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ACE - angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin-converting enzyme)
ADH — antidiuretski hormon (engl. antidiuretic hormone)
AIF — faktor induciran apoptozom (engl. apoptosis-inducing factor)

All - protein sli¢an transporteru natrijevog bikarbonata 11 (engl. solute carrier family 4

member 11)
AKI — akutno bubrezno ostecenje (engl. acute kidney injury)

APKD — autosomno dominantna policisti¢na bolest bubrega (engl. autosomal dominant

polycystic kidney disease)
BM — glomerularna bazalna membrana (engl. glomerular basement membrane)

CAKUT - prirodene anomalije bubrega i mokra¢nog sustava (engl. congenital anomalies of
the kidney and urinary tract)

Cd — sabirna cjev (engl. collecting duct)

CKD - kroni¢na bubrezna bolest (engl. chronic kidney disease)
CNV - varijacije broja kopija (engl. copy number variations)
CTRL - zdrava kontrola (engl. control kidneys)

Ct — zavijeni kanali¢i (engl. convoluted tubules)

DABL1 - Disabled-1 protein

DAPI - boja za bojanje jezgri (engl. 4’,6-diamidino-2-phenylindole)
DCT — distalni zavijeni kanali¢ (engl. distal convoluted tubule)
DU — bubreg s dvostrukim ureterom (engl. duplex kidney)

DYS — displasti¢ni bubreg (engl. dysplastic kidney)

E — embrionalni dan

GA — glutaraldehid

G — glomerul (engl. glomerulus)



GRP78 — glukoza regulirani protein 78 (engl. glucose-regulated protein 78)

HE — hematoksilin eozin

HK — potkovasti bubreg (engl. horseshoe kidney)

HSP70 — protein toplotnog Soka 70 (engl. heat shock protein 70)

HYP — hipoplasti¢ni bubreg (engl. hypoplastic kidney)

IPSC — inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced pluripotent stem cells)
IMS — infekcije mokra¢nog sustava

JGA — jukstaglomerularni aparat (engl. juxtaglomerular apparatus)

Jr — jukstamedularna regija (engl. juxtamedullary region)

LAMP2A — lizosomu pridruzeni membranski protein tip 2A (engl. lysosome-associated
membrane protein type 2A)

LC3B — mikrotubulima pridruzeni protein 1A/1B-lagani lanac 3B (engl. microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3B)

MCD - bolest minimalnih promjena (engl. minimal change disease)

Mm — metanefrogeni mezoderm (engl. metanephric mesenchyme)

MRI — magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance imaging)

NaCl — natrijev klorid

NGS — nova generacija sekvencioniranja (engl. next-generation sequencing)
Nz — nefrogena zona (engl. nephrogenic zone)

P — postnatalni dan (engl. postnatal day)

PAP — peroksidaza-antiperoksidaza (engl. peroxidase anti-peroxidase)

PBS — fosfatno puferirana fizioloska otopina (engl. phosphate-buffered saline)

PCT — proksimalni zavijeni kanali¢ (engl. proximal convoluted tubule)



PERK — protein kinaza nalik na ER kinazu (engl. protein kinase RNA-like endoplasmic

reticulum kinase)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PFA — paraformaldehid (engl. paraformaldehyde)

PO — podociti (engl. podocytes)

PUV — posteriorni uretralni zalisci (engl. posterior urethral valves)

RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sustav (engl. renin-angiotensin-aldosterone system)
RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

ROS - reaktivne vrste Kisika (engl. reactive oxygen species)

Rv — bubrezni mjehuri¢i (engl. renal vesicles)

UPJO — opstrukcija ureteropelvi¢nog spoja (engl. ureteropelvic junction obstruction)
UR — mokracéni prostor (engl. urinary space)

UVJO — opstrukcija ureterovezikalnog spoja (engl. ureterovesical junction obstruction)
VUR - vezikoureteralni refluks (engl. vesicoureteral reflux)

Wt — divlji tip (engl. wild type)

WES - cijeloegzomsko sekvencioniranje (engl. whole exome sequencing)

WGS - cijelogenomsko sekvencioniranje (engl. whole genome sequencing)



1. UvOD



U uvodu je dan sazet prikaz i usporedba razvoja mokra¢nog sustava ¢ovjeka i misa, s
posebnim naglaskom na patogenetske mehanizme te patohistoloske znacajke kongenitalnih
anomalija mokra¢nog sustava (CAKUT). Nadalje, razmatra se povezanost procesa autofagije i
apoptoze s razvojem navedenih anomalija. Takoder, ukratko je opisana vaznost animalnih

modela, s posebnim osvrtom na fenotip yotari misa (Dabl").

1.1. Razvoj mokraénog sustava

Razvoj vecine organskih sustava, pa tako i mokra¢nog okarakteriziran je postojanom
ravnotezom izmedu prezivljavanja stanica i programirane stani¢ne smrti (apoptoze). lako je
navedena ravnoteza dobro shvacena i opisana za razvoj udova, centralnog i perifernog
ziv€anog, gastrointestinalnog i drugih sustava, njezin utjecaj u nefrogenezi i razvoju ostalih
dijelova urotrakta tek treba biti razjaSnjen (1). Prema dosadasnjim shvaéanjima signalni putevi
zasluzni za prezivljavanje stanice su krucijalni za odrzavanje metanefricCkog mezenhima
omogucavajuéi neometani proces nefrogeneze. S druge strane, lokalizirani "otoc¢i¢i" apoptoze
posredovani razliitim efektorskim kaspazama omogucavaju postizanje adekvatne
morfogeneze bubrega i urotrakta. Takoder, aktivacija intrinzi¢nih apoptoti¢kih puteva je vazna
za odrzavanje grananja mokra¢ovodnog pupoljka, nefrogeneze i povezivanja uretera s
mokraénim mjehurom (2, 3). Funkcionalno gledano, u odraslog ¢ovjeka urogenitalni se sustav
dijeli na dva zasebna dijela: mokraéni i genitalni sustav. Ipak, tijekom embrionalnog razvoja ta
su dva dijela nerazdvojivo povezana te se oba razvijaju iz intermedijarnog mezoderma,
smjeStenog uz straznji zid abdominalne Supljine. U toj fazi razvoja, odvodni kanali¢i oba
sustava ulijevaju se u zajednicku Supljinu — kloaku (4). Tijekom intrauterinog razvoja bubrega
formiraju se tri medusobno preklapajuca sustava, i to u kraniokaudalnom slijedu: pronefros,
mezonefros i metanefros. Prvi od njih, pronefros, iako rudimentaran i funkcionalno beznacajan,
ima vaznu ulogu u inicijaciji razvoja 1 sazrijevanju kona¢nog bubrega. Mezonefros, koji se
razvija odmah nakon pronefrosa, ima ogranic¢enu funkciju stvaranja urina tijekom prvih dana
svojeg postojanja. Kona¢no, metanefros se tijekom vremena razvija u trajni, funkcionalni
bubreg covjeka (4, 5). lako se razvoj bubrega u ljudi i miSeva odvija prema istom
morfogenetskom obrascu, postoje razlike u vremenskoj dinamici pojave i regresije prijelaznih
stadija zbog razliCitog trajanja gestacije — koja u ¢ovjeka prosjecno traje 40 tjedana, a u misa
svega 20 dana (6). U sljedecih nekoliko odlomaka bit ¢e opisan slozeni, vise-fazni mehanizam

razvoja svih dijelova mokra¢nog sustava.



1.1.1. Pronefros

Pronefri¢ki bubreg predstavlja najraniji stadij razvoja mokra¢nog sustava i odlikuje se
relativno jednostavnom gradom. Sastoji se od 7 do 10 stanicnih nakupina smjestenih u
cervikalnoj regiji zametka (Slika 1A). U Covjeka se pronefros poCinje razvijati pocetkom
cetvrtog tjedna gestacije (E20—E22), dok se kod misa javlja ve¢ osmog dana nakon oplodnje
(E8). Ove stani¢ne nakupine, koje Cine pronefros, predstavljaju segmentirane dijelove
intermedijarnog mezoderma poznate kao nefrotomi, koji formiraju pocetne tubule mokra¢nog
sustava. Kranijalno smjesteni nefrotomi postupno regrediraju prije nego Sto se razviju oni
kaudalniji. Tijekom ovog stadija nefrogeneze formira se izmedu 6 i 10 parova nefrotoma, a
svaki od njih sadrzi Supljinu nazvanu nefrocel (7). Ovi se tubuli spajaju i povezuju u pronefricki
kanal, koji se proteze od cervikalne regije (kranijalna granica) do kloake (kaudalna granica)
embrija. Unutar tubula, stanice s trepetljikama poti¢u protok tekucine, koja se djelomic¢no
resorbira u okolne krvne sinuse. Dok ovaj rani ekskrecijski sustav ima funkcionalnu ulogu u
nekim nizim kraljeznjacima, poput riba, kod covjeka je nefunkcionalan i potpuno regredira do
kraja Cetvrtog tjedna gestacije (E25), odnosno oko devetog dana razvoja kod misa (E9) (4, 8,
9).
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Slika 1. Razvojni stadiji ljudskog bubrega. Preuzeto i prilagodeno prema: Schell C, Wanner
N, Huber TB. Glomerular development — Shaping the multicellular filtration unit. Seminars in
Cell & Developmental Biology. 2014;36:39-49. Licenca broj: 6058890045038. Dozvola za
koriStenje dodijeljena od strane Elseviera i Copyright Clearance Centera (10).



1.1.2. Mezonefros

Razvoj mezonefrosa (Slika 1A) zapocinje usporedno s regresijom pronefrosa, tijekom
4. gestacijskog tjedna u ljudskom embriju (11) i E9 u misa (12). Mezonefros i mezonefricki
(Wolffov) kanal razvijaju se iz intermedijarnog mezoderma, u podrucju izmedu gornjih
torakalnih i gornjih lumbalnih segmenata zametka. Pocetkom cCetvrtog tjedna embrionalnog
razvoja, paralelno s regresijom pronefrickog sustava, zapocinje formiranje prvih mezonefrickih
kanali¢a. Ti se kanali¢i relativno brzo izduzuju te poprimaju oblik slova S, pri ¢emu dolazi do
nakupljanja kapilara u njihovom medijalnom dijelu. Te kapilarne nakupine kasnije ¢e formirati
glomerule (Slika 1E) (4). Oko glomerula, tubuli oblikuju Bowmanovu ¢ahuru, ¢ime se formira
primitivno bubrezno tjelesce. S lateralne strane, svaki od tih tubula ulazi u longitudinalni sabirni
kanal poznat kao mezonefricki ili Wolffov kanal (13). U ¢ovjeka, kranijalno smjesteni nefroni
postupno atrofiraju i degeneriraju, slijedec¢i razvojni val koji se kre¢e od kranijalnog prema
kaudalnom dijelu. Kanali¢i kaudalno smjestenih nefrona ne uspostavljaju vezu s Wolffovim
kanalom, zbog Cega nikada ne postaju funkcionalni (14). Mezonefros u Covjeka postupno
regredira do kraja tre¢eg mjeseca intrauterinog razvoja (15), dok kod misa ovaj proces zavrSava
oko 14. dana embrionalnog razvoja (E14) (16). U muskaraca, nekoliko kaudalno smjestenih
mezonefrickih tubula, zajedno s mezonefrickim (Wolffovim) kanalom, perzistira te sudjeluje u
formiranju izvodnih kanala testisa. Nasuprot tome, u Zena ti strukturalni elementi u potpunosti
nestaju. Na kaudalnom kraju Wolffovog kanala formira se mokracovodni pupoljak,

oznacavajuci po¢etak razvoja metanefrosa (4).

1.1.3. Metanefros

Tre¢i razvojni stadij mokra¢nog sustava predstavlja trajni bubreg, odnosno metanefros.
Kod ¢ovjeka se pojavljuje u petom tjednu gestacije, dok kod misSa nastaje oko 11. dana
embrionalnog razvoja (E11-E11.5). Njegova odvodna komponenta razvija se iz metanefrickog
mezenhima na sli¢an nac¢in kao u prethodnom stadiju — mezonefrosu. Ipak, razvoj tubularnog
sustava u metanefrosu znatno se razlikuje od ranijih, jednostavnijih oblika te ukljucuje sloZenije

procese grananja i diferencijacije (4, 17).

1.1.3.1. Sabirni sustav

Sabirni kanali metanefrosa razvijaju se iz mokrac¢ovodnog pupoljka, koji predstavlja
izdanak mezonefrickog (Wolffovog) kanala u neposrednoj blizini ulaza u kloaku. Pupoljak

prodire u mezenhim metanefrickog blastema, koji ga obavija poput kape. Kao rezultat ove
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interakcije, mokracovodni pupoljak se dilatira i formira primitivnu bubreznu zdjelicu (lat.
pyelon), te se potom dijeli u kranijalni i kaudalni segment — pretece buducih bubreznih ¢asica
(Slika 1C) (18). Epitelne stanice vrSaka sabirnih kanali¢a (lat. ampullae) poti¢u zgrusnjavanje
stanica metanefriCkog mezoderma (Slika 1D) koje stvaraju kape metanefrogenog tkiva ¢ime

zapocinje proces nefrogeneze (19).

Svaka bubrezna ¢asSica (lat. calyx renalis) formira dva nova pupoljka tijekom prodiranja
kroz metanefricko tkivo. Ovi se pupoljci dalje dijele, sve dok 12 ili vise generacija tubula ne
bude formirano. Periferno se stvaraju novi tubuli sve do kraja petog mjeseca gestacije. Tubuli
drugog reda se uvecavaju i apsorbiraju tubule trece i Cetvrte generacije, formirajuéi na taj nacin
male bubreZzne ¢aSice. Tubuli pete 1 kasnijih generacija se elongiraju, te konvergiraju prema

malim bubreznim ¢aSicama, stvaraju¢i bubrezne piramide (lat. pyramis renalis) (Slika 2) (4).

1.1.3.2. Odvodni sustav

Svaki novoformirani sabirni kanal na svom distalnom kraju biva prekriven
metanefrickom kapom, koju ¢ine stanice metanefrickog mezenhima (20). Pod induciraju¢im
utjecajem sabirnih tubula, ove stanice se organiziraju u male vezikule poznate kao bubrezna
tjeleSca, koja zauzvrat poti¢u daljnji razvoj sabirnih kanali¢a u obliku slova S (Slika 1E). U
dzepove krajnjih dijelova ,,S” tubula urastaju kapilare koje se diferenciraju u glomerule.
Navedeni tubuli zajedno s glomerulima tvore nefrone, osnovne ekskrecijske jedinice bubrega.
Proksimalni dio svakog nefrona ¢ini Bowmanova ¢ahura, dok distalni segment uspostavlja
izravnu vezu sa sabirnim tubulom, stvarajuci tako kontinuitet od ¢ahure do sabirnog sustava.
Daljnji rast odvodnog tubula dovodi do formiranja proksimalnog zavijenog kanali¢a (engl.
proximal convoluted tubule — PCT), Henleove petlje (engl. loop of Henle — HL) i distalnog
zavijenog kanalic¢a (engl. distal convoluted tubule — DCT). Zaklju¢no, mokra¢ovodni pupoljak
predstavlja osnovu za razvoj sabirnog sustava bubrega, ukljucujuci ureter, bubreznu zdjelicu,
caSice, sabirne kanale 1 kanali¢e. S druge strane, metanefrogeni mezenhim diferencira se u

glomerule, tubularne segmente nefrona i intersticijsko (stromalno) tkivo (21, 22).



Rastuci sabirni
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Slika 2. Razvoj sabirnih kanali¢a. Slika je izradena u Biorender softveru.

1.2. Anatomija i histologija odraslog bubrega ¢ovjeka
1.2.1. Anatomija i topografija

Odrasli bubrezi su parni, oblikom grahu sli¢ni organi smjeSteni retroperitonealno u
straznjem dijelu trbusne Supljine, s obje strane kraljeznice. Desni bubreg obi¢no se nalazi nesto
nize od lijevog zbog prisutnosti jetre. Prosje¢ne dimenzije bubrega kod odraslih osoba su 10—
12 cm u duljinu, 5-7 ¢cm u $irinu i 2-3 cm u debljinu, s teZinom od oko 150 g kod muskaraca i
135 g kod Zena. Topografski, gornji pol desnog bubrega proteze se od sredine desetog
torakalnog do sredine prvog lumbalnog kraljeska, dok se donji pol nalazi izmedu drugog i
treCeg lumbalnog kraljeska. Lijevi bubreg smjeSten je nesto vise, s gornjim polom izmedu
devetog torakalnog i dvanaestog torakalnog kraljeska, a donjim polom izmedu drugog i tre¢eg
lumbalnog kraljeska (23, 24). Svaki bubreg ima dvije povrsine (prednju i straznju), dva ruba
(lateralni i medijalni) te dva pola (gornji i donji). Na medijalnom rubu nalazi se hilus bubrega,
kroz koji ulaze bubrezna arterija 1 Zivci, a izlaze bubreZna vena, limfne Zile 1 ureter. Hilus vodi
u bubrezni sinus, Supljinu ispunjenu masnim tkivom koja sadrzi bubreznu zdjelicu, velike i
male CaSice te krvne i limfne zile (23). Parenhimski dio bubrega sastoji se od kore (lat. cortex
renalis) i srzi (lat. medulla renalis). Kora bubrega obuhvaca vanjski sloj i proteze se izmedu

bubreznih piramida kao stupci (lat. columnae renales). Srz se sastoji od 8 do 18 konusnih
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bubreznih piramida, ¢iji se vrhovi (lat. papillae renales) otvaraju u male ¢asice, koje se spajaju

u velike c¢asice, a zatim u bubreznu zdjelicu, koja se nastavlja u ureter (Slika 3) (25, 26).

Bubrezi su bogato vaskularizirani organi. Bubrezna arterija (lat. arteria renalis), grana
abdominalne aorte, ulazi u bubreg kroz hilus i dijeli se na segmentalne arterije, koje se dalje
granaju u interlobarne, arkuatne i interlobularne arterije, opskrbljujuci nefrone krvlju. Venska
krv odvodi se putem bubrezne vene (lat. vena renalis) u donju Suplju venu (lat. vena cava
inferior) (27). Bubrezi su smjesteni retroperitonealno, okruzeni masnim tkivom (lat. capsula
adiposa) i bubreznom fascijom (lat. fascia renalis), sto im pruza mehanicku zastitu i fiksaciju
unutar trbusne Supljine. Ova anatomska pozicija omogucuje relativnu pokretljivost bubrega

tijekom disanja i promjena polozaja tijela (8, 23).

Hilus BubreZna kora

BubreZna
arterija i vena

Nakapnica

piramide
Ureter

Velika ¢asica
renales

Mala &asica
Fibrozna
kapsula

Slika 3. Anatomija i topografija bubrega. Slika je izradena u Biorender softveru.

1.2.2. Histologija

Svaki bubreg sadrzi izmedu 1 i 4 milijuna nefrona (gré. nephros — bubreg), koji
predstavljaju osnovne funkcionalne jedinice bubreznog tkiva. Nefron se sastoji od bubreznog
(Malpighijevog) tjelesca, proksimalnog zavijenog kanali¢a, tankog i debelog dijela Henleove
petlje te distalnog zavijenog kanali¢a. [ako sudjeluju u transportu urina, sabirni kanali 1 kanaliéi

strukturno i funkcionalno se ne ubrajaju u sastavne dijelove nefrona (28).
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Svako bubrezno tjeleSce promjera je otprilike 200 um i sastoji se od klupka krvnih
kapilara— glomerula — okruzenog dvoslojnom epitelnom kapsulom poznatom kao glomerularna
(Bowmanova) kapsula. Unutarnji, odnosno visceralni list kapsule usko prianja uz kapilare
glomerula, dok vanjski, parijetalni list formira vanjsku granicu bubreznog tjeleSca. Izmedu ova
dva sloja nalazi se mokrac¢ni prostor u koji se, kroz stijenku kapilara i visceralni list, filtrira
krvna plazma. Bubrezno tjeleSce ima dva jasno definirana pola: vaskularni pol, kroz koji
aferentna arteriola ulazi, a eferentna arteriola izlazi iz glomerula, te mokra¢ni pol, iz kojeg
zapocinje PCT. Nakon ulaska u glomerul, aferentna arteriola se grana u dva do pet primarnih
ogranaka, od kojih svaki formira mrezu kapilara koje zajedno ¢ine glomerularni splet (28, 29).
Stanice unutra$njeg sloja Bowmanove kapsule nazivaju se podociti 1 imaju tijelo od kojeg
polazi nekoliko primarnih produZetaka. Svaki primarni produzetak daje brojne sekundarne
produzetke, tzv. nozice, koje obavijaju glomerularne kapilare (28). Izmedu fenestriranih
endotelnih stanica glomerularnih kapilara i podocita koji oblazu njihovu vanjsku povrSinu
nalazi se zajedniC¢ka bazalna membrana. Ta membrana predstavlja glavnu filtracijsku barijeru
izmedu krvi i mokra¢nog prostora. Nastaje spajanjem bazalnih lamina endotelnih stanica i
podocita (Slika 4). Elektronskim mikroskopom prepoznaju se tri sloja bazalne membrane:
sredi$nji elektronski gust sloj — lamina densa — te dva elektronski svjetlija sloja sa svake strane
— lamina rara interna i lamina rara externa (30). Lamina densa sastavljena je od mreze kolagena
tipa IV i laminina, uz dodatak matriksa bogatog proteoglikanima s negativnim nabojem, poput
heparan sulfata, koji ograni¢avaju prolaz kationa i velikih molekula. Na taj nacin, glomerularna
bazalna membrana djeluje kao selektivna makromolekularna barijera, pri ¢emu lamina densa

ima primarnu ulogu fizickog filtra (28).
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Slika 4. Prikaz filtracijske barijere glomerula snimljen transmisijskim elektronskim

mikroskopom. Filtracijska barijera sastoji se od fenestriranog endotela (E), kapilare (C) i
glomerularne bazalne membrane (BM) koja dijeli vaskularni od mokraé¢nog prostora (US), te
sekundarnih izdanaka (PE) i podocita (PO) izmedu kojih se protezu filtracijske pukotine.
Fotografija je izvorno snimljena na arhiviranom preparatu ljudskog bubrega u 14. danu
postnatalnog razvoja. Slika je snimljena pri povecanju x15.000. Transmisijski elektronski
mikroskop (JEM JEOL 1400, Japan).

U odraslih osoba, protok krvi kroz oba bubrega iznosi izmedu 1,2 i 1,3 litara u minuti,
§to znacCi da cijeli volumen cirkuliraju¢e krvi prode kroz bubrege svakih 4 do 5 minuta.
Glomeruli su sastavljeni od arterijskih kapilara u kojima je hidrostatski tlak relativno visok,
priblizno 45 mmHg, §to je znacajno viSe nego u vecini drugih kapilarnih mreza u tijelu.
Glomerularni filtrat po svom kemijskom sastavu vrlo je sli¢an krvnoj plazmi, no gotovo je u
potpunosti liSen proteina, buduc¢i da makromolekule tesko prolaze kroz slojeve glomerularnog
filtra. Najvece proteinske molekule koje uspijevaju proc¢i imaju molekularnu masu oko 70 kDa,

zbog Cega se u filtratu mogu pronaci samo male koli¢ine albumina plazme (31).

PCT obloZen je kubi¢nim ili cilindricnim epitelom. Stanice ovog epitela imaju

acidofilnu citoplazmu jer sadrze brojne izduzene mitohondrije (32). Sami vrh stanice sadrzi
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brojne mikrovile duge oko jednog mikrometra, koje cine cCetkastu prevlaku. Apikalna
citoplazma ovih epitelnih stanica obiluje vezikulama smjeStenima izmedu baza mikrovila, ¢ime
se povecCava kapacitet tubularnih stanica za apsorpciju makromolekula. Mitohondriji su
koncentrirani u bazalnom dijelu stanica i usmjereni vertikalno. Ovakav raspored mitohondrija,
zajedno s povecanom povr§inom stanicne membrane na bazi, karakteristian je za epitelne
stanice koje aktivno sudjeluju u transportu iona. Zbog izrazenih interdigitacija lateralnih
membrana, granice izmedu stanica proksimalnog kanali¢a nisu jasno vidljive pod svjetlosnim
mikroskopom (28). Glomerularni filtrat formiran u bubreznom tjeleScu ulazi u PCT, gdje
zapocinje proces apsorpcije i sekrecije. PCT apsorbira iz filtrata sve aminokiseline i glukozu,
oko 85 % natrijeva klorida (NaCl) i vode, kao 1 znac¢ajne koli¢ine fosfata i kalcija. Voda prolazi
pasivnom difuzijom, prate¢i osmotski gradijent. Kada koncentracija glukoze u filtratu premasi
apsorpcijski kapacitet PCT-a, urin postaje obilniji i sadrzi povecane koli¢ine glukoze (33). HL
ima oblik slova U. Sastoji se od debelog silaznog dijela, gradom sli¢nog PCT, zatim tankog
silaznog dijela, tankog uzlaznog dijela i debelog uzlaznog dijela, koji je gradom slican DCT.
Otprilike jedna sedmina svih nefrona smjestena je u blizini kortikomedularne granice te se
nazivaju jukstamedularni nefroni, dok se ostali nazivaju kortikalnim nefronima. Svi oni
sudjeluju u procesima filtracije, apsorpcije 1 sekrecije. Medutim, jukstamedularni nefroni
kljucni su za stvaranje gradijenta hipertoni¢nosti u intersticiju medule, Sto predstavlja osnovu
Sposobnosti bubrega da stvara hipertoni¢ni urin. Jukstamedularni nefroni imaju vrlo duge HL
koje se protezu duboko u medulu. Te se petlje sastoje od kratkog debelog silaznog dijela, dugog
tankog silaznog dijela, tankog uzlaznog dijela i debelog uzlaznog dijela. Nasuprot tome,
kortikalni nefroni imaju vrlo kratke tanke silazne dijelove i nemaju tanke uzlazne dijelove
(Slika 5) (28, 34).
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Slika 5. Podrugje rasta u kori bubrega obuhvaca nefrogenu zonu (Nz) i jukstamedularnu regiju
(Jr). Neposredno ispod bubrezne kapsule (C) nalazi se nefrogena zona, vidljiva kao bazofilni
pojas nefrona u razvoju u vanjskom dijelu kore bubrega. Najstarije formirani glomeruli (Q)
povezuju se 1 integriraju u rastu¢u koru bubrega smjeStenu ispod nefrogene zone. Mladi
glomeruli gusce su rasporedeni u vanjskom dijelu kore, dok su stariji glomeruli razdvojeniji i
smjesteni blize srzi, zbog izvijanja i Sirenja kanali¢a. Proksimalni zavijeni kanali¢i (PCT) lako
su prepoznatljivi ispod nefrogene zone zbog eozinofilne citoplazme. Fotografija je izvorno
snimljena na arhiviranom preparatu ljudskog bubrega u 35. tjednu fetalnog razvoja. Slika je

snimljena pri povecanju x10.

Kada debeli uzlazni dio HL ude u koru bubrega, zadrZava svoju histolosku gradu, ali
postaje savijen i naziva se DCT. Ovaj kanali¢ oblozen je kubi¢nim epitelom. DCT se razlikuje
od PCT (Slika 6), iako su oba smjeStena u kori bubrega, u nekoliko znac¢ajki: stanice DCT-a

manje su od stanica PCT-a, nemaju ¢etkastu prevlaku i ne posjeduju apikalne vezikule. Stanice
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DCT-a imaju sloZene invaginacije bazalne membrane povezane s mitohondrijima, $to ukazuje

na njihovu ulogu u aktivnom transportu iona (35).

Slika 6. Svjetlosnomikroskopska snimka kore bubrega covjeka u razvoju. Glomeruli fetalnog
bubrega (g) manji su od glomerula odrasle osobe, a podociti imaju karakteristican kubicni
izgled. Proksimalni zavijeni kanali¢i (PCT) lako se prepoznaju zbog eozinofilne citoplazme.
Stanice distalnog zavijenog kanali¢a (DCT) su plocastije i manje od stanica proksimalnog
zavijenog kanalica, uz odsustvo Cetkaste prevlake i apikalnih mjehuri¢a. Fotografija je izvorno
snimljena na arhiviranom preparatu ljudskog bubrega u 35. tjednu fetalnog razvoja. Slika je

snimljena pri povecanju x40.

Iz DCT mokraca ulazi u sabirne kanalice, koji se medusobno spajaju i formiraju vece,
prave sabirne kanale. Ovi kanali postupno se $ire i priblizavaju vrhovima medularnih piramida.
Manji sabirni kanali¢i oblozeni su kubi¢nim epitelom, dok se ulaskom dublje u medulu stanice
epitelnih slojeva postepeno izduzuju i poprimaju cilindri¢ni oblik. Na vrhovima medularnih
piramida promjer sabirnih kanala doseze oko 200 um. Duz cijelog svog toka sabirni kanali¢i 1

kanali gradeni su od stanica koje se slabo boje uobi¢ajenim histoloSkim metodama. Te stanice
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imaju elektronski svijetlu citoplazmu s malo organela. U sabirnim kanali¢ima i kanalima kore
prisutne su tamno obojene umetnute (interkalarne) stanice, ¢ija funkcija jo$ nije u potpunosti
razjasnjena. Odvodni kanali u bubreznoj srzi imaju klju¢nu ulogu u koncentriranju urina (28).
Uz samo bubrezno tjeleSce nalazi se tunica media aferentne arteriole, s modificiranim glatkim
miSi¢nim stanicama koje se nazivaju jukstaglomerularne (JG) stanice. Ove stanice imaju
citoplazmu ispunjenu sekretornim granulama. Sekret JG stanica igra vaznu ulogu u odrzavanju
krvnog tlaka. Makula densa DCT-a obi¢no je smjeStena u blizini dijela aferentne arteriole koji
sadrzi JG stanice. Zajedno, taj dio arteriole i makula densa ¢ine JG aparat. Na elektronskom
mikroskopu JG stanice pokazuju karakteristike stanica specijaliziranih za sintezu proteina,
ukljucujuéi obilje granuliranog endoplazmatskog retikuluma, razvijen Golgijev aparat i
prisutnost sekretornih granula promjera 10 do 40 nm. JG stanice sintetiziraju hormon renin, koji
djeluje na plazmatski protein angiotenzinogen, pri ¢emu nastaje neaktivni dekapeptid
angiotenzin I. Djelovanjem konvertiraju¢eg enzima, koji se u visokoj koncentraciji nalazi u
endotelnim stanicama pluca, angiotenzin I gubi dvije aminokiseline i prelazi u aktivni

vazopresivni oktapeptid, angiotenzin I (28, 31).

1.3. Anatomija i histologija odraslog miSjeg bubrega

Bubrezi odraslog misa su mali, glatki, crvenosmedi organi oblika zrna graha, smjeSteni
retroperitonealno uz straznju trbusnu stijenku, sli¢no kao i kod ¢ovjeka. Duljina bubrega misa
iznosi prosje¢no 8—10 mm, a teZina oko 150-200 mg (36). PovrSina bubrega je glatka, bez
lobulacija koje su ponekad izrazenije kod nekih vrsta. Mikroskopski, bubrezna grada misa
podijeljena je na korteks 1 medulu. Korteks zauzima periferni dio bubrega i sadrzi glomerule,
PCT i DCT, pocetne dijelove sabirnih kanali¢a te HL. Broj glomerula u bubrezima misa manji
je nego kod covjeka, no gusto¢a glomerularne raspodjele u korteksu je visoka. Glomeruli su
manji (promjera oko 70-90 um) u odnosu na ljudske (150200 um), a Bowmanova kapsula
jasno omeduju glomerularne kapilare (37). Podociti koji oblazu unutarnji sloj Bowmanove
kapsule formiraju primarne i sekundarne izdanke (nozice), stvarajuci filtracijsku barijeru
zajedno s fenestriranim endotelom kapilara i bazalnom membranom. Struktura filtracijske

barijere sli¢na je onoj kod ¢ovjeka, iako je bazalna membrana proporcionalno tanja u misa (38).

PCT oblozeni su kubi¢nim epitelom s izrazenom cetkastom prevlakom, formiranom
mikrovilima bogatim aktinskim filamentima. Citoplazma stanica PCT-a pokazuje izrazitu
eozinofiliju zbog velike koli¢ine mitohondrija, slicno kao u ljudskom bubregu (39). Nasuprot

tome, DCT imaju stanice manje visine, bez ¢etkaste prevlake, i manje izrazenu eozinofiliju, ali
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s izrazenim bazalnim invaginacijama povezanima s brojnim mitohondrijima, Sto ukazuje na
funkciju u reapsorpciji iona (28). Medula bubrega misa podijeljena je na vanjsku i unutarnju
medulu te papilu. U meduli se nalaze ravni dijelovi proksimalnih i distalnih kanali¢a, HL i
sabirni kanali¢i. HL kod miSa, osobito kod jukstamedularnih nefrona, produzuju se duboko u
unutarnju  medulu, omogucujuéi stvaranje hipertoni¢nog gradijenta neophodnog za
koncentriranje mokrace. Medutim, mi§ ima kra¢e HL u usporedbi s covjekom, zbog Cega je
njihova sposobnost koncentriranja mokrace nesto ograni¢enija (40).
Sabirni kanali¢i 1 ve¢i sabirni kanali gradeni su od glavnih i umetnutih stanica. Glavne stanice
sudjeluju u regulaciji ravnoteze vode 1 natrija putem hormona aldosterona i antidiuretskog
hormona (ADH), dok umetnute stanice reguliraju acido-baznu ravnotezu . Histoloski, stanice
sabirnih kanali¢a U miSa slabije se boje uobic¢ajenim histoloskim bojama, slicno kao kod covjeka
(41). Bubrezni krvotok misa takoder pokazuje opée karakteristike sisavaca. Aferentne arteriole
dovode krv u glomerule, dok eferentne arteriole formiraju peritubularne kapilare korteksa,
omogucujuci odrzavanje osmotskog gradijenta. lako osnovna organizacija krvotoka odgovara
ljudskom bubregu, brzina protoka krvi i volumni omjer kortikalnog i medularnog protoka

prilagodeni su manjoj veli¢ini i metaboli¢kim zahtjevima misa (42).

Zakljuéno, bubreg odraslog miSa, iako manjih dimenzija, zadrzava sve osnovne
anatomske i histoloske karakteristike bubrega sisavca, uz specifi¢ne prilagodbe povezane s

veli¢inom 1 fizioloSkim potrebama.

1.4. Fiziologija bubrega

Bubrezi su klju¢ni organi za odrzavanje homeostatske ravnoteze tijela, prvenstveno kroz
procese filtracije, resorpcije, sekrecije 1 izlucivanja. Svakog dana bubrezi Covjeka filtriraju
priblizno 180 litara plazme, stvarajué¢i oko 1,5 litara urina (31). Glomerularna filtracija
zapocinje u bubreznim tjeleScima gdje filtracijska barijera, gradena od fenestriranog endotela,
glomerularne bazalne membrane i podocita, selektivno propusta vodu i male molekule, dok
zadrzava stanice i proteine (43). Glomerularna filtracija regulira se mehanizmima poput
miogenog odgovora, tubuloglomerularna povratna sprega i hormonski utjecaji putem renin-
angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS) (44). PCT predstavlja mjesto gdje se resorbira oko
65-70% filtrirane vode i natrija, te gotovo sva glukoza i aminokiseline (39). Resorpcija u PCT-
U je izuzetno ucinkovita zahvaljujuci velikoj membranskoj povrSini s ¢etkastom prevlakom,
brojnim mitohondrijima potrebnima za aktivni transport i izraZenim interdigitacijama stani¢nih
membrana. Transport natrija pomoc¢u Na*/K*-ATPaze stvara osmotski gradijent koji povlaci

vodu pasivnom difuzijom, dok se glukoza i aminokiseline resorbiraju putem sekundarno
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aktivnog transporta (45). Ako koncentracija glukoze u filtratu premasi transportni maksimum,

glukoza se pojavljuje u urinu (glukozurija) (31).

HL, osobito njezini tanki silazni i tanki uzlazni segmenti, ima klju¢nu ulogu u stvaranju
kortikomedularnog osmotskog gradijenta, neophodnog za koncentriranje urina. Silazni krak je
vrlo propustan za vodu, ali malo za sol, dok je uzlazni krak nepropustan za vodu, ali aktivno
transportira natrij, kalij i klorid, osobito u debelom uzlaznom dijelu (46). Ovaj protustrujni
mehanizam omogucava bubregu stvaranje visokih osmotskih gradijenata u meduli, klju¢nih za
kasniju resorpciju vode pod utjecajem ADH-a. DCT sudjeluje u finom podesavanju ionske
ravnoteze, posebno resorpciji natrija (pod kontrolom aldosterona) i sekreciji kalija i vodikovih
iona (47). Stanice DCT-a su manje, s manje izrazenim mikrovilima u usporedbi s PCT-om,

odrazavajuci njihovu glavnu funkciju za preciznu regulaciju, a ne masovnu resorpciju.

Uz tubulske funkcije, bubreg sudjeluje 1 u endokrinoj regulaciji krvnog tlaka lu¢enjem
renina iz jukstaglomerularnih stanica, ¢ime zapocinje kaskada RAAS-a koja podize sistemski
krvni tlak i povisuje resorpciju natrija i vode (48). Kod misa su osnovni principi bubrezne
fiziologije isti kao kod Covjeka, uz odredene razlike: misji bubrezi imaju vecu proporciju

kortikalnih nefrona i nesto nizu sposobnost koncentriranja urina zbog kra¢ih HL (49).

1.5. Prirodene anomalije bubrega i mokrac¢nih puteva (CAKUT)

Prirodene anomalije bubrega i mokra¢nih puteva (CAKUT) predstavljaju vrlo
heterogenu skupinu malformacija koje obuhvacaju Siroki spektar klinickih manifestacija, od
bezazlenih anatomskih varijacija do teskih defekata koji rezultiraju terminalnim stadijem
bubrezne bolesti. Prema epidemioloskim podacima, CAKUT ¢ine do 23% svih prirodenih
anomalija otkrivenih tijekom prenatalnog razvoja, a incidencija se procjenjuje na 1 do 4 slucaja
na 1000 trudnoca (50, 51). Ove malformacije mogu biti izolirane ili dio slozenijih sindromskih
poremecaja, $to ukazuje na njihovu raznoliku etiopatogenezu (51, 52). Najtezi oblici CAKUT-
a nastaju kao posljedica poremecene diferencijacije ili medudjelovanja ureterickog pupoljka i
metanefrickog mezenhima tijekom embriogeneze, dok manje izraZene anomalije obi¢no nastaju
u kasnijim fazama razvoja (53, 54). Medu najces¢im oblicima CAKUT-a ubrajaju se ageneza
bubrega, hipodizplasti¢ni bubrezi, hidronefroza, megaureter, duplikacija uretera, opstrukcija
ureteropelvicnog spoja (UPJO), vezikoureteralni refluks (VUR), opstrukcija ureterovezikalnog
spoja (UVJO) i posteriorni uretralni zalisci (PUV) (Tablica 1) (52).
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Tablica 1. Karakteristike CAKUT anomalija (50-52, 55-58).

Vrsta
anomalije

Broj
bubrega

Veli¢ina i

morfologija

bubrega

Polozaj
bubrega

CAKUT

fenotip
Ageneza
bubrega

Hipoplazija
bubrega

Displazija
bubrega

Policisti¢na
displazija
bubrega

Pokrovkasti
bubreg

Ektopicni
bubreg

Definicija

Jednostrani ili

obostrani
izostanak
stvaranja
bubrega.

Smanjena

bubreZzna masa

uz ocuvanu
histolosku
strukturu.

Nerazmjerna
organizacija

parenhima,
cesto s
cistama.

Brojne ciste u
displasticnom

bubregu.

Spojeni
bubrezi
(najcesce
donjim
polovima).
Bubreg se
razvije na
atipiénom
poloZzaju.

Ucdestalost

1:1250

1:4000

1:5000

1:4300

1:800

1:1000-
1:1200

Mutacije
gena
PAX2,
EYAL,
RET,
GDNF,
SALLI,
itd.
PAX2,
GDNF,
FGF7,
FGFR2,
itd.
HNF1B,
SIX2,
GLI3,

PBX1, itd.

HNF1B,
ACE,
PAX2,
REN, itd.
FOXD1,
PBX1

FOXD1,
PBX1

Razvojni proces

Razvoj
Wolffovog
kanala, indukcija
mokracovodnog

pupoljka

Proces grananja
mokracovodnog

pupoljka

Proces
diferencijacije i
nefrogeneze

Proces razvoja
osnovne grade

bubrega

Poremecaji
signala strome,
disfunkcija
metanefrickog
mezenhima
Nepravilna
migracija tijekom
razvoja
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Tablica 1. Nastavak

UPJO Opstrukcija 1:1000  RET, Maturacija
ureteropelvicnog GDNF, uretera
spoja uz dilataciju ROBO2
bubrezne zdjelice.

uvJo Opstrukcija 1:1500 RET, Proces maturacije
ureterovezikalnog GDNF, uretera
spoja. ROBO2,

LIM1, itd.

VUR Povratni tok 1:50— RET, Proces zatvaranja
mokrace iz 1:500 ROBO2, Wolffovog
mokra¢nog mjehura BMP4, kanala i lokacije

Anomalije prema bubrezima. PAX2, uretera
odvodnog itd.
sustava  Megaureter Progirenje uretera,  1:500 GDNF, Indukcija
éesto uz RET, mokra¢ovodnog
funkcionalnu ili ROBO2 pupoljka
anatomsku
opstrukciju.

Duplicirani  Postojanje 1:125 FOXC1,  Aberantni razvoj

ureter dvostrukih uretera PAX2, mokra¢ovodnog
iz jednog bubrega. itd. pupoljka

PUV Opstruktivne 1:5000- FOXC2, Malformacija u
membrane 1:8000 GATAZ, razvoju
straznjeg dijela HOXA1L3,  mokracne cijevi
uretre kod djecaka. :;(IjMPZ'

UPJO - opstrukcija ureteropelviénog spoja; UVJO - opstrukcija ureterovezikalnog spoja; VUR -

vezikoureteralni refluks; PUV - valva straznje mokraéne cijevi

Etiologija CAKUT-a izrazito je kompleksna i multifaktorijalna, ukljucujuéi genetske,
epigenetske i okolisSne ¢imbenike (Tablica 1). Poznato je da oko 15-16% slucajeva ima
prepoznatljivu genetsku osnovu, pri ¢emu znacajan dio bolesnika pokazuje obiteljsku
agregaciju s autosomno dominantnim na¢inom nasljedivanja, varijabilnom ekspresivnosc¢u i
nepotpunom penetrantnoséu (52). Identificirano je oko 40 monogenskih uzroka za izolirane
oblike CAKUT-a (mutacije u genima poput HNF1B, PAX2, EYAL, SALL1, GATA3 i PBX1),
dok je vise od 150 monogenskih sindroma povezano s CAKUT-om (npr. Potterov sindrom,
Fraserov sindrom, Allagilleov sindrom, Prune-belly sindrom) (52, 59). Vaznu ulogu imaju i

varijacije broja kopija (CNV) te submikroskopske kromosomske aberacije, koje Cesto ostaju
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dijagnosticki izazov, kao §to je primjerice delecija 22q11.2 regije u DiGeorgeovom sindromu
(52, 60).

Ekstrinzi¢ni ¢imbenici takoder znacajno doprinose razvoju CAKUT-a. Medu njima su
najznacajniji dijabetes majke, deficit folne kiseline i Zeljeza, kao i izloZenost odredenim
lijekovima tijekom trudnoce, Sto dodatno potvrduje vaznost okoliSnih utjecaja u modulaciji
ekspresije genetskih abnormalnosti (50). Moderna genetska tehnologija, uklju¢ujuéi panele
gena temeljenih na tehnologiji sekvenciranja sljedeée generacije (engl. next generation
sequencing - NGS) i sekvenciranje cijelog egzoma (engl. whole exome sequencing - WES),
omogucila je znacajan napredak u otkrivanju genetskih uzroka CAKUT-a (51). Ipak, s obzirom
na mogucu prisutnost patoloskih promjena u intronskim regijama i CNV, sve viSe se
primjenjuje i sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole genome sequencing - WGS) (51).
Pravodobno genetsko testiranje od klju¢ne je vaznosti, posebice u bolesnika s obiteljskim ili
sindromskim oblicima bolesti, jer omoguéuje ranu dijagnozu, savjetovanje i potencijalnu

ciljanju terapiju (52).

Razumijevanje patofiziologije CAKUT-a i dalje predstavlja izazov zbog njihove
klinicke heterogenosti i sloZenosti razvojnog puta (61). Medutim, uz razvoj personalizirane
medicine 1 snizavanje troSkova genetskog testiranja, raste mogucénost pravovremenog
prepoznavanja bolesti i prevencije progresije prema terminalnoj bubreznoj bolesti (62, 63).
Nadalje, razvoj modela induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (iPSC) i1 bubreZznih
organoida otvara nove perspektive u istraZzivanju patogeneze, kao 1 u razvoju personaliziranih

terapijskih pristupa (64-66).

1.5.1. Dijagnosticke moguénosti prirodenih anomalija mokraénog sustava

Dijagnostika CAKUT-a temelji se na kombinaciji prenatalnog otkrivanja, postnatalnih
slikovnih metoda i genetskog testiranja, a najvazniju ulogu u ranom prepoznavanju ima
prenatalna ultrazvuéna dijagnostika. Oko 60-80% CAKUT-a otkriva se antenatalno, najcesce
u drugom tromjesecju trudnoce, kada rutinski ultrazvuéni pregled moze pokazati klinicke
znakove poput hidronefroze, odsutnosti jednog bubrega, cisti¢ne formacije ili povecanog
mokra¢nog mjehura (67, 68). Hidronefroza je pritom najces¢i nalaz i moze predstavljati Sirok
spektar poremecaja — od benignih varijanti do znacajnih opstrukcija koje zahtijevaju kirur§ko
lijecenje. Kriteriji za pracenje i klasifikaciju fetalne hidronefroze temelje se na mjerenju
anteroposteriornog promjera bubrezne zdjelice (AP diametar), ¢ija progresija ili udruzenost s

drugim anomalijama moze ukazivati na potrebu za postnatalnom evaluacijom (61).
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Prepoznavanje rizi¢nih roditelja temelji se na obiteljskoj anamnezi 1 genetskom savjetovanju.
Budu¢i da oko 15% slucajeva CAKUT-a pokazuje hereditarnost, posebice s autosomno
dominantnim nasljedivanjem, roditelji koji su i sami imali anomalije bubrega, ali i oni s ve¢
ranijim djetetom s CAKUT-om, smatraju se visoko rizicnima (69). Takve obitelji trebale bi biti
ukljucene u genetsko testiranje i savjetovanje, 0sobito ako su u pitanju sindromske forme bolesti
ili dodatne anomalije izvan mokraé¢nog sustava. U posljednjem desetlje¢u znacajan napredak
postignut je primjenom WES i osobito WGS, koje omogucuju otkrivanje i intronskih mutacija,
akoje klasi¢ne metode ne mogu detektirati (51, 52). Tehnologije poput NGS omogucuju analizu
vise CAKUT-povezanih gena u jednom postupku, ¢ime se povecava dijagnosticka osjetljivost,
osobito kod sporadi¢nih i sindromskih slucajeva. Medu naj¢e$¢e mutirane gene povezane s
izoliranim CAKUT fenotipovima ubrajaju se HNF1B, PAX2, EYAL, dok se kod sindromskih
oblika ¢esto nalaze mutacije u genima poput CHD7, NOTCH2 i KMT2D (52).

Sto se ti¢e klini¢ke manifestacije, CAKUT se moZe prezentirati u razli¢itim Zivotnim
fazama. U ranom neonatalnom razdoblju, klini¢ki znakovi primarno ovise o tipu anomalije, a
ukljucuju palpabilnu abdominalnu masu, opstruktivne uropatije, infekcije mokra¢nog sustava
(IMS) i oliguriju. Znacajan broj djece ostaje asimptomatsko, a anomalija se otkriva tek tijekom
sistematskog pregleda ili obrade zbog infekcija u kasnijoj zivotnoj dobi. Kod starije djece se
CAKUT moZe manifestirati kao hipertenzija, proteinurija, smanjena bubrezna funkcija ili
progresivna kroni¢na bubrezna bolest (CKD), pri ¢emu cak do 50% djece sa zavrSnom

bubreznom bolesc¢u ima uzrok u CAKUT fenotipovima (70-73).

S obzirom na kompleksnost klinicke slike 1 etiologije, pravodobna dijagnoza i
multidisciplinarni pristup kljuéni su za optimizaciju ishoda. Prenatalno pracenje, rana
postnatalna evaluacija, genetsko testiranje 1 sustavno prac¢enje funkcije bubrega ¢ine osnovu

suvremenog pristupa dijagnostici i lije¢enju prirodenih anomalija mokra¢nog sustava.

1.5.2. Terapijske moguénosti prirodenih anomalija mokraénog sustava

Terapijske moguénosti za CAKUT ovise o vrsti i tezini anomalije, a pristup lijeCenju ukljucuje
kirurS§ke intervencije, medikamentoznu terapiju i, u tezim sluCajevima, dijalizu ili
transplantaciju bubrega. Kirurski zahvati su ¢esto potrebni kod opstruktivnih anomalija poput
UPJO, PUV i VUR-a. Standardne procedure ukljucuju pijeloplastiku, endoskopsku ablaciju
zalistaka 1 reimplantaciju uretera, Sto omogucuje o¢uvanje bubrezne funkcije i smanjenje rizika
od IMS. Studije pokazuju da je oko 58% djece s CAKUT-om podvrgnuto kirurS§kim

intervencijama, dok je 42% lijeGeno konzervativno (74). Djeca s jednostranom bubreznom
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agenezom cesto zive bez znacajnih tegoba zahvaljuju¢i kompenzacijskim mehanizmima
preostalog bubrega. Medutim, prisutnost dodatnih anomalija, poput hidronefroze ili VUR-a,

povecava rizik od razvoja hipertenzije i1 proteinurije, Sto moze dovesti do progresije CKD (75).

Medikamentozna terapija, ukljucujuéi primjenu inhibitora angiotenzin-konvertirajuceg
enzima (ACE inhibitora) (76), klju¢na je za usporavanje napredovanja bolesti i oCuvanje
bubrezne funkcije. U slucajevima kada dode do terminalne bubrezne insuficijencije, dijaliza i
transplantacija bubrega postaju neophodne terapijske opcije. Istrazivanja pokazuju da vecéina
pedijatrijskih nefroloskih centara pruza neonatalnu dijalizu, s varijabilnim pristupima ovisno o

specifi¢nostima slucéaja (76, 77).

Rani prenatalni screening i postnatalno praéenje kljuéni su za pravodobnu dijagnozu i

intervenciju, ¢ime se povecava $ansa za oCuvanje bubrezne funkcije i smanjenje komplikacija.

1.6. Znac¢aj animalnih modela u istraZivanjima bolesti bubrega

Animalni modeli predstavljaju neizostavan alat u istraZivanju bubreznih bolesti jer
omogucuju detaljno razumijevanje mehanizama embriogeneze, fiziologije bubrega, kao i
razvoja patoloskih procesa poput cisti¢nih bolesti, glomerulopatija i tubulointersticijskih
poremecaja (78). Njihova primjena omogucuje translaciju osnovnih znanstvenih spoznaja u
klini¢ku praksu te razvoj 1 testiranje novih terapijskih pristupa prije nego $to se one primijene
u ljudi (79). Najcesce koristen model u biomedicinskim studijama je mis$ (lat. Mus musculus),
zahvaljuju¢i visokom stupnju genetske i1 funkcionalne sli¢nosti s ljudskim organizmom,
relativno kratkom reproduktivnom ciklusu te dobro razvijenim tehnikama genetske
manipulacije. Misji modeli omoguéuju ciljano "utiSavanje" gena (knockout), umetanje mutacija
(knockin), inducibilne mutacije (Cre-LoxP sustav), kao i upotrebu transgenih linija za
izrazavanje proteina u to¢no definiranim tkivima i vremenskim tockama. Takav pristup
omogucuje modeliranje CAKUT-a, CKD, nefrotskog sindroma i autosomno dominantne
policisticne bolesti bubrega (ADPKD) (80). Primjerice, knockout Hnflb misji modeli
reproduciraju fenotipove koji ukljuc¢uju hipodizplaziju bubrega, cisti¢ne promjene i poremecaje
u ureterovezikalnoj migraciji — §to izravno odrazava klini¢ku sliku u ljudi s HNF1B mutacijom
(81). Osim toga, misji embrionalni razvoj vrlo je dobro opisan i moze se paralelno usporedivati
s ljudskim razvojnim fazama (npr. zavrSetak organogeneze kod miSa oko 14. dana gestacije
odgovara 8. do 9. tjednu intrauterinog zivota kod ¢ovjeka), Sto dodatno potvrduje njegovu

vrijednost u razvojnim nefroloskim istrazivanjima (82).
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Osim miSeva, sve viSe se u nefroloskom istrazivanju koristi zebrica (lat. Danio rerio),
zbog svoje genomske slicnosti s ljudima, prozirnih embrija i moguénosti pra¢enja razvoja
nefrona u realnom vremenu. Zebrice, kao i ¢ovjek posjeduju pronefros, a homologni mehanizmi
koji upravljaju nefrogenezom (poput wtl, pax2, podocin) omoguc¢uju modeliranje bolesti poput

podocitopatija, cisti¢ne bolesti i razli¢itih bubreznih malformacija (83, 84).

Svinje, osobito minijaturne pasmine poput Gdttingenske svinje, koriste se zbog
anatomske i fizioloske sli¢nosti s ljudskim mokraénim sustavom. One su iznimno korisne u
translacijskim istrazivanjima, testiranju novih dijagnostic¢kih pristupa (npr. MRI vizualizacije
nefropatija) te kao platforma za procjenu u¢inkovitosti regenerativnih i farmakoloskih terapija
prije klinickih studija (85). Modeli poput Caenorhabditis elegans i Drosophila melanogaster
unato¢ svojoj morfoloskoj jednostavnosti, omogucuju istrazivanje osnovnih molekularnih i
stani¢nih mehanizama relevantnih za razvoj bubrega. Npr., u C. elegansu su istrazene funkcije
gena kao §to su daf-2 i ins-7, povezane s regulacijom autofagije i homeostaze, dok su kod
Drosophile proucavani geni uklju¢eni u razvoj Malpighijevih tubula — struktura funkcionalno

sli¢nih renalnim tubulima u ljudi (86, 87).

1.7. Yotari mis

Yotari mi§ (Dabl”) predstavlja prirodni neuroloski mutantni model koji fenotipski
snazno podsjeca na poznatog reeler misa. Ovaj mutant nastao je spontano kao potomak muskog
kimernog misa koji je nosio mutaciju receptora za inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3R1), a kasnije je
utvrdeno da je uzrok mutacije gubitak funkcije gena Disabled-1 (Dab1l) (88, 89). Oba modela
— yotari mi§ s mutacijom u Dabl i reeler mi§ s delecijom u 3’ kodiraju¢em podrucju Reelin
gena — pokazuju gotovo identi¢an fenotip: nestabilan hod, tremor 1 preranu smrt, obi¢no oko
vremena prestanka dojenja (90-93). Sli¢nosti u fenotipu izmedu yotari i reeler miseva snazno
upucuju na to da je DABL protein kljuéni intracelularni posrednik u Reelin signalnom putu,
koji je odgovoran za pravilnu migraciju 1 organizaciju neurona tijekom razvoja srediSnjeg
zivéanog sustava (88, 91). Vaznost ovog signalnog puta potvrduju brojna istrazivanja koja su
identificirala njegovu ulogu u neuropsihijatrijskim poremecajima, ukljucujuéi shizofreniju,
autizam i bipolarni poremecaj, gdje su polimorfizmi u Reelin genu povezani s pove¢anim

rizikom za navedene bolesti (94-96).

[ako je vecina ranijih istrazivanja bila usmjerena na neurolosku funkciju Reelin/DABI1
signalnog puta, sve je viSe dokaza o njegovoj ekspresiji 1 funkciji u neneuronalnim tkivima.

Upotrebom Western blot tehnike, prisutnost Reelin-a potvrdena je u plazmi ljudi, miseva i
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Stakora (97). Nadalje, tehnike poput northern blot-a, RT-PCR-a i in situ hibridizacije pokazale
su ekspresiju Reelin i Dabl mRNA u slezeni, jetri, bubregu, testisu, kao i u intersticijskim
regijama jajnika (91, 98-100).

Otkrice Reelin/DABL signalnog puta izvan mozga otvorilo je nova istrazivacka
podrucja, ukljucuju¢i njegovu mogucu ulogu u razvoju i bolesti bubrega, imunosnom odgovoru,
vaskularnoj stabilnosti i razvoju reproduktivnih organa (101). Ova otkri¢a upucuju na to da
yotari mi$, uz neuroloSka istrazivanja, moze predstavljati vrijedan model i za istrazivanja

sustavnih razvojnih poremecaja, ukljucujuci i prirodene anomalije mokra¢nog sustava.

1.8. Autofagija i apoptoza u bolestim bubrega

Autofagija predstavlja prirodan, evolucijski konzervativan stani¢ni proces kojim se
pomocu lizosomski ovisnog mehanizma uklanjaju disfunkcionalne stani¢ne komponente. Za
razliku od apoptoze, koja rezultira programiranom stani¢cnom smréu, autofagija pridonosi
odrzavanju stani¢ne homeostaze recikliranjem selektivnih organela i korisnih molekula, ¢ime
poti¢e prezivljavanje Stanice u uvjetima stresa (102). Tijekom autofagije dolazi do stvaranja
autofagosoma, membranskih vezikula koje "progutaju” (engl. engulf) osSteCene organele i
proteine. Autofagosomi se zatim spajaju s lizosomima stvarajuéi autolizosom (Slika 7), unutar
kojeg se sadrzaj razgraduje djelovanjem lizosomskih hidrolaza. LC3B, koji pripada obitelji
mikrotubulima pridruzenih proteina i homologan je Atg8 genu iz kvasca, nakon lipidacije
prelazi u oblik LC3-I1I koji se veze za membranu autofagosoma, a njegova se razina u stanicama
danas koristi kao pouzdan biomarker za kvantifikaciju aktivnosti autofagije (103, 104). Zhang
Y. i suradnici su u recentnoj studiji metodom Western blot i SP-obiljeZzavanja pokazali znac¢ajno
povecanje ekspresije LC3B-I i LC3B-II proteina u bubrezima nakon ozljede, s naknadnim
blagim smanjenjem njihove ekspresije tijekom reparacije, Sto upucuje na potencijalnu ulogu

autofagije u procesu oporavka bubreznog tkiva (105).
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Ciklus sazrijevanja autofagosoma

S - i Spajanje s
Inicijacija Elongacija Sazrijevanje lizosomom
nezreli
fagofora autofagosom autofagosom autofagolizosom
Sazrijevanje LC3 ATG3/7
LC3-1__ F N

Pr&LC3\'/ \—/ Lc3-||r
g2y P35

ATG4B ATG4B

Slika 7. Shematski prikaz sazrijevanja LC3. Pro-LC3 se pretvara u LC3-I cijepanjem izloZenih
glicinskih ostataka na C-terminalnom kraju, §to posreduje cisteinska proteaza ATG4B. ATG3/7
posreduju u pretvorbi LC3-1 u LC3-1l dodavanjem fosfatidiletanolaminske (PE) skupine, §to
omogucuje ugradnju LC3-11 u membranu autofagosoma. Recikliranje LC3-I1 natrag u LC3-1

takoder posreduje ATG4B. Slika je izradena u Biorender softveru.

Poseban oblik autofagije, poznat kao Saperonski posredovana autofagija (engl.
chaperone-mediated autophagy, CMA), ima vaznu ulogu u uklanjanju oksidiranih proteina.
Klju¢éna komponenta CMA mehanizma je LAMP2A (engl. lysosome-associated membrane
protein 2A), koji djeluje kao receptor na lizosomskoj membrani (106). Nakon vezanja
kompleksa Saperon-protein, LAMP2A omogucuje translokaciju ciljanih proteina u lumen
lizosoma, gdje se oni razgraduju putem lizosomskih proteaza (107). Zhang J. i sur. su analizom
bubreznog tkiva pokazali da je distribucija LAMP2A ograni¢ena na apikalne dijelove stanica
proksimalnog tubula, dok je izostajala u bazalnim dijelovima, $to sugerira lokus-specifi¢énu
aktivnost CMA u bolestima bubrega (108). Saperoni, poznati i kao proteini toplotnog $oka
(engl. heat shock proteins — HSP), djeluju kao regulatori stani¢ne homeostaze i apoptoze.

Njihova funkcija ukljucuje ponovno savijanje denaturiranih proteina i uklanjanje nepovratno
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oste¢enih molekula, ¢ime se sprjeCava apoptoza i potiCe prezivljavanje stanica (109). Medu
najistrazivanijima je obitelj HSP70, koja obuhvaca Saperone molekularne mase oko 70 kDa,
kljuéne za regulaciju proteinske ravnoteze i odgovora na stani¢ni stres (110). Nedavna
istrazivanja sugeriraju da obitelj] HSP70 ima vaznu ulogu i tijekom ranog razvoja bubrega,
osobito u kontekstu oksidativnog stresa i regulacije apoptoze (111). Unutar te obitelji, GRP78
(engl. glucose-regulated protein 78) ima klju¢nu funkciju u uvjetima stresa endoplazmatskog
retikuluma (ER), gdje djeluje kao senzor za nepravilno presavijene proteine. Tijekom ER stresa,
GRP78 se odvaja od PERK (engl. protein kinase RNA-like ER kinase) receptora i veze uz
nativne proteine, ¢ime inhibira signalnu kaskadu koja vodi k apoptozi (112). U bolesti bubrega
poput dijabeticke nefropatije, fibroze, proteinurije i prirodenih anomalija, ER stres je izrazito
izrazen, a razine GRP78 u serumu znacajno su vise u bolesnika s dijabetesom tipa 2 u usporedbi
s kontrolnom skupinom, §to ga ¢ini potencijalnim biomarkerom i terapijskim ciljem (112).
Jedan od klju¢nih markera programirane stani¢ne smrti, uz klasi¢ne kaspazne puteve, je i AlF
(engl. apoptosis-inducing factor) — mitohondrijski flavoprotein koji igra znacajnu ulogu u
kasapaza-neovisnom obliku apoptoze. U trenutku kada apoptozni signal prevlada nad stani¢nim
mehanizmima prezivljavanja, AIF se podvrgava proteolizi, translocira u jezgru, gdje potice
kondenzaciju kromatina i opseznu fragmentaciju DNA, ¢ime se pokrece ireverzibilni proces

stani¢ne smrti (113).

lako su apoptoza i autofagija tradicionalno promatrane kao zasebni procesi — prva
destruktivna, a druga stani¢no-protektivna, sve je vise dokaza da medu njima postoji znacajna
regulacijska medupovezanost, ukljucuju¢i 1 zajednicke molekularne puteve. NarocCito je
zanimljiv regulatorni dijalog izmedu AIF-posredovane apoptoze i autofagije, koji se moze
uociti u razli¢itim tipovima stanica i eksperimentalnim modelima. Primjerice, u HCT116
stanicama kolorektalnog karcinoma tretiranim Lapatinibom (inhibitor tirozin kinaze) opaZzena
je istodobna aktivacija autofagije i AlF-posredovane apoptoze, §to sugerira funkcionalnu
suradnju dvaju procesa u kontekstu antitumorskog djelovanja (114). Sli¢no tome, u stanicama
malignog rabdoidnog tumora, histonski deacetilazni inhibitor FK228 inducirao je autofagiju
putem translokacije AlF-a, dodatno potvrdujuéi ulogu ovog proteina kao spojista izmedu
procesa autofagije i apoptoze (115). Osim u tumorskim modelima, istrazivanja sugeriraju
mogucu ulogu AIF-a i u razvoju bubrega. Studija provedena od strane naseg istraziva¢kog tima
pokazala je da AlF, zajedno s drugim regulatorima apoptoze i razvoja (CRKL, AIFM3, BCL2,

UBASH3A), nije izraZen u ranim strukturama nefrona tijekom razvoja ljudskog bubrega, sto
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implicira da njegova uloga nije klju¢na u inicijalnim fazama nefrogeneze ili da je strogo

vremenski regulirana (116).
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2. CILJEVI | HIPOTEZE



2.1. Ciljevi istrazivanja

Ovo istrazivanje ima za cilj analizirati u¢inak funkcionalnog utisavanja Dabl gena na
ekspresiju i lokalizaciju biljega autofagije LC3B, LAMP2A, GRP78 i HSC70, te biljega
apoptoze A1l i AIF u razvojnim i postnatalnim bubrezima Dabl” (yotari) miseva. Bolje
razumijevanje normalne ekspresije ovih proteinskih biljega moze dovesti i do bolje

dijagnostike, ali i terapijskih modaliteta u bubreznoj patologiji.

Takoder, nakon provedenog istrazivanja na bubreznom tkivu knock-out miSeva,
analizirat ¢emo 1 prostorno-vremenski obrazac izrazaja LC3B, LAMP2A, GRP78, HSP70 u
normalnom razvoju ljudskih bubrega (CTRL) i razvoju bubrega zahva¢enih CAKUT-om
(dvostruki ureter (DU), hipoplasti¢ni bubreg (HYP) i displasti¢ni bubrezi (DYS)) od 22. do 41.
tjedna fetalnog razvoja, kako bismo ispitali promjene izrazaja gena i njihovih proteina

povezanih s pojavom CAKUT-a.
Specifi¢ni ciljevi istrazivanja:

1) Utvrditi i kvantificirati izrazaj biljega autofagije LC3B, LAMP2A, GRP78, HSC70,
te apoptoze A1l i AIF u razli¢itim strukturama bubrega Dab1”" (yotari) i kontrolnih
miSeva gestacijskih dana 13.5 (E13.5) 1 15.5 (E15.5) te 4. (P4), 11. (P11) 1 14. (P14)
postnatalnog dana primjenom indirektne imunofluorescencije.

2) Utvrditi i kvantificirati vremenski i prostorni izrazaj biljega autofagije LC3B,
LAMP2A, GRP78 i HSP70 u razvojnim stadijima bubrega (CTRL) i razvoju bubrega
zahvaéenih CAKUT-om (DU, HYP i DYS) od 22. do 41. tjedna fetalnog razvoja,
primjenom indirektne imunofluorescencije.

3) Utvrditi postoji li razlika u prostornom i vremenskom izrazaju navedenih biljega
autofagije izmedu covjeka i miSa u odgovaraju¢im stadijima koriStenjem
imunofluorescencije.

4) Razmotriti mogucénosti dijagnosticke i terapijske primjene navedenih biljega.

2.2. Hipoteza istraZivanja

Razina ekspresije biljega autofagije i apoptoze (LC3B, GRP78, LAMP2A, HSC70, A1l
i AIF) ima vaznu ulogu u regulaciji stani¢ne homeostaze tijekom fetalnog razvoja bubrega misa,
te promijenjena ekspresija navedenih biljega moze dovesti do razvoja urodenih anomalija

bubrega i mokra¢nog trakta (CAKUT).
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Razina ekspresije biljega autofagije (LC3B, GRP78, LAMP2A, HSP70) ima vaznu
ulogu u regulaciji staniéne homeostaze tijekom fetalnog razvoja bubrega covjeka, te
promijenjena ekspresija navedenih biljega moze dovesti do razvoja urodenih anomalija bubrega

1 mokra¢nog trakta (CAKUT).
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3. MATERIJALI | METODE



U ovom odjeljku opisani su relevantni postupci prikupljanja, obrade i analize animalnih
i humanih uzoraka koriStenih u istrazivanju. Prikazani su protokoli imunofluorescencijskog
bojanja koji ukljucuju primjenu specificnih primarnih i sekundarnih protutijela, kao i svi koraci
provedeni u svrhu vizualizacije i kvantificiranja signala. Nadalje, detaljno su opisane metode
statistiCke obrade podataka koriStene za evaluaciju rezultata, ukljucujuci primijenjene testove,

pragove znacajnosti te softverske alate koriStene u analizi.

3.1. Eticka dozvola

Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Split te Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu odobrili su provedbu ovog istrazivanja (klasa: 003-
08/23-03/0015; wur. broj: 2181-198-03-04-23-0073). Tijekom istrazivanja dosljedno su
postovani temeljni eticki i bioeticki principi, ukljuujuéi osobni integritet, pravednost,
dobrocinstvo i1 nacelo neskodljivosti, u skladu s odredbama Niirnberskog kodeksa i Helsinske
deklaracije (64. Opca skupStina WMA, Fortaleza, Brazil, listopad 2013.), kao i njezinim
naknadnim dopunama. Svi prikupljeni podaci koristit ¢e se isklju¢ivo u znanstveno-istrazivacke
svrhe. Doktorska disertacija izradena je u sklopu projekata Hrvatske zaklade za znanost:
‘Karakterizacija kandidat gena za kongenitalne anomalije bubrega i urotrakta tijekom razvoja
u miSa i Covjeka’ 1 ‘Genetska dijagnostika malformacija bubrega i mokraénog sustava

(NEPHROGEN)’, kojih je je voditeljica prof. dr. sc. Katarina Vukojevi¢.

3.2. Prikupljanje uzoraka
3.2.1. Prikupljanje animalnih uzoraka

U kontroliranim temperaturnim uvjetima (23 + 2 °C), Dabl heterozigotne Zivotinje,
generirane od tvrtke Jackson Laboratories, kriZzane su do homozigotnosti. Takoder, uz navedene
u istim uvjetima uzgajao se C57BL/6N (divlji) tip miSeva u standardnim polikarbonatnim
kavezima s neograni¢enim pristupom hrani 1 vodi, uz odrZzavanje 12-satnog ciklusa dana i no¢i,
te su na taj nac¢in minimalizirani svi okoliSni ¢imbenici, a koji bi mogli imati utjecaj na rezultate
istrazivanja. U svakom kavezu su se nalazila najvise ¢etiri misa. Koristili smo po najmanje 3

misa za svaki opisani genotip (yotari i divlji tip) u promatranom razvojnom periodu.

U gestacijskim danima 13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5) gravidne miSice su Zrtvovane, a
njihovi embriji su bili pohranjeni. U postnatalnim grupama, misevi su se duboko anestezirali
pentobarbitalom i transkardijalno perfundirali PBS-om i 4% otopinom paraformaldehida (PFA)
u 0.1 M PBS-a. Bubrezi su se nakon toga odstranili i fiksirali u 4% PFA u 0.1 M PBS preko

noci.

34



Veli¢ina uzorka odredena je pomo¢u Meadove jednadzbe resursa, koja se Cesto koristi za
procjenu veli¢ine uzoraka u istraZzivanjima na laboratorijskim Zivotinjama i drugim

eksperimentalnim studijama:

E=N-B-TodnosnoE+B+T=N

U nasem istrazivanju, parametri su definirani na sljede¢i nacin:

N je ukupan broj eksperimentalnih jedinica (ukupno 26, dakle N = 25),

B je blokiraju¢a komponenta, koja predstavlja broj razvojnih stadija ukljucenih u istrazivanje
(5 stadija: E13.5, E15.5, P4, P11, P14) minus 1, dakle B = 4,

T je broj tretmana odnosno eksperimentalnih skupina (divlji tip i yotari), dakle 2 skupine
minus1, T =1,

E predstavlja stupnjeve slobode pogreske, 1 u ovom slucaju iznosi E = 20

Ukupno:

E+B+T=20+4+1=25— odgovara uzorku od 12 divlji tip (wt) + 12 yotari zivotinja
Prema toj jednadzbi, minimalni broj zivotinja po skupini trebao bi biti 3. U ovom istraZivanju,
svaka eksperimentalna skupina sadrZavala je izmedu 3 1 7 Zivotinja za svaki genotip i1 razvojni

stadij, $to potvrduje da je uzorak bio dostatan za pouzdanu analizu.

3.2.2 Prikupljanje humanih uzoraka

Iz arhive Odjela za patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Split, prikupljeni su uzorci fetalnog bubreznog tkiva i to
29 parafinskih blokova prikupljenih nakon spontanih i eugenickih pobacaja uzrokovanih s
zivotom nespojivih abnormalnosti fetusa, a s odobrenjem Eti¢kog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Splitu (klasa: 003-08/23-03/0015, broj odobrenja: 2181-198-03-04-23-
0073) u skladu s nacelima Helsinske deklaracije (117). Nakon preuzimanja parafinskih
blokova, provedena je analiza uzoraka svjetlosnom mikroskopijom. Uzorci su prethodno
obradeni standardnim histoloskim tehnikama kako bi se iskljucili svi macerirani uzorci tkiva.
Gestacijska dob fetusa odredena je mjerenjem udaljenosti od tjemena do trtice, uzimajuci u
obzir i podatke o posljednjoj menstruaciji majke (118). PatoloSke promjene bubrega

klasificirane su na temelju makroskopske morfologije i1 rutinske histopatoloske analize. Zbog
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iznimne znanstvene vrijednosti, ali 1 ograniCene dostupnosti materijala, ova arhivska zbirka

predstavlja dragocjen izvor, iako s ograni¢enim brojem uzoraka (Tablica 2).

Tablica 2. Humani uzorci bubrega (n = 29) analizirani u istrazivanju.

Razvojni tjedni

Ukupan broj uzoraka

BubreZna patologija

bubrega
18 4
22 1
27 2
30 2 Normalni bubrezi (CTRL)
35 2
37 1
38 1
22 1
30 1 Potkovicasti bubrezi (HK)
35 1
22 2
27 1
Displasti¢ni bubrezi (DYS)
35 1
37 2
22 1
24 1 Bubrezi s udvostruc¢enim
ureterom (DU)
30 1
22 1
27 1
Hipoplasti¢ni bubrezi (HYP)
37 1
38 1
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Veli¢ina uzorka humanih bubrega odredena je pomocu gore navedene Meadove

jednadzbe resursa:
E=N-B+T+1)

Parametri za ovu analizu odredeni su kako slijedi:

N je ukupan broj pojedinaca ili jedinica u studiji: 29

B je blokiraju¢a komponenta (broj ispitivanih razvojnih tjedana umanjenza 1): § — 1 =7
T je komponenta lijecenja, koja odgovara broju tretiranih skupina (ukljucujuéi kontrolnu
skupinu) umanjenom za 1: 5 —1=4

Dobivena vrijednost za komponentu pogreske iznosi:
E =29 — (7 + 4+ 1) =17, §to se nalazi unutar preporuc¢enog raspona od 10 do 20.

Prema navedenoj jednadzbi, koristenje 29 uzoraka osigurava dovoljnu snagu analize.
Svaka ispitivana skupina sadrzavala je minimalno 3 uzorka, $to potvrduje adekvatnost uzorka

za statisti¢ku obradu.

3.3. Postupci obrade uzoraka

3.3.1. Uspostavljanje kolonije DAB1 knock-out (yotari) miSeva i prikupljanje uzoraka

DNA uzorak potreban za PCR genotipizaciju se izolirao iz tkiva repa Zivotinja prema
uputama iz protokola Qiagen kita, kako bi se odredili genotipovi pokusnih Zivotinja. Za PCR
analizu su se koristili sljedeCe pocetnice: yotari - GCCCTTCAGCATCACCATGCT i
CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC, divlji tip - GCCCTTCAGCATCACCATGCT i
CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT.

3.3.2. Priprema tkiva bubrega za histoloSku analizu:

Nakon fiksacije preko no¢i, tkivo bubrega i misji embriji su se dehidrirali u uzlaznoj
seriji otopina etanola (25%, 50%, 75%, 96%, 100%) i ksilena, a potom uklopili u parafinske
blokove. Mikrotomom su se izrezali na 5 pm debele rezove i zalijepili na predmetna stakalca.
Potom je slijedio obrnuti proces deparafinizacije u ksilenu (3 x 5 minuta), te rehidracija u
silaznoj seriji otopina etanola (100%, 96%, 70%) i ispiranje u vodi.
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3.3.3. Hematoksilin-eozin bojanje

Bojanje hematoksilin-eozinom (HE) predstavlja temeljnu histolosku tehniku zbog svoje
tehniCke jednostavnosti i sposobnosti jasnog prikaza razli¢itih tkivnih struktura. Hematoksilin
oboji jezgre stanica u plavu nijansu, omogucujuci dobru vidljivost jezgrinih detalja i ostalih
kiselih komponenti. Eozin, s druge strane, nijansama crvene boje oboji citoplazmu, eritrocite,

misi¢no i vezivno tkivo, ovisno o njihovom kemijskom sastavu.

Nakon deparafiniziranja i1 rehidriranja uzorci se inkubiraju u otopini Meyerova
hematoksilina u trajanju od 10 minuta, te se ispiru u obi¢noj mlakoj vodi. Potom se prebacuju
u otopinu eozina na par minuta (~ 5 minuta), dehidriraju serijom rastucih etanola i ksilenom,
uklapaju u Canada balzam, prekrivaju pokrovnim stakalcem, te proucavaju svjetlosnim
mikroskopom kako bi se mogla potvrditi prethodno postavljena dijagnoza i procijeniti o¢uvanost

tkiva prije imunofluorescejinskog bojanja (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

3.3.4. Imunofluorescejinsko bojanje

Nakon deparafinizacije u ksilolu te postupne rehidracije u etanolu i destiliranoj vodi,
uzorci su podvrgnuti kuhanju u citrathom puferu (pH 6,2) tijekom 30 minuta u kuhalu na paru
radi otkrivanja antigena. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi, slijedilo je ispiranje radnim
PBS-om, odvajanje podru¢ja bojanja PAP olovkom te inkubacija u trajanju od 20 minuta s
otopinom za blokiranje nespecifi¢nog vezanja (Protein Block). Uzorci su potom inkubirani
preko no¢i s primarnim protutijelima u vlaznoj komori (Tablica 3). Nakon ispiranja PBS-om
nanose se sekundarna protutijela (Tablica 3), a zatim se uzorci inkubiraju jedan sat u mraku,
takoder u vlaznoj komori. Nakon ispiranja PBS-om, na uzorke je nanesen DAPI za bojanje
jezgara u trajanju od jedne minute. Na Kraju, uzorci su montirani u Immu-Mount medij i

prekriveni pokrovnim stakalcem.
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Tablica 3. Primarna i sekundarna protutijela koristena u indirektoj imunofluorescenciji.

Protutijelo Katalo$Ki broj Domadin  Razrjedenje Proizvodac
< Anti-LC3B ab48394 kuni¢ 1:100 Abcam, Cambridge, UK
% Anti-GRP78 PA5-19503 kuni¢ 1:300 Thermo Fisher Scientific,
*g Waltham, MA, USA
§ Anti-HSC70 ab51052 kuni¢ 1:50 Abcam, Cambridge, UK
E Anti-LAMP2A ab18528 kuni¢ 1:100 Abcam, Cambridge, UK
E Anti-All ab9234 kuni¢ 1:200 Abcam, Cambridge, UK
Anti-AlF ab140714 kuni¢ 1:300 Abcam, Cambridge, UK
Donkey Anti- 711-545-152 magarac 1:400 Jackson ImmunoResearch,
3 Rabbit IgG, Baltimore, PA, USA
g Alexa Fluor®
g_ 488
% Donkey Anti- 705-295-003 magarac 1:400 Jackson ImmunoResearch,
g Goat IgG, Alexa Baltimore, PA, USA
4
3 Fluor® 594

3.3.5. Priprema tkiva za elektronsku mikroskopiju

Nakon dvostruke fiksacije u otopini koja sadrzi 2% paraformaldehida (PFA) i 2,5%
glutaraldehida (GA) u 0,1 M PBS-u te naknadnog ispiranja radnom PBS otopinom, uzorci
bubrega pripremljeni su za elektronsku mikroskopiju prema standardnoj proceduri. Rezani su
na vibratomu u rezove debljine 20 pm, permeabilizirani u 50% otopini etanola, a zatim isprani
u PBS-u. Potom su dodatno fiksirani u 2% otopini osmij tetroksida tijekom dva sata, dehidrirani
kroz seriju rastu¢ih koncentracija etanola i uklopljeni u TAAB Epon 812 (TAAB, Reading,
UK). Ultramikrotomom (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) rezani su ultratanki presjeci
debljine 0,07 um, koji su zatim kontrastirani pomoc¢u 1% otopine uranil acetata i olovnog
citrata. Na kraju su uzorci analizirani i fotografirani transmisijskim elektronskim mikroskopom
(JEM JEOL 1400, Japan).

3.3.6. Prikupljanje podataka i obrada mikrofotografija
Uzorci bubrega Dab1” (yotari) i kontrolnih miseva u stadijima E13.5i E15.5 te P4, P11
1 P14, kao 1 humani fetalni bubrezi u razvoju te fetalni bubrezi pogodeni CAKUT-om,

pregledani su fluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX51, Tokyo, Japan) i snimani pri
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povecanju x40 digitalnom kamerom (DP71, Olympus). Za kvantifikaciju imunoekspresije
proteina od interesa, snimljeno je deset nepreklapaju¢ih vidnih polja bubrezne kore pri
povecéanju x40 wuz konstantno vrijeme ekspozicije. Snimljeno je najmanje deset
mikrofotografija embrionalnih bubreznih struktura: metanefrogenog mezoderma (mm),
bubreznih mjehuriéa (rv), nezrelih glomerula (g), zavijenih kanali¢a (Ct), ampula (A) 1 sabirnih
cjevcica (Cd) u stadijima E13.5 i E15.5, te najmanje dvadeset mikrofotografija postnatalnih
struktura: glomerula (G), PCT i DCT u P4, P11 i P14. Mikrofotografije misjih uzoraka obradene
su i preklopljene koriStenjem softvera Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, CA, USA), a analiza
je provedena pomocu softvera Imagel] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Broj pozitivnih imunoreaktivnih stanica na LC3B, GRP78, HSC70, LAMP2A, AIF i A1l u
svakoj strukturi od interesa je izbrojan, izrazen kao postotak te uprosjeCen unutar svake
zivotinjske skupine. Bilo koja razina citoplazmatskog, jezgrenog ili membranskog bojanja
smatrana je pozitivnom. Kvalitativna analiza intenziteta bojanja odredena je semikvantitativno
i organizirana u cetiri kategorije: odsutnost bojanja (-), blago bojanje (+), umjereno bojanje
(++) i jako bojanje (+++).

Mikrofotografije kore (nefrogene zone i jukstamedularne regije) humanih fetalnih
kontrolnih bubrega u razvoju te fetalnih bubrega s CAKUT fenotipovima obradene su pomoc¢u
softvera ImageJ s ciljem kvantitativne procjene stani¢ne imunoreaktivnosti. Slike su
pripremljene za analizu uklanjanjem crvenog kanala s izvorne mikrofotografije zelenog
fluorescencijskog signala koristenjem naredbi split channels i image calculator. U svrhu
dobivanja kvantitativnih podataka, provedeno je oduzimanje srednjeg filtra s polumjerom od
2.0 piksela, odredivanje praga metodom grani¢ne vrijednosti triangle te analiza povrSine
koriStenjem funkcije analyze particles, ¢ime je izracunat postotak povrsine presjeka prekrivene
pozitivnim  signalom. Dobivene vrijednosti  uprosjeCene su  po  skupinama.
S obzirom na moguce varijacije medu ispitivacima, tri stru¢na histologa neovisno su analizirala
snimljene mikrofotografije, postavljajuci grani¢ne vrijednosti pozadine temeljem negativnih
kontrolnih mikrofotografija. Podudarnost izmedu ocjenjivaca potvrdena je analizom
medurazredne korelacije, koja je pokazala koeficijent ve¢i od 0.8, Sto ukazuje na izvrsno

slaganje rezultata.

Slike su za potrebe prezentacije sastavljene u softveru Adobe Photoshop.

Mikrofotografije su dodatno obradene oduzimanjem pozadine pomocu naredbi split channels i
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image calculator kako bi se minimalizirao prijelaz fluorescencijskog signala iz crvenog u zeleni

kanal, te su dodatno prilagodene funkcijama brightness i contrast.

3.2.1. Statisti¢ki postupci

Za statisticku analizu uzoraka koriSten je softver GraphPad Prism (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Statisticka znacajnost definirana je na razini P < 0,05, dok su svi intervali
pouzdanosti (CI) postavljeni na 95%. Kvantitativna analiza miSjih uzoraka provedena je
pomocu dvofaktorske analize varijance (Two-Way ANOVA) uz Tukeyjev post hoc test.
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im medukvartilnim rasponom. Za
provjeru normalne raspodjele podataka dobivenih iz ljudskih uzoraka primijenjen je Shapiro—
Wilkov test. Svaki skup podataka vezan uz analizu postotka povrSine imunoreaktivnosti
prikazan je pomocu P-vrijednosti (P < 0,05) kao kriterij statisticke znacajnosti te analiziran
kroz F-distribuciju, F(DFn, Dfd), gdje DFn oznacava brojnik stupnjeva slobode, a Dfd nazivnik
stupnjeva slobode. Postotak pozitivnih stanica izrazen je kao srednja vrijednost + standardna

devijacija (SD).

Za analizu dinamike ekspresije proucavanih proteina kroz razli¢ita razvojna razdoblja
koriSteni su linearni i nelinearni regresijski modeli. Koeficijenti modela prikazani su kao
procijenjene vrijednosti + standardna pogreska, dok je koeficijent determinacije (R?) koristen
kao mjera kvalitete prilagodbe modela. Linearni trend prikazan je nagibom pravca regresije ().

Svi grafovi prikazani u ovoj disertaciji izradeni su pomocu navedenog statistickog softvera.
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4. REZULTATI



U ovom dijelu disertacije prikazani su rezultati istrazivanja provedenog na animalnim i
humanim uzorcima s ciljem analize uloge autofagije i apoptoze tijekom normalnog razvoja
bubrega te u kontekstu patoloskih promjena. Na animalnim uzorcima, obuhvaéenima u
razli¢itim razvojnim stadijima (E13.5, E15.5, P4, P11 i1 P14), analiziran je izrazaj kljucnih
markera autofagije — LC3B, GRP78, HSC70 i LAMP2A — kako bi se odredio stupanj aktivacije
autofagnog puta. Uz to su ispitivani i markeri apoptoze — All i AIF — s ciljem utvrdivanja
moguce povezanosti i medudjelovanja izmedu autofagije i apoptoze, dvaju procesa klju¢nih za
odrzavanje stani¢ne homeostaze tijekom razvoja organa. Na humanim fetalnim uzorcima
bubrega, koji su ukljucivali kontrolne uzorke u fizioloSkom razvoju te uzorke bubrega
pogodenih CAKUT fenotipovima, fokus istrazivanja bio je isklju¢ivo na izrazaju markera
autofagije. Analizirani su isti markeri autofagije kao i u animalnim modelima, kako bi se
procijenila prisutnost i distribucija autofagnog odgovora u zdravim i patoloskim razvojnim
stanjima bubrega. Cilj ove analize bio je utvrditi postoji li odstupanje u ekspresiji markera
autofagije u kontekstu kongenitalnih anomalija mokra¢nog sustava, $to bi moglo ukazivati na

disfunkcionalnu stani¢nu regulaciju u ranim fazama nefrogeneze.

4.1. Rezultati studije na Zivotinjskim uzorcima

4.1.1. Izrazaj LC3B u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miseva divljeg tipa i
yotari miSeva

U EI13.5 wt miSeva zabiljezen je blagi difuzni signal u bubreznim mjehuri¢ima, ali
slabiji u sabirnim cjev¢icama, ukljucujuci ampule, mokra¢ovodne pupoljke i zavijene kanalice.
U okolnim nediferenciranim stanicama metanferogenog mezoderma (intersticija) uocena je
blaga punktiformna ekspresija LC3B, ¢iji signal slabi prema diferenciranijim strukturama
bubrega (Slika 8a). U E13.5 yotari miseva nije zabiljezena reaktivnost u bubreznim
mjehuri¢ima, ampulama/zavijenim kanali¢ima niti u sabirnim cjev€icama, ali je signal LC3B
zabiljezen u stanicama metanefrogenog mezoderma, i to u nediferenciranim i diferenciranim
stanicama (Slika 8b). U usporedbi s wt, LC3B signal u mm bio je jaci i na periferiji i izmedu

drugih struktura, ali bez statisticke znacajnosti (P = 0.661).
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Slika 8. Imunofluorescencijsko bojanje bubrega u razvoju divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d) miseva

s markerom LC3B i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu (yotari i wt)
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koriStena su po tri miSa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju obrasce
ekspresije LC3B u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv),
glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) i sabirnim cjev¢icama (Cd),
oznaCenima na DAPI slikama. Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim
prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju
x40. Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi Se na sve slike. Grafikon (e) prikazuje raspodjelu
postotka LC3B-pozitivnih stanica u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim
mjehuri¢ima (rv) ili glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct) te ampulama (A) ili sabirnim
cjevCicama (Cd) bubrega miseva divljeg tipa i yotari miSeva u embrionalnim danima E13.5 i
E15.5. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (vertikalne crte) i analizirani pomoc¢u
Two-way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. StatistiCki
znacajne razlike oznacene su s **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period analizirano je

deset podstruktura.

Obrazac LC3B signala u bubrezima u stadiju E15.5 kod wt miSeva bio je u potpunosti
razli¢it u odnosu na E13.5. Visceralne stanice razvijaju¢ih glomerula u kontrolnoj skupini
pokazivale su slab punktiformni LC3B signal. U ostalim strukturama, zavijeni kanali¢i te
ampule/sabirne cjev¢ice pokazivale su takoder slab punktiformni signal na apikalnoj membrani.
Stanice metanefrogenog mezoderma koje okruZuju sabirne cjev€ice iskazivale su preteZno
difuznu LC3B ekspresiju, dok je obrazac bio obrnut u perifernom dijelu (Slika 8c). Kod E15.5
yotari miseva zabiljezen je znatno jaci LC3B signal s ne$to drugacijim obrascem. U
glomerulima je bio prisutan snazan difuzan signal u visceralnim stanicama, kao i u parijetalnom
sloju Bowmanove kapsule. Punktiformni signal zavijenih kanali¢a i ampula/sabirnih cjev¢ica
koji je bio prisutan u wt, zamijenjen je snaznim difuznim signalom apikalne membrane
navedenih struktura. Signal u metanefrogenom mezodermu nije se povecao (Slika 8d). Postotak
LC3B-pozitivnih stanica unutar svih analiziranih struktura, osim metanefrogenom mezoderma,

bio je visi kod yotari miseva (P < 0.05).

Semikvantitativna analiza oba Zivotinjska genotipa u stadiju E13.5 pokazala je bojanje
u metanefrogenom mezodermu, s blagim intenzitetom kod wt miSeva i umjerenim kod yotari
miSeva (Tablica 4). Za razliku od blage reaktivnosti u stanicama sabirnih cjevc€ica i zavijenih
kanali¢a/ampula kod wt miSeva, kod yotari miSeva zabiljezena je umjerena reaktivnost prema
semikvantitativnoj analizi. Nadalje, bubrezni mjehurié¢i kod yotari Zivotinja pokazivali su blagu

reaktivnost u stadiju E15.5 (Tablica 2).

45



Tablica 4. Semikvantitativno odreden intenzitet bojanja specifi¢nih protutijela u bubrezima

yotari i divljeg tipa miSeva u embrionalnim danima E13.51 E15.5.

Embrionalni dan  Zivetinja Struktura Protutijelo
(E) Lc3ab  Grp78 Hsc70 Lamp2a All AlF
mm + - - - -1+ -
R rvlg + - - + + -
divlji tip Ct ) ] ] N N ]
E13.5 A/Cd S i i i i
mm ++ ++ + - + +
tari rvlg - + - ++ -+ ++
yotari Ct ] s s ] N ]
A/Cd - ++ -+ - - +
mm -1+ -[+ -[+ - -1+ -
A rvlg -1+ - - + - +
divlji tip Ct N i i ) N )
+ +++ - + - -
E15.5 A/Cd
mm -+ ++ + - +++ -
ari rvlg + ++ -+ + - ++
yotari Ct ++ ++ ++ ++ ++ -
A/Cd ++ +++ - + - +

Analizirano je po 100 epitelnih i mezenhimskih stanica za svaki ispitivani uzorak. Intenzitet
fluorescentnog signala vrednovan je prema sljedecoj skali: +++ visok intenzitet, ++ umjeren
intenzitet, + blagi intenzitet, — odsutnost signala; mm — metanefrogeni mezenhim, rv —bubrezni
mjehuri¢i, g — nezreli glomeruli, Ct — zavijeni kanali¢i, A — ampule, Cd — sabirni (odvodni)

kanali¢i, E — dan embrionalnog razvoja.

Kod analize postnatalnih wt bubrega, uoceno je da stanice DCT pokazuju slab difuzni
signal u citoplazmi, dok stanice PCT nisu pokazivale bojanje u P4. Vecina signala bila je
prisutna na apikalnoj membrani. U glomerulima je zabiljezeno slabo difuzno citoplazmatsko
bojanje u jukstaglomerularnom aparatu (JGA), uz slabi punktiformni signal u endotelnim
stanicama kapilarnih petlji (Slika 9a). Kod yotari miseva na dan P4, zabiljezen je znatno veéi
postotak LC3B-pozitivnih stanica. Sve promatrane strukture pokazivale su znatno jace i
difuznije signale (Slika 9b). U DCT je bojanje bilo prisutno na apikalnoj, ali i na bazolateralnoj
membrani, dok je u PCT signal bio difuzno rasprsen na apikalnoj strani (P < 0.0001). Glomeruli
su pokazivali slican uzorak kao kod wt, ali sa znacajno jac¢im bojanjem u podrucju JGA i

endotelnih stanica krvnih zila (P = 0.0004).
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Slika 9. Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega miSeva divljeg tipa (a,c,e) i yotari
(b,d,f) s markerom LC3B i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu (yotari
1 wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju obrasce
ekspresije LC3B u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i distalnim
zavijenim kanali¢ima (DCT), ozna¢enima na DAPI slikama. NajizraZenija podrucja ekspresije
prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike
su snimljene pri povecanju x40. Skalna crta iznosi 100 um i odnosi se na sve slike. Grafikon
(9) prikazuje raspodijelu postotka LC3B-pozitivnih stanica u glomerulima (G), proksimalnim
zavijenim kanali¢ima (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT) postnatalnih bubrega
miseva divljeg tipa i yotari genotipa tijekom vremena (P4, P11, P14). Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost £ SD (vertikalne crte) i analizirani pomocu Two-way ANOVA testa s
Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su s *
P <0.05, *** P <0.0001, **** P <0.00001. Za svaki vremenski period analizirano je dvadeset

podstruktura.

Znacajno povecanje espresije LC3B zabiljezeno je u postnatalnim bubrezima u kasnijim
razvojnim fazama, P11 i P14. U oba navedena vremenska razdoblja, yotari misevi imali su
znacajno visi postotak pozitivnih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom u glomerulima (P
< 0.05), kao i u DCT i PCT (P < 0.001). U P11 i P14 kod yotari miSeva uoceno je difuzno
bojanje visceralnih stanica glomerula, uz snaZan punktiformni signal u Bowmanovoj membrani
1 JGA. Dok je pak u zavijenim kanali¢ima, bojanje LC3B bilo punktiformno i raspr§eno unutar
citoplazme. Obrazac imunoizrazaja bio je sliCan 1 kod wt miSeva, ali je vecina stanica bila

negativna na LC3B (Slika 9c—f).

Semikvantitativna analiza pokazala je blagu reaktivnost u glomerulima kod oba
genotipA te umjerenu reaktivnost u PCT i DCT yotari miSeva u ¢etvrtom postnatalnom danu
(P4). Intenzitet bojanja opcenito je rastao u kasnijim razvojnim danima, s blagim bojanjem u
glomerulima i DCT kod wt Zivotinja u P11 te umjerenim bojanjem istih struktura kod yotari.
Takoder, PCT je pokazao blagu reaktivnost signala kod mutiranih zivotinja. Yotari modeli su u
P14 pokazali umjeren intenzitet bojanja u svim strukturama, za razliku od P14 wt miSeva, kod
kojih je obrazac bojanja bio jednak onome opazenom kod wt miSeva jedanaestog dana

postnatalnog razvoja (P11) (Tablica 3).
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Tablica 5. Semikvantitativno odreden intenzitet bojanja specifi¢nih protutijela u bubrezima

yotari i divljeg tipa miSeva u postnatalnim danima P4, P11, P14.

Postnatalni dan Zivotinja  Struktura Protutijelo
P) Lc3ab  Grp78 Hsc70 Lamp2a All AlF
G + + - - -/+ +
divlji tip PCT - + - + + ;
DCT -[+ -1+ - - + -+
P4 s ; - : : - :
yotari PCT ++ ++ - T + ++
DCT ++ ++ + + ++ ++
G + + -1+ -1+ - +
divlji tip PCT -+ + -+ -+ + +
P11 DCT + + -1+ - + +
G +++ + + -+ - +
yotari PCT + +++ ++ ++ + ++
DCT +++ ++ ++ - ++ ++
G + + - -[+ - -+
divlji tip PCT - - + + I+ -+
P14 DCT + + - -+ + -+
G ++ -/+ + - - +
yotari PCT ++ ++ +++ +++ +++ -+
DCT ++ ++ + + ++ -+

Analizirano je 20 bubreznih struktura po svakom uzorku. Intenzitet fluorescentnog signala
vrednovan je prema sljedecoj skali: +++ visok intenzitet, ++ umjeren intenzitet, + blagi
intenzitet, — odsutnost signala; G - glomerul, PCT - proksimalni zavijeni kanali¢, DCT- distalni

zavijeni kanali¢, P — dan postnatalnog razvoja.

4.1.2. Izrazaj GRP78 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miseva divljeg tipa i
yotari miSeva

U embrionalnom danu 13.5 (E13.5) oba genotipa pokazivala su pojacanu ekspresiju
GRP78 u sabirnim kanalima i ampulama. U kontrolnih zivotinja bojanje je bilo jako i difuzno
rasporedeno unutar citoplazme navedenih struktura, dok je kod mutiranih Zivotinja signal bio
pretezno lokaliziran na apikalnoj membrani (Slika 10a). U yotari miSeva uoceno je jako
tockasto bojanje u metanefrogenom mezenhimu, i to u nediferenciranim i diferenciraju¢im
regijama. Renalni mjehuriéi i sabirni kanali pokazivali su blago tockasto bojanje, uglavnom
koncentrirano u citoplazmi stanica, apikalno i bazolateralno (Slika 10b). Zabiljezeno je
nekoliko statisticki znacajnih rezultata za ovo razvojno razdoblje: kontrolna skupina imala je

visi intenzitet signala u ampulama/sabirnim kanalima (P = 0.0002), dok je yotari pokazivao
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znatno visi intenzitet u zavijenim kanali¢cima i mezenhimu (P < 0.0001). Semikvantitativna
analiza pokazala je u E13.5 snaznu reaktivnost u ampulama i sabirnim kanalima divljeg tipa,
dok je kod yotari miseva zabiljeZena blaga reaktivnost u glomerulima i umjerena reaktivnost u

ostalim promatranim strukturama (Tablica 4).

Obrazac bojanja ostao je nepromijenjen i u E15.5, no yotari misevi pokazivali su znatno
vece intenzitete signala u svim promatranim strukturama (Slika 3c¢,d). U ovoj fazi razvoja,
glomeruli yotari Zivotinja imali su znatno veéi postotak GRP78-pozitivnih stanica u usporedbi
s E13.5 (P < 0.0001). Sto se ti¢e semikvantitativne analize, misevi divljeg tipa u E15.5
razvojnom periodu pokazivali su slabu reaktivnost u svim analiziranim strukturama, dok su

strukture kod yotari miseva bile umjereno do jako pozitivne (Tablica 2).
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Slika 10. Imunofluorescencijsko bojanje bubrega u razvoju divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d)

miSeva s markerom GRP78 i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu
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(yotari i wt) koriStena su po tri miSa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije GRP78 u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv),
glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) i sabirnim cjev¢icama (Cd),
ozna¢enima na DAPI slikama. NajizraZzenija podru¢ja ekspresije prikazana su u umetnutim
prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju
x40. Skalna crta iznosi 100 pm i1 odnosi se na sve slike. Grafikon (e) prikazuje raspodjelu
postotka GRP78-pozitivnih stanica u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim
mjehuri¢ima (rv) ili glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct) te ampulama (A) ili sabirnim
cjevCicama (Cd) bubrega miseva divljeg tipa i yotari miSeva u embrionalnim danima E13.5 i
E15.5. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomocu
Two-way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. StatistiCki
znacajne razlike oznacene su s * P < 0.05, *** P < 0.0001, **** P < 0.00001. Za svaki

vremenski period analizirano je deset podstruktura.

U postnatalnim stadijima razvoja, GRP78-pozitivne stanice pokazivale su snazan
difuzan signal, prvenstveno u PCT i DCT. Kod zivotinja divljeg tipa imunoreaktivnost je bila
prisutna u visceralnim stanicama glomerula, pri ¢emu je tocCkasti signal bio uglavnom
lokaliziran unutar jezgre (Slika 1l1a,c). U kasnijim razvojnim fazama, bojanje glomerula
postupno je slabilo te je gotovo potpuno izostalo do P14 (Slika 11e). Nasuprot tome, u
zavijenim kanali¢ima zabiljeZen je suprotan obrazac, s postupnim 1 izraZzenim porastom
intenziteta signala kroz vrijeme (Slika 11b,d,f). Yotari miSevi pokazivali su zna¢ajno poveéanje
ekspresije u PCT 1 DCT u svim promatranim vremenskim tockama, pri ¢emu je signal bio
dominantno lokaliziran u apikalnoj citoplazmi ovih struktura (P < 0.0001).
U semikvantitativnoj analizi, miSevi divljeg tipa Cetvrtog postnatalnog dana (P4) pokazivali su
blago bojanje u glomerulima i PCT. Jedinke yotari genotipa iste dobi imale su umjeren
intenzitet bojanja u kortikalnim tubulima. Jedanaestog dana postnatalnog razvoja (P11)
kontrolna skupina pokazivala je slab signal u svim promatranim strukturama, dok su yotari
miSevi imali blagi intenzitet u glomerulima, ali umjeren do jak postotak pozitivnih stanica u
PCT i DCT. Na kraju, kod P14 miSeva divljeg tipa zabiljezeno je blago bojanje u glomerulima

i DCT, dok su zavijeni kanali¢i yotari miSeva pokazivali umjeren intenzitet signala (Tablica 5).
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Slika 11. Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa (a,c.e) i
yotari (b,d,f) s markerom GRP78 i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu
(yotari 1 wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije GRP78 u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i
distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT), ozna¢enima na DAPI slikama. NajizraZenija podrucja
ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim
okvirima. Slike su snimljene pri povecanju x40. Skalna crta iznosi 100 um i odnosi se na sve
slike. Grafikon (g) prikazuje raspodjelu postotka GRP78-pozitivnih stanica u glomerulima (G),
proksimalnim zavijenim kanali¢cima (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT)
postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa i yotari genotipa tijekom vremena (P4, P11, P14).
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomo¢u Two-
way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom viSestruke usporedbe. Statisticki znacajne
razlike oznacene su s **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period analizirano je dvadeset

podstruktura.

4.1.3. Izrazaj HSC70 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i
yotari miSeva

U analizi HSC70 tijekom embrionalne faze razvoja, fluorescencija je bila potpuno
odsutna kod zivotinja divljeg tipa (Slika 12a—d). Kod yotari miseva tijekom E13.5 i E15.5
zabiljezeno je slabi intenzitet HSC70-pozitivnih stanica, s blagom tockastom
imunoreaktivnoS¢u u citoplazmi stanica zavijenih kanali¢a 1 metanefrogenog mezenhima.
Signal u zavijenim kanali¢ima yotari miseva pokazivao je slican obrazac u oba embrionalna
vremenska razdoblja, no statisticki znacajna razlika zabiljezena je samo kod starijih jedinki (P
< 0.0001). Iako je u intersticiju izmedu diferencirajucih struktura bilo prisutno odredeno
tockasto bojanje, nije utvrdena znaCajna razlika izmedu divljeg tipa i yotari miSeva u

embrionalnim fazama razvoja (P = 0.064).

Semikvantitativna analiza yotari miseva u E15.5 pokazala je blagu do umjerenu

reaktivnost u metanefrogenom mezenhimu i zavijenim kanali¢ima (Tablica 4).
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(yotari i wt) koriStena su po tri miSa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije HSC70 u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv),
glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) i sabirnim cjev¢icama (Cd),
ozna¢enima na DAPI slikama. NajizraZzenija podruéja ekspresije prikazana su u umetnutim
prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju
x40. Skalna crta iznosi 100 pm i1 odnosi se na sve slike. Grafikon (e) prikazuje raspodjelu
postotka HSC70-pozitivnih stanica u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim
mjehuri¢ima (rv) ili glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct) te ampulama (A) ili sabirnim
cjevCicama (Cd) bubrega miseva divljeg tipa i yotari miSeva u embrionalnim danima E13.5 i
E15.5. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomocu
Two-way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. StatistiCki
znacajne razlike oznacene su s **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period analizirano je

deset podstruktura.

Sto se ti¢e postnatalnih faza razvoja, isti obrazac bojanja nastavio se kod miseva divljeg
tipa. Signal je bio potpuno odsutan; zabiljezene su pojedinacne pozitivne HSC70 stanice, no
ukupni postotak bio je zanemariv (Slika 13a,c,e). Medutim, obrazac je bio nesto drugaciji kod
yotari miSeva u usporedbi s embrionalnim uzorcima. Postotak pozitivnih HSC70 stanica
postupno je rastao tijekom vremena, pri ¢emu je najjaci signal bio prisutan u kortikalnim
tubulima. Tijekom dcetvrtog postnatalnog dana (P4) signal je bio difuzan i1 uglavnom
koncentriran na apikalnoj membrani DCT (Slika 13b). Kako su miSevi rasli, tako je rastao i
intenzitet signala HSC70; Tijekom P11, postotak pozitivnih stanica povecao se na oko 30% u
tubulima svih ispitivanih Zivotinja (Slika 6d). U PCT-u signal je bio rasprSen kroz citoplazmu,
dok je u DCT-u i dalje pretezno bio smjesten na apikalnoj membrani. P11 glomeruli su takoder
zabiljezili fluorescenciju, vecinom perinuklearno u visceralnim stanicama. Na 14. dan
postnatalnog razvoja, bojanje HSC70 postiglo je svoj vrhunac. Oko 60% stanica PCT i DCT
bile su pozitivne, s istim obrazcem distribucije signala kao kod P11 yotari miSeva (Slika 13f).
Sto se ti¢e statisticke analize, nije zabiljeZzena znadajna razlika u bojanju glomerula izmedu
kontrolne skupine i yotari miSeva u nijednoj postnatalnoj fazi. Medutim, bili su prisutni
znacajni rezultati za druge strukture, kao §to su PCT tijekom P11 (P = 0.0023) i P14 (P <
0.0001), te DCT tijekom P4 (P = 0.035), P11 (P < 0.0001) i P14 (P < 0.0001).
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Slika 13. Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa (a,c.e) i
yotari (b,d,f) s markerom HSC70 i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu
(yotari 1 wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije HSC70 u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i
distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT), oznacenima na DAPI slikama. NajizraZzenija podrucja
ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim
okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju x40. Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi se na sve
slike. Grafikon (g) prikazuje raspodjelu postotka HSC70-pozitivnih stanica u glomerulima (G),
proksimalnim zavijenim kanali¢cima (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT)
postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa i yotari genotipa tijekom vremena (P4, P11, P14).
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (vertikalne crte) i analizirani pomo¢u Two-
way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom viSestruke usporedbe. Statisticki znacajne
razlike oznaéene su s * P < 0.05, ** P < 0.001, **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period

analizirano je dvadeset podstruktura.

Na temelju semikvantitativne analize, zivotinje divljeg tipa pokazivale su minimalnu
reaktivnost u PCT 14. dana postnatalnog razvoja. Uzorci yotari miseva pokazali su slozeniji
obrazac reaktivnosti; semikvantitativna analiza za P4 yotari otkrila je umjeren intenzitet signala
uPCT i DCT. Na P11, intenzitet signala ostao je nepromijenjen u obje strukture, ali je u toj fazi
zabiljezena i blaga reaktivnost u stanicama glomerula. Yotari misevi tijekom P14 pokazali su

jaku reaktivnost u PCT, te blagu u glomerulima i DCT (Tablica 4).

4.1.4. Izrazaj LAMP2A u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i
yotari miSeva

LAMP2A-pozitivne stanice bile su identificirane kao zeleno bojanje u embrionalnim
fazama razvoja kod oba genotipa, wt i yotari miSeva. Tijekom E13.5, sabirni kanali i ampule
obje skupine pokazivale su slab intenzitet fluorescencije, pri ¢emu je bojanje bilo pretezno
koncentrirano na apikalnoj membrani navedenih struktura (Slika 14a,b). Bubrezni mjehurici
yotari zivotinja pokazali su jacu reaktivnost u ranijem razvojnom periodu, s bojanjem primarno
koncentriranim perinuklearno (P < 0.0001). Kod E15.5 wt miSeva, obrazac reaktivnosti ostao
je nepromijenjen (Slika 14c), dok je kod yotari genotipa udio LAMP2A-pozitivnih stanica
znacajno varirao izmedu E13.5 1 E15.5 (Slika 14d). U nezrelim glomerulima i dalje je bio
prisutan snaZan difuzni signal perinuklearno, no najvece varijacije uocene su u zavijenim
kanali¢ima. Citoplazma otprilike polovice analiziranih tubula pokazivala je snazno bojanje,

koje je bilo ili tockasto ili difuzno. StatistiCka analiza pokazala je znacajne razlike izmedu dvaju
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genotipova: imunoekspresija LAMP2A u glomerulima, sabirnim i zavijenim kanali¢ima bila je
znacajno veca kod yotari miseva tijekom E15.5 u usporedbi s wt uzorcima iste dobi (P <
0.0001).

Semikvantitativna analiza wt miseva tijekom E13.5 pokazala je blagi intenzitet bojanja
u nezrelim glomerulima i zavijenim kanali¢ima. Uzorci yotari miSeva iste dobi pokazali su
umjeren intenzitet bojanja u bubreznim mjehuri¢ima. Na E15.5, divlji tip pokazivao je blagu
reaktivnost u sabirnim kanalima i bubreznim mjehuri¢ima, dok su yotari uzorci imali istu razinu
reaktivnosti u navedenim strukturama, ali su dodatno pokazivali i umjeren intenzitet bojanja u

zavijenim kanali¢ima (Tablica 4).
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(yotari i wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije LAMP2A u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima
(rv), glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) i sabirnim cjev¢icama (Cd),
oznaCenima na DAPI slikama. Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim
prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju
x40. Skalna crta iznosi 100 pm i1 odnosi se na sve slike. Grafikon (e) prikazuje raspodjelu
postotka LAMP2A-pozitivnih stanica u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim
mjehuri¢ima (rv) ili glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct) te ampulama (A) ili sabirnim
cjevCicama (Cd) bubrega miseva divljeg tipa i yotari miSeva u embrionalnim danima E13.5 i
E15.5. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) 1 analizirani pomoc¢u
Two-way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. StatistiCki
znacajne razlike oznacene su s * P <0.05, ** P < 0.001, *** P <0.0001, **** P < (0.00001. Za

svaki vremenski period analizirano je deset podstruktura.

Slican obrazac zadrzao se i u kasnijim postnatalnim fazama (P11 i P14), s manjim
postotkom LAMP2A-pozitivnih stanica u DCT. Tijekom cijelog postnatalnog razvoja,
preraspodjela signala na apikalnim membranama zavijenih kanali¢a ostala je nepromijenjena

(Slika 15c—f). Statisticki znacajna razlika zabiljezena je za PCT (P < 0.0001).

Semikvantitativna analiza pokazala je blago bojanje PCT-a kod wt miSeva na P4; kod
yotari jedinki iste dobi zabiljeZeno je blago bojanje DCT-a te snazno bojanje PCT-a. Tijekom
P11, yotari su pokazivali umjeren intenzitet signala u PCT-u, koji je ostao nepromijenjen i
Cetrnaestog postnatalnog dana (P14) za isti genotip, dok su P14 wt jedinke imale blagu
reaktivnost u PCT-u (Tablica 5).
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Slika 15. Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa (a,c.e) i
yotari (b,d,f) s markerom LAMP2A i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku
skupinu (yotari i wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice
prikazuju obrasce ekspresije LAMP2A u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima
(PCT) i distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT), ozna¢enima na DAPI slikama. Najizrazenija
podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji odgovaraju
isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju x40. Skalna crta iznosi 100 pm i
odnosi se na sve slike. Grafikon (g) prikazuje raspodjelu postotka LAMP2A-pozitivnih stanica
u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i distalnim zavijenim
kanali¢ima (DCT) postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa i yotari genotipa tijekom vremena
(P4, P11, P14). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani
pomoc¢u Two-way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom viSestruke usporedbe.
Statisticki znacajne razlike oznacene su s **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period

analizirano je dvadeset podstruktura.

4.1.5. Izrazaj A11 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari
miSeva

U ranom embrionalnom razdoblju (E13.5) imunofluorescencijsko bojanje bilo je u
vecini analiziranih struktura odsutno kod oba genotipa, wt i yotari. Manja podrucja apikalne
membrane zavijenih kanali¢a pokazivala su slab punktiformni signal (Slika 16a,b). Kod yotari
miseva, metanefrogeni mezenhim pokazao je statisticki znacajno jace bojanje u usporedbi s
kontrolnom skupinom (P = 0,0115). S napredovanjem embrionalnog razvoja, yotari misevi
pokazivali su sve izraZenije bojanje apikalnih membrana zavijenih kanali¢a (P < 0,0001), kao i
podrucja cetkaste prevlake. Istovremeno, u perifernim dijelovima bubrega metanefrogeni

mezenhim poprimio je difuzni uzorak imunofluorescencije, zamjenjujuci pocetni punktiformni

izgled (P < 0,0001) (Slika 16¢,d).

Semikvantitativna analiza otkrila je blagi intenzitet bojanja metanefrogenog mezenhima
kod yotari miseva na E13.5, koji se u kasnijoj embrionalnoj fazi intenzivirao do visokog

stupnja. U istom razdoblju zabiljezen je i umjeren signal u zavijenim kanali¢ima yotari miseva

(Tablica 4).
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i wt) koriStena su po tri miSa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju obrasce
ekspresije All u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv),
glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) i sabirnim cjev¢icama (Cd),
oznaCenima na DAPI slikama. Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim
prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju
x40. Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi se na sve slike. Grafikon (e) prikazuje raspodjelu
postotka All-pozitivnih stanica u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima
(rv) ili glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct) te ampulama (A) ili sabirnim cjev¢icama
(Cd) bubrega miseva divljeg tipa i yotari miSeva u embrionalnim danima E13.5 1 E15.5. Podaci
su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomocu Two-way
ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. Statisticki znacajne razlike
oznacene su s * P < 0.05, *** P < 0.0001, **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period

analizirano je deset podstruktura.

Tijekom svih ispitivanih vremenskih to¢aka postnatalnog razdoblja, A1l signal bio je
odsutan u bubreznim tjeleScima i glomerulima. U pojedinim kontrolnim uzorcima zabiljezena
su manja podrucja bojanja Bowmanove membrane, no bez statistiCke znacajnosti. Kod yotari
miSeva, s napredovanjem postnatalne dobi, biljeZio se sve intenzivniji signal u apikalnoj
membrani PCT, koji je dosegnuo vrhunac na P14, uz statisti¢ki znacajnu razliku (P < 0,0001)
(Slika 17f). DCT pokazivali su snazan signal u svim analiziranim postnatalnim razvojnim
fazama kod yotari miSeva, s difuznom raspodjelom signala u apikalnoj i bazolateralnoj

membrani (Slika 17b,d,f), §to je takoder bilo statisti¢ki znacajno (P < 0,0001).

Semikvantitativna analiza otkrila je umjereno visok intenzitet bojanja DCT-a tijekom
svih postnatalnih faza kod yotari miseva, dok je za PCT samo u P14 zabiljezen visok intenzitet

signala (Tablica 5).
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Slika 17. Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa (a,c,e) i
yotari (b,d,f) s markerom A1l i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu
(yotari 1 wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije All u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢cima (PCT) i
distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT), oznacenima na DAPI slikama. NajizraZenija podrucja
ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim
okvirima. Slike su snimljene pri povecanju x40. Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi se na sve
slike. Grafikon (g) prikazuje raspodjelu postotka All-pozitivnih stanica u glomerulima (G),
proksimalnim zavijenim kanali¢cima (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT)
postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa i yotari genotipa tijekom vremena (P4, P11, P14).
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomo¢u Two-
way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom viSestruke usporedbe. Statisticki znacajne
razlike oznacene su s **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period analizirano je dvadeset

podstruktura.

4.1.6. Izrazaj AIF u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari
miSeva

Tijekom svih analiziranih embrionalnih razvojnih stadija, yotari miSevi su pokazivali
statisticki znaCajno poviSen izrazaj AlF-a u bubreznim tjeleScima, s dominantnom
perinuklearnom lokalizacijom signala. VazZno je istaknuti da je sli¢an, iako slabiji, signal bio
prisutan i u bubreznim tjelescima kontrolne skupine u kasnijem embrionalnom stadiju (Slika
18c), no izrazaj je i dalje bio znacajno intenzivniji u mutiranim jedinkama (P = 0,0106). Osim
toga, u oba analizirana embrionalna stadija (E13.5 i E15.5), ampule i sabirni kanalié¢i yotari
miseva pokazivali su izrazen signal pretezno lokaliziran u apikalnim dijelovima stanica (Slika
18b,d), uz statisti¢ki znacajne razlike (P = 0,0009; P < 0,0001).

Semikvantitativna analiza ukazala je na umjereno visok intenzitet signala u bubreznim
tjeleScima i glomerulima kod yotari miSeva u oba embrionalna razdoblja, dok je intenzitet

signala u ampulama i sabirnim kanali¢ima bio blag (Tablica 4).
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Slika 18. Imunofluorescencijsko bojanje bubrega u razvoju divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d)

miseva s markerom AIF i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu (yotari

68



1 wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju obrasce
ekspresije AIF u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv),
glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) i sabirnim cjev¢icama (Cd),
oznaCenima na DAPI slikama. Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim
prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju
x40. Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi se na sve slike. Grafikon (e) prikazuje raspodjelu
postotka AlF-pozitivnih stanica u metanefrogenom mezodermu (mm), bubreznim mjehuri¢ima
(rv) ili glomerulima (G), zavijenim kanali¢ima (Ct) te ampulama (A) ili sabirnim cjev¢icama
(Cd) bubrega miseva divljeg tipa i yotari miSeva u embrionalnim danima E13.5 1 E15.5. Podaci
su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomo¢u Two-way
ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. Statisticki znacajne razlike
oznacene su s * P <0.05, ** P <0.001, *** P <0.0001, **** P < 0.00001. Za svaki vremenski

period analizirano je deset podstruktura.

U postnatalnom razdoblju, mlade yotari jedinke (P4 i P11) pokazivale su statisti¢ki
znacajno pojacan signal u svim analiziranim bubreznim strukturama. U glomerulima je signal
bio slab, punktiforman i ve¢inom lokaliziran unutar citoplazme stanica (Slika 19d). U PCT
signal se pokazivao kao difuzan, s prevladavaju¢om bazolateralnom lokalizacijom (Slika 19b),

dok je u DCT bio punktiforman i dominantno smjesten u perinuklearnom podrudju.

Semikvantitativna analiza potvrdila je umjereno jak intenzitet signala u PCT i DCT

yotari jedinki u oba mlada analizirana postnatalna stadija (Tablica 5).

69



% of AIF positive cells

AIF

*REE

B

PCT
structures

*Hkk

Rk

DCT

| 4pwt
M 4p yot
[ T1lpwt
7 11p yot
W 14p wt
M 14p yot

70



Slika 19. Imunofluorescencijsko bojanje postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa (a,c,e) i
yotari (b,d,f) s markerom AIF i nuklearno bojanje s DAPI-em. Za svaku genotipsku skupinu
(yotari 1 wt) koriStena su po tri misa za svaki analizirani vremenski period. Strelice prikazuju
obrasce ekspresije AIF u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i
distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT), oznacenima na DAPI slikama. NajizraZenija podrucja
ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji odgovaraju isprekidanim
okvirima. Slike su snimljene pri poveéanju x40. Skalna crta iznosi 100 um i odnosi se na sve
slike. Grafikon (g) prikazuje raspodjelu postotka AlF-pozitivnih stanica u glomerulima (G),
proksimalnim zavijenim kanali¢cima (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢cima (DCT)
postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa i yotari genotipa tijekom vremena (P4, P11, P14).
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (vertikalne crte) i analizirani pomo¢u Two-
way ANOVA testa s Tukeyjevim post hoc testom viSestruke usporedbe. Statisticki znacajne
razlike oznacene su s * P < 0.05, ** P < 0.001, **** P < 0.00001. Za svaki vremenski period

analizirano je dvadeset podstruktura.

4.2. Rezultati studije na humanim uzorcima

4.2.1. Izrazaj LC3B u fetalnim humanim bubrezima

Imunohistokemijsko bojanje LC3B u kontrolnoj skupini zdravih uzoraka bilo je
neujednateno medu promatranim strukturama. Zavijeni tubuli u nefrogenoj zoni 1
jukstamedularnoj regiji pokazivali su blagu punktiformnu ekspresiju na apikalnim
membranama. Visceralne stanice glomerula u razvoju imale su blagi, sporadi¢ni punktiformni
signal, dok su parijetalne stanice Bowmanove kapsule bile bez imunoreaktivnosti (Slika 20a).
Kod ve¢ine CAKUT fenotipova, HK, DU 1 HYP, uzorci su pokazivali sli¢an obrazac bojanja
kao kontrolna skupina, pri ¢emu je signal najintenzivnije bio prisutan u visceralnim stanicama
glomerula (Slika 20b,d,e). S druge strane, DYS su se prezentirali s jasno razli¢itim obrascem
bojanja, ukljucujuci prethodno spomenuti sporadi¢ni signal u visceralnim stanicama glomerula,
ali i u parijetalnim stanicama Bowmanove kapsule, kao i izrazeno, difuzno, perinuklearno
LC3B bojanje u stanicama DCT. Mezenhimske stanice koje okruzuju zavijene tubule takoder

su pokazivale slab punktiformni signal (Slika 20c).
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Analizom je utvrdena znacajna razlika u postotku podru¢ja LC3B-pozitivnih stanica
medu ispitivanim skupinama; DYS su imali najve¢i udio LC3B-pozitivnih stanica u usporedbi
s kontrolnom skupinom, HK, DU i HYP (P < 0,0001; Slika 20f).

U displasti¢nim bubrezima, udio LC3B-pozitivnih stanica s vremenom je rastao
kvadratnim trendom (R* = 75%). U ostalim fenotipovima broj pozitivnih stanica je opadao
tijekom vremena. Od tih, samo DU je pokazao linearan trend opadanja (R* = 87,9%,  =—0,15
+ 0,07), dok su HYP, CTRL i HK imali negativne kvadratne trendove (R? = 50%; R? = 51%;
R? = 63%); Slika 20g).
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Slika 20. Imunofluorescencijsko bojanje fetalnih humanih bubrega s LC3B (a—¢), uz nuklearno
bojanje s DAPI-em. Strelice prikazuju obrasce ekspresije LC3B u glomerulima (g), zavijenim
tubulima (ct), proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim tubulima (dct) i
displasticnim tubulima (dt), oznacenima na DAPI slikama. Prikazana je imunoreaktivnost
LC3B, DAPI bojanje i preklopljene slike kod kontrolne skupine (CTRL) u 30. gestacijskom
tjednu (a), potkovastog bubrega (HK) u 27. tjednu (b), displasti¢nog bubrega (DYS) u 35. tjednu
(c), dvostrukog uretera (DU) u 30. tjednu (d) i hipoplasticnog bubrega (HYP) u 37. tjednu (e).
Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima (insertima), koji
odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri povecanju x40. Skalna crta iznosi
100 um i odnosi se na sve slike. Grafikon (f) prikazuje postotak LC3B-pozitivnog podrucja u
kori fetalnih bubrega (CTRL, HK, DYS, DU, HYP), izrazen kao srednja vrijednost = SD
(vertikalne crte). Analiza je provedena pomocu jednofaktorske ANOVA s Tukeyjevim post hoc
testom viSestruke usporedbe. Statisticki znacajne razlike oznacene su s **** P < 0.0001. Za
svaki vremenski period analizirano je deset uzoraka. Grafikon (g) prikazuje dinamiku ekspresije
LC3B kroz razlicite gestacijske periode (18., 22., 24., 27., 30., 35., 37. 1 38. tjedan) u kori
fetalnih bubrega za sve analizirane skupine (CTRL, HK, DYS, DU, HYP), modeliranu

linearnom i nelinearnom regresijskom analizom. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost.

4.2.2. Izrazaj GRP78 u fetalnim humanim bubrezima

Imunohistokemijsko bojanje GRP78 u skupini zdravih uzoraka pokazalo je pozitivnu
imunoreaktivnost u vecini zavijenih tubula. Stanice PCT imale su intenzivno, punktiformno
bojanje, izrazeno na apikalnim i bazolateralnim membranama, dok su DCT pokazivali
izolirano, difuzno bojanje apikalnih membrana. Takoder, u visceralnim i parijetalnim stanicama
Bowmanove kapsule zabiljezeno je punktiformno bojanje (Slika 21a). Kod obje skupine — i u
kontrolnim uzorcima i u CAKUT fenotipovima — endotelne stanice arterija bile su pozitivne na
GRP78. U bubrezima zahvacenim CAKUT-om, signal GRP78 bio je slabiji i uglavnom difuzan,
osobito na apikalnim membranama zavijenih tubula. U glomerulima su pojedine visceralne
stanice pokazivale umjereni punktiformni signal, dok je u JGA, osobito kod DYS i DU,
zabiljezeno izrazeno difuzno bojanje (Slika 21b—e). Usporedbom kontrolne skupine i CAKUT
fenotipova, postotak GRP78-pozitivnih stanica bio je znac¢ajno visi u kontrolnim uzorcima (P
<0,0001). Kao §to je prikazano na Slici 21f, ekspresija GRP78 bila je znac¢ajno nizau HYP u
usporedbi s DYS (P < 0,0001) i DU (P = 0,002).

U svim analiziranim fenotipovima, ekspresija GRP78 smanjivala se tijekom fetalnog

razvoja, a uocen je kvadratni trend pada ekspresije. Najvisi izrazaj GRP78 zabiljezen je u
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sljede¢im tjednima gestacije: kontrolna skupina (R? = 40%) u 27. tjednu, HK (R? =96%) 1 DU
(RZ2=100%)u 22. tjednu, DYS (R*=96%) u 27. tjednu te HYP (R? =30%) takoder u 22. tjednu
gestacije (Slika 21g).
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Slika 21. Imunofluorescencijsko bojanje fetalnih humanih bubrega s GRP78 (a—€), uz
nuklearno bojanje s DAPI-em. Strelice prikazuju obrasce ekspresije GRP78 u glomerulima (g),
zavijenim tubulima (ct), proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim tubulima
(det) 1 displasticnim tubulima (dt), oznaCenima na DAPI slikama. Prikazana je
imunoreaktivnost GRP78, DAPI bojanje i preklopljene slike kod kontrolne skupine (CTRL) u
22. gestacijskom tjednu (a), potkovastog bubrega (HK) u 30. tjednu (b), displasti¢nog bubrega
(DYS) u 35. tjednu (c), dvostrukog uretera (DU) u 24. tjednu (d) i hipoplasti¢nog bubrega
(HYP) u 38. tjednu (e). Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima
(insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri povecanju x40.
Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi se na sve slike. Grafikon (f) prikazuje postotak GRP78-
pozitivnog podrucja u kori fetalnih bubrega (CTRL, HK, DYS, DU, HYP), izrazen kao srednja
vrijednost = SD (vertikalne crte). Analiza je provedena pomocu jednofaktorske ANOVA s
Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. Statisticki znacajne razlike oznacene su s
*** P < 0.001, **** P < 0.0001. Za svaki vremenski period analizirano je deset uzoraka.
Grafikon (g) prikazuje dinamiku ekspresije GRP78 kroz razlicite gestacijske periode (18., 22.,
24., 27., 30., 35., 37. i 38. tjedan) u kori fetalnih bubrega za sve analizirane skupine (CTRL,
HK, DYS, DU, HYP), modeliranu linearnom i nelinearnom regresijskom analizom. Podaci su

prikazani kao srednja vrijednost.

4.2.3. Izrazaj HSP70 u fetalnim humanim bubrezima

U kontrolnoj skupini, imunoreaktivnost HSP70 bila je zabiljezena sporadicno u
visceralnom sloju glomerularne kapsule, kako u jukstamedularnoj, tako i u nefrogenoj zoni
(Slika 22a). Uzorci bubrega s fenotipovima DU 1 HK imali su sli¢an obrazac bojanja (Slika
22b,d), ali je signal bio znatno intenzivniji i zahvacao je gotovo sve visceralne stanice
Bowmanove kapsule. U tim fenotipovima zavijeni tubuli nisu imali nikakvu ekspresiju HSP70.
Obrazac bojanja glomerula u bubrezima s hipoplasticnim fenotipom bio je vrlo sli¢an, no uz to
su apikalne i bazolateralne membrane zavijenih tubula pokazivale slabu i sporadi¢nu ekspresiju
HSP70. S druge strane, DY'S pokazivali su potpuno drugaciji ekspresijski obrazac. Visceralne
stanice 1 parijetalne stanice Bowmanove kapsule zadrzale su jak, difuzan signal. U jezgrama

epitelnih stanica displasti¢nih tubula takoder je zabiljezena difuzna ekspresija HSP70.

Analiza postotka podrucja pozitivnog na HSP70 pokazala je da HYP ima znacajno veci
udio HSP70-pozitivnih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom (P = 0,0026) i DU
fenotipom (P < 0,0001). Nadalje, i DYS je imao znacajno veci udio HSP70-pozitivnih stanica
u odnosu na CTRL (P = 0,0077) i DU (P < 0,0001) (Slika 22f). Sto se ti¢e dinamike ekspresije
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tijekom fetalnog razvoja, fenotipovi HK i HYP imali su eksponencijalni pad ekspresije s
gestacijskom dobi (R? = 100% i R? = 71%), s najviSom ekspresijom u 27. i 22. gestacijskom
tjednu. Nasuprot tome, CTRL, DYS i DU fenotipovi pokazivali su pozitivan kvadratni trend
ekspresije (R* =43%, R*=99% 1 R* = 100%) (Slika 22g).

78



CTRL, 18w

area percentage
- N w »

=]

CTRL HK DYS DU HYP
genotype

ooooao

CTRL
HK
DYS

HYP

area percentage

g HSP70
8_
6—
e
4 * o
2+ @
.
v LN FONL R JR SR I TR B T |
15 20 25 30 35 40

developmental weeks

CTRL
HK
- DYS

+ HYP

79



Slika 22. Imunofluorescencijsko bojanje fetalnih humanih bubrega s HSP70 (a—e€), uz
nuklearno bojanje s DAPI-em. Strelice prikazuju obrasce ekspresije HSP70 u glomerulima (g),
zavijenim tubulima (ct), proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim tubulima
(det) 1 displasticnim tubulima (dt), oznaCenima na DAPI slikama. Prikazana je
imunoreaktivnost HSP70, DAPI bojanje i preklopljene slike kod kontrolne skupine (CTRL) u
18. gestacijskom tjednu (a), potkovastog bubrega (HK) u 30. tjednu (b), displasti¢nog bubrega
(DYS) u 35. tjednu (c), dvostrukog uretera (DU) u 24. tjednu (d) i hipoplasti¢nog bubrega
(HYP) u 38. tjednu (e). Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima
(insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri povecanju x40.
Skalna crta iznosi 100 um i odnosi se na sve slike. Grafikon (f) prikazuje postotak HSP70-
pozitivnog podrucja u kori fetalnih bubrega (CTRL, HK, DYS, DU, HYP), izrazen kao srednja
vrijednost = SD (vertikalne crte). Analiza je provedena pomocu jednofaktorske ANOVA s
Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. Statisticki znacajne razlike oznacene su s **
P <0.01, **** P < 0.0001. Za svaki vremenski period analizirano je deset uzoraka. Grafikon
(9) prikazuje dinamiku ekspresije HSP70 kroz razlicite gestacijske periode (18., 22., 24., 27.,
30., 35., 37. 1 38. tjedan) u kori fetalnih bubrega za sve analizirane skupine (CTRL, HK, DYS,
DU, HYP), modeliranu linearnom i nelinearnom regresijskom analizom. Podaci su prikazani

kao srednja vrijednost.

4.2.4. Izrazaj LAMP2A u fetalnim humanim bubrezima

U kontrolnoj skupini, imunohistokemijsko bojanje s LAMP2A protutijelima pokazalo
je intenzivan, difuzan obrazac ekspresije u zavijenim tubulima jukstamedularne regije, uz
umjereni, punktiformni citoplazmatski signal u visceralnim stanicama glomerula. U nefrogenoj
zoni, PCT i DCT u gotovo jednoj trecini analiziranih tubula pokazivali su difuzno bazolateralno
membransko i citoplazmatsko bojanje, dok je u jukstamedularnoj regiji taj obrazac bio
sporadi¢an (Slika 23a). HK imao je sliCan obrazac bojanja kao kontrolna skupina, s
punktiformnim bazolateralnim signalom u vecini tubula te difuznim signalom u samo manjem
dijelu zavijenih tubula smjeStenih u jukstamedularnoj regiji. Medutim, ukupan intenzitet
ekspresije bio je smanjen (Slika 23b). U displasti¢énim bubrezima bojanje LAMP2A bilo je
podjednako intenzivno u nefrogenoj 1 jukstamedularnoj regiji, pri ¢emu su displasti¢ni tubuli
pokazivali jak, pretezno punktiforman, povremeno i difuzan signal, bazolateralno i apikalno. U
istim uzorcima glomerularno je opazeno slabo punktiformno bojanje u JGA te slabo
citoplazmatsko bojanje visceralnih stanica (Slika 23c). DU uzorci imali su difuzno membransko

1 citoplazmatsko bojanje u viSe od 80% zavijenih tubula, uz slabi punktiformni signal u
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visceralnim stanicama glomerula (Slika 23d). Modeli hipoplastiénog bubrega pokazivali su

sporadi¢nu i slabu ekspresiju LAMP2A na apikalnim membranama PCT (Slika 23e).

Postotak LAMP2A-pozitivnih stanica bio je znacajno visi u CTRL u usporedbi s HYP
(P <0,0001), dok je DU pokazao znacajno visi postotak u odnosu na sve ostale fenotipove (P
< 0,0001; Slika 23f).

Tijekom fetalnog razvoja, postotak LAMP2A-pozitivnih stanica u DU bubrezima
postupno se smanjivao (R? =95,5%, f =—0,18 £+ 0,09), dok je u kontrolnoj skupini zabiljeZen
pozitivan linearni trend (R* = 79,9%, B = 0,13 = 0,064). U HK fenotipu postotak pozitivnih
stanica konstantno je rastao s vremenom, slijedec¢i kvadratni obrazac s vrSnom ekspresijom u
30. gestacijskom tjednu (R*> = 89%). S druge strane, DYS i HYP pokazali su negativne
kvadratne trendove (R? = 90%; R? = 99%; Slika 23g).
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Slika 23. Imunofluorescencijsko bojanje fetalnih humanih bubrega s LAMP2A (a—€), uz
nuklearno bojanje s DAPI-em. Strelice prikazuju obrasce ekspresije LAMP2A u glomerulima
(9), zavijenim tubulima (ct), proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim
tubulima (dct) i1 displasti¢nim tubulima (dt), oznaCenima na DAPI slikama. Prikazana je
imunoreaktivnost LAMP2A, DAPI bojanje i preklopljene slike kod kontrolne skupine (CTRL)
u 35. gestacijskom tjednu (a), potkovastog bubrega (HK) u 27. tjednu (b), displasti¢nog bubrega
(DYS) u 35. tjednu (c), dvostrukog uretera (DU) u 30. tjednu (d) i hipoplasti¢nog bubrega
(HYP) u 37. tjednu (e). Najizrazenija podrucja ekspresije prikazana su u umetnutim prikazima
(insertima), koji odgovaraju isprekidanim okvirima. Slike su snimljene pri povec¢anju x40.
Skalna crta iznosi 100 pm i odnosi se na sve slike. Grafikon (f) prikazuje postotak LAMP2A.-
pozitivnog podrucja u kori fetalnih bubrega (CTRL, HK, DYS, DU, HYP), izrazen kao srednja
vrijednost = SD (vertikalne crte). Analiza je provedena pomoc¢u jednofaktorske ANOVA s
Tukeyjevim post hoc testom visestruke usporedbe. Statisticki znacajne razlike oznacene su s
**** P < 0.0001. Za svaki vremenski period analizirano je deset uzoraka. Grafikon (g)
prikazuje dinamiku ekspresije LAMP2A kroz razliite gestacijske periode (18., 22., 24., 27,
30., 35., 37. 1 38. tjedan) u kori fetalnih bubrega za sve analizirane skupine (CTRL, HK, DYS,
DU, HYP), modeliranu linearnom i nelinearnom regresijskom analizom. Podaci su prikazani

kao srednja vrijednost.
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5. RASPRAVA



5.1. Izrazaj LC3B, GRP78, HSC70, LAMP2A, A1l i AIF u embrionalnim i postnatalnim
bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari miSeva

Razvoj bubrega, zajedno sa sazrijevanjem nefrona, jedan je od najpreciznije
organiziranih i integriranih bioloskih procesa, koji se odvija kroz koordinaciju brojnih gena i
stani¢nih mehanizama. Poremecaj ovog viSestupanjskog i izrazito kompleksnog procesa moze
dovesti do greSaka u nefrogenezi i1 rezultirati razli¢itim strukturnim defektima bubrega i
urotrakta, poznatih pod zajednickim nazivom CAKUT. Ove malformacije predstavljaju
najéeSce prirodene anomalije i vodec¢i su uzrok zavr$nog stadija bubrezne bolesti u djece (119,
120). U nasim prethodnim istrazivanjima na yotari miSevima otkrili smo niz razli¢itih markera
te pokazali kako poremecaj u jednoj komponenti signalnog puta moze dovesti do CAKUT
fenotipa (121-123). Zahvaljuju¢i misjim eksperimentalnim modelima dosad smo najvise
saznali o nasljednim ¢imbenicima koji sudjeluju u razvoju CAKUT-a, a svakim novim
otkrivenim genom dolazimo sve blize razumijevanju njegove etiologije (69). Kako je naSe
ranije istrazivanje pokazalo snaznu ekspresiju DABI tijekom fetalnog razvoja bubrega te
smanjenje ekspresije u postnatalnim zdravim bubrezima (100), pretpostavili smo da ce
knockout Dabl misevi imati drugaciji obrazac aktivacije autofagije i apoptoze, dvaju klju¢nih
mehanizama za pravilno sazrijevanje i odrzavanje normalne funkcije bubrega (124, 125). U
ovom istrazivanju koristili smo Dab1~~ migji model kako bismo analizirali obrasce ekspresije
LC3B, GRP78, HSC70, LAMP2A, Al1 i AIF tijekom embrionalnog i postnatalnog razdoblja.
Ovo istrazivanje nije pokazalo znacajnu ekspresiju LC3B u ranoj embrionalnoj fazi (E13.5).
Signal imunoekspresije bio je blag kod oba genotipa, §to upucuje na to da autolizosomi jos nisu
bili formirani, odnosno da autofagija jo§ nije otpocela. No, u kasnijim embrijima (E15.5)
opazeno je zna¢ajno povecanje LC3B-pozitivnih stanica u svim promatranim strukturama, osim
u metanefrogenom mezenhimu. Slican obrazac imunoreaktivnosti nastavljen je 1 u
postnatalnom razdoblju, kada su yotari misevi imali znacajno ve¢i udio LC3B-pozitivnih
stanica u svim analiziranim strukturama u usporedbi s kontrolom. U naSem nedavnom
istrazivanju takoder je potvrdena pojacana ekspresija LC3B u glomerulima P11 i P14 yotari
miseva, Sto vjerojatno odrazava intenzivniju aktivnost autofagije u podocitima, potencijalno
povezanu s gubitkom nozica podocita (engl. foot process effacement) i razvojem nefrotskog
sindroma (123).

S druge strane, poznato je da inhibicija autofagije moze aktivirati proapoptotske puteve
povezane sa stresom endoplazmatskog retikuluma, S§to rezultira programiranom smréu

podocita, a time i potencijalno Stetnim posljedicama po bubreg (126, 127). Vise studija
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potvrduje da autofagija u vecini bubreznih bolesti ima zaStitnu ulogu, osobito u prevenciji
podocitopatija poput bolesti minimalnih promjena (engl. minimal change disease - MCD), koja
moze napredovati do kroni¢nog bubreznog zatajenje (128). Nadalje, smanjena autofagijska
aktivnost, primjerice u stanjima hiperglikemije, moze doprinijeti dijabeti¢koj nefropatiji i
razvoju fibroze u epitelu bubrega, ukljuc¢uju¢i podocite, proksimalne tubule, mezangijske i
endotelne stanice (129). Poznato je da cisplatin, nefrotoksi¢ni kemoterapeutik, uzrokuje
poveéanu ekspresiju LC3B u proksimalnim tubulima. U tom kontekstu, inhibicija autofagije
(npr. klorokinom) dodatno pogorSava bubreznu disfunkciju i akutno oSte¢enje bubrega
izazvano cisplatinom (130). Sve ovo ukazuje da autofagija naj¢esce djeluje citoprotektivno, a
njezin signalni put potencijalna je terapijska meta. Ipak, u odredenim stanjima autofagija moze

imati i Stetan ucinak, zbog ¢ega su potrebna dodatna istrazivanja da bi se ova hipoteza potvrdila.

Oba genotipa pokazivala su visok udio GRP78-pozitivnih stanica u embrionalnim
fazama, s izraZenijim signalom u zavijenim tubulima i metanefrickom mezenhimu kod yotari
miseva. U E15.5 yotari je imao pojac¢anu citoplazmatsku ekspresiju u visceralnim stanicama
glomerula u razvoju. Tijekom postnatalnog razdoblja, yotari je imao znacajno veéi udio
pozitivnih stanica u PCT i DCT u svim promatranim periodima. Ovakav obrazac upucuje na
klju¢nu ulogu GRP78 u ranom sazrijevanju ampula i sabirnih kanala, ali i na prisutan ER stres
u svim promatranim postnatalnim strukturama yotari bubrega. GRP78, jedan od $aperona i
senzor stresa ER, sprje€ava programiranu stani¢nu smrt promoviranjem pravilnog presavijanja
proteina i eliminacijom pogresno presavijenih molekula. Medutim, neka istraZivanja pokazuju
da GRP78 takoder moZe imati suprotan ucinak, poticuci fibrozu tubula bubrega putem
IRE1/XBP1 signalnog puta (131-133). Ranija istrazivanja s Grp78 knockout miSevima
potvrdila su da je ovaj protein nuzan za prezivljavanje embrija, a njegov izostanak aktivira
proapoptotske mehanizme koji dovode do embrionalne smrti (134, 135). lako za sada nema
studija koje direktno usporeduju ekspresiju DAB1 i GRP78 u bubrezima, istrazivanje Mimura
i sur. pokazalo je da knock-in Grp78 misevi imaju visu ekspresiju nefosforiliranog DAB1 u
mozgu, uz smanjenu ekspresiju Reelin-a, $to upucuje na to da GRP78 moze regulirati
Reelin/Dab1 signalni put (136). U uvjetima ER stresa, brojni proteini se disociraju od GRP78 i

aktiviraju nizvodne puteve koji razgraduju nepravilno presavijene proteine.

Bojanje GRP78 u postnatalnim yotari bubrezima moze stoga ukazivati na stres ER, $to
je ve¢ opisano u brojnim akutnim i kroni¢nim bubreznim patologijama (112, 137, 138). Nasi
podaci sugeriraju da funkcionalno utiSavanje gena Dabl dovodi do nakupljanja pogresno

presavijenih proteina u lumenu ER-a, $to zatim poti¢e GRP78 signalni put i, u slucaju
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preopterecenja kapaciteta autofagije, ¢ini apoptozu moguc¢im glavnim mehanizmom bubrezne

disfunkcije u yotari misevima.

U embrionalnim fazama, znaCajna razlika u postotku HSC70-pozitivnih stanica
zabiljezena je u E15.5, s poveéanjem broja pozitivnih stanica zavijenih tubula kod yotari
miseva. Isti trend opaZen je i postnatalno, gdje su yotari jedinke pokazivale poviSen intenzitet
signala u svim vremenskim to¢kama osim P4. CMA je selektivni proces razgradnje proteina
kojim precizno upravlja HSC70. Istrazivanje Cuervo i sur. pokazalo je da izlozenost toksinu
2,2,4-trimetilpentanu povecava razinu f2-mikroglobulina (CMA supstrata) u bubrezima i jetri,
Sto dovodi do preopterecenja lizosoma i teSkog oSteenja stanica (139). Tijekom akutnog
dijabetesa melitusa, CMA je bila znaajno inhibirana u korteksu bubrega Stakora, uz
nakupljanje proteina s KFERQ-sli¢cnim motivom (140). lako ne postoje izravne studije koje
povezuju Reelin/Dabl signalni put s CMA posrednicima poput HSC70, nasi rezultati upucuju
na to da veéi postotak HSC70-pozitivnih stanica kod yotari miseva korelira s pojacanom CMA

aktivno$cu i ima zastitnu ulogu u kortikalnim tubulima.

Tijekom gestacije, imunoreaktivnost LAMP2A bila je prisutna u nezrelim glomerulima,
pri ¢emu je yotari pokazivao znacajno veci postotak LAMP2A-pozitivnih stanica u usporedbi
s kontrolnom skupinom. Ekspresijski obrazac LAMP2A u zavijenim tubulima podsjec¢ao je na
onaj HSC70, osobito u kasnijim fazama embrionalnog razvoja (E15.5). Dok je u PCT
zabiljezena znacajna razlika u svim postnatalnim periodima, DCT yotari miseva imao je visi
postotak pozitivnih stanica samo u P4. Budu¢i da LAMP2A djeluje kao receptor za Saperone
koji prenose nepravilno presavijene proteine, ovakav obrazac ekspresije bio je i ocekivan.
Jedina studija koja opisuje lokalizaciju LAMP2A u mutiranim bubrezima, ona Zhang i sur.,
otkrila je apikalnu distribuciju LAMP2A u PCT bubrega kod modela cistinoze, dok je bazalna
ekspresija izostajala (108, 141). Ovi nalazi sugeriraju da izostanak Dab1 dovodi do nakupljanja
CMA supstrata u proksimalnim tubulima, Sto uzrokuje i povecanu ekspresiju LAMP2A.
Istrazivanja na LAMP2A knockout miSevima pokazala su da stanice bez ovog receptora postaju
osjetljivije na stres, dok su raniji radovi potvrdili njegovu klju¢nu ulogu u regulaciji CMA,

osobito tijekom oksidativnog stresa (142, 143).

Ekspresija A1l tijekom ranog embrionalnog razvoja (E13.5) bila je minimalna kod oba
genotipa, uz iznimku slabog punktiformnog signala na apikalnim membranama tubula.
Znacajna razlika u bojanju metanefrogenog mezenhima kod yotari miseva u odnosu na kontrole

moze ukazivati na raniju aktivaciju ovog markera kod mutiranih jedinki u procesima
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morfogeneze, vjerojatno povezanima s promjenama u citoskeletnoj reorganizaciji ili ranim
znakovima stani¢nog stresa. U postnatalnom razdoblju, prisutnost A1l signala u PCT i DCT
kod yotari miseva, osobito izrazena u starijem razvojnom stadiju (P14) upucuje na potencijalnu
ulogu A1l u maturaciji tubulskih stanica, §to je u skladu s nalazima da neki adaptorski proteini
i membranski receptori povezani s citoskeletom sudjeluju u polarizaciji i transportu molekula
tijekom diferencijacije (144, 145). Nedostatak A1l signala u glomerulima svih ispitivanih
skupina moze upucivati na specifi¢nu regionalnu ekspresiju ovog proteina. S obzirom na dosad
ograniCena istrazivanja vezana uz A1l ekspresiju u bubregu, potrebne su dodatne studije kako
bi se potvrdila njegova funkcionalna uloga u nefrogenezi i postnatalnom odrzavanju funkcije
(146).

Tijekom embrionalnog razvoja, yotari misevi pokazivali su povisenu ekspresiju AIF-a
u bubreznim tjelescima, s perinuklearnom lokalizacijom signala ve¢ u najranijoj promatranoj
fazi (E13.5), §to bi moglo upuéivati na ranu aktivaciju kaspaza-neovisne apoptotske
signalizacije, $to podupire tezu o genotipski uvjetovanoj disregulaciji apoptoze (147). U
postnatalnom razdoblju, mlade yotari jedinke (P4 i P11) imale su povecanu ekspresiju AIF-a u
svim analiziranim bubreznim strukturama, Sto bi moglo ukazivati na perzistentan stanicni stres
ili poremecaje u mehanizmima preZivljenja stanica. U glomerulima je signal bio slab 1
punktiforman, najéesce citoplazmatski lokaliziran, dok je u PCT-u bio difuzan s bazolateralnom
preraspodjelom, a u DCT-u punktiforman i perinuklearan. Ovakva lokalizacijska specifi¢nost
AlF-a podupire njegove uloge u razli¢itim aspektima stani¢ne regulacije, od energetskog
odgovora mitohondrija do nuklearne fragmentacije DNA, §to je ranije opisano u modelima
kaspaza-neovisne apoptoze (148, 149). Povecani izrazaj AIF-a kod yotari jedinki u oba
razvojna razdoblja sugerira mogu¢ poremecaj homeostatske ravnoteZe izmedu autofagije 1
apoptoze, ¢ime bi AIF mogao predstavljati kljucnu poveznicu izmedu mitohondrijskog

oStecenja i stani¢ne smrti u ovom modelu (150).

Dinamicki i ekspresijski obrasci LC3B, GRP78, HSC70, LAMP2A, A1l i AIF u
kontrolnim i yotari zivotinjama jasno ukazuju na njihovu vaznost tijekom razvoja bubrega, ali
I U oCuvanju njegove funkcije u postnatalnom periodu. Mozemo pretpostaviti da utiSavanje
Dabl gena uzrokuje nakupljanje nepravilno presavijenih proteina, Sto aktivira Saperone i druge
markere autofagije. Na aktivnost CMA utjecu brojni ¢imbenici, ukljuujuci gladovanje, hormon
rasta, oksidativni stres, lipidi, starenje itd. lako mehanizam koji inicira autofagijski odgovor u

Dab1”~ misevima jo§ uvijek nije poznat, na temelju poveéane ekspresije GRP78 mozemo
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pretpostaviti da oksidativni stres ima klju¢nu ulogu, osobito u zavijenim tubulima fetalnih i

postnatalnih bubrega.

5.2. Izrazaj LC3B, GRP78, HSC70, LAMP2A u fetalnim humanim bubrezima

Otprilike 40% svih slucajeva kroni¢ne bubrezne bolesti u djece diljem svijeta
uzrokovano je CAKUT-om (57). Ove se anomaije mogu javljati izolirano ili kao dio sindroma
s nekim ekstrarenalnim manifestacijama (151, 152). Vise od 20 monogenskih poremecaja do
sada je povezano s razvojem CAKUT-a (153). Klini¢ki fenotip moze biti posljedica poremecaja
slozene molekularne regulacije u razli¢itim fazama razvoja bubrega, kojom upravljaju brojni
geni (154, 155). Ovo istrazivanje analiziralo je prostorno-vremensku imunoekspresiju proteina
povezanih s autofagijom (LC3B, LAMP2A, GRP78 i HSP70) u zdravim, fetalnim ljudskim

bubrezima te u bubrezima s prirodenim anomalijama.

Nedavna istrazivanja pokazala su da je autofagija klju¢na za razvoj bubrega, a njena
disfunkcija je opisana kao glavni patogenetski mehanizam u razli¢itim modelima bubreznih
bolesti (156, 157). U nasem prethodnom istrazivanju na yotari misevima potvrdili smo vaznost
autofagije u razvoju bubrega i pretpostavili da ovaj mehanizam ima glavnu ulogu u sprje¢avanju
programirane stani¢ne smrti (158). U kontrolnoj skupini, visceralne stanice glomerula pokazale
su blago LC3B bojanje, dok su zavijeni tubuli imali malobrojne pozitivne stanice na apikalnim
membranama nefrogene 1 jukstamedularne zone. Sli¢an obrazac zabiljezen je 1 kod DU, HYP 1
HK fenotipova. Budué¢i da podociti u terminalno diferenciranom stadiju iskazuju visoku
bazalnu aktivnost autofagije, uz prisutnost dvostrukih membranskih autofagosoma u
citoplazmi, pozitivan LC3B signal u visceralnim stanicama Bowmanove kapsule bio je
ofekivan (125, 159, 160). Prema dosadasnjim saznanjima, nakon konjugacije s
fosfatidiletanolaminom (PE), LC3B se selektivno lokalizira na membranu fagofora, §to
predstavlja klju¢ni korak u formiranju autofagosoma (161). Medutim, displasti¢ni bubrezi
pokazivali su znacajno vec¢i udio LC3B-pozitivnih stanica u usporedbi sa svim ostalim
fenotipovima. Ti su uzorci imali izrazeno perinuklearno bojanje u DCT te sporadi¢ni signal u
parijetalnim stanicama Bowmanove kapsule 1 visceralnim stanicama glomerula. Takoder,
displasti¢ni bubrezi pokazali su progresivno povecanje LC3B izrazaja s gestacijskom dobi, dok
su CTRL, HK, DU i HYP imali silazni trend. Ovi obrasci vjerojatno ukazuju na vaznu ulogu
LC3B u prevenciji programirane stani¢ne smrti, $to je prethodno pokazano i kod Lc3b knockout
miseva (162). Progresivno poveéanje oksidativnog stresa moglo bi biti uzrok pozitivnog
kvadratnog trenda LC3B u DYS bubrezima, kao §to je prikazano u modelima akutnog

bubreznog oste¢enja (AKI) izazvanog cisplatinom, gdje je kod zivotinja s oSteCenom
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autofagijom doSlo do znacajnog mitohondrijskog ostec¢enja, produkcije ROS, oSte¢enja DNA i
aktivacije p53 (163). Na ovaj nacin autofagija Stiti bubrege od AKI smanjenjem oStecenja DNA
i uklanjanjem mitohondrija koji proizvode ROS. Ranija istrazivanja su pokazala da puromicin
aminonukleozid uzrokuje smanjenje LC3 ekspresije u podocitima tijekom akutne nefroze, a
porast tijekom faze oporavka (159). Uz to, ista tvar inducira stres endoplazmatskog retikuluma
u glomerulima, $to upucéuje na povezanost ER stresa i autofagije (164). Zastitna uloga autofagije
u displasti¢nim bubrezima najvjerojatnije je razlog navedenih rezultata naSeg istrazivanja, S
obzirom na to da su takvi bubrezi ve¢ ranije opisani kao abortivne tubulske 1 glomerularne
strukture okruzene s nakupinama mezoderma s lobarnom dezorganizacijom i visokim razinama
oksidativnog stresa (165, 166).

GRP78, saperon iz HSP70 obitelji, induciran stresom, sudjeluje u brojnim stani¢nim
funkcijama, ukljucujuéi presavijanje i sastavljanje novo Sintetiziranih proteina, usmjeravanje
nepravilno presavijenih proteina prema proteasomskoj razgradnji, regulaciju homeostaze
kalcija i stresa ER (167, 168). GRP78 vjerojatno ima klju¢nu ulogu u ranom embrionalnom
razvoju, kada je stani¢na proliferacija i sinteza proteina visoka. U istrazivanju na knockout
miSevima, Luo i sur. pokazali su da izostanak GRP78 aktivira proapoptotske mehanizme,
uzrokuje smanjenu proliferaciju stanica, §to u konaénici vodi do embrionalne smrtnosti (134).
U ovom istrazivanju, PCT i DCT kontrolne skupine pokazivali su najvi§u imunoreaktivnost na
GRP78, §to potvrduje njegovu vaznu ulogu u razvoju zdravog bubrega. U svim CAKUT
fenotipovima, apikalne membrane zavijenih tubula imale su slabiji, uglavnom difuzan signal, s
tim da je najniZza ekspresija zabiljeZena u HYP bubrezima. Ovi rezultati sugeriraju zaStitnu
ulogu GRP78 u ranoj nefrogenezi, jer njegov izostanak moze dovesti do nakupljanja nepravilno
presavijenih proteina, §to djeluje kao okida¢ za aktivaciju apoptoze (134). Poznato je da
odredene genske mutacije povecavaju apoptozu mokracovodnih pupoljaka i smanjuju njihovo
grananje, §to rezultira malim brojem nefrona i bubreznom hipoplazijom kod ljudi (169-171).
To objasnjava i nizu GRP78 ekspresiju u HYP bubrezima u nasem istrazivanju. Endotelne
stanice u bubrezima, s i bez CAKUT-a, pokazale su izrazenu GRP78 imunoreaktivnost. lako
ovakav nalaz nije dosad usporedno istrazen, Jin i sur. pokazali su prisustvo GRP78 u stani¢nim
komponentama krvnih Zila, uklju€uju¢i adventicijske fibroblaste, glatke miSiéne stanice 1
endotel (172). Analiza izrazaja GRP78 kroz gestacijske tjedne pokazala je postupan pad u svim
fenotipovima, $to je u skladu s ranijim podacima koji potvrduju klju¢no djelovanje GRP78 u

ranoj embriogenezi (134, 173). Sve ovo upucuje na zaklju¢ak da GRP78 ima zastitnu ulogu u
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ranoj fazi razvoja bubrega, a njegov izostanak moze doprinijeti razvoju CAKUT-u, osobito
HYP fenotipa.

U naSem istrazivanju, najintenzivniji LAMP2A signal zabiljezen je u zavijenim
tubulima DU bubrega, dok su visceralne stanice glomerula imale blag, punktiforman signal.
HYP bubrezi imali su najslabiju ekspresiju LAMP2A, ograni¢enu na apikalne membrane PCT-
a. Ovakvi rezultati potvrduju one iz prethodnog istrazivanja na yotari miSevima, gdje su
mutirane jedinke imale izrazeniju imunoreaktivnost (158). Budué¢i da LAMP2A djeluje kao
lizosomalni receptor za CMA, \varijacije u njegovoj sintezi, degradaciji i
subkompartmentalizaciji utjeGu na opéenitu CMA aktivnost (174). U knockout modelima,
stanice s reduciranom CMA aktivno§cu bile su povecano osjetljive na stani¢ni stres, a potpuna
blokada dovela je do stani¢ne smrti (143, 175). Osim toga, inaktivacija LAMP2A dovodi do
smanjene ekspresije glikolitickih enzima GAPDH i PGK, smanjenja glikolize i ukupne koli¢ine
ATP-a, §to rezultira smanjenom proliferacijom i pove¢anom apoptotiCkom aktivnoscéu (176).
Autofagija je poznata kao klju¢ni mehanizam u svim fazama embrionalnog i ranog postnatalnog
razvoja, jer omogucuje prezivljavanje, eliminaciju organela i proteinskih agregata, te podrzava
homeostazu pod nutritivnim stresom (177). U nasem istrazivanju, LAMP2A je jedino imao
pozitivan linearni trend kroz gestacijske tjedne u kontrolnoj skupini, §to potvrduje njegovu
vaznu ulogu tijekom cijelog ranog razvoja bubrega. PrijaSnja istrazivanja su pokazala da se
ekspresija LAMP2A smanjuje s dobi, dok njegova prekomjerna ekspresija u fetalnom razdoblju
Stiti od gubitka CMA aktivnosti u starosti, poboljSava funkciju organa i smanjuje nakupljanje
oStecenih proteina (178). Aberantna lokalizacija i ekspresija LAMP2A u CAKUT bubrezima
vjerojatno poti¢e nakupljanje oksidiranih proteina, a daljnja istrazivanja su potrebna za

razjasnjenje uloge CMA u patogenezi CAKUT-a.

HSP70, evolucijski o¢uvan i najpoznatiji Saperon, sudjeluje u presavijanju proteina
nakon denaturacije, vra¢aju¢i ih u pravilnu konformaciju. Prijasnja studija na djeci s
jednostranom opstrukcijom ureteropelvi¢nog spoja (UPJO) pokazala je da ekspresija HSP70
korelira s duljinom opstrukcije, uz najintenzivniji signal u sabirnim kanali¢ima medule i
korteksa te proksimalnim tubulima (179). Slican obrazac bojanja uocen je u naSem istrazivanju,
gdje su displasti¢ni 1 hipoplasti¢ni tubuli pokazivali izrazen, difuzan signal HSP70. Budu¢i da
je normalan razvoj 1 homeostaza bubrega ovisna o regulaciji apoptoze, sve je viSe dokaza da je
HSP70 kljuc¢an modulator apoptotskih i oksidativnih puteva (111). Murer i sur. su pokazali da
VUR i displazija/hipoplazija mogu biti posljedica disregulacije genske mreze koja ukljucuje i

apoptozu (180). U naSem istrazivanju, pojacana ekspresija HSP70 u DYS i HYP bubrezima
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moze se pripisati povecanom oksidativnom stresu (181). Pozitivan kvadratni trend HSP70 u
CTRL i DYS fenotipovima tijekom gestacije ukazuje na vaznu ulogu ovog Saperona u
odrzavanju broja stanica i diferencijaciji, osobito tijekom mezodermno-epitelne tranzicije
(182).

Analiza prostorno-vremenske ekspresije LC3B, GRP78, HSP70 i LAMP2A u
normalnim i CAKUT bubrezima pruza vazan uvid u molekularne mehanizme razvoja bubrega
I patogeneze CAKUT-a. Navedeni s autofagijom povezani proteini imaju klju¢nu ulogu u
razvoju i ocuvanju funkcije bubrega. Premda oksidativni stres predstavlja jedan od najvaznijih
¢imbenika u disregulaciji ispitivanih puteva, potrebna su dodatna istrazivanja molekularnih
mehanizama CAKUT-a. Takvi uvidi mogli bi otvoriti nove moguc¢nosti za razvoj dijagnostic¢kih
i terapijskih strategija u prirodenim i steCenim bubreznim bolestima, ¢ime bi se dugorocno

poboljsala kvaliteta zivota oboljelih.
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6. ZAKLJUCAK



1. Tijekom starijeg embrionalnog perioda (E15.5), yotari misevi su pokazivali poviSenu
ekspresiju LC3B u svim analiziranim strukturama osim u metanefrogenom mezenhimu, $to
ukazuje na ranu aktivaciju autofagijskog mehanizma i njegovu potencijalnu zastitnu ulogu

tijekom nefrogeneze.

2. U postnatalnim razvojnim fazama, yotari misevi su nastavili imati statisti¢ki znacajno
visi postotak LC3B-pozitivnih stanica u svim promatranim strukturama (glomerulima, PCT i
DCT) u usporedbi s divljim tipom, §to sugerira da povecana aktivnost autofagije moze imati
kompenzatornu ulogu u odrzavanju funkcije podocita i tubula u uvjetima genetski induciranog

stani¢nog stresa.

3. GRP78 je imao intenzivnu ekspresiju kod yotari miseva tijekom embrionalnog razvoja
u svim promatranim strukturama, a osobito u ampulama i sabirnim kanali¢ima, $to ukazuje na
povecanu razinu stresa ER 1 potrebu za aktivacijom zaStitnih Saperona tijekom organogeneze

kod mutiranih jedinki.

4. U postnatalnom razdoblju, yotari misevi su zadrzavali visoku ekspresiju GRP78 u PCT
i DCT u usporedbi s kontrolnim jedinkama.

5. HSC70 je kod yotari miSeva imao difuznu ekspresiju u zavijenim kanali¢ima tijekom

embrionalnog razvoja.

6. U postnatalnom razdoblju HSC70 je zadrzao intenzivan signal u DCT i PCT, §to
sugerira stanje pojacanog stanicnog stresa kod mutiranih jedinki zbog potencijalnog

nakupljanja nepravilnog presavijenih proteina.

7. LAMP2A, kao kljué¢ni receptor CMA puta, pokazao je znacajno povisenu ekspresiju u

bubrezima yotari miSeva embrionalnog perioda, osobito u glomerulima u razvoju.

8. U postnatalnom periodu, izrazaj LAMP2A bio je najintenzivniji u PCT mutiranih
jedinki, sto potvrduje njegovu ulogu u fizioloskoj maturaciji bubrega i o¢uvanju proteinske

homeostaze u epitelu zavijenih tubula.

9. U embrionalnom periodu yotari misevi su pokazivali difuznu ekspresiju All u

metanefrogenom mezenhimu s izraZzenim bojanjem apikalnih membrana zavijenih kanalica.
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10. U postnatalnom razdobolju, a osobito kod starijih jedinki (P14) postojao je intenzivan
signal u apikalnoj membrani PCT, kao i difuzan signal apikalne i bazolateralne membrane DCT

kod yotari miseva.

11.  AIF, kao predstavnik kaspaza-neovisnog apoptotskog puta, bio je znacajno povisen u

bubreznim tjeleScima i sabirnim kanali¢ima yotari miSeva u oba embrionalna stadija.

12. U postnatalnom razdoblju, AIF je bio izrazen u bazolateralnim membranama PCT i1
perinuklearno u DCT kod yotari miSeva, Sto potvrduje njegovu aktivaciju u uvjetima

produljenog stani¢nog stresa i insuficijentne autofagijske kompenzacije.

13.  Imunoekspresija LC3B u kontrolnim fetalnim bubrezima bila je blaga i neujednacena, s
prisutnos¢u punktiformnog signala u visceralnim stanicama glomerula i apikalnim
membranama zavijenih tubula, §to upucuje na fizioloSku bazalnu aktivnost autofagije u fazama

normalnog razvoja bubrega.

14.  Najintenzivniji izrazaj LC3B zabiljeZen je u displastiénim bubrezima, gdje su distalni
zavijeni kanali¢i pokazivali difuznu perinuklearnu ekspresiju, dok su visceralne i parijetalne
stanice Bowmanove kapsule takoder bile pozitivne, uz statisti¢ki znacajno visi udio LC3B-

pozitivnih stanica u odnosu na sve ostale fenotipove.

15.  Kvadratni trend porasta intenziteta LC3B signala kroz gestacijske tjedne u DYS
fenotipu, za razliku od negativnog trenda u CTRL, HK, DU i HYP bubrezima, ukazuje na
potencijalnu kompenzatornu ulogu autofagije u uvjetima displasti¢ne morfologije i pove¢anog

oksidativnog stresa.

16.  GRP78 je u kontrolnim bubrezima pokazivao snaznu punktiformnu ekspresiju u
apikalnim i bazolateralnim membranama PCT i difuznu u DCT, s pozitivnim signalom u
visceralnim 1 parijetalnim stanicama Bowmanove kapsule, §to potvrduje njegovu vaznu

funkciju tijekom normalnog fetalnog razvoja.

17.  Svi CAKUT fenotipovi pokazali su slabiji izrazaj GRP78 u zavijenim tubulima, s
osobito niskim postotkom pozitivnih stanica u hipoplasti¢nim bubrezima $to moZe upucéivati na
nedostatak Saperonske zastite i pojacanu osjetljivost stanica na stres endoplazmatskog

retikuluma.

18. HSP70 je u kontrolnoj skupini imao sporadi¢an signal u visceralnim stanicama

glomerula, dok su DU i HK imali pozitivne kapsule gotovo svih prikazanih glomerula. DYS i
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HYP bubrezi pokazivali su snazno, difuzno bojanje tubula, §to ukazuje na pojacanu

citoprotektivnu aktivaciju u uvjetima patoloskog razvoja.

19.  LAMP2A u kontrolnim bubrezima pokazivao je difuznu membransku i citoplazmatsku
ekspresiju u zavijenim tubulima, uz punktiformnu citoplazmatsku signalizaciju u visceralnim
stanicama glomerula. Najizrazenija ekspresija LAMP2A zabiljezena je u DU fenotipu, dok je

HYP imao najslabiju imunoreaktivnost, ograni¢enu na apikalne membrane PCT-a.

20.  Pozitivni linearni trend izrazaja LAMP2A u kontrolnoj skupini kroz gestacijske tjedne
sugerira njegovu kontinuiranu ulogu u odrzavanju stani¢ne homeostaze tijekom nefrogeneze.
Suprotno tomu, DU bubreg pokazivao je silazni linearni trend, dok su HYP i DYS pokazivali
negativne kvadratne trendove, §to moze ukazivati na narusenu CMA aktivnost u ovim

fenotipovima.
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7. SAZETAK



Prirodene anomalije bubrega i mokra¢nog sustava (CAKUT) predstavljaju najcesci
uzrok kroni¢ne bubrezne bolesti i zavr$nog stadija bubreznog zatajenja u djece. Iako su genetski
¢imbenici prepoznati kao kljuéni u etiopatogenezi ovih anomalija, molekularni mehanizmi koji
stoje iza njih joS nisu u potpunosti razjasnjeni. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati prostorno-
vremensku ekspresiju proteina povezanih s autofagijom i apoptozom — u ljudskim fetalnim
bubrezima s razli¢itim CAKUT fenotipovima te u eksperimentalnom misjem modelu (yotari)

koji je karakteriziran mutacijom u Dabl genu.

U yotari modelu zabiljezeni su statisticki znacajni poremecaji ekspresije svih
promatranih proteina u odnosu na kontrolnu skupinu (wt), pri ¢emu su LC3B, GRP78 i
LAMP2A pokazivali progresivno povecanje tijekom razvoja, dok je AIF bio dominantno
lokaliziran u perinuklearnom podruc¢ju glomerula u razvoju. Ovi rezultati upucuju na to da
deregulacija autofagijskih i apoptotskih putova moze igrati klju¢nu ulogu u razvoju CAKUT-

a, a posebno u kontekstu mutacija u Dab1 genu.

U humanom dijelu istrazivanja analizirani su zdravi fetalni bubrezi i bubrezi s
fenotipovima dupliciranog uretera (DU), hipoplazije (HYP), displazije (DYS) i potkovastog
bubrega (HK) pomoc¢u imunohistokemijskih metoda i semikvantitativne evaluacije.
Najizrazenije razlike u ekspresiji autofagijskih markera zabiljezene su u displasti¢nim
bubrezima, gdje je LC3B pokazivao snazno perinuklearno bojanje u DCT, dok je GRP78 bio
znacajno smanjen u hipoplasti¢nim bubrezima. HSP70 1 LAMP2A bili su izrazenijiu DU1DYS

fenotipovima, §to moZe upucivati na kompenzatorni odgovor na stani¢ni stres
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8. LAICKI SAZETAK



Prirodene bolesti bubrega kod djece mogu dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema,
ukljucujuéi potrebu za dijalizom ili transplantacijom. U ovom istrazivanju analizirali smo
razvoj bubrega u ljudi i miSeva kako bismo otkrili zasto dolazi do nepravilnosti U razvoju.
Promatrali smo specifi¢ne proteine koji sudjeluju u zastiti stanica i njthovom ,,¢iS¢enju‘ od
oStecenih dijelova. Ovi proteini vazni su za normalan razvoj organa, a kada ih nema dovoljno

ili su krivo aktivirani, dolazi do bolesti.

U bubrezima djece s urodenim anomalijama otkrili smo znacajne promjene u koli¢ini i
mjestu tih proteina, posebno u displasticnim bubrezima. Ispituju¢i miseve s genetskom
promjenom, potvrdili smo da sli¢ni mehanizmi mogu biti odgovorni i kod ljudi. Ova otkrica
mogu pomoc¢i lijeénicima da bolje razumiju kako i zasto nastaju bolesti bubrega te pridonijeti

razvoju novih terapija u buducnosti.
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9. SUMMARY



Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) represent the leading
cause of chronic kidney disease and end-stage renal failure in the pediatric population. Although
genetic factors play a central role in CAKUT pathogenesis, the underlying molecular
mechanisms remain incompletely understood. This study aimed to investigate the
spatiotemporal expression of proteins associated with autophagy and apoptosis in both human
fetal kidneys affected by CAKUT and in an experimental mouse model (yotari) with Dab1 gene

mutation.

In yotari mice, significant dysregulation of all analyzed proteins was observed
compared to wild-type controls. LC3B, GRP78, and LAMP2A progressively increased over
developmental stages, while AIF exhibited dominant perinuclear localization in renal vesicles.
These findings suggest that disruption in autophagy and apoptosis regulation, particularly
related to Dabl gene dysfunction, may play a key role in CAKUT development and provide

potential targets for future diagnostics or therapy.

In the human cohort, kidney tissues from normal and CAKUT-affected fetuses (DU,
HYP, DYS, and HK phenotypes) were analyzed using immunohistochemistry and
semiquantitative scoring. The most prominent alterations were observed in dysplastic kidneys,
with strong perinuclear LC3B expression in distal convoluted tubules (DCT), and a marked
signal-reduction of GRP78 in hypoplastic kidneys. HSP70 and LAMP2A showed increased
immunoreactivity in DU and DYS phenotypes, indicating a possible compensatory response to

cellular stress.
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10. LAY SUMMARY



Congenital kidney diseases are among the most common causes of kidney failure in
children. In this study, we examined both human and mouse kidneys to understand why these
abnormalities develop. We focused on specific proteins that help clean and protect the cells
during kidney development. When these protective mechanisms don’t work properly, the

kidneys may form abnormally, leading to disease.

In fetal kidneys from children with congenital kidney anomalies, we found differences
in the presence and activity of these proteins, especially in dysplastic kidneys. We also studied
mice with a genetic mutation and observed similar disruptions, suggesting a shared mechanism
between animals and humans. Our research highlights the importance of these proteins in
healthy kidney formation and may lead to better ways to diagnose or treat kidney disease in the

future.
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