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POPIS KRATICA

ACE — angiotenzin konvertirajuci enzim (engl. angiotensin-converting enzyme)
ApoER?2 — receptor za apolipoprotein E 2 (engl. apolipoprotein E receptor 2)

BMP4 — kostani morfogenetski protein 4 (engl. bone morphogenetic protein 4)
BMP7 — kostani morfogenetski protein 7 (engl. bone morphogenetic protein 7)

CAKUT - prirodene anomalije bubrega i mokra¢nog sustava (engl. congenital anomalies of the

kidney and urinary tract)
CD2AP — protein povezan s CD2 (engl. CD2-associated protein)
CNYV - varijanta broja kopija (engl. copy number variation)

Crk/CrkL — regulator kinaze CT10 / Crk-sli¢an protein (engl. CT10 regulator of kinase / Crk-
like)

DABI1 — Disabled-1 adaptorski protein (engl. disabled-1)

DLGI1 — protein homolog Discs large 1 (engl. discs large homolog 1)

E — embrionalni dan (engl. embryonic day)

EDA — ektodisplazin A (engl. ectodysplasin A)

EDAZ2R - receptor za ektodisplazin A2 (engl. ectodysplasin A2 receptor)

EGF — epidermalni ¢imbenik rasta (engl. epidermal growth factor)

EMT - epitelno-mezenhimska tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition)
ERA — Europsko bubrezno udruzenje (engl. European Renal Association)

ERK1/2 — izvanstani¢nim signalima regulirana kinaza 1/2 (engl. extracellular signal-regulated

kinase 1/2)

ESPN — Europsko drustvo za pedijatrijsku nefrologiju (engl. European Society for Paediatric
Nephrology)



EUROCAT — Europski sustav nadzora prirodenih anomalija (engl. European Surveillance of

Congenital Anomalies)
FGF2 — fibroblastni ¢imbenik rasta 2 (engl. fibroblast growth factor 2)
FSGS - fokalna segmentalna glomeruloskleroza (engl. focal segmental glomerulosclerosis)

GDNF — neurotrofni ¢imbenik podrijetlom iz glija stanica (engl. glial cell line-derived

neurotrophic factor)

GFRa — alfa receptor obitelji GDNF (engl. GDNF family receptor alpha)

GSK-3p — glikogen sintaza kinaza-3 beta (engl. glycogen synthase kinase-3 beta)

HGF — hepatocitni ¢cimbenik rasta (engl. hepatocyte growth factor)

HNF1p — hepatocitni nuklearni ¢imbenik 1 beta (engl. hepatocyte nuclear factor 1 beta)
JNK — c-Jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal kinase)

KIF12 — ¢lan 12 obitelji kinezina (engl. kinesin family member 12)

MAPK — mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase)
MET — mezenhimsko-epitelna transformacija (engl. mesenchymal-epithelial transition)
mTOR - ciljna molekula rapamicina u sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin)
NEMO — esencijalni modulator NF-kB (engl. NF-«kB essential modulator)

NF-«B — nuklearni ¢imbenik kappa pojacivaca lakog lanca aktiviranih B stanica (engl. nuclear

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
P — postnatalni dan (engl. postnatal day)
PAX2 —upareni gen 2 (engl. paired box gene 2)

PBX1 — transkripcijski faktor pre-B-stani¢ne leukemije 1 (engl. pre-B-cell leukemia

transcription factor 1)
PCDH?9 — protokadherin 9 (engl. protocadherin 9)

Ph — faza (engl. phase)



PI3K — fosfoinozitid 3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

PTB — fosfotirozin-vezuju¢a domena (engl. phosphotyrosine-binding domain)

Rap1 — Ras-srodni protein 1 (engl. ras-related protein I)

RET — preureden tijekom transfekcije (engl. rearranged during transfection)

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

RR — ponavljaju¢a domena reelina (engl. reelin repeat)

SALL1 — transkripcijski faktor sliCan spalt 1 (engl. spalt-like transcription factor 1)
SH2 — Src homologija 2 (engl. src homology 2)

SIX1 — homeobox protein SIX1 (engl. SIX homeobox 1)

TNF — ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

TNFR — receptor ¢imbenika nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor receptor)
TRAF — ¢imbenik pridruzen TNF receptoru (engl. TNF receptor-associated factor)
TRAF7 — ¢imbenik 7 pridruzen TNF receptoru (engl. TNF receptor-associated factor 7)
VEGFA - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta A (engl. vascular endothelial growth factor A)

VLDLR — receptor za lipoproteine vrlo niske gustoce (engl. very low-density lipoprotein

receptor)

WNT4 — ¢lan 4 Wnt obitelji (engl. Wnt family member 4)
WNT6 — ¢lan 6 Wnt obitelji (engl. Wnt family member 6)
WNTOIB — ¢lan 9B Wnt obitelji (engl. Wnt family member 9B)
WTI1 — Wilmsov tumor 1 (engl. wilms tumor 1)

XEDAR — X-vezani receptor za ektodisplazin A2 (engl. X-linked ectodysplasin-A2 receptor)
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1.1. Anatomija bubrega

1.1.1. Grada bubrega

Bubreg (lat. ren, gré. nephros) je parni retroperitonealni organ smjesten u projekciji izmedu
dvanaestog torakalnog i treCeg lumbalnog kraljeska. Prosje¢ne dimenzije odraslog bubrega iznose
priblizno 10-12 cm u duZzinu, 5-7 cm u Sirinu 1 3-5 cm u debljinu, a njegova veli¢ina Cesto se
usporeduje s veli¢inom stisnute Sake. Zbog anatomskog poloZzaja jetre desni bubreg obicno je

smjesten nesto nize od lijevog, u prosjeku oko 2-3 cm (3, 4).

Na medijalnoj strani bubrega nalazi se bubrezni hilus (hilum renale), kroz koji prolaze
bubrezna arterija (a. renalis), bubrezna vena (v. renalis) i bubrezna nakapnica (pelvis renalis), koja
predstavlja pocetni dio mokracovoda. Hilus vodi u bubrezni sinus, Supljinu unutar organa koja

sadrzi dijelove sabirnog sustava i masno tkivo (4, 5).

U presjeku bubrega razlikuju se vanjska kora (cortex renalis) 1 unutarnja srz (medulla
renalis). Srz je gradena od bubreznih piramida (pyramides renales), ¢iji su vrhovi odnosno
bubrezne papile (papillae renales) usmjereni prema bubreznom sinusu (sinus renalis), a baze
prema kori. U jednom bubregu obi¢no se nalazi 5-11 piramida, a svaka piramida s pripadaju¢im
dijelom kore ¢ini bubreZni reZanj. Izmedu piramida u srZ se pruzaju kortikalni nastavci poznati
kao bubrezne kolumne (columnae renales) (4-6). Mokraca se preko bubreznih papila drenira u
male bubrezZne vréeve (calices renales minores), a koji se spajaju u dva ili tri velika bubrezna vrca

(calices renales majores) koji se potom nastavljaju u bubreznu nakapnicu (pelvis renalis) (3).

Makroskopska organizacija bubrega omogucuje u¢inkovitu drenazu mokrace iz parenhima
u sabirni sustav, koji zapo€inje u podrucju papila bubreznih piramida i nastavlja se kroz bubrezne
caSice 1 nakapnicu (4-6). Ova prostorna organizacija odrazava mikroskopsku gradu bubrega i

temelj je njegove funkcionalne jedinice, nefrona.

1.1.2. Irigacija i inervacija

Bubrezi su izrazito dobro vaskularizirani organi koji se primarno opskrbljuju krvlju putem
bubreznih arterija (aa. renales), izravnih ogranaka abdominalne aorte, koje se unutar parenhima
granaju u segmentne, interlobarne, lu¢ne 1 intralobularne arterije (4, 5). Venska drenaza svakog
bubrega ostvaruje se putem viSe bubreznih vena koje se medusobno spajaju u promjenjivom

anatomskom obrascu, formirajuci lijevu i desnu bubreznu venu (v. renalis sinistra et dextra) koje
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se ulijevaju u donju Suplju venu. lako bubrezi ¢ine svega oko 1 % ukupne tjelesne mase, primaju
priblizno 20 % sréanog minutnog volumena. Iz tog iznimno velikog protoka krvi (1,0-1,2 L/min),
glomeruli filtriraju 90-120 mL/min, od ¢ega se vecina ponovno resorbira, $to rezultira stvaranjem
male koli¢ine mokraée, priblizno I mL/min (7). Veliki bubrezni protok krvi nuzan je za odrzavanje
stabilne glomerularne filtracije i homeostaze (8, 9). Unato¢ znacajnim varijacijama sistemskog
krvnog tlaka, bubrezi posjeduju izrazene mehanizme autoregulacije koji omogucuju relativno
konstantan protok krvi i brzinu glomerularne filtracije (8, 10). Ova autoregulacija temelji se na
miogenom odgovoru aferentnih arteriola i tubuloglomerularnoj povratnoj sprezi (8, 9). Poremecaji
bubrezne perfuzije mogu brzo dovesti do ishemijskog oSte¢enja parenhima, osobito u podrucju

srzi koja je fizioloski slabije oksigenirana (11, 12).

Perfuzija bubrezne kore znatno je veca od perfuzije srzi, dok je medularna cirkulacija
organizirana putem sustava vasa recta, koji omogucéuje protustrujnu izmjenu nuznu za
koncentracijsku sposobnost bubrega (11, 12). Protustrujni raspored silaznih i uzlaznih vasa recta
omogucuje zadrzavanje NaCl-a i ureje u intersticiju, koje u njega otpustaju sabirni kanaliéi 1
Henleove petlje. Ovaj mehanizam kljucan je za odrzavanje kortikomedularnog osmotskog
gradijenta, ali istodobno ogranicava dostavu kisika i metabolickih supstrata medularnom tkivu
(12). Ova specificna mikrovaskularna organizacija istodobno ograni¢ava difuziju kisika, ¢ineci
bubreznu srz sklonijom hipoksiji (11, 13). Ocuvanje ravnoteze izmedu dostave kisika i

metabolickih potreba klju¢no je za odrZavanje funkcionalnog integriteta nefrona.

Autonomna inervacija bubrega ostvaruje se putem bubreznog Ziv€anog spleta (plexus
renalis) (7, 14). Simpaticka vlakna prate bubreZne krvne Zile te reguliraju vaskularni tonus,
izlu€ivanje renina i tubularni transport natrija (14, 15). Pojacana simpaticka aktivacija dovodi do
vazokonstrikcije aferentnih arteriola i smanjenja glomerularne filtracije (14). Parasimpaticka
povezanost bubrega putem vagalnih vlakana opisana je u ranijim neuroanatomskim istrazivanjima,
iako je njezina funkcionalna uloga dugo ostala nedovoljno razjasnjena. Suvremena
eksperimentalna istraZivanja potvrduju da ova komponenta sudjeluje u neuralnoj regulaciji

bubrezne perfuzije i tubularne funkcije (15, 16).

1.2. Embriologija bubrega

Tijekom embrionalnog razvoja Covjeka izmjenjuju se tri generacije bubrega: pronefros,

mezonefros 1 metanefros. Svaka uzastopna razvojna faza bubrega formira se duz prednje-straznje
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(antero-posteriorne) embrionalne osi, pri ¢emu svaka sljedeca struktura pokazuje ve¢u morfoloSku

sloZenost u odnosu na prethodnu (Slika 1).

A T B C D
J pronephros
g \
— | |
©
|~
% mesonephros
s
E
° f o
©
E metanephros condensed
=% metanephric
]
c - mesenchyme

ureteric bud

/ renal vesicle

Slika 1. Razvojni stadiji ljudskog bubrega. Prema Schell et. al, 2014 (17), preneseno prema licenci
Creative Commons CC BY-NC-ND 3.0

Pronefrosi (Slika 1A) su bilateralne, prolazne strukture koje se pojavljuju tijekom cetvrtog
tjedna razvoja u covjeka i 8. embrionalnog dana (E8) u misa. Predstavljeni su s nekoliko stani¢nih
nakupina i tubularnih struktura u podruc¢ju razvijajuéeg vrata. Razvijaju se iz nefrotoma, segmenta
intermedijarnog mezoderma koji privremeno formira rudimentarnu Supljinu, nefrocel, u
komunikaciji s intraembrionalnim celomom (18-20). Pronefrosi ubrzo regrediraju u visih sisavaca,
dok su u riba i vodozemaca bitni za odrzavanje ravnoteze vode te preko trepetljika sudjeluju u

transportu tekucine kroz pronefricke kanalice (21).

Razvoj mezonefrosa (Slika 1B) zapocinje istodobno s regresijom pronefrosa tijekom
cetvrtog gestacijskog tjedna u ljudskom embriju, odnosno oko embrionalnog dana E9 u misa (18-
20, 22). Mezonefros se formira u torakolumbalnoj regiji intermedijarnog mezoderma te se razvija

u kraniokaudalnom smjeru. Graden je od mezonefrickog (Wolffovog) kanala i niza primitivnih
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mezonefrickih nefrona, koji predstavljaju prve funkcionalne ekskretorne jedinice sposobne za
ogranicCenu filtraciju krvi i1 stvaranje male koli¢ine urina izmedu Sestog 1 desetog tjedna ljudskog
razvoja (19, 20, 22). Svaki mezonefri¢ki nefron sastoji se od glomerula i pripadajuceg kanali¢a
koji se ulijeva u mezonefricki kanal, pri ¢emu pojedini glomeruli mogu dijeliti zajednicki odvodni
kanali¢ (19, 22, 23). Na vrhuncu razvoja prisutno je priblizno 35-40 mezonefrickih kanali¢a (3).
Kranijalno smjesteni nefroni postupno involuiraju, prate¢i razvojni val regresije koji se Siri od
kranijalnog prema kaudalnom dijelu embrija (19, 22). Kanali¢i najkaudalnijih nefrona cesto ne
uspostavljaju funkcionalnu vezu s Wolffovim kanalom te stoga ne sudjeluju u ekskretornoj
aktivnosti (19). Kod ¢ovjeka mezonefros gotovo u potpunosti nestaje do kraja tre¢eg mjeseca
razvoja, dok u miSa regredira oko embrionalnog dana E14 (18-20, 22). U Zenskog embrija
mezonefricki kanal i kanali¢i uglavnom degeneriraju, dok u muskom embriju mezonefricki kanal
perzistira i sudjeluje u formiranju dijelova spolnog sustava, ukljucujuéi epididimis, sjemenovod i
sjemene mjehurice, dok dio mezonefri¢kih kanali¢a formira eferentne kanalice testisa (19, 20). Na
kaudalnom kraju mezonefrickog kanala razvija se mokrac¢ovodni pupoljak, ¢ime zapocinje razvoj

trajnog bubrega, metanefrosa (19, 23).

Metanefros (Slika 1C), odnosno zametak trajnog bubrega u sisavaca, zapocinje svoj razvoj
tijekom Cetvrtog do petog gestacijskog tjedna u covjeka, odnosno oko embrionalnog dana E10.5 u
misa, u razdoblju kada je mezonefros jo$ uvijek prisutan 1 djelomicno funkcionalan (18-20, 22).
Nastaje medudjelovanjem dvaju razvojnih izvora: epitelnog mokrac¢ovodnog pupoljka, koji izrasta
iz kaudalnog dijela Wolffova kanala te metanefrogenog mezenhima podrijetlom iz intermedijarnog

mezoderma (19, 20, 22).

Nakon $to mokra¢ovodni pupoljak penetrira u metanefrogeni mezenhim, zapocinje proces
ponavljanog grananja kojim se uspostavlja temelj buduceg sabirnog sustava bubrega (22, 24). Na
vrhovima granajuc¢ih ampula dolazi do lokalne kondenzacije okolnih mezenhimskih stanica, ¢ime
nastaje tzv. metanefrogena kapa, populacija progenitorskih stanica smjeStenih neposredno uz
epitelne vrhove sabirnih kanali¢a (22, 24, 25). Ova struktura predstavlja rezervoar nefrogenskih

prekursora i klju¢ni je morfoloski i funkcionalni element u regulaciji nefrogeneze.

Pod utjecajem signalnih interakcija izmedu epitela mokra¢ovodnog pupoljka 1
metanefrogenog mezenhima, stanice metanefrogene kape prolaze kroz proces daljnje kondenzacije

1 organizacije, pri ¢emu nastaju pretubularni agregati (24, 25). Ti agregati predstavljaju ranu fazu
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mezenhimsko-epitelne transformacije (MET) i1 prethode formiranju epitelnih struktura buduceg
nefrona. Pretubularni agregati postupno se epiteliziraju i diferenciraju u bubrezne mjehurice, koji
zatim prolaze kroz stadije kanali¢a u obliku zareza i kanali¢a u obliku slova ,,S“, ¢ime zapocinje
morfoloska diferencijacija pojedinih segmenata nefrona (19, 23, 24). Razvoj metanefrosa moze se
podijeliti u Cetiri faze, ovisno o obrascu grananja mokra¢ovodnog pupoljka i njegovoj sposobnosti
induciranja nastanka nefrona (Slika 2). U prvoj fazi (Ph1), koja traje od 5. do priblizno 14. tjedna
gestacije, svaki vrh granajuceg pupoljka (lat. ampullae) inducira stvaranje jednog nefrona.
Tijekom druge faze (Ph2), od oko 15. do 20.-22. tjedna, grananje mokra¢ovodnog stabla postupno
se usporava, dok pojedini vrhovi induciraju formiranje vise nefrona koji se povezuju u arkadne
strukture. Treca faza (Ph3), koja traje do 34.-36. tjedna razvoja, predstavlja razdoblje
najintenzivnije nefrogeneze; tada se formira najveéi broj nefrona, a novi nefroni se zasebno
prikljuuju duZ sabirnih kanali¢a. Cetvrta faza (Ph4) zapo¢inje oko 36. tjedna i nastavlja se
postnatalno, pri ¢emu vrhovi sabirnih kanali¢a nestaju, ne dolazi do stvaranja novih nefrona, a

postojeci nefroni prolaze kroz zavrsne faze sazrijevanja (23, 25).

Ph1 Ph2 s
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Slika 2. Shematski prikaz grananja ampula u prvoj (Phl), drugoj (Ph2) i trec¢oj (Ph3) bubreznoj

razvojnoj fazi. Izvor: autorica.



Iz razli¢itih segmenata tih struktura razvijaju se pojedini dijelovi nefrona: distalni segment
daje distalni zavijeni kanali¢, srednji segment diferencira se u proksimalne dijelove i Henleovu
petlju, dok se iz proksimalnog dijela formira Bowmanova ¢ahura (18-20, 22). Tijekom formiranja
glomerula visceralni list Bowmanove ¢ahure diferencira se u podocite, dok parijetalni list tvori
parijetalne epitelne stanice. Distalni dio nefrona uspostavlja vezu sa sabirnim kanali¢em, ¢ime se
formira funkcionalno zatvorena jedinica sposobna za filtraciju i obradu primarnog urina (19, 23,

25).

Morfogeneza nefrona nije izoliran proces, ve¢ je od najranijih stadija usko povezana s
razvojem bubrezne vaskularne mreze. Razvoj glomerularnog kapilarnog pleksusa zapocinje kada
endotelni prekursori migriraju u proksimalni rascjep nezrelog, epitelom oblozenog kanali¢a u
obliku slova ,,S“. Epitelne stanice koje oblaZu taj rascjep predstavljaju prekursore podocita te luce
vaskularni endotelni ¢imbenik rasta A (engl. vascular endothelial growth factor A, VEGFA), ¢ime
privlace endotelne prekursore. Rascjep se postupno prosiruje te nastaje jedna kapilarna petlja. Ta
pojedinacna kapilarna petlja potom prolazi kroz intenzivno grananje i formiranje novih petlji,
stvaraju¢i kapilarni pleksus s jednim ulazom (aferentna arteriola) i jednim izlazom (eferentna

arteriola) na jednom polu kapilarnog klupka (26, 27).

Zakljucno, razvoj metanefrosa predstavlja dinamican 1 precizno reguliran proces u kojem
sinkronizirana interakcija mokratovodnog epitela, nefrogenog mezenhima i vaskularnih

prekursora odreduje konacan broj, strukturu i funkcionalnu zrelost nefrona.

1.3. Molekularni mehanizmi razvoja bubrega

Razvoj metanefrosa rezultat je intenzivne i vremenski precizno regulirane interakcije
epitela 1 mezenhima. SrediSnje mjesto u inicijaciji grananja mokra¢ovodnog pupoljka zauzima
signalni put neurotrofnog ¢imbenika rasta koji potjece iz glija stanica (engl. glial cell line—derived
neurotrophic factor, GDNF) i receptora RET (engl. REarranged during transfection) (28, 29).
Gubitak funkcije GDNF-a ili bilo koje komponente njegova receptorskog kompleksa dovodi do
potpune renalne ageneze ili teSke hipoplazije bubrega u misjih embrija, §to jasno ukazuje na
njegovu esencijalnu ulogu u ranoj nefrogenezi (30-32). GDNF se eksprimira u metanefrogenom
mezenhimu, dok se receptor tirozin-kinaza RET i koreceptor alfa-1 obitelji GDNF (engl. GDNF
family receptor alpha 1, GFRa) inicijalno nalaze u epitelu Wolffova kanala, a potom se njihova

ekspresija ogranicava na vrhove mokra¢ovodnog pupoljka gdje kontroliraju proces ponavljanog
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grananja (33). Aktivacija RET-a ne predstavlja izolirani dogadaj, ve¢ pokrece viSe intracelularnih
signalnih kaskada, ukljucujuci signalni put mitogenom aktivirane protein-kinaze (engl. mitogen-
activated protein kinase, MAPK) 1 izvanstani¢nim signalom regulirane kinaze (engl. extracellular
signal-regulated kinase, ERK), kao 1 signalni put fosfatidilinozitol-3-kinaze (engl.
phosphoinositide 3-kinase, PI3K) 1 protein-kinaze B (engl. protein kinase B, AKT), koji reguliraju
proliferaciju i morfolosko modeliranje epitela (29). Istodobno, epitel mokrac¢ovodnog pupoljka i
okolni mezenhim razmjenjuju brojne dodatne signalne molekule, ¢ime se uspostavlja dvosmjerni
komunikacijski sustav nuzan za pravilno odvijanje morfogeneze (28, 29). Ovakva organizacija

signalizacije omogucuje fino podeSavanje prostornog obrasca grananja.

Sposobnost metanefrogenog mezenhima da odgovori na ove indukcijske podrazaje ovisi o
ekspresiji transkripcijskog ¢imbenika WT1 (engl. Wilms tumor 1), koji odrzava diferencijacijsku
kompetentnost progenitorskih stanica i regulira ekspresiju GDNF-a. U tom kontekstu WT1 djeluje
kao cuvar nefrogene populacije, povezuju¢i odrzavanje mezenhima s aktivacijom epitelnog
grananja (23). Nakon uspostave osnovnog obrasca grananja, mokracovodni pupoljak djeluje i na
odrzavanje populacije nefrogenih progenitora. Fibroblastni ¢imbenik rasta 2 (engl. fibroblast
growth factor, FGF2) 1 koStani morfogenetski protein 7 (engl. bone morphogenetic protein 7,
BMP7) sprjecavaju apoptozu te poticu proliferaciju metanefrogenog mezenhima (34, 35). Ovi
¢imbenici ne induciraju izravno epitelizaciju, ali osiguravaju da mezenhimske stanice ostanu
vitalne 1 sposobne za daljnju diferencijaciju. Vazno je naglasiti da proces grananja nije iskljucivo
stimuliran aktivacijskim signalima; njegovo prostorno ograni¢enje osiguravaju i inhibicijski
mehanizmi, poput BMP4 i negativnog regulatora RET signalizacije SPRY1 (engl. Sproutyl), koji

sprjeavaju ektopicno ili nekontrolirano grananje (23).

Kljuéni korak u nastanku nefrona predstavlja mezenhimsko-epitelna transformacija. Ona
je posredovana signalima mokra¢ovodnog pupoljka, osobito putem WNT9B (engl. Wnt family
member 9B) 1 WNT6 (engl. Wnt family member 6), koji u metanefrogenom mezenhimu induciraju
ekspresiju gena PAX2 (engl. paired box gene 2) i WNT4 (engl. Wnt family member 4) (36-39).
PAX?2 doprinosi kondenzaciji i organizaciji nefrogenog mezenhima, stvaraju¢i morfolosku podlogu
za nastanak pretubularnih agregata, dok je WNT4 nuzan za epitelizaciju kondenziranog mezenhima
1 formiranje epitelnih tubularnih struktura (37, 38). Bez WNT4, proces MET-a se ne odvija, §to

potvrduje njegovu klju¢nu ulogu u ranoj fazi diferencijacije nefrona (38, 39).



Tijekom ovog procesa dolazi i do promjena u sastavu izvanstanicnog matriksa te
reorganizacije stani¢nih adhezijskih molekula, ¢cime se mezenhimski fenotip postupno zamjenjuje
epitelijalnim. Navedeni dogadaji ne odvijaju se izolirano, ve¢ su rezultat koordinirane aktivnosti

viSe signalnih mreza koje djeluju u strogo definiranim vremenskim i prostornim okvirima.

U konacnici, razvoj metanefrosa moze se promatrati kao dinamicka ravnoteza izmedu
proliferacijskih, diferencijacijskih i inhibitornih signala. Stabilnost te ravnoteze presudna je za
pravilno formiranje nefrona i sabirnog sustava, a njezin poremecaj moZze rezultirati razvojnim

anomalijama bubrega.

1.4. Usporedba mikroskopske grade bubrega misa i covjeka

Organogeneza bubrega u sisavaca visoko je konzervirana, kako na anatomskoj tako i na
molekularnoj razini. Stoga se u istraZivanjima ovog procesa uvelike koriste modelni organizmi,
ponajprije mi§ 1 Stakor (40). Bubreg miSa, kao i humani bubreg, razvija se iz metanefrickog
primordija, histoloSki je organiziran u koru i srz, a nefron kao osnovna funkcionalna jedinica
sastoji se od glomerula, proksimalnog i distalnog tubula, Henleove petlje i sabirnog sustava (41).
Broj nefrona prisutnih u jednom bubregu znacajno varira izmedu vrsta te iznosi priblizno od 11

000 do 19 000 u misa, odnosno od 200 000 do 1,8 milijuna u ¢ovjeka (42, 43).

Unato¢ znatnoj razlici u velicini, bubreg miSa pokazuje visok stupanj morfoloske
podudarnosti s humanim bubregom. Makroskopski, misji bubreg je unipapilaran organ, posjeduje
jednu renalnu papilu koja se drenira u jednu caSicu i nakapnicu, dok humani bubreg ima
multipapilarnu gradu s 8 do 18 renalnih papila (41, 44). Kortikalna zona misjeg bubrega sadrzi
glomerule 1 vijugave tubule, dok medularnu zonu grade ravni segmenti tubula 1 sabirni kanali koji
konvergiraju prema papili. Henleova petlja miSa proporcionalno je dulja u odnosu na veli¢inu
bubrega nego u ¢ovjeka, s izrazenim tankim segmentima koji doprinose visokom omjeru duljine
petlje i volumena bubrega. Ova morfoloska organizacija povezana je s ve€om koncentracijskom
sposobnoscu urina koja u miSa moze doseci priblizno 4 000 mOsm/kg H>O, dok u ¢ovjeka iznosi

oko 1200-1400 mOsm/kg H,0O (44, 45).

Mikroskopska grada bubrega u obje vrste temelji se na organizaciji nefrona i sabirnog
sustava. U kori se nalaze bubrezna tjelesca 1 vijugavi dijelovi tubula, dok se u srzi bubrega nalaze

ravni segmenti nefrona i sabirni kanali. Bubrezno tjeleSce sastoji se od glomerularnog kapilarnog



klupka okruzenog Bowmanovom c¢ahurom. Kapilarna mreza glomerula stabilizirana je
intraglomerularnim mezangijskim stanicama koje su uronjene u mezangijski izvanstani¢ni
matriks. Ove stanice imaju vaznu ulogu u odrzavanju strukture glomerula, fagocitozi i uklanjanju
makromolekula iz filtracijske barijere te sintezi komponenti medustani¢nog matriksa. Mezangijske
stanice takoder posjeduju kontraktilna svojstva koja omogucuju regulaciju promjera kapilarnih

petlji 1 time utjeCu na glomerularni protok krvi i filtraciju (41, 46, 47).

Na ultrastrukturnoj razini glomerularna bazalna membrana u miSa histoloski odgovara
humanoj po sastavu klju¢nih komponenti izvanstani¢nog matriksa, uklju¢ujué¢i kolagen tipa 1V,
laminin i nidogen (47, 48). Nozice podocita i filtracijska dijafragma (engl. slit diaphragm)
morfoloski su i molekularno o€uvani, a klju¢ni proteini poput nefrina, podocina i CD2AP (engl.
CD2-associated protein) izrazeni su u objema vrstama (49, 50). Proksimalni tubuli miSa obloZeni
su kubi¢nim epitelom bogatim mitohondrijima i karakterizirani izrazenom cetkastom prevlakom
(engl. brush border), $to odrazava intenzivnu reapsorpcijsku aktivnost. Histoloski i funkcionalno
u velikoj su mjeri usporedivi s humanim proksimalnim tubulima, iako je relativni volumen
tubularnih stanica neSto manji zbog kompaktnije organizacije korteksa (51, 52). Distalni tubul u
obje vrste karakterizira kubi¢ni epitel bez Cetkaste prevlake, s izrazenim bazolateralnim
invaginacijama plazmatske membrane koje odrazavaju visoku aktivnost Na*/K*-ATPaze i aktivnu
ionsku reapsorpciju (52, 53). Vazno obiljezje koje razlikuje misji bubreg od humanog jest
organizacija jukstaglomerularnog aparata. Premda su renin-pozitivne jukstaglomerularne stanice,
stanice macula densa i ekstraglomerularne mezangijeske stanice morfoloski prisutne u objema
vrstama, gustoca renin-pozitivnih stanica i opseg njihove regrutacije duz aferentne arteriole u misa
su znatno veci, Sto upucuje na fizioloski razli¢it kapacitet renin-angiotenzin-aldosteronskog
sustava (54, 55). Intersticij mi§jeg bubrega histoloski je oskudan, s relativno malim brojem
intersticijskih fibroblasta i malom koli¢inom izvanstani¢nog matriksa u fizioloskim uvjetima, Sto
je potrebno uzeti u obzir pri interpretaciji procesa fibrogeneze u patoloSkim modelima (56). Sve
navedene sli¢nosti 1 razlike od klju¢ne su vaznosti pri prijenosu nalaza s mis§jeg modela na humanu
patologiju. Visoka konzerviranost signalnih putova 1 stani¢ne kompozicije nefrona opravdava
primjenu transgenic¢nih i knockout misjih modela u istraZzivanjima razvojnih anomalija bubrega i
mokraénog sustava u ¢ovjeka. Medutim, morfoloske i kvantitativne razlike, posebice u broju
nefrona, gradi papile i debljini glomerularne bazalne membrane potrebno je uzeti u obzir pri

interpretaciji fenotipskih podataka i1 ekstrapolaciji nalaza na humane bolesti (44, 48).
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1.4.1. Signalni put Reelin—-DABI1 i yotari (Dab1 7°) misji model

Disabled-1 (DABI1) unutarstanicni je adaptorski protein ¢ija fosfotirozin-vezujuéa (PTB)
domena posreduje prijenos signala nizvodno od reelina, velikog izvanstani¢nog glikoproteina koji
djeluje kao kljucni regulator stanicne organizacije tijekom razvoja (57, 58). Reelin i DABI1
evolucijski su visoko konzervirani i tradicionalno se proucavaju u kontekstu razvoja ziv€anog

sustava, no sve je viSe dokaza da njihova funkcija nadilazi granice neuroloskog sustava (58, 59).

Gen RELN, smjesten na kromosomu 722 u ¢ovjeka, odnosno kromosomu 5 u misa, kodira
glikoprotein molekularne mase oko 440 kDa (60, 61). Strukturno, reelin sadrzi signalni peptid,
domenu homolognu F-spondinu, osam ponavljaju¢ih domena specifi¢nih za reelin (RR1-RR8)-
svaka podijeljena na poddomene A i B s umetnutom EGF-slicnom domenom te kratki pozitivno
nabijeni C-terminalni slijed (58, 62). SrediSnja regija proteina, konkretno domene RR5-RR6,
odgovorna je za vezanje na receptore (58, 62). Tijekom embrionalnog razvoja, reelin pretezno
sintetiziraju Cajal-Retziusove stanice marginalne zone mozdane kore i hipokampusa te prekursori
granularnih stanica u vanjskom granularnom sloju malog mozga (61, 63). S postnatalnim
sazrijevanjem dolazi do pomaka izvora pa tako u odraslom mozgu reelin uglavnom produciraju
GABAergicki interneuroni kortikalne plocCe, cerebelarne granularne stanice i hipokampalni
interneuroni (58, 64). Vazno je napomenuti da se reelin nakon sekrecije proteolitic¢ki cijepa na tri

veca fragmenta, no funkcionalna uloga tog cijepanja jos nije jasno definirana (58).

U kanonskom signalnom putu, Reelin se u obliku oligomera veze na dva receptora iz
obitelji receptora za lipoproteine niske gustoce - apolipoprotein E receptor 2 (ApoER2/LRPS) 1
receptor za lipoproteine vrlo niske gustoce (VLDLR), ¢ime inducira klasterizaciju receptorskih
kompleksa (65, 66). Signal se prenosi putem adaptor proteina DABI1, koji stupa u interakciju s
citoplazmatskim repom receptora (57, 66). Fosforilirani DABI1 regrutira proteine koji sadrze SH2
domenu te aktivira nizvodne signalne kaskade, ukljucujuéi fosfatidilinozitol-3-kinazu
(PIBK/AKT/mTOR), proto-onkogen C (CRK/CRKL-RAP1) i mitogenom aktiviranu protein-
kinazu/ekstracelularnim signalima reguliranu kinazu (MEK/ERK1/2) putove, koji reguliraju

dinamiku citoskeleta, stanicnu migraciju, prezivljavanje i diferencijaciju (67, 68).

Yotari predstavlja mutantni mi§ji model s neuroloskim poremecajem ¢ija se mutacija
nasljeduje autosomno recesivno. Fenotipske karakteristike yotari miSeva uvelike nalikuju onima

opazenima kod reeler mutanta. Zivotinje se mogu prepoznati po nestabilnom hodu i izrazenom
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tremoru, a ¢esto ugibaju u ranom postnatalnom razdoblju, priblizno tijekom perioda dojenja,
izmedu P20 1 P30 (69, 70). U homozigotnih yotari jedinki mali mozak je hipoplasti¢an i ne
pokazuje normalnu folijaciju. lako se mogu prepoznati molekularni i granularni sloj malog mozga,
Purkinjeove stanice nisu pravilno rasporedene, ve¢ su rasprsene unutar granularnog sloja i bijele
tvari. Sli¢ni poremecaji u organizaciji slojeva prisutni su i u mozdanoj kori te u hipokampalnoj

formaciji, gdje je normalna laminarna struktura znacajno narusena (69, 70).

Osim svoje dobro poznate uloge u regulaciji neuronalne migracije, signalni put Reelin-
DABI u posljednje se vrijeme sve ¢esc¢e dovodi u vezu s patogenezom neuropsihijatrijskih
poremecaja. Naime, misevi s inaktiviranim Dabl genom pokazuju izrazene poremecaje ponasanja
i organizacije mozdane kore koji u velikoj mjeri nalikuju promjenama zabiljezenima u
neurorazvojnim poremecajima, ukljucujuéi shizofreniju i poremecaje iz spektra autizma (71-73).
U skladu s tim, analize humanog postmortalnog moZdanog tkiva ukazuju na snizenu razinu DAB1
mRNA u odredenim regijama mozga osoba s autizmom, dok je smanjena ekspresija reelina
dosljedno opisana u prefrontalnom korteksu, hipokampusu i malom mozgu bolesnika sa
shizofrenijom (71, 72). Zanimljivo, dio tih promjena povezuje se s epigenetskim mehanizmima,
osobito hipermetilacijom promotora gena RELN (74). Dodatnu potporu toj povezanosti pruza i
heterozigotni reeler model, koji pokazuje priblizno smanjenje razine Reelina za 50 % te

reproducira pojedine kognitivne 1 senzorne deficite karakteristi¢ne za shizofreniju (75).

Ipak, funkcija DABI proteina ocito nije ograni¢ena isklju¢ivo na Ziv€ani sustav.
Primjerice, njegova ekspresija u endotelnim stanicama povezuje se s formiranjem krvno-mozdane
barijere 1 uspostavljanjem fine neurovaskularne komunikacije (76). Osim toga, sve je viSe dokaza
koji upucuju na njegovu potencijalnu ulogu u tumorskoj biologiji. Smanjena ekspresija DAB1
opisana je u karcinomu dojke, gdje se povezuje s deregulacijom signalnih putova ukljucenih u
apoptozu, dok eksperimentalno povecanje njegove ekspresije u stanicama raka prostate dovodi do
smanjenja njihove migracije 1 invazivnosti, §to sugerira mogucu tumor-supresorsku funkciju (77,

78).

U tom Sirem kontekstu postaje sve jasnije da se djelovanje Reelin-DABI1 signalnog puta
ne moze promatrati isklju¢ivo kroz prizmu neurobiologije. Novija istrazivanja ukazuju na njegovu
ulogu i u razvoju bubrega te potencijalnu povezanost s kongenitalnim anomalijama bubrega i

mokraénog sustava (CAKUT). Analize humanog fetalnog bubreZznog tkiva pokazale su da DAB1
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1 Reelin imaju specifican prostorno-vremenski obrazac ekspresije tijekom razvoja, pri ¢emu je
DABI izraZzeniji u tubularnim strukturama, dok je Reelin dominantnije prisutan u ranijim
razvojnim stadijima (79). Dodatno, yotari misji model, obiljeZzen inaktivacijom Dabl gena,
pokazuje razvoj renalne hipoplazije i strukturne promjene glomerula, osobito na razini podocita,
Sto upucuje na vaznu ulogu ovog signalnog puta u pravilnoj nefrogenezi (79). lako su molekularni
mehanizmi jo§ uvijek nedovoljno razjaSnjeni, ovi nalazi sugeriraju da poremecaj Reelin-DABI
signalizacije moze pridonijeti nastanku CAKUT fenotipova te otvaraju prostor za daljnja

translacijska istrazivanja u podrucju razvojne nefrologije.

1.5. Prirodene anomalije bubrega i mokraénog sustava (CAKUT)

Prirodene anomalije bubrega 1 mokra¢nog sustava (CAKUT) obuhvacaju heterogenu
skupinu strukturnih malformacija koje zahvacaju bubrege, mokra¢ovode, mokraéni mjehur i
insuficijencije u pedijatrijskoj populaciji, s procijenjenom prevalencijom u rasponu od 4 do 60 na
10 000 Zivorodene djece (82, 83). Ukupna incidencija CAKUT-a iznosi tre¢inu slucajeva od
ukupnog broja svih kongenitalnih anomalija, ¢ime se svrstava medu najeS¢e kongenitalne
malformacije, odmah nakon srcanih anomalija i genetskih sindroma (84). Klinicki spektar ovih
anomalija izrazito je Sirok te obuhvaca izolirane defekte kao i one koji se javljaju u sklopu
sindromskih entiteta, a nerijetko dovodi do zavr$nog stadija bubreZnog zatajenja (85, 86). Prema
podacima Europskog registra za djecu na nadomjesnoj bubreznoj terapiji (ESPN/ERA) iz 2019.
godine, CAKUT je identificiran kao vode¢i uzrok kroni¢ne bubrezne bolesti u 30 do 60 % djece
na nadomjesnoj bubreznoj terapiji (87, 89). Prema smjernicama EUROCAT-a iz 2024. godine,
CAKUT se dijeli u osam podskupina, a ukljucuje jednostranu i obostranu renalnu ageneziju,
multicisti¢nu displaziju bubrega, kongenitalnu hidronefrozu i1 opstrukciju mokra¢ovoda, ektopicne
bubrege, ekstrofiju mokraénog mjehura i epispadiju, posteriorne uretralne valvule te sindrom

mlohavog trbuha (engl. prune belly syndrome) (89).

1.5.1. Fenotipovi prirodenih anomalija bubrega i mokracnog sustava

1.5.1.1. Hipoplazija bubrega

Renalna hipoplazija definira se kao prirodeno smanjen bubreg ¢ija je histoloska grada
uredna, ali je broj nefrona reduciran (90). Klju¢ni dijagnosticki kriterij jest volumen bubrega manji

od dvije standardne devijacije ispod o¢ekivane srednje vrijednosti za dob i tjelesnu veli¢inu, uz
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ocuvanu kortikomedularnu diferencijaciju 1 odsutnost displasti¢nih elemenata (Slika 3) (91).
Postoje Cetiri podtipa renalne hipoplazije. Prvi podtip je jednostavna hipoplazija, u starijoj je
literaturi opisivana terminima poput ,,patuljastog bubrega” (engl. dwarf kidney) ili “minijaturnog
bubrega” (engl. miniature kidney) (92). Dijagnosticke kriterije za jednostavnu hipoplaziju
definirali su Rubenstein i sur. 1961. godine kao stanje u kojem jedan bubreg ima masu < 50 %
oc¢ekivane, odnosno, ako su oba bubrega smanjena, njithova ukupna masa iznosi < 33 % ocekivane
vrijednosti, pri ¢emu su nefroni morfoloSki uredni, ali brojc¢ano reducirani (93).
Oligomeganefronija, teski je oblik u kojem je broj nefrona reduciran i do 80 %, dok su preostali
nefroni hipertrofi¢ni, s glomerulima koji mogu dose¢i 12 do 15 puta veéi volumen od normalnoga

(92, 94).

Jedan od podtipova je i segmentalna hipoplazija (Ask-Upmarkov bubreg), ranije smatrana
razvojnom anomalijom, dok se danas uglavnom smatra posljedicom stecenog oste¢enja povezanog
s vezikoureteralnim refluksom, u 70 do 80 % slucajeva, uz izraZzenu predominaciju Zenskog spola
(72 % slucajeva) (90, 92). Posljednji podtip je kortikalna hipoplazija koja vjerojatno predstavlja
prijevremeni prestanak ili zastoj nefrogeneze, $to rezultira manjim brojem generacija nefrona od

uobicajenoga, a posljedicno i manjom ukupnom veli¢inom bubrega (90, 92).
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Slika 3. Svjetlosnomikroskopska analiza hipoplastiénog bubrega. Bubrezi s potvrdenom

hipoplazijom zadrzavaju normalnu kortiko-medularnu arhitekturu, ali su smanjene veliCine, s
manjim brojem nefrona i bubreznih vr$nih struktura u usporedbi s normalnim bubregom. Bubrezna
kora je stanjena, s vidljivim zastojem u migraciji glomerula prema unutarnjim slojevima kore. Nisu
uocene ciste, atrofirani kanali niti druga displasti¢na obiljeZja. Preparat prikazan na fotografiji
potjee iz arhiviranog uzorka humanog bubrega u 30. tjednu fetalnog razvoja, a snimka je

snimljena pri uvecanju x10. Izvor: autorica.
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Klini¢ki, jednostrana hipoplazija moZze biti asimptomatska te slucajno otkrivena
ultrazvuénim pregledom ili tijekom dijagnosticke obrade infekcije mokra¢nog sustava, dok
obostrana hipoplazija dovodi do glomerularne hiperfiltracije, hipertenzije, proteinurije i
progresivnog gubitka bubrezne funkcije. Oligomeganefronija je u tom pogledu posebno
nepovoljna jer u tom slucaju nastaje sekundarna fokalna segmentalna glomeruloskleroza kao
adaptivni odgovor preostalih nefrona na preoptere¢enje (92, 95, 96). Etiologija hipoplazije
ukljucuje mutacije u razvojnim genima (HNFIB, PAX2, PBX1), ali i okolisne ¢imbenike poput
intrauterinog zastoja rasta, gestacijskog dijabetesa, izlozenosti ACE inhibitorima i nedostatka

vitamina A (97, 98).

1.5.1.2. Displazija bubrega

Bubrezna displazija obuhvaca skup razvojnih poremecaja u kojima inicijalno dolazi do
formiranja bubrega, ali daljnja diferencijacija u funkcionalne nefrone i sabirne kanalice izostaje ili
je znacajno poremecena. U patogenezi su predlozena dva glavna mehanizma i to primarni
poremecaj aktivnosti mokracovodnog pupoljka te sekundarni u¢inak uzrokovan opstrukcijom i
posljedi¢énim poremecajem fetalnog protoka mokrace. Novija istrazivanja dodatno ukazuju na
disregulaciju ekspresije gena u displasticnom bubreznom tkivu, $to je povezano s narusenom
ravnotezom izmedu stanicne proliferacije, diferencijacije 1 apoptotskih procesa (99).
Patohistoloski, displasti¢ni bubreg karakterizira prisutnost primitivnih duktusa koji predstavljaju
ogranke mokrac¢ovodnog pupoljka. Ovi duktusi okruglog su do ovalnog oblika, obloZeni pretezno
visokim cilindri¢nim ili kuboidnim epitelom, a pojavljuju se pojedinacno ili u malim skupinama
unutar ograni¢enih lobula vretenastth mezenhimalnih stanica. Nezreli mezenhim tvori
karakteristi¢an fibromuskularni ovoj vretenastih stanica rasporedenih kruzno oko primitivnih
duktusa, daju¢i nodularni izgled kompleksu duktus-mezenhim (100). Ciste razli¢itih veli¢ina
redovito su prisutne, dok lobarna dezorganizacija, koja se ocituje poremecajem normalnog
kortikomedularnog odnosa, predstavlja vazno morfolosko obiljezje bubrezne displazije. U
pojedinim sluCajevima nalaze se otoCi¢i zrele 1 nezrele hrskavice, pretezno u kortikalnom
podru¢ju. Dodatni nalazi ukljucuju ekstramedularnu hematopoezu, pretezno u medularnom
podrucju i oko displasti¢nih glomerula, te snopove nemijeliniziranih ziv¢anih vlakana uklopljenih

u mezenhim (Slika 4) (100).
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Slika 4. Svjetlosnomikroskopska analiza cisti¢nog displasti¢nog bubrega. Displasticni bubreg
karakterizira nepravilni razvoj 1 grananje sabirnih kanali¢a, gubitak funkcionalnih nefrona te
stvaranje aberantnih struktura, ukljuuju¢i displasticne kanale i ciste nastale iz primitivnih
kanali¢a, uz zadebljanje strome i proliferaciju tkiva hrskavice. Brojne tanke ciste su razasute po
bubreznom parenhimu. Displasti¢ni tubuli s nepravilnim rubovima dominiraju u vanjskoj kori 1
okruzZeni su prstenovima nediferenciranog mezenhima, nalik glatkom misi¢u, u kojem se mogu

pronaci heterotopicni otoci 1 hrskavica. Preparat prikazan na fotografiji potjece iz arhiviranog
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uzorka humanog bubrega u 27. tjednu fetalnog razvoja, a snimka je izvrSena pri uvecanju x20.

Izvor: autorica.

1.5.1.3. Udvostruceni ureter

Udvostruceni ureter (lat. wureter duplex) predstavlja jednu od najces¢ih prirodenih
anomalija mokra¢nog sustava, s viSom ucestaloS¢u u zena (101). Anomalija se moZze javiti
unilateralno ili bilateralno, a napredak ultrazvuc¢ne dijagnostike omogucio je sve raniju prenatalnu

detekciju (102).

Embrioloski, ova anomalija nastaje kao posljedica preranog grananja mokra¢ovodnog
pupoljka ili razvoja dvaju zasebnih mokra¢ovodnih pupoljaka iz Wolffovog kanala tijekom
cetvrtog do Sestog tjedna embrionalnog razvoja (101, 103). Reciprocne interakcije izmedu
mokraéovodnog pupoljka 1 metanefricCkog mezenhima, regulirane signalnim putevima
GDNF/RET, PAX2, SALLI i B-kateninom, klju¢ne su za pravilno odvijanje nefrogeneze, a
poremecaji u tim putevima mogu rezultirati nastankom dupliciranih pijelokalicealnih sustava (97,

104).

Ovisno o stupnju razdvajanja, razlikujemo inkompletnu duplikaciju (ureter bifidus ili
ureter fissus), kod koje se dva uretera spajaju prije ulaska u mokraéni mjehur, i kompletnu
duplikaciju (ureter duplex), kod koje svaki ureter ima zasebno usce (101, 105, 106). Makroskopski,
udvostruceni sustav obuhvaca dva odvojena pijelokaliksna sustava unutar istog bubreznog
parenhima, pri ¢emu gornji pol bubrega obi¢no drenira ureter ¢ije usce lezi kaudalnije 1 medijalnije
u odnosu na uSée uretera donjeg pola, sukladno Weigert-Meyerovu pravilu (107, 108).
Komplikacije povezane s gornjim polom uklju¢uju ureterokelu i opstrukciju zbog ektopi¢ne
insercije, dok je donji pol skloniji vezikoureteralnom refluksu zbog krac¢eg intravezikalnog tunela

(109, 110).

Histopatoloski, parenhim zahvaéenog pola moZe pokazivati razlicite stupnjeve displazije,
osobito ako postoji pridruzena opstrukcija ili refluks (111). Ureterokela, koja se javlja u zna¢ajnom
broju prenatalno dijagnosticiranih dupleks sustava s komplikacijama, histoloski se prikazuje kao
cisti¢na dilatacija intravezikalnog segmenta uretera obloZena prijelaznim epitelom s tankim slojem

glatkog miSi¢ja u stijenci (112).
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Slika 5. Svjetlosnomikroskopska analiza bubrega s udvostrucenim ureterom u 24. tjednu fetalnog

razvoja. Bubrezna jedinica sastoji se od dva pelvikalicealna sustava, ali zadrzava normalnu
histolosku arhitekturu. Preparat prikazan na fotografiji potjeCe iz arhiviranog uzorka humanog

bubrega u 24. tjednu fetalnog razvoja, a snimka je izvrSena pri uvecanju x10. Izvor: autorica.

1.5.1.4. Potkovicasti bubreg

Potkovicasti bubreg (lat. ren arcuatus) predstavlja najéeséu fuzijsku anomaliju bubrega, s

ucestalos¢u od priblizno 1:500 zivorodenih, uz predominaciju u muskaraca u omjeru 2:1 (113).
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Embrioloski, potkovicasti bubreg nastaje fuzijom metanefriCkih blastema na donjim
polovima prije zavrSetka formiranja bubrezne ¢ahure, tipi¢no izmedu 4. i 6. tjedna gestacije (113,
114). Kako spojeni bubrezi pokuSavaju migrirati iz zdjelice prema normalnom lumbalnom
polozaju, njihova migracija biva zaustavljena donjom mezentericnom arterijom, Sto rezultira
karakteristicnom niskom prednjom pozicijom i spojnicom u sredi$njoj liniji koja se naziva istmus
(115). Istmus se nalazi izmedu donjih polova u vise od 90 % slucajeva, a u priblizno 80 % slucajeva
sadrzi funkcionalni bubrezni parenhim s vlastitom krvnom opskrbom, dok u preostalim
slu¢ajevima moze biti graden od vezivnog tkiva (116). Novije studije sugeriraju da parenhimski
istmus nastaje kao posljedica teratogenog dogadaja koji ukljucuje abnormalnu migraciju straznjih
nefrogenih stanica koje se potom spajaju tvoreéi istmus, dok je teorija mehanicke fuzije

prihvatljivija za slucajeve s fibroznim istmusom (114, 117).

Makroskopski, potkovicasti bubreg ima karakteristican izgled s dvama bubreznim masama
spojenim istmusom, naj¢eS¢e smjesten anteriorno od aorte u razini kraljezaka L3-L4, iako se u 40
% slucajeva istmus nalazi neposredno inferiorno od donje mezenteri¢ne arterije (118). Zbog fuzije,
bubrezi su malrotirani, donji su polovi spojeni, a sabirni sustavi usmjereni anteriorno. Ureteri
silaze prema mokraénom mjehuru anteriorno od istmusa, $to moze uzrokovati probleme s

drenazom (Slika 6) (115).
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Slika 6. Svjetlosnomikroskopska analiza potkovicastog bubrega u 34. tjednu fetalnog razvoja s

o¢uvanom kortikomedularnom organizacijom, uz blagu dezorganizaciju tubularnih struktura.
Preparat prikazan na fotografiji potjece iz arhiviranog uzorka humanog bubrega u 34. tjednu

fetalnog razvoja, a snimka je izvrSena pri uvecanju x10. Izvor: autorica.

Potkovicasti bubreg povezan je s povecanim rizikom od opstrukcije pijeloureteralnog
spoja, vezikoureteralnog refluksa, nefrolitijaze i urinarnih infekcija zbog abnormalne anatomije 1

poremecene drenaze (119). Takoder postoji 3-4 puta veci rizik od bubreznih maligniteta,
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ukljucujuc¢i Wilmsov tumor, karcinom prijelaznog epitela i karcinoidne tumore, osobito u podrucju

istmusa (120, 121).

1.5.2. Genetika

Genetska podloga CAKUT-a izrazito je heterogena i jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena. Do
danas je identificirano vise od 50 gena povezanih s ne-sindromskim oblicima CAKUT-a, dok broj
gena ukljuCenih u sindromske entitete, u kojima se bubrezne anomalije javljaju kao dio
multisistemskih poremecaja, prelazi 180 (122). Unato¢ identifikaciji sve veceg broja gena
povezanih s CAKUT-om, monogenske varijante objasnjavaju tek manji udio slu¢ajeva, procijenjen
na 5-20 % (123). Medu najces¢e zahvacenim genima nalaze se PAX2, HNFIB, EYAI, SIX1, SIX2
1 SALLI, koji kodiraju transkripcijske faktore kljuéne za rane faze nefrogeneze, ukljucujuci
indukciju metanefrickog mezenhima i grananje ureterickog pupoljka (91). Medutim, za znacajan
dio identificiranih varijanti jo§ uvijek nedostaju jasni funkcionalni dokazi patogenosti, dok
nepotpuna penetrantnost i varijabilna ekspresivnost dodatno otezavaju uspostavu pouzdanih

genotip-fenotip korelacija (123-125).

Uz monogenske uzroke, sve je izrazenija uloga varijanti broja kopija (engl. copy number
variation, CNV) u patogenezi CAKUT-a. Posljednje studije pokazale su da se rijetki CNV-ovi
mogu identificirati u priblizno 10-16 % bolesnika s CAKUT-om (126, 127). Rekurentne aberacije,
poput delecija 17q12 (koje ukljuc¢uju HNF1B), delecija 22q11.2 1 duplikacija 16p11.2, Cesto su
povezane s multisistemskim zahvacanjem, §to odrazava pleiotropne u¢inke zahvacenih gena (128).
Uvodenje sekvenciranja cijelog egzoma dodatno je unaprijedilo razumijevanje genetske
arhitekture bolesti, omogucivsi identifikaciju uzrocnih i kandidatnih varijanti u zna¢ajnom udjelu
bolesnika, uklju¢ujuci 1 de novo mutacije koje, prema recentnim analizama, ¢ine vaZzan doprinos

etiologiji CAKUT-a (129).

Vazno je naglasiti da genetski ¢imbenici sami po sebi ne objasnjavaju cjelokupan fenotipski
spektar bolesti. Epigenetski mehanizmi, ukljuuju¢i promjene u metilaciji DNA 1 regulaciji
nekodiraju¢ih RNA, prepoznati su kao dodatna razina kontrole nefrogeneze koja moze modulirati
ucinak genetskih varijanti (124). Istodobno, okoliSni ¢imbenici, poput majcine izloZenosti
odredenim lijekovima, metabolickih poremecaja ili nutritivnih deficita, dodatno utjecu na rizik

razvoja CAKUT-a, vjerojatno kroz interakciju s genetskom predispozicijom (124).
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U tom kontekstu, recentna studija Westlanda i suradnika temeljena na integraciji genetickih
1 bioinformatickih analiza identificirala je nove kandidatne gene za CAKUT, ukljucuju¢i DLGI,
KIF12, EDA2R, PCDHY i TRAF7 (130). lako njihova uloga jo$ nije u potpunosti razja$njena, ovi
rezultati otvaraju nove smjerove istrazivanja usmjerene na razumijevanje molekularnih

mehanizama koji stoje u osnovi poremecene nefrogeneze.

1.5.2.1. Receptor za ektodisplazin A2

Receptor za ektodisplazin A2 (EDA2R), poznat i kao XEDAR (engl. X-linked
ectodysplasin-A2 receptor), pripada obitelji receptora faktora nekroze tumora (TNFR) te je kodiran
genom smjestenim na kromosomu Xql2 (131-133). Strukturno, rije¢ je o transmembranskom
proteinu tipa III koji u izvanstanicnoj domeni sadrzi tri cisteinom bogata ponavljanja
karakteristi¢na za TNFR obitelj. Za razliku od vecine srodnih receptora, EDA2R ne posjeduje
klasi¢nu unutarstanicnu domenu smrti (133). Prirodni ligand ovog receptora jest EDA-A2,
izoforma ektodisplazina A koja nastaje alternativnim prekrajanjem gena EDA i razlikuje se od
izoforme EDA-A1 za samo dvije aminokiseline, no unato¢ toj minimalnoj razlici izoforme

pokazuju strogu receptorsku specifi¢nost (133).

Nakon vezanja liganda dolazi do regrutacije adaptorskih proteina iz obitelji TRAF,
ukljucuju¢i TRAF1, TRAF3 i TRAF6, pri cemu se TRAF6 smatra glavnim posrednikom
signalizacije (134). Time se pokrecu nizvodni signalni putevi, ponajprije NF-kB i JNK, koji
sudjeluju u regulaciji proliferacije, diferencijacije, prezivljenja i apoptoze stanica (134, 135). Uz
to, pokazano je da EDA2R mozZze aktivirati 1 nekanoni¢ki NF-kB put, obiljeZen procesuiranjem

p100 u p52 1 nuklearnom translokacijom p52/RelB kompleksa (136).

EDAZ2R je identificiran 1 kao transkripcijska meta tumor-supresorskog proteina p53, ¢ime
se dodatno povezuje s regulacijom stani¢ne smrti i senescencije (137). U skladu s tim, aktivacija
signalnog puta EDA2R/EDA-A2 povezana je s indukcijom apoptoze u razli¢itim stani¢nim
tipovima, ukljucujuéi stanice folikula dlake, epitelne stanice Zlijezda slinovnica te razliCite
tumorske stanice (138-141). Analize transkriptomskih podataka iz viSe tkiva pokazale su da
ekspresija EDA2R raste s dobi u nizu organskih sustava, ukljuc¢ujuéi adipozno tkivo, krvne zile,
srce 1 skeletne miSice, §to upucuje na njegovu mogucu ulogu u regulaciji proinflamatornih procesa

povezanih sa starenjem (137).
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Tijekom embrionalnog razvoja EDA2R se pretezno eksprimira u derivatima ektoderma,
osobito u diferenciraju¢im folikulima dlake, dok je njegova ekspresija u ranijim razvojnim
stadijima minimalna (131, 133). Mutacije u genu EDA uzrokuju ektodermalnu displaziju, skup
poremecaja obiljezenih abnormalnim razvojem struktura ektodermalnog podrijetla, ukljucujuci
dlake, zube, nokte i znojne Zlijezde (142, 143). U novije vrijeme pokazano je da je njegova
ekspresija poviSena u bubrezima dijabeti¢kih miSeva i ljudi, gdje sudjeluje u induciranju apoptoze
podocita te smanjenju ekspresije nefrina putem mehanizama ovisnih o reaktivnim kisikovim
vrstama (engl. reactive oxygen species, ROS), §to upucuje na njegov doprinos patogenezi

dijabeticke nefropatije (144).

1.5.2.2. Protokadherin 9

Protokadherini predstavljaju najbrojniju podskupinu kadherinske nadporodice adhezijskih
molekula ovisnih o kalciju, s izrazenom ekspresijom u srediSnjem ziv€anom sustavu tijekom
embrionalnog razvoja i u odrasloj dobi (145, 146). Gen PCDHY9 smjeSten je na kromosomu
13921.32 i kodira protein eksprimiran u Sirokom rasponu tkiva, s osobito izrazenom ulogom u

stani¢noj adheziji 1 sinaptickom signaliziranju u mozdanom tkivu (147, 148).

Istrazivanja posljednjih godina ukazuju na potencijalnu tumor-supresorsku ulogu PCDH9
u razli¢itim malignim tumorima. Smanjena ekspresija ovog proteina zabiljeZena je u
hepatocelularnom karcinomu, glioblastomu, melanomu i limfomu plastenih stanica, pri ¢emu
gubitak ekspresije korelira s loSijjom prognozom, ve¢om invazivnoS¢u tumora 1 povecanom
migracijom tumorskih stanica (149-152). UtiSavanje gena PCDH9 u hepatocelularnom karcinomu
Cesto je posredovano epigenetskim mehanizmima, osobito hipermetilacijom promotorske regije, a
metilacija PCDH9 povezana je s veom veli¢inom tumora i izraZzenijom intrahepaticnom

diseminacijom (150).

Na molekularnoj razini, PCDH9 regulira stani¢na adhezijska svojstva i modulira signalne
puteve kljuéne za epitelno-mezenhimsku tranziciju (engl. epithelial-mesenchymal transition,
EMT). Zhu 1 suradnici pokazali su da PCDH9 inhibira EMT u hepatocelularnom karcinomu
povecanjem aktivnosti glikogen sintaza kinaze-3 (GSK-3B) i1 posljedicnom inhibicijom
transkripcijskog faktora Snaill (153). Osim uloge u karcinogenezi, PCDH9 povezan je i s

neuroloskim 1 psihijatrijskim poremecajima. Smanjena ekspresija ovog gena u mozdanom tkivu i
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perifernoj krvi opisana je u bolesnika s velikim depresivnim poremecajem, $to upucuje na njegovu

potencijalnu ulogu u patofiziologiji afektivnih poremecaja (154).

1.5.2.3. Faktor 7 povezan s TNF receptorom

Faktor 7 povezan s TNF receptorom (engl. TNF Receptor-Associated Factor 7, TRAF7)
smjesten je na kromosomu 16p13.3 i kodira protein koji pripada obitelji TRAF (engl. TNF
Receptor-Associated Factor) E3 ubikvitin ligaza. Za razliku od ostalih ¢lanova ove obitelji,
TRAF7 umjesto karakteristicne TRAF-C domene sadrzi sedam WD40 ponavljajucih sekvencija
na C-terminalnom kraju (155, 156). U bubreznom tkivu ekspresija TRAF7 relativno je povisena u

tubularnim epitelnim stanicama u usporedbi s glomerulima ili intersticijskim odjeljcima (155).

TRAF7 sudjeluje u regulaciji prirodenog imuniteta, upalnih odgovora i apoptoze. Ima
kljuénu ulogu u NF-kB signalnom putu na nacin da stupa u interakciju s MEKK3, vaznim
signalnim proteinom u TNF-induciranoj aktivaciji NF-kB, te poti¢e ubikvitinaciju i razgradnju
NEMO 1 p65, kljuénih sastavnica ovog puta (156, 157). Time TRAF7 djeluje kao negativni
regulator NF-kB aktivnosti.

Somatske mutacije TRAF7 identificirane su kao pokretac¢i tumorigeneze u nekoliko tipova
tumora, ukljucuju¢i meningeome (osobito sekretornog podtipa), adenomatoidne tumore spolnog
sustava, intraneuralne perineuriome te manji udio malignih mezotelioma pleure (158—161). Sve
navedene mutacije grupiraju se unutar WD40 domena proteina 1 dovode do aberantne aktivacije

NF-«B signalizacije (160).

NF-«xB signalizacija funkcionalno je povezana s epitelno-mezenhimskom tranzicijom
(EMT) putem regulacije transkripcijskih ¢imbenika poput Snaila, Sluga 1 Twista (162, 163).
Aktivacija NF-xB korelira s poviSenom ekspresijom ovih EMT-induciraju¢ih ¢imbenika u
razli¢itim karcinomima, ukljucuju¢i karcinom dojke (162, 163). Medutim, to¢ni molekularni

mehanizmi kojima NF-kB orkestrira EMT ostaju nepotpuno razjasnjeni.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovoga istrazivanja bio je odrediti prostorni i vremenski obrazac izraZaja gena i proteina
EDA2R, PCDH9 i TRAF7 u zdravim i CAKUT-om pogodenim humanim fetalnim uzorcima
bubrega. Takoder, cilj je bio istraziti obrazac izrazaja navedenih gena i proteina tijekom faza

normalnog razvoja metanefrosa u kori i srzi humanih fetalnih uzoraka.

Nadalje, jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je 1 pokusati odrediti kako funkcionalno
utiSavanje Dabl gena yotari miSeva utjeCe na izrazaj EDA2R, PCDH9 i TRAF7 proteina u
embrionalnim i postnatalnim uzorcima misa.

Specificni ciljevi istraZivanja:

1. Utvrditi i kvantificirati vremenski i prostorni izrazaj EDA2R, PCDH9 i TRAF7 proteina u
razvojnim stadijima zdravog humanog fetalnog bubrega (CTRL) 1 bubrezima zahva¢enim
CAKUT-om (hipoplazija, displazija, udvostruceni ureter i potkovicasti bubreg) od 6. do
41. gestacijskog tjedna, primjenom indirektne imunofluorescencije.

2. Utvrditi i kvantificirati vremenski i prostorni izrazaj EDA2R, PCDH9 i TRAF7 proteina u
strukturama bubrega Dab1”~ (yotari) i kontrolnih miseva gestacijskih dana 13.5 (E13.5) i
15.5 (E15.5) te 4. 1 14. postnatalnog dana (P4, P14) primjenom indirektne
imunofluorescencije.

3. Ispitati postojanje razlika u prostornom i vremenskom izrazaju EDA2R, PCDH9 i TRAF7
izmedu Covjeka 1 miSa u odgovaraju¢im razvojnim stadijima primjenom
imunofluorescencijske analize.

4. Ispitati i kvantificirati transkripciju mRNA EDA2R, PCDH9 i TRAF7 gena metodom qRT-
PCR u tkivima bubrega zdravog humanog fetalnog bubrega (CTRL) i bubrezima
zahvacenim CAKUT-om (hipoplazija, displazija, udvostruceni ureter i1 potkovicasti

bubreg).
2.2. Hipoteze istraZzivanja

1. Proteini EDA2R, PCDH9 i TRAF7 eksprimirani su tijekom nefrogeneze kod covjeka i misa

Sto ukazuje na njihovu ulogu u razvoju bubrega.
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2. Izrazaj EDA2R, PCDH9 i TRAF7 tijekom fetalnog razvoja bubrega pokazuje razlicit
obrazac prostorne i vremenske ekspresije u zdravih fetalnih uzoraka Covjeka 1 miSa u

odnosu na CAKUT uzorke.
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3. MATERIJALI I METODE



U ovom poglavlju ukratko su predstavljeni svi materijali koriSteni u istrazivanju te
protokoli za hematoksilin-eozin i imunofluorescentno bojanje, kao i kvantitativnu lanc¢anu reakciju
polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR). Dodatno su opisani postupci prikupljanja, obrade i

analize uzoraka bubrega ljudskog 1 misjeg podrijetla.

3.1. Eti¢ko odobrenje

Eticko odobrenje izdalo je Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Split (klasa:
003-08/16-03/0001, broj odobrenja: 2181-198-03-04-16-0024) i Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Splitu (klasa: 003-08/23-03/0015, broj protokola: 2181-198-03-04-23-
0073, datum odobrenja: 27. rujna 2023.). Istrazivanje je provedeno u skladu s Niirnberskim
kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije, a tijekom njezina provodenja postovane
su eticke 1 bioeticke smjernice, ukljucujuéi o€uvanje osobnog integriteta, pravednost, dobrocinstvo

1 neskodljivost.
3.2. Prikupljanje humanih uzoraka

Ukupno 38 parafinskih blokova s embrionalnim i fetalnim bubreznim tkivom u rasponu
gestacijske dobi od 6. do 41. tjedna, prikupljeno je u Zavodu za patologiju, sudsku medicinu 1
citologiju Klinickog bolni¢kog centra Split (Tablica 1). Uzorci su prikupljeni nakon spontanih
pobacaja 1 eugeniCkih prekida trudnofe uzrokovanim teSkim fetalnim malformacijama.
Prikupljanje i obrada uzoraka odobreni su od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu, a postupci su provedeni u skladu s nacelima Helsinske deklaracije (164). U
analizu su uklju€eni samo uzorci bez znakova postmortalne maceracije. Gestacijska dob odredila
se na temelju anamnestickih podataka o posljednjoj menstruaciji 1 biometrijskih mjerenja,
ukljucujuéi duljinu tjeme-trtica (engl. crown—rump length) (165). Klasifikacija bubrezne
patologije temeljila se na standardnim histopatoloskim kriterijima i makroskopskoj morfoloskoj

evaluaciji.

Bubrezno tkivo fiksirano je u 4% paraformaldehidu u 0,1 M fosfatnom puferu i uklopljeno
je u parafinske blokove. Tkivo je rezano mikrotomom, a svaki deseti rez obojao se hematoksilin-
eozinom (H&E) kako bi se utvrdila tkivna o€uvanost. Svjetlosna mikroskopija koristila se za
ispitivanje normalnih stadija fetalnog razvoja bubrega i patoloskih nalaza u bubrezima zahva¢enim

CAKUT-om.
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Tablica 1. Uzorci ljudskih embrionalnih i fetalnih bubrega (n=38) analizirani u studiji

Bubrezna i N
Grupe Razvojna faza pridruzena Gestracijska Broj bubreZnih
patologija dob uzoraka
N/A 6 1
Phl N/A 10 1
N/A 12 1
N/A 15 1
N/A 16 1
Ph2 N/A 17 1
N/A 18 2
Zdravi bubrezi N/A 21 1
(CTRL) N/A 23 1
Ph3 N/A 24 1
N/A 28 3
N/A 29 1
N/A 32 1
Pha N/A 35 1
N/A 37 1
N/A 38 2
Ren concreatus arcuatus, cystae - L
multiplices corticales

Potkovicasti Ren concreatus arcuatus, tetras 26 1

bubrezi (HK) Fallot
Syndroma Edwards, Ren arcuatus 30-31 1
Syndroma Edwards, Ren arcuatus 34 1

Megaureter lateris dextri,
Dysplasia renis
Renis dysplastica cysticus 21 2
Displasti¢ni lateralis sinistri, agenesia renis
bubrezi (DYS) dextri
Dysplasia multicystica renis

dextri 27 1

Cystes parvae focales

31



Renes dysplastici cystici,

Syndroma Potter

— — 35 2
Dysplasia renis multicystica
bilateralis
Agenesis renis dextri et dysplasia 37 1
renis sinistri cum ureter duplex
Dysplasia hypoplastica, renis
bilateralis, syndroma Down, 38 1
syndroma Potter
Syndroma Potter, Dysplasia renis 39 1
Hypoplasia renis lateris dextri 30 1
Hipoplasti¢ni _ _ S
. Hypoplasia renis lateris sinistri 37 1
bubrezi (HYP) i i
Hypoplasia renis 38 1
Bubrezi s Ureter duplex lateris dextri 24 1
udvostrué¢enim Ureter duplex lateris sinistri 30 1
ureterom (DK) Pyelon et ureter duplex bilateralis 41 1

3.2.1. Izraéun veli¢ine uzorka

Veli¢ina uzorka odredena je pomocu Meadove jednadzbe resursa (166), koja se Cesto

koristi za procjenu veli€ine uzoraka u laboratorijskim pokusima:
E=(N-1)—(T+B+I])

N=E+T+B+1I+1

Parametri za ovu analizu su odredeni kako slijedi:
N=18+4+3+12+1
N =38

N je ukupan broj pojedinaca ili jedinica u studiji (manje 1).
B je blokiraju¢a komponenta (manje 1): 4 razvojne faze (Phl, Ph2, Ph3 1 Ph4) - 1=3

T je komponenta lijeCenja, koja odgovara broju tretiranih skupina (ukljucujuéi kontrolnu
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skupinu) koje se koriste ili broju postavljenih pitanja (manje 1): 5 (DU, HYP, DYS, HK i CTRL)
-1=4

E je stupanj slobode komponente pogreske i trebao bi biti negdje izmedu 10 1 20 - (18)
I = broj stupnjeva slobode interakcije =3 x 4 = 12

Prema navedenoj jednadzbi, koriSteno je 38 uzoraka. Svaka ispitivana skupina sadrzavala
je minimalan broj od 3 uzorka iz ¢ega slijedi da je uzorak dovoljan. Konacan broj uzoraka po
dijagnostickoj skupini bio je: bubrezi s udvostru¢enim ureterom (DU) n = 3, displasti¢ni bubreg
(DYS) n = 8, hipoplasti¢ni bubreg (HYP) n = 3 te HK n = 4. Ova raspodjela odrazava dostupnost

tkiva, ispunjavanje kriterija ukljucenja i kvalitetu uzoraka.

3.3. Animalni uzorci

U ovom istrazivanju koristili su se yotari (Dabl~~) mi$evi, koji nose mutaciju u genu Dab ]
rezultiraju¢i funkcionalno neaktivnim proteinom. Misevi soja C57BL/6N uzgajani su u skupinama
u standardnim polikarbonatnim kavezima (3 do 4 jedinke, uklju¢uju¢i najmanje jednog pripadnika
svakog genotipa), uz neogranicen pristup hrani i vodi, u temperaturno kontroliranom okruzenju

(23 £2 °C). Svjetlosni ciklus bio je postavljen na 12 sati umjetnog svjetla i 12 sati tame.

Gravidne Zenke eutanazirane su 13.5 (E13.5) 1 15.5 (E15.5) dana gestacije, nakon ¢ega su
se izolirali embriji. Dodatne skupine zivotinja eutanazirane su 4. i 14. postnatalnog dana (P4, P14).

Za svaku analiziranu skupinu koristile su se tri do Cetiri jedinke.

Zivotinje su prethodno duboko anestezirane pentobarbitalom, nakon &ega je provedena
transkardijalna perfuzija fosfatnim puferom (PBS, pH 7,2), a zatim s 4 % paraformaldehidom
(PFA)u 0,1 M PBS-u. Bubrezi su eksplantirani 1 pojedinacno fiksirani u 4 % PFA-uu 0,1 M PBS-
u tijekom no¢i, radi provedbe standardnih histoloskih analiza, ukljucujuéi bojanje hematoksilin-

eozinom 1 imunofluorescentno oznacavanje.

3.3.1. Izracun veli¢ine uzorka

Veli¢ina uzorka je odredena pomocu gore navedene Meadove jednadZzbe resursa (166):
E=N-B-T

E+B+T=N
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20+3+1=24= 12 wt + 12 yot
Gdje je:
N ukupan broj jedinki u studiji (minus 1)

B blokiraju¢a komponenta koja predstavlja utjecaje na okoli§ dopustene u dizajnu (minus 1): 4

razvojnih stadija (E13.5, E15.5, P4, P14) - 1 =3

T komponenta lijecenja, koja odgovara broju tretiranih skupina (ukljuc¢ujuéi kontrolnu skupinu)

koje se koriste ili broju postavljenih pitanja (minus 1) wtiyot: 2 -1 =1
E stupanj slobode komponente pogreske, koji bi trebao biti izmedu 10 i 20 - (20)

Prema navedenoj jednadzbi, koristit ¢emo 3 Zivotinje po pojedinom razvojnom stadiju za
divlji tip 1 yotari miSa. Svaka ispitivana skupina sadrzavat ¢e 3 do 7 Zivotinja svakog genotipa, §to

znaci da ¢e uzorak biti dostatan.
3.4. Histoloska analiza

3.4.1. Priprema tkiva bubrega za histoloSku analizu

Tkivo je fiksirano u 4% otopini paraformaldehida (PFA) u 0.1 M fizioloSkom otopinom
puferiranom fosfatom (engl. phosphate-buffered saline, PBS) preko no¢i, isprano radnim PBS-
om 1 dehidriralo u uzlaznoj seriji otopina etanola (25%, 50%, 75%, 96%, 100%) 1 ksilena te
uklopljeno u parafinske blokove. Mikrotomom su rezani 5 pm debeli rezovi 1 lijepljeni na
predmetna stakalca. Prije histoloSkih analiza uzorci su deparafinizirani u ksilenima, rehidrirani u

seriji silaznih otopina etanola (100%, 96%, 70%) 1 isprani u vodi.

3.4.2. Hematoksilin-eozin bojanje

Hematoksilin-eozin (HE) bojanje predstavlja temeljnu histoloSku metodu jer je tehnicki
jednostavno za izvodenje te omogucuje jasan prikaz brojnih tkivnih struktura. Hematoksilin boja
jezgru u plavu boju 1 dobro prikazuje jezgrine detalje te druge kisele sastojke. Eozin razli¢itim

intenzitetom crvene boje boja citoplazmu, eritrocite, misi¢no 1 vezivno tkivo.

Nakon deparafiniranja 1 rehidriranja uzorci su inkubirani u otopini Meyerova
hematoksilina u trajanju od 10 minuta te su ispirani u obi¢noj mlakoj vodi. Potom su prebaceni u

otopinu eozina na 5 minuta, dehidrirani u seriji rastu¢ih etanola, prosvjetljeni ksilenom, uklopljeni
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u Canada balzam, prekriveni pokrovnim stakalcem te proucavani svjetlosnim mikroskopom kako
bi se mogla potvrditi prethodno postavljena dijagnoza i procijeniti ocuvanost tkiva prije

imunofluorescencijskog bojanja (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

3.4.3. Imunofluorescencijsko bojanje

Nakon deparafinizacije u ksilolu i rehidracije u etanolu i destiliranoj vodi, uzorci su kuhani
30 minuta u citratnom puferu (pH 6,2) u kuhalu na paru u svrhu otkrivanja antigena. Uzorci su
potom hladeni na sobnu temperaturu, ispirani s radnom otopinom 0,01 M PBS-a, odvajani
peroksidaza antiperoksidaza olovkom (PAP) te 20 minuta inkubirani puferom za blokiranje
proteina (Protein Block, ab64226, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo (UK)). Nadalje,
uzorci su inkubirani u vlaznoj komori preko no¢i s primarnim protutijelima (Tablica 2). Nakon
ispiranja PBS-om nanijeta su sekundarna protutijela te su inkubirana u vlaznoj komori, u mraku,
jedan sat (Tablica 2). Nakon ispiranja PBS-om, dodao se 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI),
bojilo za jezgre jednu minutu te su uzorci uklopljeni u Immu-mount medij i prekriveni pokrovnim

stakalcem.

Tablica 2. Primarna i sekundarna protutijela koriStena u indirektoj imunofluorescenciji

N Kataloski
Protutijelo broi Domadin Razrijedenje Proizvoda¢
roj
Anti- ]
Abcam (Cambridge,
EDA2R/XEDAR  ab203667 Kunié 1:120 UK)
antibody

Proteintech Group,
PCDH?9 Polyclonal
25090-1-AP  Kuni¢ 1:200 Inc

Primarna antibody (Rosemont, IL, USA)

protutijela i
Proteintech Group,
TRAF7 Polyclonal

) 11780-1-AP  Kunié¢ 1:50 Inc
antibody
(Rosemont, IL, USA)
) Santa Cruz
Aquaporin 1/AQP1 ]
SC-25287 Mis 1:50 Biotechnology

Antibody (B-11) (Dallas, TX, USA)
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Santa Cruz

Aquaporin 2/AQP2 ) )
] sc-515770 Mis 1:50 Biotechnology
Antibody (E-2)
(Dallas, TX, USA)
Fluorescein labeled )
Vector Laboratories
Lotus
FL-1321 N/A 1:400 Ltd., Peterborough,
Tetragonolobus
. . UK
Lecitini lectin (Ltl)
Fluorescein labeled Vector Laboratories
Dolichos biflorus FL-1031 N/A 1:400 Ltd., Peterborough,
agglutinin (Dba) UK
Rhodamine Red™-
Jackson Immuno
X (RRX)
Research
AffiniPure™ 715-295-151 Magarac 1:400 )
) Laboratories, Inc.,
Donkey Anti- )
Sekundarna (Baltimore, PA, USA)
- Mouse 1gG (H+L)
protutijela
Alexa Fluor® 488 Jackson Immuno
AffiniPure™ Research
) 715-545-150 Magarac 1:300 )
Donkey Anti- Laboratories, Inc.,

Mouse I1gG (H+ L)

(Baltimore, PA, USA)

3.5. Prikupljanje podataka - Obrada mikrofotografija i kvantifikacija

Snimanje humanih fetalnih uzoraka bubrega u razvoju 1 fetalnih bubrega pogodenih

softverom NIS-Elements F.

CAKUT-om kao i uzoraka bubrega Dabl”" (yotari) i kontrolnih migeva razvojnih stadija E13.5,
E15.5, P41 P14 provedeno je koristeci epifluorescentni mikroskop (Olympus BX51, Tokio, Japan)

1 uzorci su fotografirani pomoc¢u Nikon DS-Ri2 kamere (Nikon Corporation, Tokio, Japan) sa

EDA2R, PCDH9 i TRAF7 su ispitivani u najmanje 10 nepreklapajucih, reprezentativnih

tockasto zeleno bojenje.

podrucja u fetalnom korteksu bubrega. Sve slike snimljene su s povecanjem od 40x uz dosljedno

trajanje ekspozicije. Pozitivno bojenje za EDA2R, PCDH9 i1 TRAF7 definirano je kao difuzno ili
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Analiza slika provedena je koriStenjem softvera ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, SAD). U pocetku je curenje fluorescencije minimizirano oduzimanjem crvenog
kontra-signala od zelene fluorescencije. Slike su duplicirane, a medijan filter s radijusom od 7,0
piksela primijenjen je na jednu od slika. Pozitivan signal izoliran je oduzimanjem filtriranih slika
od nefiltriranih slika. Potom su rezultirajuce slike pretvorene u 8-bitne slike i svaka slika je
prilagodena koriste¢i metodu praga (konkretno, algoritam za prag trokutaste metode). Postotak

fluorescencije tada je odreden koriste¢i opciju "analyze particles".

3.6. Izolacija RNA i qRT-PCR

Kvantitativna lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (RT-qPCR) jedna je od
najpouzdanijih metoda za mjerenje razine ekspresije mRNA zahvaljujuéi visokoj osjetljivosti 1
specificnosti. Nacelo metode pociva na uporabi fluorescentnih molekula koje omogucuju da se
amplifikacija i detekcija PCR produkta odvijaju istodobno, unutar iste reakcije. Kako se koli¢ina
umnozenog DNA produkta povecava iz ciklusa u ciklus, tako proporcionalno raste i intenzitet
fluorescentnog signala (167, 168). Primjenom sondi obiljeZzenih razliitim fluorescentnim
reporterima moguce je u jednoj reakciji paralelno pratiti ekspresiju vise ciljnih gena, $to Cini

osnovu multipleks pristupa.

SrediSnji analiticki parametar metode jest ciklus praga (Ct), tj. broj ciklusa potreban da
fluorescentni signal nadmasi unaprijed zadanu razinu pozadinske fluorescencije. 1z dobivenih Ct
vrijednosti konstruira se standardna krivulja koja odrazava odnos fluorescencije i broja provedenih
ciklusa. Sto je pocetna koli¢ina ciljane nukleinske kiseline veéa, prag detekcije dosegnut je u
ranijem ciklusu, a Ct vrijednost je posljedi¢no niza. Upravo ta zakonitost omogucuje precizno
odredivanje koli¢ine ciljnih molekula u Sirokom rasponu koncentracija, uz zadrZavanje

osjetljivosti 1 specificnosti svojstvenih PCR-u.

Pouzdanost analize ekspresije gena uvelike ovisi o pravilnom odabiru pocetnica, dok je za
smanjenje varijabilnosti nuzna odgovaraju¢a normalizacija podataka. U tu svrhu primjenjuju se
razli€iti pristupi, ukljuujuéi normalizaciju prema koli€ini uzorka, volumenu tkiva te koriStenje
stabilno eksprimiranih referentnih (endogenih) gena. Takvi geni, Cesto oznaceni kao
,housekeeping* geni, karakterizirani su stabilnom ekspresijom neovisno o eksperimentalnim

uvjetima te sudjeluju u osnovnim stani¢nim funkcijama (169-172).
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Za potrebe ovog istrazivanja koriSteni su uzorci humanih fetalnih bubrega (n = 20),
rasporedeni u pet skupina: kontrolna skupina (CTRL, n = 4), udvostruceni ureter (DU, n = 3),
hipoplazija (HYP, n = 3), potkovicasti bubreg (HK, n = 4) te displazija (DYS, n = 6). Tkivo je
prethodno fiksirano u paraformaldehidu i uklopljeno u parafin (FFPE). RNA je izolirana pomoc¢u
komercijalnog PureLink™ FFPE kita (kat. br. K156002, Invitrogen, Waltham, MA, SAD),
pridrzavajuci se uputa proizvodaca. Zaostala genomska DNA uklonjena je tretmanom DNazom I
(Amplification Grade, kat. br. 18068015 Invitrogen, Waltham, MA, SAD), nakon Cega je iz 2 pg
ukupne RNA provedena reverzna transkripcija uporabom High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription kita (kat. br. 4368814, Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD).

Reakcijska smjesa pripremljena je u plocama s 96 jazica te je sadrzavala vodu bez
nukleaza, genski specifine pocetnice, SYBR® Green Supermix (Kat. br. 1725121, BioRad,
Hercules, CA, SAD) 1 sintetiziranu cDNA. Pocetnice su odabrane na temelju prethodno
objavljenih podataka (Tablica 3) (173-175), a GAPDH i PPIA posluzili su kao referentni geni za
normalizaciju. Svaka serija ukljucivala je negativne kontrole (NTC), pripremljene s istim
komponentama reakcijske smjese, ali bez cDNA matrice. Amplifikacija i o¢itavanje fluorescencije
provedeni su na instrumentu BioRad CFX96 (C1000 Touch Thermal Cycler), a relativna ekspresija
ciljnih gena izracunata je komparativnhom Ct metodom uz prethodnu normalizaciju prema NTC

vrijednostima.

Tablica 3. Pocetnice koristene u RT-qPCR metodi

Gen Lijeva poc¢etnica (5'-3") Desna pocetnica (5'-3")

EDA2R TTA CCATGG CCT CCT GCA | GGG CTG GGAACTTCAAAG G
C

PCDHY TCC CAACTC TGATGG GCC | GGC TCT GGT CAG GGT GTG CC
TTT GGG

TRAF7 (1) AGG CTC CTACGA CCCTCA | AGC CGCTGTAGA GTTTGC AC
G

TRAF7 (2) AAGAGT GCC CGCTACAAC | CCC GTCAGC TTT TGT GAT GG
C
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GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC | GAAGATGGTGATGGGATTTC

PPIA GGCCAGGCTCGTGCCGTTTT | TGCTGTCTTTGGGACCTTGTCTGC

3.7. Statisticki postupci

Svi izraCuni uzoraka humanih fetalnih bubrega i bubrega zahva¢enih CAKUT-om
provedeni su u programu Excel v2403 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, SAD). Statisticke
analize ucinjene su pomocu softverskog paketa GraphPad Prism v8.4.3 (GraphPad Software, La

Jolla, CA, SAD), pri ¢emu se razina statisticke znacajnosti postavila na p < 0,05.

Normalnost distribucije podataka ispitana je Shapiro-Wilkovim testom. Za usporedbu
grupa u analizi imunoekspresije koristena je jednosmjerna analiza varijance (One-way ANOVA),

uz Tukeyjev post hoc test za visestruke usporedbe.

Za analizu dinamike i trendova izrazavanja proteina tijekom Cetiri razvojne faze zdravih
kontrolnih bubrega primijenjena je metoda linearne i nelinearne regresije. Analiza je ukljucivala
izraCunavanje prosjecnih vrijednosti postotka obojenosti kore bubrega u uzorcima koji
predstavljaju razli€ite razvojne faze. Regresijski koeficijenti (procjene + standardna pogreska)
koriSteni su za kvantifikaciju trendova, dok se koeficijent determinacije (R?) koristio za procjenu
kvalitete modela. Nagib () regresijske linije koriSten je za opisivanje smjera 1 intenziteta linearnih

trendova. Varijabilnost unutar skupina prikazana je standardnom devijacijom (SD).

Graficki prikazi izradeni su u programu GraphPad Prism v8.4.3, dok su se slikovni prikazi

finalno oblikovali u Adobe Photoshopu v9.0 (CS2).

Statisticka analiza yotari i kontrolnih misSeva E13.5, E15.5 te P4 1 P14 provedena je pomocu
softvera GraphPad Prism (verzija 9.0.0, GraphPad Software, San Diego, CA, SAD). Dvosmjerna
analiza varijance (ANOVA), uz Tukeyjev post hoc test za viSestruke usporedbe, koriStena je za
procjenu razlika u postotku povrSine stanica pozitivnih na Eda2r, Pcdh9 1 Traf7 kroz razlicite
razvojne stadije (E13.5, E15.5, P4 1 P14). Dodatno su ispitane razlike u imunoloskoj ekspresiji

izmedu bubrezne kore i srZi na postnatalne dane 4 1 14 medu promatranim fenotipovima. Podaci
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su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD), pri cemu je statisticka znacajnost

odredena na razini p < 0,05.

Grafovi su izradeni u programu GraphPad Prism (verzija 9.0.0), dok su slikovni prikazi
sastavljeni u programu Adobe Photoshop (verzija 21.0.2). Mikrofotografije su podvrgnute

uklanjanju pozadine i pojacavanju kontrasta radi bolje vidljivosti i jasnoce.
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4. REZULTATI



4.1. Usporedba prostorno-vremenskog izrazaja EDA2R, PCDHY9 i TRAF7 proteina u
zdravim Kkontrolama i bubrezima zahvadenima prirodenim anomalijama bubrega i

urotrakta

U prvom dijelu prikazani su rezultati imunofluorescencijskog bojenja proteina EDA2R,
PCDH9 i TRAF7 u zdravim i CAKUT-om zahvaé¢enim humanim fetalnim uzorcima bubrega. Na
hematoksilin-eozin preparatima uocene su jasne morfoloske razlike izmedu zdravih i patoloskih
bubrega. Ekspresija navedenih proteina procijenjena je imunofluorescencijom u tubulima,
sabirnim kanali¢ima i glomerulima tijekom razvoja. Njihova imunoreaktivnost kvantitativno je
odredena mjerenjem postotka povrSine pozitivnog signala u podrucju kore fetalnog bubrega
(uklju€ujuéi nefrogenu zonu i jukstamedularnu regiju) te bubrezne srzi tijekom razvojnih faza 2,
3 1 4. Provedena je statisti¢ka usporedba raspodjele povrsine pozitivnog signala u podrucju kore 1
srzi u embrionalnim i fetalnim bubrezima, pri ¢emu su zdravi uzorci usporedeni s CAKUT
podtipovima: bubrezima s udvostru¢enim ureterom (DK), potkovicastim (HK), hipoplasti¢nim
(HYP) i displasti¢nim (DYS) bubrezima. Rezultati su izrazeni kao postotak povrSine pozitivhog
signala, a dinamika ekspresije kroz Cetiri razvojne faze analizirana je linearnim 1 nelinearnim

regresijskim modeliranjem.
4.1.1. H&E bojenje normalnih ljudskih fetalnih bubrega i bubrega zahvacenih prirodenim
anomalijama bubrega i urotrakta

Histoloskom analizom zdravog humanog fetalnog bubrega uocena je dobro razvijena

nefrogena zona, kao i podociti kubi¢nog oblika (Slika 7a).

Bubreg s udvostru¢enim ureterima pokazivao je dva pelvikalicealna sustava (Slika 7b).
Iako mikroskopske snimke ne prikazuju taj specifi¢ni presjek, bubrezni parenhim bio je uredne

grade.

Potkovicasti bubreg imao je dvije nefrogene zone sastavljene od primitivne bazofilne trake

u kojoj se odvija formiranje glomerula i tubula (Slika 7c).

Hipoplasti¢ni bubreg pokazao je normalnu strukturu, ali s uzom nefrogenom zonom u

usporedbi s normalnim bubregom. Takoder ga je karakterizirao smanjen broj nefrona (Slika 7d).

Displasti¢ni bubrezi pokazali su poremecenu diferencijaciju nefrona i bubreznih tubula, s

atipi¢no formiranim metanefrickim komponentama i nepravilnom strukturnom organizacijom. U
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bubrezima s displazijom prisutne su ciste koje potjecu iz primitivnih kanala (Slika 7¢). Kanali¢i
su pokazivali razliCite oblike, od okruglih do ovalnih, a neki su bili zakrivljeni. Njihova stijenka
bila je uglavnom oblozena visokim cilindricnim epitelom, okruzenim fibromuskularnim

omotacem, a takoder je uocena i lobularna dezorganizacija (Slika 7f).

Rudimentarni kanali¢i pojavljivali su se pojedinacno ili u malim nakupinama unutar jasno
ogranic¢enih lobula sastavljenih od izduzenih stanica vezivnog tkiva. U mezenhimu displasti¢nih
bubrega pronadena su i nemijelinizirana ziv¢ana vlakna (Slika 7g). Nadalje, uocena su jasno

ogranicena podrucja pravilno razvijene hrskavice (Slika 7h).

43



HK,26dw ©® CTRL, 38 dw ®

_DYS, 35dw_o

DYS, 39 dw Q9

Slika 7. Histologija normalnog fetalnog bubrega u 38. razvojnom tjednu (a) te bubrega zahvacenih
prirodenim anomalijama: bubreg s udvostruc¢enim ureterima (DK) u 24. razvojnom tjednu (dw)
(b), potkovicasti bubreg (HK) u 26. tjednu (c¢), hipoplasti¢ni bubreg (HYP) u 30. tjednu (d) i
displasti¢ni bubreg (DYS) u 35. tjednu (e, f) i 39. tjednu (g, h) (H&E). Najizrazenije znacajke
uoCene za svaki promatrani fenotip prikazane su u umetcima koji odgovaraju isprekidanim

okvirima. Slike su snimljene pri povecanjima x4 (b, d), x10 (a, ¢, d umetak, e, f, g) i x40 (h,
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umetci a, f, g). Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY

4.0.

4.1.2. Izrazaj EDA2R u zdravim kontrolama i bubrezima zahvadenima prirodenim

anomalijama bubrega i urotrakta

EDAZ2R je pokazao izrazenu tockastu imunorektivnost lokaliziranu u apikalnim i bazalnim
membranama stanica mokrac¢ovodnog pupoljka bubrega u razvoju tijekom razvojne faze 1 (Phl)
(Slika 8a). Kanali¢i u obliku slova S i u obliku zareza, kao i bubrezni mjehuri¢i nisu pokazivali
specificno bojenje (Slika 8a). U kasnijim razvojnim fazama uocena je difuzna citoplazmatska
imunoreaktivnost u jukstaglomerularnoj regiji zdravog bubrega. Najizrazenija ekspresija EDA2R
zabiljeZena je u distalnim zavijenim tubulima, dok je nesto slabiji signal prisutan u proksimalnim
zavijenim tubulima i glomerulima (Slika 8b). Izrazeno bojenje takoder je uoceno u debelom
segmentu Henleove petlje u podru¢ju bubrezne srzi. U sabirnim kanali¢ima nije zabiljezena

imunoreaktivnost (Slika 8c).

Prilikom usporedbe postotka povrSine stanica pozitivnih na EDA2R izmedu kore i srzi
zdravih fetalnih bubrega kroz promatrane razvojne faze nije uocena znacajna razlika (Slika 8d).
Analizom linearnog trenda medu promatranim razvojnim fazama takoder nije utvrdena znacajna

razlika (R* = 26,62%, B = 0,007 + 1,791, Slika 8e).
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EDA2R MERGE
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CTRL, 21 ¢

Slika 8. Imunofluorescencijsko bojanje kore (a, b) 1 srzi (¢) zdravog humanog fetalnog bubrega u
10.121. razvojnom tjednu (dw) (CTRL) s protutijelima za receptor za ektodisplazin A2 (EDA2R).
Strelice oznacavaju obrazac ekspresije EDA2R u mokra¢ovodnom pupoljku (ub), ampuli (A),
bubreznom mjehuricu (rv), glomerulima (g), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (pct) i distalnim
zavijenim kanali¢ima (dct) kore bubrega, te u vasa recta (vr), sabirnim tubulima (ct) i debelim (tc)
1 tankim (th) segmentima Henleove petlje u bubreznoj srzi, prikazanim na slici s nuklearnim
bojanjem 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Imunoekspresija preklopljenih mikrofotografija
EDA2R i1 DAPI u zdravom humanom fetalnom bubregu (MERGE). Umetci koji odgovaraju
isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Mjerilo je 50 um, Sto se
odnosi na sve slike. Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno prema licenci Creative Commons CC

BY 4.0.

46



Nije uocena statisticki znacajna razlika pri usporedbi postotka povrsine stanica pozitivnih
na EDA2R izmedu kore i srzi zdravih humanih fetalnih bubrega kroz ispitivane razvojne faze
(Slika 9a). Takoder, formalnom analizom linearnog trenda medu promatranim razvojnim fazama

nije utvrdena znacajna razlika (R? = 26,62 %, B = 0,03501 = 0,01319; Slika 9b).
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Slika 9. Postotci povrSine pozitivnog signala receptora za ektodisplazin A2 (EDA2R) u kori 1 srzi
zdravog humanog fetalnog bubreznog tkiva tijekom razvojnih faza 2, 3 1 4 (a). Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost = SD (okomite linije) te analizirani jednosmjernom ANOVA-om uz
Tukeyjev post hoc test za viSestruke usporedbe. U svakoj razvojnoj fazi analizirano je deset
reprezentativnih slika po promatranom podruc¢ju. Dinamika ekspresije EDA2R (b) prikazana je
linearnim 1 nelinearnim regresijskim modeliranjem postotaka pozitivne povrSine kroz razvojne
faze u kori 1 srzi kontrolnih (CTRL) fetalnih bubrega. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost
+ SD. Postotci pozitivne povrSine EDA2R u fetalnom tkivu bubrega s udvostru¢enim ureterima
(DK), potkovicastih bubrega (HK), hipoplasti¢nih bubrega (HYP) i displasti¢nih bubrega (DYS)
prikazani su u ¢. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD (okomite linije) te analizirani
jednosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev post hoc test. Statisticki znacajne razlike oznacene su s
** p < 0,01. U svakoj vremenskoj to€ki analizirano je dvadeset reprezentativnih slika. Prema

Kelam et. al, 2024 (1), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Obrasci bojenja EDA2R u potkovicastim (HK), bubrezima s udvostru¢enim ureterima
(DK) 1 hipoplasti¢nim (HYP) bubrezima uglavnom odgovaraju njihovoj lokalizaciji i1 intenzitetu
(Slika 10a). U displasti¢nom bubregu EDA2R je snazno izraZen u displasti¢nim tubulima, dok je
njegova ekspresija slabija u glomerulima 1 okolnom vezivnom tkivu (Slika 10b). Usporedba

postotka povrSine stanica pozitivnih na EDA2R izmedu kontrolnih bubrega i bubrega zahvacenih
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CAKUT-om pokazala je znac¢ajno manji udio EDA2R-pozitivnih stanica u kontrolnim bubrezima

u odnosu na displasti¢ne (DYS) bubrege (p < 0,01; Slika 10c).

MERGE
»
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Slika 10. Imunofluorescencijsko bojenje humanih fetalnih bubrega protutijelima na receptor za
ektodisplazin A2 (EDA2R) (a, b). Strelice oznacavaju obrazac ekspresije EDA2R u glomerulima
(g), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (pct), distalnim zavijenim kanali¢ima (dct) 1 displasti¢nim
tubulima (dt), prikazanim na slici s nuklearnim bojanjem 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI).
Obrasci bojenja EDA2R u potkovi¢astim bubrezima (HK), bubrezima s udvostrucenim ureterima
(DK) 1 hipoplasticnim bubrezima (HYP) uglavnom se podudaraju s obzirom na lokalizaciju 1
intenzitet, stoga je kao reprezentativna odabrana slika uzorka potkoviCastog bubrega u 26.
razvojnom tjednu. Prikazana je imunoekspresija preklopljenih EDA2R i DAPI mikrofotografija
(MERGE) u potkovicastom bubregu (HK) u 26. tjednu (a) i displasticnom bubregu (DYS) u 21.
tjednu (b). Umetci koji odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije
proteina. Mjerilo je 50 pum, Sto se odnosi na sve slike. Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno

prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.
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4.1.3. Izrazaj PCDH9 u zdravim kontrolama i bubrezima zahvadenima prirodenim

anomalijama bubrega i urotrakta

Prostorno-vremenski obrazac bojenja PCDH9 bio je slican onome za EDA2R te se
oCitovao kao tockasti zeleni signal, vidljiv u apikalnim i bazalnim membranama stanica
mokra¢ovodnog pupoljka zdravog bubrega u fazi Phl. Slicno tome, kanali¢i u obliku zareza 1
kanali¢i u obliku slova S nisu pokazivali prisutnost bojenja (Slika 11a). PCDH9 je pokazivao
umjereno tockasto citoplazmatsko bojenje u tubulima kore, dok je u sabirnim kanali¢ima bubrezne
srzi uocen izrazen granularni obrazac bojenja (Slika 11¢). Debeli i tanki segmenti Henleove petlje

takoder su pokazivali to¢kasto citoplazmatsko bojenje (Slika 11c¢).

PCDH9 MERGE

’
]
/|

CTRL, 10 dw

CTRL, 38 qw

Slika 11. Imunofluorescencijsko bojenje kore (a, b) i srzi (¢) zdravog humanog fetalnog bubrega
u 10. 1 38. razvojnom tjednu (dw) (CTRL) protutijelom na protokadherin 9 (PCDH9). Strelice

oznacavaju obrazac ekspresije PCDH9 u mokra¢ovodnom pupoljku (ub), kanali¢ima u obliku
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zareza (csb), kanali¢ima u obliku slova S (ssb), glomerulima (g), proksimalnim zavijenim
kanali¢ima (pct) 1 distalnim zavijenim kanali¢ima (dct) u kori bubrega, kao 1 u sabirnim tubulima
(ct) te debelim (tc) i tankim (th) segmentima Henleove petlje u bubreznoj srzi, prikazanim na slici
s nuklearnim bojanjem 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Imunoekspresija preklopljenih
mikrofotografija PCDH9 i DAPI u zdravom humanom fetalnom bubregu (MERGE). Umetci koji
odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Mjerilo je 50
um, §to se odnosi na sve slike. Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno prema licenci Creative

Commons CC BY 4.0.

Usporedba postotka PCDHO9-pozitivnih stanica u srzi i kori zdravih humanih fetalnih
bubrega tijekom razvojne faze 3 pokazala je znatno ve¢i udio u srzi nego u kori (Slika 12a).
Medutim, formalnom analizom linearnog trenda medu promatranim razvojnim fazama nije

utvrdena statisticki znacajna razlika (R* = 26,62 %, B =—0,01506 + 0,00957; Slika 12b).
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Slika 12. Postotci povrSine protokadherina 9 (PCDH9) u kori 1 srzi zdravog humanog fetalnog
bubreznog tkiva tijekom razvojnih faza 2, 3 i 4 (a). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +
SD (okomite linije) te analizirani jednosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev post hoc test.
Statisticki znacajne razlike oznacene su s *** p < 0,001. U svakoj razvojnoj fazi analizirano je
deset reprezentativnih slika po promatranom podrucju. Dinamika ekspresije PCDH9 (b) prikazana
je linearnim i nelinearnim regresijskim modeliranjem postotaka povrSine kroz razvojne faze u kori
i srzi kontrolnih (CTRL) fetalnih bubrega. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD.
Postotci pozitivne povrSine PCDH9 u fetalnom tkivu bubrega s udvostru¢enim ureterom (DK),
potkovicastih (HK), hipoplasti¢nih (HYP) 1 displasti¢nih (DY S) bubrega prikazani su u (¢). Podaci
su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD (okomite linije) te analizirani jednosmjernom ANOVA-om

uz Tukeyjev post hoc test. Statisticki znacajne razlike oznacene su s **** p < 0,0001. U svakoj
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vremenskoj tocki analizirano je dvadeset reprezentativnih slika. Prema Kelam et. al, 2024 (1),

preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Obrasci bojenja PCDH9 u kontrolnim bubrezima (CTRL), bubrezima s udvostru¢enim
ureterom (DK) 1 hipoplasticnim bubrezima (HYP) u velikoj mjeri odgovaraju njihovoj lokalizaciji
1 intenzitetu (Slika 13a). U displasticnom bubregu PCDHO je snazno izrazen u tubulima uz uocljiv
granularni obrazac bojenja (Slika 13b). Bojenje je izostalo u vezivnom tkivu i glomerulima
displasticnog bubrega. Analiza postotka PCDH9-pozitivnih stanica u kontrolnim bubrezima i
bubrezima zahva¢enima CAKUT-om pokazala je znacajno smanjenje udjela PCDH9-pozitivnih

stanica u kontrolnim bubrezima u usporedbi s potkovi¢astim bubrezima (p < 0,0001; Slika 13c).

PCDH9 MERGE
Vg
Vg

DYS, 37 dw

Slika 13. Imunofluorescencijsko bojenje humanih fetalnih bubrega protutijelima na protokadherin
9 (PCDH9) (a, b). Strelice oznaCavaju obrazac ekspresije PCDH9 u glomerulima (g),
proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim tubulima (dct) 1 displastiénim
tubulima (dt), prikazanim na slici s nuklearnim bojanjem 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI).
Obrasci bojenja PCDH9 u kontrolnim bubrezima (CTRL), bubrezima s udvostru¢enim ureterom
(DK) 1 hipoplasti¢nim bubrezima (HYP) uglavnom se podudaraju u lokalizaciji 1 intenzitetu, stoga
je kao reprezentativna odabrana slika potkoviCastog bubrega iz 30.-31. razvojnog tjedna.
Prikazana je imunoekspresija PCDH9 i DAPI te njihova preklopljena slika (MERGE) u
potkovicastom bubregu (HK) u 30.-31. tjednu (a) i displasticnom bubregu (DYS) u 37. tjednu (b).
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Umetci koji odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina.
Mjerilo je 50 um, Sto se odnosi na sve slike. Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno prema licenci

Creative Commons CC BY 4.0.

4.1.4. lzrazaj TRAF7 u zdravim Kkontrolama i bubrezima zahvac¢enima prirodenim

anomalijama bubrega i urotrakta

Imunohistokemijski obrazac bojenja TRAF7 oCitovao se kao jasan difuzni citoplazmatski
zeleni signal, izraZeniji na apikalnoj strani stanica mokrac¢ovodnog pupoljka zdravih humanih
bubrega u razvojnoj fazi 1 (Slika 14a). U kanali¢ima u obliku zareza i kanali¢ima u obliku slova S
nije uoceno bojenje. U svim vidljivim komponentama nefrogene zone kore bubrega, ukljucujuci
glomerule 1 distalni zavijeni tubul, zabiljeZeno je jednoliko difuzno citoplazmatsko bojenje. U
kasnijim razvojnim fazama prisutni su pozitivni signali u parijetalnom sloju bubreznog tjelesca te
u proksimalnom zavijenom kanali¢u jukstamedularne regije kore bubrega (Slika 14b). TRAF7
pokazuje izraZen 1 intenzivan obrazac bojenja u sabirnim tubulima, a ravnomjerno je rasporeden u

debelom segmentu Henleove petlje u bubreznoj srzi (Slika 14c).
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Slika 14. Imunofluorescencijsko bojenje kore (a, b) 1 srZi (¢) zdravog humanog fetalnog bubrega
u 10. 1 18. razvojnom tjednu (dw) (CTRL) protutijelom na faktor 7 povezan s TNF receptorom
(TRAF7). Strelice oznacavaju obrazac ekspresije TRAF7 u mokrac¢ovodnom pupoljku (ub),
kanali¢u u obliku zareza (csb), kanali¢u u obliku slova S (ssb), glomerulima (g), proksimalnim
zavijenim kanali¢ima (pct) 1 distalnim zavijenim kanali¢ima (dct) u kori bubrega, kao i u vasa recta
(vr), sabirnim tubulima (ct) te debelim (tc) i tankim (th) segmentima Henleove petlje u bubreznoj
srzi, prikazanim na slici s nuklearnim bojanjem 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI).
Imunoekspresija preklopljene slike TRAF7 1 DAPI u zdravom humanom fetalnom bubregu
(MERGE). Umetci koji odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije
proteina. Mjerilo je 50 pum, Sto se odnosi na sve slike. Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno

prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.
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Stz zdravih humanih fetalnih bubrega pokazivala je znacajno veci postotak povrSine TRAF7-
pozitivnih stanica u usporedbi s korom u svim promatranim razvojnim fazama (p < 0,0001; Slika
15a). Ekspresija TRAF7 u zdravim bubrezima kroz promatrane razvojne faze slijedila je
parabolicni trend s vrthuncem u fazi Phl (R? = 29 %; Slika 15b). Usporedba postotka povrSine
TRAF7-pozitivnih stanica izmedu kontrolnih bubrega i bubrega zahva¢enih CAKUT-om pokazala
je znacajno veci udio TRAF7-pozitivnih stanica u kontrolnim bubrezima u odnosu na sve ostale

promatrane fenotipove (DK, HK, HYP i DYS) (p < 0,0001; Slika 15¢).
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Slika 15. Postotci pozitivne povrSine na faktor 7 povezan s TNF receptorom (TRAF7) u kori 1 srzi
zdravog humanog fetalnog bubrega tijekom razvojnih faza 2, 3 i 4 (a). Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost £ SD (okomite linije) te analizirani jednosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev
post hoc test. Statisticki znacajne razlike oznafene su s ** p < 0,01 1 **** p <0,0001. U svakoj
razvojnoj fazi analizirano je deset reprezentativnih slika po promatranom podrucju. Dinamika
ekspresije TRAF7 (b) prikazana je linearnim 1 nelinearnim regresijskim modeliranjem postotaka
povrsine kroz razvojne faze u kori 1 srzi kontrolnih (CTRL) fetalnih bubrega. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + SD. Postotci pozitivne povrSine TRAF7 u fetalnom tkivu bubrega s
udvostruc¢enim ureterom (DK), potkovicastih (HK), hipoplasticnih (HYP) 1 displasti¢cnih (DYS)
bubrega prikazani su u ¢. Podaci su izraZzeni kao srednja vrijednost = SD (okomite linije) te
analizirani jednosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev post hoc test. Statisticki znaCajne razlike
oznacene su s **** p <(,0001. U svakoj vremenskoj tocki analizirano je dvadeset reprezentativnih

slika. Prema Kelam et. al, 2024 (1), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.
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Obrasci bojenja TRAF7 u potkovicastim bubrezima (HK), bubrezima s udvostru¢enim
ureterom (DK) i1 hipoplasti¢nim bubrezima (HYP) uglavnom odgovaraju njihovoj lokalizaciji i
intenzitetu (Slika 16a—c). U displasticnom bubregu TRAF7 je snazno izrazen u displasti¢nim

tubulima, dok je slabije izrazen u glomerulima i okolnom vezivnom tkivu (Slika 16d).

MERGE
»

“DYS, 35 dw

Slika 16. Imunofluorescencijsko bojenje humanih fetalnih bubrega protutijelima na faktor 7
povezan s TNF receptorom (TRAF7) (a—d). Strelice oznaCavaju obrazac ekspresije TRAF7 u

glomerulima (g), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (pct), distalnim zavijenim kanali¢ima (dct)
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1 displasticnim tubulima (dt), prikazanim na slici s nuklearnim bojanjem 4',6-diamidino-2-
fenilindolom (DAPI). Prikazana je imunoekspresija TRAF7 i DAPI te njihova spojena slika
(MERGE) u bubregu s udvostru¢enim ureterom (DK) u 30. razvojnom tjednu (a), potkovicastom
bubregu (HK) u 26. tjednu (b), hipoplasti¢nom bubregu (HYP) u 38. tjednu (c¢) i displasticnom
bubregu (DYS) u 35. tjednu (d). Umetci koji odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna
podrucja ekspresije proteina. Mjerilo je 50 um, Sto se odnosi na sve slike. Prema Kelam et. al,

2024 (1), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

4.1.5. RT-qPCR

Analiza ekspresije gena EDA2R, PCDH9 i TRAF7 metodom qPCR pokazala je prisutnost
trendova prema promijenjenoj ekspresiji u CAKUT uzorcima u odnosu na kontrolne uzorke, iako
statisticki znacajne razlike nisu utvrdene. Usporedba kontrolne skupine i CAKUT uzoraka Mann-
Whitney testom nije pokazala znacajnu razliku za EDA2R (p = 0,1742), PCDH9 (p = 0,2105) niti
TRAF7 (p = 0,4587). Unato¢ tome, u CAKUT uzorcima primijeena je veca varijabilnost
ekspresije 1 pomak prema viSim vrijednostima za sva tri gena, §to upucuje na mogucu biolosku

heterogenost unutar patoloske skupine.

Dodatna analiza pojedina¢nih CAKUT fenotipova (DK, HK, HYP i DYS) Kruskal-
Wallisovim testom uz Dunnovu post hoc korekciju takoder nije pokazala statisti¢ki znacajne
razlike izmedu skupina (p > 0,05). Medutim, graficki prikaz podataka ukazuje na fenotipski
specificne obrasce ekspresije, osobito poviSene vrijednosti u pojedinim displasticnim 1
hipoplasti¢nim uzorcima, $to sugerira postojanje trendova koji bi mogli odrazavati stvarne
bioloske razlike, ali nisu dosegnuli razinu statisticke znac¢ajnosti zbog ogranicene veli¢ine uzorka

1 visoke interindividualne varijabilnosti.
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Slika 17. Analiza genske ekspresije EDA2R, PCDH9 1 TRAF7 u CAKUT-om pogodenih humanih
fetalnih bubrega 1 kontrolnoj skupini (CTRL). Relativna genska ekspresija (fold change) odredena
je metodom RT-qPCR za gene EDA2R (a, b), PCDHY (¢, d) 1 TRAF7 (e, f). Paneli a, ¢ i e prikazuju
razinu ekspresije gena u usporedbi izmedu uzoraka CAKUT-om pogodenih humanih fetalnih
bubrega i kontrolne skupine, dok paneli b, d 1 f prikazuju ekspresiju prema podtipovima CAKUT-
a: bubrezi s udvostru¢enim ureterom (DK), potkovicasti bubreg (HK), hipoplazija (HYP) 1
displazija (DYS). Prikazane su individualne vrijednosti svakog uzorka s ucrtanom srednjom
vrijednos¢u + SD. Sve vrijednosti normalizirane su na referentni gen i izrazene relativno u odnosu

na kontrolnu skupinu. Izvor: autorica.

4.2. Usporedba prostorno-vremenskog izrazaja Eda2r, Pcdh9 i Traf7 proteina u
embrionalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari miSeva

U drugom dijelu istraZivanja opisani su rezultati imunofluorescencijskog bojenja s EdaZ2r,
Pcdh9 i Traf7 proteinima na embrionalnim i postnatalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari
miSeva. Lektini Lotus tetragonolobus lektin (LTL) i Dolichos biflorus aglutinin (DBA) su u ovom

istrazivanju koriSteni kao histokemijski markeri za identifikaciju 1 razlikovanje pojedinih
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segmenata nefrona te procjenu prostorne organizacije 1 diferencijacije bubreznog tkiva tijekom

razvoja.

4.2.1. Izrazaj Eda2r u embrionalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari miSeva

Tijekom embrionalnog dana EI13.5 Eda2r protein bio je izrazeno lokaliziran na
bazolateralnoj membrani mokracovodnog pupoljka, uz snazno granularno bojenje u ampuli.
Tockasti 1 difuzni citoplazmatski signal uoc¢en je u kondenzacijama metanefrogenog mezenhima i

bubreznim mjehuri¢ima miseva divljeg tipa.

U yotari tipu miSeva zabiljeZeno je intenzivno citoplazmatsko bojenje u bubreznim
mjehuri¢ima i metanefrogenom mezenhimu, dok je bojenje u ampuli i mokra¢ovodnom pupoljku

bilo slabije, toc¢kasto i difuzno rasporedeno u citoplazmi.

Embrionalnog dana E15.5 oba genotipa pokazivala su snazno difuzno citoplazmatsko
bojenje u zavijenim kanali¢ima (Slika 18a) i slabo bojenje u bubreznim mjehuri¢ima (Slika 18b).
Granularno bojenje bilo je prisutno i u ampulama, ali smanjenog intenziteta u odnosu na stadij

E13.5 (Slika 18a—e).
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Slika 18. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje bubrega miSeva divljeg tipa (wt) 1 yotari misa
(yot) embrionalnog dana E15.5 (E15.5) prikazuje Lotus tetragonolobus lektin (LTL), marker
diferenciranih proksimalnih tubula ((a,c); zeleno bojenje), 1 Dolichos biflorus aglutinin (DBA),
marker razvijajué¢ih sabirnih kanalica ((b,d); zeleno bojenje), zajedno s receptorom za
ektodisplazin A2 (Eda2r) (a—d; crveno bojenje). Embrionalnog dana E15.5 oba genotipa
pokazivala su snazno difuzno citoplazmatsko bojenje u zavijenim kanali¢ima, §to je vidljivo na
LTL-oznac¢enim slikama (a,c), te slabo bojenje u bubreznim mjehuri¢ima (b). Granularno bojenje
zadrzalo se u ampulama/mokra¢ovodnom pupoljku, ali smanjenog intenziteta u odnosu na E13.5,
uz kolokalizaciju s DBA (b.,d). Bijele strelice oznacavaju podrucja pozitivnog fluorescentnog
signala LTL, DBA i Eda2r u razli¢itim bubreznim strukturama, ukljucuju¢i metanefrogeni
mezenhim (mm), bubrezne mjehurice (RV), glomerule (g), zavijene kanali¢e (CT), ampule (A),
mokraé¢ovodni pupoljak (ub) i sabirne kanali¢e (CD), prikazane na slici s DAPI-bojenim jezgrama
(4',6-diamidino-2-fenilindol). Bijele strelice na spojenim slikama LTL, DBA, Eda2r i DAPI
oznacavaju podruc¢ja koekspresije (naranCasto bojenje). Umetci koji odgovaraju isprekidanim
okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Slike su snimljene pri poveéanju x40, uz
skalnu traku od 50 um primjenjivu na sve slike. Prikazane slike ilustriraju prostornu lokalizaciju 1
kolokalizaciju s markerima specifi¢nim za pojedine tubularne segmente te ne moraju odrazavati
prosjecni intenzitet signala. Prema Komi¢ et. al, 2025 (2), preneseno prema licenci Creative

Commons CC BY 4.0.

U postnatalnom razdoblju umjereno bojenje uoceno je u visceralnom sloju Bowmanove
Cahure te sporadi¢no u vaskularnom endotelu (Slika 19a). Bojenje u distalnim zavijenim
kanali¢ima bilo je slabo, difuzno i citoplazmatsko (Slika 19a). U proksimalnim zavijenim
kanali¢ima signal je bio rijedak, ali kada je bio prisutan imao je tockasti izgled 1 bio lokaliziran na
apikalnoj ili bazalnoj membrani kanali¢a (Slika 19a). Bubrezna srZ pokazivala je slabo bojenje u
debelim segmentima Henleove petlje, uz povremene pozitivne stanice u tankim segmentima (Slika
19b). Oskudan signal zabiljezen je u stanicama sabirnog sustava, ukljucujuci sabirne kanalice
(Slika 19b). U yotari mutantima uocen je slican obrazac bojenja (Slika 19¢,d), no uz jednu
znacajnu razliku, buduéi da je snazna ekspresija Eda2r detektirana u bubreZnoj srzi, osobito u

debelim segmentima Henleove petlje (Slika 19d).
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Slika 19. Dvostruko imunofluorescentno bojenje korteksa (a, ¢) i medule (b, d) bubrega miseva
divljeg tipa (wt) 1 yotari (yot) na Cetvrti postnatalni dan (P4) prikazuje receptor za ektodisplazin
A2 (Eda2r) ((a—d); zeleno bojenje) zajedno s akvaporinom 2 (Aqp2), biljegom glavnih stanica
sabirnih kanali¢a 1 spojnih kanali¢a ((a—d); crveno bojenje). U miSeva divljeg tipa postnatalnog
dana 4 (P4), umjereno bojenje uoceno je u visceralnom listu Bowmanove ¢ahure te povremeno u
vaskularnom endotelu. Distalni kanali¢i pokazivali su slabu, difuznu citoplazmatsku obojenost,
dok je u proksimalnim kanali¢ima zabiljeZen rijedak tockasti signal lokaliziran na apikalnim ili

bazalnim membranama (a). U srZi je slabo bojenje bilo prisutno u debelim segmentima Henleove

61



petlje, uz povremene signale u tankim segmentima i sabirnim kanali¢ima (b). Yotari miSevi
pokazivali su slican obrazac (¢, d), ali s izrazito pojacanim bojenjem u debelim segmentima
Henleove petlje (d). Minimalna kolokalizacija s Aqp2 bila je detektirana (b). Bijele strelice
oznacavaju podrucja pozitivnog fluorescentnog signala koji odgovara Eda2r i Aqp2 u razli¢itim
bubreznim strukturama, ukljucujuci glomerule (g), proksimalne zavijene kanali¢e (PCTs), distalne
zavijene kanali¢e (DCTs) te spojne kanali¢e (CNTs) bubrezne kore, kao 1 tanke (thn) i1 debele (thc)
segmente Henleove petlje te sabirne kanali¢e (CTs) bubrezne srzi, vizualizirane na slikama jezgara
obojenih 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Bijele strelice na zdruzenim slikama Eda2r, Aqp2
1 DAPI oznaCavaju podrucja koekspresije (narancasto bojenje). Umeci koji odgovaraju
isprekidanim okvirima prikazuju glavno podrucje ekspresije proteina. Slike su snimljene pri
povecanju x40, s mjernom crtom od 50 um primjenjivom na sve slike. Prikazane slike prikazuju
prostornu lokalizaciju i kolokalizaciju s biljezima specificnima za pojedine tubularne segmente te
ne moraju nuzno odrazavati prosjecni intenzitet signala. Prema Komi¢ et. al, 2025 (2), preneseno

prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Nismo uodili statisti¢ki znacajnu razliku u postotku povrSine Eda2r-pozitivnih stanica
izmedu ispitivanih zivotinjskih fenotipova kroz sve analizirane embrionalne i postnatalne razvojne

stadije (Slika 20a).
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Slika 20. Kvantifikacija ekspresije receptora za ektodisplazin A2 (Eda2r) u bubrezima miSeva
divljeg tipa (wt) 1 yotari mutanata (yot) na embrionalne dane 13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5) te
postnatalne dane 4 (P4) i1 14 (P14) (a). Postotci povrsSine ekspresije Eda2r u kori i srzi bubrega wt
1 yotari zivotinja na P4 i P14 prikazani su u b. ,,Postotak povrSine” oznacava udio slike zauzet

pozitivnim fluorescentnim signalom, izra¢unat kao broj fluorescentnih piksela iznad definiranog
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praga podijeljen s ukupnim brojem piksela u slici. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD
(okomite linije) 1 analizirani dvosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev post hoc test. Za svaki
razvojni stadij analizirano je deset reprezentativnih slika po regiji, a rezultati su prosje¢no
prikazani za svaku ispitivanu skupinu. Statisticki znacajna razlika oznacena je s * p <0,05. Prema

Komic¢ et. al, 2025 (2), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Na postnatalni dan 4 (P4) zabiljeZena je statisticki znaCajna razlika u ekspresiji Eda2r
izmedu kore 1 srzi u yotari fenotipu, uz slican trend kao u zivotinja divljeg tipa, ali bez postignute

statistiCke znacajnosti (Slika 20b).

Na postnatalni dan 14 (P14) ekspresija Eda2r pokazivala je tek minimalne razlike izmedu

kore 1 srZi u oba ispitivana zivotinjska fenotipa (Slika 20b).

4.2.2. Izrazaj Pcdh9 u embrionalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari miSeva

Pcdh9 pokazuje karakteristican obrazac ekspresije tijekom razvoja bubrega. SnaZan,
krupan granularni signal prisutan je na bazolateralnim membranama ampula mokracovodnog
pupoljka 1 sabirnih kanali¢a (Slika 21a—d). U proksimalnim zavijenim kanali¢ima ekspresija se
oCituje kao granularno bojenje na apikalnoj membrani (Slika 21a,c), dok je u ostalim razvijajuéim

zavijenim kanali¢ima prisutno slabije, difuzno membransko bojenje (Slika 21a,d).
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Slika 21. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje bubrega miSeva divljeg tipa (wt) 1 yotari
miSeva (yot) embrionalnog dana 15.5 (E15.5) prikazuje protokadherin 9 (Pcdh9) ((a—d); zeleno
bojenje), zajedno s akvaporinom 1 (Aqgpl), koji oznacava apikalne i bazolateralne membrane
stanica proksimalnih kanali¢a (a,c; crveno bojenje), te akvaporinom 2 (Aqp2), markerom glavnih
stanica razvijajucih sabirnih kanali¢a 1 derivata mokracovodnog pupoljka ((b,d); crveno bojenje).
Bijele strelice oznacavaju podrucja pozitivnog fluorescentnog signala Pcdh9, Agpl 1 Agqp2 u
razli¢itim bubreznim strukturama, ukljucuju¢i metanefrogeni mezenhim (mm), bubrezne

mjehuric¢e (RV), glomerule (g), zavijene kanali¢e (CT), ampule (A), mokracovodni pupoljak (ub),
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nezrele glomerule (ig) 1 sabirne kanali¢e (CD), prikazane na slikama s jezgrama obojenima 4',6-
diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Snazno, krupno granularno bojenje lokalizirano je na
bazolateralnim membranama ampula mokra¢ovodnog pupoljka i sabirnih kanali¢a (a—-d). U
proksimalnim zavijenim kanali¢ima Pcdh9 se ocituje kao granularno bojenje na apikalnoj
membrani (a,c¢), dok je u ostalim razvijaju¢im zavijenim kanali¢ima prisutno slabije, difuzno
membransko bojenje (a,d). Bijele strelice na spojenim slikama Pcdh9, Aqpl, Aqp2 i DAPI
oznacavaju podrucja koekspresije (narancasto bojenje). Umetci koji odgovaraju isprekidanim
okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Slike su snimljene pri poveéanju x40, uz
skalnu traku od 50 um primjenjivu na sve slike. Prikazane slike ilustriraju prostornu lokalizaciju 1
kolokalizaciju s markerima specifiénim za pojedine tubularne segmente te ne moraju odrazavati
prosjecni intenzitet signala. Prema Komi¢ et. al, 2025 (2), preneseno prema licenci Creative

Commons CC BY 4.0.

Tijekom postnatalnog razvoja misSeva divljeg tipa uoceno je difuzno citoplazmatsko
bojenje u visceralnom sloju Bowmanove ¢ahure (Slika 22a). Dodatno je detektiran snazan tockasti
signal na apikalnim membranama spojnih kanali¢a (Slika 22a). Difuzno citoplazmatsko bojenje
bilo je prisutno 1 u distalnim zavijenim kanali¢ima, pri ¢emu je najintenzivniji signal lokaliziran u
njihovim bazolateralnim dijelovima. ToCkasto bojenje zabiljeZeno je u vaskularnom endotelu, dok

je signal u proksimalnim zavijenim kanali¢ima bio nepravilno rasporeden (Slika 22a).

U bubrezZnoj srzi miSeva divljeg tipa uocen je izraZen granularni signal na apikalnim
membranama sabirnih kanalica. Debeli segmenti Henleove petlje pokazivali su difuzno

citoplazmatsko bojenje, dok u tankim segmentima signal nije bio detektiran (Slika 22b).

Yotari miS pokazivao je sli¢an prostorni obrazac ekspresije ispitivanog proteina, ali uz
znatno jac¢i intenzitet signala. Na apikalnim membranama spojnih kanali¢a uoCene su vece
nakupine Pcdh9 signala u obliku granula, uz difuzno bojenje distalnih zavijenih kanali¢a (Slika
22c¢). U bubreznoj srzi yotari miSeva obrazac bojenja odgovarao je onome u miseva divljeg tipa:
granularni signal bio je prisutan na apikalnim membranama sabirnih kanali¢a, difuzno bojenje u

debelim segmentima Henleove petlje te izostanak signala u tankim segmentima (Slika 22d).
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Slika 22. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje kore (a,c) i srzi (b,d) bubrega miseva divljeg
tipa (wt) 1 yotari miSevi (yot) na postnatalni dan 4 (P4) prikazuje protokadherin 9 (Pcdh9) ((a-d);
zeleno bojenje) zajedno s akvaporinom 2 (Aqp2), markerom glavnih stanica sabirnih 1 spojnih
kanali¢a ((a-d); crveno bojenje). U miSeva divljeg tipa uoceno je difuzno citoplazmatsko bojenje
u visceralnom sloju Bowmanove ¢ahure, uz snazan tockasti signal na apikalnim membranama
spojnih kanali¢a (a). Distalni zavijeni kanali¢i pokazivali su difuzno citoplazmatsko bojenje,
najizrazenije bazolateralno, dok je tockasti signal bio prisutan u vaskularnom endotelu.

Proksimalni kanali¢i pokazivali su nepravilno rasporeden signal. U bubreznoj srzi snazno
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granularno bojenje detektirano je na apikalnim membranama sabirnih kanali¢a, debeli segmenti
Henleove petlje pokazivali su difuzno bojenje, dok u tankim segmentima signal nije uocen (b).
Yotari mutanti pokazivali su sli¢an prostorni obrazac, ali uz znatno jaci intenzitet signala. Uocene
su veée apikalne granule u spojnim kanali¢ima i difuzno bojenje distalnih kanali¢a, §to moze
upucivati na membranske mikrodomene, vezikule ili endosomalne odjeljke ukljucene u transport
Pcdh9 (¢). U srzi je ekspresija u yotari mutantima odrazavala obrazac viden u divljem tipu (d).
Bijele strelice oznacavaju podrucja pozitivnog fluorescentnog signala Pcdh9 i Aqp2 u razlicitim
bubreznim strukturama, ukljucujuéi glomerule (g), proksimalne zavijene kanali¢e (PCT), distalne
zavijene kanali¢e (DCT), spojne kanalice (CNT) kore te tanke (thn) i debele (thc) segmente
Henleove petlje 1 sabirne kanali¢e (CT) srzi, prikazane na slikama s jezgrama obojenima 4',6-
diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Bijele strelice na spojenim slikama Pcdh9, Aqp2 i DAPI
oznacavaju podrucja koekspresije (narancasto bojenje). Umetci koji odgovaraju isprekidanim
okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Slike su snimljene pri povecanju x40, uz
skalnu traku od 50 um primjenjivu na sve slike. Prikazane slike ilustriraju prostornu lokalizaciju 1
kolokalizaciju s markerima specificnim za pojedine tubularne segmente te ne moraju odrazavati
prosjecni intenzitet signala kvantificiranog na Slici 23. Prema Komic¢ et. al, 2025 (2), preneseno

prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Postotak povrSine zauzet Pcdh9-pozitivnim signalom bio je ujednacen, bez statistiCki
znacajnih razlika izmedu miSeva divljeg tipa (wt) 1 yotari miSeva (yot) kroz sve analizirane

embrionalne 1 postnatalne razvojne stadije (Slika 23a).

U oba analizirana postnatalna stadija, P4 1 P14, zabiljezeno je statisticki znacajno
povecanje ekspresije Pcdh9 u kori i srZi yotari Zivotinja u usporedbi s miSevima divljeg tipa (Slika

23b).
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Slika 23. Kvantifikacija ekspresije protokadherina 9 (Pcdh9) u bubrezima miseva divljeg tipa (wt)
1 yotari miSeva (yot) na embrionalne dane 13.5 (E13.5) 1 15.5 (E15.5) te postnatalne dane 4 (P4) 1
14 (P14) (a). Postotci povrSine ekspresije Pcdh9 u kori i srzi bubrega wt 1 yotari zivotinja na P4 1
P14 prikazani su u b. ,,Postotak povrsine” oznacava udio slike zauzet pozitivnim fluorescentnim
signalom, izracunat kao broj fluorescentnih piksela iznad definiranog praga podijeljen s ukupnim
brojem piksela u slici. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (okomite linije) i analizirani
dvosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev post hoc test. Za svaki razvojni stadij analizirano je deset
reprezentativnih slika po regiji, a rezultati su prosjecno prikazani za svaku ispitivanu skupinu.
Statisticki znacajne razlike oznacene su s ** p < 0,01, *** p < 0,001 1 **** p < 0,0001. Prema

Komic et. al, 2025 (2), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

4.2.3. Izrazaj Traf7 u embrionalnim bubrezima miSeva divljeg tipa i yotari miSeva

Na embrionalni dan E13.5 uoceno je snazno toc¢kasto bojenje na bazolateralnim i1 apikalnim
membranama ampula, mokra¢ovodnog pupoljka i sabirnih kanali¢a (Slika 24a,b). Blagi difuzni
zeleni signal detektiran je u citoplazmi bubreZznih mjehurica, nezrelih glomerula i metanefrogenog

mezenhima (Slika 24a).

U yotari miSeva obrazac bojenja ostao je sliCan, uz snazne tockaste signale na
membranama ampula 1 mokracovodnog pupoljka (Slika 24c). Medutim, difuzno citoplazmatsko
bojenje u stanicama bubreznih mjehuri¢a/nezrelih glomerula (Slika 24c¢), kao 1 u mokra¢ovodnom

pupoljku, bilo je izrazito slabije (Slika 24d).
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Slika 24. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje bubrega yotari miseva (yot) i divljeg tipa (wt)
na embrionalni dan 13.5 (E13.5) prikazuje faktor 7 povezan s TNF receptorom (Traf7) ((a—d);
zeleno bojenje), zajedno s akvaporinom 1 (Aqpl), koji oznafava apikalne i1 bazolateralne
membrane stanica proksimalnih kanali¢a ((a,c); crveno bojenje), te akvaporinom 2 (Aqp2),
markerom glavnih stanica razvijaju¢ih sabirnih kanali¢a i derivata mokracovodnog pupoljka
((b,d); crveno bojenje). U embrijima divljeg tipa uoceno je snazno tockasto bojenje na
bazolateralnim 1 apikalnim membranama ampula, mokrac¢ovodnog pupoljka i1 sabirnih kanali¢a

(a,b). Blagi difuzni citoplazmatski signal detektiran je u bubreZnim mjehuri¢ima, nezrelim
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glomerulima 1 metanefrogenom mezenhimu (a). U yotari miSevi membranski vezano tockasto
bojenje ostalo je snazno u ampulama i mokracovodnom pupoljku (¢), dok je difuzno
citoplazmatsko bojenje u bubreznim mjehuri¢ima, nezrelim glomerulima i mokra¢ovodnom
pupoljku bilo smanjeno (c,d). Bijele strelice oznacavaju podrucja pozitivnog fluorescentnog
signala Traf7, Agpl 1 Aqp2 u razli¢itim bubreznim strukturama, uklju¢uju¢i metanefrogeni
mezenhim (mm), bubrezne mjehuric¢e (RV), glomerule (g), zavijene kanali¢e (CT), ampule (A),
nezrele glomerule (ig), mokracovodni pupoljak (ub) i sabirne kanali¢e (CD), prikazane na slikama
s jezgrama obojenima 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Bijele strelice na spojenim slikama
Traf7, Aqpl, Agqp2 i DAPI oznacavaju podrucja koekspresije (narancasto bojenje). Umetci koji
odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Slike su
snimljene pri poveéanju x40, uz skalnu traku od 50 um primjenjivu na sve slike. Prikazane slike
ilustriraju prostornu lokalizaciju i kolokalizaciju s markerima specificnim za pojedine tubularne
segmente te ne moraju odraZavati prosjecni intenzitet signala. Prema Komi¢ et. al, 2025 (2),

preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

U stadiju E15.5 uocen je usporediv obrazac bojenja, uz dodatno umjereno do snazno
tockasto citoplazmatsko bojenje u zavijenim kanali¢ima. U yotari miSeva intenzitet bojenja u tim

strukturama bio je izraZeniji.

Na postnatalni dan 4 (P4) detektirano je blago difuzno citoplazmatsko bojenje u
glomerulima, dok je u distalnim zavijenim kanali¢ima bilo prisutno umjereno difuzno bojenje.
SnaZzan, granularni signal lokaliziran je na apikalnim membranama spojnih kanali¢a (Slika 25a).
Bubrezna srz Zivotinja divljeg tipa pokazivala je umjereno difuzno citoplazmatsko bojenje u
debelim segmentima Henleove petlje, blago bojenje u sabirnim kanali¢ima te snazno, granularno
bojenje apikalnih membrana spojnih kanali¢a. Tanki segmenti Henleove petlje nisu pokazivali

pozitivan signal (Slika 25b).

U yotari miSeva intenzitet bojenja u distalnim zavijenim kanali¢ima bio je povisen, uz
snazan toCkasti signal nepravilno rasporeden na apikalnoj membrani kanali¢a (Slika 25¢). Bojenje
u glomerulima ostalo je slabo, dok u proksimalnim zavijenim kanali¢ima signal nije bio detektiran
(Slika 25c¢). U bubreznoj srzi snazno bojenje bilo je prisutno u debelim segmentima Henleove

petlje, dok tanki segmenti i sabirni kanali¢i nisu pokazivali signal (Slika 25d).
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Slika 25. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje kore (a,c) i srzi (b,d) bubrega miseva divljeg
tipa (wt) 1 yotari miSeva (yot) na postnatalni dan 4 (P4) prikazuje faktor 7 povezan s TNF
receptorom (Traf7) ((a—d); zeleno bojenje) zajedno s akvaporinom 2 (Aqp2), markerom glavnih
stanica sabirnih i spojnih kanali¢a ((a—d); crveno bojenje). Bijele strelice oznacavaju podrucja
pozitivnog fluorescentnog signala Traf7 i Aqp2 u razli€itim bubreznim strukturama, ukljucujuéi
glomerule (g), proksimalne zavijene kanali¢e (PCT), distalne zavijene kanalice (DCT), spojne
kanali¢e (CNT) kore te tanke (thn) 1 debele (thc) segmente Henleove petlje 1 sabirne kanali¢e (CT)

stZi, prikazane na slikama s jezgrama obojenima 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). U miSeva
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divljeg tipa uoceno je blago difuzno citoplazmatsko bojenje u glomerulima, uz umjeren difuzni
signal u distalnim zavijenim kanali¢ima i snazno granularno bojenje apikalnih membrana spojnih
kanali¢a (a). U srzi je bilo prisutno umjereno difuzno bojenje u debelim segmentima Henleove
petlje, blago bojenje u sabirnim kanali¢ima te snazno granularno apikalno bojenje spojnih
kanali¢a, dok u tankim segmentima signal nije detektiran (b). U yotari miSeva distalni kanali¢i
pokazivali su jaCe bojenje s nepravilno rasporedenim tockastim signalima na apikalnim
membranama (c). Bojenje u glomerulima ostalo je slabo, a proksimalni kanali¢i nisu pokazivali
uocljiv signal. U srzi je snazno bojenje bilo o¢uvano u debelim segmentima Henleove petlje, dok
tanki segmenti 1 sabirni kanali¢i nisu pokazivali signal (d). Bijele strelice na spojenim slikama
Traf7, Aqp2 1 DAPI oznacavaju podru€ja koekspresije (narancasto bojenje). Umetci koji
odgovaraju isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Slike su
snimljene pri poveéanju x40, uz skalnu traku od 50 um primjenjivu na sve slike. Prikazane slike
ilustriraju prostornu lokalizaciju i kolokalizaciju s markerima specifiénim za pojedine tubularne
segmente te ne moraju odraZavati prosjecni intenzitet signala. Prema Komi¢ et. al, 2025 (2),

preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Na postnatalni dan 14 (P14) obrazac bojenja bio je slican onome opaZenom na P4 (Slika
26a—d). Medutim, u yotari miSeva snazno tockasto bojenje uo€eno je i na apikalnoj membrani
proksimalnih zavijenih kanali¢a (Slika 26¢). Dodatno, u srZi je signal bio prisutan i u tankim i u
debelim segmentima Henleove petlje, dok su sabirni kanali¢i ostali bez uo€ljivog bojenja (Slika

26d).
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Slika 26. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje kore (a,c) i srzi (b,d) bubrega miseva divljeg
tipa (wt) 1 yotari miSeva (yot) na postnatalni dan 14 (P14) prikazuje faktor 7 povezan s TNF
receptorom (Traf7) ((a—d); zeleno bojenje) zajedno s akvaporinom 2 (Aqp2), markerom glavnih
stanica sabirnih i spojnih kanali¢a ((a—d); crveno bojenje). Bijele strelice oznacavaju podrucja
pozitivnog fluorescentnog signala Traf7 i Aqp2 u razli¢itim bubreZnim strukturama, ukljucujuci
glomerule (g), proksimalne zavijene kanali¢e (PCT), distalne zavijene kanalice (DCT), spojne
kanali¢e (CNT) kore te tanke (thn) 1 debele (thc) segmente Henleove petlje 1 sabirne kanali¢e (CT)

stZi, prikazane na slikama s jezgrama obojenima 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). U miSeva
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divljeg tipa obrazac bojenja bio je slican onome opazenom na P4 (a,b). U yotari miSeva snazno
tockasto bojenje pojavilo se na apikalnoj membrani proksimalnih zavijenih kanali¢a (¢). U
bubreznoj srzi signal je bio prisutan u tankim i debelim segmentima Henleove petlje, dok sabirni
kanali¢i nisu pokazivali uocljivo bojenje (d). Bijele strelice na preklopljenim slikama Traf7, Aqp2
1 DAPI oznacavaju podrucja koekspresije (narancasto bojenje). Umetci koji odgovaraju
isprekidanim okvirima prikazuju glavna podrucja ekspresije proteina. Slike su snimljene pri
povecanju x40, uz skalnu traku od 50 pm primjenjivu na sve slike. Prikazane slike ilustriraju
prostornu lokalizaciju i kolokalizaciju s markerima specifi¢énim za pojedine tubularne segmente te
ne moraju odraZavati prosjecni intenzitet signala kvantificiranog na Slici 27. Prema Komic¢ et. al,

2025 (2), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0.

Tijekom embrionalnog dana E13.5 (E13.5) zabiljezeno je statisticki znacajno smanjenje
postotka povrsine prekrivene Traf7-pozitivnim signalom u yotari Zivotinja u usporedbi s miSevima
divljeg tipa (p < 0,0001) (Slika 27a). Embrionalnog dana 15.5 (E15.5) i tijekom cijelog
postnatalnog razdoblja nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih fenotipova
(Slika 27a). Tijekom postnatalnog dana 4 (P4) ekspresija Traf7 bila je znacajno visa u kori i srzi
yotari zivotinja u usporedbi s wt zivotinjama (p < 0,001) (Slika 27b). Na P14 ekspresija Traf7 u
srZi bila je znacajno niZa nego u kori kod yotari Zivotinja (p < 0,001), uz sli¢an trend u wt zivotinja,
ali bez statisticke znacajnosti (Slika 27b). Dodatno, u kori bubrega wt Zivotinja zabiljeZeno je

statistiCki znac¢ajno smanjenje postotka Traf7-pozitivne povrSine u odnosu na yotari fenotip (Slika
27b).
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Slika 27. Kvantifikacija ekspresije faktora 7 povezanog s TNF receptorom (Traf7) u bubrezima
miSeva divljeg tipa (wt) 1 yotari miSeva (yot) na embrionalne dane 13.5 (E13.5) 1 15.5 (E15.5) te
postnatalne dane 4 (P4) i 14 (P14) (a). Postotci povrSine ekspresije Traf7 u kori 1 srzi bubrega wt
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1 yotari zivotinja na P4 i P14 (b). ,,Postotak povrsSine” oznacava udio slike zauzet pozitivnim
fluorescentnim signalom, izraCunat kao broj fluorescentnih piksela iznad definiranog praga
podijeljen s ukupnim brojem piksela u slici. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD
(okomite linije) i analizirani dvosmjernom ANOVA-om uz Tukeyjev post hoc test. Za svaki
razvojni stadij analizirano je deset reprezentativnih slika po regiji, a rezultati su prosjecno
prikazani za svaku ispitivanu skupinu. StatistiCki znacajne razlike oznacene su s *** p < 0,001 1
*akE p < 0,0001. Prema Komi¢ et. al, 2025 (2), preneseno prema licenci Creative Commons CC

BY 4.0.
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5. RASPRAVA



5.1. Izrazaj EDA2R, PCDHY i TRAF7 u zdravim humanim fetalnim bubrezima i bubrezima

zahvacenim prirodenim anomalijama bubrega i urotrakta

CAKUT predstavlja znaCajan javnozdravstveni problem i vode¢i je uzrok kronic¢ne
bubrezne bolesti u pedijatrijskoj populaciji. Pravodobna primjena ranih terapijskih intervencija
klju¢na je za odgodu potrebe za nadomjesnim bubreznim lije¢enjem, a razjasnjavanje genetskih 1
molekularnih mehanizama koji dovode do nastanka CAKUT-a od iznimne je vaznosti. Ovo
istrazivanje usmjereno je na analizu prostorne i vremenske ekspresije triju kandidatnih gena te
pripadajuéih proteina, EDA2R, PCDH9 i TRAF7, koji su u in silico studiji Westlanda i suradnika
identificirani kao potencijalni geni povezani s poremecajima iz spektra CAKUT-a (130). Prema
naSim saznanjima do sada nije bila opisana ekspresija ovih proteina tijekom normalnog razvoja
ljudskog ili Zivotinjskog bubrega, kao ni u bolesnika s dijagnosticiranim CAKUT-om. Nasa je
hipoteza da su ovi proteini eksprimirani tijekom razvoja bubrega, Sto je i potvrdeno njihovim
specifinim obrascima ekspresije tijekom razli¢itih razvojnih faza. Rezultati nase analize pokazali
su statisticki znacajne razlike medu razvojnim obrascima, §to moze pridonijeti prepoznavanju
kriti€nog razdoblja u kojem EDA2R, TRAF7 1 PCDHY reguliraju pravilnu maturaciju bubrega te
predstavljaju dobru osnovu za daljnja istrazivanja povezanosti ovih gena i nastanka poremecaja

povezanih s CAKUT-om.

U na$oj studiji zabiljeZena je zna¢ajno povecana ekspresija EDA2R u uzorcima bubreZzne
displazije u odnosu na kontrolne uzorke, Sto upucuje na mogucu ulogu ovog receptora u patogenezi
ovog CAKUT fenotipa. EDA2R je poznat kao regulator signalnih putova JNK i NF-«xB, ¢ija
aktivacija dovodi do upalnih odgovora i programirane stani¢ne smrti (134, 136). Prethodna
istrazivanja pokazala su da stimulacija EDA2R mozZe inducirati apoptozu u razli¢itim stani¢nim
populacijama, ukljucuju¢i epitelne 1 tumorske stanice, Sto dodatno podupire pretpostavku o
njegovoj ulozi u regulaciji stani¢ne homeostaze (138, 176). S obzirom na to da je apoptoza kljucni
mehanizam oblikovanja bubreznog parenhima tijekom razvoja, njezina disregulacija moze
rezultirati strukturnim abnormalnostima (177). Istrazivanje koje su proveli Winyard i sur. utvrdilo
je znacajno povecanu ucestalost apoptoze u stanicama displasti¢énih humanih bubrega u usporedbi
s dobno odgovaraju¢im zdravim kontrolama (178). Ovu interpretaciju dodatno podupiru rezultati
istrazivanja dijabeticke nefropatije, gdje je prekomjerna ekspresija EDA2R-a povezana s
oksidativnim stresom i apoptozom podocita, Sto ukazuje na Siru patofiziolosku ulogu ovog

receptora u oStecenju bubreznog tkiva (144, 179). Ipak, izravna uzro¢no-posljedi¢na povezanost
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izmedu EDA2R signalizacije 1 razvojnih anomalija bubrega zahtijeva daljnja funkcionalna

istrazivanja.

Nasi rezultati pokazali su snizenu ekspresiju PCDH9 u uzorcima potkovicastog bubrega u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Taj rezultat moze se dovesti u vezu s istrazivanjem Zhu i sur.,
koji su pokazali da PCDHY inhibira migraciju stanica aktivacijom GSK-3f te time smanjuje
invazivnost tumora u hepatocelularnom karcinomu (153). Smanjena ekspresija PCDH9 mogla bi
stoga olakSati aberantnu migraciju stanica preko sagitalne ravnine i spajanje bubreznih primordija
na distalnim polovima. Smatra se da ektopi¢no nefrogeno tkivo nastaje kao posljedica poremecene
embrionalne migracije nefrogenih prekursorskih stanica tijekom gastrulacije, odnosno njihove
nepravilne raspodjele u ranoj fazi embriogeneze (114, 115, 180). Takva abnormalna migracija
mogla bi takoder objasniti varijabilan sastav istmusa potkovicastog bubrega, koji se sastoji
pretezito od bubreznog parenhima (80-85 %) ili fibrozno vezivnog tkiva (153). Zhu 1 sur. su
dodatno predlozili da PCDH?9 inhibira epitelno-mezenhimsku tranziciju (EMT) supresijom faktora
Snaill (153). Zanimljivo je da se EMT fizioloski javlja i tijekom embrionalnog razvoja bez
tumorigeneze. Tijekom razvoja bubrega mokra¢ovodni pupoljak, kao epitelna struktura, nastaje
ranom mezenhimsko-epitelnom tranzicijom intermedijarnog mezoderma, dok stanice
metanefrogenog mezenhima inicijalno izrazavaju Snaill i zadrZavaju mezenhimski fenotip. Nakon
indukcije mokracovodnim pupoljkom dolazi do smanjenja ekspresije Snaill, organizacije stanica
oko granajucih pupoljaka, njithove agregacije i epitelizacije u bubrezne mjehuri¢e (181-183).
Prekomjeran rast metanefrogenog blastema u potkovi¢astom bubregu mogao bi biti povezan sa
smanjenom ekspresijom PCDH9 i posljedicno nedostatnom supresijom Snaill. Za konacno
razjasnjenje uloge PCDH9 u EMT tijekom nefrogeneze i u bubreznoj patologiji potrebna su

dodatna istrazivanja.

Nase istrazivanje pokazalo je da je razina imunoloske ekspresije TRAF7 dosljedno visa u
bubreZnoj srzi u odnosu na koru tijekom svih razvojnih faza. Takva raspodjela TRAF7 zabiljeZena
je 1 u uzorcima zdravih adultnih bubrega (184). Nedavno istrazivanje pokazalo je da je Traf7
klju€an za pravilno formiranje endotela, pri ¢emu su misji embriji bez Traf7 uginuli intrauterino
oko embrionalnog dana E10 zbog disfunkcije endotelnih stanica (185). Budu¢i da je bubreg
izrazito vaskulariziran organ, poremecaji endotelne funkcije mogu imati zna¢ajan utjecaj na njegov

razvoj 1 strukturu (186). Prethodna istraZivanja pokazala su da endotelne stanice u misa rastu
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sinkronizirano s mokracovodnim pupoljkom ve¢ od E10.5, Sto odgovara ¢etvrtom tjednu ljudske
gestacije, a do E13.5 pokazuju znakove diferencijacije i pojavu prvih arterija (187). U ljudskom
embriju ti dogadaji odgovaraju fazi Phl razvoja bubrega. Faza Ph3 predstavlja razdoblje u kojem
se inducira veéina nefrona te dolazi do njihove vaskularizacije tijekom stadija kapilarne petlje,
kada endotelne stanice prolaze znacajnu morfoloSku reorganizaciju i razvijaju velike fenestracije
(23, 188, 189). Iako se formiranje nefrona i endotela odvija tijekom svih faza razvoja bubrega, nasi
rezultati pokazuju da je najveci postotak povrsine imunoloske ekspresije TRAF7 prisutan upravo
u fazama Phl i Ph3. Iz toga se moze zakljuciti da bi manjak TRAF7 mogao imati najizrazenije

patoloske posljedice upravo tijekom tih kriti¢nih razvojnih razdoblja.

Nasi rezultati takoder pokazuju da je postotak povrsine TRAF7 znacajno smanjen u svim
patoloskim bubrezima u usporedbi s kontrolnom skupinom. Mishra-Gorur 1 sur. proucavali su
ucinke gubitka 7raf7 u modelima Xenopus i1 zebrice te utvrdili poremecéaje formiranja sréane
petlje, perikardijalni edem 1 razli¢ite kraniofacijalne malformacije (189). Nadalje, pokazali su da
deplecija Traf7 dovodi do poremecaja ciliogeneze, uz promjene u morfologiji, prostornom
rasporedu i broju primarnih i pokretnih cilija (189). Primarne cilije imaju klju¢nu ulogu u razvoju
bubrega te regulaciji diferencijacije i proliferacije epitelnih stanica, a njihova disfunkcija povezana
je s brojnim bolestima poznatim pod zajedni¢kim nazivom ciliopatije (190). Cilija je gradena od
brojnih proteina koji se u njega transportiraju sustavom intraflagelarnog transporta (IFT), nuznim
za odrZavanje i rast cilija, buduci da se sinteza proteina ne odvija unutar samog cilija (191). Mishra-
Gorur i sur. pokazali su da Traf7 ostvaruje interakciju s proteinom IFT57 te da njegova supresija
uzrokuje poremecaj sustava intraflagelarnog transporta (189, 190). Poremecaji u strukturi ili
funkeiji cilija povezani su s nizom bubreznih sindroma, ukljucujuéi autosomno dominantnu 1
recesivnu policisticnu bolest bubrega, Bardet—Biedlov sindrom, nefronoftizu, Senior—Lekenov
sindrom, Joubertov sindrom i Meckel-Gruberov sindrom (192). Kakkar i sur. pokazali su da je
gotovo polovica analiziranih displasti¢nih bubrega pripadala skupini multicisti¢ne displazije (100).
U skladu s tim, na$i rezultati koji su pokazali znacajno smanjenju ekspresiju TRAF7 u patoloskim
bubrezima, ukljucujuci displasti¢ne uzorke, upucuju na moguénost da smanjena ekspresija TRAF7
doprinosi poremecaju funkcije primarnih cilija. Medutim, za potvrdu ove pretpostavke potrebna

su dodatna eksperimentalna istrazivanja.
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TRAF7 je takoder ukljucen u regulaciju apoptoze putem vise signalnih putova, ukljucujuci
aktivaciju MEKK3-posredovanog AP1, NF-xB 1 C/EBP-homolognog proteina te indukciju
kaspaza-ovisne apoptoze (156, 193). Kao Sto je prethodno istaknuto, poremecena regulacija

apoptoze predstavlja vazan ¢imbenik koji utjece na organogenezu (177).

5.2. Izrazaj Eda2r, Pcdh9 i Traf7 u embrionalnim i postnatalnim bubrezima miSeva divljeg

tipa i yotari miSeva

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je ispitati povezanost funkcionalnog utiSavanja Dab [
s trima kandidatnim genima i pripadaju¢im proteinima, Eda2r, Pcdh9 i Traf7, kako bi se procijenila
njihova moguca uloga u signalnim putovima povezanim s Reelin-Dab1 osi. Nastojali smo utvrditi
sudjeluju li ovi proteini u Reelin-Dab1 signalizaciji te doprinose li razvoju bubrezne hipoplazije 1

nastanku CAKUT-a.

Nase istrazivanje nije pokazalo znacajne razlike u ekspresiji Eda2r izmedu ispitivanih
zivotinjskih fenotipova kroz sve analizirane embrionalne i postnatalne razvojne stadije. Medutim,
na postnatalni dan 4 (P4) zabiljeZena je statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji Eda2r izmedu kore
1 srzi yotari miSeva, uz slian trend u zivotinja divljeg tipa, iako bez statistiCke znac¢ajnosti. Ovaj
nalaz u skladu je s naSim prethodnim istrazivanjima na humanim embrionalnim uzorcima, u
kojima takoder nisu utvrdene znacajne razlike izmedu dvaju bubreznih odjeljaka u fazi Ph3 razvoja
bubrega, koja odgovara P4 u misa (23, 194-196). Nefrogeneza u misa zapocinje oko E11.5, §to
odgovara pocetku Phl (5. tjedan) u ¢ovjeka. Stadij E15.5 odgovara priblizno 15. tjednu razvoja
ljudskog bubrega i oznacava zavrSetak Phl, dok se razvoj nefrona i bubreZznih struktura nastavlja
tijekom Ph2 1 Ph3. ZavrSetak nefrogeneze nastupa na prijelazu iz Ph3 u Ph4, §to u covjeka
odgovara priblizno 36. tjednu gestacije, a u misa postnatalnom danu 4 (P4) (194, 195). S obzirom
na ujednacenu ekspresiju Eda2r izmedu dvaju genotipova, kao i izmedu pojedinih bubreznih
odjeljaka, moZe se zaklju¢iti da uvjetna Dabl~~ mutacija ne utjece na ekspresiju Eda2r. To
upucuje na to da je Eda2r reguliran neovisno, putem alternativnih signalnih putova. Bubrezne
abnormalnosti uocene u yotari miseva, ukljuc¢ujuci hipoplaziju, izravnavanje podocitnih nozica i
izostanak filtracijskih pukotina, predstavljaju obiljezja razvojne ozljede podocita. Takve promjene,
karakteristi¢éne za hipoplasticne bubrege, proizlaze iz poremecaja razvoja podocita. Lan i sur.
pokazali su da prekomjerna ekspresija Eda2r u uvjetima povisene koncentracije glukoze dovodi

do ozljede 1 dediferencijacije podocita (144). lako oba mehanizma predstavljaju oblik podocitne
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ozljede, izostanak pojaCane ekspresije Eda2r u yotari miseva sugerira da je njegova uloga
kontekstno ovisna te vjerojatnije povezana s metabolicki induciranim oSte¢enjem nego s razvojnim

signalnim putovima.

Postotak povrsine prekrivene Pcdh9-pozitivnim signalom bio je ujednacen kroz sve
analizirane embrionalne i postnatalne razvojne stadije, bez statisticki znacajnih razlika izmedu
miSeva divljeg tipa 1 yotari Zivotinja. Takoder je utvrdeno da je ekspresija Pcdh9 bila visa u
embrionalnom razdoblju nego u postnatalnom. Taj obrazac ekspresije u skladu je s naSim
prethodnim istrazivanjima, u kojima je zabiljezena negativna korelacija izmedu ekspresije PCDH9
i razvojne progresije u zdravim humanim embrionalnim i postnatalnim bubrezima (196). Povisena
ekspresija Pcdh9 tijekom embrionalnih stadija, uz njezino postupno smanjenje u postnatalnom
razdoblju, sugerira da Pcdh9 ima vazniju ulogu u procesima EMT tijekom morfogeneze bubrega

nego u odrzavanju bubrezne funkcije nakon rodenja.

U oba analizirana postnatalna stadija zabiljezena je statisticki znacajna pojacana ekspresija
Pcdh9 u kori 1 srZi bubrega yofari miSeva u usporedbi s kontrolama divljeg tipa. Ovaj nalaz
djelomicno je u skladu s nasim prethodnim istrazivanjima razvoja humanog bubrega, u kojima je
tijekom razvojne faze Ph3 (ekvivalent P4 u miSa) utvrdeno statisticki znacajno smanjenje
ekspresije PCDH9 u kori u odnosu na srz. Medutim, u fazi Ph4 (koja odgovara P14 u misa) nisu

zabiljezene znacajne razlike u ekspresiji PCDHO (23, 195, 196).

Povecana ekspresija Pcdh9 u kori 1 srzi bubrega yotari miSeva u postnatalnim stadijima P4
1 P14, u odnosu na miseve divljeg tipa, moze upucivati na kompenzacijski mehanizam usmjeren
na ublaZavanje poremecenog razvoja bubrega uzrokovanog manjkom Dabl. Mutacija Dabl u
yotari miSeva remeti Reelin signalizaciju i dovodi do bubreZne hipoplazije (79). Pcdh9 je povezan
s medustanicnom adhezijom 1 organizacijom citoskeleta te njegova pojacana ekspresija moze
predstavljati pokusaj oCuvanja strukturnog i funkcionalnog integriteta tijekom nefrogeneze (149,
196). Ova pretpostavka u skladu je s istraZivanjima koja pokazuju da smanjena ekspresija
receptora fibroblastnog c¢imbenika rasta (FGFRI/FGFR2) u yotari bubrezima doprinosi
poremecenom razvoju nefrona, dok su signalni putovi Erk1/2 1 mTOR dodatno potisnuti, ¢ime se
pogorSavaju razvojne abnormalnosti (197). Povecana ekspresija Pcdh9 takoder moze odrazavati
adaptivni odgovor na pojacanu autofagijsku aktivnost zabiljeZenu u yofari bubrezima, Sto

potvrduje poviSena ekspresija autofagijskih markera poput LC3B i LAMP2A tijekom postnatalnog
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razvoja (198). Dok je smanjena ekspresija PCDH9 u humanim CAKUT modelima povezana s
pojacanom migracijom stanica, njegova pojacana ekspresija u yotari miSeva mogla bi stabilizirati
medustani¢ne kontakte i oCuvati tkivni integritet u uvjetima razvojnog stresa. Ovi nalazi ukazuju
na to da Pcdh9 ima kontekstno ovisnu ulogu u razvoju i patologiji bubrega te vjerojatno sudjeluje

u stani¢nim odgovorima na promijenjene signalne putove.

U naSem istrazivanju zabiljezeno je znacajno smanjenje ekspresije Traf7 u E13.5 u yotari
miSeva u usporedbi s kontrolama divljeg tipa, Sto upucuje na to da mutacija Dabl djeluje ve¢ u
ranim fazama razvoja na regulaciju Traf7. Prethodna istrazivanja povezuju 7Traf7 s brojnim
razvojnim anomalijama, uklju¢uju¢i poremecaje formiranja srcane petlje te druge srcane,
kraniofacijalne i cilijarne abnormalnosti, koje se u bubregu mogu manifestirati pojavom cista 1

policisti¢ne bolesti bubrega (189, 199).

UspjeSna nefrogeneza uvelike ovisi o ucinkovitoj vaskulogenezi, koja je klju¢na za
formiranje svih bubreznih struktura i odlikuje se izrazenom prostornom i vremenskom dinamikom
(200). Vaskularizacija bubrega zapo€inje oko E11, a do E13.5 razvijaju se vaskularni pleksusi u
specificnim regijama, poput nefrogene zone, dok se postoje¢e endotelne mreze u drugim
podruc¢jima diferenciraju u prepoznatljive arterijske strukture (187, 201). Titsikov 1 sur. istaknuli
su klju¢nu ulogu Traf7 u razvoju endotela (185), pokazavsi da Traf7/~ misji embriji ugibaju veé
oko E10 zbog naruSene stabilnosti krvnih Zila, $to dovodi do intraembrionalnog krvarenja i
hipoksije. Nadalje, pokazano je da Reelin, €iji je signalni put funkcionalno povezan s Dabl,
regulira integritet stijenke krvnih Zila utjecuéi na adheziju endotelnih stanica, njihovu morfologiju

te membransku otpornost i propusnost (202, 203). U tom kontekstu moze se pretpostaviti da Traf7

predstavlja potencijalni novi element signalne kaskade Reelin puta.

Dodatno, naSa prethodna istrazivanja pokazala su da je najveci postotak povrSine TRAF7
zabiljeZen upravo tijekom Phl razvoja u kontrolnim humanim uzorcima (196). Phl razvoja
ljudskog bubrega, koja obuhvaca gestacijske tjedne 5.-14., vremenski odgovara embrionalnim
stadijima E11.5-E15.5 u miSa, a vrhunac ekspresije Traf7 u naSem aktualnom istraZivanju opazen
je na E13.5, odnosno u sredini tog razdoblja (23, 195). Do E15.5 razine ekspresije Traf7 u yotari
misSeva ponovno su postale usporedive s onima u kontrolama divljeg tipa, uz op¢i trend pada u
obje skupine koji se nastavio tijekom postnatalnog razdoblja. To upucuje na zakljucak da je uc¢inak

funkcionalno utiSanog Dab 1 gena na ekspresiju Traf7 razvojno stadijski specifi¢an. Slican obrazac
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postupnog smanjenja ekspresije TRAF7 nakon pocCetne Phl zabiljeZen je 1 u nasim ranijim

istrazivanjima na humanim uzorcima (196).

Nadalje, nasa je istrazivacka skupina ranije utvrdila smanjenu ekspresiju TRAF7 u Cetiri
analizirana podtipa CAKUT-a, ukljucujuci i hipoplasti¢ni bubreg. Pokazali smo da hipoplasti¢ni
bubreg ima znacajno manji postotak TRAF7-pozitivne povrsine u odnosu na kontrolne humane
embrionalne i fetalne bubrege (196). Racetin i sur. opisali su hipoplasticni bubreg kao
karakteristiCan fenotip u yotari miSeva, a u naSem sadaSnjem istrazivanju smo utvrdili smanjen

postotak Traf7-pozitivne povrSine na E13.5 u usporedbi s kontrolama (204).

Ovi rezultati zajedno upucuju na to da TRAF7 moZze imati ulogu u normalnom razvoju
bubrega, dok njegov manjak potencijalno doprinosi nastanku CAKUT-a, osobito hipoplasticnog
bubrega, §to je u skladu s nasim aktualnim i prethodnim rezultatima (196, 204). Kod P4
zabiljezena je statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji Traf7 izmedu kore i srzi yotari miSeva u
odnosu na kontrole, s tendencijom vise ekspresije u srzi u usporedbi s korom. P4 oznacava kraj
treCe faze nefrogeneze u humanim uzorcima, u kojima smo takoder pokazali ve¢i postotak
povrSine TRAF7 u srzi u odnosu na koru (23, 195, 196). Razlike u ekspresiji TRAF7 izmedu kore
1 srZ1 vjerojatno odrazavaju razliite funkcije 1 adaptivne potrebe tih bubreznih regija. Dodatno,
prethodno spomenuta potencijalna stadijsko-specifi¢na uloga Traf7 u razvoju bubrega mogla bi
objasniti op¢i pad postotka povrSine Traf7 u yotari 1 miSeva divljeg tipa. Nakon kriticne faze
nefrogeneze, ekspresija Traf7 zna€ajno se smanjuje. Ovaj obrazac uocen je i kod drugih proteina i
signalnih puteva, poput NOTCH2, koji pokazuje stadijsko-specificnu ekspresiju, potpuno se
utiSava nakon sazrijevanja bubrega, a pokazano je 1 da je povezan sa signalnim putom Reelin-

Dab1 (204, 205).

Zanimljivo, Traf7 je tijekom razvoja bubrega pokazivao drugaciji obrazac ekspresije u
odnosu na Eda2r i Pcdh9. Kod P14, osobito u yotari miSeva, Traf7 je pokazivao snaznu tockastu
lokalizaciju na apikalnim membranama distalnih i proksimalnih zavijenih kanali¢a. Ta lokalizacija
preklapala se sa segmentima pozitivnima na Aqp2 i DBA, §to upucuje na mogucu ulogu Traf7 u
segmentno specifi¢noj epitelnoj diferencijaciji i remodeliranju tubularnog epitela. Takav obrazac
u skladu je s predlozenom ulogom Traf7 u regulaciji apikalno-bazalne polarizacije 1 epitelne
morfogeneze, sugeriraju¢i da Traf7 moze pridonijeti sazrijevanju nefrona utjecajem na

diferencijaciju epitelnih stanica 1 regulaciju transporta membranskih proteina. Ovi nalazi
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podudaraju se s ranijim opazanjima da je Traf7 ukljuen u odrzavanje endotelne stabilnosti i

ciliogenezu, procese kljucne za normalan razvoj i funkciju bubrega (185).

Znacajno ogranicenje naseg istrazivanja predstavlja uporaba formalinom fiksiranih 1 u
parafin uklopljenih (FFPE) uzoraka tkiva, Sto je onemogucilo primjenu komplementarnih metoda
poput Western blot analize ili kvantitativnog PCR-a za dodatnu validaciju rezultata. lako je FFPE
ocuvanje optimalno za histolosku analizu, ono dovodi do degradacije RNA i proteina, ¢ime se
navedene tehnike Cine neprikladnima za ovu studiju. Slijedom toga, zakljucci temeljeni na
imunofluorescencijskoj analizi oslanjaju se na kvantifikaciju postotka povrsine signala, koja je,
unatoc standardizaciji i strogo kontroliranoj primjeni, i dalje podlozna mogucim eksperimentalnim

artefaktima svojstvenima metodi.

Unato¢ tome, istraZivanje je potkrepljeno opseznim mjerama kontrole kvalitete,
ukljucujuéi uporabu pozitivnih i negativnih kontrola, standardizirane protokole snimanja te
struénu verifikaciju morfologije tkiva. Nadalje, zbog ograni¢enog broja istrazivanja o ovim
proteinima, osobito u kontekstu nefrogeneze, jos uvijek je teSko precizno definirati njihovu ulogu
urazvoju CAKUT-a. Ipak, nasi rezultati predstavljaju ¢vrstu osnovu za buduca istrazivanja u ovom
podrucju, koje ima znacajan znanstveni i klinicki potencijal. Buduce studije trebale bi ukljucivati
opseznije analize tkiva, ali i komplementarne pristupe, primjerice analizu urina, kako bi se dobio
uvid u klju€ne fizioloske parametre u miseva, ukljucujuéi brzinu glomerularne filtracije. Smatramo
da navedene mjere osiguravaju pouzdanost naSih nalaza u okviru dostupnog materijala 1

specificnog fokusa na razvoj bubrega i mehanizme bolesti.
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6. ZAKLJUCAK



10.

11.

Proteini EDA2R, PCDH9 i TRAF7 pokazuju razvojno regulirane obrasce ekspresije u zdravim
humanim fetalnim bubrezima, $to upucuje njihovu ukljucenost u procese nefrogeneze.

U bubrezima zahvac¢enima CAKUT-om zabiljezeni su poremeceni obrasci ekspresije svih triju
proteina, $to upucuje na njihovu mogucéu ulogu u patogenezi prirodenih anomalija bubrega i
mokra¢nog sustava.

Povecana ekspresija EDA2R u displasticnim bubrezima u skladu je s njegovim poznatim
proapoptotskim mehanizmima te potencijalno pridonosi abnormalnoj regulaciji stani¢ne smrti
tijekom razvoja ovog CAKUT fenotipa.

Smanjena ekspresija PCDH9 u pojedinim CAKUT fenotipovima moze upudivati na
poremecaje u medustani¢noj adheziji i epitelno-mezenhimskoj tranziciji, procesima vaznima
za pravilnu morfogenezu bubreznog parenhima.

Smanjena ekspresija TRAF7 u hipoplasti¢nim i displastiénim bubrezima moze upucivati na
njegovu mogucu ulogu u vaskularnom razvoju, ciliogenezi i segmentnoj organizaciji nefrona,
¢iji poremecaji mogu biti povezani s nastankom CAKUT-a.

Razlike u ekspresiji istrazivanih proteina izmedu kore i srzi ukazuju na regionalnu
funkcionalnu specijalizaciju bubrega tijekom razvoja te sugeriraju da su razvojni poremecaji
prostorno selektivni.

Ekspresija Eda2r bila je ujednacena izmedu yotari i kontrolnih Zivotinja kroz sve embrionalne
1 postnatalne stadije, Sto ukazuje da funkcionalno utiSan Dabl ne utjeCe izravno na izrazaj
Eda2r te da je njegova ekspresija vjerojatno kontrolirana alternativnim signalnim putovima.
Pcdh9 pokazuje razvojno ovisan obrazac ekspresije, s viSim razinama tijekom embrionalne
nefrogeneze 1 postupnim smanjenjem nakon rodenja, Sto iziskuje potrebu za daljnjim
istrazivanjima njegove potencijalne ulogu u epitelnoj diferencijaciji 1 morfogenezi bubrega.
Povecana postnatalna ekspresija Pcdh9 u yofari miSeva upucuje na moguc¢i kompenzacijski
mehanizam usmjeren na ocuvanje epitelne organizacije i medustani¢ne adhezije u uvjetima
poremecéene Dabl signalizacije.

Znacajno smanjenje Traf7 ekspresije u ranoj embrionalnoj fazi (E13.5) u yotari miSeva ukazuje
na stadijski specifi¢nu osjetljivost Reelin-Dab1 signalne osi.

Prostorne razlike u ekspresiji Traf7 izmedu kore i srzi odrazavaju funkcionalnu specijalizaciju
bubreznih odjeljaka i podupiru hipotezu da Traf7 sudjeluje u segmentno specificnoj epitelnoj

diferencijaciji 1 sazrijevanju nefrona.
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12. Smanjena ekspresija Traf7 povezana je s hipoplasti¢nim fenotipom bubrega te ga vrijedi dalje
istrazivati u kontekstu molekularnih mehanizama ukljucenih u razvoj CAKUT-a, osobito
hipoplazije bubrega.

13. Rezultati naseg istrazivanja podrzavaju rezultate studije Westlanda i suradnika prema kojima

su EDA2R, PCDH9 i TRAF7 dio molekularnih mreza koje reguliraju razvoj bubrega.
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7. SAZETAK



Uvod: Prirodene anomalije bubrega i mokra¢nog sustava (CAKUT) predstavljaju jedan od vodec¢ih
uzroka kronicne bubrezne bolesti u djecjoj dobi i znacajan javnozdravstveni problem. Otprilike
polovica slucajeva kroni¢ne bubrezne bolesti u djece povezana je s CAKUT-om, koji je ujedno
vodeci uzrok zavr$nog stadija bubrezne bolesti i potrebe za nadomjesnim bubreznim lijeCenjem u
pedijatrijskoj populaciji. Razumijevanje genetskih i molekularnih mehanizama koji reguliraju

razvoj bubrega klju¢no je za rasvjetljavanje patogeneze ovih poremecaja.

Materijali i metode: U ovom istrazivanju analizirana je ekspresija proteina EDA2R, PCDH9 i
TRAF7 u kori 1 srzi zdravih humanih embrionalnih i fetalnih bubrega tijekom razvojnih faza 2, 3
i 4 te je usporedena s uzorcima bubrega zahvacenih CAKUT-om, ukljuc¢ujuéi udvostrucene
bubrege (DK), potkovicaste bubrege (HK), hipoplasti¢ne bubrege (HYP) i displasti¢ne bubrege
(DYS). U drugom dijelu istrazivanja ispitan je odnos izmedu Reelin-Dab1 signalne osi i ekspresije
navedenih proteina u yotari (Dabl”") mijem modelu, obiljezenom razvojem hipoplasti¢nih
bubrega. Analizirana su dva embrionalna stadija (E13.5 1 E15.5) te dva postnatalna stadija (P4 i
P14).

Rezultati: Rezultati nasSeg istrazivanja su pokazali da su sva tri proteina fizioloski prisutna tijekom
normalnog razvoja bubrega. U displasticnim bubrezima zabiljeZena je povecana ekspresija
EDAZ2R, $to je u skladu s njegovom proapoptotskom ulogom i moze doprinijeti poremecenoj
regulaciji stani¢ne smrti tijekom razvoja. Smanjena ekspresija PCDH9 u potkovicastim bubrezima
povezana je s njegovom ulogom u inhibiciji migracije stanica, pri ¢emu sniZene razine mogu
omoguciti aberantnu stani¢nu migraciju 1 nepravilnu morfogenezu. Ekspresija TRAF7 bila je
smanjena u svim analiziranim CAKUT fenotipovima, $to upucuje na njegovu ulogu u razvoju
endotela 1 ciliogenezi, procesima nuZnima za pravilnu nefrogenezu. U miSjem modelu, sva tri
proteina pokazala su najveci postotak povrSine ekspresije u ranom embrionalnom stadiju E13.5,
nakon ¢ega je uslijedio postupni pad u postnatalnom razdoblju. Za Traf7 je zabiljeZena statisticki
znacajno manja ekspresija u yotari miSeva u odnosu na kontrolne Zivotinje u E13.5, §to upucuje
na stadijski specificnu povezanost s Reelin-Dabl signalizacijom i potencijalnu klju¢nu ulogu u
ranoj nefrogenezi. U postnatalnim stadijima zabiljezene su regionalne razlike izmedu kore i srzi,
osobito kod Pcdh9 i Traf7, §to sugerira segmentno specificne adaptivne mehanizme u uvjetima

poremecenog razvoja.

89



Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da EDA2R, PCDH9 i TRAF7 imaju razvojno
regulirane 1 kontekstno ovisne uloge u nefrogenezi te mogu sudjelovati u molekularnim
mehanizmima koji dovode do nastanka CAKUT-a. Ovi nalazi predstavljaju temelj za daljnja
istrazivanja usmjerena na razumijevanje signalnih mreza ukljucenih u razvoj bubrega i potencijalni

razvoj novih dijagnostickih i terapijskih pristupa.
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8. LAICKI SAZETAK



Prirodene anomalije bubrega i mokra¢nog sustava ubrajaju se medu vazne uzroke kronicne
bubrezne bolesti u djece. Nastaju zbog poremecaja tijekom razvoja bubrega, no molekularni

mehanizmi koji dovode do tih poremecaja joS nisu u potpunosti razjasnjeni.

U ovom istrazivanju analizirana su tri proteina, EDA2R, PCDH9 i TRAF7, za koje se, na
temelju prethodnih istrazivanja, pretpostavlja da mogu imati ulogu u razvoju bubrega. Njihova
prisutnost ispitivana je u zdravim humanim embrionalnim i fetalnim bubrezima te u bubrezima
zahvacenima prirodenim anomalijama, ukljucuju¢i udvostruceni, potkovicasti, hipoplasti¢ni i
displasti¢ni bubreg. Rezultati su pokazali da su sva tri proteina prisutna tijekom normalnog razvoja
bubrega, ali da se njihova ekspresija mijenja u bubrezima zahva¢enima anomalijama. To upucuje

na mogu¢énost da sudjeluju u procesima vaznima za pravilan razvoj bubreznog tkiva.

U drugom dijelu istrazivanja analiziran je mi§ji model yotari, za koji je karakteristi¢éno
postojanje jednog od patoloskih forma bubrega (hipoplasti¢ni bubreg). Ispitivano je postoji li
razlika u ekspresiji navedenih proteina u yofari miSeva u odnosu na zdrave kontrolne zivotinje.
Utvrdeno je da se ekspresija ovih proteina mijenja tijekom razvoja miSa, osobito u ranim

embrionalnim stadijima, §to upucuje na njihovu mogucu vaznost u ranom razvoju bubrega.

Ovi rezultati pridonose boljem razumijevanju nacina na koji se bubreg normalno razvija 1
kako poremecaji u tim procesima mogu dovesti do prirodenih anomalija. Dugoroc¢no, takva
istrazivanja mogu pomoc¢i u razvoju boljih dijagnosti¢kih 1 terapijskih pristupa za djecu s

prirodenim bolestima bubrega 1 mokra¢nog sustava.
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9. SUMMARY



TITLE: SIGNIFICANCE OF THE EXPRESSION OF CANDIDATE GENES FOR
CONGENITAL ANOMALIES OF THE KIDNEY AND URINARY TRACT (CAKUT)—
EDA2R, PCDHY9, AND TRAF7—DURING HUMAN AND MOUSE FETAL AND
POSTNATAL DEVELOPMENT

Introduction: Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) represent one of
the leading causes of chronic kidney disease in childhood and remain an important public health
concern. Approximately half of paediatric chronic kidney disease cases are associated with
CAKUT, which is also the primary cause of end-stage kidney disease and the need for renal
replacement therapy in the paediatric population. A better understanding of the genetic and
molecular mechanisms that guide kidney development is therefore essential for elucidating the

pathogenesis of these disorders.

Materials and methods: In this study, we investigated the expression of the proteins EDA2R,
PCDH9, and TRAF7 in the cortex and medulla of healthy human embryonic and fetal kidneys
during developmental phases 2, 3, and 4, and compared these findings with kidneys affected by
CAKUT, including duplex (DK), horseshoe (HK), hypoplastic (HYP), and dysplastic (DYS)
phenotypes. The second part of the study explored the relationship between Reelin—Dabl
signalling and the expression of the aforementioned proteins in the yotari (Dabl~'~) mouse model,
which is characterised by renal hypoplasia. Two embryonic stages (E13.5 and E15.5) and two
postnatal stages (P4 and P14) were analysed.

Results: All three proteins were present during normal human kidney development. Dysplastic
kidneys showed increased EDA2R expression, consistent with its known pro-apoptotic activity
and suggesting a contribution to altered cell death regulation during development. Reduced
PCDH9 expression in horseshoe kidneys may be related to its role in limiting cell migration, where
lower expression could permit abnormal cellular movement and disrupted morphogenesis. TRAF7
expression was reduced across all examined CAKUT phenotypes, suggesting its importance in
endothelial development and ciliogenesis, processes critical for proper nephrogenesis. In the
mouse model, for all three proteins, the highest percentage of expression-positive area was
observed at E13.5, followed by a gradual decline during the postnatal period. A statistically
significantly lower Traf7 expression was observed in yotari mice compared with control animals

at E13.5, suggesting a stage-specific association with Reelin—Dabl1 signalling and a potentially
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important role of Traf7 in early nephrogenesis. Regional postnatal differences between the cortex
and medulla, particularly for Pcdh9 and Traf7, further indicate segment-specific adaptive

responses in the setting of disrupted development.

Conclusion: Taken together, these results suggest that EDA2R, PCDHY, and TRAF7 act in
developmentally regulated and context-dependent ways during kidney formation and may
contribute to molecular pathways underlying CAKUT. The study provides a foundation for future
work aimed at mapping signalling networks involved in nephrogenesis and for the long-term

development of improved diagnostic and therapeutic strategies.
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10. LAY SUMMARY



Congenital anomalies of the kidney and urinary tract are an important cause of chronic
kidney disease in children. These conditions develop when normal kidney formation is disturbed,

but the molecular mechanisms behind these abnormalities are still not fully understood.

In this study, three proteins, EDA2R, PCDH9, and TRAF7, were analysed. Based on
previous research, these proteins are thought to have a possible role in kidney development. Their
expression was analysed in healthy human embryonic and fetal kidneys, as well as in kidneys
affected by congenital anomalies, including duplex, horseshoe, hypoplastic, and dysplastic
kidneys. The results showed that all three proteins are present during normal kidney development,
but their expression changes in kidneys affected by developmental abnormalities. This suggests

that these proteins may be involved in processes that are important for proper kidney formation.

The second part of the study focused on the yotari mouse model. This model is
characterised by one form of abnormal kidney development, namely kidney hypoplasia. The study
examined whether the expression of the analysed proteins differed between yotari mice and
healthy control animals. The findings showed that their expression changes during kidney
development, especially in early embryonic stages, suggesting that they may be important for early

kidney formation.

Overall, these findings contribute to a better understanding of how the kidney normally
develops and how disturbances in this process may lead to congenital kidney and urinary tract
anomalies. In the long term, this type of research may support the development of improved

diagnostic and therapeutic approaches for children with congenital kidney disorders.
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