanjivao u svim promatranim strukturama u usporedbi sa postotkom izra~aja u 

stadijima bubre~nih mjehuri�a, nezrelih glomerula i zavijenih kanali�a u E13.5 i E15.5 u oba 

~ivotinjska genotipa (Slika 15h). Jak to�kasti signal FGFR2 uo�en je u apikalnoj membrani 

zavijenih kanali�a nefrona, posebno u distalnim zavijenim kanali�ima popra�en intenzivnim 

difuznim citoplazmatskim bojanjem u jukstaglomerularnom aparatu i endotelnim stanicama 

krvnih ~ila (Slika 15e,f). U glomerulima i proksimalnim zavijenim kanali�ima, izra~aj FGFR2 

je postojan bez obzira na ispitivanu postnatalnu dob i genotip (Slika 15h). S druge strane, 

zabilje~eno je zna�ajno pove�anje imunoekspresije FGFR2 u distalnim zavijenim kanali�ima 

u kasnijim razvojnim fazama P11 i P14 u divljem tipu miba odnosno u P14 u yotariju (p < 0.05, 

Slike 15h). Samo je u distalnim zavijenim kanali�ima P4 yotari mibeva zabilje~en zna�ajno 

ve�i postotak pozitivnih stanica nego u kontrolnih ~ivotinja (p < 0.01, Slika 15h). 

Polukvantitativna analiza P4 je pokazala sna~nu imunoreaktivnost u glomerulima i JGA i blagu 

u kanali�ima u divljem tipu miba, dok su P11 i P14 pokazali jaku reaktivnost i u JGA i u DCT, 

ali blagi u PCT. Proksimalni i distalni kanali�i yotari ~ivotinja su bilje~ili blagu do umjerenu 

reaktivnost FGFR2 bez obzira na dob, dok su glomeruli pokazali ja�i intenzitet signala u P14 

(Tablica 8). 

Uo�en je istovremeni izra~aj dvaju markera, FGFR2 i RIP5 unutar JGA s 

prevladavaju�im izra~ajem FGFR2 (Slika 15e). Istovremeni izra~aj je zabilje~en i u stijenkama 
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krvnih ~ila i stanicama distalnih zavijenih kanali�a s prevladavaju�im izra~ajem RIP5 u svim 

promatranim postnatalnim danima (Slika 15f). 

4.1.3. Prostorno-vremenski izra~aj RIP5 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima 
mibeva divljeg tipa i yotari mibeva 

RIP5 pozitivne stanice su prepoznate kao crveni signal na bazolateralnim i apikalnim 

membranama (Slika 13a i 15a). E13.5 razvoja kore bubrega, RIP5 je umjeren izra~en u 

nediferenciranim stanicama metanefrogenog mezenhima, nefrona u razvoju (kape 

metanefrogenog tkiva, stadija bubre~nih mjehuri�a) i stijenki krvnih ~ila, ali intenzivno u 

epitelu sabirnih kanali�a, te ampula (Slika 13a,b i 14a,b).  E15.5, zabilje~en je ni~i izra~aj RIP5, 

popra�en sna~nim intenzitetom RIP5 u stijenkama krvnih ~ila glomerula (Slika 15c,d). Sna~niji 

obrazac izra~aja RIP5 uo�en je u nezrelim glomerulima, posebno u parijetalnom listu 

Bowmanove �ahure nasuprot slabijem izra~aju u stadijima bubre~nih mjehuri�a (Slika 13c). 

Izra~aj RIP5 nije pokazao zna�ajnu razliku između ispitivanih embrionalnih razvojnih faza wt 

i yotari miba (Slika 15f).  

Semikvantitativna analiza ~ivotinja divljeg tipa E13.5 otkrila je jaku RIP5 reaktivnost 

u  metanefrogenom mezodermu i zavijenim kanali�ima, blagu u mitotskim stanicama zavijenih 

kanali�a bubre~nih mjehuri�a te umjerenu u sabirnim kanali�ima. Yotari uzorci istog razvojnog 

razdoblja su pokazali umjereni intenzitet bojanja unutar svih prou�avanih struktura. E15.5, oba 

~ivotinjska genotipa pokazala su sli�nu reaktivnost: blagu u mm te umjerenu u preostalim 

strukturama dok je u nezrelim glomerulima ~ivotinja divljeg tipa uo�ena jaka reaktivnost 

(Tablica 8).  

U kori mibjih bubrega divljeg tipa ~ivotinja (P4), primije�en je jak izra~aj RIP5 u 

apikalnoj citoplazmi proksimalnih i distalnih zavijenih kanali�a (Slika 15a) i endotelnim 

stanicama stijenki krvnih ~ila, ali blagi u glomerulima, s uo�ljivim bojanjem u parijetalnom 

listu P14, izra~aj RIP5 u kori bubrega se zna�ajno pove�ao u proksimalnim i distalnim 

zavijenim kanali�ima ~ivotinja divljeg tipa te glomerulima i proksimalnim zavijenim 

kanali�ima yotari ~ivotinja (p < 0.05). 

Obrazac izra~aja RIP5 u glomerulima P14 zna�ajno se razlikovao u odnosu na P4, s 

povibenim izra~ajem u populaciji glomerularnih stanica. Analiza je pokazala zna�ajne razlike 

između dva genotipa: izra~aj RIP5 u distalnim zavijenim kanali�ima bio je ve�i kod P4 wt nego 

u yotarija (p < 0.05). Izra~aj u proksimalnim zavijenim kanali�ima također se pove�ao u P14 

(p < 0.05).  
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Semikvantitativna analiza je pokazala blagi do umjereni intenzitet bojenja u G i PCT te 

jaki intenzitet bojenja u DCT P4 divljeg tipa ~ivotinja. Yotari uzorci iste starosti pokazali su 

blagu reaktivnost u svim promatranim strukturama osim u PCT, gdje je intenzitet poviben. 

Zavijeni kanali�i i glomeruli wt i yotari mibeva P11 dobi pokazao je umjerenu reaktivnost. 

Kona�no, PCT mibeva P14 wt i yotari bili su umjereno obojeni, dok su glomeruli i DCT bili 

osjetno ja�eg intenziteta (Tablica 8). 

Kao bto je prethodno opisano, RIP5 je istovremeno izra~en s FGFR1 i FGFR2 u  

embrionalnim i postnatalnim bubre~nim strukturama.  

 

4.1.4. Prostorno-vremenski izra~aj Erk1/2 i mTOR-a u embrionalnim i postnatalnim 
bubrezima mibeva divljeg tipa i yotari mibeva 

Postotak Erk1/2-pozitivnih stanica zna�ajno se razlikovao E13.5 i E15.5 između  

~ivotinjskih genotipova. Primije�en je zna�ajan porast izra~aja Erk1/2 E13.5 u stadiju 

bubre~nog mjehuri�a i metanefrogenom mezodermu yotari ~ivotinja (p < 0.05; Slika 17g). 

E15.5, postotak Erk1/2-pozitivnih stanica zna�ajno je porastao u nezrelim glomerulima i 

smanjio se u sabirnim kanali�ima yotari mibeva (Slike 17g). 

Preklapanje mikrofotografija  dvaju markera Erk1/2 i RIP5 otkrilo je njihov istovremeni 

izra~aj u parijetalnim epitelnim stanicama nezrelih glomerula i unutar zavijenih kanali�a (Slika 

17a,c,d). U postnatalnim razvojnim fazama, yotari ~ivotinje su pokazale zna�ajno smanjenje 

izra~aja Erk1/2 unutar svih promatranih struktura u svim promatranim vremenskim to�kama 

(p < 0,05, Slika 17h). Istovremeni izra~aj dvaju proteina je uo�en u glomerulima i distalnim 

zavijenim kanali�ima (Slika 17e,f).  
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Slika 17. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje embrionalnih i postnatalnih bubrega 

mibeva divljeg tipa i yotari mibeva s protutijelima za Erk1/2 i RIP5 (a-f). Strelice ozna�avaju 
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izra~aj Erk1/2  i RIP5 u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), 

nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A), odvodnim kanali�ima 

(Cd), glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali�ima (PCT) i distalnim zavijenim 

kanali�ima (DCT) nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama 

bojenja jezgara. Erk1/2, RIP5, DAPI bojenje i preklopljene Erk1/2, RIP5 i DAPI u 

embrionalnim danima 13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5) te postnatalnom danu 14 (P14) u divljem 

tipu (a, c, e) i yotari tipu miba (b, d, f). Divlji tip i yotari tip miba u postnatalnim danima 4 

(P4), 11 (P11) i P14 razvoja bubrega su uglavnom sli�ni u pogledu lokalizacije i intenziteta 

Erk1/2; stoga su reprezentativne mikrofotografije odabrane iz P14. Najistaknutije podru�je 

izra~aja proteina prikazano je u umetcima, koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Zvjezdica 

ozna�ava zonu u kojoj je zabilje~en istovremeni izra~aj prou�avanih markera. Mikrofotografije 

su snimljene pri pove�anju ×40. Mjerilo je 50 μm te se odnosi na sve slike. Epifluorescencijski 

mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan). Distribucija postotaka Erk1/2 (g) pozitivnih 

stanica u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim 

glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) 

bubrega mibeva divljeg tipa i yotari mibeva embrionalnih dana E13.5 i E15.5. Distribucija 

postotaka Erk1/2 (h) pozitivnih stanica u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim 

kanali�ima (PCT) i distalnim zavijenim kanali�ima (DCT) bubrega mibeva divljeg tipa i yotari 

mibeva tijekom vremena (P4, P11, P14). Podaci su prikazani kao aritmeti�ka sredina ± SD 

(okomita crta) i analizirani dvosmjernim ANOVA testom s Tukeyjevim testom vibestrukih 

usporedbi. Zna�ajne razlike su ozna�ene s *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

U svakom embrionalnom stadiju analizirano je deset, a postnatalnom dvadeset struktura. 

Zna�ajna razlika u izra~aju mTOR u embrionalnim stadijima je pronađena E15.5, gdje 

je yotari pokazao smanjenje u gotovo svim promatranim strukturama osim u metanefrogenom 

mezenhimu, gdje nije zabilje~ena razlika između skupina (Slika 18e). Preklapanje 

mikrofotografija dvaju markera, mTOR i RIP5, otkrilo je njihov istovremeni izra~aj u 

zavijenim kanali�ima i nezrelim glomerulima (Slika 18a,b). Analizom postnatalnih razvojnih 

faza, jedina zna�ajna razlika uo�ena je u distalnim zavijenim kanali�ima gdje je razina izra~aja 

mTOR-a smanjena u yotari mibu (Slika 18f). Zanimljiv obrazac izra~aja mTOR otkriven je u 

strukturama sr~i bubrega. U njima, mTOR je izra~en u robusnijem obliku popra�enom ja�im 

intenzitetom fluorescencije (Slika 18c). mTOR i RIP5 su istovremeno izra~eni u proksimalnim 

i distalnim zavijenim kanali�ima (Slika 18c,d). 
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Slika 18. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje embrionalnih i postnatalnih bubrega 

mibeva divljeg tipa i yotari mibeva s protutijelima za mTOR i RIP5 (a-d). Strelice ozna�avaju 

izra~aj mTOR i RIP5 u metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), 

nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A), odvodnim kanali�ima 
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(Cd), glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali�ima (PCT) i distalnim zavijenim 

kanali�ima (DCT) nazna�enim na 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama. 

mTOR, RIP5, DAPI bojenje i preklopljene mTOR, RIP5 i DAPI embrionalnog dana 15.5 

(E15.5) te postnatalnog dana 14 (P14) u divljem tipu (a, c) i yotari tipu miba (b, d). Divlji tip i 

yotari tip miba u E13.5 i E15.5 te postnatalnim danima P4, P11 i P14 razvoja bubrega uglavnom 

odgovaraju u pogledu lokalizacije i intenziteta mTOR; stoga su reprezentativne 

mikrofotografija odabrane iz E15.5 i P14. Najistaknutije podru�je izra~aja proteina prikazano 

je u umetcima, koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Zvjezdica ozna�ava zonu u kojoj je 

zabilje~en istovremeni izra~aj prou�avanih markera. Mikrofotografije su snimljene pri 

pove�anju ×40. Mjerilo je 50 μm te se odnosi na sve slike. Epifluorescencijski mikroskop 

(Olympus BX51, Tokyo, Japan). Distribucija postotaka mTOR (e) pozitivnih stanica u 

metanefrogenom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv), nezrelim glomerulima (g), 

zavijenim kanali�ima (Ct), ampulama (A) i odvodnim kanali�ima (Cd) bubrega mibeva divljeg 

tipa i yotari mibeva embrionalnih dana E13.5 i E15.5. Distribucija postotaka mTOR (f) 

pozitivnih stanica u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali�ima (PCT) i distalnim 

zavijenim kanali�ima (DCT) bubrega mibeva divljeg tipa i yotari mibeva tijekom vremena (P4, 

P11, P14). Podaci su prikazani kao aritmeti�ka sredina ± SD (okomita crta) i analizirani 

dvosmjernim ANOVA testom s Tukeyjevim testom vibestrukih usporedbi. Zna�ajne razlike su 

ozna�ene s *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. U svakom embrionalnom 

stadiju analizirano je deset, a postnatalnom dvadeset struktura. 
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U drugom dijelu su opisani rezultati dvostrukog imunofluorescencijskog bojenja s 

FGFR1, FGFR2 i RIP5 markerima na humanim fetalnim i postnatalnim uzorcima bubrega u 

razvoju  te na uzorcima bubrega zahva�enim urođenim anomalijama bubrega i mokra�ovodnog 

sustava. Rezultati uklju�uju i morfolobku analizu bubrega te rezultate analize izra~aja 

ispitivanih gena metodom lan�ane reakcije polimerazom nakon obrnutog prepisivanja. 

4.2. Usporedba prostorno-vremenskog izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5 
proteina u zdravim kontrolama i bubrezima zahva�enima urođenim 
anomalijama bubrega i urotrakta 

Morfolobke razlike između normalnih ljudskih bubrega i bubrega zahva�enih CAKUT-

om analizirane su na H&E preparatima. Imunofluorescencijski izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 

je analiziran u zavijenim kanali�ima, sabirnim kanali�ima i glomerulima u razvoju, s razli�itim 

intenzitetom i obrascem izra~aja. Kvantitativna procjena izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5 u 

normalnim i bubrezima zahva�enih CAKUT-om provedena je određivanjem postotka povrbine 

presjeka kore fetalnog bubrega, kako u nefrogenoj zoni tako i u jukstamedularnoj regiji 

zahva�ene pozitivnim signalom. Nadalje, linearno i nelinearno regresijsko modeliranje 

koribteno je za prou�avanje dinamike izra~aja FGFR1, FGFR2 i RIP5 tijekom promatranih 

razvojnih faza. RT-qPCR analiza uzoraka tkiva bubrega fiksiranih u paraformaldehidu i 

uklopljenih u parafin provedena je na istim uzorcima kako bi se odredio izra~aj mRNA između 

bubrega zahva�enih CAKUT-om i CTRL-a kao i između razli�itih CAKUT fenotipova (DU, 

HYP, DYS) i CTRL. 

4.2.1. H&E bojenje normalnih ljudskih fetalnih bubrega i bubrega zahva�enih 
prirođenim anomalijama bubrega i urotrakta 

Analizom H&E obojanih uzoraka potvrđena je dobra o�uvanost svih ispitivanih tkiva te 

ispravne patohistolobke dijagnoze.  

Fetalni bubreg bez morfolobkih abnormalnosti ima druga�iji histolobki izgled od 

odraslog bubrega, jer se razvija sve do kraja gestacijskog perioda obilje~enog zavrbetkom 

nefrogeneze. Normalni ljudski bubreg je organiziran u re~njeve koji se sastoje od medularne 

piramide (Md) i okolne kore (C), koji se prvenstveno formiraju u nefrogenoj zoni (Nz) (Slika 

19a,b). Ispod bubre~ne kapsule se nalazi nefrogena zona vidljiva kao bazofilni pojas nefrona u 

razvoju u vanjskom dijelu kore bubrega (Slika 19a,b).  
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Slika 19. Histologija normalnog fetalnog bubrega u 38. razvojnom tjednu (a-e) i bubrega 

zahva�enih prirođenim anomalijama: bubreg s udvostru�enim ureterom (DU) u 24. razvojnom 

tjednu, hipoplasti�ni bubreg (HYP) u 30. razvojnom tjednu i displasti�ni bubrezi (DYS) 

tijekom 22. i 24. razvojnog tjedna (H&E) (f-l). Kora (C) i sr~na piramida (Md) normalnog 

bubrega 38. razvojnog tjedna (a). Tanka nefrogena zona (Nz) je bazofilni pojas nefrona u 

razvoju u krajnjem vanjskom dijelu kore bubrega; arkuatna arterija (aa), arkuatna vena (av), 

jukstamedularna regija (Jr) (b, c). Faze razvoja nefrona; glomeruli (g), zavijeni kanali� (ct), 

proksimalni zavijeni kanali� (pct) (d). Rast i sazrijevanje kanali�a (e). Dvostruki bubre~ni 

segmenti s dva uretera (U) (strelice) i normalnim bubre~nim parenhimom u 24. razvojnom 

tjednu (f). Kora hipoplasti�nog bubrega se odlikuje vrlo tankom nefrogenom zonom u 30. 
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razvojnom tjednu (g). Hipoplasti�ni bubreg ima tanku koru sa smanjenim brojem nefrona (h). 

Nefrogena zona u hipoplasti�nom bubregu je tanja i karakterizirana arterijama debelih stijenki. 

Strelica prikazuje arteriju neobi�nog, vijugavog oblika (i). Bubre~nu displaziju (DYS) 

karakteriziraju mnogobrojne ciste tankih stijenki (strelica), cisti�no probireni proksimalni 

zavijeni kanali�i, nediferencirana stroma (S) i manji broj glomerula (g) (j). Displasti�ni tubuli 

su oblo~eni jednostavnim cilindri�nim epitelom okru~enim stromalnim vretenastim stanicama 

raspoređenim kao obod ovratnika (k). Veliki periferni ~ivci (strelica) su ugrađeni u mezenhim 

bubrega (l). Najkarakteristi�nija obilje~ja fenotipova su prikazana u uve�anim okvirima. Slike 

su snimljene na pove�anju ×2 (a, f, g), ×4 (b, h), ×10 (c, i, j), ×20 (d, k, l) i ×40 (e, k ). 

Najstarije formirani glomeruli se pove�avaju prilikom integracije u rastu�u koru 

bubrega smjebtenu ispod nefrogene zone (Slika 19c). Mlađi glomeruli gub�e su raspoređeni u 

vanjskom dijelu kore, dok su stariji glomeruli razdvojeniji i smjebteni u blizini sr~i zbog 

izvijanja i birenja kanali�a (Slika 19b). Glomeruli se diferenciraju na jednom kraju nefrona u 

razvoju dok se diferencijacija kanali�a mo~e prepoznati relativno rano. Proksimalni zavijeni 

kanali�i (pct)  se lako prepoznaju ispod nefrogene zone zbog citoplazmatske eozinofilije (Slika 

19d). Glomeruli fetalnog bubrega su manji od glomerula odrasle osobe, a podociti imaju 

karakteristi�an kubi�an izgled (Slika 19e). 

Udvostru�eni mokra�ovod, �esta abnormalnost bubre~nog trakta je predstavljena kao 

bubre~na jedinica koja se sastoji od dva pelvikalcealna sustava, ali pokazuje normalan 

mikroskopski izgled (slika 19f). 

Bubrezi s dijagnosticiranom hipoplazijom pokazuju normalnu kortiko-medularnu 

organizaciju ali su manji veli�inom, s manjim brojem nefrona i bubre~nih vr�eva u odnosu na 

normalan bubreg (Slika 19g). Kora bubrega je tanja, sa zastojem u migraciji glomerula prema 

unutarnjoj zoni bubre~ne kore (Slika 19h). Uo�ene su velike, probirene vene i zavijene arterije 

debelih stijenki. Ciste, atrofi�ni kanali�i i druga displasti�na obilje~ja nisu pronađena (Slika 

19i). 

Displasti�ni bubrezi su rezultat abnormalnih induktivnih interakcija epitelnih stanica u 

ampuli/mokra�ovodnom pupoljku i okolnom metanefrogenom mezodermu. Navedene 

interakcije rezultiraju nepravilnim razvojem i grananjem sabirnih kanali�a, gubitkom 

funkcionalnih jedinica nefrona i stvaranjem aberantnih struktura, uklju�uju�i displasti�ne 

kanali�e, ciste koje potje�u iz primitivnih kanala, birenje strome i proliferaciju perifernih ~ivaca 

(Slika 19j3l). Mnoge ciste tankih stijenki su razasute po bubre~nom parenhimu (Slika 19j). 
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Displasti�ni tubuli nepravilnih rubova su prevladavali u vanjskom kori i bili su okru~eni 

prstenovima nediferenciranog mezenhima sli�nog glatkom mibi�u (Slika 19k). Veliki ~ivci 

raspoređeni u mezenhimu bubrega prete~no se sastoje od nemijeliniziranih ~iv�anih vlakana 

(Slika 19l). 

4.2.2 Izra~aj FGFR1 u zdravim kontrolama i bubrezima zahva�enima prirođenim 
anomalijama bubrega i urotrakta 

Imunoflorescencijski obrazac bojenja FGFR1 unutar zavijenih kanali�a je varirao od 

negativnog do membranskog i difuznog citoplazmatskog bojenja. Blagi to�kasti signal je 

zapa~en u apikalnoj membrani sabirnih kanali�a, ampulama, nefronima u razvoju i zavijenim 

kanali�ima nefrogene zone zdravih bubrega. U zavijenim kanali�ima i stanicama parijetalnog 

lista nezrelih glomerula jukstamedularne regije uo�en je difuzni uzorak izra~aja FGFR1 (Slika 

20a). Endotelne stanice arterija bile su FGFR1-pozitivne u zdravih kontrola i bubrega 

zahva�enih CAKUT-om (Slika 20b). 

Bubrezi zahva�eni CAKUT-om pokazali su sna~no difuzno bojenje apikalnih 

membrana proksimalnih zavijenih kanali�a (Slika 20b,d). U displasti�nim bubrezima FGFR1 

fluorescencijski signal je zabilje~en u jezgrama epitelnih stanica zavijenih kanali�a. 

Istovremeni izra~aj FGFR1 i RIP5 je uo�ena u razli�itim bubre~nim strukturama i pronađena 

u epitelnim stanicama zavijenih kanali�a u svim promatranim fenotipovima (Slika 20a-d). 

Postotak povrbine FGFR1-pozitivnih stanica u kontrolnim uzorcima je pokazao 

zna�ajno smanjenje u usporedbi s bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom (p < 0.0001), 

hipoplasti�nim (p = 0.0228) i displasti�nim bubrezima (p < 0.0001) (F (3, 36) = 15,27; Slika 

20e). Izra~aj FGFR1-pozitivnih stanica je ve�i u bubrezima s udvostru�enim mokra�ovodom 

nego u hipoplasti�nim bubrezima (p = 0,0186, Slika 20e).  

U hipoplasti�nim bubrezima izra~aj FGFR1 raste tijekom fetalnog razvoja. Nije 

pronađena zna�ajna razlika prilikom formalnog testiranja linearnog trenda među razvojnim 

tjednima (R2 = 40,83%, = 0,035 0,007, slika 2f). Izra~aj FGFR1 u bubrezima s dvostrukim 

mokra�ovodom pokazuje eksponencijalni rast s razvojnom dobi, s vrhuncem izra~aja u 41. 

tjednu (R2 = 100%), dok u kontrolnim i displasti�nim bubrezima prati kvadratni trend (R2 = 

71,75% i 95,49%) s vrhuncem izra~aja 27. razvojnog tjedna. 
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Slika 20. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje humanih fetalnih bubrega s protutijelima 

za FGFR1 i RIP5 (a-d). Strelice ozna�avaju izra~aj FGFR1 i RIP5 u glomerulima (g), 

zavijenim kanali�ima (ct), proksimalnim zavijenim kanali�ima (pct), distalnim zavijenim 
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kanali�ima (dct), krvnim ~ilama (bv), displasti�nim tubulima (dt), nazna�en na 4′,6-diamidino-

2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama bojenja jezgara. Imunoekspresija FGFR1, RIP5, 

DAPI bojenje i preklopljene FGFR1, RIP5 i DAPI mikrofotografije u kontrolnom uzorku 

(CTRL) starosti 28. razvojnog tjedna (dw) (a), bubregu s dvostrukim mokra�ovodom (DU) 24. 

dw (b), hipoplasti�nom bubregu (HYP) 38. dw (c) i displasti�nom bubregu (DYS) 24. dw (d). 

Najistaknutije podru�je izra~aja FGFR1 proteina je prikazano uve�ano. Zvjezdice ozna�avaju 

strukture u kojima je zabilje~en istovremeni izra~aj FGFR1 i RIP5. Slike su snimljene pri 

pove�anju od ×40. Mjerilo je 100 μm te se odnosi na sve slike. Postotak povrbine prekrivenog 

FGFR1-pozitivnim signalom u kori CTRL, DU, HYP i DYS tkiva fetalnog bubrega (e). Podaci 

su prikazani kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani jednosmjernom ANOVA 

testom te Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Zna�ajne razlike su ozna�ene s * p < 0.05, 

**** p < 0.0001. U svakoj vremenskoj to�ki, analizirano je deset reprezentativnih 

mikrofotografija. Dinamika izra~aja FGFR1 (f) prikazana je linearnim i nelinearnim 

regresijskim modeliranjem dobivenih postotaka povrbine kroz razvojne tjedne u kori CTRL, 

DU, HYP i DYS tkiva bubrega fetusa 22., 24., 27., 30., 35., 37., 38. i 41. razvojnog tjedna. 

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost ± SEM. 

RT-qPCR analiza otkrila je zna�ajno povibenu vrijednost izra~aja (eng. expression score) 

FGFR1 u CAKUT bubrega u usporedbi s kontrolama (p = 0.0339, F (4, 9) = 40,13; Slika 21a). 

Zna�ajna razlika nije uo�ena prilikom usporedbe izra~aja FGFR1 mRNA u razli�itim CAKUT 

fenotipovima u odnosu na kontrole (p = 0.2412, F (3, 11) = 1,619; Slika 21b). 
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Slika 21. RT-qPCR analiza uzoraka zdravih humanih fetalnih uzoraka bubrega i bubrega 

zahva�enih CAKUT-om koribtenjem po�etnica za FGFR1 (a,b), FGFR2 (c,d) i RIP5 (e,f). 

Usporedba rezultata izra~aja FGFR1 mRNA između skupine bubrega zahva�enih CAKUT-om 

(CAKUT) i zdrave kontrolne skupine (CTRL). Podaci su analizirani neuparenim t-testom (a). 

Usporedba rezultata izra~aja FGFR1 mRNA između razli�itih CAKUT fenotipova: bubrezi s 

udvostru�enim ureterom (DU), hipoplasti�ni bubrezi (HYP), displasti�ni bubrezi (DYS) i 

CTRL. Jednosmjerna ANOVA s Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe (b). Usporedba 
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rezultata izra~aja FGFR2 mRNA između CAKUT i CTRL. Neupareni t-test s Welchovim 

ispravkom (c). Usporedba rezultata izra~aja FGFR2 mRNA između DU, HYP, DYS i CTRL. 

Jednosmjerna ANOVA s Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe (d). Usporedba rezultata 

izra~aja RIP5 mRNA između CAKUT i CTRL. Neupareni t-test (e). Usporedba rezultata 

izra~aja RIP5 mRNA između DU, HYP, DYS i CTRL. Jednosmjerna ANOVA s Tukeyjevim 

testom vibestruke usporedbe (f). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost±SD (okomita 

linija); zna�ajna razlika je nazna�ene s * p < 0.05. 

4.2.3 Izra~aj FGFR2 u zdravim kontrolama i bubrezima zahva�enima prirođenim 

anomalijama bubrega i urotrakta 

Jaki intenzitet izra~aja FGFR2 zabilje~en je u apikalnim epitelnim membranama u 

zavijenim kanali�ima, koji je ponekad uo�en unutar bazolateralne membrane i u nefronima u 

razvoju unutar nefrogene zone. U jukstamedularnoj regiji je primjetno obilje jakog difuznog 

bojenja unutar proksimalnih zavijenih kanali�a i to�kasto bojenje stanica visceralnog lista 

nezrelih glomerula (Slika 22a). Bubrezi zahva�eni CAKUT-om su pokazali jake, difuzne 

membranozne i citoplazmatske obrasce bojenja u zavijenim kanali�ima, endotelnim stanicama 

krvnih ~ila i parijetalnom epitelu stanica Bowmanove �ahure (Slika 22b3d). U bubrezima s 

udvostru�enim mokra�ovodom i hipoplasti�nim bubrezima, primje�ena je lokalizacija FGFR2 

u jezgrama epitelnih stanica zavijenih kanali�a (Slika 22b,c).  Istovremeni izra~aj FGFR2 i 

RIP5 je uo�en u glomerulima te u proksimalnim i distalnim zavijenim kanali�ima (Slika 22b3

d). 

Postotak povrbine FGFR2-pozitivnih stanica zna�ajno se razlikovao između bubrega 

zahva�enih CAKUT-om i kontrola (F (3, 36) = 30,10; Slika 22f). Zna�ajno vibi postotak 

povrbine pokriven signalom je zabilje~en u bubrezima s udvostru�enim mokra�ovodom u 

usporedbi s displasti�nim bubrezima, kontrolnim uzorcima (p < 0.0001) i hipoplasti�nim 

bubrezima. (p = 0.0010). Hipoplasti�ni bubrezi su pokazali zna�ajno vibi postotak povrbine 

pokriven signalom od displasti�nih bubrega (p = 0.0034) i kontrola (p = 0.0011). 

Postotak FGFR2-pozitivnih stanica u hipoplasti�nim i displasti�nim bubrezima 

postupno se smanjivao tijekom vremena. Prilikom formalnog testiranja linearnog trenda među 

razvojnim tjednima, analiza nije pokazala zna�ajnu razliku (R2 = 93.03%, ³ = - 0.07 ± 0.04; 

R2 = 78.38%, ³ = - 0.04 ± 0.02, Slika 22f). Ukupni izra~aj FGFR2 s razvojnom dobi u 

bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom pokazuje kvadratni trend, s vrhuncem izra~aja u 30. 
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razvojnom tjednu (R2 = 100%). Međutim, uzorci bubrega bez uo�enih morfolobkih 

abnormalnosti su pokazali pozitivan linearni trend (R2 = 96.03%, ³ = 0.002 ± 0.006). 

RT-qPCR analiza otkrila je zna�ajno povibenu vrijednost izra~aja FGFR2 u CAKUT 

bubrezima u usporedbi s kontrolnom skupinom (p = 0.0364, F (9, 4) = 1.232; Slika 22c). 

Usporedbom izra~aja FGFR2 mRNA u razli�itim CAKUT fenotipovima s kontrolama, 

zapa~ena je zna�ajno viba vrijednost izra~aja u hipoplasti�nim bubrezima nego u kontrolama 

(p = 0.0441, F (3, 12) = 4 240; Slika 22d). 
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Slika 22. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje humanih fetalnih bubrega s protutijelima 

za FGFR2 i RIP5 (a-d). Strelice ozna�avaju izra~aj FGFR2 i RIP5 u glomerulima (g), 

zavijenim kanali�ima (ct), proksimalnim zavijenim kanali�ima (pct), distalnim zavijenim 
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kanali�ima (dct), krvnim ~ilama (bv), displasti�nim tubulima (dt), nazna�en na 4′,6-diamidino-

2-fenilindol (DAPI) mikrofotografijama bojenja jezgara. Imunoekspresija FGFR2, RIP5, 

DAPI bojenje i preklopljene FGFR2, RIP5 i DAPI mikrofotografije u kontrolnom uzorku 

(CTRL) starosti 28. razvojnog tjedna (dw) (a), bubregu s udvostru�enim mokra�ovodom (DU) 

24. dw (b), hipoplasti�nom bubregu (HYP) 38. dw (c) i displasti�nom bubregu (DYS) 24. dw 

(d). Najistaknutije podru�je izra~aja FGFR2 proteina je prikazano uve�ano. Zvjezdice 

ozna�avaju strukture u kojima je zabilje~en istovremeni izra~aj FGFR2 i RIP5. Slike su 

snimljene pri pove�anju od ×40. Mjerilo je 100 μm te odnosi se na sve slike. Postotak povrbine 

prekrivene FGFR2-pozitivnim signalom u kori CTRL, DU, HYP i DYS tkiva fetalnog bubrega 

(e). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani jednosmjernom 

ANOVA testom te Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Zna�ajne razlike su ozna�ene s 

** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. U svakoj vremenskoj to�ki, analizirano je deset 

reprezentativnih mikrofotografija. Dinamika izra~aja FGFR1 (f) prikazana je linearnim i 

nelinearnim regresijskim modeliranjem dobivenih postotaka povrbine kroz razvojne tjedne u 

kori CTRL, DU, HYP i DYS tkiva bubrega fetusa 22., 24., 27., 30., 35., 37., 38. i 41. razvojnog 

tjedna. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost ± SEM. 

4.2.4.  Izra~aj RIP5 u zdravim kontrolama i bubrezima zahva�enim prirođenim 
anomalijama bubrega i urotrakta 

RIP5 je pokazao stalni izra~aj, bez obzira na promatrane razvojne tjedne te analizirane 

fenotipove. RIP5-pozitivne stanice se prepoznaju kao crveni fluorescentni signal na apikalnim 

i bazolateralnim membranama. Uo�eno je citoplazmatsko difuzno i to�kasto bojenje (Slika 

22a,b). 

U nefrogenoj zoni fetalnog bubrega, RIP5 je umjereno izra~en u endotelu krvnih ~ila, 

nefronima u razvoju (stadij bubre~nog mjehuri�a, kapa metanefrogenog tkiva), i epitelu 

sabirnih kanali�a, uklju�uju�i ampule. Usporedbom izra~aja RIP5 u stadijima bubre~nih 

mjehuri�a, robusniji uzorak izra~aja otkriven je u nezrelim glomerulima, osobito u parijetalnom 

listu Bowmanove �ahure (Slika 20c). 

Jaki izra~aj RIP5 je uo�en u citoplazmi proksimalnih i distalnih zavijenih kanali�a 

(Slika 20b,d) i endotelu krvnih ~ila (Slika 20b,d i Slika 22b) u jukstaglomerularnom dijelu kore 

fetalnog bubrega, ali vrlo slabi u glomerulima, s naglabenim bojenjem podocita (Slika 20d i 
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22b). Kako je ve� navedeno, RIP5 je istovremeno izra~en s FGFR1 i FGFR2 u bubre~nim 

strukturama i kontrolnih ali i bubrega zahva�enih CAKUT-om. 

 Analiza postotka povrbine RIP5-pozitivnih stanica je pokazala zna�ajno vibu vrijednost 

postotka povrbine u kontrolnih bubrega u usporedbi s bubrezima s udvostru�enim 

mokra�ovodom (p = 0.0361) i displasti�nim bubrezima (p = 0.0082). Hipoplasti�ni bubrezi su 

imali najni~u vrijednost postotka povrbine pokrivene signalom (F (3, 36) = 4.481; Slika 23a). 

 

Slika 23. Postotak povrbine prekrivene RIP5-pozitivnim signalom u kori normalnih humanih 

fetalnih bubrega u razvoju (CTRL), bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom (DU), 

hipoplasti�nim (HYP) i  displasti�nim bubrezima (DYS) (a). Podaci su prikazani kao srednja 

vrijednost ± SD (okomita linija) i analizirani jednosmjernom ANOVA testom te Tukeyjevim 

testom vibestruke usporedbe. Zna�ajne razlike su nazna�ene s * p < 0,05, ** p < 0,01. U svakoj 

vremenskoj to�ki, analizirano je deset reprezentativnih mikrofotografija. Dinamika izra~aja 

FGFR1 (b) prikazana je linearnim i nelinearnim regresijskim modeliranjem dobivenih 

postotaka povrbine kroz razvojne tjedne u kori CTRL, DU, HYP i DYS tkiva bubrega fetusa 

22., 24., 27., 30., 35., 37., 38. i 41. razvojnog tjedna. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost 

± SEM. 

Postotak RIP5-pozitivnih stanica u bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom, 

hipoplasti�nim i  displasti�nim bubrezima postupno se smanjivao tijekom vremena. Formalno 

testiranje linearnog trenda uzoraka hipoplasti�nih bubrega tijekom promatranih razvojnih 

tjedana nije pokazalo zna�ajnu razliku (R2 = 83.35%, ³ = - 0.199 ± 0.162; Slika 23b). Ukupni 

izra~aj RIP5 u bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom i displasti�nim bubrezima pokazao je 

eksponencijalni pad s napredovanjem razvojnih tjedana, s vrhuncem izra~aja 24. i 27. 
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razvojnog tjedna (R2 = 100%, R2 = 45,12%). S druge strane, u kontrolnim uzorcima, izra~aj 

RIP5 je linearno rastao s vremenom (R2 = 99.97%, ³= 0.028 ± 0.0007). 

RT-qPCR analiza zdravih kontrola i CAKUT-pogođenih bubrega nije pokazala 

zna�ajnu razliku u izra~aju RIP5 mRNA (p = 0.7149, F (9, 4) = 1.535; Slika 3e). Analiza 

ekspresije RIP5 mRNA pojedina�nih CAKUT fenotipova i kontrola također nije rezultirao 

zna�ajnom razlikom (F (3, 12) = 0.3483; Slika 21f).  
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5.1. Izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 u embrionalnim i postnatalnim 
bubrezima mibeva divljeg tipa i yotari mibeva 

Morfogeneza, razvoj i sazrijevanje bubrega slo~eni su procesi koordinirani 

međuodnosima mnogih gena. Koriste�i model Dab1-/- miba,  opisali smo zna�ajne razlike u 

obrascima prostorno-vremenskog izra~aja FGFR1, FGFR2, RIP5 u embrionalnim i 

postnatalnim razvojnim fazama. 
injenica da je izra~aj navedenih proteina zapa~en u svim 

istra~ivanim fazama razvoja bubrega (137, 158, 160, 168, 203, 204) implicira njihovu klju�nu 

ulogu u ranoj diferencijaciji metanefrogenog mezoderma, grananju mokra�ovodnog pupoljka, 

nefrogenezi i pre~ivljavanju nefron progenitora. Obzirom da se FGFR1, FGFR2 i RIP5 

eksprimiraju u svim dijelovima nefrona a neki od njih i u bubre~noj vaskulaturi, opravdano je 

nagađati o njihovom zna�aju u odr~avanju ukupne homeostaze i sazrijevanju bubrega kao i o 

njihovoj ulozi u nastanku razli�itih bubre~nih patologija. 

Nedavna istra~ivanja su prou�avala nekoliko genetskih poreme�aja odgovornih za 

strukturne bubre~ne bolesti, uklju�uju�i mutacije u genima koji kodiraju FGFR1 i FGFR2 (205-

208). Budu�i da aktivacija FGFR-ova rezultira antiapoptotskim i proliferacijskim odgovorom 

te pre~ivljenjem, postavlja se pitanje promijenjenog odogovora stanica uzrokovanog 

utibavanjem Dab1. Posljednja istra~ivanja otkrila su fenotip svojstven prirođenim anomalijama 

bubrega i urotrakta (CAKUT fenotip) kojeg karakterizira bubre~na hipoplazija, poravnanje 

no~ica podocita u glomerulu bubrega i gubitak funkcionalnog bubre~nog tkiva bto upu�uje na 

kroni�nu bubre~nu bolest kao uzrok preuranjene smrti yotari miba (61). Od tada smo predlagali 

razli�ite mehanizme koji mogu utjecati na promjenu strukture bubrega i jetre yotari mibeva, 

uklju�uju�i glomerule, krvne ~ile i tubulointersticijsko tkivo (62, 209). 

Ovo istra~ivanje pokazalo je zna�ajno smanjen postotak FGFR1-pozitivnih stanica u 

glomerulima yotari mibeva u svim istra~ivanim postnatalnim vremenskim to�kama. Smanjenje 

izra~aja FGFR1 u glomerulima yotari mibeva potencijalno mo~e pridonijeti prethodno 

navedenoj pojavi bubre~ne hipoplazije i poravnanja no~ica podocita u glomerulu bubrega, ali 

job uvijek predstoji razjasniti to�an mehanizam njegova nastanka. Izra~aj FGFR1 tijekom 

embrionalnog razvoja je najve�i u stadijima bubre~nih mjehuri�a/nezrelih glomerula i 

ampule/sabirnih kanali�a, bto ukazuje na njegovu va~niju ulogu u formiranju epitela nego 

sudjelovanju u mezenhimsko-epitelnoj transformaciji. 

Imunoekspresija FGFR2 zapa~ena je u nezrelim glomerulima i zavijenim kanali�ima 

tijekom gestacije, gdje yotari fenotip pokazuje pove�ani izra~aj u usporedbi s mibevima divljeg 
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tipa. Tijekom postnatalnog razvoja, samo je u distalnim zavijenim kanali�ima 4. postnatalnog 

dana postotak pozitivnih stanica u yotari mibeva znatno ve�i od kontrolnih ~ivotinja. Ovi 

rezultati ukazuju na bitnu ulogu FGFR2 u ranom embrionalnom razvoju definitivnog bubrega 

i nefrogenezi, dok je njegova va~nost u odr~avanju funkcije bubrega manja. 

Iako trenutno ne postoje istra~ivanja koja uspoređuju imunoekspresiju Dab1, Erk1/2 i 

FGFR u bubrezima, istra~ivanje Kona i sur. pokazalo je da Reelin, glikoprotein izvanstani�nog 

matriksa uzvodno od Dab1, regulira pozicioniranje neurona, sprje�avaju�i degradaciju FGFR 

kroz fosforilaciju Erk1/2. Rezultati sugeriraju da je fosforilacija Erk1/2 izazvana Reelinom 

ovisna o aktivnosti FGFR-a i korelira s njegovim u�inkom na izra~aj FGFR proteina (210).  

Istra~ivanja na primarnim neuronima pokazala su da aktivacija apolipoproteina E 

(apoE), nizvodnog receptora Reelina, rezultira fosforilacijom tirozina Dab1 i aktivacijom 

Erk1/2, dok eksperimenti na neuronima s delecijom Dab1 otkrivaju da Dab1 nije nu~an za 

aktivaciju Erk-a (211). Drugo istra~ivanje na neuronima kore velikog mozga je pokazalo da 

fosforilacija Dab1 poti�e naknadnu aktivaciju porodice Src kinaza (SFK) mehanizmom 

pozitivne povratne sprege, bto mo~e objasniti zabto je djelomi�no uklju�ena u aktivaciju 

MEK/Erk1/2 posredovanu Reelinom. Isto istra~ivanje je ispitalo nedostatak Dab1 i mogu�u 

narubenu stani�nu signalizaciju u in vivo analizi prednjeg mozga mibeva divljeg tipa i 

heterozigotnih Dab1 knockout mibeva. Istra~ivanje je pokazalo da su osnovne vrijednosti 

fosforilacije Akt i Erk1/2 bile zna�ajno sni~ene u mladih heterozigotnih Dab1 knockout mibeva 

(3-4 tjedna starosti) u usporedbi s divljim tipom miba (212). Sli�no, u nabem istra~ivanju, 

izra~aj Erk1/2 i mTORa, signalnih molekula nizvodno od Akta, je smanjen u yotari bubrezima 

u promatranim embrionalnim fazama. U postnatalnim razvojnim fazama, yotari fenotip je 

pokazao zna�ajno smanjenje izra~aja Erk1/2 unutar svih promatranih struktura u svim 

promatranim vremenskim to�kama. Stoga, mo~emo pretpostaviti da sli�an model signalnog 

puta postoji u bubrezima: Erk1/2 signalizacija u bubrezima yotari mibeva je ovisna o Reelinu 

s Dab1 koji je samo djelomi�no uklju�en u aktivaciju MEK/Erk1/2 posredovanu Reelinom.  

Zna�ajna razlika u postotku mTOR-pozitivnih stanica tijekom ispitivanih embrionalnih 

razvojnih faza pronađena je E15.5, gdje je u yotari fenotipu zabilje~en sni~en izra~aj u gotovo 

svim promatranim strukturama osim u metanefrogenom mezenhimu. Analiza izra~aja mTORa 

tijekom promatranih postnatalnih razvojnih faza, pokazala je zna�ajno smanjenje 

imunoekspresije u distalnim zavijenim kanali�ima bubrega yotari mibeva. Istra~ivanje Jossina 

i sur., je pokazalo da Reelin aktivira mTOR-S6K1 (S6 kinaza 1), signalni put ovisan o 

fosforilaciji Dab1 putem Src kinaze i aktivaciji PI3K/Akt/mTOR. Zaklju�ak istra~ivanja je da 
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su PI3K i Akt neophodni za kontrolu kortikalnog razvoja te mTOR za regulaciju rasta i grananja 

dendrita (213). Stoga mo~emo pretpostaviti da inaktivacija Dab1 u bubrezima yotari mibeva 

neizbje~no rezultira smanjenom razinom izra~aja mTOR-a.  

Naba prethodna istra~ivanja na uzorcima ljudskih bubrega pokazala su da RIP5 

prete~no izra~avaju stanice nediferenciranog metanefrogenog mezenhima (203). Istra~ivanje 

Sanna-Cherchi i sur. (135), dokazalo je da RIP5 ima upe�atljivu membransku distribuciju u 

stanicama mezenhimalnog porijekla svih ve�ih organa. Nadalje, mibji bubreg u razvoju 

izra~ava RIP5 u manjem omjeru u nefrogenoj zoni, ali vibe u epitelu zavijenih kanali�a. Sli�ne 

rezultate pokazalo je i nabe istra~ivanje: RIP5 pozitivne stanice su zabilje~ene kao crveni signal 

na bazolateralnim i apikalnim membranama mibeva divljeg tipa i yotari tipa ~ivotinja te na 

apikalnim membranama epitelnih stanica uretera. Umjerena imunoekspresija proteina uo�ena 

je u stanicama metanefrogenog mezenhima, nefrona u razvoju i stijenki krvnih ~ila, te jaka u 

epitelu sabirnih kanali�a, uklju�uju�i ampule. Preklapanje mikrofotografija dvaju markera 

FGFR2 i RIP5 uo�en je njihov istovremeni izra~aj u parijetalnim epitelnim stanicama nezrelih 

glomerula i, zajedno s FGFR1, unutar pupoljka uretera. Zaklju�ci ovog i nabeg nedavnog 

istra~ivanja na ljudskim bubrezima u razvoju (203) sugeriraju veliku va~nost RIP5 u najranijim 

indukcijskim stadijima nefrogeneze i sazrijevanja i, zajedno s FGFR1 i FGFR2, u 

vaskulogenezi zbog istovremenog izra~aja promatranih markera u stijenkama krvnih ~ila. 

Dokazano je da utibavanje RIP5 u stanicama bubrega ljudskih embrija inhibira FGF-

stimuliranu fosforilaciju Erk-a, koji je glavni efektor transkripcijske aktivnosti inducirane 

FGF-om. Ovi podaci, u kombinaciji s promatranim istovremenim izra~ajem RIP5 s FGFR1 i 

FGFR2, implicira RIP5 u nizvodnu regulaciju signalizacije FGF-om (135). Biolobka uloga 

RIP5, s druge strane, je job uvijek uglavnom nejasna. Istra~ivanja su pokazala da prekomjerni 

izra~aj RIP5 inducira stani�nu smrt povezanu s kaspaza-ovisnim i kaspaza-neovisnim 

apoptoti�kim putevima (184). Nadalje, pove�ana razina apoptoze je primije�ena u glomerulima 

P14 yotari mibeva zbog povibene razine cleaved Casp-3 (61). Analizirane strukture yotari 

~ivotinja nisu pokazale zna�ajne promjene RIP5 imunoreaktivnosti između promatranih 

postnatalnih razvojnih faza. Jedina zna�ajna razlika je uo�ena u distalnim zavijenim kanali�ima 

P4 i proksimalnim zavijenim kanali�ima P14 zbog sni~enog izra~aja RIP5 u yotari mibeva. 

Stoga ovi rezultati ne nalaze poveznicu između izra~aja RIP5 i o�ekivane razine apoptoze u 

stani�nom odgovoru na utibani Dab1 u yotari mibeva, bto sugerira da se proces apoptoze 

pokre�e drugim signalnim putovima.  
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Ukratko, izra~aj promatranih proteina i njihova dinamika u svim istra~ivanim 

razvojnim fazama bubrega miba pronađena u ovom istra~ivanju sugeriraju da FGFR1, FGFR2, 

i RIP5 igraju bitnu ulogu ne samo u mezenhimalno-epitelnoj transformaciji, morfogenezi 

grananja mokra�ovodnog pupoljka, nefrogenezi i pre~ivljavanju progenitora nefrona, nego i 

odr~avanju homeostaze i sazrijevanja bubre~nih struktura u postnatalnoj fazi. U�inak 

funkcionalnog utibavanja Dab1-/- na nefrogenezu i funkciju bubrega potvrđena je razlikama 

u prostorno-vremenskom obrascu izra~aja istra~ivanih markera između yotari i divljeg tipa 

miba. Ipak, to�an mehanizam putem kojeg Reelin/Dab1 signalni put utje�e na izra~aj 

ispitivanih markera tek treba razjasniti. Smanjenje izra~aja Erk1/2 i mTORa u bubrezima yotari 

miba mo~e se objasniti predlo~enim signalnim putem u kojem je Dab1 samo djelomi�no 

uklju�en u MEK/Erk1/2 aktivaciju posredovanu Reelinom. Nabi rezultati naglabavaju kriti�nu 

ulogu istra~ivanih markera tijekom normalnog razvoja bubrega i njihovu potencijalnu ulogu u 

bubre~noj patologiji i dijagnostici, gdje bi mogli poslu~iti kao biomarkeri i terapijski ciljevi. 
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5.2. Izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 u zdravim humanim fetalnim bubrezima 
i bubrezima zahva�enim prirođenim anomalijama bubrega i urotrakta 

CAKUT doprinosi u oko 23% slu�ajeva porođajnih abnormalnosti (214) i odgovoran 

je za pribli~no 50% pedijatrijskih slu�ajeva i 7% slu�ajeva zavrbnog stadija bubre~ne bolesti u 

odraslih diljem svijeta (187, 215). Do danas, monogenetske abnormalnosti povezane s 

CAKUT-om uklju�uju mutacije u vibe od 30 gena i otkrivene su u malom postotku (12%) 

istra~enih slu�ajeva, s nedostatnim dokazima o njihovoj uzro�noj povezanosti (216).  

Cilj ovoga istra~ivanja bio je odrediti prostorno-vremenski obrazac izra~aja RIP5, 

novog kandidat gena za urođene anomalije bubrega i mokra�ovodnog trakta (135), i FGFR1, i 

FGFR2, dobro poznatih kandidat gena, u ljudskim bubrezima u razvoju i u bubrezima 

zahva�enim prirođenim anomalijama (1, 203). 

Morfogeneza, razvoj i sazrijevanje ljudskog bubrega slo~eni su procesi precizno 

regulirani interakcijom brojnih gena. Među njima, izra~aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 (137, 158, 

160, 168, 203, 204) sugerira da svi navedeni proteini imaju va~nu ulogu u nefrogenezi i 

pre~ivljavanju renalnih progenitora. Naime, kod mibeva, delecija FGFR1 ili FGFR2 uzrokuje 

preuranjenu smrt embrija prije po�etka razvoja bubrega (217). Globalna delecija FGFR1 

uzrokuje poreme�aj stvaranja nefrona (157), dok gubitak FGFR2 u metanefrogenom 

mezodermu, bitnom za morfogenezu uretera, rezultira u nekoliko defekata bubrega i 

mokra�nog trakta nalik na CAKUT (165). 

Utibavanje RIP5 u humanim embrionalnim bubre~nim stanicama inhibira FGF-om 

stimuliranu fosforilaciju ERK-a, glavnog efektora FGF-om inducirane transkripcijske 

aktivnosti. Ovaj podatak ukazuje da je RIP5 uklju�en u nizvodnu regulaciju FGF signalizacije 

(135).  

Rezultati ovog istra~ivanja pokazuju istovremeni izra~aj RIP5 i FGFR1 u epitelnim 

stanicama zavijenih kanali�a i RIP5 i FGFR2 u glomerulima, proksimalnim te distalnim 

zavijenim kanali�ima kore fetalnog bubrega. Naba ranija istra~ivanja na ljudskim bubrezima 

su pokazala izra~aj RIP5 tijekom ranog razvoja ljudskog bubrega od 5. do 22. razvojnog tjedna, 

prvi puta uo�en u nediferenciranom metanefrogenom mezodermu (203). Pronabli smo i 

zna�ajnu membranski-povezanu distribuciju RIP5 u stanicama porijeklom iz mezenhima 

tijekom razvoja bubrega mibeva (E15.5) (135). Pokazali smo i obrasce izra~aja RIP5, FGFR1 
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i FGFR2, te kvantitativnom obradom dokazali smanjenje izra~aja promatranih proteina tijekom 

ranog razvoja ljudskog bubrega od 6. do 22. razvojnog tjedna (203). Iako je postotak RIP5-

pozitivnih stanica bio vrlo nizak u ovom istra~ivanju, pronabli smo istaknutiji uzorak izra~aja 

u parijetalnim stanicama nezrelih glomerula nego u stadiju bubre~nih mjehuri�a. U 

jukstaglomerularnoj regiji, uo�en je jaki izra~aj RIP5 u citoplazmi zavijenih kanali�a i endotela 

krvnih ~ila ali bla~i u glomerulima, sa uo�ljivim bojenjem stanica visceralnog lista 

Bowmannove �ahure.  

Postotak povrbine zahva�ene pozitivnim stanicama i dinamika izra~aja RIP5 otkrili su 

postupno smanjenje tijekom promatranih razvojnih tjedana u bubrezima s dvostrukim 

mokra�ovodom, hipoplasti�nim i displasti�nim bubrezima, za razliku od bubrega bez 

morfolobkih abnormalnosti koji su pokazali linearni rast s vremenom. Zna�aj izra~aja RIP5 u 

po�etnim fazama nefrogeneze i sazrijevanja bubrega te, zajedno s FGFR1 i FGFR2, u 

vaskulogenezi je odavno poznat (1, 184, 203). Pretpostavljamo da se izra~aj RIP5 tijekom 

normalnog ljudskog razvoja bubrega privremeno smanjuje zbog proizvodnje urina i pove�ava 

kasnije budu�i da RIP5 preuzima dodatne funkcije u sazrijevanju postnatalnog bubrega i 

homeostaze.  

Biolobka funkcija RIP5 job uvijek je uglavnom nepoznata. Zha i sur. pronabli su da 

prekomjerni izra~aj RIP5 uzrokuje smrt stanice s karakteristi�nom fragmentacijom DNA bto 

predstavlja jedno od obilje~ja apoptoti�ke stani�ne smrti, preko kaspaza-ovisnih i kaspaza-

neovisnih apoptoti�kih puteva (184). U istra~ivanju Zhonga i sur., smanjeni izra~aj RIP5 

(DSTYK) je ubrzao rast stanica raka plu�a (218). Nabe istra~ivanje pokazalo je da dinamika 

izra~aja RIP5 u bubrezima zahva�enim CAKUT-om pokazuje trend razli�it od o�ekivanog4

smanjeni izra~aj RIP5 tijekom promatranih razvojnih razdoblja, kojeg ne mo~emo povezati s 

o�ekivanim razinama apoptoze kod hipoplasti�nih i displasti�nih bubrega, bto ukazuje da drugi 

signalni putovi pokre�u proces apoptoze. Potrebna su daljnja istra~ivanja kako bi se razjasnili 

molekularni mehanizmi odgovorni za smanjeni izra~aj RIP5 u CAKUT bubrezima. 

Nedavna istra~ivanja prou�avala su nekoliko genetskih poreme�aja odgovornih za 

strukturnu bolest bubrega, uklju�uju�i mutacije u genima koji kodiraju FGFR1 i FGFR2 (205-

208). Budu�i da aktivacija FGFR-ova rezultira antiapoptotskim, proliferacijskim odgovorom i 

pre~ivljavanjem, o�ekivano je postaviti hipotezu o promijenjenom odgovoru stanica 

uzrokovanim CAKUT-om. 
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Bubrezi zahva�eni CAKUT-om pokazali su sna~no difuzno FGFR1 bojenje apikalne 

membrane proksimalnih zavijenih kanali�a, sli�no istra~ivanju Shimi i sur., koji su uo�ili jaku 

imunoreaktivnost u epitelu primitivnih tubula displasti�nih bubrega (219). 

Zanimljivo je da smo u displasti�nim bubrezima primijetili lokalizaciju FGFR1 u 

jezgrama epitelnih stanica zavijenih kanali�a. Prema Xie i sur., jezgrina lokalizaciju FGFR-ova 

je mogu�e prona�i u razli�itim patofiziolobkim stanjima razli�itih tkiva. Jednom unutar jezgre, 

FGFR-ovi mogu potaknuti izra~aj gena razli�itim mehanizmima, �ak i epigenetski. Regulacija 

transkripcije posredovana jezgrenim FGF/FGFR-om predla~e mehanizam putem kojih 

FGF/FGFR mogu izravno izazvati specifi�nu i brzu promjenu izra~aja gena (220). Analiza 

postotka povrbine obuhva�ene FGFR1-pozitivnim stanicama pokazala je zna�ajno smanjenje 

izra~aja FGFR1 u normalnim uzorcima bubrega u usporedbi s CAKUT fenotipovima. Slijede�i 

rezultate analize postotka povrbine, RT-qPCR analiza otkrila je zna�ajno vibi izra~aj FGFR1 u 

bubrezima zahva�enim CAKUT-om nego u kontrolnim uzorcima. Izra~aj FGFR1 u 

hipoplasti�nim i bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom se pove�avao tijekom promatranog 

razvojnog razdoblja, za razliku od displasti�nih i kontrolnih uzoraka, koji su slijedili kvadratni 

trend s vrhuncem izra~aja FGFR1 u 27. razvojnom tjednu. Naime, 27. razvojni tjedan, koji 

pripada tre�em razvojnom razdoblju bubrega, karakterizira stvaranje ampula stani�nom 

proliferacijom i stvaranjem novih nefrona u vanjskom dijelu kore bubrega. Lokalizacija 

FGFR1 u jezgri, pove�ani izra~aj FGFR1 mRNA, pove�an postotak povrbine FGFR1-

pozitivnih stanica u kori displasti�nih bubrega, i smanjenje izra~aja nakon vrhunca u 27. 

razvojnom tjednu u displasti�nim bubrezima sugerira da je promijenjeni obrazac izra~aja i 

funkcije ovih proteina odgovor na patofiziologiju CAKUT-a. 

Izra~aj FGFR2 je opa~en kao jaki, difuzni membranski i citoplazmatski obrazac bojenja 

uo�en u zavijenim kanali�ima, endotelnim stanicama krvnih ~ila, i parijetalnom listu glomerula 

bubrega zahva�enih CAKUT-om. Ovaj uzorak bojenja je u korelaciji s istra~ivanjem Shime i 

sur., gdje je jaka FGFR2 imunoreaktivnost primije�ena u epitelu primitivnih tubula 

displasti�nih bubrega (219). Job jednom smo pokazali lokalizaciju FGFR2 u jezgrama epitelnih 

stanica zavijenih kanali�a u hipoplasti�nim i bubrezima s udvostru�enim ureterom. Postotak 

povrbine FGFR2-pozitivnih stanica zna�ajno se razlikovao u kori bubrega zahva�enih CAKUT-

om i kontrolnih uzoraka gdje smo primjetili zna�ajno sni~eni postotak povrbine zahva�ene 

signalom. Postotak FGFR2-pozitivnih stanica u hipoplasti�nim i displasti�nim te bubrezima s 

dvostrukim mokra�ovodom postupno se smanjivao tijekom vremena, dok su bubrezi bez 

morfolobkih abnormalnosti pokazali pozitivan, stabilan plato izra~aja od 22. do 38. dw. Ovi 



100 

 

rezultati naglabavaju bitnu ulogu FGFR2 u nefrogenezi i njegovu va~nost u odr~avanju pravilne 

postnatalne funkcije bubrega tijekom  normalnog ljudskog razvoja. 

U istra~ivanju  Tsimafeyeu i sur., prekomjerni izra~aj FGFR2 je povezan s lobijom 

prognozom i rezistencijom na prvu liniju sistemske terapije u papilarnom renalnom karcinomu 

(221). ERK1/2 je glavna nizvodna molekula FGF/FGFR signalnog puta. Patofiziologija akutne 

i kroni�ne ozljede bubrega posredovana je ERK1/2 signalizacijom koja regulira odgovor 

stanica bubrega na birok raspon podra~aja (222). Drugo istra~ivanje na modelu miba naglabava 

va~nu ulogu ERK-a u formiranju cista koje nastaju kao rezultat aberantne proliferacije 

tubularnog epitela kod autosomalno-dominantne policisti�ne bubre~ne bolesti (223). 

RT-qPCR analiza otkrila je zna�ajno vibu razinu izra~aja FGFR2 u CAKUT-om 

zahva�enim bubrezima nego u zdravoj kontrolnoj skupini. Usporedbom izra~aja FGFR2 

mRNA u razli�itim CAKUT fenotipovima, otkrili smo zna�ajno vibu razinu mRNA u 

hipoplasti�nim bubrezima nego u kontrolama. Statisti�ki zna�ajan povibeni izra~aj FGFR2 

mRNA u hipoplasti�nim bubrezima odnosi se na potencijalnu ve�u va~nost ERK signalnog 

puta u mehanizmu popravka. Iako rezultat izra~aja FGFR2 mRNA u bubrezima s dvostrukim 

mokra�ovodom nije zna�ajan, vibi je od CTRL-a, a to pove�anje mo~e biti posljedica 

mehanizma popravka posredovanog ERK1/2. 

Kao bto je gore navedeno, ve�ina podataka koji �ine osnovu nabeg sadabnjeg znanja o 

izra~aju i povezanosti kandidat-gena u CAKUT bubre~nom tkivu izvedena je iz istra~ivanja 

ciljanja gena knockout mibevima. Prema nabim saznanjima, nabe istra~ivanje je prvo u 

postoje�oj literaturi koje ispituje izra~aj proteina i mRNA ciljnih kandidat-gena u promatranim 

razvojnim razdobljima. Također je jedna od rijetkih studija koja se ti�u izra~aja CAKUT 

kandidat gena u istom spektru bubre~nih bolesti. Istra~ivanje Tokata i sur. pokazalo je zna�ajno 

smanjenje razine izra~aja CAKUT kandidat gena, GDNF/RET, FGFR2 i PAX2 u tkivima 

bolesnika s primarnim vezikoureteralnim refluksom (224). Drugo istra~ivanje navodi da je 

prekomjerni izra~aj PAX2 povezan s rakom, dok sni~eni izra~aj uzrokuje malformaciju uretera 

i bubre~nu hipoplaziju (225). Istra~ivanje Jaina i sur., na tkivima s prirođenom bubre~nom 

displazijom pomo�u analize genskog izra~aja s pomo�u sitnopolja (eng. microarray gene 

expression analysis), je pokazalo sni~eni izra~aj gena za koje je poznato da su klju�ni za 

normalan razvoj bubrega, kao bto su geni koji kodiraju za proteine BMP7, Angiotenzin II 

receptor tipa 2 (eng. Angiotensin II Receptor Type 2, AGTR2) i SAL-transkripcijski �imbenik 

1 (eng. Spalt Like Transcription Factor 1, SALL1) (226). 



101 

 

Napretci u istra~ivanjima na ~ivotinjskim modelima rezultirali su otkrivanjem brojnih 

gena nu~nih za kontrolu bubre~ne diferencijacije. Međutim, neki od tih gena nisu izra~eni u 

mibeva ili imaju razli�ite paraloge. Posljedi�no, analize humanih uzoraka su od klju�nog 

zna�aja za razumijevanje normalnog obrasca izra~aja CAKUT kandidat-gena. Pojava ovih 

proteina u bubrezima i dinamika njihovog izra~aja sugeriraju da FGFR1, FGFR2 i RIP5 imaju 

kriti�ne uloge u nefrogenezi, pre~ivljavanju progenitora nefrona, regulaciji homeostaze i 

sazrijevanju bubre~nih struktura tijekom postnatalnog razvoja. Utjecaj CAKUT kandidat-gena 

na nefrogenezu i bubre~nu funkciju potkrijepljen je statisti�ki zna�ajnim varijacijama u 

prostorno-vremenskom obrascu izra~aja ispitivanih markera. Izra~aj FGFR1 i FGFR2 mRNA 

i njihovih proteina je zna�ajno vibi u citoplazmatskoj i jezgrinoj regiji stanica bubrega 

zahva�enih CAKUT-om nego u normalnom tkivu, te promijenjena dinamika izra~aja 

ispitivanih proteina, ukazuje da je aktivacija FGF signalnog puta kriti�an događaj u patogenezi 

urođenih anomalija bubrega i mokra�ovodnog puta. Smanjeni izra~aj RIP5 tijekom istra~ivanih 

razvojnih razdoblja ne mo~e se pripisati o�ekivanim razinama apoptoze u hipoplasti�nim i 

displasti�nim bubrezima, bto ukazuje da je proces apoptoze reguliran putem drugih signalnih 

putova. Nabe istra~ivanje isti�e zna�aj FGFR1, FGFR2 i RIP5 u normalnom i patolobkom 

razvoju bubrega. 

Daljnja istra~ivanja su potrebna kako bi se okarakterizirala njihova uloga u regulaciji 

diferencijacije bubrega, bto bi moglo poboljbati pristup personaliziranoj medicini prirođenih 

anomalija bubrega i mokra�ovodnog puta.  
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1. Izra~aj FGFR1 tijekom embrionalnog razvoja u yotari i mibeva divljeg tipa najve�i je 

u stadijima bubre~nog mjehuri�a/nezrelog glomerula i ampule/sabirnog kanali�a, bto 

ukazuje na njegovu bitniju ulogu u formiranju epitela nego sudjelovanju u 

mezenhimsko-epitelnoj transformaciji. 

2. Postotak FGFR1-pozitivnih stanica u glomerulima yotari mibeva u svim istra~ivanim 

postnatalnim vremenskim to�kama zna�ajno je smanjen bto potencijalno mo~e 

pridonijeti CAKUT fenotipu bubre~ne hipoplazije ve� ranije zabilje~enom u yotari 

mibeva. 

3. Imunoekspresija FGFR2 zapa~ena je u nezrelim glomerulima i zavijenim kanali�ima 

tijekom gestacije, gdje yotari fenotip pokazuje pove�ani izra~aj FGFR2 u usporedbi s 

mibevima divljeg tipa. 

4. Tijekom postnatalnog razvoja, samo je u distalnim zavijenim kanali�ima 4. 

postnatalnog dana postotak pozitivnih stanica u yotari mibeva znatno ve�i od wt 

~ivotinja. Ovi rezultati ukazuju na bitnu ulogu FGFR2 u ranom embrionalnom razvoju 

definitivnog bubrega i nefrogenezi, dok je njegova va~nost u odr~avanju funkcije 

bubrega smanjena. 

5. Umjerena imunoekspresija RIP5 proteina uo�ena je u stanicama metanefrogenog 

mezenhima, nefrona u razvoju i stijenki krvnih ~ila, te jaka u epitelu sabirnih kanali�a, 

uklju�uju�i ampule.  

6. Preklapanje dvaju markera FGFR2 i RIP5 pokazalo je njihov istovremeni izra~aj u 

parijetalnim epitelnim stanicama nezrelih glomerula i, zajedno s FGFR1, unutar 

pupoljka uretera. Navedena lokalizacija sugerira veliku va~nost RIP5 u najranijim 

indukcijskim stadijima nefrogeneze i sazrijevanja i, zajedno s FGFR1 i FGFR2, u 

vaskulogenezi zbog zabilje~enog istovremenog izra~aja promatranih markera u 

stijenkama krvnih ~ila. 

7. Analizirane strukture bubrega yotari ~ivotinja nisu pokazale zna�ajne promjene RIP5 

imunoreaktivnosti između promatranih postnatalnih razvojnih faza. Jedina zna�ajna 

razlika je uo�ena u distalnim zavijenim kanali�ima 4. dana postnatalnog razvoja i 

proksimalnim zavijenim kanali�ima 14. dana postnatalnog razvoja zbog sni~enog 

izra~aja RIP5 u yotari mibevima. Stoga ovi rezultati ne mogu na�i poveznicu između 

zabilje~enog izra~aja RIP5 i o�ekivane razine apoptoze u stani�nom odgovoru na 

utibani Dab1 u yotari mibeva, bto sugerira da se proces apoptoze pokre�e drugim 

signalnim putovima. 
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8. Izra~aj Erk1/2 i mTORa, signalnih molekula nizvodno od Akta, je smanjen u yotari 

bubrezima u promatranim embrionalnim fazama. U postnatalnim razvojnim fazama, 

yotari fenotip pokazao je zna�ajno smanjenje izra~aja Erk1/2 unutar svih promatranih 

struktura u svim promatranim vremenskim to�kama te mTOR-a u distalnim zavijenim 

kanali�ima. Stoga, mo~emo pretpostaviti da je Erk1/2 signalizacija u bubrezima yotari 

mibeva ovisna o Reelinu s Dab1 koji je samo djelomi�no uklju�en u aktivaciju 

MEK/Erk1/2 signalizacije posredovane Reelinom te da da inaktivacija Dab1 u 

bubrezima yotari mibeva neizbje~no rezultira smanjenom razinom izra~aja mTOR-a. 

9. Istovremeni izra~aj RIP5 i FGFR1 u epitelnim stanicama zavijenih kanali�a i RIP5 i 

FGFR2 u glomerulima, proksimalnim i distalnim zavijenim kanali�ima kore humanog 

fetalnog bubrega u svim promatranim razvojnim fazama ukazuje da navedeni proteini 

imaju va~nu ulogu u nefrogenezi i pre~ivljavanju renalnih progenitora. 

10. Analiza postotka povrbine FGFR1-pozitivnih stanica je pokazala zna�ajno smanjenje 

izra~aja FGFR1 u zdravim uzorcima bubrega u usporedbi s CAKUT fenotipovima 

(DU, HYP, DYS). 

11. Slijede�i rezultate analize postotka povrbine, RT-qPCR analiza otkrila je zna�ajno vibi 

izra~aj FGFR1 u bubrezima zahva�enim CAKUT-om nego u kontrolnim uzorcima. 

12. Izra~aj FGFR1 u hipoplasti�nim i bubrezima s udvostru�enim ureterom se pove�avao 

tijekom promatranog razvojnog razdoblja, za razliku od displasti�nih i kontrolnih 

uzoraka, koji su slijedili kvadratni trend s vrhuncem izra~aja FGFR1 u 27. razvojnom 

tjednu. 

13. Postotak povrbine FGFR2-pozitivnih stanica zna�ajno se razlikovao u kori bubrega 

zahva�enih CAKUT-om i kontrolnih uzoraka gdje smo zapazili zna�ajno sni~eni 

postotak povrbine zahva�ene signalom. 

14. Postotak FGFR2-pozitivnih stanica u hipoplasti�nim i displasti�nim te bubrezima s 

dvostrukim mokra�ovodom se postupno smanjivao tijekom vremena, dok su bubrezi 

bez morfolobkih abnormalnosti pokazali pozitivan, stabilan plato izra~aja od 22. do 

38. razvojnog tjedna. 

15. RT-qPCR analiza otkrila je zna�ajno vibu razinu izra~aja FGFR2 u CAKUT-om 

zahva�enih bubrega nego u kontrolnoj skupini. Usporedbom izra~aja FGFR2 mRNA 

u razli�itim CAKUT fenotipovima, otkrili smo zna�ajno vibu razinu u hipoplasti�nim 

bubrezima nego u zdravim kontrolnim uzorcima. 
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16. Postotak povrbine RIP5-pozitivnih stanica i dinamika izra~aja RIP5 otkrili su 

postupno smanjenje izra~aja ovog proteina tijekom promatranih razvojnih tjedana u 

bubrezima s dvostrukim mokra�ovodom, hipoplasti�nim i displasti�nim bubrezima, 

za razliku od bubrega bez morfolobkih abnormalnosti koji su pokazali linearni rast s 

vremenom. Smanjeni izra~aj RIP5 tijekom promatranih razvojnih razdoblja ne mo~e 

se povezati s o�ekivanim razinama apoptoze kod hipoplasti�nih i displasti�nih 

bubrega, bto ukazuje da drugi signalni putovi pokre�u proces apoptoze. 
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Prirođene anomalije bubrega i urotrakta (CAKUT) doprinose u oko 23% porođajnih 

abnormalnosti i odgovoran je za pribli~no 50% pedijatrijskih slu�ajeva i 7% slu�ajeva zavrbnog 

stadija bubre~ne bolesti u odraslih diljem svijeta. Morfogeneza, razvoj i sazrijevanje bubrega 

slo~eni su procesi koordinirani međuodnosima mnogih gena. Do danas, monogenetske 

abnormalnosti povezane s CAKUT-om uklju�uju mutacije u vibe od 30 gena i otkrivene su u 

malom postotku (12%) istra~enih slu�ajeva, s nedostatnim dokazima o njihovoj uzro�noj 

povezanosti.  

Prethodno provedena istra~ivanja pokazala su da su Receptori fibroblastnih čimbenika 

rasta 1 i 2 (FGFR1 i FGFR2) i Protein kinaza koja djeluje na receptor 5 (RIP5) potencijalni 

kandidat geni �ija je mutacija odgovorna za nastanak prirođenih anomalija bubrega i 

mokra�nog sustava sindromskog ili izoliranog tipa. Stoga je cilj ovog istra~ivanja bio odrediti 

prostorno-vremenski obrazac navedenih proteina u modelu yotari (Dab1-/-) miba te u zdravim 

ljudskim bubrezima u razvoju i bubrezima zahva�enim CAKUT-om (bubrezi udvostru�enog 

uretera (DU), hipoplasti�ni bubrezi (HYP), displasti�ni bubrezi (DYS)) od 22. do 41. tjedna 

fetalnog razvoja, kako bismo utvrdili kako je potencijalna promjena izra~aja gena i njihovih 

proteina povezana s pojavom CAKUT-a. 

Koriste�i model Dab1-/- miba, opisali smo zna�ajne razlike u obrascima prostorno-

vremenskog izra~aja FGFR1, FGFR2, RIP5 u embrionalnim i postnatalnim razvojnim fazama. 


injenica da je izra~aj navedenih proteina zapa~en u svim istra~ivanim fazama razvoja bubrega 

implicira njihovu klju�nu ulogu u ranoj diferencijaciji metanefrogenog mezoderma, grananju 

mokra�ovodnog pupoljka, nefrogenezi i pre~ivljavanju nefron progenitora. Obzirom da su 

FGFR1, FGFR2 i RIP5 izra~eni u svim dijelovima nefrona a neki od njih i u bubre~noj 

vaskulaturi, opravdano je nagađati o njihovom zna�aju u odr~avanju homeostaze i sazrijevanju 

bubrega kao i o njihovoj ulozi u nastanku razli�itih bubre~nih patologija. 

Ipak, to�an mehanizam putem kojeg Reelin/Dab1 put utje�e na izra~aj ispitivanih 

markera tek treba razjasniti. Smanjenje izra~aja Erk1/2 i mTORa u bubrezima yotari miba mo~e 

se objasniti predlo~enim signalnim putom u kojem je Dab1 samo djelomi�no uklju�en u 

MEK/Erk1/2 aktivaciju posredovanu Reelinom.  

Utjecaj CAKUT kandidat-gena na nefrogenezu i bubre~nu funkciju zdravih ljudskih 

bubrega u razvoju i bubrega zahva�enih CAKUT-om potkrijepljen je zna�ajnim varijacijama u 

prostorno-vremenskom obrascu izra~aja ispitivanih markera. Izra~aj FGFR1 i FGFR2 mRNA 

i njihovih proteina koji su zna�ajno vibi u citoplazmatskoj i jezgrinoj regiji stanica bubrega 
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zahva�enih CAKUT-om nego u normalnom tkivu, te promijenjena dinamika izra~aja 

ispitivanih proteina, sugerira da je aktivacija FGF signalnog puta kriti�an događaj u patogenezi 

prirođenih anomalija bubrega i urotrakta. Smanjeni izra~aj RIP5 tijekom istra~ivanih razvojnih 

razdoblja ne mo~e se pripisati o�ekivanim razinama apoptoze u hipoplasti�nim i displasti�nim 

bubrezima, bto ukazuje da je proces apoptoze reguliran alternativnim signalnim putevima. 

Nabi rezultati naglabavaju kriti�nu ulogu istra~ivanih markera tijekom normalnog 

razvoja bubrega i njihovu potencijalnu ulogu u bubre~noj patologiji i dijagnostici, gdje bi mogli 

poslu~iti kao biomarkeri i terapijski ciljevi. 

Daljnja istra~ivanja su potrebna kako bi se okarakterizirala uloga ispitivanih gena i 

proteina u regulaciji diferencijacije bubrega, bto bi moglo poboljbati pristup personaliziranoj 

medicini prirođenih anomalija bubrega i mokra�ovodnog puta.  
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8. SUMMARY 
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Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) account for 23% of 

congenital anomalies at birth and are implicated in roughly 50% of pediatric cases and 7% of 

cases of end-stage kidney disease in adults globally. The development, maturation, and 

morphogenesis of kidneys are intricate processes influenced by numerous genes. So far, 

monogenic abnormalities linked with CAKUT involve mutations in over 30 genes, identified 

in a limited proportion (12%) of examined cases, with insufficient evidence to establish their 

direct causal relationship. 

Previously conducted research has shown that Fibroblast Growth Factor Receptors 1 

and 2 (FGFR1 and FGFR2) and Receptor-interacting protein kinase 5 (RIP5) are potential 

candidate genes that may lead to the development of congenital anomalies of the kidneys and 

urinary system, either in a syndromic or isolated form.   

Hence, the objective of this study was to examine the spatial and temporal distribution of the 

specified proteins in the yotari (Dab1-/-) mouse model, as well as in normally developing 

human kidneys and those affected by CAKUT (including duplex (DU) kidneys, hypoplastic 

kidneys (HYP), and dysplastic kidneys (DYS)), spanning from the 22nd to the 41st week of fetal 

development. This investigation aimed to discern the potential correlation between gene and 

protein expression alterations and the onset of CAKUT. 

Utilizing the Dab1-/- mouse model, we identified notable discrepancies in the spatio-

temporal expression profiles of FGFR1, FGFR2, and RIP5 during embryonic and postnatal 

developmental phases. The consistent expression of these proteins across all examined stages 

of kidney development suggests their critical involvement in the early differentiation of the 

metanephrogenic mesoderm, ureteric bud branching, nephrogenesis, and the viability of 

nephron progenitors. Given their expression in various segments of the nephron and some 

within the renal vasculature, it is reasonable to speculate about their significance in maintaining 

overall kidney homeostasis and maturation, as well as their potential role in the genesis of 

diverse renal pathologies. 

The precise mechanism through which the Reelin/Dab1 signalling pathway influences 

the expression of the examined markers remains unclear. The reduction in Erk1/2 and mTOR 

expression in the kidneys of yotari mice may be attributed to a proposed signaling pathway 

where Dab1 is only partially involved in MEK/Erk1/2 activation mediated by Reelin. 

The impact of CAKUT candidate genes on nephrogenesis and renal function in 

normally developing human kidneys and those affected by CAKUT is supported by significant 
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variations in the spatio-temporal expression patterns of the investigated markers. The elevated 

expression of FGFR1 and FGFR2 mRNA and proteins, particularly in the cytoplasmic and 

nuclear regions of CAKUT-affected kidney cells compared to normal tissue, along with altered 

dynamics in the expression of the examined proteins, suggests that activation of the FGF 

signaling pathway plays a crucial role in the pathogenesis of congenital kidney anomalies and 

urinary tract issues. The decreased expression of RIP5 during the developmental periods under 

investigation cannot solely be attributed to the expected levels of apoptosis in hypoplastic and 

dysplastic kidneys, indicating that other signaling pathways regulate the apoptosis process. 

Our findings underscore the pivotal role of the investigated markers in normal kidney 

development and their potential significance in renal pathology and diagnostics, where they 

could serve as biomarkers and therapeutic targets. Further research is warranted to delineate 

their roles in regulating renal differentiation, thereby enhancing personalized medicine 

approaches for congenital kidney and urinary tract anomalies.  
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