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1. POPIS OZNAKA I KRATICA

RAS renin-angiotenzin-aldosteron sustav
KKS kalikrein-kinin sustav

GBM glomerularna bazalna membrana
GFR glomerularna filtracija (eng. glomerular filtration rate)
ADH antidiuretski hormon

PTH paratiroidni hormon

MET mezenhimsko-epitelna transformacija
EMT epitelno-mezenhimska transformacija
NPC eng. nephron progenitor cell

Cx eng. connexin

ACE eng. angiotensin converting enzyme
JG stanice jukstaglomerularne stanice

JGA jukstaglomerularni aparat

a-SMA eng. alfa smooth actin

CNF nefrotski sindrom Finskog tipa

KBB kroni¢na bubrezna bolest



2. UVOD



2.1 Bubreg

Bubrezi su slozeni parni organi koji su klju¢ni za odrzavanje odgovarajuceg rada organizma.
Primarna funkcija bubrega je u odrzavanju homeostaze regulacijom tekuéina i elektrolita, kao
i acido-baznog statusa. Ta funkcija se ostvaruje pravilnim transportom tekucine i elektrolita,
izlu€ivanjem Stetnih i reapsorpcijom hranjivih tvari, uz ostvarivanje normalnog pH nuznog za
pravilan metabolizam stanica i tkiva (1). Bitna funkcija bubrega je sadrzana i u regulaciji
arterijskog tlaka preko mehanizama kao §to su RAS (renin-angiotenzin-aldosteron sustav) i
KKS (kalikrein-kinin sustav) (1). Brojni faktori tijekom ljudskog razvoja omogucavaju
pravilan rad ovog slozenog sustava svojom sinergistiCkom aktivnoscu.

Renin je protein, ujedno i enzim, koji je klju¢an za odrzavanje normalnih vrijednosti krvnog
tlaka, ali ima i vaznu ulogu tijekom razvoja (2). Bubrezne stanice su medusobno povezane
koneksinima, transmembranskim proteinima koji su jako bitni u prenatalnom razvoju kao 1 u
postnatalnom periodu. Sudjeluju u autoregulaciji bubrega djelovanjem na prijenos
medustani¢nih signala kao i u koordinaciji funkcija u kojima sudjeluje veci broj stanica (3). [
koneksini i renin su bjelancevine koje su, u suradnji sa susjednim stanicama, neophodne za
funkcioniranje organizma u fiziolo§kom stanju, ali i u stanjima koja zahtijevaju popravak tkiva
1 njegovu regeneraciju. Poremecaji ovih bjelancevina pojavljuju se u patoloSkim stanjima,
specificno, promjene u prostorno-vremenskom izrazaju koneksina i renina pojavljuju se u

abnormalnostima krvnih Zila 1 u kroni¢noj bubreznoj bolesti (4, 5).

2.1.1 Anatomija i histoloSka grada bubrega

Bubreg je parni organ koji se nalazi u retroperitoneumu, na straznjem abdominalnom zidu.
Bubreg ima gornji i donji pol te konveksnu lateralnu i konkavnu medijalnu stranu. Konkavni
dio bubrega zove se hilus i to je mjesto gdje bubrezna arterija ulazi, a renalna vena izlazi iz
parenhima bubrega, kao i mjesto gdje bubregu pristupaju Zivci i izlazi mokra¢ovod (6). Bubreg
je okruzen vezivnom ¢ahurom (kapsulom) ispod koje se nalazi parenhim bubrega koji se sastoji
od kore 1 srzi. SrZ bubrega je podijeljena na bubrezne piramide kojih je u bubregu od 5-11 i
koje se nastavljaju na male i potom velike bubrezne vrceve. Veliki bubrezni vréevi se udruzuju

u formiranju bubreZne nakapnice, koja se distalno nastavlja na mokrac¢ovod (1). Srzni tracci su



vezivni tracci koji se protezu od osnove piramida u srzi do kore i dijele bubreg na reznjeve (1,
7).

Svaki bubreg se sastoji od oko 1 milijun nefrona (1, 2). Nefron je osnovna funkcionalna
jedinica bubrega. Postoje dvije vrste nefrona, kortikalni i jukstamedularni. Jukstamedularni
nefroni su zastupljeni u manjoj mjeri, a nalaze se blizu kortikomedularne granice i imaju jako
dugu Henleovu petlju (7). Sastavnice nefrona su bubrezno tjeleSce, proksimalni zavijeni
kanali¢, Henleova petlja te distalni zavijeni kanali¢. Bubrezno tjeleSce Cine glomerul i
Bowmanova c¢ahura. Glomerul je klupko kapilara u koje krv dolazi dovodnom arteriolom, a
izlijeva se u odvodnu arteriolu. Dovodna arteriola je neizravni ogranak bubreZne arterije.
Bubrezna arterija se grana na interlobarne arterije koje se nalaze izmedu reZznjeva bubrega, a
daju ogranke za lu¢ne (arkuatne) arterije na kortikomedularnoj granici. Interlobularne arterije
se nastavljaju na lu¢ne, nalaze se izmedu reznjica u kori bubrega, a granaju se na dovodne
arteriole. Odvodne arteriole se granaju i ¢ine peritubularnu kapilarnu mrezu koja opskrbljuje
krvlju dijelove nefrona u kori (proksimalni 1 distalni zavijeni kanali¢). Odvodne arteriole
jukstamedularnih nefrona tvore jo$ jednu mrezu krvnih Zzila koja opskrbljuje srz hranjivim
tvarima i kisikom i zove se vasa recta (ravne zile). Tok vena slijedi tok arterija pa su te krvne
zile istog naziva 1 veli¢ine kao odgovarajuce arterije (8). Bowmanova ¢ahura okruzuje glomerul
te se sastoji od dva lista, visceralnog i parijetalnog. Parijetalni list je graden od plocastih ili
kubi¢nih stanica te je od visceralnog odvojen prostorom koji se zove mokraéni
(interkapsularni) prostor, prostor u koji otjeCe glomerularni filtrat. Visceralni list obavija
kapilare glomerula te je graden od podocita (9, 10). Podociti su visoko specijalizirane stanice
kljuéne za izgradivanje selektivne propusnosti glomerularne filtracijske membrane (11). Imaju
duge nozice koje su povezane slit membranom, oblikuju¢i otvore velic¢ine oko 40 nanometara
(12). Ultrafiltracijska membrana se, osim podocita, sastoji jo§S od endotelnih stanica 1
mezangijskih stanica. Mezangijske stanice imaju funkciju u potpori kapilarne mreze, tj. u
stvaranju glomerularne bazalne membrane (GBM) te odrzavanju visokog kapilarnog tlaka
bitnog za filtraciju. GBM nastaje stapanjem bazalnih lamina kapilara 1 podocita, a gradena je
od kolagena tipa IV, laminina, nidgena i heparan sulfat proteoglikana. GBM omogucava znatan
protok vode i ogranicava prolazak velikim molekulama (10).

Stanice proksimalnog zavijenog kanali¢a su izgradene od kubi¢nog do cilindri¢nog epitela i
imaju dobro razvijenu Cetkastu prevlaku gradenu od povrSinskih izdanaka stani¢ne membrane
tj. mikrovila. Imaju acidofilnu citoplazmu jer sadrzavaju brojne mitohondrije (13). Stanice
distalnog kanali¢a su takoder gradene od kubi¢nog epitela, ali bez mikrovila, dok njihova

bazolateralna membrana ima brojna uvrnuéa udruzena s mitohondrijima (14).



Henleovu petlju tvore tanki i debeli segmenti. Debeli segmenti su gradeni od jednoslojnog
kubi¢nog epitela te im stanice imaju eozinofilnu citoplazmu. Epitel tankih dijelova je
jednoslojni plocasti (7).

Sabirne cjevCice i cijevi su gradene od dva tipa stanica, svijetlih (glavnih) i tamnih
(interkalarnih) stanica. Glavne stanice imaju po jednu nepokretnu ciliju na apikalnoj povrsini
koja sluzi kao senzor za sastav tekucine koja protjece kroz kanali¢ te imaju receptor za
aldosteron, dok tamne stanice imaju mnos§tvo mikrovila i veliki broj mitohondrija. Jedan dio
sabirnih cjevcica prolazi i kroz koru gdje se u njihovoj gradi vidi znatnije ve¢i broj tamnih

stanica. Glavne stanice su poligonalnog oblika dok su tamne stanice okruglog oblika (7, 15).

2.1.2 Funkcija bubrega

Glavne funkcije bubrega su glomerularna filtracija, tubularna reapsorpcija i sekrecija.
Stvaranje filtrata se dogada na podrucju ultrafiltracijske membrane, a protok tekucine i tvari
ovisi o razlikama izmedu hidrostatskog tlaka u glomerulu te onkotskog tlaka i hidrostatskog
tlaka u interkapsularnom prostoru. Protok krvi kroz bubrege podlijeZe autoregulaciji koja Stiti
glomerularne kapilare od visokog arterijskog tlaka kao i velikih promjena u koncentracijama
elektrolita. Povecanje tlaka uzrokuje suzenje (konstrikciju) dovodne arteriole $to smanjuje
hidrostatski tlak u glomerulima. Sastav glomerularnog filtrata je slican sastavu krvne plazme,
ali u fizioloskom stanju ne sadrZava bjelancevine i krvne stanice, jer su preveliki za prolazak
kroz ovu barijeru. Glomerularna filtracija (GFR, eng. glomerular filtration rate) je mjera za
kolic¢inu krvi koju bubrezi filtriraju u minuti. Uobi¢ajena glomerularna filtracija je oko 125 mL
u minuti Sto odgovara koli¢ini od oko 180 litara dnevno. Oko 99% filtrata se u bubregu
reapsorbira, a samo oko 1-2 L se izluc¢uje kao mokrac¢a. Nakon glomerularne filtracije, slijedi
reapsorpcija i sekrecija vode 1 ostalih sastojaka filtrata kao Sto su natrij, kalcij, kalij, magnezij,
fosfati, bikarbonati, kloridi, glukoza, aminokiseline, urea i kreatinin. Reapsorpcija i sekrecija
se dogadaju aktivnim i pasivnim transportom. Aktivni transport zahtijeva energiju za prijenos
tvari koje se krecu suprotno od svog elektrokemijskog gradijenta, dok pasivnim transportom
tvari (bez potrebe za dodatnom energijom) prelaze iz mjesta veée prema mjestu manje
koncentracije. Najvise tvari se reapsorbira u proksimalnim zavijenim kanali¢ima (1). Elektroliti
1 tvari poput soli, vode, kalija, kalcija, fosfata, bikarbonata, aminokiselina, glukoze i1 vitamina

vracaju se u cirkulaciju putem peritubularnih kapilara i vasa recta. Odrzavanje konstantne



osmolalnosti krvne plazme kao i1 optimalne koncentracije natrija je od esencijalne vaznosti za
odrzavanje homeostaze. U tome vaznu funkciju ima Henleova petlja, dok distalni zavijeni
kanali¢i imaju vaznu ulogu u odrzavanju koncentracije natrija, kalija i drugih kationa. U
sabirnim cjev€icama i cijevima takoder dolazi do reapsorpcije soli i sekrecije kalija (8, 15).
Reapsorpcija i sekrecija vode i sastavnica filtrata je regulirana pomoc¢u nekoliko mehanizama.
Jedan od njih je utjecaj antidiuretskog hormona (ADH), koji se izlucuje u straznjem reznju
hipofize, na reapsorpciju vode u distalnim kanali¢ima i sabirnim cijevima povecanjem
propusnosti tubula. Takoder, iznimno je bitno djelovanje aldosterona na reapsorpciju natrija i
izluc¢ivanje kalija 1 vodika, prvenstveno u distalnom kanali¢u. Ti mehanizmi ujedno imaju 1
vaznu ulogu u kontroli arterijskog krvnog tlaka (1).

Bubrezi takoder sudjeluju u odrzavanju normalnog pH izlucivanjem ili reapsorpcijom
vodikovih iona i bikarbonata. Bubrezi imaju ulogu 1 u regulaciji koncentracija kalcija i fosfata
u krvi pod utjecajem paratiroidnog hormona (PTH). Osim toga, vitamin D, koji je bitan za
apsorpciju kalcija i fosfata u tankom crijevu, u bubrezima prelazi u aktivni oblik. Jos jedna od
brojnih funkcija ovog slozenog organa je sudjelovanje u stvaranju eritrocita (eritropoezi)
proizvodnjom hormona eritropoetina koji poti¢e koStanu srz na sazrijevanje i izluCivanje

eritrocita (1, 12).

2.1.3 Razvoj bubrega

Tijekom razvoja ljudskog ploda nastaju tri djelomi¢no preklapaju¢a bubrezna sustava:

pronefros, mezonefros i metanefros (16) (Slika 1). Sve tri generacije bubrega potjecu od

intermedijarnog mezoderma koji nastaje tijekom gastrulacije (17).



pronefros

h I — —
mezonefros

Slika 1. Shematski prikaz 3 generacije bubrega: pronefros, mezonefros i metanefros. Legenda:

MP (mokracovodni pupoljak), MM (metanefrogeni mezenhim).

Pronefros se po€inje razvijati u vratnom podrucju pocetkom Cetvrtog tjedna, to je predbubreg
koji se sastoji od 6-10 parova bubreznih kanalica, ¢iji se proksimalni krajevi otvaraju u celom,
a distalni u kloaku. Uz kanali¢ce pronefrosa, dolazi do zguSnjavanja intermedijarnog
mezoderma i stvaranja nefunkcionalnih nefrona. Pronefros nije funkcionalan bubreg te
regredira potkraj Cetvrtog tjedna. Medutim, bitna uloga pronefrosa je indukcija razvoja kanala
mezonefrosa (Wolffov kanal) (18).

Mezonefros se razvija u torakolumbalnom podrucju, dakle od gornjih prsnih do gornjih
slabinskih segmenata u kranio-kaudalnom smjeru. Tijekom razvoja mezonefrosa dolazi do
razvoja 1 prvih nefrona, a svaki glomerul nefrona je kanalicem povezan sa Wolffovim kanalom
(19). Dolazi do stvaranja oko 40 parova primitivnih nefrona (mezonefroni), medutim samo oni
lokalizirani izmedu L1 i L3 se razvijaju u funkcionalne ekskretorne jedinice. Preciznije, 20
nefrona proizvodi male koli¢ine tekucine koja se otpusSta u amnionsku teku¢inu izmedu Sestog
i desetog tjedna razvoja, no ti nefroni nemaju Henleovu petlju (19, 20). Tijekom razvoja

nefrona mezonefrosa prvo nastaje bubrezni mjehuri¢ koji se razvija u S-oblik nefrona. Lateralni



krajevi nefrona (S-oblik) pristupaju primarnom mokracovodu, tj. Wolffovom kanalu, a
medijalni dijelovi oblikuju Bowmanovu ¢ahuru (21).

Kanal mezonefrosa kod Zena i§¢ezava od osmog do Sesnaestog razvojnog tjedna (22), medutim
kod muskaraca donji kanali¢i mezonefrosa i Wolffov kanal perzistiraju i sudjeluju u razvoju
spolnih organa (23).

Metanefros je definitivni ili kona¢ni bubreg i razvija se u sakralnom dijelu tijela. Morfoloski 1
razvojno, mezonefros i metanefros imaju dosta sli¢nosti, no jedna od razlika je da u
mezonefrosu kanali¢i nastaju uz Wolffov kanal, dok su u metanefrosu rasporedeni oko
mokrac¢ovodnog pupoljka (23). Smatra se da razvoj metanefrosa ima Cetiri glavna razdoblja.
Prvo je razdoblje rasta 1 intenzivnog grananja mokracovodnog pupoljka te induciranje nefrona,
a to se postupno smanjuje tijekom drugog i tre¢eg razdoblja, da bi indukcija nefrona prestala
tijekom zavrsnog razdoblja kada dolazi do zavrsetka nefrogeneze (16).

Razvoj metanefrosa zapocinje u petom tjednu i u pocetku ko-egzistira s mezonefrosom (19).
Kanal mezonefrosa se izduzuje i na svom kaudalnom kraju otvara u kloaku te inducira
intermedijarni mezoderm u sakralnom dijelu tijela na zguS$njavanje i stvaranje metanefrogenog
tkiva (blastema). Metanefrogeni blastem inducira razvoj mokra¢ovodnog pupoljka iz kanala
mezonefrosa. Za pravilnu diferencijaciju bubrega potrebna je izrazito slozena interakcija
mezenhima i epitela (24). Mnogi signali bitni za to medudjelovanje su na molekularnoj razini.
Tako npr. GDNF, neurturin, persephin, HGF, BMP-2, BMP-7, FGF-10, activin 1 TGFf
kontroliraju razvoj mokracovodnog pupoljka, dok TGFa, TIMP-2, BMP-4 i BMP7 kontroliraju
razvoj mezenhima. LIF, FGF-2, TGFB, Wnt-4, sFrp, Notch i Jagged kontroliraju razvoj
nefrona, a VEGF kontrolira nastanak krvnih zila (vaskularizaciju) (10, 20, 22, 25). Iz
mokrac¢ovodnog pupoljka se razvijaju sabirni kanali¢i i cijevi, veliki i mali vréevi, nakapnica i
mokrac¢ovodi, dok od metanefrogenog mezenhima nastaju glomeruli 1 dijelovi nefrona (26)
(Slika 2). U Sestom tjednu pocinje grananje mokracovodnog pupoljka iz kojeg se razvija
odvodni sustav bubrega. Razvoj nefrona zapocinje zguS$njavanjem metanefrogenog tkiva u
kapu metanefrogenog tkiva. Zbog indukcijskog djelovanja vrhova odvodnih kanali¢a (sabirnih
cijevi) stvara se bubrezni mjehuri¢. Stvaranje bubreznog mjehuri¢a je zavrSni korak
mezenhimsko-epitelne transformacije, kojoj je svojstveno stvaranje medustani¢nih spojeva,
promjene u ekspresiji razli¢itih bjelancevina i intermedijarnih filamenata te pojava apiko-
bazalne polarnosti stanica nefrona (16). Bubrezni mjehuri¢ izduZivanjem prelazi u oblik zareza
te potom S-oblik. Proksimalni kraj S-oblika se razvija u Bowmanovu ¢ahuru na koju se

nastavlja proksimalni zavijeni kanali¢, Henleova petlja te distalni zavijeni kanali¢. Na



distalnom kraju S-oblika distalni zavijeni kanali¢i se povezuju sa sabirnim kanali¢ima kako bi

omogucili pravilno otjecanje mokrace.
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Slika 2. Shematski prikaz razvoja metanefrosa.

Podociti poticu od metanefrogenog mezenhima i u svom razvoju prolaze i kroz proces
mezenhimsko-epitelne transformacije (MET) tijekom stadija S-oblika nefrona. Medutim,
karakteristicno je za podocite da prolaze i obrnuti proces tzv. epitelno-mezenhimske
transformacije (EMT) u kasnijim stadijima glomerulogeneze, a tom je procesu svojstvena
transformacija cilindri¢nih epitelnih stanica u stanice mezenhimalnog tipa (27, 28).

Razvoj glomerularnog klupka pocinje kada prekursori podocita (bez nozica 1 filtracijske
pukotine) u S-obliku pocinju izluc¢ivati VEGF, §to privlaci endotelne stanice na nakupljanje u
primitivno kapilarno klupko. Tako nastaje dovodna arteriola koja se sustavom arterija poveze
s renalnom arterijom, te eferentna arteriola iz koje krv ide u distalne dijelove nefrona te potom
u venule. Kontakt izmedu prekursora podocita i endotelnih stanica poti¢e diferencijaciju
podocita, §to dovodi do nastanka GBM (10, 20, 25). Oblikovanje glomerula ovisi i o
mezangijskim stanicama, koje su bitne i za izgradnju 1 o¢uvanje GBM. Stadij kapilarne petlje
je prototip funkcionalne glomerularne strukture i u tom stadiju je glomerularno klupko
segmentirano u 5-8 reznjeva u kojima dolazi do razvoja novih kapilara. U tom stadiju dolazi
do povecanje podocita, kao i njihovih nozica, kako bi se povecala filtracijska povrSina. Laminin

al 1bl te kolagen tip IV al 1 a2 su glavni dijelovi GBM, a proizvode ih i1 podociti 1 endotelne



stanice. U kasnijim stadijima, te komponente GBM sazrijevaju i razvijaju se u naprednije
oblike (10).

Metanefros (definitivni bubreg) se dakle razvija iz tri stani¢ne linije koje ¢ine epitelne stanice,
mezenhimske stanice te endotelne stanice. Tijekom razvoja bubrega vrlo je bitna interakcija
mezenhimske 1 epitelne stanicne komponente, tocnije epitela mokracovodnog pupoljka i
mezenhima metanefrogenog tkiva $to se zove mezenhimsko-epitelna transformacija (MET)
(29). Sve epitelne stanice koje izgraduju nefron potjecu od iste multipotentne progenitorske
stanice nefrona (NPC) koja se nalazi u metanefrogenoj kapi, dok stanice mokra¢ovodnog
pupoljka potjecu iz prednjeg dijela intermedijarnog mezoderma (30). Metanefrogeni mezenhim
potjece od stanica primitivne pruge koje postaju stanice straznjeg intermedijarnog mezoderma
(31, 32). Nakon zgusnu¢a metanefrogenog tkiva dolazi do promjene u izgledu mezenhimskih
stanica, koje se izduzuju te im se povecava kontaktna povrSina. Prvi znak apiko-bazalne
polarizacije nastaje u bubreznom mjehuricu. Prvi znak vaskularizacije je stvaranje pukotine u
S-obliku nefrona gdje potom dolazi do stvaranja glomerularnog klupka od endotelnih stanica
(12, 33).

Primitivni glomerul razvija se oko 9.-10.-og tjedna intrauterinog zivota, a iako neki autori
navode da nefrogeneza zavrSava u 34.-36.-om tjednu gestacije, postoje naznake da traje i u
ranom postnatalnom periodu. Tijekom razvoja ljudskog bubrega nastaje oko 1 milijun nefrona
iz progenitorskih stanica (5, 34, 35, 36, 37). Poslije rodenja takoder dolazi do odredenih
promjena, kao Sto su daljnji porast velicine nefrona 1 njihovo funkcionalno sazrijevanje (38).
Uloga metanefrosa tijekom razvoja je ve¢inom stvaranje velike koli¢ine urina za osiguravanje
adekvatne koli¢ine amnionske tekuc¢ine (19). Izmedu Sestog 1 devetog tjedna razvoja bubrezi
se, uslijed povecanja abdominalne Supljine te fleksije 1 ekstenzije tijela, povlace iz sakralnog
dijela embrija u lumbalno podrucje (39, 40). Metanefros postaje funkcionalan oko desetog
tjedna intrauterinog razvoja kad pocinje proizvodnja mokrace (38). Primarna funkcija nefrona
nakon rodenja je filtriranje krvi, praceno apsorpcijom, reapsorpcijom ili sekrecijom vode i

elektrolita te stvaranjem urina (30).
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2.2 Koneksini

Koneksini su transmembranske bjelancevine koji imaju vaznu ulogu u stani¢noj komunikaciji
i prisutni su u svim tkivima osim diferenciranog skeletnog misiéa, eritrocita i zrelih spermija
(41-43).

U ljudskom genomu postoji 21 gen za koneksine, dok ih u genomu misa ima 20 (41, 44, 45).
Nazivi gena koji kodiraju te bjelancevine pocinju sa slovima “GJ” (eng. gap junction). Skraceni
nazivi bjelancevina koneksina se sastoje od slova “Cx” (eng. connexin) te broja koji odgovara
molekularnoj masi pojedine bjelancevine u kilodaltonima (46). S obzirom na sli¢nost u
strukturi 1 sekvenci gena te duZini citoplazmatske domene, koneksini se dijele na 5 podobitelji:
GJA, GJB, GJC, GJD I GJE (46, 47).

Koneksin se sastoji od 4 a-spiralne transmembranske domene (TM1-TM4), dvije izvanstani¢ne
petlje (EL1 i EL2), citoplazmatske petlje (CL) izmedu TM2 i TM3 1 citoplazmatske amino-
terminalne (NT) i karboksi-terminalne (CT) domene (43, 46). Izvanstani¢ni dijelovi su
odgovorni za interakciju sa susjednim stanicama ili stani¢nim okoliSem, dok unutarstani¢ne
domene (koje imaju COOH i NH> kraj) sudjeluju u posttranslacijskim modifikacijama koje
kontroliraju aktivnost kanala (3).

Koneksini se sintetiziraju u endoplazmatskoj mrezici i oligomeriziraju u Golgijevom aparatu
kako bi mogli tvoriti konekson, skupinu od 6 koneksina sa srediSnjom porom (41, 43, 48).
Koneksini mogu tvoriti hemikanale i tijesne spojeve (49, 50) (Slika 3). Hemikanali su prisutni
na jednoj stanici i odgovorni su za komunikaciju izmedu citoplazme i izvanstani¢nog matriksa.
Postoje dva tipa hemikanala: homomerni, koji se sastoje samo od jednog tipa koneksina 1
heteromerni, koji se sastoje od dva ili viSe tipova koneksina. Smatra se kako su hemikanali
uglavnom aktivirani patoloSkim podrazajem, kao Sto su reperfuzijske ozljede 1 oksidativni
stres, dakle procesi stani¢ne smrti 1 upale, a zbog toga se jo§ nazivaju 1 “patoloske pore* (51,
52). Takoder su odgovorni za autokrino i parakrino signaliziranje (47). Hemikanali osiguravaju
prijenos iona i malih metabolita kao $to su ATP, cAMP, IP3 i glutamat, a izrazito su osjetljivi
na promjene u koncentraciji Ca’>*kao i na transmembransku voltaZu, to¢nije produzenu

depolarizaciju membrane (43).
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Slika 3. Shematski prikaz hemikanala i tijesnog spoja.

Drugi tip komunikacije koja se ostvaruje koneksinima je komunikacija izmedu dvije stanice u
kojoj sudjeluju dva koneksona — tijesni spoj. Takva struktura moZe biti homotipna, kada su
koneksoni identi¢ni ili heterotipna, kada su susjedni koneksoni gradeni od nekoliko tipova
koneksina. Sami koneksoni, kao i hemikanali, mogu biti homomerni ili heteromerni (41, 42,
53) (Slika 4). Tijesni spojevi su kompleksi koji omogucavaju direktnu izmjenu malih
hidrofilnih molekula i iona izmedu susjednih stanica (48, 49). Kroz tijesne spojeve prolaze
molekule manje od 1kDa (41, 54), poput aminokiselina, malih peptida, CAMP, inositol
trifosfata, Sedera, iona kao $to su K*, Na*, Cl” i Ca** (46, 54). Tijesnim spojevima svojstvena
je propusnost za ve¢e molekule 1 provodljivost za male ione. Vazno je naglasiti da te dvije
karakteristike nuzno ne koreliraju. Ukupna provodljivost izmedu dvije stanice ovisi o broju
tijesnih spojeva, ¢injenici jesu li otvoreni ili ne, te provodljivosti svakog pojedinog kanala (43).
Obje vrste komunikacijskog spoja imaju vaznu ulogu u raznim fizioloskim 1 patoloSkim
procesima (43, 51, 52, 55, 56). Esencijalni su za odrzavanje homeostaze (48), kao i za brojne
druge fizioloSke funkcije kao Sto su stani¢ni rast i diferencijacija (3, 57, 58), stani¢no
prezivljavanje i stanicna smrt (54, 59, 60), razvoj krvnih Zila (angiogeneza) i razvoj mati¢nih
stanica (47). Koneksini su Siroko rasprostranjeni i u krvnim zilama gdje sluZze za kontrolu

njihove pokretljivosti (vazomocije) (61).
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Slika 4. Shematski prikaz tipova koneksona i tjesnih spojeva.

Novije studije navode prisutnost Cx43 u obliku medustani¢ne komunikacije izmedu udaljenih
stanica, kao $to su TNT (eng. tunnelling nanotubes) 1 izvanstani¢ne vezikule (58, 62).
Ekspresija pojedinih koneksina je visoko specificna za pojedine stanice i tkiva, a promjene u
koneksinima te posljedi¢no u tijesnim spojevima dovode do raznih patoloskih zbivanja, §to je
opisano kod ljudi i eksperimentalnih Zivotinja (54, 58, 63).

Promjene u ekspresiji koneksina se javljaju u raznim patoloskim promjenama krvnih zila (64-
66). Studije koje su bile fokusirane na Cx45 pokazale su da je izostanak ovog koneksina letalan
za miSeve u razvoju jer ne dolazi do adekvatnog formiranja krvnih Zila (53, 67), dok je porast

ovog proteina povezan s razvojem hipertenzije (68).

2.2.1 Koneksini u bubregu

U bubrezima je dokazana ekspresija 9 tipova koneksina: Cx26, Cx30.3, Cx31, Cx32, Cx37,
Cx40, Cx43, Cx451Cx46 (11, 69). Ekspresija ovih koneksina opisuje se u raznim dijelovima
nefrona, ali za sada je samo u proksimalnim kanali¢ima dokazana prisutnost tijesnih spojeva

(69). Studija o Cx37 opisuje lokalizaciju ovog proteina, ali ima jaci izrazaj u distalnim

13



dijelovima nefrona nego u proksimalnim (70). Izrazaj Cx45 je takoder opisan u distalnim
dijelovima nefrona kod misa (71).

U bubreznim krvnim zilama i jukstaglomerularnom aparatu (JGA) izrazeni su Cx37, Cx40,
Cx43 i Cx45 sto govori o njihovoj vaznoj ulozi u regulaciji tlaka (69, 72). Smatra se da neki
od ovih koneksina imaju ulogu u otpustanju renina, kao $to je Cx37 (73), ali osobito Cx40 koji
je dominantni koneksin u stanicama koje proizvode renin, te je bitan za otpuStanje renina koje
u velikoj mjeri dovodi do hipertenzije (5, 72, 74-76).

Eksperimentalne studije su pokazale da je u endotelnim stanicama izrazena ekspresija Cx37,
Cx40 1 Cx43 (69, 77-79), u glatkim miSi¢nim stanicama se javljaju Cx43 i Cx45, dok su u
stanicama koje proizvode renin izraZzeni Cx37, Cx40 1 Cx45, ali ti rezultati variraju u razli¢itim
studijama (3, 55, 64, 69, 80). U mezangijskim stanicama su izrazeni Cx37, Cx40 i Cx43 (79,
81). Cx40 pokazuje ekspresiju u glomerularnim i ekstraglomerularnim mezangijskim
stanicama, dok studije o Cx37 1 Cx43 u tim stanicama pokazuju oprecne rezultate (74, 78, 82,
83). Smatra se da se u spojevima izmedu podocita nalazi primarno Cx43 (11).

Istrazivanja o ekspresiji koneksina u bubregu vec¢inom su radena na eksperimentalnim
zivotinjama postnatalno, dok su razvojne studije znatno rjede. U studiji Butterwecka i
suradnika navodi se snizenje koncentracije Cx45 kod postnatalnog miSa, u odnosu na
koncentraciju Cx45 u embrionalnom razvoju bubrega. Koriste¢i RT-PCR metodu, Silverstein
1 sur. dokazuju prisutnost Cx37, Cx45 1 Cx46 u ranom razvoju bubrega kod Stakora (71, 84).
Studije o ekspresiji koneksina u ljudskim bubrezima izvan zida krvnih zila su takoder vrlo
rijetke, a osobito malo studija je na fetalnim uzorcima. U studiji Hiede i sur., Cx43 je uocen
samo u tubulima kore bubrega, dok nije pokazao izrazaj ni u bubreznim krvnim Zilama niti u
mezangijskim stanicama. Radulyjeva studija navodi drukc¢ije rezultate, jer se Cx43 opisuje u

endotelu glomerula i peritubularnih krvnih Zila te u proksimalnim kanali¢ima (85, 86).

2.3 Renin-angiotenzin-aldosteron sustav

Renin je bjelancevina koja se sintetizira prvo kao preprorenin u jukstaglomerularnim
endotelnim stanicama te se potom cijepa na prorenin, inaktivni prekursor renina. Prorenin se
moze aktivirati proteolitickom aktivno$¢u u bubregu (neuroendokrina konvertaza 1 ili katepsin

B) ili ne-proteolitickom aktivno$¢u u brojnim tkivima vezivanjem na renin/prorenin receptor.
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Renin se skladisti u zrnatim (granularnim) stanicama, a zrnca renina se otpustaju po potrebi,
ovisno o djelovanju renin-angiotenzin-aldosteron sustava. U svojoj aktivnoj formi ima 340
aminokiselina i ima viSe izoformi. Smatra se i hormonom zbog njegove uloge u stanicnoj
signalizaciji (2, 5, 87).

Angiotenzinogen spada u obitelj serpin proteina (SERPINA) i proizvodi se u jetri u velikim
koli¢inama. Koncentracije angiotenzinogena u plazmi se povecavaju pod utjecajem
kortikosteroida, estrogena, hormona $titnjace i razina angiotenzina II (1, 2). U cirkulaciji, renin
metabolizira angiotenzinogen tako $to djeluje na vezu izmedu leucina i valina ¢ime on prelazi
u angiotenzin I. ACE (eng. angiotensin converting enzyme) u pluénim kapilarama, endotelnim
stanicama i bubreznim epitelnim stanicama pretvara Angl u Angll. Angiotenzin II je svestrana
molekula koja ima i autokrinu i parakrinu ulogu te utje¢e na nekoliko sustava u tijelu.
Angiotenzin II djeluje na dvije vrste receptora, AT1R i AT2R koji djeluju na oprecan nacin.
Vezivanje angiotenzina II na ATIR receptor rezultira poveéanim zadrzavanjem soli,
vazokonstrikcijom (ukljucujuéi i konstrikciju eferentne arteriole), stimulacijom zedi i Zeljom
za soli, pove¢anom simpatickom aktivnoscu te otpusStanjem aldosterona iz zone glomeruloze
nadbubrezne zlijezde. Mnoge bolesti povezane s kronicnom RAS aktivnos$éu se dogadaju zbog
promjena ovog receptora. Aktivacija receptora AT2R rezultira suprotnim u¢inkom, stimulacija
AT2R dovodi do antiupalne reakcije te vazodilatacije. AT2R receptor je dominantan receptor
tijekom fetalnog razvoja 1 ima vaznu ulogu u razvoju, dok se kod odraslih ljudi moZe pojacano
aktivirati u nekim patoloSkim stanjima. Angiotenzin II ima ulogu u rastu 1 diferencijaciji
bubrega, nadbubrezne Zlijezde, srca i jetara, organa bitnih za regulaciju krvnog tlaka u
postnatalnom zivotu (2, 87-89). Aldosteron se veze na mineralokortikoidni receptor u
bubrezima te regulira reapsorpciju natrija povecanjem izrazaja epitelnih natrijevih kanala
(ENaC) (90). Ova enzimatska kaskada ovisi o kontroliranoj regulaciji izlu¢ivanja renina iz
jukstaglomerularnih (JG) stanica.

Jukstaglomerularne stanice su locirane u jukstaglomerularnom aparatu. Jukstaglomerularni
aparat je graden od dovodne i odvodne arteriole, maculae densae i ekstraglomerularnog
mezangija (Slika 5). Jukstaglomerularni aparat ima dvije bitne regulatorne funkcije,
vazokonstrikciju dovodne arteriole potaknutu visokim koncentracijama NaCl-a 1 oslobadanje
renina inducirano niskim koncentracijama NaCl-a. Macula densa se sastoji od 15 do 20 stanica
lokaliziranih u distalnom kanali¢u, nakon zavrSnog dijela debelog uzlaznog kraka Henleove
petlje. Ima karakteristi¢an smjesStaj u JGA, apikalna membrana je izloZena tekuc¢ini u kanalicu,
a bazalna strana je u kontaktu s mezangijskim stanicama i dovodnom arteriolom. Funkcija ove

strukture lezi u detektiranju promjena u teku¢ini kanali¢a i slanju signala ostatku
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jukstaglomerularnog aparata kako bi se omogucila pravilna kontrola glomerularnog filtrata (91,
92). JG stanice nalaze se u dovodnoj arterioli na ulazu u glomerul i u tom podrucju su u bliskoj
vezi sa stanicama maculae densae 1 ekstraglomerularnim mezangijskim stanicama (93, 94). JG
stanice su mioepitelnog tipa i pod simpatickom su inervacijom. Postoje tri mehanizma koji
kontroliraju otpustanje renina:

1) baroreceptorski mehanizam koji potice izlu¢ivanje renina u stanjima snizenog perfuzijskog
tlaka kao $to su hipotenzija, Sok, hemoragija i sr€ano zatajenje

2) mehanizam maculae densae koji registrira promjene u koncentraciji NaCl-a u distalnom
kanali¢u

3) mehanizam posredovan beta-receptorom cija stimulacija poti¢e lucenje renina u stanjima
kao $to je hipoksija. Ta tri mehanizma u fizioloskim uvjetima funkcioniraju zajedno.
Angiotenzin IT utjeCe na izlu¢ivanje renina negativnom povratnom spregom. Na sintezu renina
jos utjeCu i razina atrijskog natriuretskog peptida, endotelin, prostaglandini, dusikov oksid
(NO) 1 koncentracija kalcija u JG stanicama. S obzirom da kalcij obicno potice egzocitozu u
drugim stanicama i tkivima, inhibitorni u¢inak kalcija na sekreciju renina se zove ,kalcijev
paradoks izluc¢ivanja renina® (1, 5, 91, 95). Bitno je za spomenuti da koneksini prenose kalcij
koji je odgovoran za ovaj tip regulacije renina (3).

Postoji nekoliko tipova stanica u jukstaglomerularnom aparatu: glatke miSi¢ne stanice krvnih
zila, endotelne stanice, mezangijske stanice, stanice maculae densae i jukstaglomerularne
zrnate stanice koje proizvode renin (3, 96). Ove stanice, uz izuzetak stanica maculae densae,
povezane su tijesnim spojevima koji omogucavaju njihovo koordinirano djelovanje (3).
Jukstaglomerularno podrucje nije jedino podrucje gdje se mogu pronaci stanice koje proizvode
renin. Reninske stanice se javljaju vrlo rano u embrionalnom razvoju te se mogu pronaci u
mnogim embrionalnim tkivima kao §to su koza, Ziv€ani sustav, koStana srz, guSteraca, jetra 1
brojni drugi. Tek se kasnije lokaliziraju u bubrezima, a tijekom samog razvoja bubrega te
stanice prolaze put od Siroke rasprostranjenosti u cijelom tkivu bubrega do lokalizacije u

jukstaglomerularnom aparatu (5).
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Slika 5. Jukstaglomerularni aparat.

2.3.1 Renin u razvoju bubrega

Tijekom intrauterinog Zivota RAS ima nekoliko vaznih funkcija: doprinosi odrzavanju
perfuzijskog tlaka, a izrazito je bitan 1 zato Sto angiotenzin II, kao potentan faktor rasta, ima
ulogu u kontroli nefrogeneze. Simpatikus uzrokuje povecanje tonusa krvnih zila u dovodnoj i
odvodnoj arterioli $to rezultira stimulacijom a2 receptora i suprimiranjem 2 receptora. Fetalne
bubrezne krvne Zile osjetljivije su na stimulaciju a2 receptora od krvnih Zila nakon rodenja
(34).

Studija na ljudskim razvojnim bubrezima je pokazala da su u 4-5 tjednu razvoja ve¢ izraZzene
sve komponente RAS-a (88).

Foxdl prekursori se diferenciraju u reninske prekursorske stanice, a one se pretvaraju u
mezangijske stanice, stanice glatkog miSica 1 intersticijske pericite. Nedavne studije pokazuju
mogucu ulogu pericita u sintezi i skladiStenju renina (97, 98). Prekursorske stanice renina
direktno doprinose grananju arteriola u bubregu. Prilikom grananja arteriola, grupa reninskih

stanica nalazi se u podrucje njihovog buduéeg Sirenja. Tijekom razvoja dolazi do promjene u
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raspodjeli renina (5, 99). Tijekom ranog razvoja, stanice koje proizvode renin se javljaju u
raznim tkivima i sudjeluju u razvoju krvnih zila, ali i u regeneraciji tkiva (5, 100). Postepeno
se reninske stanice pozicioniraju u bubreznim zilama gdje imaju ulogu u njihovom razvoju, no
naposljetku dolazi do ogranic¢avanja njihove ekspresije na jukstaglomerularno podrucje (5, 93,
94, 100).

Pippin i Starke su pokazali da reninske stanice iz JGA sudjeluju u regeneraciji podocita i
mezangijskih stanica. Naime, nakon ozljede podocita stanice reninske loze grupiraju se u
podrucju Bowmanove ¢ahure i smatra se da dolazi do konverzije ili trans-diferencijacije iz
jednog u drugi tip stanica. Sli¢no je pokazano i za mezangijske stanice, s tim da te studije
sugeriraju da reninske stanice trebaju migrirati kako bi doslo do dediferencijacije (5, 101, 102).
Tijesni spojevi povezuju medusobno mezangijske stanice, stanice glatkog misic¢a, endotelne
stanice i stanice koje izlu¢uju renin i omoguéavaju im medusobnu komunikaciju (3, 69). Dakle
u patoloskim stanjima, reninske stanice se reprogramiraju u svoje prethodne razvojne stadije

te imaju mogucnost diferencijacije u susjedne stanice (5, 97).

2.3.2 RAS u patoloskim stanjima

Tkivni RAS osim §to je ukljuc¢en u brojne fizioloSke procese (103, 104), ima ulogu i u stanjima
poremecene homeostaze kao Sto su upala, tromboza, ali i hipertenzija i bubrezne bolesti (5, 39,
88, 92, 105).

Renin je kodiran genom REN, a mutacije tog gena dovode do razli€itih patoloSkih stanja kao
Sto su hiperuricemija, anemija i kroni¢no zatajenje bubrega. Reninske progenitorske stanice
imaju sposobnost ukljuc¢ivanja ili isklju¢ivanja reninskog gena u stadijima ugrozene
homeostaze. Na taj nain organizam odrzava optimalno okruZenje i tkivnu perfuziju (5).
Visoke koncentracije renina se povezuju i sa bubreznim tumorima (2).

RAS inhibitori se koriste za lije¢enje kardiovaskularnih 1 bubreZnih bolesti zadnjih 30 godina.
Hiperaktivnost RAS kaskade je dio patofiziologije bubreznih bolesti. Aktivirani RAS sustav
potiCe sistemsku i1 glomerularnu kapilarnu hipertenziju $to moze inducirati hemodinamsku
ozljedu vaskularnog endotela i glomerula. Izravna profibrotska i protuupalna aktivnost
angiotenzina II 1 aldosterona takoder moze dovesti do bubrezne ozljede. Povecano stvaranje

angiotenzina II i aldosterona povezano je s ozljedama bubrega, primjerice stanja povezana s
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proteinurijom kao $to su dijabeticke i nedijabeticke nefropatije. Proteinurija osim §to je marker

rizika bubreZne bolesti takoder doprinosi ozljedi bubrega (95).

2.3.3 Lokalizacija renina

Renin je lokaliziran prvenstveno u JGA, i to u jukstaglomerularnim stanicama koje ga izlucuju,
ali i u glomerulima i dovodnoj arterioli. Medutim, nedavne studije su zabiljezile lokalizaciju
renina i u proksimalnim zavijenim kanali¢ima, distalnim zavijenim kanali¢ima i sabirnim
cijevima. Zabiljezena je i ko-lokalizacija renina s kalikreinom u sabirnim cjev¢icama. U
sabirnim cjev€icama 1 cijevima renin je izrazen u glavnim stanicama (ko-lokalizira s
akvaporinom 2), a smatra se da dolazi i do formacije angiotenzinskog peptida u distalnim
dijelovima nefrona. U tim dijelovima nefrona angiotenzin II stimulira ekspresiju renina §to je

u suprotnosti s inhibitornim utjecajem angiotenzina II na jukstaglomerularni renin (106-108).

2.4 Kalikrein-kinin sustav (KKS)

Kalikrein je serinska proteaza koju proizvode sabirne cjevCice u bubregu i ima ulogu u
pretvaranju kininogena u kinin. Kinin se veZze na kininske receptore kao S$to je npr.
bradikininski receptor. Iako tkivni kalikrein nije primarna komponenta u regulaciji krvnog
tlaka, dokazano je da kod poviSenog krvnog tlaka dolazi do smanjene sinteze i pojacane
bubrezne ekskrecije ovog enzima (15).

Kalikreini se nalaze u Zljezdanim stanicama, neutrofilima i bioloskim teku¢inama te su
podijeljeni u dvije skupine: kalikreini plazme te tkivni ili Zljezdani kalikreini. Kinini su
vazoaktivna komponenta ovog sustava, otpustaju se pod utjecajem kalikreina i utjecu na brojne
fizioloske procese (109).

Kalikrein-kinin sustav ima utjecaja na razne procese kao $to su regulacija krvnog tlaka, upala,
stani¢na proliferacija, odgovor na analgeziju, mehanizmi prijenosa boli, otpustanje citokina,
prostaglandina i duSikovog oksida (NO) (109, 110). Rast, razvoj i uspostavljanje fizioloskih
funkcija bubrega ovisi o brojnim faktorima rasta i vazoaktivnim hormonima koji djeluju

parakrinom signalizacijom, a takav sustav je KKS. U razvoju se prekursori renina javljaju u
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arterijskom stablu i JGA, a kalikrein u distalnom nefronu, ali se smatra da oba sudjeluju u
razvoju i sazrijevanju bubrega (111).

Poveznica izmedu KKS i RAS sustava je u ACE enzimu. ACE (kininaza II) je enzim
(karboksipeptidaza) koji uklanja dipeptid His-Leu s angiotenzina I i pretvara ga u angiotenzin
II, ali i uklanja Phe-Arg s bradikinina i na taj nacin ga inaktivira. Pronadeno je da ACE cak ima
veci afinitet za bradikinin nego za angiotenzin I. Ravnoteza ova dva sustava je izrazito bitna za
regulaciju krvnog tlaka (2, 110, 112).

Smatra se da tkivni kalikrein moze imati ulogu u konverziji prorenina u aktivni renin. U
usporedbi s reninom koji se proizvodi u JGA, za renin sabirnih cjev€ica i cijevi se smatra da
ima lokalnu parakrinu funkciju. Ekspresija renina 1 kalikreina u odvodnim kanalima koja su
pod utjecajem hormona aldosterona doprinosi teoriji da imaju sinergisticko djelovanje na
reapsorpciju natrija i ekskreciju kalija. Smatra se kako bi onda sabirne cjevcice i cijevi imale
finiju 1 razradeniju strategiju u kontroli elektrolita i posljedi¢no vode nego Sto je ranije bilo

prepoznato (108).

2.5 Sinaptopodin i nefrin

Podociti su stanice koje sudjeluju u stvaranju glomerularne filtracijske membrane. Imaju
primarne i duge sekundarne noZice izmedu kojih se nalaze slit dijafragme, otvori veliine oko
40 nanometara. Zbog svojih strukturnih karakteristika, podociti se identificiraju ekspresijom
niza gena koji kontroliraju proizvodnju medustani¢ne tvari te oblikovanje 1 funkciju noZica
podocita. Mutacije tih gena se povezuju s bubreznim bolestima. Ozljeda podocita se pokazala
kao klju¢ni indikator progresije bubrezne bolesti, kao npr. u dijabetickoj nefropatiji koja je
glavni uzrok terminalnog stadija bubrezne bolesti. U toj bolesti dolazi do smanjenja broja
podocita koji onda vodi do gubitka vitalnih nefrona i izrazite proteinurije (11, 12).

Nefrin je transmembranski protein izraZen na slit dijafragmama nozica podocita. Bitan je za
diferencijaciju podocita i njihovu pravilnu funkciju (26). Sinaptopodin je takoder citoskeletni
protein bitan za stvaranje nozica podocita i migraciju podocita (113, 114).

U patoloskim stanjima kao S§to su glomerularne bolesti 1 fokalna segmentalna
glomeruloskleroza, dolazi do promjena u ovim proteinima (27). Nedavne studije pokazuju da

koli¢ina sinaptopodina u urinu moze biti prediktor glomerularne ozljede u naprednim stadijima
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bubrezne bolesti (114). Promjene u citoskeletnim filamentima su pokazane i u kroni¢noj

bubreznoj bolesti uzrokovanoj nefrotskim sindromom Finskog tipa (28).

2.6 a-SMA (eng. alfa smooth actin) i CD31

a-SMA je pretezno izrazen u glatkom miSic¢u razvijenih krvnih Zila (115), a u razvoju je osim
u glatkim mi$iénim stanicama izrazen i u pericitima (116), a dijelom i u podocitima (28).
CD31 (ili PECAM-1) je ¢lan obitelji imunoglobulina i izraZzen je pretezno u endotelnim
stanicama, ali 1 nekim komponentama krvi (117).

IstraZivanje na eksperimentalnim Zivotinjama pokazalo je ekspresiju CD31 u endotelu krvnih
zila u bubregu (118), a to potvrduje i studija na razvojnim ljudskim bubrezima (28).

Studije na zivotinjama povezuju promjene u ekspresiji CD31 s aterosklerozom (119).
Pojacana ekspresija a-SMA u kroni¢noj bubreznoj bolesti povezuje se s pove¢anim brojem
miofibroblasta u intersticiju skleroti¢nih bubrega kao i s revaskularizacijom i regeneracijom

zahvacenih bubrega (118, 120).

2.7 Nefrotski sindrom Finskog tipa (CNF) i kroni¢na bubreZna bolest (KBB)

Kongenitalni nefrotski sindrom Finskog tipa je rijetka autosomno recesivna nasljedna bolest
kojoj je svojstven masivni gubitak bjelancevina i edem koji se pojavljuje vec€ in utero ili u prva
3 mjeseca postnatalnog zivota. Sindrom se naziva Finski tip jer ima visoku incidenciju u
Finskoj (1:8000 rodene djece), a uzrokovan je s dvije NPHS1 mutacije u vecini sluc¢ajeva. U
nefrotskom sindromu dolazi do disfunkcije glomerularne filtracijske membrane i morfoloSkih
promjena u podocitima, koji postupno dovode do kroni¢ne bubrezne bolesti (28, 121-123).

Razli¢ite bolesti koje dovode do kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB) dijele isti mehanizam
nastanka. Razvoj KBB je rezultat upale te patoloskog nagomilavanja medustanicnog matriksa
(124). Studije o KBB su pokazale promjene izrazaja koneksina, no javljaju se i oprecni rezultati
vezani za pojedine koneksine (125, 126). Primjerice, porast Cx43 u podocitima kod Stakora je

viden u eksperimentalnom glomerulonefritisu 1 dijabetesu tipa II, a snizena koncentracija u
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dijabetic¢koj nefropatiji. To moze ukazivati na ulogu Cx43 kao markera ozljede podocita (11,
127).

Nedavne studije su ukazale na vaznost RAS-a u patogenezi tranzicije izmedu akutne i kroni¢ne
bubrezne bolesti (128, 129).

Studija o ekspresiji koneksina u stanjima koja uzrokuju KBB na misjem modelu je pokazala
porast Cx43 i snizenu razinu Cx37 (125). Hipertenzivni miSevi tretirani blokatorom Cx43 su
pokazali poboljSanje bubrezne funkcije (126).

Biopsije pacijenata s KBB su pokazale visoku ekspresiju Cx43 (126).
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su da koneksini imaju vaznu ulogu u oblikovanju i funkciji
bubreznih kanali¢a te glomerula, osobito tijekom prenatalnog razvoja 1 diferencijacije
bubreznog tkiva. Zbog vaznosti navedenih Cx proteina, radene su brojne eksperimentalne
studije o njihovoj zastupljenosti u bubreznom tkivu, no postoji vrlo malo podataka o njihovoj
ekspresiji u ljudskim bubrezima tijekom razvoja. Ekspresija razli¢itih podtipova Cx uglavnom
je opisivana u Stakorskim i1 mi$jim postnatalnim bubrezima, prvenstveno u proksimalnim i
distalnim kanali¢ima, no nerijetko studije pokazuju oprecne rezultate (69). Isto tako, vrlo su
rijetke 1 studije na ljudskim razvojnim bubrezima, koje su rezultirale ograni¢enom koli¢inom
podataka (85, 86).

Malobrojni dokazi u literaturi o ekspresiji Cx u bubrezima odraslih ljudi uglavnom ukazuju na
ulogu Cx43 u bubreznim bolestima (11, 130). S obzirom na znacaj Cx u normalnom razvoju
bubrega kao i njegovoj patologiji, te odsustvu podataka na ljudskim embrionalnim tkivima,
nasSe istrazivanje donosi nove informacije o ulozi Cx upravo u ljudskim razvojnim bubrezima
kao 1 patoloski promijenjenim bubrezima u CNF-u.

Iako nema dovoljno dokaza o meduovisnosti izmedu koneksina i renina u ljudskim bubreznim
stanicama, posebno tijekom razvoja, podatci koji dolaze iz eksperimentalnih studija podupiru
vaznost ove problematike. Studije na eksperimentalnim Zivotinjama pokazale su povezanost

Cx37, Cx40 1 Cx45 s regulacijom oslobadanja renina i kontrolom arterijskog tlaka (72, 73, 75).
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3. CILJEVIIHIPOTEZA
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3.1 Ciljevi istrazivanja

1. Koriste¢i metodu imunofluorescencije ispitati te usporediti prostornu i vremensku ekspresiju
Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 u razlicitim stadijima razvoja nefrona i glomerula tijekom fetalnog
i postnatalnog razvoja bubrega u covjeka te u CNF-u.

2. Dvostrukom imunofluorescencijom ispitati postoji li ko-ekspresija koneksina s
bjelan¢evinama sinaptopodinom, nefrinom, CD31 i a-SMA i kako ona utjec¢e na oblikovanje
pojedinih dijelova nefrona i glomerula te na razvoj krvnih zila tijekom normalnog razvoja
bubrega kao i u CNF-u.

3. Primjenom metode imunofluorescencije ispitati te usporediti izrazaj renina u razli¢itim
stadijima fetalnog i postnatalnog razvoja bubrega u ¢ovjeka te u CNF-u.

4. Dvostrukom imunofluorescencijom ispitati ko-ekspresiju Cx i renina u razli¢itim stadijima
razvoja krvnih Zila 1 JGA tijekom fetalnog i postnatalnog razvoja bubrega kod Covjeka te u
CNF-u.

5. Dvostrukom imunofluorescencijom ispitati postoji li ko-ekspresija renina i kalikreina u
prenatalnom i postnatalnom bubregu te bubrezima zahva¢enim CNF-om.

6. Transmisijskim elektronskim mikroskopom ispitati morfoloSke osobitosti stanica pozitivnih
na koneksine u prenatalnom i postnatalnom bubregu te u CNF-u, kao i preciznu lokalizaciju
renina unutar razli¢itih bubreZnih stanica.

7. Semi-kvantitativno odrediti lokalizaciju pojedinih istrazivanih ¢imbenika unutar bubreznog
tkiva.

8. Statistickom analizom povrsina ispod krivulje (AUC) histograma intenziteta fluorescencije
koneksina i renina istraziti promjenu u intenzitetu signala pojedinih ¢imbenika tijekom
normalnog prenatalnog i postnatalnog razvoja te promjenu u intenzitetu i znacenje te promjene

u CNF-u.

3.2 Hipoteza istraZivanja

Istrazivanje izrazaja (ekspresije) i ko-ekspresije razlicitih podtipova Cx te razvojnih Ccimbenika
endotelnih (CD31), glatkih miSi¢nih stanica (a-SMA), nefrina, sinaptopodina, renina, kalikrein
tijekom prenatalnog i postnatalnog razvoja ljudskog bubrega ukazuje na njihovu vaznost u
razvoju dijelova nefrona, krvnih Zzila 1 kontroli tlaka. Analiza bubrega zahvac¢enih CNF-om

pokazuje odstupanje od normalnog prostorno-vremenskog izrazaja navedenih ¢imbenika.
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4, METODE I MATERIJALI
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4.1 Bioloski materijali

Parafinski blokovi fetalnih i postnatalnih bubrega koristeni su iz arhive Zavoda za anatomiju,
histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu i Zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split. Ukupan broj ispitanih uzoraka razvojnih stadija bubrega je
11. Embrionalno i fetalno tkivo prikupljeno je nakon spontanih pobacaja i1 tubarnih trudnoca
uz odobrenje Etickog povjerenstva KBC-a Split i Medicinskog fakulteta u Splitu (klasa: 003-
08/16-03/0001, broj: 2181-198-03-04-16-0024). Dob zametaka je procijenjena izmedu 8. i 38.
razvojnog tjedna na temelju podataka o posljednjoj menstruaciji te mjerenjem udaljenosti
tjeme-zadak, opsega glave 1 trbuha te duljine femura (Carnegie sustav) te je samo dobro
ocuvano i morfoloski ispravno tkivo koristeno u istrazivanju.

Postnatalno tkivo bubrega starosti 1,5 godine je prikupljeno nakon smrti uzrokovanih
nesretnim slucajem.

Takoder je koriSteno tkivo 3 bolesnika s nefrotskim sindromom Finskog tipa uz privolu
roditelja. Kako bismo potvrdili tu dijagnozu napravljena je i genska analiza. Izolirana je DNA
koristenjem leukocita iz periferne krvi. Zatim je provedeno testiranje kojim je pronadena
homozigotna missense mutacija NPHS1 gena (c.1096A > C; p.Ser366Arg).

Izrazito vrijedni i teSko dostupni ljudski materijali koje smo koristili u ovom istraZivanju imaju

neprocjenjivu vaznost, ali posredno i limitiran broj uzoraka.

4.2 Metode

4.2.1 Priprema tkiva bubrega za histoloSku analizu

Tkivo je fiksirano u 4% PFA (paraformaldehid) u 0.1 M PBS-a preko no¢i. Nakon toga slijedi
ispiranje radnim PBS-om, dehidracija tkiva bubrega u rastucoj seriji otopina etanola (70%,
95%, 100%, 100%) te u ksilenu. Tkivo je potom uklopljeno u parafinske blokove, mikrotomom
izrezano na serijske rezove debljine 5 um te postavljeno na predmetna stakalca.

Kao priprema za histolosko bojanje, stakalca su priredena standardnim postupkom,
deparafinizacija u ksilolu (3x5"), rehidracija u seriji rastu¢ih otopina etanola (100% 10', 100%

10,95% 5', 70% 5') i ispiranje u vodi (5").
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4.2.2 Hematoksilin-eozin bojanje

Hematoksilin-eozin bojanje svakog desetog reza je sluzilo za potvrdu stadija (starosti) embrija
1 ocuvanosti tkiva. Uzorci su prvotno inkubirani u otopini Meyerova hematoksilina u trajanju
od 15, ispirani u obi¢noj mlakoj vodi te zatim prebaceni u otopinu eozina (4-5'). Uslijedilo je
dehidriranje serijom rastu¢ih otopina etanola i1 ksilenom. Uzorci su prekriveni Canada
balsamom i pokrovnim stakalcem, te proucavani svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX51,

Tokyo, Japan).

4.2.3 Imunofluorescencijsko bojanje

Uzorci su kuhani u citratnom puferu (pH=6.2) 30' koriste¢i kuhalo za vodu te ohladeni na sobnu
temperaturu. Nakon ispiranja tkiva s PBS-om, uzorci su odvojeni PAP pen-om te prekriveni
Protein blok otopinom u trajanju od 20', kako bi se sprijecilo nespecificno bojanje tkiva. Uzorci
su inkubirani s primarnim protutijelima u vlaznoj komori preko no¢i. Nakon ispiranja PBS-om
nanesena su sekundarna protutijela te lektini i inkubirani su u vlaZznoj komori u mraku, jedan
sat.

Tkivo je zatim ispirano PBS-om i nanesen je DAPI, boja za jezgre (2'). Uzorci su uklopljeni u
Immu-mount medij 1 prekriveni pokrovnim stakalcem.

Kontrola za specifi¢nost je bila izuzimanje primarnog protutijela iz procedure bojanja.

Uzorci su pregledani na fluorescencijskom mikroskopu (Olympus BX61, Tokyo, Japan)
koriste¢i digitalnu kameru DP71 (mikrofotografije zabiljeZene sa softverom Olympus CellA)
te digitalnu kameru DS-Ri2 (softver NIS-Elements F). Koristeni su objektivi povecanja 10x,
40x 1 100x. Mikrofotografije su obradene i preklopljene uz pomo¢ Adobe Photoshop softvera
(Adobe, San Jose, CA, USA) te analizirane pomoc¢u ImagelJ softvera (National Institutes of

Health, Bethesda, MD, USA).

4.2.3.1 Protutijela

Primarna protutijela:

Kuniéje anti-Cx37/GJA4 protutijelo (1:500 razrjedenje, ab181701, Abcam, Cambridge, UK)
Kuni¢je anti-Cx40/GJAS protutijelo (1:100 razrjedenje, ab213688, Abcam, Cambridge, UK)
Kozje anti-Cx43/GJA1 protutijelo (1:200 razrjedenje, ab87645, Abcam, Cambridge, UK)
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Kuni¢je anti-Cx45/GJA7 protutijelo (1:100 razrjedenje, ab135474, Abcam, Cambridge, UK)
Misje anti-Renin [7D3-E3] protutijelo (1:100 razrjedenje, ab134783, Abcam, Cambridge, UK)
Procis¢eno misje anti-Stakorsko CD31 protutijelo (1:100 razrjedenje, Clone TLD-3A12, BD
Pharmingen™, CA, USA)

Misje Smooth Muscle Actin protutijelo (1:200 razrjedenje, M0851, Dako, Denmark)

Kozje Nephrin Ab (G-20) protutijelo (1:200 razrjedenje, sc-32530, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA)

Kuni¢je anti-Synaptopodin protutijelo (1:300, ab117702, Abcam, Cambridge, UK)

Kozje anti-Kallikrein 6 protutijelo (1:100, ab191281, Abcam, Cambridge, UK)

Sekundarna protutijela:

Magarece anti-kozje IgG, Alexa Fluor® 488 protutijelo (1:400 razrjedenje, ab150129, Abcam,
Cambridge, UK)

Magarece anti-kunié¢je IgG, Alexa Fluor® 488 protutijelo (1:400 razrjedenje, 711-545-152,
Jackson Immuno Research, Laboratories, Inc., Baltimore, PA, USA)

Magarece anti-misje IgG, Alexa Fluor® 488 protutijelo (1:400 razrjedenje, ab150105, Abcam,
Cambridge, UK)

Magarece anti-kozje IgG, Rhodamine Red™-X (RRX) protutijelo (1:400 razrjedenje, 705-295-
003, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., Baltimore, PA, USA)

Magarece anti-kunic¢je IgG, Rhodamine (TRITC) protutijelo (1:400 razrjedenje, 711-025-152,
Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., Baltimore, PA, USA)

Magarece anti-misje IgG, Alexa Fluor® 488 protutijelo (1:400 razrjedenje, ab150105
Abcam, Cambridge, UK)

Lektini:

Fluorescein Dolichos Biflorus Agglutinin (DBA) (1:300 razrjedenje, FL-1031, Vector
Laboratories Ltd., Peterborough, UK)

Fluorescein Lotus Tetragonolobus Lectin (LTL) (1:300 razrjedenje, FL-1321, Vector
Laboratories Ltd., Peterborough, UK)
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4.2.4 Elektronska mikroskopija

Tkivo je fiksirano s 4% PFA u 0.1M PBS preko no¢i. Uzorci su poslije fiksirani otopinom 1%-
osmijevog tetroksida te nakon toga kratkotrajno isprani u destiliranoj vodi. Dehidracija je
trajala dva sata u seriji otopina rastu¢ih koncentracija acetona (30-100%). Potom su uzorci
uklopljeni u DURCUPAN smolu. Polutanki rezovi su rezani na 1 um 1 bojani 1%-tnim
toluidinskim modrilom te pregledani i fotografirani svjetlosnim mikroskopom. Ultratanki
rezovi su rezani na debljinu 0,05 pm na ultramikrotomu, dvostruko kontrastirani otopinom
uranil acetata i olovnog citrata te analizirani i fotografirani transmisijskim elektronskim

mikroskopom (JEM JEOL 1400, Japan).

4.2.5 Analiza podataka

Mikrofotografije su prvo obradivane u programu ImageJ (Rasband,W.S., Imagel, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/). Kako bi se

izolirala Cisto¢a signala odredenog kanala koristena je naredba ,,split channels®. Potom se,
ovisno o boji pojedinacne mikrofotografije, oduzimao zeleni ili crveni kanal postupkom
»image calculator. 1z dobivene fotografije zatrazen je histogram intenziteta fluorescencije,
takoder u ImageJ-u, $to je rezultiralo tablicom u kojoj je brojevima od 0 do 256 (0 odgovara
crnoj boji, a 256 bijeloj) pripisivan odredeni broj piksela sa slike. Prag kojim je iskljucena
pozadina slike su odredila tri iskusna histologa pojedina¢no za svaku sliku.

U programu Adobe Photoshop (Adobe Inc., San Jose, California, USA) su preklapane
mikrofotografije istih podrucja kore bubrega, a razli¢itih kanala (crveni, zeleni i plavi). Na
preklopljenim mikrofotografijama promatrana su mjesta gdje je bio izraZen i crveni i zeleni
signal. Plavi signal koji oznacava DAPI bojanje jezgara je sluZio za orijentaciju i odredivanje
strukture bubrega u kojoj se nalazi signal. Adobe Photoshop je takoder koriSten za izradu

panela za usporedbu razlicitih stadija razvoja bubrega te razlicitih proteina.
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4.2.6 Semikvantitativna analiza

Tri autonomna istrazivaca su odabranim protutijelima pripisivali sljede¢e kategorije jakosti
intenziteta: odsutnost reaktivnosti (-); blaga reaktivnost (+); umjerena reaktivnost (++) 1 jaka

reaktivnost (+++).

4.2.7 Statisticki postupci

Histogrami intenziteta fluorescencije za crveni i zeleni fluorescencijski kanal su dobiveni
programom ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). Ekspresija razli€itih proteina je kvantificirana
kao povrsina ispod krivulje (area under the curve — AUC) histograma intenziteta fluorescencije.
Povrsina ispod krivulje je izracunata u programu GraphPad Prism 8.0 i 8.3 (Graph Pad, La

Jolla, CA, USA).

Statisticka analiza te 95%-tni interval pouzdanosti za usporedbu prostorno-vremenskog
izrazaja Cx 37, 40, 43 145 proveden je ANOVA testom s post hoc analizom Tukey test, razina
znacajnosti P=0.05. Ekspresija koneksina tijekom razvoja je analizirana vrScima (peak)

koristeci t-test.

Za analizu dinamike ekspresije 1 trendova razli€itih proteina u razvoju u jukstaglomerularnom
podrucju koristili smo linearne 1 nelinearne modele regresije, takoder u GraphPad programu
(GraphPad Prism 8.3). Za usporedbe meana (prosjek) fluorescencije izmedu dvije grupe je
koriSten t-test, razina znacajnosti P=0.05. Rezultati su izraZeni kao prosjek+standardna

devijacija (SD).
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5. REZULTATI
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Tijekom ranog razvoja ¢ovjeka, dolazi do bitnog procesa koji se zove mezenhimsko-epitelna
transformacija (MET). Mokracovodni pupoljak ima vaznu funkciju u poticanju metanefricke
kape na stvaranje bubreznog mjehuri¢a s lumenom u sredini. Tijekom daljnjeg razvoja dolazi
do stvaranja S-oblika nefrona te potom nezrelog glomerula i ostalih dijelova nefrona. Prvi
znakovi razvoja glomerula se javljaju u osmom razvojnom tjednu kada dolazi do komunikacije
S-oblika 1 budu¢ih krvnih zila glomerula. Izrazaj razli¢itih koneksina, uklju¢ujuci Cx37, Cx40,
Cx43 i Cx45 je prisutan u 8.-10. razvojnom tjednu u dijelovima nefrona i krvnim zilama, kao
i u jukstaglomerularnom podrucju. Izrazaj istrazivanih proteina se mijenja tijekom razvoja te u
postnatalnom zdravom i patolo§ki promijenjenom tkivu. Dvostruka imunofluorescencija, polu-
tanki rezovi, elektronska mikroskopija i statisticka analiza su koriSteni u svrhu istrazivanja
izrazaja i dinamike izraZaja proteina Cx37, Cx40, Cx43, Cx45, renina, sinaptopodina, nefrina,

CD31, o-SMA 1 kalikreina.

5.1 Dvostruka imunofluorescencijska metoda za usporedbu izrazaja razli¢itih
koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) u prenatalnom i postnatalnom tkivu ljudskog

bubrega te u bubrezima zahva¢enim CNF-om

5.1.1 Ko-ekspresija Cx43 i Cx45 u razvojnom i postnatalnom tkivu bubrega

U najranijim stadijima razvoja bubrega uocena je ko-ekspresija Cx45/Cx43 u metanefrickoj
kapi i1 sabirnim kanali¢ima (Slika 6a-d). U nerazvijenom glomerulu Cx43 se nalazi u
endotelnim stanicama krvnih zila, a Cx45 u perifernom dijelu krvnih Zila (glatke miSi¢ne
stanice) pa ne dolazi do njihovog preklapanja. Cx45 pokazuje jaki izrazaj u nekim stanicama u

glomerulu (najvjerojatnije mezangijskim stanicama) (Slika 6e-h) (4).

U kasnijem razvoju, Cx45 je izrazen u svim strukturama u bubregu, a slaba ekspresija Cx43 je
opazena u glomerulima, proksimalnim 1 distalnim kanali¢ima. Cx43 je takoder uocen u
dovodnoj 1 odvodnoj arterioli te parijetalnim epitelnim stanicama. Cx43 1 Cx45 1 u kasnijim

stadijima razvoja su izrazeni u razli¢itim stanicama iste strukture (Tablica 1, Slika 6i-1) (4).

U postnatalnim bubrezima su Cx43 i Cx45 takoder izrazeni u istim strukturama, a razli¢itim
stanicama, kao Sto su npr. podociti, vaskularni zid 1 parijetalne epitelne stanice. Izrazaj Cx43

je umjeren, a Cx45 jak (Slika 6m-p, umetak Slika 6p, Tablica 1) (4).
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Cx43|b merge

Slika 6. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje Cx43 i Cx45 u razvojnim i postnatalnim
ljudskim bubrezima. Bubrezi ljudskog embrija u 8. tjednu razvoja (a-d); bubrezi ljudskog
embrija u 10. tjednu razvoja (e-h); bubrezi ljudskog fetusa u 38. tjednu razvoja (i-l);
postnatalno tkivo bubrega (1,5 godina) (m-p). Legenda: ekspresija Cx43 i Cx45 (strelice),
metanefricka kapa (mc), sabirni kanali¢i (ct), krvne Zile (bv), glomeruli (g), parijetalne epitelne
stanice (ep), proksimalni zavijeni kanali¢i (pt), distalni zavijeni kanali¢i (dt). DAPI bojanje
jezgara (¢, g, k, 0). Preklopljenje mikrofotografije (merge) pokazuju ko-ekspresiju Cx45/Cx43
(vrhovi strelica) u istim strukturama, ali razli¢itim stanicama. Umetak u (h) pokazuje ko-
lokalizaciju Cx43 i Cx45 u mezangijskim stanicama, a umetak u (p) u podocitima. Povec¢anje:

(a-p) x100.
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o=
DIO Cx3 | Sy | CD3 | SM
Tjedni/godine | NEFRONA Cx43 | Cx45 Cx40 7 n |1 A
metanefricka ++/
kapa + +++ ++ +++ | - ++ ++
8-10 tjedana .
nezreli glomerul | + +++ ++/+++ | + - ++ ++
sabirni kanali¢i | + ++/+++ | +++ +++ | - - -
glomerul + ++ ++ ++ |+ | |
proksimalni
21-22 gjedna | zavijeni kanali¢ | + +++ +++ + + |- -
distalni zavijeni
kanali¢ + ++ ++ ++ |+ |- -
++
glomerul + ++ ++ ++ |+ | |+
38 tjedana p rolisirpalni .,
zavijeni kanali¢ | + +++ ++ + + |- -
distalni zavijeni
kanali¢ ++ ++ ++ ++ |+ |- -
++
glomerul +++ |+ + ++ |+ |+ |
1,5 godina prol.i‘sirr'lalni -
zavijeni kanali¢ | ++ +++ ++ + + |- -
distalni zavijeni
kanali¢ ++ ++ +++ ++ |+ |- -
glomerul ++ +++ ++ +++ |+ | HHH+ |+
CNF - cca 1.5 prol.i‘sirr'lalni -
. zavijeni kanali¢ | ++ +++ ++ +- |+ - -
godina e
distalni zavijeni
kanalié¢ +++ ++ +++ +++ | +/- | - -

Tablica 1. Ekspresija razli¢itih koneksina, CD31 i a-SMA u bubrezima tijekom prenatalnog

razvoja, postnatalnim bubrezima i bubrezima sa CNF-om.

5.1.2 Ko-ekspresija razlicitih koneksina s CD31 i a-SMA u razvojnim i postnatalnim

bubrezima

U 8.-10. razvojnom tjednu, u ljudskom bubregu se nalaze svi dijelovi nefrona, s tim da su prvi

(nezreli) glomeruli lokalizirani najblize buducoj srzi bubrega. U stanicama metanefricke kape
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je jaki izrazaj Cx45, umjereni Cx40 i Cx37, dok Cx43 pokazuje slabi izrazaj. Sto se tie
nezrelog glomerula i sabirnih kanali¢a, Cx43 je izraZen slabo, Cx40 umjereno do jako u obliku
gustih zrnaca, dok Cx45 pokazuje jaku ekspresiju. Cx37 pokazuje umjereni izrazaj u stanicama
metanefricke kape 1 nezrelim glomerulima, dok je jako izrazen u sabirnim kanali¢ima u obliku

krupnih zrnaca (Tablica 1, Slika 7a,e,i) (4).

Dvostruko bojanje CD31 sa Cx40 i Cx37 (Slika 7a-d, e-h) te dvostruko bojanje a-SMA sa
Cx43 (Slika 7i-1) pokazuje njihovu ko-lokalizaciju u zidu glomerularnih krvnih zila (4).

Izmedu 10. i 38. razvojnog tjedna glomeruli postepeno sazrijevaju, a proksimalni i distalni
kanali¢i dobivaju svoj karakteristi¢an izgled te ih mozemo sa sigurnoséu razlikovati. Tijekom
tog razdoblja, Cx45 je umjereno izraZzen u glomerulima 1 distalnim kanali¢ima, a u
proksimalnim kanali¢ima pokazuje jaku ekspresiju (Slika 7m,q). Cx40 je izraZen umjereno do
jako u sve tri strukture, a Cx43 pokazuje blagi porast izrazaja prema umjerenom. Ekspresija
Cx37 je umjerena u cijelom bubregu osim u proksimalnim kanali¢ima, gdje Cx37 pokazuje

slabi izrazaj (Tablica 1) (4).

Izmedu 22. i 38. razvojnog tjedna, u zidu krvnih zila je uocena umjerena do jaka ekspresija
Cx45 koji pokazuje ko-ekspresiju s jakim izrazajem CD31 1 a-SMA (Tablica 1, Slika 7m-p,q-
t) (4).

U postnatalnim zdravim bubrezima, izrazaj Cx43 se povecava od slabog do umjerenog u svim
strukturama u bubregu, a izrazaj Cx45 se pojacava samo u glomerulima. Ekspresija Cx40 je
blaga u glomerulima i umjerena u proksimalnim kanali¢ima, a jaka u distalnim kanali¢ima.
Ekspresija Cx37 ne pokazuje promjene u izrazaju u postnatalnim zdravim bubrezima (Tablica
1, Slika 7u). Dvostruko bojanje Cx40 i a-SMA pokazuje ko-lokalizaciju u glomerularnim i

ekstraglomerularnim krvnim Zilama (Slika 7u-x) (4).

36



mean fluorescence

1500000 -

1000000

500000

Cx37
Cx40
—— Cx43
— Cxd5

] T 1
810w 2122w 38w
developmental age

1.5y

37



Slika 7. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje razli¢itih koneksina (Cx43, Cx45, Cx40 i
Cx37) sa a-SMA i1 CD31 u prenatalnim i postnatalnim ljudskim bubrezima. Bubrezi ljudskog
embrija u 8. tjednu razvoja (a—d,e—h); bubrezi ljudskog embrija u 10. tjednu razvoja (i-1);
bubrezi ljudskog fetusa u 22. tjednu razvoja (m—p); bubrezi ljudskog fetusa u 38. tjednu razvoja
(q-t); bubrezi djeteta od 1,5 godine (u—x). Legenda: ekspresija Cx37 i Cx40 (strelice), CD31 i
o —SMA (strelice), metanefricka kapa (mc), nezreli glomeruli (g), krvne zile (bv), intersticij
(i), proksimalni zavijeni kanali¢i (pt) i distalni zavijeni kanali¢i (dt). DAPI bojanje jezgara (c,
g, k, o, s, w). Preklopljene mikrofotografije (merge) razli¢itih koneksina s CD31 i a-SMA
pokazuju ko-ekspresiju (vrhovi strelica) u zidu krvnih Zila (d, h, 1, p, t, x). Povecanje: dvostruka
imunofluorescencija Cx37 1 CD31 s DAPI bojanjem (a-d) i Cx40 1 CD31 (e-h) x20; DAPI i
Cx45/CD31 (q-t) x100; dvostruka imunofluorescencija DAPI sa Cx43/ a-SMA (i-1) 1 Cx45/ a-
SMA (m-p) x100; DAPI sa Cx40/ a-SMA x20 (u-l). Histogrami intenziteta fluorescencije
razlicitih koneksina tijekom razvoja i u postnatalnom periodu (y). Legenda: razvojna dob

(developmental age), tjedan (w), godina (y), prosjek fluorescencije (mean fluorescence).

5.1.3 Ko-ekspresija razli¢itih koneksina s CD31 i a-SMA u CNF-u

U bubrezima zahvacenim nefrotskim sindromom Finskog tipa, glomeruli pokazuju razlicite
stupnjeve patoloSkih promjena, a proksimalni kanali¢i izgledaju proSireno jer sadrZe male ciste.
U CNF-u dolazi do promjena u izraZaju i raspodjeli razli¢itih koneksina u usporedbi sa zdravim
postnatalnim tkivom: ekspresija Cx40 i Cx37 se pojaCava u distalnim kanali¢ima, a Cx45 i
Cx43 pokazuju smanjenje ekspresije u glomerulima (Tablica 1). Cx43 i Cx45 pokazuju ko-
ekspresiju u razli¢itim stanicama iste bubreZne strukture (Tablica 1, Slika 8a-d). Cx37 pokazuje
nepravilan izraZaj u obliku grubih zrnaca u glomerulu te dijelovima proksimalnih i distalnih
kanalica. U zahvacenim glomerulima Cx40 pokazuje smanjenje ekspresije, u distalnim
kanali¢ima izrazaj Cx40 se povecava, a u intersticiju je taj izrazaj umjerenog tipa. Dvostruka
imunofluorescencija Cx40 1 a-SMA pokazuje njihovu ko-lokalizaciju u miofibroblastima u

intersticiju (Slika 8i-1). Cx37 i CD31 ko-lokaliziraju u zidu krvnih Zila (Slika 8e-h) (4).
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Slika 8. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje razli¢itih koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 1
Cx45) sa a-SMA 1 CD31 u bubrezima zahvac¢enim CNF-om. Postnatalni bubrezi zahvaceni
CNF-om (a-l). Legenda: izrazaj Cx43, Cx40 i Cx37 (strelice), CD31 i a-SMA

(strelice), glomeruli (g), proksimalni kanali¢i (pt), distalni kanali¢i (dt), ciste proksimalnih
kanali¢a (c), krvne zile (bv) 1 intersticij (i). DAPI bojanje jezgara (c,g,k). Preklopljene
mikrofotografije (merge) razlicitih koneksina s CD31 1 a-SMA pokazuju ko-ekspresiju (vrhovi
strelica) u zidu krvnih zila i intersticijskim miofibroblastima (mf) (d,h,l). Povecéanje: dvostruko
imunofluorescencijsko bojanje DAPI-jem sa Cx43/Cx45 (a-d) x100; DAPI i Cx37/CD31 (e-
h) x20; DAPI i Cx40/ a-SMA x100 (i-1) x100. Histogrami intenziteta fluorescencije koji
pokazuju usporedbu zdravih postnatalnih bubrega i postnatalnih bubrega zahva¢enih CNF-om

(m). Legenda: godina (y), prosjek fluorescencije (mean fluorescence).
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5.1.4 Ko-ekspresija nefrina i sinaptopodina s razli¢itim koneksinima u razvojnim

bubrezima i bubrezima zahvac¢enim CNF-om

Sinaptopodin ne pokazuje izrazaj u bubreznim strukturama prije 10. tjedna (Tablica 1). U 22.
tjednu Cx43 je blago izrazen u glomerulima, proksimalnim 1 distalnim kanali¢ima. U istom
razvojnom tjednu, sinaptopodin je umjereno izraZzen u glomerulima te blago u proksimalnim i
distalnim kanali¢ima (Tablica 1). Ko-ekspresija Cx43 1 sinaptopodina je djelomi¢na u
stanicama glomerula i najvjerojatnije se odnosi na podocite, kao i ko-ekspresija Cx45 s
nefrinom (Slika 9e-h) (4).

Bubrezi zahva¢eni CNF-om pokazuju smanjenje izraZaja sinaptopodina u glomerulima, dok je
njihov izrazaj u proksimalnim i distalnim kanali¢ima vrlo slab (Tablica 1, Slika 9i-h). Nije
uocena ko-ekspresija Cx43 i sinaptopodina u podocitima (Slika 9i-1). Nefrin pokazuje blagi

izraZaj u glomerulima CNF bubrega (Slika 9m-p) (4).

Cx45|f nephrin|9 4 o

Cx45|n nephrin(O

Slika 9. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje sinaptopodina i nefrina s razli¢itim

koneksinima (Cx43 1 Cx45). Razvojni ljudski bubrezi u 22. tjednu (a-d,e-h); postnatalni
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bubrezi zahva¢eni CNF-om (i-lm-p). Legenda: ekspresija Cx43 i Cx45 (strelice),
sinaptopodina i nefrina (strelice), glomeruli (g), proksimalni (pt) i distalni zavijeni kanali¢i (dt),
jukstaglomerularno podru¢je (jga). DAPI bojanje jezgara (c,g,k,0). Preklopljene
mikrofotografije (merge) Cx43 ili Cx45 sa sinaptopodinom pokazuju njihovu ko-ekspresiju
(vrhovi strelica) u glomerulima (podocitima) zdravih bubrega (d,h) i odsutnost njihove ko-

ekspresije u bubrezima zahva¢enim CNF-om (I,p). Povecanje: (a-p) x100.

5.1.5 Ko-ekspresija razlicitih koneksina s markerima za proksimalne (DBA) i distalne
zavijene kanali¢e (LTL) u prenatalnim i postnatalnim bubrezima te bubrezima

zahvaéenim CNF-om

U ranom razvoju, tijekom 8.-10. tjedna, mali broj tubula je pokazao reaktivnost na LTL dok
nije bilo izrazenog signala za DBA. Dvostruko bojanje Cx37 i LTL je pokazalo odsustvo
njihove ko-ekspresije u distalnim kanali¢ima, ali je uocena ekspresija Cx37 u sabirnim
kanali¢ima (Tablica 1, Slika 10a-d) (4).

Imunofluorescencijskim bojanjem postnatalnog tkiva bubrega dobiveni su druk¢iji rezultati,
DBA je pokazao jaku reaktivnost u proksimalnim kanali¢ima, a LTL u distalnim. Uocena je
ko-ekspresija Cx40 i DBA u proksimalnim kanali¢ima (Slika 10e-h) te ko-ekspresija Cx43 i
LTL u distalnim kanali¢ima (Slika 10i-1) (4).

U bubrezima zahva¢enim CNF-om, proSireni proksimalni kanali¢i su jako oznaceni markerom
DBA. Dvostrukom fluorescencijom Cx37 i DBA pokazana je ko-ekspresija u proksimalnim
kanali¢ima (4).

Specifi¢nim markerima za proksimalne 1 distalne kanali¢e dokazali smo da su nasi morfoloski
kriteriji za razlikovanje kanali¢a u kori bubrega u korelaciji sa kanali¢ima oznafenim

specificnim markerom (4).
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Slika 10. Ko-ekspresija razli¢itih koneksina (Cx37, Cx40 i Cx43) s markerima za proksimalne
(DBA) i distalne zavijene kanali¢e (LTL) u razvojnim i postnatalnim bubrezima te bubrezima
zahva¢enim CNF-om. Bubrezi ljudskog embrija u 10. razvojnom tjednu (a-d); ljudski
postnatalni bubrezi od 1,5 godine (e-h, i-l); postnatalni bubrezi zahva¢eni CNF-om (m-p).
Legenda: ekspresija Cx37, Cx40 i Cx45 (strelice), ekspresija markera za proksimalne (DBA) i
distalne kanali¢e (LTL) (strelice), proksimalni zavijeni kanali¢i (pt), distalni zavijeni kanaliéi
(dt), sabirni kanali¢i (ct), intersticij (i), glomeruli (g), krvne Zile (bv). Ko-ekspresija Cx37 i
LTL-a nedostaje u 10. razvojnom tjednu (a-d), a ko-ekspresija Cx40 i DBA (vrhovi strelica)
(e-h) 1 Cx43/LTL (vrhovi strelica) (i-1) je prisutna u postnatalnom tkivu bubrega. Ko-ekspresija
Cx37 s DBA (vrhovi strelica) u bubregu zahvacenom CNF-om (m-p). Preklopljenje
mikrofotografije (merge) (d-p). Povecanje: (a-p) x40.
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5.2 Elektronska mikroskopija koneksina u razvojnim bubrezima i CNF-u

Brojni tijesni spojevi koji povezuju epitelne tubularne stanice su prisutni u 6. razvojnom tjednu
(Slika 11a). Tijekom daljnjeg razvoja, tijesni spojevi se nalaze u raznim dijelovima bubrega,
kao Sto su stanice glomerula (Slika 11b). U bubrezima zahva¢enim CNF-om, osim
karakteristiénog poravnanja nozica podocita, uoc¢eno je da su koneksini prisutni u cijelom

tkivu, no najvise medu tubularnim stanicama (Slika 11c) (4).

Slika 11. Transmisijska elektronska mikroskopija koneksina u razvojnom tkivu bubrega te u
CNF bubrezima. Koneksini (a) (strelice) izmedu tubularnih stanica u 6. razvojnom tjednu;
koneksini (b) (strelica) izrazeni u stanicama bubreznih glomerula u 21. razvojnom tjednu;

koneksini (¢) (strelice) izmedu tubularnih stanica CNF bubrega.

5.3 Kvantifikacija i semi-kvantifikacija izraZaja koneksina tijekom razvoja ljudskog

bubrega i u postnatalnom razdoblju

Semikvantifikacija ekspresije koneksina u razli¢itim dijelovima nefrona je pokazana u Tablici
1.

Analiza prosjeka signala fluorescencije razliCitih koneksina je rezultirala saznanjem o
znacajnoj razlici maksimalnog signala (vrska) izmedu koneksina. Naime, Cx37, Cx43 i Cx40
su pokazali slicno uzorkovanje intenziteta fluorescencijskog signala, najjaci izrazaj je bio u 21.
razvojnom tjednu, s tim da je Cx40 u tom tjednu bio najjace izrazen (P=0.0003, P=0.02,
P<0.0001, redom). Najjacu ekspresiju fluorescencijskog signala je pokazao Cx45 s vr§kom u

38. tjednu (P=0.03). U postnatalnom periodu intenzitet fluorescencije je opadao, osim za Cx40
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¢ij1 je intenzitet fluorescencije ostao visok (Slika 7y). U CNF bubregu svi koneksini su pokazali

jaci izrazaj u usporedbi sa zdravim postnatalnim bubrezima (Slika 8m) (4).

5.4 Dvostruka imunofluorescencijska metoda za usporedbu izrazaja razlicitih
koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) i renina u JGA prenatalnog i postnatalnog

tkiva ljudskog bubrega te u bubrezima zahva¢enim CNF-om

5.4.1 Izrazaj Cx40 u prenatalnom i postnatalnom ljudskom tkivu bubrega

Tijekom razvoja, Cx40 pokazuje najvecu ekspresiju ispitivanih koneksina u JGA. U
postnatalnom periodu ekspresija Cx40 opada, a ostalih koneksina (Cx37, Cx43 i Cx45) raste
(Slika 12) (131).

Tijekom ranog razvoja bubrega je pokazana umjerena (dovodna arteriola) do jaka (distalni
kanali¢) ekspresija Cx40 u JGA. Tijekom daljnjeg prenatalnog razvoja, kao i u zdravom
postnatalnom tkivu dolazi do smanjene ekspresije Cx40 u JGA (Tablica 2, Slika 12, Slika 13).
Linearni model, R?>=97.82% P=0.01 (Slika 12) (131).
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Slika 12. Dijagram rasprSenja i rucice gresSke (eng. error bars) (95% CI) pokazuju razlike u
ekspresiji Cx37, Cx40, Cx43 1 Cx45 tijekom ljudskog razvoja bubrega. Legenda: godina (y),

tjedan (w), razvojna dob (developmental age), prosjek fluorescencije (mean fluorescence).
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Slika 13. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje Cx40 i renina u JGA prenatalnog i
postnatalnog ljudskog tkiva bubrega. Bubrezi ljudskog embrija u 8. razvojnom tjednu (a-d);
bubrezi ljudskog fetusa u 21.-22. razvojnom tjednu (e-h); bubrezi ljudskog fetusa u 38.
razvojnom tjednu (i-1); zdravo postnatalno ljudsko tkivo bubrega (m-p). Legenda: glomeruli
(g), dovodna arteriola (aa), macula densa (md), jukstaglomerularni aparat (jga), proksimalni
zavijeni kanali¢ (pt), distalni zavijeni kanali¢ (dt), razvojni tjedan (w), godina (y). Ekspresija
koneksina ili renina (strelice), DAPI bojanje jezgara (c,g,k,0). Preklopljene mikrofotografije
(merge) Cx40 i renina pokazuju njihovu ko-ekspresiju (vrhovi strelica) u JGA (d,h,Lp).
Povecanje: (e-h,m-p) x40; (a-d,i-1) x100.
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Tjedni/godine Cx40 Cx43 Cx45 Cx37
8-10 tjedana A+ | | H |+
21-22 tjedna A+t | HHE | |

38 tjedana ++ A+ | A | A
1.5 godina HAt | A | ++
CNEF - cca 1,5 godina | | +++ A+ | A

Tablica 2. Ekspresija razli¢itih koneksina u JGA prenatalnih i postnatalnih zdravih bubrega te

u bubregu zahva¢enom CNF-om.

5.4.2 lIzrazaj Cx43 u prenatalnom i postnatalnom ljudskom tkivu bubrega

Tijekom ranog razvoja bubrega izrazaj Cx43 u JGA je blag (dovodna arteriola) do umjeren

(distalni kanali¢). U kasnijem prenatalnom razvoju, izrazaj Cx43 se ne mijenja u JGA do 38.

tjedna kada izrazaj Cx43 postaje umjeren u dovodnoj arterioli i jak u maculi densi, §to se

nastavlja i u postnatalnim bubrezima (Tablica 2, Slika 12, Slika 14). Nije uocen konstantan

trend za izrazaj Cx43 linearnim modeliranjem (R?=89.09% P=0.0561, Slika 12) (131).
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Slika 14. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje Cx43 i renina u JGA prenatalnog i
postnatalnog ljudskog tkiva bubrega. Bubrezi ljudskog embrija u 8. razvojnom tjednu (a-d);
bubrezi ljudskog fetusa u 21.-22. razvojnom tjednu (e-h); bubrezi ljudskog fetusa u 38.
razvojnom tjednu (i-1); zdravo postnatalno ljudsko tkivo bubrega (m-p). Legenda: glomeruli
(g), dovodna arteriola (aa), macula densa (md), jukstaglomerularni aparat (jga), proksimalni
zavijeni kanali¢ (pt), distalni zavijeni kanali¢ (dt), razvojni tjedan (w), godina (y). Ekspresija
koneksina ili renina (strelice), DAPI bojanje jezgara (c,g,k,0). Preklopljene mikrofotografije
(merge) Cx43 i renina pokazuju njihovu ko-ekspresiju (vrhovi strelica) u JGA (d,h,l,p).
Povecanje: (i-1) x40; (a-h,m-p) x100.

5.4.3 lzrazaj Cx45 u prenatalnom i postnatalnom ljudskom tkivu bubrega

U 8.-10. yjednu embrionalnog razvoja, kao 1 u fetalnom periodu, Cx45 pokazuje blagi (dovodna

arteriola) do umjereni (distalni kanali¢) izrazaj u JGA, a u postnatalnom tkivu je ta ekspresija

umjerena te pokazuje samo blagi porast (Tablica 2, Slika 12, Slika 15). To se ocituje i
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statistickom analizom, gdje je uoden poveéavajuéi linearni trend (R?=93.56% P=0.0328, Slika

12) (131).

Slika 15. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje Cx45 i renina u JGA prenatalnog i
postnatalnog ljudskog tkiva bubrega. Bubrezi ljudskog embrija u 8. razvojnom tjednu (a-d);
bubrezi ljudskog fetusa u 21.-22. razvojnom tjednu (e-h); bubrezi ljudskog fetusa u 38.
razvojnom tjednu (i-1); zdravo postnatalno ljudsko tkivo bubrega (m-p). Legenda: glomeruli
(g), dovodna arteriola (aa), macula densa (md), jukstaglomerularni aparat (jga), proksimalni
zavijeni kanali¢ (pt), distalni zavijeni kanali¢ (dt), razvojni tjedan (w), godina (y). Ekspresija
koneksina ili renina (strelice), DAPI bojanje jezgara (¢,g,k,0). Preklopljene mikrofotografije
(merge) Cx45 1 renina pokazuju njihovu ko-ekspresiju (vrhovi strelica) u JGA (d,h,L,p).
Povecanje: (a-1) x40; (m-p) x100.
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5.4.4 lIzrazaj Cx37 u prenatalnom i postnatalnom ljudskom tkivu bubrega

U 8. razvojnom tjednu Cx37 nije eksprimiran u JGA, no od 10. tjedna Cx37 je izraZzen blago
do umjereno u JGA i to prvenstveno u distalnim kanali¢ima (macula densa) i dovodnoj
arterioli. U postnatalnom tkivu izraZzaj Cx37 postaje umjeren u JGA (Tablica 2, Slika 12, Slika
16). Statistickom analizom linearnog trenda nije pokazana statisticka znac¢ajnost (R>=56.95%

P=0.2454, Slika 12) (131).

Slika 16. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje Cx37 i renina u JGA prenatalnog i
postnatalnog ljudskog tkiva bubrega. Bubrezi ljudskog embrija u 8. razvojnom tjednu (a-d);
bubrezi ljudskog fetusa u 21.-22. razvojnom tjednu (e-h); bubrezi ljudskog fetusa u 38.
razvojnom tjednu (i-1); zdravo postnatalno ljudsko tkivo bubrega (m-p). Legenda: glomeruli
(g), dovodna arteriola (aa), macula densa (md), jukstaglomerularni aparat (jga), proksimalni
zavijeni kanali¢ (pt), distalni zavijeni kanali¢ (dt), razvojni tjedan (w), godina (y). Ekspresija
koneksina ili renina (strelice), DAPI bojanje jezgara (¢,g,k,0). Preklopljene mikrofotografije
(merge) Cx37 i renina pokazuju njihovu ko-ekspresiju (vrhovi strelica) u JGA (d,h,l,p).
Povecanje: (a-h) x40, (i-p) x100.
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5.4.5 Ko-ekspresija renina i koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) u JGA

Ko-ekspresija Cx40 i Cx43 s reninom u JGA je izrazito jaka, a ko-ekspresija Cx45 i Cx37 je
takoder izraZena, ali u manjoj mjeri (Slika 13, Slika 14, Slika 15, Slika 16) (131).

5.4.6 Izrazaj renina u JGA prenatalnog i postnatalnog ljudskog tkiva bubrega

Stanice pozitivne na renin su detektirane ve¢ u ranom razvoju ljudskog bubrega (8.-10. razvojni
tjedan). Tijekom razvoja, osobito gusta zrnca renina se nalaze u maculi densi i dijelu distalnog
kanali¢a blizu JGA. Zrnca renina se nalaze i u dovodnoj arterioli, a njihova niska koncentracija
vidi se u razvojnim glomerulima i sporadi¢no u intersticiju (mezenhimalne stanice). U
postnatalnom periodu se ogranicava izrazaj renina u maculi densi, dijelovima distalnih kanali¢a
i zidu dovodne arteriole (Slika 13, Slika 14, Slika 15, Slika 16 i slika 17a), a u drugim
dijelovima nefrona i intersticija renin nije izrazen. Ukupna ekspresija renina u JGA pokazuje

eksponencijalni rast tijekom razvoja (R?=99.64% P=0.0018) (Slika 17a) (131).
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Slika 17. (a) Izrazaj renina u JGA prenatalnog i postnatalnog ljudskog tkiva bubrega pokazan
dijagramom rasprSenja (eng. scatter plot). (b) lzrazaj renina u JGA zdravih i CNF-om
zahvacenih postnatalnih bubrega (prosjek+SD, P=0.0072 za tehnicke replikate). Legenda:
godina (y), tjedan (w), razvojna dob (developmental age), prosjek fluorescencije (mean

fluorescence).
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5.4.7 Izrazaj Cx37, Cx40, Cx43, Cx45irenina u JGA u CNF-bubrezima

Glomeruli bubrega zahva¢enih CNF-om razlikuju se od zdravih. Jedan dio glomerula moze biti
normalne veli¢ine, no ve¢inom su manji od normalnih, dok su neki hipertrofi¢ni sa
proliferacijom mezangijskih stanica i segmentalnom ili globalnom sklerozom.

U CNF bubrezima izrazaj renina se znacajno povecava u hipertroficnim glomerulima u odnosu
na zdrave postnatalne bubrege (Slika 17b) (131).

CNF bubrege karakterizira izrazaj Cx40 u maculi densi i dovodnoj arterioli, ali i u glomerulima
1 parijetalnim epitelnim stanicama (Bowmanova ¢ahura). Ko-ekspresija Cx40 i renina se javlja

primarno u JG stanicama dovodne arteriole (Slika 18Aa-d) (131).
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Slika 18. (A) Izrazaj razli¢itih koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) i renina u JGA podrucju
CNF-bubrega. Legenda: glomeruli (g), dovodna arteriola (aa), distalni kanali¢i (dt),
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jukstaglomerularni aparat (jga). DAPI bojanje jezgara (c,g,k,0), ko-ekspresija koneksina i
renina (vrhovi strelica). Dok je izrazaj Cx40 smanjen u JGA CNF bubrega (a-d), izrazaj Cx43
(e-h), Cx45 (i-]) i Cx37 (m-p) je povecan. Povecanje: (a-p) x100. (B) Dijagram stupca
(prosjek£SD za tehnicke replikate) pokazuje razliku ekspresije Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 u

zdravim i CNF-om zahvacéenim postnatalnim bubrezima.

Cx43 pokazuje jaki izrazaj u dovodnoj arterioli i maculi densi u hipertrofi¢nim glomerulima u
CNF-u. Uocena je ko-ekspresija Cx43 i renina u JGA, ali i u glomerulima i stanicama
ekstraglomerularnog mezangija (Slika 18Ae-h) (131).

Jaka ekspresija Cx45 je uocena u maculi densi 1 dovodnoj arterioli CNF bubrega, §to se
razlikuje od rezultata u zdravim postnatalnim bubrezima. Takoder, povecana ekspresija Cx45
je opazena i u nekim glomerularnim stanicama (Slika 18Ai-1) (131).

U CNF-u je ekspresija Cx37 takoder povecana u maculi densi, dovodnoj arterioli i nekim
glomerularnim 1 ekstraglomerularnim mezangijskim stanicama (Slika 18Am-p) (131).

Izrazaj Cx40 je snizen, a Cx43, Cx45 i Cx37 je povisen u JGA zahvacenih glomerula u CNF-
u, u usporedbi sa zdravim postnatalnim tkivom (Slika 18B). Pokazana je i povecana
akumulacija zrnaca renina u JGA hipertroficnih glomerula u CNF-u (Slika 18A), dok mali i

skleroti¢ni glomeruli nisu pokazali izraZaj renina u JGA (131).

5.5 Polu-tanki rezovi i elektronska mikroskopija renina u zdravim postnatalnim
bubrezima i CNF-u

JGA zdravih postnatalnih bubrega izgraduju dovodna i odvodna arteriola, dio distalnog
kanalica s maculom densom 1 ekstraglomerularne mezangijske stanice (Slika 19a).
Elektronskim mikroskopom je uocena prisutnost zrnaca renina u dovodnoj arterioli i distalnim
kanali¢ima (Slika 19b), ali i unutar glomerula (Slika 19¢) (131).

JGA bubrega zahva¢enih CNF-om sastoji se od istih struktura, s tim da ima viSe mezangijskih
stanica (Slika 19d). Veca akumulacija renina u CNF bubrezima je uocena u distalnim

kanali¢ima (Slika 19¢) (131).
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Slika 19. Polu-tanki rezovi bojani toluidinskim modrilom (a,d) i elektronska
mikroskopija (b,c,e) JGA zdravih i CNF postnatalnih bubrega. Zdravi postnatalni bubrezi
(a,b,c) pokazuju karakteristicne komponente JGA: distalni zavijeni kanali¢ (dt), proksimalni
zavijeni kanali¢ (pt), dovodna arteriola (aa), odvodna arteriola (ea), ekstraglomerularne
mezangijske stanice (mc), glomeruli (g), parijetalne epitelne stanice (ec). Reninska zrnca
(strelice) u dt i aa te u glomerularnim stanicama (c¢). JGA bubrega zahvacenih CNF-om
pokazuju iste strukture (d,e). Guste nakupine reninskih zrnaca u maculi densi bubrega
zahvac¢enih CNF-om vidi se elektronskom mikroskopijom (e). Mjerilo: 100 (a,d), 10 um (b),
2 um (c¢), 5 um (e).

5.6 Dvostruka imunofluorescencijska metoda za usporedbu izrazaja renina i kalikreina
u prenatalnom i postnatalnom tkivu ljudskog bubrega te u bubrezima zahva¢enim
CNF-om

Tijekom ranog razvoja, ekspresija kalikreina je prisutna u metanefrickoj kapi, nefronima S-

oblika, nezrelim glomerulima i sabirnim cijevima. U kasnijem razvoju, kalikrein je izrazen u

distalnim kanali¢ima 1 sabirnim cijevima, a najjace u sabirnim kanali¢ima, dok je renin izraZzen

u istim strukturama. Ko-ekspresija kalikreina i renina je prisutna u malim podru¢jima distalnih

kanali¢a i sabirnih kanali¢a. U bubrezima zahvac¢enim CNF-om ekspresija kalikreina u

sabirnim kanali¢ima raste (Slika 20).
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Slika 20. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje renina i kalikreina u prenatalnim te u
postnatalnim zdravim i CNF bubrezima. Bubrezi ljudskog embrija u 8.-10.tjednu razvoja (a-
d); bubrezi ljudskog fetusa u 21-22. tjednu razvoja (e-h); bubrezi ljudskog fetusa 38. tjedna
razvoja (i-1); postnatalno tkivo bubrega (1,5 godina) (m-p); tkivo bubrega zahvac¢enog CNF-

om (q-t). Legenda: ekspresija kalikreina i renina (strelice), metanefricka kapa (mc), sabirni
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kanali¢i (ct), glomeruli (g), proksimalni zavijeni kanali¢i (pt), distalni zavijeni kanali¢i (dt).
DAPI bojanje jezgara (c, g, Kk, o, s). Preklopljenje mikrofotografije (merge) pokazuju ko-

ekspresiju renina 1 kalikreina (vrhovi strelica). Povecanje: (a-d, i-1, m-p) x40; (e-h, g-t) x100.
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6. RASPRAVA
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Koneksini su transmembranski proteini koji formiraju tijesne spojeve (nexus) jako vazne za
odrzavanje bubrezne hemodinamike s obzirom na njihovu djelomi¢nu lokalizaciju u zidu
krvnih zila. Medutim, koneksini imaju bitnu ulogu i u razvoju bubrega, oblikovanju i
diferencijaciji tkiva te uspostavljanju funkcije glomerula i proksimalnih i distalnih bubreznih
kanalica (132). To nam ukazuje na vaznost saznanja o prostorno-vremenskoj ekspresiji
koneksina u prenatalnom razvoju, o ¢emu su do sada brojne eksperimentalne studije pokazale
oprecne rezultate. Izrazaj koneksina smo pratili paralelno s izrazajem bjelancevina renina,
sinaptopodina, nefrina, CD31, a-SMA 1 kalikreina, koji su odgovorni za razvoj pojedinih
bubreznih struktura i stanica te se nadopunjuju s koneksinima. Odredene stanice u bubrezima,
kao §to su reninske stanice, imaju mogucénost povratka u svoje prethodne oblike (prekursore)
te diferencijacije u neke druge stani¢ne oblike s kojima su povezane tijesnim spojevima (5,
101, 102). To podrzava ideju o njihovoj mogucoj ulozi u lije¢enju nekih bubreznih bolesti koje
dovode do KBB. Stoga smo istrazili izrazaj ovih bjelan¢evina i u nefrotskom sindrom Finskog

tipa 1 usporedili ga s izrazajem u postnatalnom zdravom bubreZznom tkivu.

6.1 Vaznost pojedinih koneksina u razvoju nefrona zdravih bubrega, funkciji

postnatalnih bubrega te u bubrezima s CNF-om

Izrazaj Cx45 u glomerulima tijekom prenatalnog razvoja je pokazao silazni trend, dok je jaki
izrazaj Cx45 u proksimalnim kanali¢ima bio stalan tijekom razvoja kao i u postnatalnom
razdoblju. Suprotno navedenom, eksperimentalna razvojna studija na miSevima je pokazala da
se izrazaj Cx45 javlja usporedno s pojavom stanica koje proizvode renin, ali da postnatalno
nema dokazanog izrazaja ovog koneksina (75). Ekspresija Cx45 i Cx40 koju smo pokazali u
glomerularnim mezangijskim stanicama 1 zrnatim stanicama, upucuje na postojanje
heterotipnih kanala u tim stanicama, §to je opisivano i u eksperimentalnih Zivotinja (72, 75,
133). Koristenje razlicitih tehnika u studijama koje su analizirale izrazaj koneksina dovelo je
do suprotstavljenih zaklju¢aka. Naime, izrazaj Cx45 je bio dokazan u distalnim kanali¢ima
miSa imunohistokemijskom metodom (71), ali nije dokazana njegova mRNA RT PCR-om
(84). U usporedbi sa zdravim postnatalnim bubrezima, promijenjena raspodjela Cx45 u
proksimalnim kanali¢ima u CNF bubrezima moZe biti povezana s pogreSnim stani¢nim
signaliziranjem koje dovodi do poremecene funkcije stanica proksimalnih kanalica s
posljedicnom pojavom proteinurije. Prethodna istraZzivanja pokazala su da su CNF-u
histopatoloski svojstvene promjene u primarnoj ciliji na povrsini epitelnih stanica proksimalnih

kanali¢a te pojava cista u proksimalnim kanali¢ima (35).
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U ranom prenatalnom razvoju uocili smo slabi izrazaj Cx43 u razli¢itim strukturama bubrega,
Sto se tijekom razvoja postepeno mijenjalo u smislu povecanog rasta ekspresije do umjerenog,
ali samo u distalnim kanali¢ima. U glomerulima i proksimalnim kanali¢ima postnatalnih
zdravih bubrega izrazaj Cx43 bio je blago pojacan, dok u distalnim kanali¢ima bubrega s CNF-
om izrazaj Cx43 postaje nepravilno rasporeden i jak. Suprotno nasim rezultatima, prethodne
studije na humanom fetalnom tkivu bubrega nisu pokazale ekspresiju Cx43 u stanicama
metanefricke kape (86), Sto bi se moglo objasniti boljom osjetljivoséu imunofluorescencijskih
protutijela koriStenih u nasoj studiji. Suprotstavljeni rezultati u eksperimentalnim studijama o
izrazaju Cx43 1 Cx45 mogu se objasniti razlikama izmedu razli¢itih Zivotinjskih vrsta
koriStenih u pojedinim studijama (69). U naSoj studiji, u usporedbi sa Cx45, ekspresija Cx43
je bila ogranic¢ena samo na apikalni citoplazmatski dio epitelnih stanica kanali¢a nefrona, dok
je ko-ekspresija Cx43/Cx45 uocena u istim stanicama, ali u razli¢itim dijelovima citoplazme
mezangijskih stanica, podocita i parijetalnih epitelnih stanica. Nasa studija je takoder pokazala
da Cx43 i Cx45 ko-lokaliziraju s markerima za noZice podocita (sinaptopodinom i nefrinom),
Sto upucuje na vaznost tih koneksina u diferencijaciji podocita. Prethodno je pokazano da je
dediferencijacija ljudskih podocita u CNF bubrezima povezana s promjenama u organizaciji
citoskeleta, prisutnosti primarne cilije i1 izrazaju nestina (27, 28). Uz navedeno, interakcije
izmedu koneksina smatraju se neophodnim u regulaciji EMT-a razvojnih bubreznih stanica,
Sto se €ini da je poremeceno u CNF-u (134).

Studije na Zivotinjama pokazale su da je Cx43 primarno ukljucen u kontrolu pokretljivosti
krvnih Zila, ali ima funkciju 1 u transkripciji gena, otpustanju ATP-a, dinamici citoskeleta i
stani¢nom stresu (58). Studija KBB je pokazala da delecija Cx43 gena uzrokuje protuupalni
efekt i smanjuje intersticijsku fibrozu, dok poremecaj u izrazaju Cx43 dovodi do poravnavanja
nozica podocita (135), Sto kao i1 nasa studija ukazuje na vaznost meduodnosa koneksina 1
citoskeletnih proteina. Za usporedbu, pojacan izrazaj Cx43 potice proupalni okoli§ §to navodi
na zakljucak da promjene u ekspresiji koneksina mogu biti povezane s razvojem KBB (125,
126).

Umjerena do jaka ekspresija Cx37 u ljudskim bubreznim strukturama tijekom razvoja
svojstvena je 1 postnatalnom periodu. Takva reaktivnost je prisutna primarno u distalnim
dijelovima nefrona, a sli¢cne zaklju¢ke donose i prethodne studije na zivotinjskim modelima
(69). Tako je utvrdena vaznost rane ekspresije Cx37 1 Cx43 zarazvoj bubrega, a porast izrazaja
navedenih koneksina je zabiljezen i u neonatalnoj unilateralnoj opstrukciji mokracovoda (84).
U bubrezima zahva¢enim CNF-om, primijetili smo ukupan porast ekspresije Cx40 i Cx37, a

osobito u distalnim kanali¢ima.
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Umjerena do jaka reaktivnost Cx40 prisutna tijekom razvoja, u postnatalnim se bubrezima
smanjivala u glomerulima 1 povecavala u distalnim kanali¢ima. Suprotno nasim rezultatima,
ekspresija Cx40 u Stakora je opazena u glomerularnim i ekstraglomerularnim mezangijskim
stanicama, kao i neglomerularnim endotelnim stanicama (127).

Ko-ekspresija razli¢itih koneksina s markerima za endotelne stanice (CD31) i glatke miSi¢ne
stanice stijenke krvnih zila (0-SMA) u ljudskim bubrezima tijekom razvoja, pokazala je
vaznost komunikacije izmedu tih dviju stani¢nih populacija u ocuvanju integriteta zida krvnih
zila.

U nasem istrazivanju, ukupan intenzitet signala Cx37, Cx40 1 Cx43 je imao najvece vrijednosti
u 22. tjednu razvoja i pratio je process nefrogeneze tj. nastanka novih nefrona, dok bi najvisi
intenzitet signala za Cx45 u 38. tjednu razvoja mogao biti povezan s periodom funkcionalnog
sazrijevanja nefrona (136, 137). S obzirom na istrazenu prostorno-vremensku ekspresiju
koneksina u glomerulskim stanicama i stanicama bubreznih kanali¢a tijekom razvoja ljudskog
bubrega, smatramo da bi Cx45 mogao imati vaznu ulogu u diferencijaciji proksimalnih
kanali¢a, a Cx37, Cx40 i Cx43 u diferencijaciji distalnih kanali¢a. Takoder, fina citoplazmatska
ravnoteza u ko-ekspresiji koneksina Cx43 i Cx45 mogla bi biti neophodna za diferencijaciju
populacije glomerularnih stanica, ukljucujué¢i podocite, mezangijske stanice i1 parijetalne
epitelne stanice. NaSe je istraZivanje pokazalo izrazite promjene u ekspresiji koneksina u svim
bubreznim strukturama tijekom razvoja, u postnatalnim i bubrezima s CNF-om, §to upucuje na
to da bi koneksini mogli biti sredstvo u lijeCenju bubreznih bolesti (127). Naime, promjene u
tijesnim spojevima (nexusima) povezane su sa strukturnim i funkcionalnim nepravilnostima u
nekoliko bubreznih bolesti (125-127). Mi smo opisali da u bubrezima zahva¢enim CNF-om
dolazi do nagomilavanja miofibroblasta koji ko-lokaliziraju s Cx40 u intersticiju, Sto upucuje
na mogucu ulogu Cx40 u procesu regeneracije (138). Naime, povecani broj miofibroblasta
dovodi do povecanog stvaranja intersticijskog matriksa, Sto je klju¢na karakteristika bubrezne
fibroze u KBB. U prethodnim istraZivanjima, neki dediferencirani bubrezni fibroblasti su
pokazali izrazaj mezenhimalnih markera (vimentin, dezmin, SMA, fibroblast-specifi¢ni-
protein) Sto bi moglo biti znak EMT (120, 139). To daje naslutiti da bi lije¢enje koje bi ponovno

uspostavilo fenotip zrelog fibroblasta moglo biti opcija lijecenja bubrezne fibroze (120, 140).
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6.2 Vaznost koneksina u razvoju JGA i kontroli arterijskog tlaka

Nasa studija je pokazala da ve¢ u osmom razvojnom tjednu dolazi do stvaranja
jukstaglomerularnog podruc¢ja diferencijacijom jukstaglomerularnih stanica u aferentnoj
arterioli, stanica u distalnom kanali¢u (macula densa) i ekstraglomerularnom mezangiju.

Ova se podrucja histoloski prepoznaju intenzivnijim nakupljanjem renina u odnosu na ostala
podrucja bubreznog tkiva.

Krajem embrionalnog razdoblja, razliciti koneksini su prisutni u strukturama JGA, a osobito
jaka ekspresija je uocena za Cx40, dok Cx37, Cx43 i1 Cx45 pokazuju manje intenzivnu
reaktivnost. Tijekom kasnijeg prenatalnog razvoja, izrazaj Cx40 se smanjuje dok izrazaj ostalih
istrazivanih koneksina raste te je u postnatalnom periodu jac¢i od Cx40. Navedeni rezultati
ukazuju na vaznost koneksina, osobito Cx40, u razvoju JGA u prenatalnom periodu. Osim
koneksina, uocili smo vaznost nakupljanja renina tijekom diferencijacije JGA. Najve¢i izrazaj
renina u JGA je bio u postnatalnom razdoblju, kada dolazi do uspostave kontrole krvnog tlaka.
Brojne studije su pokazale da renin i koneksini sudjeluju u odrzavanju homeostaze i normalnih
bubreznih funkcija (5, 44, 141). Medutim, studije o izrazaju koneksina i renina u JGA, osobito
tijekom razvoja, dovele su do oprecnih zakljucaka.

U naSem istraZivanju, reninske stanice su tijekom ranog razvoja bile rasprSene po tkivu bubrega
(posebice u stijenkama krvnih Zila), no daljnjim razvojem bubrega doSlo je do njihove
postepene lokalizacije u JGA §to upucuje na njihovu ulogu u diferencijaciji JGA. Sli¢na
saznanja su opisana i u prethodnim studijama na ljudskom tkivu te Zivotinjskim modelima (88,
94). U studiji na Stakorima, bubrezna mRNA je dokazana na vaskularnom polu
jukstamedularnih glomerula i uzduz aferentne, interlobularne i lu¢ne (arkuatne) arterije (142).
Prisutnost reninskih granula, osim u JG stanicama i nakratko u mezenhimalnim stanicama
razvojnih bubrega, u nasoj studiji je opisana i u stanicama distalnih kanali¢a, $to je podatak
koji izostaje u dosada$njim studijima. Jedno od rijetkih istraZivanja na fetalnom ljudskom tkivu
je studija Minutha i suradnika koja opisuje izrazaj renina u interlobularnim bubreznim
arterijama ve¢ prije pojave renina u drugim organima (88). Mi smo opisali izrazaj renina
prvenstveno u JGA tijekom ranog embrionalnog razvoja, ali obje studije pokazuju povecanje
reaktivnosti renina nakon rodenja. U drugoj studiji na embrionalnom i fetalnom tkivu Schutza
1 suradnika, renin je uocen u JGA 1 arterijama neposredno uz glomerul. Navedeni autori ipak
nisu uspjeli dokazati prisutnost zrnaca renina u distalnim kanali¢ima, osobito maculi densi, $to

je nasa studija pokazala (88, 143).
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U nasem istraZivanju pokazali smo da u bubrezima zahva¢enim CNF-om dolazi do smanjenog
izrazaja Cx40 u JGA u usporedbi s postnatalnim zdravim bubrezima. Najveca ekspresija je
zabiljezena za Cx43, a potom za Cx37 i Cx45. Povecano nakupljanje renina u hipertrofi¢nim
glomerulima CNF bubrega moze se objasniti kao kompenzacija izostanka ekspresije renina u
skleroticnim glomerulima. Ekspresija renina i koneksina u ekstraglomerularnim mezangijskim
stanicama u JGA bubrega zahvac¢enih CNF-om ukazuje na moguce ponovno uspostavljanje
njihovog embrionalnog uzorkovanja u patoloskim stanjima kao $to je KBB uzrokovana CNF-
om. Smatra se da te stanice imaju kao jednu od mogucénosti diferencijacije proizvodnju renina
u stanjima ugrozene bubrezne homeostaze, §to je i ranije opisano u studiji na eksperimentalnim
zivotinjama (96). IstraZivanja na Zivotinjskim modelima pokazala su pojavu povecane
aktivacije RAS-a u stanjima ugrozene homeostaze (87), pa tako i tijekom prijelaza iz akutne u
kroni¢nu bubreznu bolest (129) te drugim bubreznim bolestima kojima je svojstvena fibroza i
hipertrofija (39, 144). Sli¢no naSim rezultatima, studija na ljudskim bubrezima takoder je
pokazala izrazaj Cx37, Cx40 1 Cx43 u ekstraglomerularnom mezangiju u JGA (145), dok isti
autor u studiji na razvojnim i odraslim misjim bubrezima, opisuje samo ko-ekspresiju Cx40 i
renina (75). Druge eksperimentalne studije pokazale su premjestanje stanica koje proizvode
renin u ekstraglomerularni mezangij u odsustvu Cx40 (74), a u miSeva koji nemaju izrazaj
Cx40, stanice koje proizvode renin bile su disfunkcionalne (146, 147). Nasuprot navedenom,
u studiji na miSevima koji nisu imali gen za Cx37, bubrezi nisu pokazali nikakvu promjenu u
ekspresiji i aktivnosti stanica koje proizvode renin (73). IstraZzivanja koja opisuju izrazaj Cx43
pokazala su opre¢ne rezultate: dok kod studija na miSevima nema nikakvih dokaza o promjeni
reninskih stanica u odsustvu Cx43 (148), istraZivanje na hipertenzivnim miSevima donosi
podatke o vaznosti ovog koneksina u izlu€ivanju renina (149). Oprecni rezultati u razliitim
studijama mogu biti povezani s razlikama izmedu istraZivanih vrsta ili razli¢itom znanstvenom
metodologijom koriStenom u pojedinoj studiji. Razlike u rezultatima istraZzivanja medu
razli¢itim vrstama uocene u usporednim studijama dodatno dokazuju vaznost studija na
ljudskom tkivu.

Nasa istrazivanja na ljudskim bubrezima pokazala su da Cx40 vjerojatno ima bitnu ulogu u
oblikovanju JGA tijekom razvoja, dok ostali koneksini (Cx37, Cx43 i Cx45) preuzimaju tu
ulogu u postnatalnom periodu. Koneksini imaju vaznu ulogu i u patoloskim stanjima kao §to
je CNF. Naime, pokazano je da Cx40 moze biti zamijenjen sa Cx45 u stanjima ugroze bubrezne
funkcije (76), a mi smo opisali blagi porast Cx45 u CNF bubrezima koji bi mogao imati

kompenzatornu ulogu.
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U usporedbi sa zdravim postnatalnim bubrezima, bubrezi zahvac¢eni CNF-om takoder pokazuju
pojacanu ekspresiju Cx37, Cx43 1 Cx45 u JGA hipertroficnih glomerula, dok se ekspresija
Cx40 smanjivala. Uz navedeno, zrnca renina u JGA CNF-bubrega su dodatno bila prisutna i u
ekstraglomerularnim mezangijskim stanicama, $to ukazuje na njihov povratak u embrionalni
program pre-reninskih stanica. Ko-ekspresija koneksina i renina u razvojnim, postnatalnim i
CNF ljudskim bubrezima ukazuje na to da Cx40 primarno kontrolira oblikovanje JGA, a Cx37,
Cx43 i Cx45 imaju funkciju u postnatalnom signaliziranju unutar JGA i odrzavanju bubrezne

homeostaze i kontroli arterijskog tlaka.
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7. ZAKLJUCAK
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Istrazivanje prostorno-vremenskog izrazaja koneksina, renina, sinaptopodina, nefrina, CD31,
a-SMA i kalikreina je dovelo do nekoliko vaznih spoznaja.

1/ Ko-ekspresija Cx43/Cx45 je uocena u razli¢itim dijelovima istih stanica unutar nefrona
(proksimalnih i distalnih kanali¢a) i glomerula (mezangijskih, parijetalnih epitelnih stanica i
podocita). Prostorno-vremenska ekspresija koneksina u kanali¢ima nefrona ljudskog bubrega
ukazuje na vaznost Cx45 u diferencijaciji proksimalnih kanali¢a, a Cx37, Cx40 1 Cx43 u
diferencijaciji distalnih kanali¢a.

2/ Cx43 1 Cx45 su pokazali i ko-lokalizaciju s markerima podocita (sinaptopodinom) i sliz-
membrane (nefrinom), S§to upucuje na njihovu vaznost u medusobnoj komunikaciji i
diferencijaciji podocita, kao 1 u komunikaciji sa susjednim stanicama.

3/ Promatrajuéi ukupan intenzitet signala Cx37, Cx40 i Cx43 u prenatalnom bubreznom tkivu,
njihove najvece vrijednosti uocene su u 22. tjednu, a njihov porast tijekom najintenzivnijeg
razdoblja nefrogenze. Maksimalan intenzitet signala Cx45 uocen je u 38. tjednu, tijekom
razdoblja funkcionalnog sazrijevanja nefrona.

4/ Ko-ekspresija koneksina s markerima za endotelne stanice (CD31) i glatke miSi¢ne stanice
krvnih zila (a-SMA) u razvojnim ljudskim bubrezima pokazuje vaznost komunikacije izmedu
endotelnih stanica i glatkih miSi¢nih stanica u svrhu oCuvanja integriteta zida krvnih Zzila te
ulogu koneksina u normalnom razvoju bubreznih krvnih Zila.

5/ Prostorno-vremenski izrazaj Cx40 upucuje na njegovu kljucnu ulogu u razvoju JGA, dok
Cx37, Cx43 1 Cx45 preuzimaju tu ulogu postnatalno, ukljuc¢ujuci se u kontrolu arterijskog tlaka.
6/ Pojacan izraZaj navedenih koneksina pokazan je i u hipertrofi¢nim glomerulima bubrega
zahvacenih CNF-om. Takoder je uocena ko-lokalizacija Cx40 i nagomilanih miofibroblasta u
intersticiju S$to upucuje na ulogu Cx40 u procesu regeneracije i1 fibroze. Obzirom da je
dediferencijacija podocita jedno od potencijalnih objasnjenja nastanka CNF-a, ovaj podatak
nas dovodi korak blize mogucnosti lijecenja nefrotskog sindroma koji postupno dovodi do
kroni¢ne bolesti bubrega.

7/ Zrnca renina se javljaju u JGA vec¢ tijekom ranog razvoja bubrega, a izrazaj se povecava u
postnatalnom razdoblju. Reninska zrnca u bubrezima zahva¢enim CNF-om su izrazena i u
ekstraglomerularnim mezangijskim stanicama Sto ukazuje na njihov povratak u prethodne
embrionalne stadije (tzv. prereninske stanice) i potencijalno jo$ jednu moguénost ciljanog
lije¢enja KBB.

8/ Elektronskom mikroskopijom zdravih postnatalnih bubrega zrnca renina su uocena u

dovodnoj arterioli, distalnim kanali¢ima i unutar glomerula, dok je u bubrezima zahva¢enim
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CNF-om uocena veca koli¢ina zrnaca renina u distalnim kanali¢ima nego u zdravim bubrezima.
Povecane razine Cx37, Cx43 1 Cx45 u CNF-bubrezima ko-lokaliziraju s reninskim stanicama.
9/ U bubrezima zahva¢enim CNF-om uocen je ukupan porast Cx40 i Cx37, osobito u distalnim
kanali¢ima. Promjena raspodjele signala Cx45 u proksimalnim kanali¢ima u CNF-u moze
rezultirati pogreSnim stani¢nim signaliziranjem i posljedicnom proteinurijom.

10/ Statistickom analizom smo pokazali znaCajnost razlike vrska intenziteta (peak) signala u
22. tjednu za Cx37 (P=0.0003), Cx43 (P=0.02) i Cx40 (P<0.0001). Vrsak signala Cx45 u 38.
tjednu se takoder pokazao znacajnim (P=0.03).

Linearni trend izraZaja ispitivanih koneksina u JGA se pokazao statisticki znacajnim za Cx40
(R?=97.82%, P=0.01) i Cx45 (R?*=93.56% P=0.0328).

Ukupni izrazaj renina u JGA je pokazao znaCajan eksponencijalni rast tijekom razvoja
(R?=99.64% P=0.0018).

11/ U kasnom prenatalnom razdoblju ko-ekspresija kalikreina 1 renina je prisutna u malim
podru¢jima distalnih kanali¢a i sabirnih kanali¢a, a ekspresija kalikreina raste u sabirnim
kanali¢ima u bubrezima zahva¢enim CNF-om.

12/ Prostorno-vremenska ekspresija Cx i renina, te ostalih istrazivanih razvojnih ¢imbenika
ukazuje na njihovu mogucu ulogu u normalnom razvoju pojedinih segmenata nefrona,

stani¢nih populacija u glomerulu, razvoju krvnih Zila bubrega te kontroli krvnog tlaka.
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8. SAZETAK
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Analiziran je prostorno-vremenski izrazaj koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 1 Cx45), renina,
sinaptopodina, nefrina, CD31 1 a-SMA u nefronima i JGA ljudskih prenatalnih zdravih
bubrega, postnatalnih zdravih bubrega te u bubrezima s nefrotskim sindromom Finskog tipa
(CNF). U istrazivanju su koristene tehnike dvostruke imunofluorescencije, elektronske
mikroskopije 1 statistickog mjerenja povrsina ispod krivulje (AUC) histograma intenziteta
fluorescencije.

Tijekom razvoja bubrega, Cx45 pokazuje jaku ekspresiju u proksimalnim bubreznim
kanali¢ima, dok su Cx37 i1 Cx40 umjereno do jako izrazeni u distalnom dijelu nefrona. U
glomerulima, Cx43 i Cx45 ko-lokaliziraju u podocitima, mezangijskim stanicama i
parijetalnim epitelnim stanicama, kao i s biljezima za podocite (sinaptopodin, nefrin). Razliciti
koneksini takoder pokazuju i ko-ekspresiju s endotelnim (CD31) i glatkim-miSi¢nim (a-SMA)
biljezima u zidu krvnih zila. Cx37, Cx40 i Cx43 imaju najjaci intenzitet tijekom razdoblja koje
prati nefrogenezu, dok je najveci intenzitet signala za Cx45 povezan sa sazrijevanjem nefrona.
S obzirom na navedeno prostorno-vremensko uzorkovanje, Cx45 vjerojatno ima ulogu u
diferencijaciji proksimalnih kanali¢a, a Cx37, Cx40 i Cx43 u diferencijaciji distalnih kanali¢a.
Tijekom razvoja bubrega, jaka ekspresija Cx40 u JGA postupno opada, dok ekspresija Cx37,
Cx43 1 Cx45 raste te se nastavlja 1 u postnatalnom razdoblju. Bubrezi zahva¢eni CNF-om
pokazuju pojacan izrazaj Cx43 u distalnim kanali¢ima, promijenjeni citoplazmatski raspored
Cx45 u proksimalnim kanali¢ima te ukupan porast ekspresije Cx40 1 Cx37. U CNF-bubrezima
Cx40 ko-lokalizira sa brojnim intersticijskim miofibroblastima. Povecane razine Cx37, Cx43 1
Cx45 u CNF-bubrezima ko-lokaliziraju s reninskim stanicama. Reninske stanice u KBB
uzrokovanom CNF-om javljaju se 1 u ekstraglomerularnim mezangijskim stanicama, Sto
ukazuje na njihov povratak u prethodne embrionalne stadije kao posljedica pokusaja
kompenzacije oSteCenja bubreznog tkiva. Cx40 vjerojatno ima vaznu ulogu u diferencijaciji
JGA tijekom razvoja bubrega, dok Cx37, Cx43 i Cx45 odrZavaju pravilnu bubreznu funkciju
u postnatalnom razdoblju. NaSe istrazivanje pokazuje vaznu ulogu koneksina u nefrogenezi,
diferencijaciji glomerularnih stanica, razvoju krvnih Zila 1 kontroli arterijskog tlaka, kako u

zdravom bubreznom tkivu tako 1 u CNF-u.
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9. SUMMARY
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Our study analyzed the spatio-temporal patterning of connexins (Cx37, Cx40, Cx43 and C45),
renin, synaptopodin, nephrin, CD31 and a-SMA in the nephron and JGA of developing,
postnatal healthy human kidneys and in the nephrotic syndrome of the Finnish type (CNF). For
data analysis we used double immunofluorescence, electron microscopy and statistical
measuring of area under curve (AUC) of flouorescence intensity histograms.

During kidney development, strong expression of Cx45 characterized proximal tubules, while
Cx37 and Cx40 showed moderate-to-strong expression in developing cells of distal nephron.
In the glomeruli, Cx43 and Cx45 co-localized with markers for podocytes (synaptopodin,
nephrin), with mesangial and parietal epithelial cells. Different connexins also showed co-
expression with endothelial (CD31) and VSMC (a-SMA) markers in vascular walls. Cx37,
Cx40 and Cx43 peak in signalling intensity accompanied kidney nephrogenesis, while Cx45
peak signalling associated the nehron maturation. Based on the Cx spatio-temporal patterning,
Cx45 i1s considered to be important in differentiation of proximal tubules, while Cx37, Cx40
and Cx43 in distal tubules cell differentiation. During kidney development, strong expression
of Cx40 in the JGA gradually decreased, while the expression of Cx37, Cx43 and Cx45
increased and continued in the postnatal period as well. CNF kidneys showed increased Cx43
expression in distal tubules, disorganized cytoplasmic Cx45 expression in proximal tubules,
and overall elevation of Cx40 and Cx37 in kidney tissue. In CNF-kidneys, Cx40 co-localized
with abundant interstitial myofibroblasts. Increased levels of Cx37, Cx43 and Cx45 which co-
localized with renin cells also characterized CNF kidneys. Renin cells in chronic kidney disease
(CKD) caused by CNF reappeared in extraglomerular mesangial cells which could imply their
return to embryonic patterning, which is compensatory to the damage of the kidney tissue.
Cx40 probably has a significant role in the formation of the JGA in developing kidneys, while
Cx37, Cx43 and Cx45 take over that role in postnatal maintenance of kidney function. Our
study showed important role of Cxs in nephrogenesis, differentiation of glomerular cells, blood

vessel development and blood pressure control in the healthy kidney tissue and in the CNF.
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