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POPIS OZNAKA I KRATICA



A/Cd — ampula/sabirni kanali¢ (engl. ampulla/collecting duct)

AC — apikalna kontrakcija (engl. apical constriction)

ANOVA - analiza varijance (engl. analysis of variance)

Akt — Ser/Thr - kinaza B

ApoEr2 — apolipoprotein receptor 2 (engl. Apolipoprotein E receptor 2)

CAKUT - urodene anomalije bubrega i mokra¢nog trakta (engl. congenital anomalies of the

kidney and urinary tract)

CE — konvergentno produljenje (engl. convergent extension)

Crk — protoonkogen

Ct — zavijeni kanali¢ (engl. convoluted tubule)

CKD — kroni¢na bolest bubrega (engl. chronic kidney disease)

CTRL — normalni, zdravi bubreg (engl. control kidneys)

(3G — ¢imbenik zamjene gvanina (engl. Guanine nucleotide exchange factor)
DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
DCT - distalni zavijeni kanali¢ (engl. distal convoluted tubule)

DK — bubrezi s udvostru¢enim ureterom (engl. duplex kidneys)

dw —razvojni tjedan (engl. developmental week)

DYS — displasti¢ni bubrezi (engl. dysplastic kidneys)

E — embrionalni razvoja

Fgf7 — fibroblastni ¢imbenik rasta 7 (engl. Fibroblast growth factor 7)
Foxdl — Forkhead box D1

G — glomerul (engl. glomerulus)

g —nezreli glomerul (engl. immature glomeruli)



Gpc3 — glipikan 3 (engl. Glypican 3)

Gdnf — neurotrofni ¢imbenik glije (engl. Glial derived neurotrophic factor)
HC — zdrave kontrole (engl. healthy controls)

Hox — geni Homeobox

HYP — hipoplasticni bubrezi (engl. hypoplastic kidneys)

IM — intermedijarni mezoderm (engl. intermediate mesoderm)

ITGAS — Integrin alfa-8 (engl. Integrin subunit alpha 8)

KBC — klini¢ki bolnicki centar

MM — metanefricki mezenhim (engl. metanephric mesenchyme)

mTOR - cilj rapamicina kod sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin)
mm — metanefrogeni mezenhim (engl. metanephric mesenchyme)

NGS - sekvenciranja nove generacije (engl. next generation sequencing)

P — postnatalni razvoj

Pax2 — upareni gen 2 (engl. paired box gene 2)

PBS — fizioloSka otopina puferirana fosfatom (engl. phosphate-buffered saline)
PCR - polimerazna lan¢ana reakcija (engl. polymerase chain reaction)

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

PFA — paraformaldehid (engl. paraformaldehyde)

PI3K — fosfatidil inozitol 3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinases)

PUV — opstrukcija straznjih uretralnih zalistaka (engl. posterior urethral valves)
Rara — retinoicki receptor alfa (engl. Retinoic acid receptor alpha)

Rapl — protein 1 vezan uz RAS

Ret — Ret protoonkogen (engl. Ret proto-oncogene)
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rv — bubrezni mjehuri¢ (engl. renal vesicle)

SD — standardna devijacija

SMAD — Sma i Mad protein (engl. Sma and Mad protein)

UB — bubrezni pupoljak (engl. ureteric bud)

UPJO - opstrukcija ureteropelvicnog spoja (engl. ureteropelvic junction obstruction)

UVJO - opstrukcija izmedu uretera i mokraénog mjehura (engl. wureterovesical junction

obstruction)

VANGL2 — VANGL protein planarne polarnosti stanice 2 (engl. Van Gogh-like Planar Cell
Polarity Protein 2)

VLDLR - lipoproteinski receptor jako niske gustoce (engl. very low-density lipoprotein receptor)
VUR — vezikoureteralni refluks (engl. vesicoureteric reflux)

Wntl — Wnt obitelj 11 (engl. Wnt family member 1)

Wnt6 — Wnt obitelj 6 (engl. Wnt family member 6)

Wntll — Wnt obitelj 11 (engl. Wnt family member 11)

WTI1 — Wilmsov tumorski protein 1 (engl. Wilms tumor 1)



1. UVOD



1.1. Urodene anomalije bubrega i mokraénog trakta (CAKUT)

Urodene anomalije bubrega i mokra¢nog trakta (CAKUT) uzrokovane su poremecajima u
razvoju bubrega i mokraénog trakta, a sa sr€anim manama, spadaju medu najceS¢e urodene
malformacije u svijetu 1 predstavljaju glavni uzrok zatajenja bubrega u djece (1-6). Osobe
pogodene CAKUT-om imaju Sirok spektar malformacija, a koje se mogu pojaviti samostalno ili

kao dio sindromskih stanja (7—-12).

CAKUT malformacije izvorno je opisala doktorica Edith Potter, koja je proucavala nekropsije
fetusa 1 beba kako bi razumjela njihov normalan i abnormalan razvoj (3). Malformacije se
makroskopski ocituju kao promjene u veli€ini, obliku, polozaju ili broju bubrega, dok se

mikroskopski o€ituju smanjenim brojem nefrona i/ili abnormalnom histologijom (13, 14).

Cisti¢na bubrezna displazija je jedna od najces¢ih malformacija povezanih s CAKUT-om, dok
ostali fenotipovi ukljuuju agenezu bubrega, hipoplaziju bubrega, potkovasti bubreg,

vezikoureteralni refluks (VUR), megaureter, ektopicni ureter i dvostruki ureter (15—-17) (Slika 1).

¢ & 3 & »
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-
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\ \ \ \ /

Ageneza bubrega Displazija Hipoplazija Potkovasti bubreg

Slika 1. Anomalije bubrega ilustrirane su i oznacene slovima od a-d. CAKUT fenotipski spektar
ukljucuje anomalije bubrega, mokracovoda i donjeg urinarnog trakta. Slika prikazuje najcesce
anomalije bubrega: ageneza bubrega (a), displazija (b), hipoplazija (¢) 1 potkovasti bubreg (d).

Izradio Nikola Pavlovi¢ u programu Biorender.



1.2. Etiologija i patogeneza CAKUT-a

Etiologija i patogeneza CAKUT-a za vecinu slucajeva ostaje nejasna, te se pretpostavlja da se

radi o slozenom poremecaju, koji ukljucuje okolisne ¢imbenike i genetsko podrijetlo. Ichikawa 1

suradnici (18) su tvrdili da bi malformacije CAKUT-a mogle imati zajednicko monogeno

podrijetlo, a do danas su identificirane mutacije u otprilike 54 gena kao monogeni uzroci CAKUT-

a. Uz pomo¢ tehnologije sekvenciranja nove generacije (NGS), identificirano je 45 monogenih

uzroka nesindromskog CAKUT-a i vise od 150 monogenih uzroka sindromskog CAKUT-a. Osim

molekularnih poremecaja koji se javljaju tijekom embrionalnog razvoja, CAKUT mozZe biti

rezultat razlicitih epigenetskih, genetskih i okoli$nih ¢imbenika (19, 20) (Slika 2).

EPIGENETSKI CIMBENICI

cvi ¢imbenici obuhvacaju metilaciju DI\D

promjene u histonima i nekodiraju¢e RNK.
Epigenetski mehanizmi kontroliraju izrazaj
gena putem aktivacije ili inhibicije vaznih
regulatornih gena koji su kljucni za razvoj
bubrega i mokraénog sustava. Alteracije u
epigenetskim oznakama koje utjecu na
razvojne gene u bubrezima i mokra¢nom
traktu mogu povecati vjerojatnost pojave

\ fenotipova povezanih s CAKUT-om. /

GENETSKI CIMBENICI

/ Ovi ¢imbenici mogu uzrokovati

neravnotezu u odredenim proteinima te
disfunkciju kljucnih receptora i signalnih
puteva. Istrazivanja istiCu da postoji visoka
ucestalost CAKUT fenotipova koji su
rezultat monogenih varijacija u genima
vaznim za razvoj bubrega. Ove monogene
mutacije predstavljaju ¢ak do 20% svih
slu¢ajeva CAKUT-a u ljudskim

populacijama i ukljucuju vise od 50 gena
\ povezanih s ovim poremecajima.

\ /Razliéita stanja kod majki poput dijabete%
kroni¢ne bolesti bubrega, raka i pretilosti,

takoder mogu nepovoljno utjecati na razvoj
/ bubreznog sustava. /

OKOLISNI CIMBENICI

mogu potaknuti razvoj CAKUT-a. Takoder,
prekomjerni unos folne kiseline ili manjak
vitamina A tijekom trudnoce povezan je s
pojavom CAKUT-a. Lijekovi poput
inhibitora angiotenzin-konvertirajuceg
enzima, mogu imati negativan utjecaj na
razvoj bubrega. Pothranjenost majke i
niska proteinska prehrana tijekom trudnoce

Slika 2. Cimbenici povezani s urodenim anomalijama bubrega i mokraé¢nog trakta (CAKUT-om).

Izradio Nikola Pavlovi¢ u programu Biorender.



1.3. Klasifikacija CAKUT-a

Ageneza
_W Hipoplazija, hiperplazija

Potkovasti bubreg

Polozaj Renalna ektopija

Malrotacija bubrega

Kirizana distopija bubrega
Cisticna displazija

Tkivo
Necisticna displazija

—-—E Udvostrucenje mokracovoda
Ageneza

izmedu uretera i mokra¢nog mjehura (UVJO)
Opstruktivna _E
opstrukcija ureteropelvicnog spoja (UPJO)

primarni megaureter
Neopstruktivna —E . .
vezikoureteralni refluks (VUR)

Mokra¢ovodna ektopija

Pomak, devijacija

\ Mokraéni . Polozaj [———— Ekstrofija mjehura
L

mjehur Tkivo Divertikul mjehura

\ Dvostruka mokraéna cijev
Mokraéna cijev
Dilatacija Opstrukcija straznjih uretralnih zalistaka (PUV)

Mokracovod —

Slika 3. Prikaz fenotipova urodenih anomalija bubrega i mokra¢nog trakta (CAKUT). Izradio

Nikola Pavlovi¢ u programu Biorender.



1.3.1. Renalna hipoplazija

Renalna hipoplazija je urodena anomalija bubrega koja se tradicionalno definira kao
znacajno smanjenje bubrezne mase, a najcesce se javlja u djetinjstvu. Postoje Cetiri prepoznate
vrste ove bolesti: segmentalna (Ask-Upmark bubreg), oligomeganefronska, jednostavna (21, 22) i
kortikalna hipoplazija (23-26), pri ¢emu sve vrste imaju zajednicku karakteristiku smanjenog

broja bubreznih reznjeva (27, 28).

Segmentalna hipoplazija, koju je prvi opisao Ask-Upmark u publikaciji iz 1929. godine,
obi¢no se dijagnosticira u djece s hipertenzijom ili infekcijama mokraénog sustava (27, 29-31).
Ovaj tip hipoplazije se ¢eSc¢e javlja kod Zena (72%) i moze zahvatiti jedan (unilateralna) ili oba
bubrega (bilateralna), a povezana je s reninom posredovanom hipertenzijom (32-35). Bubreg kod
segmentalne hipoplazije je smanjen, s karakteristicnim poprecnim utorima na povrSini iznad
prosirenih casSica, dok presjek pokazuje tanki sloj parenhima koji ukazuje na neuspjeli razvoj

bubreznih reznjeva (25, 30, 36, 37).

Oligomeganefronska hipoplazija, koju su prvi opisali Réyer i suradnici u publikaciji iz
1962. godine, karakterizira se smanjenim brojem nefrona koji su znacajno uvecani, a bolest je
povezana sa smanjenom veli¢inom bubrega 1 smanjenom glomerularnom filtracijom (38—41).
Histoloski gledano, u ranijim stadijima bolest dolazi do znatnog povec¢anja svih dijelova nefrona,
ukljucujuéi glomerule, jukstaglomerularni aparat i tubule (42, 43). Dijagnoza ove vrste hipoplazije

moZe biti otezana zbog nedostatka podataka o veli¢ini bubrega 1 broju reznjeva (42).

Jednostavna hipoplazija, koju su prvi opisali Rubenstein i suradnici u publikaciji iz 1961.
godine, oznaava stanje u kojem bubrezi imaju smanjenu veli¢inu, pri ¢emu je njihova teZina 50%
ili manje od ocekivane, a kod bilateralne hipoplazije ukupna tezina oba bubrega iznosi manje od
33% predvidene (44-46). Klinicki gledano, jednostavna hipoplazija Cesto je povezana s
hipertenzijom, a ako je bilateralna, moZe uzrokovati progresivno smanjenje bubrezne funkcije.
Kod jednostrane hipoplazije, ¢esto dolazi do kompenzacijske hipertrofije suprotnog bubrega, uz
ocuvanu funkciju. Za razliku od oligomeganefronske hipoplazije, koju karakterizira povecanje
svih dijelova nefrona, histoloski pregled jednostavne hipoplazije potvrduje normalnu strukturu

nefrona, dok su ciste i displazija odsutni (21, 47-49).



Kortikalna hipoplazija, prvi put je opisana kod pasa, 1957. godine, u ljudi je
karakterizirana smanjenim brojem generacija nefrona kao posljedicu prekida ili zaustavljanja
nefronegeneze, Sto rezultira manjom ukupnom veli¢inom bubrega (49, 50). Hinchcliffe i suradnici
kategorizirali su kortikalnu hipoplaziju na temelju radijalnog broja glomerula: normalna (>10),

minimalna (8—10), umjerena (4-8) i teSka (<4) (51).

Slika 4. Mikroskopska snimka hipoplasti¢nog bubrega pokazuje normalnu kortiko-medularnu
strukturu, ali je bubreg manji, s manjim brojem nefrona i bubreznih vréeva u usporedbi s
normalnim bubregom. Kora bubrega je tanja, a migracija glomerula prema unutarnjoj zoni
bubrezne kore je oslabljena. Nisu prisutne ciste, atroficni kanali¢i ili druga displasti¢na obiljezja.
Fotografija je snimljena s 4x poveéanjem na preparatu ljudskog bubrega iz 30. tjedna fetalnog

razvoja. Autor: Nikola Pavlovi¢
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Tablica 1. Kriteriji dijagnoze renalne hipoplazije.

Vrsta hipoplazije Kriteriji dijagnoze

Poprecni utori kore prekrivaju prosirene ¢asice.
Segmentalna hipoplazija Kora —nedostatak glomerula, kako normalnih, tako i atrofi¢nih.
Medula — odsutna ili rudimentarna, uz prisutnost medularne displazije.

Obostrano zahvacenje, osim ako nije povezano s jednostranom agenezom.
Oligomeganefronija Smanjen broj bubreznih reznjeva, ispod 5-6. Nefromi su morfoloski normalni, ali
7nadajno uvecani.

Jedan bubreg manji od 50% normalne veli€ine ili oba bubrega manja od 30% normalne
Jednostavna hipoplazija veliéine.
Histoloski normalni, nefroni nisu uvecani.

Kortikalna hipoplazija Broj radijalnih glomerula manji ili jednak 8.

1.3.2. Renalna displazija

Renalna displazija je urodena anomalija koja se klasi¢no se opisuje kao razvojni poremecaj
pri kojem se bubrezi ne diferenciraju normalno, $to rezultira prisutno$¢u primitivnih tubula,
intersticijske fibroze, bubreZnih cista i hrskavice unutar bubreznog parenhima (18, 52, 53). S druge
strane, renalna hipoplazija odnosi se na nenormalno male bubrege s normalnom morfologijom, ali
smanjenim brojem nefrona. Ultrazvu¢no mjerenje veli¢ine bubrega trenutno se koristi za procjenu
ozbiljnosti renalne hipoplazije 1 displazije, ali ima ogranicenja poput nemogucnosti razlikovanja
hipoplazije 1 displazije. Mutacije u genima koji su povezani s razvojem bubrega, poput GLI3,

PAX2, SALLI, HPSE2, EYAI, FGF20, MIRI7HG 1 MYCN (54-65).

Cisti¢na renalna displazija, razvojni poremecaj koji se ocituje prisutnoscu jedne ili vise
cisti, smanjenom veli¢inom bubrega i odsutno$¢u kortiko-medularne diferencijacije. Ovaj
poremecaj je vrlo rijedak s ucestalos¢u od 0,2-0,5%. lako cisti¢na renalna displazija moze nastati
neovisno, ¢esto je povezana s genetskim poremecajima poput aplazije Mullerovog kanala,
sindroma renalnog koloboma (mutacija gena P4X2), sranim manama te drugim razvojnim
abnormalnostima poput CHARGE i1 BOR sindroma (66—68). lako cisticna bubrezna displazija
moze biti jednostrana ili obostrana, jednostrana je ¢es¢a. Obostrana displazija gotovo uvijek vodi

do smrti novorodenceta, dok slucajevi jednostrane displazije mogu imati dobru prognozu nakon
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kirurSkog uklanjanja zahvac¢enog bubrega, buduc¢i da funkcija drugog bubrega ostaje ocuvana. (18,

53).

Slika 5. Mikroskopske snimke displasticnog bubrega. Fotografije su snimljene s 4x (a) 1 40x (b)

povecanjem na preparatu ljudskog bubrega iz 35. tjedna fetalnog razvoja. Autor: Nikola Pavlovi¢

1.3.3. Potkovasti bubreg

Potkovasti bubreg, najéesca je anomalija srastanja bubrega, prvi put je opisana tijekom autopsija
koje je 1522. godine proveo da Carpi, a prisutna je u oko 0,25% populacije. Ova anomalija
karakterizirana je abnormalnostima u polozaju, rotaciji 1 vaskularnoj opskrbi bubrega, pri ¢emu su
bubrezne mase povezane istmusom, najcesce sastavljenim od bubreznog parenhima i spojenim na
donjem polu bubrega u viSe od 90% slucajeva. Pacijenti s potkovastim bubrezima imaju povecan
rizik od VUR-a, bubreznih kamenaca, UPJO-a, infekcija mokra¢nog sustava te malignih tumora
bubrega. Vec¢ina slucajeva otkriva se slucajno tijekom ispitivanja zbog drugih medicinskih

problema, obi¢no pomocu ultrazvuka (69-75).
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1.4. Yotari (Dab1-/-) mis

Yotari (yot) mis$ je laboratorijska zivotinja s genetski modificiranom mutacijom u genu Dab!
(Disabled-1) (76). Gen Dabl dio je Reelin signalnog puta (Slika 4), koji je vazan za migraciju 1
smjeStanje neuronskih stanica tijekom razvoja mozga. Stoga, mutacija u genu Dabl rezultira
abnormalnim razvojem mozga i1 pojavom neuroloSkih disfunkcija u miseva (76). Osim toga,
signalni put Reelin-Dabl vazan je i za razvoj skeletnog sustava te interakcije izmedu razli¢itih

signalnih mehanizama tijekom embrionalnog razvoja (77, 78).

Izrazaj proteina DAB1 nedavno je potvrden u podocitima miSa (79) i ljudskom fetalnom
bubregu (80), gdje djeluje kao adapter molekula u procesu unutarstani¢ne transdukcije Reelin
signala (81, 82). Najnovija istraZivanja su u yotari miSeva otkrila prisutnost CAKUT fenotipa, koji
se ocituje kroz bubreZznu hipoplaziju, nepravilno poravnanje nozica podocita u glomerulima
bubrega te gubitak funkcionalnog bubreznog tkiva (83). Ovi podatci upuéuju na to da kroni¢na
bubrezna bolest (CKD) moze biti uzrok preuranjene smrti yotari miSeva, a da njezin nastanak

moze biti povezan s razli¢itim mehanizmima koji utjeCu na strukture bubrega (83, 84).

Slika 6. Hematoksilin i eozin (H&E) bojenje postnatalnih bubrega miseva divljeg tipa (wt) 1

yotari (yot). Mjerna trakica iznosi 20 pm, a povecanje 40x. Autor: Nikola Pavlovi¢
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Slika 7. Shematski prikaz Reelin signalnih mehanizama. Izvanstani¢ni Reelin se povezuje s
receptorima VLDR 1 ApoER2, §to dovodi do aktivacije Src/Fyn kinaza, koje potom
fosforiliraju unutarstani¢ni protein Dab1. U prenatalnom razdoblju, Reelin upravlja

migracijom neurona i organizacijom kortikalnih slojeva preko Crks/C3G/Rapl signalnog
mehanizma. Tijekom ranog postnatalnog razvoja srediSnjeg Zivcanog sustava, adaptorski
proteini 1 PI3K/Akt/mTOR signalni put poticu sintezu proteina, Sto pospjeSuje razvoj

dendrita. [zradio Nikola Pavlovi¢ u programu Biorender.
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1.5. Morfogeneza bubrega u covjeka i misa

Bubreg je parni organ koji se u visih kraljeznjaka razvija iz intermedijarnog mezoderma (IM),
u tri stadija: pronefros (predbubreg), mesonefros (prabubreg) i metanefros (definitivan bubreg)
(85—-87). Pronefros, najjednostavniji stadij bubrega u visih kraljeznjaka, razvija se kao
rudimentarni organ, dok je prvi funkcionalni bubreg u embriju mezonefros, koji kasnije biva
zamijenjen metanefrosom, definitivnim bubregom odraslih jedinki, a svi ovi oblici bubrega

evoluirali su postupno tijekom evolucije (88).

Morfogeneza bubrega u ¢ovjeka i misa slijedi slican obrazac, no postoji razlika u vriemenskim
okvirima za pojavu i regresiju prijelaznih stadija bubrega, Sto proizlazi iz razlike u trajanju

trudnoce, koja je kod ljudi prosjecno 40 tjedana, a kod miseva 20 dana (89).

Predbubreg (gr¢. pronefros — prije bubrega), oznacava najprimitivniji oblik bubrega (90).
Prabubreg se formira iz mezodermalnih stanica koje nazivamo nefrotomi, smjestenih u vratnom
dijelu nefrogeni¢ne vrpce (91, 92). Pronefri¢ni nefron, koji se moze na¢i kod li¢inki vodozemaca
1 nekih odraslih riba, sastoji se od glomerula ili glomusa, koji filtrira otpadne tvari u Supljinu
(nefrocel) (93, 94). Otpadne tvari se iz nefrocela prenose kroz cilijarni nefrostom do pronefri¢nog
tubula, koji vodi u pronefricni kanal (95-97). Za razliku od naprednijih nefrona, poput
mezonefri¢nih 1 metanefri¢nih, gdje je Bowmanova kapsula integrirana s tubulom, pronefros ima
odvojeni sustav za prikupljanje otpadnih tvari, zbog ¢ega se naziva neintegrirani nefron (91, 93,

98).

Prabubreg (gr¢. mesonefros) se formira u torako-lumbalnom dijelu kraljeZnice 1 sastoji se od
Wolffovog kanala i jednostavnih mezonefri¢kih nefrona, koji izmedu 6. 1 10. tjedna gestacije prvi
put zapoc€inju filtraciju krvi 1 stvaranje urina (99). Kod muskaraca, dio mezonefri¢kih struktura

ostaje 1 postaje dio reproduktivnog sustava, dok se u Zena one postupno povlace (100).

Definitivni bubreg nastaje iz dvije razli€ite populacije stanica koje potjecu iz IM: epitelni
mokrac¢ovodni pupoljak, koji se izdvaja iz metanefrickog kanala, i metanefrickog mezenhima

(MM) (101-103).

U Tablici 2. prikazane su morfoloske i funkcionalne razlike bubrega izmedu misa i covjeka,

ukljucujuéi broj nefrona, duljinu Henleove petlje, veli¢inu i gusto¢u glomerula, te sposobnost
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koncentracije urina. Takoder je istaknuta 1 njihova histoloSka struktura te omjer kortikalnih i

jukstamedularnih glomerula u oba organizma.

Tablica 2. Usporedba morfoloskih znacajki bubrega misa i covjeka (104, 105).

Kategorija

Mis

(vjovjek

Komponente nefrona

Bubrezno tjelesce, proksimalni kanalié,
tanki 1 debeli krak Henleove petlje,
distalm kanali¢.

Isto kao kod misa.

Broj nefrona po
bubregu

Oko 14.000.

1-2 milijjuna.

Duljina Henleove petlje

Vecmom dugi segmenti (kortikalni 1
jukstamedularni u omjeru 3:1 za duge).

Vecinom kratki segmenti (kortikalni 1
jukstamedularni u omjeru 7:1 za kratke).

Koncentracija urina

Visoka: specifitna tezina od 1,030-1,060
g/ml, s 1zraZzenom proteinurijom kod
muzjaka.

Niza specifi¢na tezina urina i nema izraZene
proteinurje.

Veli¢ina glomerula

Manji glomeruli (prosjecno 73,4 pm).

Veci glomeruli (prosjecno 200 pm).

Gustocéa glomerula

Smanjuje se prema unutarnjim dijelovima
kore bubrega.

Smanjuje se prema unutarnjim dijelovima
kore bubrega.

Jukstamedularni
glomeruli

Smjesteni duboko u bubreZnoj kor blizu
srz1, vecl od kortikalnih.

Smjesteni duboko u bubreZnoj kori blizu srzi,
takoder veci od kortikalnih.

Sli¢nost bubreZnog tkiva

Sliéno bubregu mladog Covjeka; manji
glomeruli od odraslih ljudi.

Glomeruli kod odraslih znacano veci nego
kod miseva.
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Slika 8. Generacije razvoja bubrega — pronefros, mesonefros i metanefros. Izradio Nikola

Pavlovi¢ u programu Biorender.
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1.6. Geni ukljuceni u razvoj bubrega

Bubreg je izuzetno koristan model za proucavanje organogeneze jer koristi brojne razvojne
procese poput pupanja, medusobne indukcije tkiva, rasta i diferencijacije maticnih stanica,
stani¢ne polarizacije, prijelaza mezenhima u epitel, grananja tkiva, stvaranja krvnih zila, apoptoze,
te spajanja nefrona sa sabirnim kanali¢ima. Osim toga, proces nefrogeneze moze se uspjesno pratiti
i u laboratorijskim uvjetima, Sto olakSava njegovo istrazivanje (106, 107). Odrasli bubreg sastoji
se od mnogih specijaliziranih stanica, ukljucujuci epitelne, stromalne i endotelne, pri cemu epitelne
1 stromalne stanice dijele zajednicko razvojno porijeklo koje se uspostavlja rano u embriogenezi,

ali se njihovi razvojni putovi razdvajaju kako bubreg napreduje u razvoju (86, 108).

Gen WTI igra klju¢nu ulogu u formiranju metanefricnog mezenhima i mokra¢ovodnog
pupoljka, a njegov nedostatak u miseva dovodi do neuspjeha u razvoju bubrega. Pax2 takoder
sudjeluje u regulaciji razvoja bubrega, kontrolirajuéi izrazaj Gdnf-a, klju¢nog signala za indukciju

mokra¢ovodnog pupoljka i njegovo grananje (107).

Genetske studije na miSevima pokazuju da su geni LhxI, Osrl 1 Pax2/8 klju¢ni za ranu
specifikaciju intermedijarnog mezoderma (IM), a odsutnost Lhx/ rezultira neuspjehom u
formiranju nefri¢nog kanala. Kod dvostrukih Pax2/8§ mutanata, nefricni kanal je potpuno odsutan,
Sto sugerira da geni Pax imaju preklapajuce uloge u ranom razvoju IM-a (108-111). Odd1 (Osr1)
je jedan od najranijih genetskih markera progenitorskih stanica bubrega u miSeva i prvi se aktivira
u tim stanicama, a njegov nedostatak dovodi do renalne agenezije (112—-115). Geni Hox su od
vitalnog znacaja za razvoj bubrega, pri ¢emu se od ukupno 39 gena Hox njih 28 izrazava tijekom
ovog procesa (116). Njihova interakcija s ko-Cimbenicima poput Pax2, Eyal i SMADs klju¢na je

za specifi¢nost mezoderma bubrega (117, 118).
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Slika 9. Razvoj bubrega u misa zapocinje kada se mokracovodni pupoljak formira na straznjem
kraju Wolffova kanala oko 10.5 dana gestacije (E10.5). Ovaj pupoljak zatim raste prema
metanefrickom mezenhimu (MM) i potakne kondenzaciju mezenhima u blizini svojih vrhova,
stvarajuci stromalnu mezenhimalnu zonu. Od E11.5 dana gestacije nadalje, kondenzirani
mezenhim uzrokuje daljnje grananje mokracovodnog pupoljka. Tijekom ovog procesa grananja,
induciraju se mezenhimalne stanice u svakom epitelnom vr$nom podrucju te prolaze kroz
prijelaz iz mezenhimalnog u epitelni oblik, ¢ime nastaje funkcionalna jedinica bubrega —
nefron. Nefron se razvija prolaze¢i kroz faze oblika zareza i slova S. Tijelo u obliku slova S
povezuje se s granom ureterskog stabla, koja se dalje spaja sa sustavom sabirnih kanalica.
Endotelne stanice migriraju u novi nefron kako bi oblikovale glomerul. Izradio Nikola Pavlovi¢

u programu Biorender.

1.7. ITGAS8 u razvoju bubrega i mokracnog trakta

Integrini su glikoproteini koji se sastoje od dvije podjedinice, alfa i beta, te igraju klju¢nu
ulogu u stani¢noj adheziji (119, 120). Integrin alfa-8 (ITGAS) je lanac integrina koji je snazno
izraZzen u mezenhimskim i neuronskim stanicama (121), a dokazano je da ITGAS8 potiCe rast
neurita, prianjanje stanica i Sirenje u neuronskim stanicama (122). ITGA8 ima klju¢nu ulogu u
formiranju bubrega, osobito tijekom vaznog razvojnog razdoblja koje karakterizira medusobno
djelovanje izmedu epitela mokrac¢ovodnog pupoljka, koji potjece iz Wolffova kanala, i susjednog
metanefrickog mezenhima. Ova interakcija je bitna za poticanje rasta mokra¢ovodnog pupoljka i
pokretanje diferencijacije nefrona iz metanefrickog mezenhima (120, 123). Itga8 ima vaZznu ulogu
u regulaciji rasta stanica i njithove apoptoze u glomerularnim stanicama bubrega (124). Humbert i
suradnici pokazali su da mutacije u genu /7GAS uzrokuju obostranu ageneziju bubrega te da je to

stanje, barem u odredenim okolnostima, autosomno recesivno nasljedno (125).
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Slika 10. Skica funkcionalnih svojstava Itga8 u mezangijalnim stanicama. [zradio Nikola

Pavlovi¢ u programu Biorender.

1.8. VANGL2 u razvoju bubrega i mokraénog trakta

Protein Van Gogh prvi put je otkriven kao regulator planarnog stanicnog polariteta (PCP)
u Drosophila melanogaster, a njegovi homolozi kod kraljeznjaka VANGL1 i VANGL2 su
povezani s raznim morfogenetskim procesima, ukljucujuéi polariziranu migraciju stanica tijekom
zatvaranja neuralne cijevi 1 gastrulacije (126, 127). Van Gogh-like 2 (VANGL?2), klju¢ni protein
nekonvencionalnog Wnt/Planarnog stani¢nog polariteta (PCP) signalnog puta, ima vaznu ulogu u
razli¢itim razvojnim procesima, ukljucujuéi polariziranu migraciju stanica, neurulaciju, razvoj
srca, morfogenezu grananja bubrega te regulaciju hematopoeze i organogeneze (128, 129). Sto se

ti¢e njegove fizicke strukture, VANGL2 je membranski protein stanice koji ima Cetiri uzastopne
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transmembranske domene u svojoj N-terminalnoj polovici (130). Derish 1 suradnici pokazali su da
VANGL2 kontrolira tubulogenezu bubrega tijekom embrionalne faze. Ova opazanja mogu
upucivati na to da su prirodene bubrezne anomalije unutar CAKUT spektra mozda uzrokovane

poremecajima u PCP signalizaciji (16).

EMBRIONALNI STADIJ I POSTNATALNI STADI1J

I >

Vangl2
—_— _— —_—
pravilno izduzivanje pcp ¢
tubula regulira AC
zdravi (wt)
embrionalni bubreg normalan bubreg
odsustvo Vangl2
G _ — —_—
( \ prosirenje tubula PCP |
\\ ) nema CE
- nema AC
cisti¢ni fenotip normalan bubreg

Slika 11. Tijekom embrionalnog razvoja bubrega, normalno PCP signaliziranje u divljem tipu
bubrega regulira veli¢inu tubula kontrolirajuci konvergentno produljenje (CE) i apikalnu
kontrakciju (AC), ¢ime odrzava veli¢inu tubula unutar uskog raspona. U embrionalnim
bubrezima Vangl2 i drugih PCP mutanata, kontrola nad CE i AC je poremecena, §to rezultira
Sirenjem tubula i stvaranjem mikrocista. Nakon rodenja, proSirenje tubula smanjuje se
djelovanjem nepoznatog mehanizma koji nije povezan s PCP-om. Izradio Nikola Pavlovi¢ u

programu Biorender.

22



23

2. HIPOTEZA I CILJEVI



2.1. Hipoteza istrazivanja

S obzirom da su proteini ITGA8 i VANGL2 vazni za razvoj i normalnu funkciju bubrega, za
pretpostaviti je da njihov promijenjen obrazac tijekom fetalnog 1 postnatalnog razvoja u covjeka i

misSa moze dovesti do razvoja urodenih anomalija bubrega 1 mokra¢nog trakta (CAKUT-a).

2.2. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovoga istrazivanja je pomoc¢u imunofluorescencijske analize odrediti prostorni 1 vremenski
obrazac proteina ITGA8 1 VANGL2 u bubrezima normalnih, zdravih te CAKUT humanim fetalnim
uzorcima. Isto tako ovo istrazivanje ima za cilj odrediti utjecaj utiSavanja gena Dabl na izrazaj

proteina Itga8 i Vangl2 u embrionalnim i postnatalnim uzorcima misa.

Specificni ciljevi istrazivanja:

- Istraziti 1 izmjeriti vremensku i1 prostornu raspodjelu proteina ITGA8 i VANGL2 u bubrezima
tijekom razli¢itih faza razvoja (CTRL) i u bubrezima zahva¢enim CAKUT-om u periodu od 15.

do 41. tjedna fetalnog razvoja, koristec¢i indirektnu imunofluorescenciju.

- Istraziti 1 izmjeriti vremensku 1 prostornu raspodjelu proteina Itga8 1 Vangl2 u razli¢itim
strukturama bubrega u DabI-/- (yotari) 1 kontrolnih miSeva u gestacijskim danima 13.5 (E13.5) 1

15.5 (E15.5), te 4. (P4) i 14. (P14) postnatalnog dana, koriste¢i indirektnu imunofluorescenciju.

- Ispitati razlike u prostornoj i vremenskoj raspodjeli proteina ITGA8 1 VANGL?2 izmedu ljudi 1

miSeva u odgovaraju¢im razvojnim fazama pomocu imunofluorescencije.

- Analizirati razinu izrazaja gena ITGA8 1 VANGL?2 s javno dostupne baze podataka transkriptoma

GEO dataset (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) na zdravim i CAKUT uzorcima ¢ovjeka i misa.

- Razmotriti potencijalne opcije za lije¢enje CAKUT patoloskih stanja u buduénosti.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Eti¢cka nacela

Ovo istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra
Split i Medicinskog fakulteta u Splitu (klasa: 003-08/23-03/0015, broj: 2181-198-03-04-23-0073).
Podatci prikupljeni u ovom istrazivanju namijenjeni su iskljuivo za potrebe znanstvenih

istrazivanja i nece biti koriSteni u druge svrhe.

3.2. Ljudsko fetalno bubreZno tkivo

Ljudsko bubrezno tkivo dio je arhive Odjela za patologiju Klinickog bolnickog centra Split,
a dobiveno je nakon spontanog gubitka trudnoée i1 eugenickih pobacaja, a koji su bili obiljezeni
teskim nepravilnostima. Uzorkovanje tkiva izvrSeno je u skladu s Helsinskom deklaracijom, a
prethodilo mu je odobrenje od strane Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra u Splitu 1
Medicinskog fakulteta u Splitu (referenca: 003-08/23-03/0015, broj odobrenja: 2181-198-03-04-
23-0073). Za ovo istrazivanje koriSteno je ukupno trideset parafinskih blokova postmortalnog
fetalnog bubreznog tkiva, u rasponu od 15. do 41. gestacijskog tjedna (Tablica 3.). Gestacijska
dob odredena je na temelju udaljenosti od tjemena do trtice i menstrualnih podataka trudnice, dok
se klasifikacija bubreZne patologije temeljila na standardnom histopatoloSkom pregledu i procjeni
makroskopske morfologije. Bubrezno tkivo fiksirano je u 4% paraformaldehidu (PFA) (pH 7,4) uz
prilagodeno vrijeme fiksacije, disecirano u blokove 1 obradeno kroz rastu¢e koncentracije etanola
prije nego Sto je ugradeno u parafin. Tkivo je serijski rezano na mikrotomu debljine od 5 pm.
Bojenje hematoksilinom i eozinom (H&E) izvedeno je standardiziranim postupkom na svakom
desetom rezu kako bi se osigurala odgovaraju¢a ocuvanost tkiva. Stadiji normalnog razvoja
fetalnog bubrega i1 nepravilnosti u CAKUT bubrezima ispitivani su pomocu svjetlosne

mikroskopije.
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Tablica 3. Ispitani uzorci ljudskih fetalnih bubrega (n = 30).

. Patologija i Gestacijska Broj uzoraka
Grupa Razvojnafaza  povezane
. faza bubrega
bolesti
N/A 15 1
N/A 16 1
Ph2 N/A 17 1
N/A 18 2
N/A 21 1
Zdravi bubreg N/A 23 2
(CTRL) N/A 28 3
Ph3 N/A 29 1
N/A 32 1
N/A 35 1
N/A 37 1
Ph4
N/A 38 1
Ren concreatus arcuatus,
- . 22 1
cystae multiplices corticales
Potkovasti Ren concreatus arcuatus, 26 1
bubreg tetras Fallot
(HK) Syndroma Edwards, Ren 30-31 1
arcuatus
Syndroma Edwards, Ren 34 1
arcuatus
Megaureter lateris dextri,
. . 21 1
Dysplasia renis
Dysplasia multicystica renis
dextri 27 1
Cystes parvae focales
Displasti¢ni Renes dysplastici cystici, 35 1
bubreg Syndroma Potter
(DYS) Agenesis renis dextri et
dysplasia renis sinistri cum 37 1
ureter duplex
Dysplasia hypoplastica, renis
bilateralis, syndroma Down, 38 1
syndroma Potter
Hipoplasti¢ni Hypoplasia renis lateris 37 1
bubreg sinistri
(HYP) Hypoplasia renis 38 1
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Ureter duplex lateris dextri 24 1

Bubrezi s

udvostrucenim _ Ureter duplex lateris sinistri 30 1
ureterom (DK) Pyelon et ureter duplex a1 1
bilateralis

3.3. Zivotinjsko embrionalno i postnatalno bubreZno tkivo

Misevi s heterozigotnim genom Dabl (Jackson Laboratories) uzgajani su kroz vise
generacija kako bi se postigla homozigotnost. Ovaj proces krizanja omogucio je dobivanje jedinki
sa stabilnim homozigotnim genotipom, Sto je bilo klju¢no za daljnja istrazivanja. MiSevi
C57BL/6N uzgajani su u standardnim polikarbonatnim kavezima s neograni¢enim pristupom hrani
1 vodi, uz odrzavanje ciklusa svjetlo/tama u trajanju od 12 sati te temperature 23+2°C. U svakom
kavezu bila je barem jedna Zivotinja svakog genotipa: divlji tip (wt), heterozigotni tip i1 Dabl-/-
(yotari) tip pokusne zivotinje. Svaka istrazivana skupina ukljucivala je tri do sedam Zivotinja za

svaki genotip.

Gravidne miSice Zrtvovane su u stadijima E13.5 1 E15.5, a njihovi embriji pohranjeni su u
4% otopini PFA. MiSevi u stadijima P4 1 P14 duboko su anestezirani i transkardijalno perfundirani
s 0,1 M fizioloSkom otopinom puferiranu fosfatom (engl. phosphate-buffered saline, PBS) 1 4%
PFA otopinom. Bubrezi su izdvojeni i fiksirani u 4% PFA u 0,1 M PBS-u preko no¢i.

Iz mi§jih repova uzorci DNA izolirani su koriStenjem Qiagen kompleta, a genotipizacija je
izvrSena metodom polimerazne lancane reakcije (PCR). Za PCR analizu koriStene su sljedece

pocetnice:
Za yotari: GCCCTTCAGCATCACCATGCT 1 CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC.

Za divlji tip: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT.
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3.4. Odredivanje veli¢ine uzorka

Veli¢ina uzorka se odredila pomocu Meadove jednadzbe resursa (The Resource equation
method (Mead 1988)), a koja se Cesto koristi za odredivanje optimalne veli¢ine uzorka potrebne

za postizanje pouzdanih i valjanih rezultata u laboratorijskim pokusima.
E=N-B-T,odnosno E+B+T=N;

20+3+1=24 (11 wt + 12 yot)

Gdje je:

N: ukupan broj jedinki u studiji (minus 1),

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

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

T: komponenta lijecenja, koja odgovara broju tretiranih skupina (ukljucujuéi kontrolnu skupinu)

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

Prema navedenoj jednadZzbi, koristili smo tri Zivotinje po pojedinom razvojnom stadiju za divlji
tip 1 yotari miSa. Svaka ispitivana skupina sadrZavala je tri do sedam Zivotinja svakog genotipa,

Sto znaci da je uzorak bio viSe nego dovoljan.

3.5. Bojenje hematoksilinom i eozinom (H&E)

Hematoksilin & eozin (H&E) bojenje koriSteno je za histoloSku analizu tkivnih struktura
prema sljedeCem protokolu. Mayerov hematoksilin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
nanesen je na tkiva tijekom deset minuta, nakon €ega su tkiva bila uronjena u vodu na deset minuta.
Citoplazmatsko bojenje preparata izvedeno je uranjanjem u Phloxin B (Merck Millipore,
Burlington, MA, SAD) 1 Eozin Y (zu¢kasti) (Merck Millipore) u omjeru 1:2 tijekom jedne minute.
Nakon $to su dehidrirani u postupno rastu¢im koncentracijama etanola (70%, 95%, 100%, 100%)
1 ksilenu, na rezove je dodan kanadski balzam (Claro-Prom, Zagreb, Hrvatska) s pokrovnim

stakalcem.
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3.6. Imunofluorescencija (IF) na postmortalnom ljudskom prenatalnom bubreZnom tkivu

Prije provodenja imunofluorescencijskog (IF) protokola, izveden je standardizirani
postupak uklanjanja parafina iz presjeka tkiva pomocu ksilola i padajucih koncentracija etanola
(100%, 100%, 95%, 70%). Otkrivanje epitopa izvedeno je kuhanjem mikroskopskih preparata 30
minutau 0,01 M puferu natrijevog citrata (pH 6,0). Nakon toga, preparati su ostavljeni na sobnoj
temperaturi 45 minuta kako si ohladili. Preparati su tri puta ispirani u PBS-u, a oko tkivnih presjeka
napravljen je krug hidrofobnim flomasterom kako ne bi doslo do mijeSanja protutijela medu
presjecima na istom stakalcu. Zatim je na presjeke tkiva nanesena blokiraju¢a otopina (Protein
Block, ab64226, Abcam, Cambridge, UK) u trajanju od 20 minuta. Nakon toga, blokirajuca
otopina zamijenjena je primarnim protutijelima razrijedenim u PBS-u, te su presjeci tkiva
inkubirani preko no¢i u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, presjeci tkiva su
isprani u PBS-u, a odgovarajuca sekundarna protutijela dodana su i inkubirana jedan sat na sobnoj
temperaturi. Nakon tri ispiranja u PBS-u, presjeci tkiva su inkubirani dvije minute s DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) fluorescentnom bojom (Abcam, Cambridge, UK), koja se specifi¢no veze
za DNA, i prekriveni pokrovnim stakalcima pomoc¢u medija za preklapanje (Immuno-Mount,
Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). Kao kontrola za osiguravanje specificnosti bojenja
tijekom postupka bojanja koriStena je metoda isklju€enja primarnih protutijela. Protutijela

koristena u ovoj studiji navedena su u Tablici 4.

Tablica 4. Primarna i sekundarna protutijela koristena za imunohistokemijsko bojenje.

Kataloski

Protutijelo broj Domacin Razrjedenje Proizvodac
Anti-ITGAS o . Sigma-Aldrich (St.
protutijelo AMADI1468 mis 1:200 Louis, MO, USA)
_ Anti- R&D Systems
Primarna VANGL?2 AF4815 ovca 1:50 (Minneapolis, MN,
protutijelo USA)
Jackson Immuno
Sekundarna Anti-Mouse Research
IgG, Alexa  711-545-150 magarac 1:300 Laboratories, Inc.
Fluor® 488 (Baltimore, PA,

USA)
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Kataloski

Protutijelo broj Domadin Razrjedenje Proizvodacd
Anti-Goat JaCkFiggeLTch“”O
IgGAfEXz L), 705-545-003  magarac 1:300 Laboratories, Inc.
Fluor® 488 (Baltimore, PA,
USA)

3.7. Prikupljanje podataka i analiza slika

Promatranje preparata je provedeno koriStenjem epifluorescencijskog mikroskopa
(Olympus BX51, Tokio, Japan), a fotografije su snimljene pomocu Nikon DS-Ri2 kamere (Nikon
Corporation, Tokio, Japan) uz koristenje softvera NIS-Elements F (verzija 5.22.00). Proteini
ITGA8 i VANGL?2 ispitivani su u najmanje deset nepreklapajucih, reprezentativnih regija fetalne
kore bubrega. Sve slike snimljene su pri povecanju od 40x uz dosljedno trajanje ekspozicije.
Pozitivno bojenje za proteine ITGA8 1 VANGL?2 prikazano je kao difuzno ili tockasto zeleno

bojenje.

Analiza slika provedena je pomocu softvera ImagelJ (verzija 1.54, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, SAD). Postotak fluorescencijskog podru¢ja odreden je pomocu opcije
"analyze particles". U pocetku je curenje fluorescencije minimizirano oduzimanjem crvenog
protusignala od zelene fluorescencije. Slike su duplicirane, a medijan filtar s radijusom od 7,0
piksela primijenjen je na jednu od slika. Pozitivni signal izoliran je oduzimanjem filtriranih slika
od nefiltriranih. Nakon toga, dobivene slike pretvorene su u 8-bitne slike i podeSene pomocu
metode praga (konkretno, algoritmom trokutastog praga). Kako bi se rijeSile moguce razlike medu
promatra¢ima, tri stru¢na histologa neovisno su analizirala snimljene mikrofotografije,
postavljajuci pragove pozadine koriste¢i negativne kontrolne slike. Medusobni dogovor ocjenjivan
je analizom medurazredne korelacije, koja je dala koeficijent veci od 0.8, $to ukazuje na izvrsno

slaganje.
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3.8. Statisti¢ka analiza

Svi izracuni provedeni su u Excelu v2403 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, SAD).
StatistiCke analize izvrSene su koriStenjem softvera GraphPad v8.4.3 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, SAD), pri ¢emu je razina znacajnosti postavljena na p < 0,05. Simboli koji oznacavaju
razliCite razine statisticke znacajnosti su sljedec¢i: ,,ns“ za p > 0,05 oznacava da rezultat nije
znacajan, * oznacava p < 0,05, ** oznacava p < 0,001, *** oznacava p <0,0001, a **** oznaCava
p < 0,00001. Normalnost distribucije podataka testirana je pomocu Shapiro—Wilkovog testa.
Podatci su pokazali normalnu distribuciju. Usporedbe grupa za imunoekspresiju provedene su

koriste¢i jednosmjerni ANOVA test, nakon kojeg je slijedio post hoc Tukeyev test.

Linearna i nelinearna regresijska modeliranja koriStena su za analizu dinamike i trendova
izrazaja promatranih proteina kroz Cetiri razvojne faze zdravih kontrolnih bubrega. To je
ukljucivalo izracun prosjec¢nih vrijednosti postotka povrSine kore bubrega preko uzoraka koji
predstavljaju razlicite razvojne faze. Koeficijenti, definirani kao procjene tocke + standardna
pogreska, koriSteni su u modelima opisa trendova, dok je koeficijent determinacije (R?) sluzio kao
mjera za procjenu kvalitete pristajanja. Nagib (B) linearne regresijske linije koriSten je za opis

linearnih trendova.

Grafovi su izradeni pomoc¢u GraphPad Prism 8.4.3, dok su figure sastavljene koristec¢i
Adobe Photoshop softver v9.0 (CS2). Kako bi se poboljSala prezentacija i kvaliteta

mikrofotografija primijenjeno je poboljSanje kontrasta 1 smanjenje pozadine.

3.9. Validacija izraZaja gena ITGAS8 i VANGL?2 iz javno dostupnih baza podataka

Javno  dostupna  baza  podataka  Gene  Expression  Omnibus  (GEO;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) koriStena je za provjeru izrazaja gena ITGAS 1 VANGL?2.
Pretraga baze obavljena je s klju¢nom rijeci ,,CAKUT* dana 25. kolovoza 2024. Kriteriji za
ukljucivanje relevantnih studija ukljucivali su: uzorke ljudskih pacijenata ili miSeva, podatke
dobivene metodama microarray-a ili RNA sekvenciranja, te prisutnost informacija o izrazaju oba
gena od interesa. Dva skupa podataka, GSE83946 1 GSES85976, preuzeta su 1 analizirana radi

istrazivanja izrazaja gena ITGA8 1 VANGL?2, povezanih s razvojem ove bolesti. Vrijednosti izrazaja
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ciljnih gena unesene su 1 statisticki obradene u programu Excel v2403 (Microsoft Corporation,

Redmond, WA, SAD).

Normalizirani podatci o izrazaju ta dva ciljana gena obradeni su koriStenjem sljede¢ih R
paketa: illuminaHumanv3.db v1.26.0 (131) i reshape2 v1.4.4 (132). Za graficki prikaz rezultata
validacije koriSteni su R paketi: ComplexHeatmap v2.18.0 (133), ggpubr v0.6.0 (134) i
multipanelfigure v2.1.6 (135). U ovoj validacijskoj studiji koriSteno je R softversko okruzenje za

statistiCko raCunanje 1 grafiku, verzija 4.3.2 (136).
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4. REZULTATI



ewe

4.1. Histoloska analiza normalnog, zdravog fetalnog bubrega (CTRL) i razli¢itih fenotipova

fetalnih bubrega zahvacenih urodenim anomalijama bubrega (CAKUT)

Hematoksilin i eozin (H&E) bojenje je koriSteno za procjenu histoloskih karakteristika
normalnih 1 patoloSkih bubrega. Slika 12. prikazuje razliite razvojne faze bubrega, a one
ukljucuju normalni, zdravi bubreg (CTRL) te nekoliko fenotipova urodenih anomalija bubrega
(CAKUT) — bubreg s udvostru¢enim ureterom (DK), potkovasti bubreg (HK), hipoplasti¢ni bubreg
(HYP) 1 displasticni bubreg (DYS). Svaka slika (12a-f) ilustrira klju¢ne strukturne razlike izmedu

normalnog, zdravog bubrega i onith s CAKUT-om.

CTRL ima jasno razvijeno nefrogeno podrucje s podocitima kubi¢nog oblika (Slika 12a).
Unato¢ tome Sto bubrezno tkivo pod mikroskopom izgleda uredno, DK sadrzi dva uretera (Slika
12b). HK pokazuje prisutnost dvaju nefrogenih zona s primitivnim pojasom na kojemu se
formiraju glomeruli i tubuli (Slika 12c¢). HYP iako nalikuje normalnom bubregu, ima uzu
nefrogenu zonu i manji broj nefrona (Slika 12d). DYS pokazuje nepravilnosti u razvoju nefrona i

tubula, s nepravilno rasporedenim strukturama i cistama (Slika 12e-f).




Slika 12. Hematoksilin i eozin (H&E) bojenje normalnih, zdravih bubrega (CTRL) u 38.
razvojnom tjednu (dw) (a) i bubrega zahvac¢enim urodenim anomalijama (CAKUT): bubreg s
udvostru¢enim ureterom (DK) u 24. razvojnom tjednu (b), potkovasti bubreg (HK) u 26.
razvojnom tjednu (c), hipoplasti¢ni bubreg (HYP) u 30. razvojnom tjednu (d), displasti¢ni
bubreg (DYS) u 35. razvojnom tjednu (e) 1 39. razvojnom tjednu (f). Strelice pokazuju
najkarakteristicnije strukture zabiljeZene za svaki fenotip. Slike su snimljene pri povecanju od 4%
(b), 10x (a,c—e) 1 40x ((f), umetnuti dio). Mjerne trakice (engl. scale bar) su 20 um ((f) umetnuti
dio), 100 um (a,c—e) i 200 pm (b).

4.2. Izrazaj proteina ITGAS8 u normalnim, zdravim bubrezima tijekom fetalnog razvoja

Prostorno-vremenski izrazaj proteina ITGA8 u normalnim, zdravim fetalnim bubrezima
(CTRL) prikazan je difuznim zelenim signalom unutar citoplazme visceralnog sloja Bowmanove
cahure (g), proksimalnih kanali¢a (pct) 1 distalnih kanali¢a (dct). UoCene su znacajne razlike u
intenzitetu imunofluorescencijskog signala izmedu 21. razvojnog tjedna (Faza 2) i 38. razvojnog

tjedna (Faza 4) kod CTRL bubrega (Slika 13a, b).

Usporedbom postotka povrSine ITGAS8-pozitivnih stanica u normalnim, zdravim fetalnim
bubrezima otkriveno je da se obrazac izrazaja ITGAS znacajno smanjuje tijekom fetalnog starenja
(p < 0,5, Slika 13c). Nije pronadena statisticki znacajna razlika prilikom provodenja formalnog
testa za linearan trend medu promatranim razvojnim fazama (R2 = 18,51%, B = —0,005989 +

0,00379, Slika 13d).
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Slika 13. Prikaz imunofluorescencijskog bojenja normalnih, zdravih ljudskih fetalnih bubrega
(CTRL) koristenjem protutijela specificnim za alfa-8 integrin (ITGAS8) (a,b). Strelice prikazuju
izrazaj ITGAS u glomerulima (g), proksimalnim zavijenim tubulima (pct) i distalnim zavijenim

tubulima (dct), kako je prikazano uz pomo¢ bojenja 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI).
Prikazane su slike imunoekspresije ITGAS, DAPI bojenja, te preklopljene slike ITGA8 i DAPI u
CTRL-uu 21. (a) i 38. razvojnom tjednu (dw) (b). Sve slike su snimljene pri povecanju od 40x,
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a mjerna trakica (engl. scale bar) na svim slikama je 100 um. Postotak podruc¢ja ITGAS8-
pozitivnih stanica u normalnim, zdravim fetalnim bubreznim tkivima tijekom razvojnih faza 2, 3
14 (¢). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) i analizirani su koriStenjem
ANOVA testa s jednim faktorom, prac¢eni Tukeyjevim testom za viSestruke usporedbe. Znacajne
razlike su oznacene sa ** p < (0.01. Svaka razvojna faza je analizirana na temelju najmanje deset

reprezentativnih slika po promatranom podrucju. Dinamika izrazaja ITGAS (d) prikazana je
koriStenjem linearnog i nelinearnog regresijskog modeliranja postotka podruéja kroz razvojne

faze fetalnog bubreznog tkiva CTRL-a. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + SD.

4.3. Izrazaj proteina ITGAS u razli¢itim CAKUT fenotipovima

U istrazivanju izrazaja proteina ITGAS u razli¢itim CAKUT fenotipovima, pronadeno je
da obrasci bojenja u potkovastim bubrezima (HK) i hipoplasti¢nim bubrezima (HYP), pokazuju
slicnosti u pogledu lokalizacije 1 intenziteta (Slika 14a). Kod bubrega s udvostru¢enim ureterom
(DK) 1 displastiénih bubrega (DYS), ITGAS8 pokazuje niske razine izrazaja, uglavnom unutar
glomerula (g) i okolnog vezivnog tkiva (Slika 14b, c).

Usporedbom postotka povrSine izrazaja izmedu normalnih, zdravih bubrega (CTRL) i onih
s urodenim anomalijama bubrega i mokra¢nog trakta (CAKUT), rezultati su pokazali da HK i HYP
imaju sli¢an izrazaj kao CTRL, bez znacajnih razlika, dok je u DK 1 DY S uocena znacajna razlika

(p <0,5, Slika 14d).
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Slika 14. Prikaz imunofluorescencijskog bojenja ljudskih fetalnih bubrega koriStenjem
protutijela specifi¢nim za alfa-8 integrin (ITGAS) (a—c). Strelice prikazuju izrazaj ITGA8 u
glomerulima (g), proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim tubulima (dct) 1

displasticnim tubulima (dt), kako je prikazano uz pomo¢ bojenja 4',6-diamidino-2-fenilindolom
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(DAPI). Prikazane su slike imunoekspresije ITGAS8 i DAPI bojenja, te preklopljene slike ITGAS
1 DAPI u potkovastom bubregu (HK) u 30.-31. razvojnom tjednu (dw) (a), bubregu s
udvostru¢enim ureterom (DK) u 30. razvojnom tjednu (b) i displasticnom bubregu (DYS) u 37.
razvojnom tjednu (c). Sve slike su snimljene pri poveéanju od 40%, a mjerna trakica (engl. scale
bar) na svim slikama je 100 um. Postotak podrucja ITGAS8-pozitivnih stanica u fetalnim
bubreznim tkivima DK, HK, HYP i DYS (d). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD
(okomita crta) i analizirani koriStenjem ANOVA testa s jednim faktorom, praceni Tukeyjevim
testom za viSestruke usporedbe. Znacajne razlike su oznacene sa * p < 0.05. U svakoj

vremenskoj tocki procijenjeno je najmanje deset reprezentativnih slika.

4.4. Izrazaj proteina VANGL2 u normalnim, zdravim bubrezima tijekom fetalnog razvoja

Prostorno-vremenski izrazaj proteina VANGL2 u normalnim, zdravim fetalnim bubrezima
(CTRL) prikazan je kao difuzni zeleni signal u citoplazmi glomerula (g), proksimalnih kanali¢a
(pct) 1 distalnih kanali¢a (dct). Medutim, nije uocena razlika u obrascu izrazaja izmedu razli¢itih

faza CTRL uzoraka (Slika 15a).

Nadalje, usporedba postotka povr§ine VANGL2-pozitivnih stanica u normalnim, zdravim
fetalnim bubrezima pokazala je da izrazaj VANGL?2 ostaje konstantan tijekom fetalnog starenja
(Slika 15b). Nije pronadena statisticki znacajna razlika pri provodenju formalnog testa za linearan

trend medu promatranim fazama razvoja (R2 = 18,94%, B = 0,002764 £+ 0,006336, Slika 15c).
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Slika 15. Prikaz imunofluorescencijskog bojenja normalnih, zdravih ljudskih fetalnih bubrega
(CTRL) koristenjem protutijela specificnim za Van Gogh-like 2 (VANGL?2) (a). Strelice
prikazuju izrazaj VANGL2 u glomerulima (g), proksimalnim zavijenim tubulima (pct) 1

distalnim zavijenim tubulima (dct), kako je prikazano uz pomo¢ bojenja 4',6-diamidino-2-
fenilindolom (DAPI). Prikazane su slike imunoekspresije VANGL2, DAPI bojenja, te
preklopljene slike VANGL?2 1 DAPI za CTRL u 38. razvojnom tjednu (dw) (a). Sve slike su
snimljene pri povecanju od 40%, a mjerna trakica (engl. scale bar) na svim slikama je 100 pm.
Postotak podru¢ja VANGL2-pozitivnih stanica u normalnim, zdravim fetalnim bubreznim
tkivima tijekom razvojnih faza 2, 3 1 4 (b). Podatci su izraZeni kao srednja vrijednost = SD

(okomita crta) 1 analizirani koriStenjem ANOVA testa s jednim faktorom, praceni Tukeyjevim

testom za viSestruke usporedbe. Nisu zabiljeZene znacajne razlike. U svakoj razvojnoj fazi

procijenjeno je najmanje deset reprezentativnih slika po promatranom podruc¢ju. Dinamika
izrazaja VANGL2 (c) prikazana je koriStenjem linearnog i nelinearnog regresijskog modeliranja
postotka podrucja kroz razvojne faze fetalnog bubreznog tkiva CTRL-a. Podatci su prikazani kao

srednja vrijednost + SD.

41



4.5. Izrazaj proteina VANGL2 u razli¢itim CAKUT fenotipovima

Kako bismo procijenili ima 1i razlike u izrazaju VANGL2 u uzorcima kontrolne skupine
(CTRL) 1 uzorcima zahvac¢enim CAKUT-om, analizirali smo njegov obrazac bojenja. Utvrdili smo
da suu DK i HK uzorcima obrasci bojenja VANGL2 bili sli¢ni u pogledu lokalizacije i intenziteta
(Slika 16a). Rezultati su pokazali nize razine izrazaja VANGL2 u HYP uzorcima, §to je vidljivo
kao difuzni zeleni signal uglavnom unutar glomerula i okolnog vezivnog tkiva (Slika 16b), dok je
VANGL2 pokazao visu razinu izrazaja u DYS uzorcima, gdje je opazen kao toCkasti zeleni signal,

uglavnom u displasticnim tubulima (dt) (Slika 16¢).

Prilikom usporedbe postotka povrsine izrazaja izmedu kontrolne skupine (CTRL) i uzoraka
s CAKUT-om, rezultati su pokazali da su DK 1 HK imali sli¢ne obrasce izrazaja kao CTRL, bez
znacajnih razlika. Medutim, u HYP 1 DYS uzorcima uocena je znaajna razlika (p < 0,5, Slika

16d).
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Slika 16. Prikaz imunofluorescencijskog bojenja ljudskih fetalnih bubrega koriStenjem

protutijela specificnim za Van Gogh-like 2 (VANGL?2) (a—¢). Strelice prikazuju izrazaj VANGL2
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u glomerulima (g), proksimalnim zavijenim tubulima (pct), distalnim zavijenim tubulima (dct) i
displasticnim tubulima (dt), kako je prikazano uz pomo¢ bojenja 4',6-diamidino-2-fenilindolom
(DAPI). Prikazane su slike imunoekspresije VANGL2 i DAPI bojenja te preklopljene slike
VANGL?2 1 DAPI u potkovastim bubrezima (HK) u 30.-31. razvojnom tjednu (dw) (a),
hipoplasticnom bubregu (HYP) u 37. razvojnom tjednu (b) i displasticnom bubregu (DYS) u 38.
razvojnom tjednu (¢). Sve slike su snimljene pri povecanju od 40, a mjerna trakica (engl. scale
bar) na svim slikama je 100 pm. Postotak podruc¢ja VANGL2-pozitivnih stanica u fetalnim
bubreznim tkivima DK, HK, HYP 1 DYS (d). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD
(okomita crta) i analizirani koriStenjem ANOVA testa s jednim faktorom, praceni Tukeyjevim
testom za viSestruke usporedbe. Znacajne razlike su oznacene sa * p <0.051 ** p <0.01. U

svakoj vremenskoj tocki procijenjeno je najmanje deset reprezentativnih slika.

4.6. Izrazaj proteina Itga8 u embrionalnim i postnatalnim uzorcima bubrega miSeva divljeg

tipa (wt) i yotari (yot)

Prostorno-vremenski izrazaj proteina Itga8 u embrionalnim uzorcima bubrega misSeva wt i
yot prikazan je difuznim zelenim signalom. NajizraZeniji je u nediferenciranim stanicama
metanefrogenog mezoderma (mm) i nezrelim glomerulima (g), dok je slabiji izrazaj uocen u
zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama (A) 1 sabirnim kanali¢ima (Cd) (Slika 17a-b). Postotak
Itga8-pozitivnih stanica znacajno se razlikovao izmedu E13.5 1 E15.5 u wt i1 yof miSeva, a u
strukturama: metanefrogeni mezoderm (mm) 1 nezreli glomeruli (g) zabiljeZen je visi postotak

Itga8-pozitivnih stanica u yot miSeva u odnosu na wt miSeve (Slika 17e).

U postnatalnim uzorcima bubrega miSeva wt i yot, difuzni zeleni signal proteina Itga8
takoder je bio prisutan. NajizraZeniji je u stanicama glomerula (G) 1 proksimalno zavijenim
kanali¢ima (PCT), dok je slabiji izrazaj zabiljeZen u distalno zavijenim kanali¢ima (DCT) (Slika
17¢-d). Postotak Itga8-pozitivnih stanica nije se znacajno razlikovao izmedu P4 i P14 u wt i yot

miSeva te nije uocena statisticki znacajna razlika u strukturama (Slika 17f).
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Slika 17. Prikaz imunofluorescencijskog bojenja embrionalnih i postnatalnih bubrega
miSeva divljeg tipa (wt) 1 yotari (yot) miSeva koriStenjem protutijela specificnim za alfa-8
integrin (Itga8) (a—d). Strelice prikazuju izrazaj Itga8 u metanefrogenom mezenhimu (mm),
bubreznim mjehuri¢ima (rv)/nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama
(A)/sabirnim kanali¢ima (Cd) u embrionalnim uzorcima (E) wt miSeva i yot misSeva (a-b), te u
glomerulima (G), proksimalnim (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT) postnatalnih
bubrega (P) (¢-d), kako je prikazano uz pomo¢ bojenja 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPTI).
Prikazane su slike imunoekspresije Itga8 i DAPI bojenja, te preklopljene slike Itga8 i DAPI
bubrega wt i1 yof miSeva u embrionalnim danima 15.5 (E15.5) te postnatalnim danima (P4). Sve
slike su snimljene pri povecanju od 40, a mjerna trakica (engl. scale bar) na svim slikama je
100 um. Raspodjela postotaka Itga8-pozitivnih stanica analizirana je u metanefrogenom
mezenhimu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv)/nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali¢ima
(Ct), ampulama (A) i sabirnim kanali¢ima (Cd) u bubrezima divljih 1 yotari miSeva u
embrionalnim danima 13.5 (E13.5) 1 15.5 (E15.5) (e), te raspodjela postotaka Itga8-pozitivnih
stanica analizirana je u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i distalnim
zavijenim kanali¢ima (DCT) bubrega miSeva divljeg tipa i yotari miSeva u postnatalnim danima
4 (P4)1 14 (P14) (f). Prikazani su podatci kao srednje vrijednosti = SD (standardna devijacija) i
analizirani dvosmjernom ANOVA metodom s Tukeyjevim testom za viSestruke usporedbe.

Znacajne razlike oznacene su s * p < 0.05, ** p <0.001.

IzraZaj proteina Itga8 znacajno je veci u oba embrionalna razdoblja (E13.51 E15.5) (** p
<0.01, **** p <0.0001, Slika 18a) u bubrezima yof miSeva u usporedbi s wt miSevima. Isto tako,
vidiljivo je kako se izrazaj proteina Itga8 povecava s embrionalnim starenjem yot i wt misSeva pa

je tako izrazaj proteina Itga8 u bubrezima veci u E15.5. nego u E13.5.

Ukupan izrazaj proteina Itga8 u bubrezima tijekom embrionalnog razdoblja jasno pokazuje
vidljivo kako je njegova razina znacajno visa u yot miSeva u usporedbi s wt miSevima, §to sugerira

kako mutacija u yot miSevima utjece na izrazaj ovog proteina u bubrezima tijekom embrionalnog
razdoblja (Slika 18b).

Izrazaj proteina Itga8 u bubrezima tijekom oba postnatalna razdbolja (P4 i P14) ostaje
stalan, bez statisticki znac¢ajne razlike izmedu yot i wt (Slika 18¢).
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Ukupan izrazaj proteina Itga8 tijekom postnatalnog razdoblja pokazuje kako nema
promjena izmedu ove dvije skupine misSeva, Sto sugerira kako mutacija u yot miSevima ne utjece

na izrazaj ovog proteina u bubrezima nakon rodenja (Slika 18d).
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Slika 18. Postotak povrSine prekrivene Itga8-pozitivnim signalom u bubrezima miSeva
divljeg tipa (wt) 1 yotari (yot) u embrionalnim danima E13.5 1 E15.5 (a, b) 1 postnatalnim danima
P41P14 (¢, d). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost +£ SD (okomita crta) i analizirani
koriStenjem ANOVA testa s jednim faktorom, praceni Tukeyjevim testom za visestruke
usporedbe. Znacajne razlike su oznacene sa ** p < 0.01, **** p <(0.0001. U svakoj vremenskoj

toc€ki procijenjeno je najmanje deset reprezentativnih slika.
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4.7. Izrazaj proteina Vangl2 u embrionalnim i postnatalnim uzorcima bubrega miSeva

divljeg tipa (wt) i yotari (yot)

Prostorno-vremenski izrazaj proteina Vangl2 u embrionalnim uzorcima bubrega miseva wt i1 yot
prikazan je difuznim zelenim signalom. Najizrazeniji je u nediferenciranim stanicama
metanefrogenog mezoderma (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv)/nezrelim glomerulima (g),
ampulama (A)/sabirnim kanali¢ima (Cd), dok je slabiji izrazaj uo¢en u zavijenim kanali¢ima (Ct)
(Slika 19a-b). Postotak Vangl2-pozitivnih stanica znacajno se razlikovao izmedu E13.51 E15.5u
wt 1 yot miSeva, a u strukturama: metanefrogeni mezenhim (mm), bubrezni mjehuri¢ (rv)/nezreli
glomerul (g) i ampula (A)/odvodni kanali¢ (Cd) zabiljezen u E13.5 je visi postotak Itga8-

pozitivnih stanica u yot miSeva u odnosu na wt miSeva (Slika 19e).

U postnatalnim uzorcima bubrega miSeva wt i yot, difuzni zeleni signal proteina Vangl2 takoder je
bio prisutan. Najizrazeniji je u stanicama proksimalno zavijenih kanali¢a (PCT), dok je slabiji
izrazaj zabiljezen u stanicama glomerula (G) i distalno zavijenih kanali¢a (DCT) (Slika 19¢-d).
Postotak Vangl2-pozitivnih stanica nije se znacajno razlikovao izmedu P4 i P14 u wt i yof miSeva

te nije uocena statisticki znacajna razlika u strukturama (Slika 19f).

48



—
S
(=]

80—

60

40—

20

% Vangl2 pozitivnih stanica ¢y

o
|

mm /g

strukture

Ct

Od mm

E13.5 wt
E13.5 yot

E15.5 wt
E15.5 yot

49

—

— (=2 ®© S

(=] (=] (=] (=]
| | |

N
o
|

=)
L
O .

% Vangl2 pozitivnih stanica

PCT

strukture

DCT

B P4 wt
B P4yt

| P14 wt
P14 yot



Slika 19. Prikaz imunofluorescencijskog bojenja embrionalnih i postnatalnih bubrega miseva
divljeg tipa (wt) 1 yotari (yot) miSeva koriStenjem protutijela specificnim za Van Gogh-like 2
(Vangl2) (a—d). Strelice prikazuju izrazaj Vangl2 u metanefrogenom mezenhimu (mm),
bubreznim mjehuri¢ima (rv)/nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali¢ima (Ct), ampulama
(A)/sabirnim kanali¢ima (Cd) u embrionalnim uzorcima (E) wt miSeva i yot miSeva (a-b), te u
glomerulima (G), proksimalnim (PCT) 1 distalnim zavijenim kanali¢ima (DCT) postnatalnih
bubrega (P) (¢-d), kako je prikazano uz pomo¢ bojenja 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPTI).
Prikazane su slike imunoekspresije Vangl2 i DAPI bojenja, te preklopljene slike Vangl2 i DAPI
bubrega wt 1 yof miSeva u embrionalnim danima 13.5 (E13.5) te postnatalnim danima (P4). Sve
slike su snimljene pri povecanju od 40, a mjerna trakica (engl. scale bar) na svim slikama je
100 um. Raspodjela postotaka Vangl2-pozitivnih stanica analizirana je u metanefrogenom
mezenhimu (mm), bubreznim mjehuri¢ima (rv)/nezrelim glomerulima (g), zavijenim kanali¢ima
(Ct), ampulama (A)/sabirnim kanali¢ima (Cd) u bubrezima wt i yot miSeva u embrionalnim
danima 13.5 (E13.5) 1 15.5 (E15.5) (e), te raspodjela postotaka Vangl2 pozitivnih stanica
analizirana je u glomerulima (G), proksimalnim zavijenim kanali¢ima (PCT) i distalnim
zavijenim kanali¢ima (DCT) bubrega miSeva wt i yot miSeva u postnatalnim danima 4 (P4) i 14
(P14) (f). Prikazani su podatci kao srednje vrijednosti = SD (standardna devijacija) 1 analizirani

dvosmjernom ANOVA metodom s Tukeyjevim testom za viSestruke usporedbe.

Izrazaj proteina Vangl2 znacajno je poviSen u bubrezima yof miSeva u usporedbi s wt u

E13.5 embrionalnom razdbolju, dok u E15.5 embrionalnom razdoblju izraZaj ostaje nepromijenjen
(**** p <0.0001, Slika 20a).
Ukupan izrazaj proteina Vangl2 u bubrezima tijekom embrionalnog razvoja jasno pokazuje

da je razina zna€ajno visa u yof miSeva u usporedbi s wt miSevima, §to sugerira da uklanjanje gena

Dabl u yot miSeva moze utjecati na izrazaj ovog proteina tijekom embrionalnog razvoja u

bubrezima (* p < 0.05, Slika 20b).

S druge strane, tijekom postnatalnih razdoblja (P4 1 P14), izrazaj proteina Vangl2 u

bubrezima ostaje stabilan, bez statisticki znacajnih razlika izmedu yot i wt miSeva (Slika 20c).
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Ovi rezultati ukazuju na to da uklanjanje gena Dabl u yot miSeva ne mijenja izrazaj
proteina Vangl2 u bubrezima nakon rodenja, jer je ukupni izrazaj proteina tijekom postnatalnog

razdoblja nepromijenjen izmedu ove dvije skupine (Slika 20d).
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Slika 20. Postotak povrSine prekrivene Vangl2-pozitivnim signalom u bubrezima miSeva divljeg
tipa (wt) 1 yotari (yot) u embrionalnim danima E13.5 1 E15.5 (a, b) 1 postnatalnim danima P4 i
P14 (¢, d). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD (okomita crta) i analizirani
koriStenjem ANOVA testa s jednim faktorom, prac¢eni Tukeyjevim testom za viSestruke
usporedbe. Znacajne razlike su oznacene sa * p < 0.05, **** p <(0.0001. U svakoj vremenskoj

tocki procijenjeno je najmanje deset reprezentativnih slika.
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4.8. Izrazaj gena ITGA8 i VANGL?2 iz GSE83946 i GSE85976 baza podataka

Izrazaji gena ITGAS8 1 VANGL?2 analizirani su u uzorcima tkiva mokra¢ovoda iz 19
pacijenata s CAKUT-om i 7 zdravih donora bubrega (GSE83946), kao 1 u uzorcima bubreznog
epitelijalnog tkiva (mIMCD3 stanice) iz miSeva s HNF-1 mutacijom povezanim s CAKUT-om i
zdravih kontrola (GSE85976) (137).

Ljudski uzorci:

Dijagram okvira s ruficama za izrazaj gena /TGAS8 pokazuje uzlazni trend u uzorcima CAKUT-a
u usporedbi s kontrolama, no statisticka znacajnost nije postignuta (Slika 21A). Sli¢no tome,
dijagram okvira s ru¢icama za gen VANGL?2 ukazuje na visi izrazaj u kontrolama, ali takoder bez
statisticke znacajnosti (Slika 21A). Toplinska karta (engl. heatmap) ne pokazuje jasnu razliku u
izrazaju gena izmedu skupina CAKUT-a i kontrola za oba gena (Slika 21B). Korelacijska analiza
izmedu gena ITGAS i VANGL?2 ukazuje na negativan trend koji nije bio statisticki znacajan (Slika
21C).

Misji uzorci:

Trendovi su bili uskladeni s podatcima za ljude. Dijagram okvira s ru¢icama za gen ltga8
pokazuje povecan izrazaj u uzorcima CAKUT-a, no razlika nije bila statisticki znacajna (Slika
21D). Suprotno tome, izraZaj gena Vang/2 bio je visi u kontrolnim uzorcima, pri ¢emu je postignuta
statisticka znacajnost (Slika 21D). Toplinska karta ponovno ne pokazuje jasnu razliku u grupiranju
uzoraka CAKUT-a i kontrola, iako postoji skroman pokazatelj za gen Vangl2 (Slika 21E).

Korelacijska analiza izmedu gena ltga8 1 Vangl2 u miSeva otkriva statisticki zna€ajan negativan

koeficijent korelacije (Slika 21F).

Ovi rezultati isticu specificne uzorke izrazaja gena i korelacije povezane s patologijom

CAKUT-a izmedu vrsta, naglaSavajuci zajednicke 1 razli¢ite trendove u ljudi 1 miSeva.
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Slika 21. Usporedba izrazaja gena ITGA8 i VANGL2 izmedu CAKUT-a i skupine zdravih

kontrola (HC) u ljudi i miSeva. Prikaz ukljucuje dijagrame okvira s ru¢icama (A, D), toplinske

karte (engl. heatmap) (B, E) te korelacijske grafikone (C, F), koji ilustriraju razlike u razinama

izrazaja gena ITGA8 i VANGL2 izmedu uzoraka CAKUT-a i HC skupina. Normalizirane razine

izrazaja gena analizirane su t-testom za usporedbu skupina i Pearsonovom korelacijom za
procjenu odnosa. Vizualizacije naglasavaju specifi¢ne uzorke izrazaja gena kod obje vrste

povezane s patologijom CAKUT-a.

53



54

5. RASPRAVA



5.1. Izrazaj proteina ITGA8 i VANGL2 u zdravim, normalnim bubrezima i bubrezima

zahvacenim urodenim anomalija bubrega i mokraénog trakta (CAKUT)

Etiologija CAKUT-a, kako sindromskog, tako i nesindromskog, povezana je s vise od 40
kromosomskih abnormalnosti i preko 50 gena (138). U ovom istrazivanju utvrdili smo da su
izrazaji ITGA8 1 VANGL2 promijenjeni u uvjetima CAKUT-a. Takoder smo pokazali da se izrazaj
ITGA8 mijenja tijekom fetalnog starenja, dok izrazaj VANGL2 ostaje konstantan. Nadalje, ITGA8
se izrazava na niZim razinama u bubrezima s udvostru¢enim ureterom (DK) i displasti¢nim
bubrezima (DY'S) u usporedbi s normalnim zdravim bubrezima (CTRL), dok se VANGL?2 izrazava
na nizim razinama u hipoplasti¢cnim bubrezima (HYP) i na visokim razinama u displasticnim
bubrezima (DYS). Ovi nalazi predlazu da bi ITGA8 i VANGL2 mogli biti obecavajuci
prognostic¢ki markeri za CAKUT.

ITGAS8, dio porodice receptora za stani¢nu adheziju (integrini), klju¢an je za razvoj
bubrega u ljudi. ITGAS8 kodira podjedinicu integrina a8, povrSinski stani¢ni protein koji se
uglavnom izraZzava u mezenhimalnim stanicama, poput mezangijskih stanica bubrega, fibroblasta
te vaskularnih i visceralnih glatkih misiénih stanica (139,140). Podjedinica integrina a8 klju¢na je
za pravilan razvoj bubrega jer kontrolira mezenhimalno-epitelni prijelaz tijekom nefrogeneze
(141). Disregulacija izrazaja ili funkcije ITGA8 moze utjecati na bubreznu fibrozu i urodene
anomalije bubrega i mokraénog trakta (CAKUT) (120). Linton i suradnici pokazali su da izostanak
ITGAS8 dovodi do bubrezne agenezije te da je nefropektin, klju¢an ¢imbenik u razvoju bubrega,
esencijalni ligand za ITGAS tijekom pocetnih faza razvoja bubrega (142). Takoder su utvrdili da
ITGAS8 i njegov ligand nefropektin sudjeluju u putu koji regulira izrazaj Gdnf-a, klju¢nog

¢imbenika rasta.

Nasi rezultati pokazali su smanjenje izrazaja ITGA8 u DK 1 DY, $to bi moglo utjecati na
normalan epitelno-mezenhimalni prijelaz (EMT) i dovesti do razvoja CAKUT-a. Ovi rezultati u
skladu su s prethodnim studijama koje pokazuju da defekti u ITGA8 mogu rezultirati
kongenitalnim anomalijama bubrega i mokra¢nog sustava (CAKUT) te da misevi koji nemaju
ITGAS8 imaju smanjene bubrege ili ¢ak ageneziju bubrega (120). Takoder smo pokazali da se
izrazaj ITGAS8 smanjuje tijekom normalnog razvoja zdravih bubrega, Sto je oc¢ekivano s obzirom
na to da ITGA8 ima ulogu u ranoj fazi razvoja bubrega (posebno tijekom EMT-a). Prethodne

studije pokazale su da prosirenje klinickog i genotipskog spektra abnormalnosti ITGAS8 otkriva
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visok i neoCekivan stupanj fenotipske heterogenosti u autosomno recesivnim bolestima (140).
Buduci da se izrazaj ITGAS8 razlikovao u bubrezima zahva¢enim CAKUT-om, potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se istrazili molekularni mehanizmi koji stoje iza tog diferencijalnog izrazaja.
Osim toga, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se ispitala moguca terapijska primjena ciljanja

ITGAS u kontekstu abnormalnosti CAKUT -a.

VANGL2 igra klju¢nu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju planarno stani¢ne polarizacije
(PCP), konzerviranog mehanizma koji je nuzan za organizaciju tkiva i morfogenezu (128).
Izvjesteno je da tijekom embrionalnog razdoblja VANGL2 kontrolira tubulogenezu bubrega
reguliranjem konvergentne ekstenzije (CE) 1 apikalne konstrikcije (AC), iako poremecaji u PCP
signalizaciji mogu dovesti do fenotipa CAKUT-a, gubitak VANGL?2 ne narusava zrelu bubreznu
arhitekturu (143). Mutacije u genima PCP-a mogu rezultirati displasti¢nim bubrezima, uz druge
abnormalnosti viSe organa (144). Abnormalnosti neuralne cijevi povezane su s mutacijama koje
dovode do gubitka funkcije gena VANGL?2 kod ljudi, Sto naglaSava vaznost tih gena u razvojnim
procesima (145). Prema Papakrivopoulou i suradnicima, prekomjerno izrazavanje i utiSavanje
VANGL2 u ksenopusima rezultira znacajnim savijanjem ili skradivanjem tjelesne osi te
abnormalnim zatvaranjem neuralne cijevi (146). Nasi podatci pokazuju da se izrazaj VANGL2 ne
mijenja tijekom razvoja zdravih bubrega, dok se izrazaj VANGL2 mijenja kod hipoplazije i
displazije bubrega, Sto je u skladu s prethodnim nalazima. Naime, Babyeva i suradnici uocili su
displaziju bubrega kod embrionalnih bubrega mutanta Lp (modela s mutacijom u genu VANGL?2,
poznatom po uzrokovanju razvojnih abnormalnosti) (142), dok je Derish i suradnici (16) primijetili
da embrionalni Vangl2# bubrezi pokazuju hipoplaziju. Pokazalo se da agresivni tumori bazalnog
tipa imaju visoke razine izrazaja VANGL2, $to je povezano s loSom prognozom (147). Brzoska i
suradnici (148) pokazali su da je interakcija izmedu Celsrl i VANGL?2 u rastu ureterickog stabla
u kaudalnom dijelu razvojnog bubrega nuZzna za maturaciju glomerula. Daljnje istrazivanje
proteina VANGL2 moglo bi potencijalno dovesti do razvoja ciljanih terapija za abnormalnosti
CAKUT-a.

Nasa studija ima odredena ogranic¢enja koja treba uzeti u obzir. Primarno ogranicenje naSe
studije lezi u malom broju uzoraka za svaku vrstu CAKUT-a te u promatratkom dizajnu.
Promatrani uzorci ukljuéuju arhivirani ljudski fetalni materijal koji je bio fiksiran formalinom i

ugraden u parafin, pa stoga nismo mogli koristiti tehnike poput proto¢ne citometrije ili Western
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blottinga za kvantitativnu analizu proteinskog izrazaja. Takoder, nedostatak uzoraka iz faze 1

fetalnog razvoja bubrega ogranicava analizu 1 potencijalne zakljucke koje mozemo izvuci.

5.2. Izrazaj proteina Itga8 i Vangl2 u bubrezima miSeva divljeg tipa (wt) i yotari (yot) miSeva

Integrini reguliraju osnovne stani¢ne procese, ukljucujuéi prezivljavanje i migraciju, te su
kljuéni za razvoj tkiva i napredovanje bolesti (149). Medu njima, Itga8, koji kodira alfa8f1
integrinsku podjedinicu, igra vaznu ulogu u tumorogenezi i razvoju organa. U raku, niski izrazaj
Itga8 povezan je s loSijom prognozom kod bubreznog karcinoma, dok visoki izrazaj potice
migraciju i invaziju u multiplom mijelomu (150-152). Osim toga, Itga8 je od klju¢ne vaznosti za
razvoj bubrega, jer olakSava interakciju izmedu epitela mokracovodnog pupoljka i metanefrickog
mezenhima, poticuéi grananje mokra¢ovodnog pupoljka i diferencijaciju nefrona putem vezanja
za nefronektin. Nasi nalazi potvrduju klju¢nu ulogu Itga8 u razvoju bubrega, podrzavajuci
prethodne studije koje su pokazale njegovu povezanost s tim klju¢nim procesima. Konkretno,
mutacije u genu Dabl dovode do znacajnog poremecaja u izrazaja Itga8, $to odrazava nedostatke

u ranijim studijama o ageneziji bubrega i smanjenju broja nefrona (121, 123, 141, 142).

U na$oj studiji primijetili smo da je izrazaj I1tga8 bio znacajno veci u yotari (yot) miseva u
odnosu na kontrolne (wt) miSeve u embrionalnim stadijima (E13.5 i E15.5). Ovaj povecani izrazaj
sugerira da mutacija gena Dabl ima ucinak u ranoj fazi na izrazaj Itga8, istiCuci njegov utjecaj na
razvoj bubrega. Osim toga, 1tga8 se povezuje s Fraserovim proteinskim kompleksom (FPC) u
epitelno-mezenhimskim interakcijama koje su kriti¢ne za morfogenezu tkiva. Samostalne mutacije
Frasl i Itga8 pokazuju sli¢ne razvojne defekte, ukljucujuci ageneziju bubrega i probleme u
adheziji epitelno-mezenhimskih stanica, sugerirajuci funkcionalnu povezanost izmedu ovih gena.
Vezivanje Itga8 za Frem1, komponentu FPC-a, i nefronektin (Npnt), dodatno potvrduje njegovu

kljuénu ulogu u povezivanju FPC-a s pravilnim razvojem bubrega (142, 153).

Nadalje, potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se istrazio terapeutski potencijal ciljanog
djelovanja na Itga8 u abnormalnostima CAKUT-a. Modifikacija izrazaja ili funkcije Itga8 mogla

bi pruziti nove pristupe za lijecenje urodenih bubreznih poremecaja.

Planarna polarnost stanica (PCP) je kljuan razvojni proces koji regulira polarizaciju

stanica unutar ravnine epitelnih tkiva, igraju¢i klju¢nu ulogu u morfogenezi tkiva i embrionalnom
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razvoju (154, 155). Van Gogh-like 2 (Vangl2) je kljucan za embrionalni razvoj, osobito tijekom
zatvaranja neuralne cijevi, te je klju¢na komponenta visoko konzerviranog PCP signalizacijskog
puta koji upravlja formiranjem polariziranih struktura u metazoama. Vangl2 se dinamicki
redistribuira tijekom razvoja duktularnih tkiva, a ta redistribucija je kljucna za uspostavu normalne
funkcije tkiva (156, 157). Vangl2 igra znaCajnu ulogu u razvoju bubrega, osobito tijekom
embrionalnog razdoblja, reguliraju¢i stanicne pokrete kao Sto su konvergentna ekstenzija (CE) 1

apikalna kontrakcija (AC), koji su klju¢ni za renalnu tubulogenezu (16, 158, 159).

Nasi rezultati pokazuju znacajan porast izrazaja Vangl2 u E13.5 embrionalnim uzorcima
yotari (yot) miSeva u odnosu na kontrolne (wt) miseve, §to sugerira da mutacija gena Dabl ima
ucinak u ranoj fazi na izrazaj proteina Vangl2. Ovaj rezultat je u skladu s istrazivanjima koja
naglaSavaju vaznost PCP signaliziranja u ranim fazama razvoja, gdje Vangl2 igra ulogu u
morfogenezi bubrega (159). Medutim, do E15.5 embrionalnog dana razvoja, razine izrazaja
Vangl2 u yotari miseva vratile su se na sli¢ne razine kao u kontrolnim misevima, §to ukazuje da
su ucinci gubitka gena Dabl na izrazaj Vangl2 specifi¢ni za stadij. Ova vremenska regulacija PCP
komponenata tijekom razvoja bubrega u skladu je s nalazima Kunimoto et al. (2017) (158), koji

vremenom opadaju, omogucuju¢i kompenzacijske mehanizme koji reguliraju funkciju bubrega.
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6. ZAKLJUCCI



e Analiza postotka povrSine ITGA8-pozitivnih stanica pokazala je da se izrazaj proteina
ITGA8 smanjuje s fetalnom dobi, dok je analiza postotka povr§ine VANGL2-pozitivnih
stanica pokazala kako je izrazaj proteina VANGL2 stalan tijekom fetalnog razvoja
zdravog, normalnog bubrega.

e Prostorno-vremensko bojenje ITGA8 otkriveno je kao difuzni zeleni signal, prisutan
najviSe U citoplazmi visceralnog sloja Bowmanove kapsule (g), proksimalnih zavijenih
tubula (pct) i distalnih zavijenih tubula (dct).

e Prostorno-vremensko bojenje VANGL2 otkriveno otkriveno je kao difuzni zeleni signal,
prisutan najvise u citoplazmi glomerula (g), proksimalnih zavijenih tubula (pct) i distalnih
zavijenih tubula (dct).

e Izrazaj ITGAS je promijenjen u DK (bubreg s udvostru¢enim ureterom) i DYS (displasti¢ni
bubreg), dok je izrazaj VANGL2 promijenjen u HYP (hipoplasti¢ni bubreg) i DYS
(displasti¢ni bubreg).

e lzrazaj proteina Itga8 je znacajno visi u yotari (yot) miseva nego u divljem tipu (wt) u
embrionalnim fazama (E13.5 1 E15.5), §to ukazuje na moguci utjecaj mutacije gena Dabl
na razvoj bubrega.

e Izrazaj proteina Vangl2 znacajno raste u yotari (yot) miseva u fazi E13.5, ali ne i u E15.5,
sugerirajuci u¢inke uklanjanja gena Dab1l specifi¢ne za razvojnu fazu.

e Postnatalno (P4 i P14), razine proteina Itga8 i Vangl2 ostaju dosljedne izmedu miseva
yotari (yot) i divljih tipova (wt), naglasavaju¢i njihovu klju¢nu ulogu u embrionalnom
razvoju bubrega.

e Iz rezultata analize izrazaja gena ITGA8 i VANGL2 iz baza podataka GSE83946 i
GSE85976 u ljudskim i mi§jim uzorcima s CAKUT-om, uoceni su trendovi u izrazaju tih
gena, no statisticka znacajnost nije postignuta, osim u izrazaju gena Vangl2 u kontrolnim
miSevima, gdje je postignuta statisticka znacajnost. Ovi rezultati isticu specificne obrasce
izrazaja gena i korelacije u patologiji CAKUT-a medu razli¢itim vrstama, naglaSavajuci

sline 1 razlicite trendove u ljudima i miSevima.

Nasa otkri¢a imaju znacaj jer ukazuju na promjene u izrazaju proteina ITGAS8 i VANGL2
tijekom normalnog razvoja ljudskog i misjeg bubrega, kao i kod bubreznih poremecaja. Potrebna

su daljnja opservacijska istrazivanja na ljudskim uzorcima, kao i eksperimentalna ispitivanja na
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zivotinjskim modelima, kako bismo bolje razumjeli ulogu ovih proteina u normalnom razvoju

bubrega te u kontekstu urodenih anomalija bubrega i mokra¢nog trakta (CAKUT).

Ova istrazivanja su klju¢na za razjaSnjavanje molekularnih mehanizama koji stoje iza
razvoja bubrega i patogeneze bubreznih bolesti, $to bi moglo otvoriti put prema razvoju novih
dijagnostickih i terapijskih pristupa. Poseban naglasak treba staviti na translacijska istrazivanja
koja bi omogucila primjenu ovih otkri¢a u klinickoj praksi, s ciljem poboljSanja ishoda za pacijente

s CAKUT-om i drugim srodnim anomalijama.
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7. SAZETAK



NASLOV DOKTORSKOG RADA: ITGA8 I VANGL2 KAO PROGNOSTICKI MARKERI
URODENIH ANOMALIJA BUBREGA I MOKRACNOG TRAKTA U COVIEKA I MISA

UVOD: Urodene anomalije bubrega i mokra¢nog trakta (CAKUT) cCine skup strukturnih i
funkcionalnih anomalija koje nastaju tijekom razvoja bubrega i mokra¢nog trakta u embrionalnom
razdoblju. S ucestalos¢u od jednog slucaja na 500 novorodencadi, ove anomalije spadaju medu
najcesce urodene poremecaje. CAKUT ukljucuje Sirok raspon nepravilnosti koje se mogu pojaviti
izolirano ili kao dio sindromskih poremecaja, Cesto dovodeci do teSkih oStecenja bubrega i
mokrac¢nog trakta. Unato€ ranoj dijagnozi, znacaj CAKUT-a ne ograni¢ava se samo na neonatalno
razdoblje jer predstavlja vodeci uzrok kroni¢nog bubreznog zatajenja u djece. Bubrezna displazija
i hipoplazija odgovorne su za priblizno 20% ovih slucajeva, dok nasljedne bolesti poput

policisti¢ne bolesti bubrega u odrasloj dobi uzrokuju 10% kroni¢nih zatajenja bubrega.

CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj ovog istrazivanja je analizom imunofluorescencije utvrditi
prostornu i vremensku raspodjelu proteina ITGA8 i VANGL2 u bubrezima zdravih, normalnih te
CAKUT ljudskih fetalnih uzoraka. Takoder, istrazivanje ima za cilj ispitati utjecaj utiSavanja gena

Dabl na izrazaj proteina Itga8 i Vangl2 u embrionalnim i postnatalnim uzorcima misa.

MATERIJALI | METODE: U ovom istrazivanju analizirani su obrasci izrazaja kandidata gena
za CAKUT, integrina alfa-8 (ITGA8) i Van Gogh-like 2 (VANGL2), primjenom imunohistokemije
i imunofluorescencije u ljudskim fetalnim tkivima zdravih i CAKUT bubrega, kao i u modelu

yotari (yot) miSeva s mutacijom u genu Dab1l.

REZULTATI: Rezultati su pokazali da izrazaj Itga8 i Vangl2 varira pod uvjetima CAKUT-a te
je znacajno povisen u embrionalnim bubrezima yotari (yot) miseva u usporedbi s divljim tipom
(wt), dok se u postnatalnim bubrezima nisu uodile znacajne promjene. Prostorno, Itga8 je
najizrazeniji u metanefrickom mezodermu 1 bubreZnim vezikulama/nezrelim glomerulima, dok je
Vangl2 pokazao izrazenu prisutnost u metanefrickom mezodermu, vezikulama, nezrelim
glomerulima te sabirnim kanali¢ima. Uz to, otkriveno je da u ljudskim uzorcima VANGL2
zadrZava stalan izrazaj tijekom fetalnog sazrijevanja, dok izrazaj ITGA8 varira. U usporedbi sa
zdravim bubrezima (CTRL), ITGAS je slabije izraZzen u bubrezima s udvostruenim ureterom
(DK) i displasti¢nim bubrezima (DY), dok je VANGL?2 znac¢ajno izrazen u displasti¢nim (DYS),
a slabije u hipoplasti¢nim bubrezima (HYP).
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ZAKLJUCAK: Ovi rezultati predlazu da poremeéaji izrazaja ITGA8 i VANGL2, uzrokovani
genetskim ¢imbenicima poput mutacije gena Dabl, pridonose razvojnim defektima bubrega
povezanima s CAKUT fenotipovima. Identifikacija ovih proteina kao potencijalnih prognostickih
pokazatelja i terapijskih ciljeva za CAKUT otvara moguénosti za daljnje istrazivanje molekularnih

mehanizama koji leze u pozadini diferencijalnog izrazaja ITGA8 i VANGL2.

KLJUCNE RIJECI: CAKUT, urodene anomalije bubrega i mokracnog trakta, ITGAS, VANGL2,
bubreg
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8. SUMMARY



TITLE OF THE DOCTORAL DISSERTATION: ITGA8 AND VANGL2 AS PROGNOSTIC
MARKERS OF CONGENITAL ANOMALIES OF THE KIDNEY AND URINARY TRACT IN
A HUMAN AND A MOUSE

INTRODUCTION: Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) represent a
group of structural and functional abnormalities that arise during the development of the kidneys
and urinary tract in the embryonic period. With an incidence of one case per 500 newborns, these
anomalies rank among the most common congenital disorders. CAKUT encompasses a broad
spectrum of defects that can occur as isolated anomalies or as part of syndromic disorders, often
leading to significant damage to the kidneys and urinary tract. Despite early diagnosis, the
importance of CAKUT extends beyond the neonatal period, as it remains a leading cause of chronic
kidney failure in children. Renal dysplasia and hypoplasia are responsible for approximately 20%
of these cases, while hereditary diseases such as polycystic kidney disease account for 10% of

chronic kidney failure in adults.

AIM OF THE STUDY: This study uses immunofluorescence analysis to determine the spatial
and temporal distribution of ITGA8 and VANGLZ2 proteins in the kidneys of healthy, normal, and
CAKUT human fetal samples. Additionally, it aims to investigate the impact of Dabl gene
silencing on the expression of Itga8 and Vangl2 proteins in embryonic and postnatal mouse

samples.

MATERIALS AND METHODS: In this study, we analyzed the expression patterns of CAKUT
candidate genes, integrin alpha-8 (ITGA8) and Van Gogh-like 2 (VANGL2), using
immunohistochemistry and immunofluorescence in human fetal tissues of healthy and CAKUT-

affected kidneys, and in the yotari (yot) mouse model carrying a Dabl gene mutation.

RESULTS: The results showed that the expression of Itga8 and Vangl2 varies under CAKUT
conditions and is significantly elevated in embryonic kidneys of yotari (yot) mice compared to
wild-type (wt) mice. At the same time, no significant differences were observed in postnatal
kidneys. Spatially, Itga8 exhibited the strongest expression in the metanephric mesenchyme and
renal vesicles/immature glomeruli, whereas Vangl2 demonstrated pronounced expression in the

metanephric mesenchyme, vesicles, immature glomeruli, and collecting ducts.
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Additionally, VANGL2 maintained a constant expression in human samples during fetal
maturation, while ITGA8 expression varied. Compared to healthy kidneys (CTRL), ITGA8 was
poorly expressed in duplex kidneys (DK) and dysplastic kidneys (DYS). At the same time,
VANGL2 showed significant expression in dysplastic kidneys (DYS) and lower expression in
hypoplastic kidneys (HYP).

CONCLUSION: These findings suggest that disruptions in ITGA8 and VANGL?2 expression,
caused by genetic factors such as Dabl gene mutations, contribute to kidney developmental
defects associated with CAKUT phenotypes. Identifying these proteins as potential prognostic
markers and therapeutic targets for CAKUT opens opportunities for further research into the
molecular mechanisms underlying the differential expression of ITGA8 and VANGL2.

KEYWORDS: CAKUT, congenital anomalies of the kidney and urinary tract, ITGA8, VANGL2,
kidney
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