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1. POPIS OZNAKA I KRATICA  

 

DVL-1: Dishevelled-1 

MET: mezenhimsko epitelna transformacija 

KBB: kronične bubrežne bolesti 

CAKUT: kongenitalne anomalije bubrega i urotrakta 

MCDK: multicistični displastični bubreg 

FSGS: fokalna segmentalna glomeruloskleroza 

CNF: kongenitalni sindrom Finskog tipa 

Pct: proksimalni zavijeni kanalić 

Dct: distalni zavijeni kanalić 

G: glomerul 

GW: tjedan gestacijskog razvoja 

Y: godina 
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2. UVOD 
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Bubreg (lat. ren) je parni parenhimatozni organ oblika zrna graha, koji teži između 150 i 200 grama 

(1). Smješten je retroperitonealno, ravne stražnje i blago izbočene prednje strane zbog suodnosa 

s drugim organima trbušne šupljine (2). Bubreg ima gornji i donji pol te medijalni i lateralni rub, 

a građen je od kore i srži. Kora je zrnate građe, izgrađena od bubrežnih tjelešaca koja 

omogućavaju filtraciju krvi uz stvaranje urina. Srž se sastoji od 5 do 11 piramida (Slika 1 a) koje su 

najvećim dijelom izgrađene od sabirnih kanalićima koji sakupljaju proizvedeni urin. Kanalni sustav 

bubrega započinje na vrhovima piramida (lat. papilla renalis) kroz koje se urin ulijeva u male 

bubrežne vrčeve (lat. calices renales minores), zatim u velike bubrežne vrčeve (lat. calices renales 

majores) da bi se konačno izlio u bubrežnu nakapnicu (3).  

Nefroni su glavne funkcionalne jedinice bubrega i sastoje se od glomerula i sustava odvodnih 

kanalića (4). Glomerul se zajedno s proksimalnim zavijenim kanalićem (pct), prvim dijelom 

odvodnog sustava, nalazi u kori bubrega (Slika 1 b). Pct se nadostavlja na Henleovu petlju koja se 

spušta u područje srži te se, tvoreći petlju, vraća nazad u koru u kojoj se spaja s distalnim 

zavijenim kanalićem (dct) (5). Postoje dva glavna tipa nefrona: površinski nefroni s glomerulima 

smještenim uz vanjski dio kore s kratkom Henleovom petljom i jukstamedularni nefroni čiji su 

glomeruli smješteni uz kortikomedularnu granicu uz duge Henleove petlje koje se spuštaju dublje 

u područje srži (6) (Slika 1 b). Glomerul podrazumijeva klupko kapilara okruženo Bowmanovom 

čahurom. Kapilare imaju posebne karakteristike koje omogućavaju filtraciju krvi i stvaranje 

ultrafiltrata (7). Endotel kapilara fenestriran je čime se postiže filtracija čestica veličine od 70 do 

100 nm. Glomerularna bazalna membrana struktura je izgrađena od kolagena tipa IV, 

proteoglikana, laminina i fibronektina, čija je svrha filtracija vođena nabojem čestica. Zadnju 

barijeru tvore visoko specijalizirane, visceralne epitelne stanice - podociti, koje vezom između 

izdanaka, odnosno nožica, stvaraju slit membranu (8) koja osigurava integritet kapilara (Slika 3). 

Ultrafiltrat se stvara između visceralnih epitelnih stanica i Bowmanove čahure koja se otvara u 

pct. Pct su izgrađeni od kuboidnih epitelnih stanica s karakterističnom četkastom presvlakom od 

mikrovila.  Njezina je uloga apsorpcija elektrolita, vode i manjih čestica, poput aminokiselina u 

peritubularne kapilare koje ujedno i krvno opskrbljuju pct (5). Napuštajući koru, pct prelaze u 

tanki silazni krak Henleove petlje s užim lumenima i manjim stanicama. Pri ulazu u srž kanalić čini 

petlju vraćajući se debljim uzlaznim krakom u kojem se primjećuje povećanje stanica s četkastom 
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presvlakom i većim brojem mitohondrija uključenih u aktivni transport (2). Deblji uzlazni krak pri 

vaskularnom polu glomerula sudjeluje u stvaranju jukstaglomerularnog aparata, dijela koji 

regulira glomerularnu filtraciju povratnom spregom. Glavni dijelovi jukstaglomerularnog aparata 

su macula densa na uzlaznom dijelu debljeg kraka petlje, stanice aferentne arteriole koje 

proizvode renin i mezangijske van glomerularne stanice (9). Završni dio Henleove petlje nastavlja 

se na distalni zavijeni kanalić (dct) u kori bubrega. Dct su građeni od jednoslojnog kubičnog 

epitela, nižeg od onog u pct, bez četkaste su presvlake uz brojne mitohondrije koji na 

bazolateralnoj membrani izgledaju poput palisada (10). Završni dio nefrona su povezujući sabirni 

kanalići u kojima dolazi do dodatne apsorpcije. Ove kanaliće tvore dva tipa stanica: interkalarne 

stanice i stanice sabirnih kanalića. Interkalarne stanice reguliraju sekreciju vodika i bikarbonata, 

a izgledom se od dct stanica razlikuju po izostanku brojnih mitohondrija na bazolateralnoj 

membrani. Stanice sabirnih kanalića imaju pojačanje na bazolaternalnoj membrani, međutim uz 

smanjen broj mitohondrija. Povezujući kanalići u konačnici se spoje u arkade koje prazne svoj 

sadržaj u zajedničke sabirne cijevi. 
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Slika 1. Shema makroskopskog prikaza bubrega (a) i organizacije nefrona (b). Slika (a) prikazuje 

presjek bubrega s korom (k) i srži (s) organizirane u piramide. Odvodni kanalni sustav s malim 

(mv) i velikim (vv) vrčevima nastavljaju se u bubrežnu nakapnicu (bn) te ureter (u). Slika (b) 

prikazuje detalj organizacije nefrona koja se nalazi u okviru isprekidanih linija slike (a). Dva tipa 

nefrona: jukstamedularni nefron, površinski nefron, glomerul (g), Bowmanova čahura (bc), 

proksimalni zavijeni kanalić (pct), Henleova petlja, distalni zavijeni kanalić (dct) i sabirni kanalići 

(sk). Isprekidani okvir (b) prikazuje područje jukstaglomerularnog aparata. 

Razvoj bubrega, odnosno nefrogeneza, započinje u 4. tjednu gestacijskog razvoja (11). 

Promatrajući od kranijalnog prema kaudalnom kraju izmjenjuju se tri međusobno preklapajuća 

bubrežna sistema. Prvi bubreg koji nastaje tijekom početka 4. tjedna embrionalnog razvoja 

pronefros (Slika 2a), smješten je u vratnoj regiji i građen je od 7 do 10 nefrotoma koji nemaju 

ekskretornu funkciju (12). Vrlo brzo nakon formacije nefrotoma počinje i njihova regresija, a u 
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potpunosti nestaju krajem 4. tjedna razvoja.  Formacija mezonefrosa (Slika 2b) preklapa se s 

periodom regresije pronefrosa. Mezonefros i mezonefrički kanalić razvijaju se iz torakalnih i 

gornjih lumbalnih segmenata intermedijarnog mezoderma (13). Mezonefros tvore funkcionalne 

jedinice koje se sastoje od glomerula, Bowmanove čahure i tubula koji se otvaraju u 

mezonefritički, odnosno Wollfov kanalić. Jedinice mezonefrosa započinju svoju regradaciju 

slijedom kako su nastajali, kranijalno prema kaudalno pri čemu većina nestaje do kraja drugog 

mjeseca intrauterinog razvoja (14). Početkom 5. tjedna gestacijskog razvoja pojavljuje se 

metanefros ili definitivni bubreg (15) (Slika 2 c). Da bi se spojio s kloakom, mezonefritički se 

kanalić izduljuje čime utječe na agregaciju intermedijarnog mezoderma što dovodi do stvaranja 

metanefrogenog mezenhima (16). Definitivni bubreg potječe iz dvije glavne osnove - 

mokraćovodnog pupoljka i metanefrogenog mezenhima. Sabirni sustav razvija se iz 

mokraćovodnog pupoljka, izdanka mezonefritičkog kanalića na kaudalnom dijelu blizu kloake; 

dok se ekskretorni sustav razvija iz metanefrogenog mezenhima (14). Grananje mokraćovodnog 

pupoljka započinje tijekom 6. tjedna gestacijskog razvoja. Prvotno dolazi do stvaranja bubrežne 

nakapnice, a potom velikih pa malih zdjelica sabirnog sustava (15). Kaskada grananja traje do 32.-

36. tjedna razvoja u kojoj se u konačnici razvije između 1 milijun i 3 milijuna sabirnih kanalića (17). 

Grananje sabirnog dijela mokraćnog sustava nije moguće bez međudjelovanja mokraćovodnog 

pupoljka i metanefrogenog mezenhima. Ekskretorni sustav razvija se iz metanefrogenog 

mezenhima djelovanjem signalnih puteva na vrhovima mokraćovodnog pupoljka. Distalni dio 

svakog sabirnog kanalića obuhvaćen je metanefrogenom kapom koja se pod utjecajem signalnih 

puteva iz sabirnog dijela diferencira u bubrežne mjehuriće. Daljnjim razvojem, mjehurić se razvija 

u C-oblik nefrona (engl. C-shaped body) koji se izduljuje u S-oblik nefrona (engl. S-shaped body).  

Proksimalni dio S-oblika nefrona razvija se u Bowmanovu čahuru u koju urasta kapilarno klupko 

tvoreći glomerul. Od izduljenog S-oblika diferencira se proksimalni zavijeni kanalić, Henleova 

petlja i distalni zavijeni kanalić koji je spojen sa sabirnim kanalićem čime se uspostavlja 

kontinuitet od Bowmanove čahure do sabirnog dijela mokraćnog sustava i time završava proces 

stvaranja nefrona (18). Nefron je temeljna funkcionalna i strukturalna jedinica bubrega i sastoji 

se od glomerula, proksimalnog i distalnog zavijenog kanalića i Henleove petlje (12). Čovjek se 

rađa s približno milijunom nefrona unutar svakog bubrega i nakon rođenja nema daljnjeg procesa 
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nefrogeneze (19,20). Međutim, nefroni nakon rođenja sazrijevaju i dovršavaju proces 

diferencijacije zbog čega u ranoj dobi bubrezi imaju lobulirani izgled koji nestaje nakon što nefroni 

postignu svoju konačnu veličinu.  

 

Slika 2. Slikovni shematski prikaz embrionalnih stadija razvoja pronefrosa (a), mezonefrosa (b) i 

metanefrosa (c). 

Za nesmetani proces nefrogeneze neophodna je interakcija mokraćovodnog pupoljka i 

metanefrogenog mezenhima (21). Mokraćovodni pupoljak u metanefrogenom mezenhimu 

inducira mezenhimsko-epitelnu transformaciju (MET), dok zauzvrat mezenhim utječe na 

grananje mokraćovodnog pupoljka (18). MET je visoko očuvani proces histogeneze kojim se iz 

mezenhimalnih stanica diferenciraju epitelne stanice pod utjecajem signalnih puteva.  Važnu 

ulogu u razvoju bubrega ima Wnt signalni put koji je evolucijski visoko očuvan. Funkcija  

navedenog signalnog puta dokazana je prilikom inicijacije indukcijskog signala kod tubularne 

agregacije i formacije bubrežnog mjehurića. Važnost Wnt signalnog puta vidljiva je u lokalizaciji 
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bjelančevina uključenih u signaliziranje koje se usko povezuju s procesom MET uz proliferaciju i 

regulaciju diferencijacije. Poznata su dva glavna Wnt signalna puta, kanonski β- katenin ovisni i 

nekanonski β- katenin neovisni put. Prisutnošću Wnt liganda formira se kompleks receptora 

Frizzled-LRP5/6. Spajanjem DVL bjelančevine na Frizzled dolazi do fosforilacije LRP5/6. Time se 

regrutira Axin koji uzrokuje oslobađanje β- katenina i njegovo nakupljanje unutar jezgre u kojoj 

ko-aktivira TCF i time pokreće proces prepisivanja gena (22). U odsutnosti Wnt liganda, β- katenin 

tvori kompleks s Axinom i pripadajućim bjelančevinama što dovodi do njegove fosforilacije. 

Fosforilacija uzrokuje degradaciju u proteasomu i zaustavlja prepisivanje gena unutar jezgre. 

Nekanonskih Wnt signalnih puteva ima više, a jedan od važnijih je put stanične polarnosti (engl. 

Planar cell polarity -PCP pathway). Važno je naglasiti, da su neovisni o transkripcijskoj funkciji β- 

katenina. Kanonski Wnt signalni put kontrolira staničnu proliferaciju i diferencijaciju, dok 

nekanonski Wnt put sudjeluje u morfogenezi tkiva tako da kontrolira migraciju i orijentaciju 

stanica (23).  

Gen za dishevelled kodira bjelančevinu uključenu u prijenos staničnog signala koja predvodi 

brojne biološke procese. Dishevelled (DVL) bjelančevina ključna je u kanonskom i nekanonskom 

Wnt signaliziranju. DVL se sastoji od 500 do 600 aminokiselina koje su podijeljene u module od 

kojih svaki sadrži tri evolucijski visoko očuvane domene: DIX, PDZ i DEP (24). Smatra se da DVL 

usmjerava različite Wnt puteve primajući informaciju ovisno o tome na koju domenu se 

bjelančevine puta vežu. DIX domena sudjeluje isključivo u kanonskom smjeru signaliziranja 

tijekom čega komunikacira s Axinom ili vrši homodimerizaciju (25-28) . Centralna domena PDZ 

ima sposobnost funkcioniranja u oba smjera Wnt signalnog puta. Ovisno s kojom bjelančevinom 

DVL uđe u interakciju PDZ domena usmjerava signaliziranje. U skladu s tim, Prickle, Diego ili 

DAAM1 na PDZ domenu usmjerava u nekanonsko signaliziranje puta stanične polarnosti (PCP). S 

druge strane, kazein kinaza, GSK3, NKD ili pak IDAX bjelančevine koje domenu upućuju prema 

kanonskom Wnt signalnom putu. Za nekanonsko signaliziranje odgovorna je DEP domena 

bjelančevine koja ima ulogu u premještanju DVL bjelančevine iz citoplazme na staničnu 

membranu kao odgovor na vezivanje Wnt liganda (28-31) . Tijekom kanonskog signaliziranja, DVL 

se regrutira vezivanjem Wnt liganda na receptor te sprječava razgradnju β- katenina čime ujedno 

potiče kanonsko signaliziranje (24). Osim navedenog, DVL ima ulogu i u Wnt nekanonskom 
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signalnom putu na način da signal PCP puta lokalno prenosi neovisno o β- kateninu. Bjelančevina 

Inversin inhibira kanonsko signaliziranje označavanjem DVL bjelančevine za ubikvitinaciju jer je 

isto potaknuto pojačanom ekspresijom DVL-a (32). Međutim, kao odgovor na potrebu za PCP 

nekanonskim Wnt signalnim putem omogućava regrutaciju DVL bjelančevine Frizzled receptoru 

(23). Ranija istraživanja pokazala su da je količina DVL bjelančevine ograničena, stoga aktivacija 

jednog smjera Wnt signalnog puta usmjerava DVL u kaskadu čime postaje nedostupna za druge 

opcije signaliziranja (33). α-tubulin evolucijski je visoko očuvana bjelančevina eukariota koja je 

unutar stanice vezana u dimere s β-tubulinom (34). α-tubulin, prosječne težine 55 kDa, 

bjelančevina je citoskeleta i jedna od glavnih komponenti mikrotubula koja upravlja staničnim 

oblikom, pokretljivošću stanica i unutarstaničnim transportom. Također, odgovoran je za 

stvaranje diobenog vretena tijekom stanične diobe, sudjeluje u migraciji i usmjeravanju nastalih 

stanica te održava čvrste sveze između susjednih stanica (35). α-tubulin podliježe brojnim 

posttranslacijskim modifikacijama kako bi se prilagodio funkciji za koju je potreban (36). 

Acetilacija α-tubulina rezultira stabilnijom formom mikrotubula koji sudjeluju u formaciji 

primarne cilije (37). Bjelančevine Wnt signalnog puta lokaliziraju se uz primarnu ciliju i njezino 

bazalno tjelešce (38) te djeluju poput cilijarnih bjelančevina (39). Primarna ili nepokretna cilija 

organel je građen od 9 pari mikrotubula bez centralnog para (9+0) koji izrastaju iz bazalnog 

tjelešca. α-tubulin važna je građevna jedinica mikrotubula koja izgrađuje citoskelet cilije i naziva 

se aksonema (40). Pojedinačna primarna cilija se tijekom interfaze pojavljuje na površini stanica 

kod kralježnjaka (41). Ranija istraživanja ukazala su na važnost primarne cilije tijekom 

nefrogeneze zbog sudjelovanja u staničnom signaliziranju (42). Trenutna saznanja ukazuju da je 

uloga primarne cilije u usmjeravanju Wnt signalnog puta prema kanonskom ili nekanonskom putu 

(43).  Smatra se da primarna cilija potiče na aktivnost Wnt puta stanične polarnosti na način da 

ograničava aktivnost kanonskog puta smanjujući ulazak β-katenina u jezgru (44). Oštećena 

funkcija bjelančevina koje su lokalizirane u bazalnom tjelešcu ili u bazi primarne cilije dovode do 

cističnih promjena u bubrezima (45). Inversin je bjelančevina kodirana INVS genom kod ljudi te 

je prvi put otkrivena tijekom embrionalnog razvoja sisavaca, a odgovorna je za uspostavu desno-

lijevog rasporeda (46). Poznate su četiri varijante inversina kod sisavaca veličine 90, 125, 140 i 

165 kDa. Izoforme inversina 90 i 140 kDa identificirane su u jezgri i perinuklearnoj citoplazmi, uz 
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povezivanje 90 kDa izoforme s β-kateninom. Izoforma inversina od 125 kDa lokalizirana je uz 

staničnu membranu te tvoreći komplekse s N-kadherinom sudjeluje u međustaničnoj 

povezanosti (47). Mutiran je u autosomno recesivnoj cističnoj bolesti bubrega - nefronoftiza tip 

2 (48). Inversin je lokaliziran oko bazalnog tjelešca primarne cilije i smanjuje aktivnost kanonskog 

Wnt signalnog puta koja je onemogućena ako dođe do njegovog oštećenja. Navedeno dovodi do 

perzistentne aktivnosti kanonskog signalnog puta i β-kateninom uzrokovane cistogeneze (49). 

Dosadašnja istraživanja ističu ulogu primarne cilije i bjelančevina uključenih u Wnt signaliziranje 

ne samo tijekom nefrogeneze nego i u procesima regeneracije bubrežnog tkiva nakon akutnog i 

kroničnog oštećenja (50). Kod velikog broja djece s oštećenom funkcijom primarne cilije i 

poremećenog signaliziranja Wnt puta javljaju se kronične bubrežne bolesti (KBB). Za gotovo 

polovicu razvoja KBB odgovorne su kongenitalne anomalije (51). Kongenitalne anomalije bubrega 

i urotrakta (CAKUT) obuhvaćaju poremećaje u tijeku embrionalnog razvoja i nefrogeneze koji 

osim bubrega mogu zahvaćati uretere, mokraćni mjehur ili uretru. Uz potencijalne razlike u broju 

uzorka, metodama dijagnostike i etničkim podrijetlom ispitivanih, prevalenca CAKUT-a u 

populaciji se kreće od 4 do 60 na 10 000 poroda (52). Makroskopski se anomalije opisuju kao 

promjene u broju, veličini, obliku ili anatomskom položaju bubrega, dok se mikroskopski opisuju 

poremećenom histološkom organizacijom tkiva ili smanjenim konačnim brojem nefrona unutar 

bubrega. Fenotip same anomalije ovisiti će o prostorno-vremenskoj organizaciji tijekom 

nefrogeneze. Promjene koje nastupaju rano za vrijeme gestacijskog razdoblja dovode do težih 

oblika CAKUT-a, poput bubrežne ageneze ili malformacije organa. Odstupanja od regularnog 

procesa razvoja, koja nastaju kasnije u toku gestacijskog razvoja, dovode do blažih i manje 

ozbiljnih promjena u kojima se bubreg najčešće regularno razvije uz poremećen odvodni sustav. 

Vezikoureteralni refluks (VUR), opstrukcija ili stražnja valvula uretre pripadaju blažim oblicima 

CAKUT-a (53). Screening CAKUT-a danas se provodi rutinskim prenatalnim ultrazvučnim 

pregledima te je zaslužan za otkrivanje oko 89 % anomalija bubrega i urotrakta prije rođenja 

djeteta (54). S obzirom na to da se nakon 18. gestacijskog tjedna amnionska tekućina primarno 

proizvodi bubrežnom filtracijom, osim bubrega i urotrakta, ultrazvučno se kontrolira volumen 

amnionske tekućine (55). Manji broj anomalija otkriva se nakon rođenja, najčešće prezentirajući 

se učestalim infekcijama mokraćnog sustava. Preostale anomalije ostaju neotkrivene u ranom 
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životu s obzirom na kompenzacijske mehanizme, međutim, često se u mlađoj odrasloj dobi ti 

pacijenti javljaju s hipertenzijom i kroničnim promjenama bubrega (53).  

Najčešća cistična bolest bubrega kod djece je multicistični displatični bubreg koji pripada spektru 

CAKUT-a s incidencijom pojavljivanja između 1:1000 do 1:4300 živorođene djece (56). Točan 

uzrok bolesti nije razjašnjen, no postoje dvije teorije kojima se objašnjava podrijetlo. Prva teorija 

pretpostavlja atreziju pelvično ureteralnog prijelaza koja dovodi do opstruktivne hidronefroze i 

posljedičnog nastanka MCDK (56). Druga teorija objašnjava nastanak MCDK poremećenom 

signalizacijom između mokraćovodnog pupoljka i metanefrogenog mezenhima uz izostanak 

regularne diferencijacije nefrona (57). Tijekom embrionalnog razvoja dolazi do poremećenog 

razvoja kore bubrega koju zamjenjuju brojne ciste koje međusobno ne komuniciraju i izostanak 

karakterističnog bubrežnog parenhima (58). Češće zahvaća lijevi bubreg uz predominaciju kod 

muškog spola (58). Poslijenatalno se dijagnosticira u oko 20% slučajeva i rijetko se prezentira s 

kliničkim simptomima poput mase u abdomenu ili infekcija urinarnog trakta. Najčešći nalaz 

karakteristična je kontralateralna kompenzatorna hipertrofija zdravog bubrega (58). Incidencija 

pridruženih anomalija urotrakta uz MCDK je između 5 % i 48 %. Najčešće kontralateralne 

anomalije su vezikoureteralni refluks (7 % - 26 %), ureteropelvična opstrukcija (1.5 % - 5 %) te 

ureterovezikalna opstrukcija (2 %). U rijetkim slučajevima opisane su pridružene anomalije poput 

potkovičastog bubrega i ureterokele (59 - 62). Također, pronađena je poveznica između MCDK i 

unilateralnog ili bilateralnog kriptorhizma u 12.7 % (57). Gotovo svi slučajevi unilateralnog 

kriptorhizma pronađeni su na ipsilateralnoj strani MCDK (61.9 %) dok su preostali slučajevi bili 

bilateralni (33.3 %). Pretpostavlja se da je uzrok poremećeno međudjelovanje mokraćovodnog 

pupoljka i metanefrogenog mezenhima i blizina struktura tijekom razvoja (4). Ranija istraživanja 

ukazala su na to da multicistični displastični bubrezi proporcionalno godinama involuiraju, čime 

se objašnjava rijedak pronalazak MCDK kod pacijenata u odrasloj dobi (61).  

Kongenitalni nefrotski sindrom Finskog tipa (CNF) ili nefrotski sindrom tip 1 rijetka je autosomno 

recesivna nasljedna bolest. Naziv sindroma potječe od činjenice da je oko polovice 

dijagnosticiranih slučajeva podrijetlom iz Finske gdje je incidencija 1 na 8 000 živorođene djece.  

Do CNF-a dovodi mutacija NPHS1 gena, lokalizirana na kromosomu 19 koja se sastoji od 29 

egzona. Navedeni gen odgovoran je za kodiranje nefrina, transmembranske bjelančevine težine 
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185 kDa, koja pripada superobitelji imunoglobulina važnih za staničnu adheziju (63). Do sada je 

zabilježeno oko 100 različitih mutacija NPHS1 gena te je za slučajeve iz opće populacije 

uobičajena zasebna mutacija gena. Međutim navedeno ne vrijedi za slučajeve na području Finske 

gdje su u podlozi bolesti gotovo uvijek dva tipa mutacija, Fin-major i Fin-minor (64). Nefrin se 

sintetizira gotovo isključivo unutar podocita, uključen je u njihovu diferencijaciju te se izražava 

na vrhovima nožica podocita čime tvori slit membranu (Slika 3 a, b). Podociti su terminalno 

diferencirane i visoko specijalizirane epitelne stanice koje se sastoje od tijela stanice i 

mnogobrojnih izdanaka koji se nazivaju nožice (65). Podociti svojim nožicama oblažu 

glomerularne kapilare, dok su susjedne nožice međusobno povezane slit membranom i tvore 

filtracijsku barijeru (66). Mutacija uzrokuje smanjen izražaj nefrina uz posljedičnu propusnost 

glomerularne filtracijske barijere (67) (Slika 3 a) koja se klinički prezentira teškom proteinurijom 

i hipoalbuminemijom. Ako se stanje ne liječi, masivan gubitak bjelančevina urinom završava 

oligurijom i teškim posljedičnim edemima. Simptomi mogu započeti još u fetalnom razdoblju ili 

unutar prva 3 mjeseca djetetova života (68). Najčešće se već u prvim uzorcima urina pronađu 

povišene vrijednosti bjelančevina i mikrohematurija uz uredne vrijednosti kreatinina tijekom 

početne faze bolesti. Većina novorođenčadi s dijagnozom CNF-a rađa se prije termina s 

porođajnom masom nižom od očekivane za gestacijsku dob (69). Tijekom rođenja amnionska 

tekućina najčešće je onečišćena mekonijem, međutim novorođenčad je obično bez respiratornih 

simptoma. Premda se uz CNF ne vezuju druge vanbubrežne anomalije, tijekom nefrotske faze 

dolazi do funkcionalnih poremećaja koji se očituju mišičnom hipotonijom i hipertofijom srca. 

Ultrazvučno, bubrezi djece s CNF-om uvećani su uz pojačanu ehogenost bubrežne kore i nejasnih 

granica između kore i srži. CNF nema jedinstvenih patognomoničnih obilježja. Najčešće, histološki 

se preparati prezentiraju mikrocističnim proširenjima proksimalnih i distalnih kanalića, dok 

glomeruli mogu biti urednog histološkog izgleda ili pak prikazivati pojačanu proliferaciju matriksa 

i mezangija (68). Napredovanjem bolesti dolazi do stvaranja upalnih infiltrata i intersticijske 

fibroze osobito u glomerularnom okruženju. Ultrastrukturalno koristeći elektronsku 

mikroskopiju, bilježi se gubitak nožica podocita i gubitak uobičajenog nitastog izgleda slit 

membrane (68) (Slika 3 c). 
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Slika 3. Shema prikazuje arhitekturu normalnog podocita na glomerularnoj bazalnoj membrani s 

očuvanom slit membranom (a). Apoptoza i gubitak nožica podocita vode prema prekidu slit 

membrane i posljedične albuminurije (b). Transmisijska elektronska mikroskopija zdravog 

postnatalnog tkiva bubrega (b) prikazuje podocit (p) s nožicama koji leži na glomerularnoj 

bazalnoj membrani (bm). Transmisijska elektronska mikroskopija preparata bubrega s 

kongenitalnim nefrotskim sindromom Finskog tipa (CNF) prikazuje izbrisanu strukturu nožica 
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podocita (strelica) koji leži na glomerularnoj bazalnoj membrani s mikroviloznom promjenom 

(mv). Ljestvica povećanja: 1 µm. 

Nefrotski se sindrom kod djece može pojaviti u kasnijoj dobi te se takav ne klasificira kao 

kongenitalni. Za oko 20% slučajeva nefrotskog sindroma koji se javlja nakon 3. mjeseca života i za 

oko 40% slučajeva kod odraslih odgovorna je fokalna segmentalna glomeruloskleroza (FSGS) (70). 

Ranije se FSGS shvaćala kao zasebna bolest, no s vremenom je uočena FSGS grupa kliničko-

patoloških sindroma koji međusobno dijele patohistološki nalaz glomerularnih lezija uz oštećenje 

podocita. Usprkos brojnim studijama koje istražuju uzrok bolesti, gotovo je 80% slučajeva 

nepoznatog podrijetla. Jedan od poznatih uzroka mogu biti mutacije gena koje utječu na funkciju 

podocita. Nastanak bolesti može biti potaknut direktnim utjecajem virusa  ili upalnim citokinima 

koji djeluju na podocite putem receptora. Primjerice, HIV-1 direktno napada podocite i epitelne 

stanice tubula putem inficiranih T limfocita (71). Korištenje lijekova može smanjiti izražaj 

bjelančevina u podocitima važnim za održavanje slit membrane (72) ili djelovati direktno na 

podocite putem receptora na njihovoj površini (73-74). Primjerice, pamidronat, lijek široke 

uporabe kod osteoporoze, narušava aktinski citoskelet podocita, međutim, prestankom 

korištenja lijeka dolazi do poboljšanja bubrežne funkcije.  Patohistološki se FSGS dijeli na pet 

različitih varijanti. Najčešći je klasični tip koji može biti u bolesti bilo kojeg podrijetla. Najbolju 

prognozu ima tip lesion oblik bolesti sa segmentalnom sklerozom na dijelu glomerula 

proksimalno od kanalića. Ovom varijantom prezentiraju se slučajevi FSGS nepoznatog podrijetla 

uz dobar odgovor na kortikosteroidnu terapiju. Perihilarna varijanta vezuje se uz adaptivnu FSGS 

i segmentalnu sklerozu uz vaskularni pol glomerula. Najrjeđi je celularni oblik koji se javlja u ranim 

fazama bolesti najčešće nepoznatog podrijetla. Histološki se očituje endokapilarnom 

proliferacijom i hiperplazijom podocita uz gubitak nožica. Najlošiju prognozu, sa 70 % 

vjerojatnosti progresije bolesti do kroničnog zatajenja bubrega, ima kolabirajući oblik. 

Karakterizira ga nagla pojava teškog nefrotskog sindroma uz loš odgovor na kortikosteroidnu 

terapiju. Mikroskopski se očituje hiperplazijom podocita i kolabirajućm glomerularnim klupkom 

(70, 75). FSGS se smatra najučestalijom primarnom bolešću glomerula koja je u početku histološki 

karakterizirana fokalnim (zahvaća manji broj glomerula) i segmentalnim promjenama (zahvaća 

samo dio glomerula). Napredovanjem se bolest sve više širi i dolazi do kroničnih promjena cijelih 
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glomerula uz stvaranje ožiljaka. FSGS  je jedna od najčešćih glomerularnih bolesti koja vodi prema 

kroničnom bubrežnom zatajenju (76). Bolest nastaje nakon ozljede podocita koja može biti 

poznatog ili nepoznatog podrijetla (77) . Napredovanjem FSGS smanjuje se ukupan broj podocita 

zbog njihove nemogućnosti dijeljenja koja se kompenzira hipertrofijom preostalih podocita (78-

79). 

Izražaj α-tubulina, inversina i DVL-1 bjelančevina do sada je istraživan tijekom nefrogeneze u 

različitim životinjskim modelima. Istraživanje Lienkamp i sur. prikazalo je utjecaj inversina na 

razvoj pronefrosa Xenopus laevis (80). Manjak inversina uzrokovao je izostanak produljenja 

proksimalnog dijela pronefrosa i diferencijaciju distalnih tubula. Nadalje, manjak inversina 

spriječio je ključni trenutak u nekanonskom Wnt signaliziranju - regrutaciju DVL bjelančevine na 

membranu stanice (80). Istraživanja na modelu miša s homozigotnom mutacijom inversina 

pokazala su da zbog bubrežnog zatajenja jedinke najčešće ugibaju u sedmom postnatalnom danu 

(81). Uočno je da 15. dana embrionalnog razvoja dolazi do dilatacije Bowmanove čahure s 

cistama kore i srži. Ciste obuhvaćaju proksimalne zavijene kanaliće, sabirne cijevi i uzlazni dio 

Henleove petlje (81). Histološki preparati homozigotnog miša inv/inv mutacije poslijenatalno 

prikazuju cistično promijenjene sabirne kanaliće kroz cijelu koru i srž bubrega dok su uredne širine 

jedino u uskom proksimalnom dijelu. Proksimalni zavijeni kanalići histološki se prikazuju 

izmjenama segmenata uredne širine i cističnih proširenja. Lokalizacija inversina u primarnoj ciliji 

govori u prilog njihovoj zajedničkoj ulozi u cistogenezi (39-82). Modelom inv/inv miša omogućeno 

je lakše razumijevanje nefronoftize tipa II. Ciliopatije su bolesti koje nastaju zbog poremećene 

funkcije cilije. Ranija istraživanja na kulturi epitelnih tubularnih bubrežnih stanica ukazala su da 

gubitak gena koji utječu na ciliogenezu dovode do pojačane post-translacijske modifikacije 

mikrotubula u citosolu. Rezultat je nestabilnost mikrotubula uz više vrijednosti acetiliranog α-

tubulina što je u skladu s prikazom uzoraka pacijenata s autosomno recesivnom policističnom 

bolešću bubrega (83). Razlike u izražaju α-tubulina proučavane su u proksimalnim zavijenim 

kanalićima štakora divljeg tipa i štakora s dijabetesom, pri čemu je ukazano na smanjenu snagu i 

rasap signala u uzorcima dijabetičnih bubrega u odnosu na zdrave (84).  
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Usprkos brojnim studijama koje u fokus stavljaju izražaj i funkciju α-tubulina, inversina i DVL-1, 

pretraživanjem literature nije zabilježno proučavanje navedenih bjelančevina u razvoju, 

sazrijevanju i bolestima bubrega kod čovjeka. Stoga, cilj ove studije bio je analizirati prostorno 

vremenski obrazac izražaja α-tubulina, inversina i DVL-1 tijekom fetalnog razvoja, u postnatalnim 

stadijima, ali ujedno i u patološkim preparatima MCDK, CNF i FSGS. Pretpostavka kojom se vodila 

ova studija je da poremećaji u obrascu izražaja proučavanih bjelančevina mogu biti polazna točka 

za poremećaj funkcije primarne cilije što vodi ka procesu cistogeneze i kroničnih bubrežnih 

bolesti. 
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3. CILJEVI I HIPOTEZA  
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Ciljevi istraživanja 

1. utvrditi vremenski i prostorni izražaj α-tubulina, Inversina i Dishevelled-1 bjelančevine u 

razvojnim i postnatalnim stadijima bubrega metodom imunofluorescencije 

2. primjenom dvostruke imunofluorescencije ispitati izražaj α-Tubulina, Inversina i 

Dishevelled-1 bjelančevine u patološkim stanjima multicističnog displastičnog bubrega, 

bubrega zahvaćenih fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom i u kongenitalnom 

nefrotskom sindromu Finskog tipa 

3. ispitati postoji li razlika u izražaju α-tubulina, Inversina i Dishevelled-1 bjelančevine u 

bubrezima kontrole i patoloških stanja 

4. ispitati razlike u duljini primarne cilije i visine epitelnih stanica proksimalnih zavijenih 

kanalića bubrega između kontrole i patoloških uzoraka 

5. ispitati i usporediti morfološke razlike zdravih i patološki promijenjenih tkiva koristeći 

transmisijski elektronski mikroskop 

Hipoteza 

Imunofluorescencijski izražaj α-tubulina, Inversina i Dishevelled-1 bjelančevina dinamički se 

mijenja kroz faze fetalnog razvoja uz promijenjen prostorno-vremenski izražaj između kontrole i 

patoloških stanja. Navedeno ukazuje na značaj istraživanih bjelančevina tijekom razvoja i 

posljedičnoj promjeni u izražaju nakon akutnih i kroničnih ozljeda bubrega. 
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4. METODE I MATERIJALI 
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4.1.         Uzorci 

Iz arhive Zavoda za anatomiju histologiju i embriologiju, Medicinskog fakulteta u Splitu i Zavoda 

za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split prikupljeni su uzorci iz parafinskih blokova. 

Prikupljeni preparati bili su iz različitih stadija fetalnog razvoja - 13., 15., 16., 22. i 38. tjedna 

gestacijskog razvoja. Preparati obuhvaćaju uzorke bubrega djece 1.5 i 7 godina starosti te uzorci 

multicističnih displastičnih bubrega, bubrega zahvaćenih fokalnom segmentalnom 

glomerulosklerozom i nefrotskim sindromom Finskog tipa. Fetalna tkiva prikupljena su nakon 

spontanih pobačaja. Uzorci bubrega djece od 1.5 godine i 7 godina prikupljeni su postmortem, 

dok su uzorci patoloških stanja prikupljeni tijekom dijagnostičke biopsije ili nakon nefrektomije. 

Starost zametaka određena je mjerenjem dužine tjeme-zadak, opsega glave, opsega trbuha i 

duljine femura koja je potom uspoređivana s Carnegievim sustavom. Sve prikupljene materijale 

pregledao je patolog te su u studiju bili uključeni samo zametci bez znakova abnormalnosti, 

maceracija ili intrauterine smrti. Protokol ovog znanstvenog istraživanja odobren je od strane 

Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu i u skladu je s načelima Helsinške deklaracije 

i nadopunama navedene (klasa: 003-08/16-03/0001, ur.br.: 2181-198-03-04-16-0024). 

Istraživanje je provedeno sukladno svjetskim preporukama i smjernicama u cilju osiguranja 

pravilnog korištenja biološkog materijala - tkiva bubrega. Podaci prikupljeni u studiji koristit će se 

isključivo u znanstveno-istraživačke svrhe te tim istraživača jamči povjerljivost i sigurnost 

podataka kao i poštivanje tajnosti osobnih podataka. 

4.2. Metode 

4.2.1. Imunohistokemija i imunofluorescenca 

Nakon prikupljanja materijala, uzorci se u laboratoriju režu i fiksiraju u 4%-tnom formaldehidu u 

fosfatnom puferu. Nakon dehidracije tkiva u 100%-tnom etanolu, uklapaju se u parafin. Uzorci se 

režu na debljinu od 5 µm koristeći mikrotom te postavljaju na mikroskopska stakla. U svrhu 

provjere očuvanja tkiva, svaki deseti rez bojao se hematoksilin-eozinom. Za imunohistokemiju 

preparati se obrađuju na slijedeći način. Rezovi se deparafiniraju u ksilenu i rehidriraju u etanolu 

i vodi. Nakon ispiranja u otopini fosfatnog pufera (PBS), rezovi se inkubiraju preko noći u vlažnoj 

komori prekriveni primarnim protutijelima. Nakon inkubacije, preparati se ispiru u PBS-u uz 
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nanošenje sekundarnih protutijela. Slijedi nanošenje 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid 

(DAPI) za označavanje jezgara. Posljednji korak uključuje ispiranje rezova u PBS-u te prekrivanje 

pokrovnim stakalcima. Analiziranje preparata radi se na fluorescencijskom mikroskopu, koristeći 

3 fluorescencijska kanala (Olympus BX51, Tokyo, Japan). Fotografije se fotografiraju koristeći 

digitalnu kameru DP71 (Olympus, Tokyo, Japan) na povećanju od ×40. 

 

4.2.1.1. Protutijela 

Kao primarna protutijela korištena u imunofluorescencijskom bojanju su kunićje monoklonsko 

anti-α- tubulin protutijelo (razrijeđenje 1:1000; ab179484, Abcam, Cambridge, UK), kunićje 

poliklonalno anti-inversin protutijelo (razrijeđenje 1:100; ab65187, Abcam, Cambridge, UK), 

mišje monoklonsko DVL-1 protutijelo (razrijeđenje 1:150; sc-8025, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX, USA) i kunićje poliklonalno anti-gamma tubulin protutijelo (razrijeđenje 1:500 dilution; 

ab11321, Abcam, Cambridge, UK). Kao sekundarna protutijela korištena su magareće anti-kunićje 

IgG H&L, Alexa Fluor 488 (razrjeđenje 1:400; ab150073, Abcam, Cambridge, UK) and kozje anti-

mišje IgG H&L, 

TRITC (razrijeđenje 1:400; ab6786, Abcam, Cambridge, UK). 

4.2.2. Elektronska mikroskopija 

Tkivo bubrega fiksiralo se u 4%-tnom formaldehidu tijekom 24 sata, uz naknadnu fiksaciju u 1%-

tnom osmium tetraoksidu u trajanju od jednog sata. Proces dehidracije odvija se u seriji etanola 

te se završava uklapanjem u LX 112 smolu. Preparati se režu na debljinu 1 µm i bojaju toluidine 

plavom bojom. Ultratanki rezovi debljine 0.05 µm bojaju se uranil acetatom i olovnim citratom i 

zatim pregledavaju. Za dobivanje mikrofotografija koristio se mikroskop JEOL 1200 EX . 

4.2.3. Genska analiza 

DNA je izolirana koristeći leukocite iz periferne krvi. Provedenim testiranjem nađena je 

homozigotna missense mutacija NPHS1 gena (c.1096A > C; p.Ser366Arg) čime je potvrđena 

dijagnoza kongenitalnog nefrotskog sindroma Finskog tipa. 
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4.2.4. Analiza podataka 

Rezovi su pregledavani pomoću fluorescencijskog mikroskopa s tri fluorescencijska kanala 

(Olympus BX51, Tokyo, Japan). Digitalnom kamerom DP71 (Olympus, Tokyo, Japan) fotografirane 

su fotografije na povećanju od x40. Predmet interesa bila je bubrežna kora u kojoj su prepoznate 

strukture proksimalnog zavijenog kanalića, distalnog zavijenog kanalića i glomerula je bila od 

interesa. Računalni programi ImageJ (Rasband,W.S., ImageJ, U.S. National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/ (pristup 15. listopada 2018, 1997–2021.)  i Adobe 

photoshop (Adobe Inc., San Jose, California, USA) korišteni su za evaluaciju, daljnu obradu 

fotografija i prikupljanje podataka. Prije započetog brojanja stanica u ImageJ programu korištena 

je „split channel“ naredba, nakon čega se od originalne fluorescencijske fotografije oduzimao 

zeleni ili crveni kanal (ovisno o signalu originalne fotografije), uz pomoć „image calculator“ opcije. 

Tim postupkom spriječeno je probijanje signala na drugom fluorescencijskom kanalu kod 

dvostruke imunofluorescencije. Tako pripremljene fotografije preklopljene su s fotografijom 

jezgara na istom vidnom polju koristeći Adobe photoshop program te se pristupilo brojanju 

stanica. Stanice su brojala dva neovisna istraživača. Imunoreaktivne stanice brojane su unutar 

struktura od interesa, a uključuju proksimalni zavijeni kanalić, distalni zavijeni kanalić i glomerul. 

Stanice su označavane kao pozitivne ukoliko je u njima postojalo nakupljanje signala na 

membrani, unutar citoplazme ili jezgre. S druge strane, stanice su označavane kao negativne ako 

nije bilo znakova imunoreaktivnosti. Analizi patoloških preparata MCDK, CNF i FSGS pristupilo se 

na način da se brojao ukupan broj stanica po vidnom polju s obzirom na to da strukture nisu bile 

morfološki prepoznatljive.  

4.2.5. Semikvantitativna analiza 

Intenzitet α-tubulina, inversina i DVL-1 mjeren je poredbenom varijablom kao blagi, srednje jak i 

jak izražaj bjelančevina kroz periode razvoja. Mjerenje su provela dva međusobno neovisna 

istraživača. 

4.2.6. Statistička raščlamba 

https://imagej.nih.gov/ij/
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Za statističku obradu dobivenih podataka istraživanja koristio se GraphPad Prism računalni 

program (Graphpad Software Inc., San Diego California, USA, www.graphpad.com (pristup 15. 

listopada 2018.)). Za određivanje razlika u izražaju bjelančevina između stadija razvoja i struktura 

korišteni su Kruskal-Wallis test uz Dunn posthoc test . Broj pozitivnih stanica po istraživanoj 

strukturi izražen je kao srednja vrijednost postotka ± standardna devijacija (SD) uz statističku 

značajnost P<0.05 i interval pouzdanosti (CI) od 95%. Koristio se dvosmjerni ANOVA test sa Sidak 

posthoc testom za ispitavanje razlike u izražaju α-tubulina, inversina i DVL-1 među različitim 

razvojnim stadijima; dok se međuodnos izražaja bjelančevina i stadija razvoja istraživao testom 

linearne regresije. Jednosmjernim ANOVA testom uz Tukey posthoc test ispitala se razlika u 

izražaju bjelančevina između zdrave kontrolne skupine i patoloških preparata MCDK, FSGS i CNF. 

Razlike u izražaju bjelančevina između MCDK, FSGS i CNF ispitivane su dvosmjernim ANOVA 

testom uz Sidakov posthoc test. Za ispitivanje razlika duljine cilija i visine epitelnih stanica 

proksimalnih zavijenih kanalića između zdrave kontrole i patoloških uzoraka korišten je 

jednosmjerni ANOVA test uz Tukey posthoc test. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost u 

µm uz standardnu devijaciju (SD) i P<0.05. 
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5. REZULTATI 
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Analiza razvojnih i poslijenatalnih uzoraka tkiva bubrega izvodila se na krajnje diferenciranim 

histološkim strukturama kore bubrega: proksimalni zavijeni kanalić (pct), distalni zavijeni kanalić 

(dct) i glomerul (g). Analiza patoloških preparata tkiva bubrega MCDK, FSGS i CNF provodila se na 

ukupnom broju pozitivno i negativno označenih stanica po vidnom polju u odnosu na zdravu 

kontrolu, obzirom da morfologija struktura od interesa nije bila očuvana. Analizom α-tubulina, 

inversina i DVL-1 u razvojnim i poslijenatalnim uzorcima tkiva bubrega te patološkim stanjima 

prikazao se izražaj bjelančevina u svim promatranim preparatima uz međusobne razlike u 

raspodijeli, količini i snazi signala. 

 

5.1. Svjetlosna mikroskopija, elektronska mikroskopija i imunohistokemija (α-tubulin) zdravih 

i patološki promijenjenih uzoraka tkiva bubrega 

5.1.1. Zdravo postnatalno tkivo bubrega 

Svjetlosnom mikroskopijom preparata zdravog postnatalnog tkiva bubrega prikazuju  se 

morfološki zrele strukture nefrona (Slika 4 a). Jasno su uočljive histološke razlike i granice između 

srži i kore bubrega u kojoj se vizualiziraju proksimalni zavijeni kanalići (pct), distalni zavijeni 

kanalići (dct) i glomeruli (g). Primarna cilija uočava se koristeći imunofluorescencijsku tehniku 

bojenja uz protutijelo za α-tubulin. Cilija je smještena centralno na apikalnoj površini epitelnih 

tubularnih stanica, dok su rijetke uočljive na površini glomerularnih stanica. Tehnikom 

elektronske mikroskopije potvrđena je tehnika imunofluorescencije te je zabilježena centralno 

smještena primarna cilija na apikalnoj površini epitelne stanice tubula koja se izdiže iz bazalnog 

tjelešca (Slika 4 a). 

5.1.2. Kongenitalni nefrotski sindrom Finskog tipa (CNF) 

Svjetlosnom mikroskopijom u većem broju uočeni su smanjeni i lobulirani glomeruli u kori 

bubrega, dok je manji dio glomerula hipertrofičan ili normalne veličine (Slika 4 b). Histološki su 

glomeruli segmentalno ili u potpunosti sklerozirani uz djelomično ili cistično promijenjene 

lumene pct i dct. Epitelne tubularne stanice pct i dct atrofički su promijenjene. Elektronskom 

mikroskopijom prikaže se ultrastrukturalan gubitak mikrovila s površine epitelnih tubularnih 

stanica (Slika 4 b). Zabilježena je smanjena visina epitelnih stanica uz fragmentaciju jezgre (Slika 
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4 b). Prikazuju se podociti s difuznim gubitkom nožica. Primarna cilija je unutar cistično 

promijenjenih pct neorganizirana s različitom duljinom, nepravilnim oblikom uz smještaj izvan 

centralnog dijela površine stanice. 

5.1.3. MCDK 

Makroskopskim pregledom utvrđeno je da su bubrezi povećani uz suženu bubrežnu nakapnicu i 

uretere te imaju hipoplastičan mokraćni mjehur. Svjetlosna mikroskopija preparata MCDK 

prikazuje brojne okruglaste ciste različitih veličina koje su obložene niskim cilindričnim do 

spljoštenim epitelnim stanicama obavijenim obilnim rahlim vezivnim tkivom. Mogu se pronaći 

tek rijetki nezreli ili zreli glomeruli. Imunofluorescencijskom tehnikom s protutijelom na α-tubulin 

zabilježene su mnogobrojne neorganizirane izduljene primarne cilije uz nakupine više primarnih 

cilija na istom području površine epitelnih tubularnih stanica (Slika 4 c). 

5.1.4. FSGS 

Svjetlosnom mikroskopijom preparat FSGS histološki pokazuje opsežnu segmentalnu sklerozu u 

90% prikazanih glomerula, dok je preostalih 10% urednih morfoloških karakteristika (Slika 4 d). 

Prisutna je umjerena difuzna mrežasta intersticijska fibroza uz difuzne znakove umjerenog 

tubularnog oštećenja. Oštećenje se očituje smanjenom količinom mikrovila i smanjenom visinom 

tubularnih epitelnih stanica uz cistična proširenja. Imunofluorescencija pokazuje izrazito 

izduljenu primarnu ciliju čije su nakupine vidljive u pct, dct i glomerulima. Elektronskom 

mikroskopijom potvrđuje se nalaz izrazito izduljene i decentralizirane primarne cilije na površini 

epitelnih stanica dct (Slika 4 e). Ultrastruktura podocita prikazuje difuzni gubitak nožica uz 

opsežnu mikroviloznu transformaciju. Citoplazma tubularnih epitelnih stanica opsežno je 

vakuolizirana uz gubitak mikrovila na površini stanica (Slika 4 e).  
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Slika 4. Polutanki rezovi bojani toluidin plavom, imunofluorescencijsko bojanje s α-tubulinom i 

4',6'-diaminidino-2-fenilindol dihidroksiklorid (DAPI), transmisijska elektronska mikroskopija kore 

postnatalnog bubrega djeteta starosti 1.5 godine (a), tkiva bubrega s nefrotskim sindromom 

Finskog tipa (CNF) (b) i tkiva bubrega s fokalnom segmentalnom glomerulosklerozom (FSGS)(c). 

Detalji mikrovila u zdravom postnatalnom tkivu bubrega na apikalnoj površini prikazani su kao 

dodatni okvir na većem povećanju (red a, elektronska mikroskopija). Legenda: proksimalni 

zavijeni kanalići (pct), distalni zavijeni kanalići (dct), glomeruli (g), kanalići (t), ciste proksimalnih 

kanalića (cy), jezgra (n), epitelne stanice (ec), primarna cilija (označena strelicom), lobulirani 

glomeruli (vrh strelice). Imunofluorescencijsko bojanje α-tubulina i DAPI prikazuje dizmorfne 

primarne cilije u preparatima multicističnog displastičnog bubrega (MCDK) (c) i FSGS (d). 

Elektronska mikroskopija preparata distalnih zavijenih kanalića FSGS prikazuje izrazito duge 
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primarne cilije (strelica) na apikalnoj površini stanica (e). Legenda: jezgra (n), bazalno tjelešce (vrh 

strelice), gubitak mikrovila na apikalnoj površini stanice (*). Detalji većeg povećanja primarne 

cilije prezentirani su u manjim okvirima fotografija. Povećanja na rezovima toluidin plavo: x40, 

ljestvica povećanja 100 µm. Povećanje na imunofluorescencijskim mikrofotografijama: x100, 

ljestvica povećanja 40 µm. Ljestvica povećanja transmisijskog elektronskog mikroskopa: 2 µm 

(85). 

5.2.  Razvojni i zdravi postnatalni uzorci tkiva bubrega kod čovjeka: imunofluorescencijska 

metoda uz protutijela za α-tubulin, inversin i DVL-1 i statistička analiza 

Tijekom 14., 15. i 16. tjedna gestacijskog razvoja tkivo bubrega se prikazuje različitim razvojnim 

oblicima nefrona. Zona nefrogeneze smještena je u vanjskom dijelu kore bubrega, proksimalnije 

se prikazuju metanefrogene kape (mc), bubrežni mjehurići (rv), oblik slova c ili zareza (cb), S oblik 

nefrona (sb) i nezreli glomeruli (ig) (Slika 5 a-b). U dijelu kore bliže bubrežnoj srži mogu se 

prepoznati pct, dct i glomeruli u procesu sazrijevanja. Tijekom 22. tjedna gestacijskog razvoja 

mogu se jasno razlučiti histološke razlike između srži i kore bubrega. U 38. tjednu intrauterinog 

razvoja dijelovi nefrona visoko su diferencirani uz zrele oblike pct, dct i glomerula.  
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Slika 5. Imunofluorescencijsko bojanje inversina (a) i α-tubulina (b) u razvojnim stadijima bubrega 

(14. i 15./16. tjedan gestacijskog razvoja (GW)) prikazuje zonu nefrogeneze s razvojnim oblicima 

nefrona: metanefrogena kapa (mc), bubrežni mjehurić (rv), oblik zareza (cb), S-oblik nefrona (sb), 

nezreli glomerul (ig). Povećanje: x40, ljestvica povećanja 100 µm (85). 

5.2.1. α-tubulin 

Razvojni stadiji nefrona u svim promatranim tjednima gestacijskog razvoja snažno izražavaju α- 

tubulin (Slika 5 a-b). Na površini parijetalnih stanica Bowmanove čahure, glomerula, pct i dct α- 

tubulin se vizualizira u obliku primarne cilije (Slika 6 a-e), dok se unutar citoplazme prikazuju 

difuzno zrnatog karaktera signala . Stanice pct tijekom razvoja izražavaju α- tubulin između 82 % 

i 97 %; dok se izražaj te iste bjelančevine u tubularnim  stanicama dct smanjuje sa 99 % pozitivnih 

stanica u početnim stadijima do 72 % u 38. tjednu gestacijskog razvoja (Slika 6 f, Slika 8 a). 

Semikvantitativnom analizom utvrđeno je da je izražaj α-tubulina najsnažniji u stanicama 

glomerula 16. tjedna gestacijskog razvoja uz 93 % pozitivno obilježenih stanica. Oko 70 % stanica 

glomerula u 13., 15. i 22. tjednu gestacijskog razvoja pozitivno su obilježene na α- tubulin, dok je 

najniža količina od 34 % pozitivno obilježenih stanica uočena u 38. tjednu gestacijskog razvoja 

(p<0.01) (Slika 6 f, Slika 8 a). Tkiva bubrega djece starosti 1.5 godine i 7 godina prikazuju najjači 

signal α-tubulina na apikalnoj strani epitelnih stanica pct i dct (Tablica 1, Slika 6 d-e). Prisutnost 

α-tubulina zabilježena je i u citoplazmi oko jezgre stanica dct kao i u parijetalnim epitelnim 

stanicama Bowmanove čahure (Slika 6 d-e). U postnatalnim preparatima bubrega α-tubulin 

zabilježen je u svim promatranim dijelovima nefrona uz srednju vrijednost pozitivno obilježenih 

stanica od 64 % u pct, 83 % u dct i 72 % u glomerulima (Slika 6 f). Statistički značajne razlike 

pronađene su između količine pozitivnih stanica dct u preparatima postnatalnog bubrega djeteta 

7 godina starosti u odnosu na pct (p<0.0001) (Slika 6 f, Slika 8 a).  
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Slika 6. Imunofluorescencijsko bojanje α-tubulina i DAPI u razvojnim i postnatalnim tkivima 

bubrega (a-e). Tkivo razvojnih stadija 14., 15./16., 38. tjedna gestacijskog razvoja (a-c); 

postnatalno tkivo bubrega djece starosti 1.5 godine i 7 godina (d, e). Signal pozitivnog bojenja α-

tubulina (strelica) prikazan unutar svih promatranih struktura nefrona kroz periode razvoja i 

postnatalne stadije (a-e), proksimalni zavijeni kanalić (pct), distalni zavijeni kanalić (dct) i 

glomerul (g). Detaljniji prikaz primarne cilije na većem povećanju, prikazan u dodanim manjim 

okvirima, vidi se u pct (d) i dct (a-c, e). Povećanje: x40, ljestvica povećanja 100 µm. Graf (f) 

prikazuje raspodjelu α-tubulin pozitivnih stanica po strukturama kroz različite stadije razvoja i 

postnatalnog perioda. Graf (g) prikazuje povezanost ukupnog izražaja bjelančevine u svim 

strukturama u odnosu na vrijeme (test linearne regresije) i međuodnos α-tubulina i DVL-1 kroz 

razvoj i sazrijevanje struktura (dvosmjerni ANOVA test, uz SIDAK posthoc test). Podaci su 

prikazani kao srednja vrijednost ± SD (standardna devijacija) (85). 

Tablica 1. Semikvantitativna analiza jačine izražaja za α-tubulin, inversin i DVL-1 tijekon razvojnih 

fetalnih stadija i postnatalnih bubrega djece starosti 1.5 godine i 7 godina. U svakoj skupini 

analizirano je 20 struktura od interesa. Legenda: GW- gestacijski tjedan, y- godina, pct- 

promksimalni zavijeni kanalić, dct- distalni zavijeni kanalić, g- glomerul 

antibody α-Tubulin Inversin DVL-1 

 GW/y 14 15 16 21 38 1.5 7 14 15 16 21 38 1.5 7 14 15 16 21 38 1.5 7 

struktura 

pct 3 3 3 3 2 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 3 2 1 

dct 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 3 1 2 2 2 3 1 1 

g 2 1 2 3 1 2 2 2 3 3 3 3 3 3 1 1 1 3 3 3 3 

Broj 1 opisuje slabu jačinu signala; broj 2 opisuje srednje jak signal; broj 3 opisuje jak signal (85). 

5.2.2. Izražaj inversina i DVL-1 u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega tehnikom 

dvostruke imunofluorescencije 

Izražaj inversina u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega 
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Tijekom razvoja u 14., 15., 16., 22. i 38. tjednu gestacije inversin prikazuje najsnažniji zrnati izražaj 

(Tablica 1) u glomerulima dok je u citoplazmi pct i dct srednje jakog zrnatog karaktera. Pozitivan 

izražaj inversina zabilježen je u 73 % stanica pct tijekom 16. tjedna gestacije, uz tendenciju 

opadanja broja pozitivnih stanica prema 38. gestacijskom tjednu kada je zabilježeno 29 % 

pozitivnih stanica u pct (p<0.05) (Slika 8 b). U dct i glomerulima između 80 % i 90 % stanica bilo 

je pozitivno u 14. i 16. gestacijskom tjednu, dok je najniži izražaj invesina od 66 % zabilježen u dct 

tijekom 38. gestacijskog tjedna (p<0.05, p<0.0001). Inversin se u postnatalnom tkivu bubrega 

snažno izražavao na apikalnoj strani stanica pct i bazalnoj membrani i citoplazmi oko jezgre 

stanica dct (Slika 7 d-e). U svim promatranim strukturama nefrona inversin je imao pozitivan 

izražaj (Slika 7 a-e). Prosječno je 92 % epitelnih stanica pct bilo pozitivno obilježeno protutijelom 

za inversin, 88 % u dct i 90 % u glomerulima (Slika 7 f, Slika 8 b). Između struktura nije bilo 

statistički značajnih razlika. Najveći udio pozitivnih stanica od 94% zabilježen je u glomerulima 

(Slika 8 b). Statistički značajna razlika zabilježena je između izražaja u glomerulima od 94 % i pct 

od 58% (p<0.01) te između glomerula i dct od 49 % (p<0.0001). 

Izražaj DVL-1 u razvojnim i postnatalnim preparatima tkiva bubrega 

U citoplazmi pct, dct i glomerula (Slika 7a-c) zabilježen je srednje jak do jak signal DVL-1 

bjelančevine tijekom razvojnih stadija (Tablica 1). Između 14. i 22. gestacijskog tjedna u pct od 

76% do 86 % stanica obilježeno je pozitivno. U 38. gestacijskom tjednu broj pozitivnih stanica se 

smanjuje na 57 % (Slika 8 c). Izražaj dct prati tendencija opadanja kroz periode razvoja. U 14. i 15. 

tjednu razvoja zabilježeno je između 68 % i 70 % pozitivnih stanica, u 16. i 22. tjednu broj stanica 

smanjuje se na raspon od 42 % do 50 %, da bi u 38. tjednu intrauterinog života tek 19 % (p<0.001) 

stanica dct bilo pozitivno označeno na DVL-1 (Slika 8 c). Za razliku od dct, broj pozitivnih stanica 

u glomerulima prati pozitivan porast prema kraju razvoja. U 14. tjednu razvoja u glomerulima 

pozitivno je 6 % stanica, a između 15. i 22. gestacijskog tjedna izražaj raste na 10 % pozitivnih 

stanica da bi u 38. tjednu dostigao najveći broj od 14 % pozitivnih stanica (Slika 8 c). 

Imunofluorescencijski signal DVL-1 bjelančevine u postnatalnim tkivima bubrega (Slika 7 d-e) 

raspršen je u perinuklearnoj citoplazmi svih promatranih dijelova nefrona. Statistički značajan 
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veći izražaj DVL-1 zabilježen je prilikom usporedbe broja pozitivnih stanica pct u odnosu na dct i 

glomerule (p<0.01) (Slika 8 c).  

Tijekom svih promatranih razvojnih stadija pronađena je koekspresija inversina i DVL-1 u 

citoplazmi pct, dct i glomerula (Slika 7 a-c). U pct i dct postnatalnih stadija inversin i DVL-1 zajedno 

su izraženi unutar tubularnih stanica (Slika 7 d-e), dok je u glomerulima koekspresija inversina i 

DVL-1 prikazana uz prevagu imunofluorescencijskog signala inversina (Slika 7 d-e). 
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Slika 7. Tehnika bojanja dvostrukom imunofluorescencijom inversina (zeleni signal), DVL-1 (crveni 

signal) i DAPI (plavo) u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega (14.-38. gestacijski tjedan (GW), 

bubrezi djece od 1.5 godine i 7 godina starosti). Pozitivno bojanje (strelice) prikazuje se unutar 
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svih promatranih struktura nefrona kroz periode razvoja (a-c) i postnatalnim tkivima bubrega (d-

e). Preklopljene slike (merge) zajedno s označenim dijelovima nefrona u bubrežnoj kori: 

proksimalni zavijeni kanalić (pct), distalni zavijeni kanalić (dct) i glomerul (g). Kolokalizacija 

inversina i DVL-1 (vrh strelice) prikazan je na preklopljenim mikrofotografijama. Negativna 

kontrolna bojanja prikazana su u manjim okvirima unutar mikrofotografija inversina i DVL-1 (a). 

Eritrociti se prikazuju sa snažnim izražajem uz dct. Uvećani detalji su prikazani u manjim okvirima 

unutar mikrofotografija. Povećanje: x40, ljestvica povećanja 100 µm. Dinamika promjene udjela 

pozitivno označenih stanica na inversin i DVL-1 unutar struktura nefrona (pct, dct, g) kroz periode 

razvoja i postnatalne stadije prikazani su u grafu (f, g). Graf (h) prikazuje ovisnost izražaja 

bjelančevine (ukupan udio pozitivnih stanica unutar struktura) u odnosu na vrijeme (test linearne 

regresije) i međuovisnost inversina i DVL-1 kroz periode razvoja i sazrijevanja (dvosmjerna 

ANOVA uz SIDAK post hoc test). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost ± SD (standardna 

devijacija) (85). 

5.2.3. Razlike u izražaju α-tubulina, inversina i DVL-1 između razvojnih stadija i postnatalnih 

preparata bubrega 

Izražaj α-tubulina u epitelnim stanicama pct razvojnih stadija 14. (p<0.01), 15. (p<0.001) i 16. 

(p<0.0001) gestacijskog tjedna bio je statistički značajno viši u usporedbi s pct tkiva bubrega 

djeteta od 7 godina (Slika 8 a). Stanice dct promatranih razvojnih stadija (14., 15., 16. i 22. tjedan 

gestacije) značajno su jače izražavale α-tubulin u usporedbi s dct u 38. tjednu razvoja i tkivu 

bubrega djece starosti 1.5 godine (p<0.0001). Značajno viši udio pozitivnih stanica obilježio se u 

glomerulima 16. tjedna gestacijskog razvoja u odnosu na glomerule 38. tjedna razvoja (p<0.001) 

i glomerulima postnatalnih preparata 1.5 godine (p<0.05) (Slika 8 a). 

Inversin je statistički značajno jače bio izražen u pct postnatalnog tkiva bubrega djeteta starosti 

1.5 godine u odnosu na razvojne stadije: 14. (p<0.0001), 15. (p<0.0001), 22. (p<0.001) i 38. tjedna 

gestacijskog razvoja (p<0.0001) (Slika 7 f, Slika 8 b). Dct preparata 16. tjedna gestacije značajno 

niže izražavaju inversin u odnostu na dct u 38. tjednu razvoja (p<0.0001). Uspoređujući udio 

pozitivnih stanica u strukturi dct razvojnih stadija 14. (p<0.001), 15. (p<0.01) i 16. tjedna razvoja 
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te postnatalnog tkiva djeteta starosti od 1.5 godine (p<0.0001) uočava se manji udio pozitivnih 

stanica kod dct tkiva bubrega djeteta starosti 7 godina (Slika 8 b).  

DVL-1 je bio značajno manje izražen u pct tkiva bubrega djeteta starosti od 7 godina u odnosu na 

promatrane razvojne stadije (14. (p<0.05), 15. i 16. (p<0.01) i 22. (p<0.001) tjedan gestacije) (Slika 

7 g, Slika 8 c). Epitelne tubularne stanice dct razvojnih stadija 14. i 15. gestacijskog tjedna imaju 

značajno veći udio pozitivnih stanica unutar strukture u odnosu na dct 38. gestacijskog tjedna 

(p<0.001) (Slika 7 g, Slika 8 c). Udio DVL-1 pozitivnih stanica u glomerulima povećava se kroz 

razvoj i postnatalne periode (Slika 7 g, Slika 8 c) uz značajnu razliku između 14. tjedna gestacije i 

glomerulima bubrega djece 7 godina starosti (p<0.05). 
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Slika 8. Grafovi prikazuju udio α-tubulin (a), inversin (b) i DVL-1 (c) pozitivnih stanica unutar 

proksimalnih zavijenih kanalića (pct), distalnih zavijenih kanalića (dct) i glomerula (g) kroz 

razvojne stadije (GW) i postnatalno tkivo bubrega djece od 1.5 godine i 7 godina starosti (Y). 

Razlike u izražaju bjelančevina (Kruskal Wallis uz Dunn post hoc test) određene su p vrijednostima 

(* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 

± SD (standardna devijacija). 

5.2.4. Međuodnos prostorno vremenskog izražaja α-tubulina i inversina u odnosu na DVL-1 

u razvojnim i postnatalnim tkivima bubrega 

Ukupan udio pozitivnih stanica unutar promatranih struktura bubrega na α-tubulin i inversin 

uspoređen je s ukupnim izražajem DVL-1 kroz faze razvoja i postnatalnih preparata bubrega. α-

tubulin je kroz sve promatrane stadije statistički značajno bio više izražen u odnosu na DVL-1 

bjelančevinu (p<0.001). Prilikom usporedbe izražaja inversina u odnosu na DVL-1 kroz sve 

promatrane stadije razvoja i tkiva bubrega djece od 1.5 godine i 7 godina utvrđen je statistički 

značajno viši izražaj inversina (p<0.0001). 

5.3. Usporedba imunofluorescencijskog izražaja α-tubulina, inversina i DVL-1 u patološkim 

preparatima tkiva bubrega MCDK, CNF i FSGS 

5.3.1. α-tubulin 

Usporedom ukupnog udjela pozitivnih stanica po nepreklapajućim vidnim poljima mikroskopa na 

imunofluorescencijski izražaj α-tubulina između kontrolne grupe, zdravih postnatalnih tkiva 

bubrega i patoloških stanja MCDK, CNF i FSGS (Slika 8, a-c, 9 g) pronađene su statistički značajne 

razlike u svim skupinama. Tkivo displastičnog preparata bubrega imalo je statistički značajno veći 

izražaj α-tubulin u odnosu na kontrolnu skupinu (p< 0.0001) (Slika 9 g). Preparati FSGS i CNF imali 

su statistički značajno manju ekspresiju α-tubulina u odnosu na zdravu kontrolu (p< 0.0001) (Slika 

9 g) 
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Slika 9. Imunofluorescencijsko bojanje α-tubulina s DAPI bojanjem patoloških preparata 

multicističnog displastičnog bubrega (MCDK) (a), kongenitalnog nefrotskog sindroma Finskog tipa 

(CNF) (b) i fokalne segmentalne glomeruskleroze (FSGS) (c). Primarne cilije (strelica) prikazane su 

unutar tubula (t), cistično promijenjenih proksimalnih zavijenih tubula (c), glomerula (g) i na 

površini epitelnih stanica MCDK (e). Povećanje: x40, ljestvica povećanja 100 µm. 
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5.3.2. Inversin 

Tkivo bubrega MCDK pozitivno izražava inversin u citoplazmi morfološki neorganiziranih epitelnih 

stanica kao i u stanicama cistično promijenjenih tubula (Slika 10 a). Zabilježen je pozitivan izražaj 

inversina u citoplazmi stanica glomerula. Stanice preparata tkiva bubrega CNF-a pozitivno su 

obilježene na inversin unutar dct i glomerula (Slika 10 b). Pozitivno su označene stanice u cistično 

promijenjenim pct, međutim uz smanjen intenzitet u odnosu na dct i glomerule. Jak signal 

inversina zabilježen je u dct i glomerulima preparata FSGS, dok je smanjen intenzitet zabilježen u 

cistama nastalim iz pct (Slika 10 c). Promatrani prostorni izražaj inversina kod patoloških stanja 

bubrega (MCDK, CNF, FSGS) statistički je značajno viši u usporedbi sa zdravom kontrolnom 

skupinom (p< 0.0001)(Slika 10 h). 
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Slika 10.  Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje inversina (zeleno), DVL-1 (crveno) i DAPI u 

patološkim preparatima multicističnog displastičnog bubrega (MCDK) (a), bubrega s 

kongenitalnim nefrotskim sindromom Finskog tipa (CNF) (b) i bubrega s fokalnom segmentalnom 

glomerulosklerozom (FSGS) (c). Legenda: tubuli (t), glomeruli (g), ciste proksimalnih zavijenih 

kanalića (c), visina epitelnih stanica proksimalnih zavijenih kanalića (*). Strukture i kolokalizacija 

inversina i DVL-1 (vrh strelice) unutar stanica prikazane su na preklopljenim mikrofotografijama 

(merge) uz detalje s većim povećanjem unutar okvira. Negativna kontrolna bojanja prikazana su 

unutar okvira mikrofotografija inversina i DVL-1 (a). Povećanje: x40, ljestvica povećanja 100 µm. 

Odnos izražaja α-tubulina i inversina s izražajem DVL-1 u preparatima MCDK, FSGS i CNF 

(dvosmjerni ANOVA uz SIDAK post hoc test). Graf (f) prikazuje razlike u visini epitelnih stanica pct 

u FSGS, CNF i MCDK uspoređivano sa zdravom kontrolom (jednosmjerni ANOVA uz Tukey post 

hoc test). Razlike u udjelu pozitivnih stanica na α-tubulin, inversin i DVL-1 po nepreklapajućim 

vidnim poljima preparata MCDK, CNF i FSGS u usporedbi sa zdravom kontrolom (g-i) 

(jednosmjerni ANOVA uz Tukey post hoc test). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD 

(standardna devijacija). Statistički značajne razlike označene su p vrijednostima (* p < 0.05, ** p 

< 0.01, **** p < 0.0001) (85). 

5.3.3. DVL-1 bjelančevina 

Bjelančevina DVL-1 vrlo je blagog zrnatog karaktera signala u preparatima MCDK (Slika 10 a). 

Signal se bilježi u citoplazmi morfološki neorganiziranih tubula i nezrelih glomerula. U 

preparatima patološkog tkiva bubrega CNF signal bilježi se u citoplazmi epitelnih stanica dct i 

glomerula (Slika 10 b). Blagi izražaj DVL-1 nalazi se u citoplazmi pct, dct i glomerula u preparatima 

FSGS (Slika 10 c). Usporedbom udjela pozitivnih stanica po vidnim poljima MCDK i FSGS pronađen 

je statički značajno niži izražaj DVL-1 u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (p< 0.0001) (Slika 10 

i). Upoređujući udio pozitivnih stanica kod CNF i zdrave kontrole nije pronađena statistički 

značajna razlika (Slika 10 i). 

5.3.4. Međuovisnost izražaja α-tubulina i inverzina u odnosu na DVL-1 bjelančevinu u 

patološki izmijenjenim bubrezima (MCDK, CNF, FSGS) 



 

46 

 

Statistički značajan viši izražaj α-tubulina pronađen je u patološki promijenjenim preparatima 

MCDK, CNF i FSGS  u odnosu na izražaj DVL-1 (p<0.0001) (Slika 10 d). Inversin je imao značajno 

viši izražaj u odnosu na DVL-1 u patološkim preparatima MCDK (0.0001) i FSGS (p<0.01) (Slika 10 

e). 

5.3.5. Razlike u visini epitelnih stanica proksimalnih zavijenih kanalića između patološki 

promijenjenih preparata i zdrave kontrole 

Visina epitelnih stanica pct mjerena je i uspoređivana između tubularnih stanica zdrave kontrolne 

skupine i patološki izmijenjenih tkiva bubrega MCDK, CNF i FSGS. Izmjerena srednja vrijednost 

visine epitelnih stanica pct zdrave kontrole iznosila je 12.91 µm ± 1.847 µm i statistički je značajno 

viša u usporedbi s visinom tubularnih stanica CNF-a i FSGS-a (p<0.0001) (Slika 10 f). Mjerena 

srednja vrijednost visine stanica pct kod CNF-a iznosila je 9.011 µm ± 1.453 µm dok je kod 

preparata FSGS iznosila 8.114 µm ± 0.9248 µm (Slika 10 f). Izmjerene visine epitelnih stanica 

MCDK-a  iznosile su 12.17 µm ± 1.476 µm. Iako su izmjerene niže vrijednosti nije bilo statistički 

značajne razlike u odnosu na izmjerene vrijednosti zdrave kontrole (Slika 10 f). 

5.3.6. Razlike u duljini primarne cilije između zdrave kontrolne skupine i promatranih 

patoloških stanja MCDK, CNF i FSGS 

Duljine primarnih cilija mjerene su u skupinama zdrave kontrole i patoloških stanja te su 

međusobno uspoređivane. U svrhu osiguranja specifičnosti bojenja tijela primarne cilije α-

tubulinom napravljeno je imunofluorescencijsko bojenje γ-tubulinom čime se prikazalo bazalno 

tjelešce primarne cilije (Slika 11 a-b). Primarna cilija mjerena na preparatima zdrave kontrole 

duljine je 5.065 µm ± 2.434 µm (Slika 11 c). Primarna cilija mjerena u patološkim preparatima 

MCDK, CNF i FSGS značajno je dulja u odnosu na zdravu kontrolu (p<0.0005) (Slika 11 c). U 

preparatima MCDK duljina primarne cilije iznosi 9.908 µm ± 2.434 µm, dok je u preparatima CNF 

13.65 µm ± 3.218 (Slika 11 c). Najdulje primarne cilije izmjerene su u patološkim preparatima 

FSGS, gdje je prosječno iznosila 18.29 µm ± 4.717 µm (Slika 11 c). Primarna cilija u FGSG značajno 

je dulja u odnosu na cilije iz zdrave kontrolne skupine (p<0.0001), ali i u usporedbi s patološkim 

stanjima MCDK (p<0.0001) i CNF (p<0.001)(Slika 11 c). 
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Slika 11. Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje s α-tubulinom (crveno), γ-tubulinom (zeleno) 

i DAPI u preparatima zdravog postnatalnog bubrega djeteta starosti 1.5 godine (a) i u 

multicističnom displastičnom bubregu (MCDK) (b). Kolokalizacija α- i γ-tubulina prikazana je 

strelicom. Detalji većeg povećanja primarne cilije i bazalnog tjelešca prikazani su u manjim 

okvirima unutar mikrofotografija (a, b). Graf (c) prikazuje razlike u duljinama primarne cilije 

između zdrave kontrolne skupine i patoloških preparata FSGS, CNF i MCDK. Rezultati su prikazani 

kao srednje vrijednosti ± SD (standardna devijacija). Statistička značajnost određena je p 

vrijednostima (*** P < 0.001, **** P < 0.0001) (85). 
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Cilj ovog istraživanja i disertacije bio je istražiti prostorno vremenski obrazac 

imunofluorescencijskog izražaja α-tubulina, inversina i DVL-1 kroz faze gestacijskog razvoja i 

postnatalnih tkiva bubrega. Također, cilj je bio istražiti postoje li razlike u izražaju navedenih 

bjelančevina između zdravog tkiva postnatalnih bubrega i patoloških stanja MCDK, CNF i FSGS od 

kojih svi imaju tendenciju stvaranja bubrežnih cisti, smanjenja bubrežne funkcije koje vode do 

razvijanja kroničnih bubrežnih bolesti. S obzirom na to da kronične bubrežne bolesti u populaciji 

imaju prevalencu između 4.1 % i 25.5 % (86) veliki broj istraživanja odvija se na ovom polju. 

Međutim, unatoč povećanom zanimanju, većina istraživanja u čijem fokusu je uloga α-tubulina, 

inversina i DVL-1 bjelančevine na razvoj i kronične bolesti bubrega, koriste životinjske ili 

laboratorijske modele. Pretraživanjem literature uočeno je da je ovo prvo istraživanje koje je u 

fokus stavilo izražaj i lokalizaciju α-tubulina zajedno s inversinom i DVL-1, bjelančevinama Wnt 

signalnog puta. Do sada se navedene bjelančevine nisu zajedno proučavale u razvojnim stadijima 

i postnatalnim tkivima bubrega. Također, prvi put se uspoređuje imunofluorescencijski izražaj u 

patološkim stanjima MCDK, CNF i FSGS s histološki zdravim tkivom bubrega. Osim 

imunofluorescencijskog izražaja bjelančevina, u studiji je istražena duljina i morfologija primarnih 

cilija u zdravim i patološkim tkivima bubrega. Ultrastruktura stanica i primarnih cilija ispitana je i 

metodom elektronske mikroskopije. Nadalje, proučavana je visina epitelnih tubularnih stanica 

pct zbog cističnih promjena, s obzirom na to da su ranija istraživanja ukazala na mogućnost da 

morfološke promjene cilija mogu imati utjecaja na stvaranje cista kod CNF-a i FSGS-a (87). 

Wnt signalni put kontrolira proces MET-e i put stanične polarnosti koji ga čini neophodnim za 

proces nefrogeneze tijekom embrionalnog i fetalnog perioda. Primarna cilija uključena je u 

proces Wnt signalizacije i time kontrolira staničnu proliferaciju, diferencijaciju i morfogenezu 

tkiva bubrega. Svojim utjecajem djeluje na organizaciju citoskeleta i staničnu organizaciju čime 

utječe na usmjereno izduljivanje tubularnih struktura bubrega. Ovim istraživanjem ukazano je na 

prisutnost α-tubulina, inversina i DVL-1 ne samo u ranim stadijima razvoja već i u postnatalnom 

tkivu bubrega djece starosti od 1.5 godine i 7 godina u svim promatranim strukturama nefrona. 

Dobiveni rezultati potkrjepljuju dosadašnja istraživanja koja govore u prilog ranoj aktivnosti Wnt 

signalnog puta već za vrijeme tubulogeneze (88). Također, ovom studijom ukazalo se na statistički 

značajnu recipročnu povezanost izražaja α-tubulina i inversina u odnosu na količinu DVL-1. O 
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važnosti DVL-1 bjelančevine govori studija provedena na eksperimentalnom modelu miša s 

mutiranom cijelom obitelji DVL bjelančevina što je rezultiralo izostankom procesa gastrulacije. 

Mutacije koje nisu u potpunosti isključile cijelu obitelj bjelančevina kao rezultat su imale defekte 

nodalne cilije, čija je uloga održavanje desno-lijeve simetrije u ranom periodu razvoja. Također, 

kao rezultat mutacije moguća je i pojava defekata tijekom organogeneze (89). Ranija istraživanja 

ukazala su na važnost uloge inversina u migraciji stanica pronefrosa Xenopusa. S obzirom na to 

da navedeni segment kod sisavaca odgovara Henleovoj petlji i distalnim zavijenim kanalićima 

indirektno se može pretpostaviti važnost inversina kod ranog razvoja bubrega čovjeka (23). 

Sukladno navedenom, istraživanja su zaključila da mutacija inversina dovodi do nefronoftize tipa 

2, što je posredovano nereguliranom količinom DVL-1 bjelančevine (90). Unatoč dosadašnjim 

studijama, a koje se ne slažu u potpunosti oko stava kako točno primarna cilija ima utjecaj na 

regulaciju Wnt signalnog puta, ovo istraživanje pokazalo je suizražaj α-tubulina s inversinom i 

DVL-1 u svim promatranim stadijima razvoja i sazrijevanja tkiva bubrega. Pronađeni suizražaj 

bjelančevina na luminalnoj površini tubula uz bazu cilije, potvrđuje teoriju da su inversin i DVL-1 

cilijarne bjelančevine smještene u bazalnom tjelešcu primarne cilije (37). U dosadašnjoj literaturi, 

istaknuto je da primarna cilija zajedno s inversinom utječe na smanjivanje količine DVL-1 u 

citoplazmi što bi mogao biti mehanizam kojim usmjerava Wnt signalni put prema nekanonskom 

putu (91). Proučavanjem međuodnosa α-tubulina i inversina sa DVL-1 dolazi se do zaključka da 

razina DVL-1 bjelančevine značajno ovisi o izražaju preostalih dviju bjelančevina što bi se moglo 

shvatiti proučavajući mehanizam Wnt signaliziranja. Do sada se uočila abnormalna lokalizacija i 

promijenjeno signaliziranje primarne cilije u bolestima bubrega s cističnim promjenama, 

međutim, nije promatran učinak na cilijarne proteine (87). U skladu s navedenim, ovom studijom 

potvrdile su se morfološke promjene primarne cilije kod patoloških stanja kojima su histološko 

obilježje cistične promjene u MCDK-u, CNF-u i FSGS-u. Uloga Wnt signalnog puta osim u razvoju 

proučavala se kod akutnih i kroničnih ozljeda bubrega. Istraživanja su pokazala ukoliko nakon 

akutne ozljede dođe do prolazne aktivacije kanonskog Wnt signalnog puta, utoliko će doći do 

regeneracije oštećenog tkiva i povratka na raniju funkciju (92). Međutim, nekontrolirana i 

dugotrajna aktivacija Wnt signalnog puta nakon ozljede može rezultirati nepopravljivim 

strukturalnim i funkcionalnim promjenama tkiva bubrega koja u konačnici vodi do kroničnih 
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bubrežnih oboljenja (93). Suprotno ovom procesu, ukazano je na to da primarna cilija ima ulogu 

u usmjeravanju Wnt signalnog puta s kanonskog smjera prema nekanonskom smjeru čime 

doprinosi popravku oštećenog tkiva. Kao dokaz ovoj teoriji pokazano je da pojačana aktivacija 

kanonskog Wnt signalnog puta u transplantiranom bubregu ima pozitivnu prediktivnu vrijednost 

da će ishod biti fibroza tkiva bubrega (94). Ukoliko ravnoteža između navedena dva smjera Wnt 

signalnog puta prevagne prema kanonskom putu za očekivati je napredovanje fibroziranja u tkivu 

bubrega. Rezultati ovog istraživanja govore u prilog navedenoj teoriji. U patološkim preparatima 

tkiva CNF-a i FSGS-a pronađen je smanjen izražaj α-tubulina i inversina što se tumači kao 

smanjena aktivnost nekanonskog Wnt signalnog puta u kojem je očekivana pojačana aktivnost 

ako dolazi do reparacije tkiva. Međutim, s obzirom na rezultate, zaključuje se tendencija obje 

bolesti prema fibroziranju i kroničnom oboljenju bubrega. Na temelju dosadašnjih rezultata iz 

postojeće literature, može se naslutiti kako bi uredna morfologija, lokalizacija i funkcija primarne 

cilije mogla biti važan faktor u održavanju aktivacije Wnt signalnog puta, a time i uvjet za urednu 

nefrogenezu tijekom embrionalnog razdoblja. Suprotno tome, ako dođe do pojačane aktivacije 

Wnt signalnog puta, moguća je nekontrolirana proliferacija i diferencijacija stanica koja može 

rezultirati karcinogenezom (95). Do sada je poznato da je aktivacija kanonskog Wnt signalnog 

puta neophodna za započinjanje procesa MET, a time i za formiranje dijelova nefrona. Ukoliko ne 

dođe do pravovremene aktivacije procesa MET rano tijekom razvoja, rezultat je hipodisplazija 

bubrega (96). Rezultati ove studije tumače se u skladu s literaturom. Najniža razina izražaja DVL-

1 bjelančevine uz najvišu razinu α-tubulina pronađena je u patološkom preparatu MCDK-a kada 

je uspoređen sa zdravom kontrolom. Ovaj rezultat može se tumačiti kao najniža aktivacija 

kanonskog signalnog puta i mogući uzrok izostanka formacije funkcionalnih dijelova nefrona. 

Nadalje, najviša razina izražaja α-tubulina s najnižom razinom DVL-1 bjelančevine mogla bi 

objasniti uzrok nastanka mnogobrojnih cisti u tkivu bubrega, s obzirom na to da nema 

organiziranog izduljivanja tubularnih struktura i polarnosti stanica vođenih nekanonskim putem. 

Ranije su studije pokazale da inversin ima ulogu u kočenju kanonskog Wnt signalnog puta tako 

da označava DVL za ubikvitinsku degradaciju (32). Ovaj dio pokazao se neizostavnim za 

održavanje regularnog izduljenja i položaja tubula tijekom razvoja. Mutacija inversina rezultira 

pojačanom aktivacijom kanonskog smjera signalnog puta što potiče nereguliranu proliferaciju 
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tubularnih stanica. Eksperimantalni model inversin knockout miša u bubrezima prikazuje sliku 

policistične bolesti bubrega čime se dokazalo da  je neregulirani kanonski put, uz izostanak 

nekanonskog, presuđujući korak u ulozi formacije cista (90, 97). Svi proučavani patološki 

preparati prikazuju statistički značajno niže razine inversina u odnosu na zdravu kontrolu uz 

cistične promjene, što govori u prilog prijašnim provedenim studijama na modelima. Prema 

teoriji o nastanku bubrežnih cisti, inversin se smatra cistoproteinom zbog njegove lokalizacije uz 

bazu primarne cilije u epitelnim tubularnim stanicama bubrega (98).  

Primarnu ciliju pronalazimo na apikalnoj površini epitelnih tubularnih stanica u svim proučavanim 

periodima razvoja uz jači izražaj α-tubulina u postnatalnim stadijima. Dosadašnja istraživanja su 

pokazala da funkcija primarne cilije može biti poremećena zbog nereguliranog izražaja α-tubulina 

tijekom razvoja. Zbog oštećenja primarne cilije doći će do stvaranja bubrežnih cisti i 

neodgovarajućeg razvoja bubrega što može rezultirati kroničnim bubrežnim bolestima već u 

dječjoj dobi (80,99). U skladu sa tim saznanjima su rezultati ove studije. U preparatima MCDK-a 

zabilježene su skraćene primarne cilije oštećene morfologije. Nakupine primarnih cilija, izrazito 

izduljene i dislocirane primarne cilije pronađene su u proširenim i cistično promijenjenim 

kanalićima što nije zabilježeno u zdravoj kontrolnoj skupini. U MCDK-u zabilježen je značajno 

manji izražaj inversina i DVL-1 pri usporedbi sa zdravom kontrolom, što govori u prilog teoriji koja 

objašnjava kako su kanonski i nekanonski Wnt signalni putevi, regulirani od strane primarne cilije, 

neophodni za uredan razvoj bubrega kod čovjeka (80,99).  
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7. ZAKLJUČAK 
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Različit prostorno vremenski obrazac izražaja α-tubulina, inversina i DVL-1 kroz faze gestacijskog 

razvoja mogao bi govoriti o dinamici izmjene između kanonskog i nekanonskog Wnt signalnog 

puta tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja bubrega čovjeka. Ovo istraživanje pretpostavlja i 

potkrepljuje dosadašnja istraživanja, koja objašnjavaju kako izmjena između dva smjera signalnog 

puta određuju dinamiku prepisivanja gena od interesa u slučajnu kanonskog puta ili usmjeravanje 

i polarnost nastalih stanica tijekom nefrogeneze u slučaju nekanonskog puta. Zabilježeni izražaj i 

ravnoteža promatranih bjelančevina u svim strukturama od interesa nefrona tijekom faza razvoja 

implicira njihovu esencijalnu ulogu tijekom nefrogeneze. Promatrajući izražaj α-tubulina, 

inversina i DVL-1 kroz periode razvoja od 14. do 38. tjedna gestacije može se zaključiti da ukupna 

količina bjelančevina opada sa zrelošću promatranih struktura nefrona. U postnatalnim stadijima 

bubrega, α-tubulin i inversin prikazuju blagi porast u izražaju što je u skladu s činjenicom da 

nekanonski Wnt signalni put ostaje aktivan nakon rođenja. Suprotno tome, razina DVL-1 nastavlja 

dinamiku snižavanja izražaja što se može promatrati u skladu s prijašnim tvrdnjama da je kanonski 

Wnt signalni put utišan u zdravom tkivu bubrega. U odgovoru na patološka stanja i ozljede 

bubrega dolazi do reaktivacije kanonskog dijela signalnog puta što se povezuje s pojavom 

epitelno mezenhimalne transformacije te konačno i fibroze ako ne dođe do kontrolirane 

aktivnosti puta (93,100). Poremećen izražaj α-tubulina, inversina i DVL-1 pronađen u patološkim 

preparatima tkiva bubrega mogao bi biti u podlozi patomorfoloških mehanizama nastanka 

bolesti. Također, može se promatrati i kao trenutak prelaska s nekanonskog na kanonski signalni 

put nakon završetka razvoja, obzirom da su cistične bolesti povezane s većim brojem mutacija 

bjelančevina vezanih uz primarnu ciliju (101). Neravnoteža između aktivnosti kanonskog nauštrb 

nekanonskog smjera puta implicira presuđujući rezultat između reverzibilnog i ireverzibilnog 

oštećenja bubrega. Shodno tome, promjene u obrascu izražaja proučavanih bjelančevina u 

razvojnim i postnatalnim stadijima mogu biti povezane s uzrokom kongenitalnih anomalija 

bubrega, oštećenom bubrežnom funkcijom u djetinjstvu ili odrasloj dobi te konačnim kroničnim 

bubrežnim zatajenjem. 
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8. SAŽETAK 

Prostorno vremenski izražaj α-tubulina, inversina i dishevelled-1 (DVL-1), bjelančevina Wnt 

signalnog puta, i morfologija primarne cilije analizirani su u razvojnim stadijima bubrega (14.-38. 

gestacijski tjedan), zdravim postnatalnim (bubrezi djece 1.5 godine i 7 godina starosti) i patološki 

promijenjenim bubrezima čovjeka: multicistični displastični bubrezi (MCDK), bubrezi s fokalnom 

segmentalnom glomerulosklerozom (FSGS) i u bubrezima s kongenitalnim nefrotskim sindromom 

Finskog tipa (CNF). Analiza je provedena tehnikom dvostruke imunofluorescencije, elektronskom 

mikroskopijom, semikvantitativnim metodama uz statističku analizu. Citoplazmatski suizražaj α-

tubulina, inversina i DVL-1 zabilježen je u proksimalnim zavijenim kanalićima (pct), distalnim 

zavijenim kanalićima (dct) i glomerulima (g) svih proučavanih preparata. Tijekom razvojnih 

stadija, ukupan izražaj promatranih bjelančevina snizio se dok se prati blagi porast u postnatalnim 

preparatima. Pronađena je statistički značajna razlika u izražaju α-tubulina, inversina i DVL-1 

između patoloških preparata i zdrave kontrole. Također, u patološkim preparatima, primarne 

cilije bile su dizmorfne. Obrazac izražaja α-tubulina, inversina i DVL-1 u razvojnim stadijima 

mogao bi ukazivati na izmjene kanonskog i nekanonskog Wnt signalnog puta koji je neophodan 

za nefrogenezu. Suprotno navedenom, poremećeni izražaj u patološkim preparatima uz 

dizmorfne cilije mogao bi biti pokazatelj napredovanja prema kroničnom zatajenju bubrega.  
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9. SUMMARY 

The spatiotemporal expression of α-tubulin, inversin and dishevelled-1 (DVL-1) proteins 

associated with the Wnt-signaling pathway, and primary cilia morphology were analyzed in 

developing kidneys (14th–38th developmental weeks), healthy postnatal (1.5- and 7-years old) 

and pathologically changed human kidneys, including multicystic dysplastic kidneys (MCDK), focal 

segmental glomerulosclerosis (FSGS) and nephrotic syndrome of the Finnish type (CNF). The 

analysis was performed by double immunofluorescence, electron microscopy, semiquantitative 

and statistical methods. Cytoplasmic co-expression of α-tubulin, inversin and DVL-1 was observed 

in the proximal convoluted tubules (pct), distal convoluted tubules (dct) and glomeruli (g) of 

analyzed tissues. During kidney development, the overall expression of α-tubulin, inversin and 

DVL-1 decreased, while in the postnatal period slightly increased. The highest expressions of α-

tubulin and inversin characterized dct and g, while high DVL-1 characterized pct. α-tubulin, 

inversin and DVL-1 expression pattern in MCDK, FSGS and CNF kidneys significantly differed from 

the healthy control. Compared to healthy kidneys, pathologically changed kidneys had 

dysmorphic primary cilia. Different expression dynamics of α-tubulin, inversin and DVL-1 during 

kidney development could indicate that switch between the canonical and noncanonical Wnt-

signaling is essential for normal kidney morphogenesis. In contrast, their disturbed expression in 

pathological kidneys might be associated with abnormal primary cilia, leading to chronic kidney 

diseases. 
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