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Komparativna analiza imunohistohemijskih i histomorfometrijskih
karakteristika humane metanefrogeneze

Cilj istrazivanja bio je da se imunohistohemijski prouci ekspresija
proliferativnog markera Ki-67 i markera povezanih sa apoptozom, Bcl-2 i
Bax, tokom nefrogeneze. Takode, morfometrijski su ispitane razvojne
karakteristike bubreznog tkiva u razli¢itim periodima gestacije. Analizirani
su uzorci bubrega 38 humanih fetusa gestacijske starosti (GS) od 13 do 40
nedelja. IstraZivanje je pokazalo da se Ki-67 eksprimira u brojnim ¢elijama
mezenhima, pretubularnim agregatima, bubreZznim vezikulama, zapeta- i
ranim S-formama. Tokom maturacije i prostorne ekspanzije nefrona prema
dubljim delovima Kkorteksa, ekspresija Ki-67 se znacajno smanjuje od
korpuskularne prema tubularnoj porciji nefrona. Sli¢no, Bcl-2 se jako
eksprimira u indukoanim nefrogenim progenitornim celijama, pretubularnim
agregatima, bubreznim vezikulama i zapeta-formama. Kako vaskularizacija
i maturacija nefrona napreduju, Bcl-2 bojenje postaje manje intenzivno i
ograni¢eno na parijetalni sloj Boumanove kapsule i bubrezne tubule. Slaba
Bax ekspresija zabelezena je u pojedinacnim celijama rasutim unutar
segmenata nefrona u svim razvojnim stadijumima. U dubokom delu kortek-
sa Bax se intenzivnije eksprimira u bubreznim tubulima. Sa napredovanjem
nefrogeneze, Sirina nefrogene zone opada, uz jaku negativnu korelaciju sa
GS. Suprotno, broj generacija glomerula i debljina korteksa rastu, uz jaku
pozitivnu korelaciju sa GS. Prose¢na area, perimetar i Feretov dijametar
bubreZnih korpuskula opadaju do perioda od 29-32 nedelje gestacije, a zatim
rastu do perioda od 37-40 nedelja. Utvrdena je slaba negativna korelacija sa
GS. Suprotno, numericka arealna gustina bubreZznih korpuskula raste do
perioda od 21-24 nedelje, a zatim opada do perioda od 37-40 nedelja, uz
umerenu negativnu korelaciju sa GS. ProseCna area bubreznih tubula nez-
natno opada do perioda od 21-24 nedelje gestacije, a zatim raste sve do
perioda od 36-40 nedelja, uz umerenu pozitivnu korelaciju sa GS. Nume-
ricka arealna gustina bubreznih tubula raste do perioda od 21-24 nedelje
gestacije, odrZava se relativno konstantno do perioda od 33-36 nedelja, a
zatim ponovo raste u periodu od 36-40 nedelja. Utvrdena je jaka pozitivha
korelacija sa GS.
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Comparative analysis of immunohistochemical and
histomorphometric characteristics of human metanephrogenesis

The aim of this research was to investigate the expression of proliferation
marker Ki-67 and apoptosis-related markers Bcl-2 and Bax during nephro-
genesis by immunohistochemistry. Also, developmental characteristics of
kidney tissue in different periods of gestation were quantified using
morphometric analysis methods. Kidney samples of 38 human fetuses with
gestational age (GA) ranging from 13-40 weeks were analyzed. The study
showed that Ki-67 was expressed in numerous cells of the metanephric
mesenchyme, the pretubular aggregate, the renal vesicles, the comma-
shaped body, and the early S-shaped body. During subsequent development
and the spatial expansion of nephrons toward the matured zone, the expre-
ssion Ki-67 was markedly reduced from corpuscular towar tubular portion
of nephron. Similarly, Bcl-2 was strongly expressed in the induced nephro-
genic progenitor cells, the pretubular aggregates, the renal vesicles and the
comma-shaped body. As the vascularization and maturation of the nephron
proceeded, Bcl-2 staining became less intense and limited to the parietal
layer of Bowman's capsule and renal tubules. Weak Bax expression is obser-
ved in individual scattered cells within segments of developing nephrons at
all developmental stages. In the matured zone, more intense Bax staining
was observed in the renal tubules. As nephrogenesis progresses, the width of
the nephrogenic zone decreased, showing a strong negative correlation with
GS. In contrast, the number of glomerular generations and the thickness of
the cortex increased, showing a strong positive correlation with GS. The
average area, perimeter, and Feret's diameter of the glomeruli decreased up
to a period of 29-32 weeks of gestation and subsequently increased until a
period of 37-40 weeks. There was a weak negative correlation with GA. In
contrast, the areal density of glomeruli increased up to a period of 21-24
weeks and then decreased until a period of 37-40 weeks, showing a mode-
rate negative correlation with GA. The average area of renal tubules slightly
decreased until a period of 21-24 weeks of gestation and then increased until
a period of 36-40 weeks, showing a moderate positive correlation with GA.
The average areal density of renal tubules increased until a period of 21-24
weeks of gestation, remained relatively constant until a period of 33-36
weeks, and then increased at 36-40 weeks. There was a strong positive
correlation with GA.
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Abstract
The aim of this research was to investigate the expression of proliferation marker Ki-67 and
apoptosis-related markers Bcl-2 and Bax during nephrogenesis by immunohistochemistry.
Also, developmental characteristics of kidney tissue in different periods of gestation were
quantified using morphometric analysis methods. Kidney samples of 38 human fetuses with
gestational age (GA) ranging from 13-40 weeks were analyzed. The study showed that Ki-67
was expressed in numerous cells of the metanephric mesenchyme, the pretubular aggregate,
the renal vesicles, the comma-shaped body, and the early S-shaped body. During subsequent
development and the spatial expansion of nephrons toward the matured zone, the expression
Ki-67 was markedly reduced from corpuscular towar tubular portion of nephron. Similarly,
Bcl-2 was strongly expressed in the induced nephrogenic progenitor cells, the pretubular
aggregates, the renal vesicles and the comma-shaped body. As the vascularization and matu-
ration of the nephron proceeded, Bcl-2 staining became less intense and limited to the parietal
layer of Bowman's capsule and renal tubules. Weak Bax expression is observed in individual
scattered cells within segments of developing nephrons at all developmental stages. In the
matured zone, more intense Bax staining was observed in the renal tubules. As nephrogenesis
progresses, the width of the nephrogenic zone decreased, showing a strong negative correlati-
on with GS. In contrast, the number of glomerular generations and the thickness of the cortex
increased, showing a strong positive correlation with GS. The average area, perimeter, and
Feret's diameter of the glomeruli decreased up to a period of 29-32 weeks of gestation and
subsequently increased until a period of 37-40 weeks. There was a weak negative correlation
with GA. In contrast, the areal density of glomeruli increased up to a period of 21-24 weeks
and then decreased until a period of 37-40 weeks, showing a moderate negative correlation
with GA. The average area of renal tubules slightly decreased until a period of 21-24 weeks of
gestation and then increased until a period of 36-40 weeks, showing a moderate positive
correlation with GA. The average areal density of renal tubules increased until a period of 21-
24 weeks of gestation, remained relatively constant until a period of 33-36 weeks, and then
increased at 36-40 weeks. There was a strong positive correlation with GA.
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Skracenice

A - ampula sabirnog tubula

AIF - (engl. apoptosis inducing factor) - indukuju¢i faktor apoptoze
BCL-2 - B-celijski limfom 2

CKD - (engl. chronic kidney disease) - hroni¢na bolest bubrega

DT - distalni tubul

G - glomerul
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IUGR - (engl. intrauterine growth restriction) - intrauterusna restrikcija rasta
JGA - jukstaglomerularni aparat

K - kapsula

LBW - (engl. low birth weight) - mala porodajna tezina
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MB - metanefrosni blastem

MM - metanefrosni mezenhim

NZ - nefrogena zona
PCNA- proliferiSu¢i nuklerani antigen

PTA - pretubularni agregat
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S - telo u obliku slova S

TNF - (engl. tumor necrosis factor) - faktor tumorske nekroze
UP - ureterni pupoljak
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~ Uvob

Bubreg je primarni ekskretorni i homeostatski organ. Nefron, osnovna strukturna i
funkcionalna jedinica bubrega, izgraden je od bubreznog korpuskula, bubreznog tubula i
spojnog tubula koji ga povezuje sa sabirnim sistemom bubrega. Filtracija na glomerularnom
nivou, selektivna resorpcija iz filtrata koji prolazi duz bubreznih tubula i sekrecija od strane
Celija tubula u filtrat odreduju ekskretornu i regulatornu funkciju bubrega. Svaki segment
nefrona ima karakteristicnu gradu povezanu sa specificnim funkcijama organa. Funkcionalna
sposobnost bubrega zavisi od razvoja specificnih tipova Celija pojedinih segmenata nefrona
koji zauzimaju mesto u korteksu i meduli. Razvoj bubrega obuhvata niz morfoloskih i funkcio-
nalnih promena koje se odvijaju na strogo kontrolisan vremenski i prostorni nacin kako bi se
formirao konacan broj funkcionalnih nefrona. Tokom razvoja, bubreg raste usled poveéanja
broja celija zbog proliferacije, povecanja broja nefrona, velicine glomerula, duzine renalnih
tubula i sabirnih kanala.

Razvoj metanefrosa ili permanentnog bubrega kod coveka pocinje u 5. nedelji gestacCi-
je kada ureterni pupoljak progresivno urasta u susedni metanefrosni blastem. Reciprocna
interakcija izmedu epitelnih i mezenhimalnih ¢elija indukuje razvoj sabirnog sistema i nefro-
genezu. Formiranje bubrega in utero ukljucuje koordinisanu regulaciju osnovnih razvojnih
procesa kao Sto su mezenhimsko-epitelna tranzicija, migracija, diferencijacija, morfogeneza i
regulacija broja celija. Mezenhimne Celije metanefrosnog blastema imaju potencijal da se
diferenciraju u epitelne celije nefrona i celije strome. Kroz sloZzene morfoloske promene uspo-
Stavlja se trodimenzionalni odnos izmedu nefrona, bubrezne vaskulature i sabirnog sistema,
Sto je neophodno za normalnu strukturu i funkciju bubrega. Regulacija broja éelija je kljucna
i odrzava se ravnotezom izmedu proliferacije i apoptoze u razlicitim stadijumima razvoja.

Fizioloska adaptacija novorodenceta na vanmatericni Zivot zavisi od mnogih para-
metara ukljucujuci intaktan morfoloski i funkcionalni razvoj bubrega pre i posle rodenja.
Ukupan broj nefrona limitiran je njihovim brojem formiranim tokom organogeneze. Nefroge-
neza kod ljudi pocinje u 9. nedelji gestacije i zavrsava se u perodu izmedu 32. i 36. nedelje.
Svaki bubreg sadrzi prosecno oko 900 000 do 1 000 000 nefrona, mada postoje znacajne
individualne varijacije. Broj nefrona moze da varira od 200 000 do 2 000 000 u zavisnosti od
pola, starosti, rasne i etnicke pripadnosti, i telesne teZine na rodenju. Individualne varijacije
u broju nefrona dokazuju plasticnost bubrega tokom razvoja i znacajnu ulogu faktora Zivotne
sredine u odredivanju njihovog konacnog broja. Svaki neZeljeni uticaj pre zavrsetka nefroge-
neze moze kompromitovati rast i razvoj bubrega i ispoljiti dugotrajne efekte na konachi
potencijal organa. Fetalni razvoj se sve cesSce prepoznaje kao vazan modulator rizika za nas-
tanak primarne hipertenzije i hronicne bolesti bubrega. Prema hiperfiltracionoj teoriji, broj
nefrona inverzno korelira sa velicinom bubreznih korpuskula. U skladu sa tim, broj nefrona,
velicina i distribucija segmenata nefrona u svakom stadijumu razvoja upucuju na adekvatnost
nefrogeneze.



1. PREGLED LITERATURE

Bubreg ima esencijalnu ulogu u regulaciji zapremine i sastava ekstracelularne te¢nosti.
Takode, odrzava stabilno unutrasnje okruzenje izlu¢ivanjem mnogih materija koje su unete ili
proizvedene metabolizmom. Ipak, funkcija bubrega u organizmu je visestruka. Bubreg reguli-
Se izlu¢ivanje metabolic¢kih otpadnih produkata i stranih hemijskih supstanci, ravnotezu vode i
elektrolita, osmolarnost telesnih te¢nosti 1 koncentraciju elektrolita, arterijski krvni pritisak,
acido-baznu ravnotezu, lu¢enje, metabolizam i izlu¢ivanje hormona i glikoneogenezu. Svoju
ulogu u homeostazi, bubreg ostvaruje kroz procese glomerulske filtracije, tubulske reapsorb-
cije i sekrecije (Guyton i Hall, 2008). U¢inak ovih aktivnosti zavisi od razvoja specifi¢nih
tipova celija kako bi se u preciznom vremenskom i prostornom okviru formirao definitivan

broj nefrona (Bates i sar., 2016).

1.1. ANATOMIJA BUBREGA

Bubreg, paran parenhimatozni organ, je kao i ostali derivati intermedijalnog mezo-
derma primarno retroperitonealni organ (Hallgrimsson i sar., 2003). Smesten je uz zadnji zid
abdomena, sa obe strane kicmenog stuba u visini od 12. torakalnog do 2. lumbalnog prsljena.
Na unutrasnjoj ivici bubrega nalazi se hilus, kroz koji prolaze bubrezni krvni i limfni sudovi,
nervi i bubrezna karlica. Hilus vodi u centralnu Supljinu ili bubrezni sinus, ¢iji su zidovi oblo-
zeni fibroznom kapsulom i izdignuti brojnim bubreznim papilama. Bubreg je obavijen sa tri
omotaca, koji Stite njegove osetljive delove. Tanka fibrozna kapsula oblaze spoljasnju povr-
Sinu bubreznog tkiva i ulazi u sastav samog bubrega. Oko bubrega i njegovih sudova nalazi se
masna kapsula, sloj perirenalne masti ili ,,bubrezni loj", koji se preko hilusa nastavlja u bub-
rezni sinus. Fibrozno vezivno tkivo, kondenzovano u fasciju bubrega, deo je transverzalne
fascije abdomena. Ovaj najpovr$niji omota¢ oblaze prednju i zadnju stranu bubrega, nadbub-
reznu Zlezdu i sudovno-mokraé¢nu peteljku. Iza zadnjeg lista bubrezne fascije nalazi se masno
jastuce koje Cini oslonac bubregu. To je sloj pararenalnog masnog tkiva smesten izmedu

parijetalnog peritoneuma i transverzalne fascije i deo je endoabdominalnog odnosno

Milorad M. Antié 1
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preperitonealnog masnog tkiva (Williams i sar., 1995; Hallgrimsson i sar., B 2003; Cukurano-
vi¢, 2019).

Bubreg ¢oveka je multilobularan i multipapilaran, sa oko 12 do 14 lobusa kupastog
oblika. Baze lobusa su orijentisane prema bubreznoj kapsuli, dok njihovi vrhovi konvergiraju
ka bubreznom sinusu. Kortikalna podrucja susednih lobusa nisu jasno razgranicena, ali su
njihovi medularni delovi odvojeni septama kortikalnog tkiva, poznatim kao Bertinijeve bub-
rezne kolumne. Kortikomedularni spoj je obi¢no jasno vidljiv zbog razlika u gradi korteksa i
medule. Lobusi su jasno vidljivi na povrsini bubrega fetusa i novorodencadi. Kod odraslih,
povrsina bubrega je glatka, mada tragovi lobulacije nekada mogu zaostati. VVrhovi lobusa
projektuju se u male CaSice kao bubrezne papile, pri cemu u lumen svake ¢aSice zalazi jedna
do tri papile. Spajanjem dve do tri male CaSice formiraju se velike bubrezne casSice, od kojih

nastaje bubrezna karlica i ureter (Williams i sar., 1995; Hallgrimsson i sar., 2003).

1.2. GRADA BUBREGA

Tkivo bubrega izgraduju unutrasnja, svetlija medula i spoljasnji, tamniji korteks.
Najveci deo medule ¢ine duzno isprugane bubrezne piramide. Ova duzna ispruganost potice
od pravih tubula i krvnih sudova koji se kroz piramide pruzaju paralelno jedni sa drugima.
Baze piramida su orijentisane prema korteksu, a njihovi vrhovi prema bubreznom sinusu i
odgovarajucoj maloj ¢aSici. Na vrhu svake piramide nalazi se reSetkasto polje sa sitnim papi-
larnim otvorima, putem kojih se papilarni kanali otvaraju u male casice (Williams i sar., 1995;
Cukuranovi¢, 2019). Broj bubreZnih papila, a time i piramida i lobusa, varira u rasponu od 4
do 18 (Cullen-McEwen i sar., 2016). Sa baza piramida, u korteks, projektuju se medularni
zraci, koji nikada ne dosezu do povrsine korteksa. Prema histoloskim karakteristikama, od-
nosno prisustva pojedinih segmenata bubreznih tubula, medula se deli na spoljasnju i unutras-
nju zonu. Spoljasnja zona obuhvata spoljasnji i unutrasnji isprugani deo.

Bubrezni korteks je sitnogranulisani deo parenhima koji okruzuje bubrezne piramide.
Periferni deo korteksa izgraduje tamniji bubrezni lavirint ispresecan svetlijim medularnim
zracima. SpoljasSnju zonu ili subkapsularni sloj, izmedu vrhova medularnih zraka i fibrozne
kapsule, ¢ini cortex corticis. Delovi korteksa koji se nalaze izmedu bubreznih piramida i
pruzaju prema sinusu oznaceni su kao Bertinijeve bubrezne kolumne. Korteks je, takode,
podeljen na spoljasnju ili perifernu i unutrasnju ili jukstamedularnu zonu. Unutradnja zona

korteksa odvojena je od medule arkuatnim arterijama i venama koje leZze na spoju ove dve

Milorad M. Anti¢ 2



s Pregled literature S

supstance, mada se tanak sloj kortikalnog tkiva nazvan ,,subkorteks™ pojavljuje na medularnoj

strani ove zone (Williams i sar., 1995; Cukuranovi¢, 2019).

1.2.1. Mikrostruktura bubrega

Bubreg se sastoji od strome i parenhima. Stromu c¢ine fibrozna kapsula i oskudno
intersticijalno tkivo kroz koje prolaze krvni sudovi, limfni sudovi i nervi. Parenhim izgraduju
mnogobrojni, gusto zbijeni mokra¢ni tubuli koji se razvijaju iz dve razli¢lite embrionalne
osnove, a povezani su u jedinstveni sistem. Pocetni deo ovog slozenog sistema Cine nefroni,
mezenhimna komponenta, u kojima se stvara urin. Epitelnu komponentu ¢ini sistem sabirnih

tubula i papilarni kanali, koji odvode urin do bubreznih casica (Williams i sar., 1995).

1.2.2. Nefron

Nefron, osnovna strukturna i funkcionalna jedinica bubrega, sastoji se od bubreznog
ili Malpigijevog korpuskula, proksimalnog tubula (vijugavi i pravi deo), tankog segmenta,
distalnog tubula (pravi i vijugavi deo) i spojnog tubula (Williams i sar., 1995; Madsen i sar.,
2008). Nefroni se razvijaju iz mezenhimnih ¢elija blastema. lako dugo nije postojala saglas-
nost o poreklu spojnog tubula, danas se generalno veruje da i on vodi poreklo iz mezenhimnih
¢elija blastema (Neiss, 1982; Minuth, 2020; Minuth, 2021).

Nefroni se, u zavisnosti od duzine Henleove petlje, klasifikuju u dve glavne popula-
cije, kratke ili kortikalne i duge ili jukstamedularne. U odnosu na lokalizaciju njihovih kor-
puskula u korteksu, pored kortikalnih i jukstamedularnih, opisuje se i populacija intermedi-
jalnih nefrona. Nefroni ¢iji se glomeruli nalaze u spoljasnjoj ili intermedijalnoj zoni korteksa
pokazuju tendenciju da imaju kratke Henleove petlje, koje savijaju u unutraSnjem ispruganom
delu spoljasnje zone medule. Nefroni ¢iji se glomeruli nalaze jukstamedularno imaju duge
Henleove petlje, koje se protezu do unutrasnje zone medule. Postoji znacajna razlika u pro-
porciji izmedu kratkih nasuprot dugim nefronima (Hallgrimsson i sar., 2003; Madsen i sar.,
2008). U ljudskom bubregu, prose¢no 15% nefrona ima duge petlje. Kod pacova, koji imaju
unilobularan i unipapilaran bubreg, broj dugih nefrona je oko 28% (Hallgrimsson i sar.,
2003).

Nefroni se razvijaju in utero, ali nastavljaju da sazrevaju i nakon rodenja. Morfoloske
karakteristike nefrona kod novorodencadi razlikuju se od nefrona odraslih. Najupadljivija raz-

lika je fizicka nerazvijenost tubula, naroCito proksimalnog. Druga karakteristika bubrega
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novorodenceta je izrazena heterogenost glomerula koji pripadaju razli¢itim slojevima kor-
teksa. Oni najstariji, a time i najzreliji i najveci, nalaze se u jukstamedularnoj zoni korteksa.
Ove razlike u dimenzijama izmedu glomerula na razli¢itim nivoima korteksa iS¢ezavaju oko
12-14. meseca zivota (Mc Crory, 1978). Ipak, maturacija se nastavlja sve do 6. godine kada
vec¢ina glomerula sazreva, odnosno 12 godine kada svi glomeruli dostizu potpunu zrelost
(Williams i sar., 1995).

1.2.2.1. Bubrezni korpuskul

Bubrezni korpuskul je pocetni deo nefrona, ovalnog oblika, sastavljen od glomerula i
Boumanove kapsule. Korpuskuli se nalaze u korteksu, u bubreznom lavirintu i Bertinijevim
stubovima, osim u uzanoj supkapsulanoj zoni korteksa, cortex corticis. Njihov prosecan
pre¢nik je oko 200 um (Venkatachalam i Kritz, 1998) i prose¢na zapremina 3 do 7 x 10° mm?3
(Nyengaard i Bendtsen, 1992; , Hughson i sar., 2003; Keller i sar., 2003). Medutim, broj i
veli¢ina bubreznih korpuskula znacajno variraju u zavisnosti od starost i pola, kao i tezine na

rodenju.

1.2.2.1.1. Glomerul

Glomerul je mreza vijugavih lobulisanih kapilara, koja se prostire izmedu dva arte-
rijska suda. U glomerularnom kapilarnom klubetu formira se 10 do 20 kapilarnih petlji. Krv u
glomerul dovodi aferentna arteriola i grana se na 4-8 primarnih dovodnih ogranaka. Daljim
grananjem svakog od njih nastaju glomerularni vaskularni lobulusi sa anastomozama unutar
lobulusa. Glomerularni kapilari se zatim spajaju u primarne odvodne ogranke, od kojih nasta-
je eferentna arteriola. U medukapilarnom prostoru glomerula nalazi se vezivno tkivo, mezan-
gijum (Popovi¢ i sar., 1984; Nikoli¢, 2012). U glomerulu se produkuje ultrafiltrat selektivnim

prolaskom komponenti krvi kroz filtracionu barijeru.

1.2.2.1.2. Filtraciona barijera

Filtracionu barijeru izmedu krvi i urinarnog prostora gradi fenestrirani endotel glo-
merularnih kapilara, glomerularna bazalna membrana (GBM) i dijafragme filtracionih puko-
tina izmedu stopalastih produzetaka podocita. Prose¢na povrSina filtracione barijere po glo-
merulu iznosi 0,203 mm? (Guasch i Myers, 1994).

Endotelne celije glomerularnih kapilara su pljosnate, perforirane brojnim fenestrama

promera 70-100 nm koje nisu premoséene dijafragmama (Hallgrimsson i sar., 2003). PovrSina
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endotelnih celija pokrivena je glikokaliksom bogatim polianjonima. Vecina polianjona je na
povrsini Celija zbog prisustva sijaloproteina, podokaliksin, koji je imunolokalizovan na lumi-
nalnoj povrsini endotelnih ¢elija bubreznih kapilara 1 nekoliko drugih organa. Endotelne ¢elije
formiraju prvu barijeru za prolaz sastojaka krvi iz lumena kapilara u urinarni prostor i
doprinose selektivnim svojstvima glomerula kroz svoj negativno naelektrisani glikokaliks. U
normalnim uslovima, krvni elementi ne mogu da pristupe subendotelnom prostoru (Madsen i
sar., 2008).

Preko fenestri krvna plazma dolazi u direktan kontakt sa GBM, sastavljenom od kon-
denzovanih bazalnih membrana endotelnih ¢elija kapilara i epitelnih ¢elija visceralnog lista
Boumanove caure. Debljina GBM je oko 0,33 um kod ljudi i priblizno duplo deblja od vecine
drugih bazalnih membrana u telu, $to je delom posledica razvojnog procesa (Williams i sar.,
1995). Prema ultrastrukturnim karakteristikama, GBM ima tri sloja razlicite elektronske
gustine. Lamina densa je centralni, tamniji, elektronogus¢i sloj, debljine >100 nm, koji sadrzi
uglavnom kolagen tip IV. Lamina rara interna, na bazi endotela i lamina rara externa, na
bazi podocita, su periferni, svetliji, manje gusti slojevi, debljine ~40-60 nm, sastavljeni od
laminina, fibronektina i heparin-sulfata. Uprkos znatnim razlikama u strukturi, GBM se na
vaskularnom polu korpuskula nastavlja bazalnom membranom epitela parijetalnog lista
Boumanove kapsule (Abrahamson, 1987). Zahvaljujuéi svojoj gustini, GBM doprinosi struk-
turnoj podrsci glomerulu i integritetu filtracione barijere nasuprot zna¢ajnom hidrostatskom
pritisku koji se stvara unutar glomerularnih kapilara (Kriz i sar., 1995).

Spoljasnji sloj filtracione barijere ¢ine visoko specijalizovane ¢elije visceralnog lista
Boumanove kapsule ili podociti. Podociti su najvece Celije u glomerulu, zvezdastog oblika, sa
dosta mitohondrija, mikrotubula, mikrofilamenata i vezikula razli¢itih tipova, Sto ukazuje na
aktivni metabolizam (Williams i sar., 1995). Podociti imaju krupno telo i ono se retko nalazi u
veéem kontaktu sa GBM, vec¢ je od nje udaljeno 1-2 pm. Od tela se zrakasto odvajaju dugi
primarni, a potom mnogobrojni sekundarni i tercijarni produZeci koji se zavrSavaju u vidu
stopalastih produZetaka stupajuci u direktan kontakt sa lamina rara externa. Stopalasti produ-
zecti istih 1 susednih podocita prepli¢u se ostavljaju¢i medu sobom uzane filtracione pukotine
promera 25 nm do 60 nm. Filtracione pukotine su premoséene tankom slit dijafragmom, koja
se nalazi priblizno 60 nm od GBM i sadrzi centralni filament pri¢vrs¢en popre¢nim mostovi-
ma za susedne stopalaste produzetke. (Madsen i sar., 2008). Si¢u$ne (4 x 14 nm) pore na dija-
fragmi (Rodewald i Karnovsky 1974), sluze kao barijera za makromolekule sa pre¢nikom

veéim od oko 4,0 nm (Venkatachalam i sar., 1998).
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Filtraciona barijera deluje kao selektivni filter, dozvoljavajuci prolaz vode i malih
molekula i jona iz krvi, pod pritiskom, u cirkulaciju. Hemoglobin moze pro¢i kroz nju, ali
veéi molekuli bivaju zadrzani (Williams i sar., 1995; Guyton i Hall, 2008). Filtraciona barijera
funkcionise na dva nacina. Prvo, ona deluje kao fino fibrilarni mehanicki filter koji iskljucuje
sve molekule vece od albumina (69 kDa, pre¢nika 3,6 nm). Drugo, mnoge komponente filtra-
cione barijere, kao Sto je glikokaliks stopalastin produZetaka podocita, GBM i unutrasnja
membrana endotelnih ¢elija, mogu da se napune zbog prisustva negativno nalelektrisanih
glikoproteina i heparin-sulfata. Ovo odbija negativno naelektrisane molekule kao Sto su prote-

ini u plazmi i sprecava ih da produ filtracionu barijeru (Hallgrimsson i sar., 2003).

1.2.2.1.3. Mezangijske celije

Intraglomerularni mezangijum, sastavljen od mezangijalnih ¢elija i mezangijskog mat-
riksa, okruzuje glomerularne kapilare pruzaju¢i im potporu ¢ime se odrzava strukturni
integritet glomerulu nasuprot hidrostatskom pritisku (Nikoli¢, 2012). Mezangijske ¢elije su
specijalizovani periciti, sa funkcionalnim karakteristikama glatkomisi¢nih ¢elija. One pokazu-
ju kontraktilna svojstva i veruje se da imaju ulogu u regulaciji glomerulske filtracije. Mezan-
gijske ¢elije su nepravilnog oblika, sa gustim jedrom i izduzenim citoplazmatskim produ-
Zecima. Pored uobicajenog komplementa cCelijskih organela, ove Celije sadrZe Sirok spektar
mikrofilamenata sastavljenih bar delom od aktina, a-aktina i miozina. Produzeci mezangijskih
¢elija premoscuju meduprostor u kapilarnim petljama, dok se snopovi mikrofilamenata
povezuju sa GBM S§to najverovatnije prevenira distenziju kapilara usled povecanja intrakapi-
larnog hidrostatskog pritiska (Drenckhahn i sar., 1990).

Mezangijske celije obavljaju i niz drugih funkcija, kao $to je odrzavanje GBM,
fagocitoza, sekrecija bioloski aktivnih supstanci (prostaglandini i citokini) i sinteza mezangi-
jskog matriksa (Schlondorff, 1987; Madsen i sar., 2008).

1.2.2.1.4. Boumanova kapsula

Boumanova kapsula je pocetni, proSireni deo bubreznog tubula. To je dvostruki epi-
telni omotac glomerula izgraden od spoljaSnjeg ili parijetalnog i unutrasnjeg ili visceralnog
(jukstakapilarnog) lista. Izmedu dva lista kapsule nalazi se urinarni ili Boumanov prostor
(lumen kapsule), ¢ija Sirina varira u zavisnosti od sekretorne aktivnosti. Krvna plazma iz glo-
merularnih kapilara filtrira se u ovaj prostor u vidu primarnog urina.

Visceralni list Boumanove kapsule izgraduje sloj podocita, koji okruzuju kapilarne

petlje i ulaze u sastav filtracione barijere. Parijetalni list gradi sloj plocastih epitelnih celija,
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koje nalezu na tanko bazalnu membranu. Visina ovih éelija je od 0,1 do 0,3 um, osim u pre-
delu jedra gde se povecava na 2,0 do 3,5 um i taj deo ¢elija prominira u lumen kapsule. Na
urinarnom polu Boumanove kapsule, plocasti epitel parijetalnog lista naglo prelazi u kubi¢ni

epitel i ova tranzicija obelezava pocetak proksimalnog vijugavog tubula (Madsen i sar., 2008).

1.2.2.2. Proksimalni tubul

Proksimalni tubul je prvi segment nefrona u kome se ultrafiltrat modifikuje. U njemu
se vrsi reapsorbcija svih proteina, aminokiselina, glukoze, ve¢eg dela vode, jona Na* i Cl', kao
i kalcijuma i fosfata. Osim ovoga, vijugavi deo izluCuje iz krvne plazme u filtrat kreatinin i
strane materije tubularnom sekrecijom (Guyton i Hall, 2008). Proksimalni tubul je pre¢nika
oko 40 pum i lumen mu je uzan i nepravilan. Sastoji se iz dva dela, koji se medusobno
razlikuju po obliku i delimi¢no po strukturi (Madsen i sar., 2008).

Proksimalni vijugavi tubul, smeSten je u kortikalnom lavirintu, izgraden je od jednog
reda relativno visokih, kubi¢nih ¢elija. Celije imaju centralno postavljeno okruglo jedro, aci-
dofilnu citoplazmu i brojne mikrovile na apikalnoj povrSini koji znac¢ajno prosiruju apsorpci-
onu povrsinu. U citoplazmi apikalnih zona prisutne su svetle i tamne vakuole, koje predstav-
ljaju razlicite stadijume endocitoze i povezane su sa resorpcijom proteina iz ultrafiltrata. U
bazalnom delu citoplazme nalaze se brojne duzno postavljene mitohondrije, $to ukazuje na
intenzivni aktivni transport i reapsorpciju jona. Bocne povrsine ¢elija snabdevene su brojnim
interdigitacijama (Popovi¢ i sar., 1984; Hallgrimsson i sar., 2003; Madsen i sar., 2008).

Proksimalni pravi tubul smesten je u medularnim zracima i spoljasnjem ispruganom
delu spoljasnje zone medule. Njegov pre¢nik odgovara pre¢niku vijugavog dela koga nas-
tavlja i sli¢ne je grade, mada su epitelne ¢elije nesto nize. Celije poseduju brojne mikrovile, u
citoplazmi je prisutno manje mitohondrija, dok su interdigitacije dosta retke (Popovic i sar.,
1984; Madsen i sar., 2008). Pravi deo proksimalnog tubula ukljuéen je u sekreciju organskih
kiselina i baza. To je deo nefrona koji Cesto biva oStec¢en nefrotoksi¢nim supstancama.

Postoje znac¢ajne morfoloske varijacije duz proksimalnog tubula. Kod pacova, proksi-
malni tubul je podeljen u tri morfoloski razli¢ita segmenta - S1, S2, i S3. Kod ljudi, ovakva
segmentacija nije definisana, ali postoji postepeni prelaz od pravog ka vijugavom delu.
Morfoloske varijacije su u korelaciji sa funkcionalnim karakteristikama pojedinih segmenata

proksimalnog tubula (Hallgrimsson i sar., 2003; Madsen i sar., 2008).
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1.2.2.3. Tanki segment Henleove petlje

Tanki segment Henleove petlje je anatomska osnova za sistem protivstrujnog multipli-
katora protiv protoka koji uspostavlja i odrzava osmotski gradijent u meduli bubrega
(Hallgrimsson i sar., 2003, Madsen i sar., 2008). Njegov nishodni deo je slobodno propustljiv
za vodu i jone, dok je ushodni deo mnogo manje propustljiv za vodu, ali je propustljiv za soli
(Hallgrimsson i sar., 2003; Guyton i Hall, 2008).

Prelaz proksimalnog tubula u nishodni deo tankog segmenta oznaCava granicu izmedu
spoljasnje i unutrasnje isprugane trake spoljasnje zone medule. Nefroni koji poticu iz superfi-
cijalne i intermedijalne zone korteksa obi¢no imaju veoma kratak tanki segment i nedostaje
im ushodni deo. Jukstamedularni nefroni imaju jako dugacke tanke segmente koji se protezu
do vrha papile. Prelaz ushodnog dela tankog segmenta u distalni tubul ¢ini granicu izmedu
unutradnje i spoljasnje zone medule. (Popovi¢ i sar., 1984; Hallgrimsson i sar., 2003; Madsen
i sar., 2008). Tanki segment bubreznog tubula je pre¢nika oko 30 um. Njegov descendentni
deo je oblozen jednoslojnim skvamoznim epitelom koji nema Cetkasti pokrov od mikrovila, sa
dubokim tesnim spojevima i oblastima fuzije membrane (Venkatachalam i sar., 1998). U des-
cendentnom delu jukstamedularnih nefrona, koji je slozenije grade, prisutan je prelaz izmedu
epitelnih celija koje se karakteriSu prisustvom mikrovila i brojnim interdigitacijama do
jednostavnog skvamoznog epitela bez mikrovila, koji se nastavlja unutar ascendentnog dela.

Najveca razlika je odsustvo vodenih ili proteinskih kanala (Maunsbach i sar., 1997).

1.2.2.4. Distalni tubul

Distalni tubul ima tri morfoloski razlic¢ita segmenta, pravi deo, makulu denzu i viju-
gavi deo (Madsen i sar., 2008). Zajedno sa ushodnim delom tankog segmenta, distalni pravi
tubul uspostavlja osmotski gradijent u meduli uklanjanjem soli iz lumena dok istovremeno
ostaje nepropustan za vodu. Ovaj efekat se dovodi u vezu sa prisustvom Tamm-Horsfall
proteina u distalnom tubulu (Hoyer i Seiler; 1979; Kokot i Dutawa, 2000).

Distalni pravi tubul, pre¢nika oko 60 um, ima medularni i kortikalni segment (Madsen
i sar., 2008). Njegov epitel izgraduju kubicne c¢elije, nize od Celija u proksimalnom tubulu,
¢ija visina dodatno opada duzinom tubula (Kone i sar., 1984). Zbog nizeg epitela, lumen
distalnih tubula je uogljiviji. Celije imaju svetliju citoplazmu sa brojnim duzno orijentisanim
mitohondrijama sli¢no proksimalnom tubulu, ali sadrze veoma izrazene granule u matriksu.

Prisutne su invaginacije bazalne membrane, koje se ¢esto protezu sve do luminalne povrsine
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¢elija. Bo¢ne povrsine snabdevene su brojnim interdigitacijama i imaju razvijene ¢vrste spo-
jeve i dezmozome. Mikrovili su retki, kratki i nepravilno rasporedeni (Madsen i sar., 2008).
Na mestu na kome se distalni tubul priblizava vaskularnom polu bubreznog korpuskula,
tubularni epitel se transformiSe i formira makulu denzu.

Distalni vijugavi tubul poc¢inje na promenljivom rastojanju od makule denze i smesten
je u korteksu. Ovaj deo nefrona je sposoban za uklanjanje preostalog natrijuma i hlorida iz
lumena tubula, i ima vaznu ulogu u reapsorpciji Ca?*. Takode, moze aktivno da lu¢i vodonik i
jone kalijuma u lumen tubula (Hallgrimsson i sar., 2003; Guyton i Hall, 2008). Epitelne ¢elije
su kubicne, viSe nego u distalnom pravom tubulu, sadrze brojne mitohondrije i pokazuju
interdigitacije na bo¢nim povrSinama, ¢vrste spojeve i dezmozome. Na apikalnoj povrsini
nalaze se nesto gusce mikrovile nego u pravom delu i veci broj vezikula je prisutan u apikal-
noj zoni citoplazme. Ipak, distalni vijugavi tubul nema dobro razvijen Cetkasti pokrov i

endocitni aparat karakteristican za vijugavi deo proksimalnog tubula (Madsen i sar., 2008).

1.2.2.5. Jukstaglomerularni aparat

Jukstaglomerularni aparat (JGA) je sloZzena mikroskopska struktura na vaskularnom
polu Boumanove kapsule, gde deo distalnog tubula dolazi u kontakt sa glomerulom koga
nastavlja. Vaskularna komponenta JGA sastoji se od zavrSnog dela aferentne arteriole, pocet-
nog dela eferentne arteriole i ekstraglomerularnog mezangijuma. Tubularnu komponentu JGA
¢ini makula denza (Hallgrimsson i sar., 2003; Madsen i sar., 2008; Nikoli¢, 2012).

Vaskularna komponenta JGA sadrzi dva tipa ¢elija. Granularne ¢elije su modifikovane
glatke miSiéne Celije krvnih sudova, sa razvijenim svojstvima sekretorne aktivnosti $to uklju-
cuje izrazen endoplazmatski retikulum i Goldzijev aparat (Madsen i sar., 2008). Prvobitno se
smatralo da su ove celije izvor renina, a kasnije je u njima dokazano prisustvo i renina i
angiotenzina Il (Hallgrimsson i sar., 2003). Agranularne ¢elije su glavna komponenta ekstra-
glomerularnog mezangijuma. Ekstraglomerularne mezangijalne celije poseduju dugacke,
tanke citoplazmatske produzetke koji su ugradeni u materijal bazalne membrane i u kontaktu
su sa arteriolama i makulom denzom. Gap spojevi su opisani izmedu razliCitih celija
vaskularne komponente JGA, kao i izmedu ekstraglomerularnih i intraglomerularnih mezan-
gijskih ¢elija. Ove karakteristike ukazuju da ekstraglomerularni mezangijum sluzi kao funkci-
onalna veza izmedu ¢elija makule denze, glomerularnih arteriola i intraglomerularnog mezan-

gijuma (Madsen i sar., 2008).
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Makula denza je plak niskih cilindri¢nih tubularnih ¢elija sa apikalno orijentisanim
jedrom, ¢ija je uloga u regulaciji krvnog pritiska (Williams i sar., 1995). Celijama makule
denze nedostaje Tamm Horsfall proteina (Hoyer i Seiler, 1979), Sto ukazuje da ove celije
mogu biti propustnije za vodu od ¢elija debelog ascendentnog kraka Henleove petlje, odnosno
pravog distalnog tubula.

Celije JGA imaju sinapticke spojeve sa autonomnim nervnim zavriecima, uglavnom
adrenergickog, $to potvrduje ulogu ove strukture i simpatickog nervnog sistema u kontroli

lucenja renina (Hallgrimsson i sar., 2003; Madsen i sar., 2008).

1.2.2.6. Spojni tubul

Epitelne ¢elije zavrsnog dela distalnog tubula pokazuju malobrojne invaginacije bazal-
ne membrane i malo mitohondrija formirajuci spojni tubul, prelazni segment izmedu nefrona i
sabirnog sistema (Williams i sar., 1995). Spojni tubuli superficijalnih nefrona nastavljaju se
direktno sabirnim tubulom, dok kod intermedijalnih i jukstamedularnih nefrona formiraju
arkade koje se penju kroz korteks i zatim nastavljaju sabirnim tubulom (Kaissling i Kriz,
1979).

Kod zeceva, spojni tubul je jasno definisan segment izgraden od dva tipa ¢elija, ¢elija
spojnog tubula i interkalatnih ¢elija. U veéini drugih vrsta, ukljucujuci i ljude, postoji poste-
peni prelaz od distalnog vijugavog tubula prema kortikalnom sabirnom tubulu, pa spojni tubul

nije jasno razgrani¢en zbog mesanja ¢elija iz susednih segmenata (Madsen i sar., 2008).

1.2.3. Sistem sabirnih kanali¢a

Sabirni sistem bubrega sprovodi urin do malih ¢aSica i procesima reapsorpcije i
sekrecije doprinosi formiranju definitivnog urina. Sabirni tubuli i papilarni kanali pruzaju se
od spojnih tubula u korteksu, kroz spoljasnju i unutrasnju zonu medule, do vrhova bubreznih
papila. Nakon postepene tranzicije distalnog vijugavog tubula u spojni tubul, nastaju lucni
sabirni tubuli u kortikalnom lavirintu i pravi sabirni tubuli u medularnim zracima. Njihovim
spajanjem u bubreznim piramidama formiraju se papilarni kanali (Nikoli¢, 2012; Cukura-
novi¢, 2019). Uporedo, njihova veli¢ina se povecava i precnik sabirnih kanala na papili iznosi
200-300 pm (Hallgrimsson i sar., 2003). Sabirni tubuli su oblozeni kubi¢nim epitelom koji se
prema papilarnim kanalima transformiSe u visok cilindri¢ni epitel (Nikoli¢, 2012). Epitel sa-

drZi dva tipa celija, glavne (svetle) i interkalatne (tamne) ¢elije.
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Glavne celije su brojnije, imaju obilnu citoplazmu sa relativno malo organela. Na
apikalnoj povrsini nalazi se po jedna cilija i samo nekoliko kratkih mikroresica. Prisutne su
invaginacije bazalne membrane, bo¢ne povrsine ¢elija ne pokazuju interdigitacije ve¢ su ¢elije
medusobno povezane pomocu ¢vrstih spojeva i dezmozoma. Glavne ¢elije su specijalizovane
za transport vode i reaguju na vazopresin aktiviranjem akvaporin 2 vodenih kanala na apikal-
noj povrsini (Hallgrimsson i sar., 2003).

Interkalatne ¢elije su manje zastupljene, imaju elektron-gustu citoplazmu, brojne mito-
hondrije, razvijeniji Goldzi kompleks i glatki endoplazmatski retikulum. Za razliku od
glavnih ¢Celija, apikalna citoplazma je vezikularna i pokazuje razvijene tubulovezikularne
strukture. Kao i kod glavnih ¢elija, bazalna povrSina pokazuje umerene invaginacije i bo¢ne
povrsine su bez interdigitacije. Zbog ve¢e morfoloske i funkcionalne heterogenosti, interkalat-
ne ¢elije se dele na dva podtipa. Podtip A ima vecu apikalnu povrSinu i specijalizovan je za
izlu¢ivanje jona vodonika u lumen sabirnog tubula. Podtip B poseduje manju apikalnu povrsi-
nu i vezikule. Ove Celije su specijalizovane za izlu¢ivanje bikarbonata (Hallgrimsson i sar.,
2003). Interkalatne ¢elije imaju vaznu ulogu u regulaciji acidobazne ravnoteze.

Proporcija i morfologija razlicitih tipova ¢elija varira duz sabirnog sistema. U kortikal-
nim sabirnim tubulima, glavne celije ¢ine oko dve tre¢ine celijske populacije. Preostalu
tre¢inu skoro jednako Cine interkalatne celije tipa A i B. Duz sabirnih kanala, broj interkalat-
nih ¢elija se smanjuje od korteksa ka papili i proporcionalna zastupljenost interkalatnih ¢elija
tipa A se povecava. U sabirnim kanalima unutra$nje medule, interkalatne Celije ¢ine samo

10% ¢elijske populacije i sve su podtipa A (Madsen i sar., 1994).

1.2.4. Intersticijum

Intersticijum ispunjava uzane prostore izmedu nefrona, sabirnih kanala, krvnih sudo-
va, limfatika i Zivaca. Ima ga veoma malo u adultnom bubregu i skoro je neupadljiv. Ipak,
njegova zapremina je ve¢a U meduli nego u korteksu. Intersticijum izgraduju intersticijumske
¢elije i ekstracelulari matriks, sastavljen od sulfatisanih i nesulfatisanih glikozaminoglikana,
kao i male koli¢ine kolagena tipa I i tipa III. On sadrzi i mali broj fibroblasta, ¢elija nalik lim-
focitima, i dendriti¢ne ¢elije (Grupp i Muller, 1999).

Fibroblasti su najbrojnije intersticijumske ¢elije. Oni su u bubregu povezani spojevima
i pri¢vr§éeni za tubule i krvne sudove. Fibroblasti imaju ulogu u odrZavanju ekstracelularnog
matriksa i, veruje se, centralnu ulogu u intersticijalnoj fibrozi (Kaissling i sar., 1996). Korti-
kalna intersticijalna fibroza je odlika mnogih bolesti bubrega i pokazala se kao nezavistan

Milorad M. Anti¢ 11



s Pregled literature S

negativan prognosticki faktor. Fibroblasti bubrega imaju endokrinu funkciju. Kortikalni
fibroblasti ucestvuju u sintezi eritropoetina, a medularni fibroblasti su ukljuceni u regulaciju
vode i elektrolitnu homeostazu (Grupp i Muller, 1999).

Intersticijumske dendriti¢ne ¢elije su najbrojnije u peritubularnom prostoru spoljasnje
trake medule (Kaissling i sar., 1996). Makrofagi su nadeni u vezivnom tkivu bubrezne kap-
sule 1 zidovima karlice. Limfociti su retki u zdravom bubregu, ali su ¢esto prisutni u mnogim

bolestima bubrega (Hallgrimsson i sar., 2003).

1.2.5. Vaskularizacija bubrega

Bubreg dobija krv preko bubreZne arterije, parne grane abdominalne aorte. Zbog uspi-
njanja bubrega, arterije bubrega nastaju iz sve visih segmenata abdominalne aorte, dok nize
nestaju. Bubrezna arterija je najkranijalnija grana koja vaskularizuje bubreg u njegovom
definitivnom poloZaju. U oko 30% populacije, kao posledica razvojnog procesa, moze posto-
jati jedna ili viSe akcesornih bubrezZnih arterija koje se radaju iz aorte (Williams i sar., 1995).
Protok krvi kroz bubrege mlade odrasle osobe iznosi 22 % minutnog volumena srca ili 1100
ml/min, zbog Cega je kalibar bubrezne arterije dosta veliki u odnosu na organ (Guyton i Hall
JE 2008). Na svom putu prema hilusu, bubrezna arterija daje donju suprarenalnu arteriju,
uretralne i kapsularne grane. U hilusu bubrega, arterija se deli na prednju i zadnju granu koje
ulaze u bubrezni sinus i daju segmentne grane (Venkatachalam i sar., 1998). Grane segmen-
tnih arterija su lobarne, obi¢ni po jedna za svaku bubreznu piramidu. Daljim grananjem svake
lobarne arterije formiraju se dve do tri interlobarne grane (Williams i sar., 1995).

Vene dreniraju krv iz bubrega, uglavnom prate obrazac arterijskog sistema, ali nisu
rasporedene segmentno. Brojne interlobarne vene napustaju parenhim i u sinusu formiraju
bubreznu venu, koja kroz hilus napusta bubreg i uliva se u donju Suplju venu (Hallgrimsson i
sar., 2003).

1.2.5.1. Mikrovaskulatura

Krv ulazi u parenhim bubrega putem interlobarnih arterija, tercijarnih grana bubrezne
arterije. Interlobarne arterije probijaju zid bubrezne duplje izmedu vrhova Malpigijevih
bubreznih piramida, penju se kroz Bertinijeve bubrezne stubove, daju¢i postepeno bocne
grane od kojih nastaju aferentne arteriole za glomerule ovog dela korteksa. U nivou kortiko-
medularnog spoja, interlobarne arterije se dihotomo granaju i nastavljaju duz baza bubreznih
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piramida kao arterije arkuate. Od njihovih gornjih, konveksnih strana odvajaju se ushodne
interlobularne arterije namenjene korteksu. Sa njihovih donjih, konkavnih strana odvajaju se
nishodne prave arteriole namenjene meduli (Williams i sar., 1995; Cukuranovi¢, 2019).

Interlobularne arterije pruzaju se radijalno kroz kortikalni lavirint i na svom putu daju
aferentne arteriole. Aferentna arteriola ulazi u bubrezni korpuskul na vaskularnom polu Bou-
manove kapsule i grana se u klube glomerularnih kapilara. Ponovnim spajanjem glomerular-
nih kapilara nastaje eferentna arteriola, portalni sud koji odvodi krv u peritubularnu kapilarnu
mrezu Sirom korteksa i medule (Williams i sar., 1995; Hallgrimsson i sar., 2003; Cukuranovié,
2019). Kapilarni pritisak glomerula, a samim tim i stopa glomerularne filtracije, u velikoj
meri je regulisana nezavisnom vazokonstrukcijom i Sirenjem aferentne i eferentne arteriole
(Hallgrimsson i sar., 2003).

Nakon Sto napusti bubrezni korpuskul, dalji tok eferentne arteriole zavisi od tipa nef-
rona kome pripada. 1z ve¢ine kortikalnih glomerula, osim malog broja onih koji su smeSteni u
intermedijalnoj zoni korteksa i jukstamedularnih nefrona, izlazi kratka eferentna arteriola koja
se grana i obrazuje peritubularni kapilarni splet korteksa oko proksimalnih i distalnih vijuga-
vih tubula. U kortikalnoj cirkulaciji, uglavnom, postoje tako dva seta kapilara, glomerularni i
peritubularni, koji su povezani eferentnom arteriolom. Sa venskog kraja peritubularnog
kapilarnog spleta, konvergiraju tanke venule, spajaju se i ulivaju u interlobularne vene. Inter-
lobularne vene nastaju ispod fibrozne ¢aure od malih stelatnih vena koje prikupljaju krv iz
najpovrsnijeg dela korteksa, silaze prema kortikomedularnom spoju i ulivaju se u arkuatne
vene. Arkuatne vene prate arkuatne arterije duz baza bubreznih piramida i ulivaju se u
interlobarne vene. Interlobarne vene silaze kroz bubrezne stubove prema bubreznom sinusu.

Vaskularizacija medule u najvecoj meri poti¢e od eferentnih arteriola jukstamedular-
nih glomerula i malobrojnih glomerula koji se nalaze neSto povrsnije, kao i grana arkuatnih i
interlobarnih arterija. Eferentne arteriole koje silaze prema meduli su relativno dugi i Siroki
sudovi i svaka se deli na 12 do 25 pravih arteriola. Ovi sudovi se spustaju do razli¢itih dubina
medule sve do vrhova bubreznih piramida, daju¢i bo¢ne grane za izduzene peritubularne
kapilarne spletove medule oko Henleovih petlji i sabirnih tubula. VVenski krajevi kapilara kon-
vergiraju i spajaju se u prave venule, koje se penju prema kortikomedularnom spoju i
dreniraju u arkuatne ili interlobarne vene. Sustinska karakteristika vasa recta je da su ovi
sudovi, posebno u spoljasnjoj zoni medule, grupisani u vaskularne snopove koji su u bliskom
odnosu sa Henleovim petljama i sabirnim tubulima. Kako ovi snopovi konvergiraju centralno
prema vrhu piramide, od njih se na sukcesivnim nivoima odvajaju pojedinac¢ni krvni sudovi

koji zavrSavaju u susednim kapilarnim spletovima. Ovaj blizak odnos nishodnih i ushodnih
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spletova vasa recta i susednih tubula predstavlja strukturnu osnovu za protivstrujnu razmenu i
fenomen multiplikatora, koji su odgovorni za proces koncentrovanja urina (Williams i sar.,
1995).

1.2.6. Limfatici bubrega

Intersticijalna te¢nost se drenira putem tri limfne mreze, intrarenalne, subkapsularne i
perirenalne (Williams i sar., 1995). Intrarenalni limfatici nalaze se u periarterijskom rastresi-
tom vezivnom tkivu i ¢ine gustu mrezu u korteksu izmedu vijugavih tubula (Bell i sar., 1968;
Kriz i Dieterich, 1970). Oni najverovatnije po¢inju kao limfni kapilari oko interlobularnih
arterija i dreniraju se u limfne sudove duz kortikomedularnog spoja oko arkuatnih arterija.
Luc¢ni limfatici se odvode u interlobarne limfatike, a zatim u hilarna limfna stabla (Kriz and
Dieterich 1970). Limfa se drenira iz bubrega putem cetiri do pet sabirnih limfnih stabala koja
prolaze kroz hilus, prate bubreznu venu i ulivaju se u lateralne aorti¢ne limfne noduse.

Slabije razvijena mreza limfnih sudova nalazi se unutar same bubrezne ¢aure i nepo-
sredno ispod nje. Limfatici iz bubrezne kapsule dreniraju se u subkapsularnu mrezu koja leZi
pored interlobularnih arterija. Subkapsularni limfatici najverovatnije obezbeduju kontinuitet
izmedu intrarenalnih limfnih sudova unutar korteksa i kapsularnih limfnih sudova. Sabirna
limfna stabla iz subkapsularne mreze ulivaju se u intrarenalne limfne sudove nakon njihovog
prolaska kroz hilus. Mreza limfatika rasporedena u perirenalnom masnom i vezivnom tkivu
povezana je sa mrezom subkapsularnih limfatika i drenira se direktno u lateralne aorti¢ne

limfne noduse (Williams i sar., 1995).

1.2.7. Inervacija bubrega

Bubreg je inervisan eferentnim vlaknima celijacnog pleksusa, kao i vlaknima koja
poticu iz velikog splanhni¢nog nerva, intermezenteri¢nog pleksusa i gornjeg hipogastriénog
pleksusa (Madsen i sar., 2008). Studije na pacovima su dokazale da ova vlakna poti¢u iz ThS -
L2 segmenta kiémene mozdine i dolaze do bubreZnog spleta preko splanhni¢nih nerava i
sinapsi u bubreznim ganglionima unutar bubreznog spleta (Hallgrimsson i sar., 2003). Post-
ganglijska simpaticka vlakna prate arterijske sudove kroz ceo korteks i spoljasnju ispruganu
traku spoljasnje zone medule. Vlakna bubreznog spleta su uglavnom vazomotorna i inervisu
krvne sudove, ali i tubule, posebno kortikalne. Adrenergicka nervna vlakna leZe pored glatko-

misi¢nih Celija arkuatnih arterija, interlobularnih arterija i aferentnih arteriola. Vlakna iz
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spleta oko arkuatnih arterija, koja inerviSu eferentne arteriole jukstamedularnih glomerula i
vasa recta imaju ulogu u regulaciji protoka krvi kroz korteks i medulu bubrega bez uticaja na
glomerularnu cirkulaciju (Williams i sar., 1995, Cukuranovié, 2019).

Viscerosenzitivna vlakna prate simpaticki put do Th10 - 12 segmenata kicmene moz-
dine. Kod ljudi, bol iz bubrega prenosi se na bo¢nu regiju abdomena, unutar dermatoma
spinalnih nerava koji poti¢u iz ovih segmenata. Postojanje i funkcija parasimpati¢ke inerva-
cije u bubregu nisu dovoljno poznate. Smatra se da bubreg ne prima parasimpaticka vlakna,
ali da ona inerviSu pocetni deo urinarnih puteva i gornji deo uretera. Ipak, postoje dokazi da
senzitivna vlakna iz bubrega mogu putovati duz parasimpatickih nerava u vagusni nerv

(Hallgrimsson i sar., 2003).

1.3. ORGANOGENEZA BUBREGA

Organogeneza je proces obrazovanja organa tokom ontogenetskog razvica jedinke.
Tokom razvoja, ¢elije proliferiSu, podleZzu apoptozi, migriraju, diferenciraju se, i stupaju u
medusobne odnose da bi formirale tkiva i organe. Ovi razliCiti aspekti celijskog ponasanja
kontrolisani su genima u prostoru i tokom vremena. Pre gastrulacije, ni jedan deo embriona ne
moze se smatrati zasebnim organom. Kod ki¢menjaka, pocetne promene oblika koje oznaca-
vaju pocetak organogeneze odigravaju se pri obrazovanju centralnog nervnog sistema. Kod
ljudi, organogeneza pocinje u 3. nedelji embrionalnog razvoja pocetnim formiranjem central-
nog nervnog i kardiovaskularnog sistema. Urogenitalni sistem predstavlja poslednji organski
sistem koji se razvija.

Razvoj bubrega prolazi kroz tri morfoloSka stadijuma, pronefros, mezonefros i
metanefros, koji se smenjuju i delom vremenski preklapaju. Pronefros i mezonefros su prolaz-
ni organi, ali njihovo postojanje je neophodno za razvoj permanentnog bubrega. Sva tri bub-
rezna sistema razvijaju se iz intermedijalnog intraembrionalnog mezoderma koji lezi izmedu
somita (paraksijalnog mezoderma) i lateralne mezodermne ploce, i pruza se celom duZinom
embriona. Intermedijalni mezoderm gubi vezu sa somitima i formira uzduzno postavljen uro-
genitalni nabor, sastavljen iz nefrogenog niza i gonadnog nabora, ¢ijom diferencijacijom
nastaju epitelne strukture urinarnog i genitalnog sistema. Nefrogeni niz segmentise u cefalo-
kaudalnom smeru i formira cervikalne, torakalne, lumbalne i sakralne segmente (nefrotome).
Ova segmentacija je jasno izrazena u kranijalnom delu, jedva primetna u srednjem, a u kau-

dalnom delu ne postoji. Za sve tri forme bubreznog razvoja zajednicka je pojava bubreznih
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tubula nastalih od segmentiranog ili nesegmentiranog dela nefrogenog niza (Kosti¢, 1955;
Nikoli¢, 2010).

Pronefrosni zaceci javljaju se u cervikalnom regionu embriona ¢oveka krajem 3.
nedelje gestacije (21-22. dan). Ipak, on se ne razvija u potpunosti i nije funkcionalan. Sastoji
se od nekoliko cervikalnih nefrotoma koji se diferentuju u kratke, neuoblicene, poprecno
postavljene vezikule ili pronefrosne tubule. Regresija pronefrosnih tubula pocinje veoma
brzo. Kranijalni tubuli i§¢ezavaju pre nego $to su se stvorili kaudalni. Krajem 4. nedelje pro-
nefros kod Coveka potpuno nestaje. Kako pronefros podleze regresiji, mezonefros pocinje da
se razvija kao drugi ekskretorni organ. Mezonefros je slozeniji, sadrzi veéinu tipova celija
uocenih i u metanefrosu i pokazuje sli¢ne faze diferencijacije nefrona. Njegovu filtracionu
jedinicu ¢ini glomerul Koji je direktno povezan sa tubulom, na kome se diferenciraju samo
proksimalni i distalni segment. Kranijalni tubuli su povezani sa mezonefrosnim kanalom
(Wolff-ov kanal), dok se kaudalni nikada ne spajaju sa Wolff-ovim kanalom. Ekskretorna
funkcija mezonefrosa kod ¢oveka je ogranicena. Ipak, mezonefros funkcioniSe kao "privreme-
ni bubreg" priblizno cetiri nedelje, dostigavsi navisi nivo razvoja oko 33. dana gestacije.
Prate¢i razvojni talas, kranijalni nefroni degeneriSu pre nego Sto su se formirali kaudalni.
Istovremeno iz kaudalnog dela Wolff-ovog kanala izrasta ureterni pupoljak koji zapoCinje
svoju invaziju u metanefrosni blastem, sto vodi razvoju metanefrosa. Nekoliko narednih nede-
lja, od 5. do 9. nedelje gestacije, mezonefros i metanefros koegzistiraju u embrionu coveka
(Kosti¢, 1955; Popovi¢, 1988; Nikoli¢, 2010). Kao i pronefros, mezonefros podleze apoptozi i

degeneraciji, dok se istovremeno razvija metanefros (Pole i sar., 2002)

1.4. RAZVOJ PERMANENTNOG BUBREGA

Metanefros ili permanentni bubreg razvija se iz dve razliCite Celijske loze koje se
diferentuju u nefrone i sabirni sistem. Recipro¢na induktivna interakcija izmedu ureternog
pupoljka i metanefrosnog blastema je centralni proces bubreznog razvoja. Ureterni pupoljak
urasta u metanefrosni mezenhim i podleze rastu i grananju, uspostavljajucui radijalnu struk-
turu bubrega. Signali sa vrha ureternog pupoljka istovremeno indukuju konverziju mezenhima
u epitel i formiranje nefrona (Reidy i Rosenblum, 2009; Costantini, 2012; Blake i Rosenblum
2014; Rosenblum i sar., 2017).

Formiranje bubrega in utero podrazumeva koordinisanu regulaciju osnovnih razvojnih
procesa, kao Sto su mezenhimsko-epitelna tranzicija, migracija, diferencijacija, morfogeneza i

regulacija broja celija, koji su ¢vrsto povezani i regulisani vremenski i prostorno. Tokom
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razvoja, mezenhimne celije imaju potencijal da se diferenciraju u epitelne Celije nefrona,
¢elije strome 1 intersticijalne fibroblaste. Procesom diferencijacije prekusorne ¢elije ili tkiva
menjaju se morfoloski i fizioloski da bi postale specijalizovane za obavljanje odredene funk-
cije. Morfogeneza opisuje proces tokom koga ¢elije ili tkiva sti¢u trodimenzionalni obrazac.
Ona je posebno znacajna u bubregu, kao trodimenzionalni odnos izmedu sabirnog sistema,
nefrona i vaskulature, $to je klju¢no za normalnu strukturu i funkciju bubrega. Regulacija
¢elijskog broja u razli¢itim stadijumima razvoja je presudna i odrzava se finim balansom
izmedu novih céelija stvorenih proliferacijom i starih izgubljenih apoptozom. Stavige,
proliferacija i apoptoza blisko su povezane unutar odredene celijske populacije i njihova
ravnoteza definitivno odreduje broj ¢elija u bubregu (Bates i sar, 2016). Prethodna istraZiva-
nja su pokazala da promene u okruZenju, kao Sto je izmenjena ishrana majke, izazivaju poja-
¢anu apoptozu pracenu smanjenjem broja nefrona i hipoplazijom bubrega (Woolf i Welham
2002). Izlozenost alkoholu tokom trudno¢e moze smanjiti ekspresiju markera proliferacije Ki-
67 i izazvati disregulaciju antiapoptotskih (Bcl-2) i proapoptotskih (Bax) markera u bubregu
ploda (Akison i sar., 2020). Fizi¢ki inzult, kao $to je opstrukcija uretera, dovodi do abnormal-
nog obrasca celijske proliferacije i apoptoze prac¢ene disregulacijom ekspresije Bcl-2 i Bax u
fetalnom bubregu (Liapis i sar., 2000).

Tokom razvojnog procesa, bubreg raste usled povecanja broja i veli¢ine glomerula,
kao 1 duzine bubreznih tubula 1 sabirnih kanala. U pocetnim stadijumima razvoja, povecava se
broj epitelnih ¢elija unutar bubreznih korpuskula i tubula. Nakon toga, postoji i fiziolosko
povecéanje velic¢ine ¢elija (Shankland i Wolf, 2000). Dakle, veli¢ina bubrega zavisi od broja
¢elija, veli¢ine pojedina¢nih c¢elija i ukupne mase (Conlon i Raff, 1999). Veoma usporen
¢elijski ,,turnover" postoji u adultnom bubregu u normalnim fizioloskim okolnostima (Pabst i
Sterzel, 1983). Ipak, broj i veli¢ina ¢elija moze se promeniti nakon razli¢itih oblika ostecenja
organa usled proliferacije, hipertrofije ili apoptoze, za koje se veruje da su povezane na nivou
¢elijskog ciklusa (Shankland, 1997).

1.4.1. Proliferacija

Proliferacija je jedan od klju¢nih faktora koja reguliSe razvoj. Formiranje kompletnog
organizma iz jedne oplodene jajne Celije zahteva generisanje velikog broja ¢elija (Ruijtenberg
i van den Heuvel, 2016). Rani razvoj karakteriSe brza proliferacija embrionalnih ¢elija, koje se
diferenciraju i proizvode mnostvo specijalizovanih tipova ¢elija inkorporiranih u tkiva i

organe visecelijskih organizama (Cooper, 2000). Progenitorne ¢elije ureternog pupoljka i
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metanefrosnog mezenhima proliferiSu i diferenciraju se u viSe od 25 razli€itih tipova celija
adultnog bubrega (Al-Awaqati i Oliver, 2002). Proliferacija, povecanje broja ¢elija zahvalju-
ju¢i njihovoj intenzivnoj deobi, odvija se mitozom 1 regulisana je faktorima koji uticu na
deobu celija, diferencijaciju, fenotipsku modulaciju i apoptozu (Nikoli¢, 2010). Prelazak iz
jedne faze ¢elijskog ciklusa u drugu je koordinisan, sekvencijalan i sinhronizovan proces koji
se odvija vremenski precizno i definisanim redosledom kako bi ¢elijska maSinerija obezbedila
replikaciju DNK samo jednom u svakom ¢elijskom ciklusu pre deobe i replikaciju hromozo-
ma u identi¢ne setove u svim ¢erkama ¢elijama (Grafa i Reddy, 1995).

Tokom embriogeneze, ali i regeneracije, proliferacija je tesno povezana sa diferencija-
cijom. Vecina ¢elija prati postepen proces specijalizacije, sa zavr$Snim korakom, terminalnom
diferencijacijom, koju karakteriSe potpuno diferencirani postmitoti¢ni stadijum. Pravilna pros-
torna i1 vremenska proliferacija ¢elija neophodna je da bi se postigla odgovaraju¢a veli¢ina,
morfologija i funkcija organa (Takeuchi i Nakamura, 2014). Vremenska sprega izmedu izlas-
ka iz celijskog ciklusa i diferencijacije je klju¢na za normalan rast i razvoj, za homeostazu
tkiva 1 zamenu celija kroz zivot. Kako se ¢elije diferentuju, brzina njihove proliferacije obi¢no
opada. Proliferacija i diferencijacija pokazuju izvanrednu inverznu povezanost. Prekursorne
¢elije nastavljaju da se dele pre sticanja stadijuma kompletne diferencijacije, dok se terminal-
na diferencijacija obi¢no poklapa sa prestankom proliferacije i trajnim izlaskom iz ciklusa
deobe (Ruijtenberg i van den Heuvel, 2016). Posle rodenja nastavlja se proliferativna aktiv-
nost i rast u mnogim, ali ne svim celijskim populacijama. Vecéina ¢elija odraslih jedinki
zaustavljena je u Go fazi celijskog ciklusa. Nekoliko tipova diferentovanih celija nikada se
ponovo ne dele, ali je vecina ipak sposobna da po potrebi proliferiSe kako bi se nadomestile
¢elije izgubljene kao posledica oStecenja ili ¢elijske smrti. Uz to, neke ¢elije se kontinuirano
dele tokom celog zivota kako bi zamenile one sa velikom brzinom obnavljanja kod odraslih
jedinki (Cooper, 2000). Sa ove tacke gledista, proliferacija ¢elija ukljucena je u organogene-

zu, ali i starenje i regenerativnu medicinu.

1.4.2. Apoptoza

Uloga apoptoze u normalnoj fiziologiji podjednako je znacajna kao i uloga mitoze. Ona
pokazuje komplementarnu, ali suprotnu ulogu mitozi i1 proliferaciji ¢elija u odrzavanju razli-
¢itih populacija c¢elija (ElImore, 2007). Nekoliko studija pokazalo da je ravnoteZza izmedu
prezivljavanja ¢elija i apoptoze neophodna za normalnu funkciju progenitora nefrona. Studije

in vitro koje su koristile izolovani metanefrosni mezenhim pokazale su da progenitori nefrona
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prolaze kroz masivnu apoptozu kada se uzgajaju bez induktora (Bard, 2002). Kokultura sa
izolovanim ureternim pupoljcima ili heterologim induktorima, kao S$to je embrionalna
ki¢mena mozdina, inhibira apoptozu i pokrece prezivljavanje progenitora (Grobstein, 1953;
Saxén, 1987).

Apoptoza je nacin programirane Celijske smrti i vodi genetski uslovljenoj eliminaciji
¢elija. Ovaj proces se javlja tokom razvoja i starenja i kao homeostatski mehanizam za odrza-
vanje populacija Celija u tkivima. Apoptoza se takode javlja i kao odbrambeni mehanizam
tokom imunih reakcija i kod ostecenja celija bolescu ili Stetnim agensima (Elmore, 2007).
Morfoloske 1 biohemijske promene karakteristicne za apoptozu su kondenzacija hromatina, dis-
funkcija mitohondrija, 1 aktivacija Celijskih cisteinil-aspartat specificnih proteaza (kaspaza) i
nukleaza sa posledicnom razgradnjom DNK. Finalno, apoptotska tela koja preostaju bivaju
odstranjena fagocitozom. Za razliku od nekroze, neregulisanog oblika celijske smrti koji je
Cesto rezultat akutne traume celija (Galluzzi i sar., 2018), apoptoza zahteva unos energije i stoga
je aktivan proces. Ona ne uzrokuje proizvodnju medijatora zapaljenja i uopSteno zapaljenjske
promene (Singh i sar., 2019).

Razliciti fizioloski i patoloski stimulusi mogu inicirati apoptozu. Stimulusi deluju preko
receptora, biohemijskih agenasa ili dovode do oste¢enja DNK i celijske membrane. Nakon
delovanja odgovarajuceg stimulusa nastupa faza odluke koja predstavlja genetski kontrolnu
taCku smrti. Posle toga sledi faza egzekucije, koja je odgovorna za morfoloske promene u apop-

tozi. Poslednja faza obuhvata razgradnju DNK ¢elije koja umire i fagocitozu.

1.4.2.1. Morfologija apoptoze

Primenom svetlosne i elektronske mikroskopije identifikovane su razliCite morfoloske
promene koje nastaju u apoptozi (H&cker, 2000). Tokom ranog procesa apoptoze, skvréavanje
¢elije i piknoza mogu se videti svetlosnim mikroskopom (Kerr i sar., 1972). Usled skvrcavanja,
¢elije su manje, citoplazma je gusta i organele su zbijene. Piknoza je rezultat kondenzacije hro-
matina i najizraZzenija je karakteristika apoptoze. Na histoloSkim preparatima bojenim hemato-
ksilinom 1 eozinom, apoptoza se moze primetiti u pojedinacnim ¢elijama ili malim grupama
¢elija. Apoptoticna celija se zapaza kao okrugla ili ovalna masa sa tamnom eozinofilnom
citoplazmom i gustim ljubiastim fragmentima jedarnog hromatina. Elektronskom mikrosko-
pijom bolje su definisane subcelularne promene. Rano, tokom faze kondenzacije hromatina,
elektrono gust jedarni materijal formira karakteristi¢ne periferne agregate ispod jedarne mem-

brane mada mogu da budu prisutna i elektronogusta jedra.
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Prostrana izbocenja ¢éelijske membrane pracena karioreksijom i separacijom fragmenata
¢elije u apoptotska tela deSava se tokom procesa nazvanog ,,pupljenje”. Apoptotska tela se
sastoje od citoplazme sa gusto zbijenim organelama sa ili bez jedarnih fragmenata. Integritet
organela se i dalje odrzava 1 sve to okruzuje intaktna ¢elijska membrana. Apoptotska tela nak-
nadno bivaju fagocitovana od strane makrofaga, parenhimskih ¢elija ili neoplasti¢nih celija i
degradirana unutar fagolizozoma. Makrofagi koji fagocituju apoptoticne Celije Cesto se nalaze
unutar reaktivnih germinativnih centara limfnih folikula i u Korteksu timusa i sadrze komadice
jedarnog debrisa iz apoptoticnih ¢elija. U procesu apoptoze ne dolazi do inflamatorne reakcije
jer se delovi apoptotic¢nih Celija ne oslobadaju u okolno intersticijalno tkivo ve¢ ih okolne ¢elije
brzo fagocituju sprecavajuci verovatno na taj na¢in sekundarnu nekrozu, i ¢elije koje fagocituju

ne proizvode antiimflamatorne citokine (Savill, 1997; Kurosaka i sar., 2003).

1.4.2.2. Mehanizmi apoptoze

Mehanizmi apoptoze su veoma slozeni, ukljucujuci energetski zavisnu kaskadu moleku-
larnih dogadaja. Kod sisara su opisana dva glavna puta apoptoze, spoljasnji ili put receptora
smrti 1 unutrasnji ili mitohondrijalni put. Postoje, medutim, dokazi da su ta dva puta povezana
komunikacijom u okviru cepanja proteina Bid - proapoptotskog pripadnika porodice Bcl-2 pro-
teina i da oba rezultiraju aktivacijom izvr$nih proteolitickih enzima - kaspaza. Odnos spoljas-
njeg prema unutraSnjem mehanizmu apoptoze u normalnom razvoju bubrega joS uvek nije
dokazan. Kaspaze imaju proteoliticku aktivnost i sposobne su da cepaju proteine na ostacima
asparginske kiseline, iako razli¢ite kaspaze pokazuju razli¢ite specifi¢nosti koje ukljucuju pre-
poznavanje susednih aminokiselina (EImore, 2007). Deset glavnih kaspaza je, prema ulogama u
signalnim putevima, klasifikovano u pokretacke kaspaze (kaspaze-2, -8, -9, -10), kaspaze
izvrSioce (kaspaze-3, -6, -7) i kaspaze koje podsti¢u upalu (kaspaze-1, -4, -5) (Cohen, 1997; Rai
i sar. 2005). Ostale kaspaze koje su identifikovane ukljucuju kaspazu-11, za koju se navodi da
reguliSe apoptozu i maturaciju citokina tokom septickog Soka, kaspaza-12, koja posreduje
endoplazmatski-specifi¢noj apoptozi i citotoksi¢nost amiloidom-f3, kaspaza-13, za koju se pret-
postavlja da je govedi gen i kaspaza-14, koja je visoko eksprimirana u embrionalnim tkivima,
ali ne i u tkivima odraslih (Hu i sar., 1998; Nakagawa i sar., 2000; Koenig i sar., 2001; Kang i
sar., 2002).

U normalnim ¢elijama kaspaze postoje kao neaktivni enzimi, u latentnom obliku (pro-
kaspaze). Kada celije prolaze apoptozu, kaspaze se aktiviraju kaskadno. Jednom inicijalno

aktivirane kaspaze, ostaju nepovratno posvecene ¢elijskoj smrti (EImore, 2007). Opisane su dve
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kaskade koje aktiviraju kaspaze i koje reguliSu apoptozu. Jednu kaskadu podsticu receptori

smrti na povrsini ¢elija, a drugu promene integriteta mitohondrija.

1.4.2.2.1. Spoljasnji put apoptoze

Spoljasnji signalni put apoptoze iniciran je interakcijom receptora na ¢elijskoj membrani i
specificnih liganda. Receptori smrti su ¢lanovi superporodice transmembranskih proteina za
faktore tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor - TNF) (Locksley i sar., 2001). Clanovi
porodice TNF receptora dele slicne ekstracelularne domene bogate cisteinom i imaju citoplaz-
matski domen od oko 80 aminokiselina koji se naziva domen smrti (engl. death domain — DD)
(Ashkenazi i Dixit, 1998). Domen smrti igra klju¢nu ulogu u prenoSenju signala smrti od
povrSine celije do intracelularnih signalnih puteva. Najistaknutiji ligandi 1 odgovarajuci
receptori smrti ukljucuju FasL/FasR, TNFo/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 i Apo2L/DRS5
(Elmore, 2007).

Redosled dogadaja koji definiSu spoljasnji put apoptoze najcesce je predstavljen mode-
lima FasL/FasR i TNFo/TNFR1. Nakon §to receptor smrti veze svoj ligand angazuju se cito-
plazmatski adaptorski proteini i prokaspaze-8. Vezivanje Fas liganda za Fas receptor dovodi do
vezivanja adaptorskog proteina FADD (engl. Fas - associated death domain), dok vezivanje
TNF liganda za TNF receptor dovodi do vezivanja adaptorskog proteina TRADD (engl. TNFR1
- associated death domen protein) uz angazovanje FADD i RIP (Hsu i sar., 1995; Wajant,
2002). FADD se zatim povezuje sa prokaspazom-8 dimerizacijom domena efektora smrti. Na
0voj tacci, formira se signalni kompleks koji indukuje smrt (engl. death-inducing signaling
complex - DISC), sto dovodi do autokatalitiCkog cepanja prokaspaze-8 (Kischkel i sar., 1995).
Kada se aktivira kaspaza-8, pokrece se faza izvrSenja apoptoze. Aktivirana kaspaza-8 izaziva
zatim kaskadnu aktivaciju izvr$nih kaspaza, kaspaze 3 i 7, da bi zapocela razgradnja celije 1
neizbezna apoptoza. Apoptoza posredovana receptorima smrti moze biti inhibirana proteinom
c-FLIP koji ¢e se vezati za FADD i kaspazu-8, §to ih ¢ini neefikasnim (Kataoka i sar., 1998;
Scaffidi i sar., 1999).

1.4.2.2.2. Unutrasnji put apotoze

Unutrasnji signalni put apoptoze moze biti pokrenuti nizom razli¢itih stimulusa koji
proizvode intercelularne signale 1 dogadaji su inicirani mitohondrijama. Stimulusi koji pokrecu
unutrasnji put mogu delovati pozitivno ili negativno. Stimulansi koji deluju na pozitivan nacin,
mada nisu iskljucivo na to limitirani, ukljucuju zracenje, toksine, hipoksiju, hipertermiju, virus-

ne infekcije i slobodne radikale. Negativni signali ukljucuju odsustvo odredenih faktora rasta,
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hormona i citokina dovodec¢i do neuspesne supresije programa smrti, ¢ime se pokrece apoptoza.
Drugim re¢ima, dolazi do povlacenja faktora, gubitka apoptoticne supresije i naknadne akti-
vacije apoptoze (Elmore, 2007).

Svi ovi stimulansi izazivaju promene u unutrasnjoj membrani mitohondrija Sto rezultira u
otvaranju tranzicionih pora mitohondrijalne permeabilnosti (engl. mitochondrial permeability
transition pore - MPT), gubitku mitohondrijalnog transmembranskog potencijala i oslobadanja
dve glavne grupe normalno sekvestriranih proapoptotskih proteina iz intermembranskog
prostora u citozol (Saelens i sar., 2004). Prva grupa sadrzi citohrom ¢, Smac/DIABLO i serin
proteazu HtrA2/Omi (Du i sar., 2000; van Loo i sar., 2002; Garrido i sar., 2006). Ovi proteini
aktiviraju kaspaza-zavisni mitohondrijalni put. Citohrom c se vezuje i aktivira Apaf-1kao i pro-
kaspazu-9, formirajuci ,,apoptozome” (Chinnaiyan, 1999; Hill i sar., 2004). Grupisanje prokas-
paze-9 na ovaj nacin dovodi do aktivacije kaspaze-9. Inicijator kaspaze-9 uzrokuje dalje aktiva-
ciju egzekucionih kaspaza (kaspaza-3, 6 1 7) koji cepaju vitalne supstrate vodeci ¢elijskoj smrti.
Smac/DIABLO i HtrA2/Omi kontroliSu apoptozu posredstvom ¢lanova porodice proteina inhi-
bitora apoptoze (engl. inhibitor of apoptosis protein - 1AP) (van Loo i sar., 2002; Schimmer,
2004).

Druga grupa proapoptotskih proteina, indukujuéi faktor apoptoze (engl. apoptosis
inducing factor - AIF), endonukleaza G i kaspaza-zavisna endonukleaza (engl. caspase-activa-
ted DNase - CAD), oslobadaju se iz mitohondrija tokom apoptoze, mada se ovaj kasni dogadaj
javlja nakon sto je celija pocela da umire. Tokom apoptoze, AlF se translocira u jedro gde uzro-
kuje fragmentaciju DNK i perifernu kondenzaciju hromatina (Joza i sar., 2001). Endonukleaza
G se takode translocira u jedro gde cepa jedarni hromatin da bi proizveo DNK fragmente (Li i
sar., 2001). AIF i endonukleaza G funkcioniSu na kaspaza-nezavistan na¢in. CAD se zatim
oslobada iz mitohondrija i translocira u jedro, gde nakon cepanja kaspazom-3, dovodi do frag-

mentacije DNK sa izrazenijom i naprednijom kondenzacijom hromatina (Enari i sar., 1998).

1.4.2.3. Porodica Bcl-2 proteina

Proteini porodice B-¢elijskog limfoma 2 (Bcl-2) su regulatori apoptoze, ali imaju i druge
funkcije. Proteini ove porodice integrisSu razliCite signale prezivljavanja i smrti koji se generisu
van 1 unutar ¢elije. Zajedno, oni su regulatori unutrasnjeg ili mitohondrijalnog puta apoptoze.
Ovaj put neophodan je za normalan razvoj embriona i prevenciju karcinoma. Bcl-2 porodica
proteina kontrolise kljucni korak u posveéenosti apoptozi promenom propustljivosti spoljasnje

membrane mitohondrija (engl. mitochondrial outer membrane - MOM). Medutim, pre nego $to
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se indukuje apoptoza, Bcl-2 proteini imaju znacajnu ulogu u fiziologiji normalne celije
(Hardwick i Soane, 2013; Gross i Katz, 2017). Neapoptotske uloge ove grupe proteina obuhva-
taju Sirok spektar procesa koji ukljucuju regulaciju mitohondrijalne fiziologije, fiziologije
endoplazmatskog retikuluma, jedarne procese, metabolizam cele celije i1 autofagiju. Ove
neapoptoti¢ne uloge su, verovatno, u velikoj meri povezane sa aktivacijom puteva prezivlja-
vanja ¢elije koji su namenjeni da odrze ili povrate opstanak celije, ali ¢e u slu¢aju neuspeha
pre¢i u proapoptozni modalitet (Gross i Katz, 2017). Mehanizmi pomoc¢u kojih proteini
porodice Bcl-2 regulisu ¢elijsku smrt su uglavnom nepoznati, iako se smatra da njihova funkcija
zavisi najvise od njihove sposobnosti da reguliSu permabilnost membrane mitohondrija,
odnosno da moduliraju oslobadanje proteina iz intermembranskog prostora mitohondrija.
Proteini porodice Bcl-2 mogu biti antiapoptotski (Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG) i
proapoptotski (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik i Blk) (Elmore, 2007). Svaki ¢lan ove
porodice sadrzi jedan ili vise Bcl-2 homologih (BH) domena, BH1-BH4. Kod ljudi i miSeva,
porodica Bcl-2 je podeljena na antiapoptotske multi-domenske proteine (prototipovi: Bcl-2 i
Bcl-XL), koji sadrze Cetiri BH domena (BH1 do BH4), proapoptotske multi-domenske proteine
(prototipovi: Bax i Bak), koji sadrze tri BH domena (BH1, BH2 i BH3), i proapoptoske BH3
proteine, koji sadrze samo jedan (BH3) domen (vise od desetak ¢lanova) (Levine i sar., 2008;
Shamas-Din i sar., 2013). Odnos izmedu antiapoptotskih i proapoptotskih proteina igra ulogu
u odredivanju sudbine celije (Ho, 2014). Njihovi nivoi ekspresije se veoma razlikuju u
zavisnosti od tipa tkiva, ¢elijske loze, razvojnog stadijuma, promena u organizmu u vezi sa
uzrastom i bilo kojeg oblika oSte¢enja tkiva (Singh i sar., 2019).

Clanovi porodice Bcl-2 koji sadrze samo BH3 domen prepoznati su kao kljuéni senzo-
ri/posrednici Celijskog stresa. Njihova aktivacija istovremeno vodi deaktiviranju antiapopto-
tskih ¢lanova porodice Bcl-2 (npr. Bcl-2) i aktiviranju proapoptotskih ¢lanova porodice, Bax i
Bak, Sto rezultira oslobadanja citohroma c¢ iz mitohondrija preko promene propustljivosti
mitohondrijalne membrane, aktivacijom kaspaze i apoptozom (Gross i Katz, 2017). Aktivacija
Bax i Bak na povrSini mitohondrija dovodi do alostericne promene u ovim proteinima,
omogucavaju¢i im da oligomerizuju i formiraju makropore u MOM, uzrokujué¢i njenu
permeabilizaciju (engl. mitochondrial outer membrane permeabilization - MOMP). MOMP je
kljuéni korak u kome ¢elija nepovratno podleze apoptozi (Singh sar., 2019). Medutim, jo§ uvek
nije potpuno jasno da li su oba dogadaja, inhibicija antiapoptotskih i aktivacija proapoptotskih

proteina, apsolutno neophodni za izvrSenje apoptoze.
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1.4.3. Razvoj ureternog pupoljka

Ureterni pupoljak nastaje u 5. nedelji gestacije na dorzalnom zidu distalnog kraja
Wolffov-og kanala kao solidni agregat epitelnih ¢elija koje proliferiSu, migriraju i progresivno
urastaju u okolni metanefrosni mezenhim (Watanabe i Costantini 2004; Faa i sar., 2012).
Kontrolisana arborizacija ureternog pupoljka odvija se jednostavnom i ponovljivom bifurka-
cijom njegovog terminalnog dela da bi se formirao sabirni sistem, bubrezne ¢asice, karlica i
ureter. Nakon prodiranja u metanefrosni blastem, ureterni pupoljak se proSiruje u primarnu
bubreznu karlicu, a zatim rac¢va u strukturu oblika slova T. Prva bifurkacija je pod uglom od
oko 180° i njene terminalne grane oznacavaju polove bubrega. Svako sledece grananje je pod
oStrijim uglom u odnosu na prvo (Saxén, 1987; Davies, 2003). Ureterni pupoljak nastavlja da
se grana formiraju¢i oko 15 generacija ogranaka. Najranije generacije njegovih ogranaka se
spajaju i formiraju velike i male bubrezne caSice, dok se kasnije generacije ne spajaju da bi
formirale sistem sabirnih kanala (Al-Awgqati i Goldberg 1998). Proces grananja ureternog
pupoljka obuhvata ekspanziju vrha njegovog terminalnog kraja u ampulu, podelu ampule da
bi se formirale nove grane, kao i izduzivaje novoformiranih grana (Lin i sar., 2003; Watanabe
I Costantini 2004). Tokom prvih 9 generacija grananja, svaka grana ureternog pupoljka prosi-
rena u ampulu indukuje formiranje nefrona iz okolnog mezenhima u odnosu 1:1. Grananje
ureternog pupoljka se zavrSava u periodu od 20. do 22. nedelje gestacije. Naknadno formira-
nje 1 maturacija sabirnih tubula nastaje izduzivanjem perifernih (kortikalnih) segmenata i
remodelovanjem centralnih (medularnih) segmenata (Potter i Osathanondh, 1966). U ovoj
fazi, svaka ampula indukuje formiranje 4-7 novih nefrona (Potter i Osathanondh, 1966; Saxén,
1987). Kasnije, nakon priblizno 15 generacija grananja tokom kojih ce stvoriti nekoliko dese-
tina hiljada vrhova, dolazi do eksplozije (naleta) u formiranju nefrona tako da se na istom
nivou sabirnog tubula formira nekoliko nefrona i oni se zajedno povezuju u ,,arkade”. U ovoj
fazi razvoja tokom formiranja arkada, sabirni tubuli se mnogo rede granaju i nastavljaju da
rastu kortikalno povezujuci nekoliko arkada pre nego Sto formiraju joS jednu granu (Potter i
Osathanondh, 1966; Davies, 2003). U kojoj su meri arkade pre deo arhitekture sabirnih tubula
nego arhitektura nefrona jos uvek nije sigurno. Postoje posredni dokazi zasnovani na ekspresi-
Ji proteinskih markera kao sto je Tamm Horsfall glikoprotein i PKK2 antigen (Howie i sar.,
1993) da su vezujuéi tubuli izvedeni iz sabirnih kanala, a ne iz delova nefrona. Ipak, sigurni
dokazi o poreklu ove ¢elijske loze jo§ uvek nisu izvedeni, mada novija istraZivanja ukazuju da
¢elije spojnih tubula imaju istu embrionalnu osnovu kao i ostale populacije ¢elija inkorporir-

ane u nefrone (Minuth, 2020; Minuth, 2021).
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Iako se ¢ini da su ¢elije ranog ureternog pupoljka jednog tipa, tkivo se ipak podvrgava
naknadnoj diferencijaciji u razlicite tipove specijalizovanih ¢elija. Delovi zrelih sabirnih tubula
sadrZze dominantnu populaciju glavnih ¢elija i manju populaciju interkalatnih ¢elija. Glavne
¢elije poseduju svetlu citoplazmu, centralno postavljeno jedro, nekoliko vrlo kratkih mikrore-
sica, okrugle mitohondrije i jonske pumpe kako bi se omogudila resorpcija Na+ i vode i
sekrecija K+. Interkalatne c¢elije imaju brojne mikroresice, velike i istaknute mitohondrije, i
povezane su sa kiselinsko/baznom ravnotezom i nekim aspektima resorpcije. Zona diferenci-
jacije ovih specificnih tipova celija lezi na kratkom rastojanju iza ampularnog vrha sabirnog
tubula koji se razvija (Aigner i sar., 1995). Dokazano je da je formiranje ureternog pupoljka
stimulisano metanefrosnim mezenhimom. U embrionima kojima nedostaje metanefrosni me-

zenhim, zbog hirurskih ili genetskih lezija, ureterni pupoljak se ne formira.

1.4.4. Metanefrosni mezenhim

Metanefrosni blastem se razvija u blizini distalnog kraja Wolffov-og kanala unutar
urogenitalnog nabora. Niz razvojnih dogadaja na molekularnom nivou programiraju mezen-
himne celije blastema i usmeravaju ga ka nefrogenezi (determinacija). Nakon determinacije,
genetski programirane Celije blastema reaguju na induktivne signale iz ureternog pupoljka.
Metanefrosni blastem je sastavljen od nekoliko hiljada mezenhimskih celija koje stvaraju
prakti¢no sve strukture bubreznog parenhima osim sabirnih tubula (Sariola i sar., 2003). lako
Su celije unutar blastema morfoloski sliéne i ponasaju se sinhrono, studije sa lektinom su
otkrile heterogenost njihove rane populacije (Laitinen i sar., 1987; Laitinen i sar., 1988). Iz
ovih ¢elija razvijaju se podtipovi epitelnih celija sekretornin nefrona, jukstaglomerularne,
stromalne, glatko miSi¢ne, endotelne i nervne ¢elije. Ipak, razvoj bubrega odrzavaju dve
osnovne populacije embrionalnih ¢elija, nefrogene, koje daju nefrone, i stromagene, koje
ucestvuju u razvoju vezivnog tkiva i uglavnom su locirane unutar medule (Sariola i sar.,
2003).

Nefrogene celije se lako prepoznaju u bubrezima embriona. To su nepolarizovane
male celije sa oskudnom citoplazmom i izrazenim ovalnim jedrom. Nalaze se u vidu tankog
pojasa u najperifernijem delu korteksa i ¢ine kompaktnu celijsku masu oko zavr$nih grana
ureternog pupoljka. Proces formiranja nefrona iz ove populacije ¢elija odvija se na periferiji
bubrega sve dok i poslednje ¢elije blastema ne budu indukovane. Kraj nefrogeneze moze biti
posledica nesposobnosti nefrogenih ¢elija da se dalje dele dovoljno brzo da bi se odrzale.

Ipak, kod ljudi, male grupe mezenhimnih ¢elija mogu povremeno da perzistiraju i posle rode-
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nja (Sariola i sar., 2003). Pretpostavlja se da onkogene mutacije ove ¢elijske populacije mogu
dovesti do abnormalnog rasta i maligne transformacije koja se manifestuje kao Wilms-ov
tumor (Pritchard-Jones, 1999; Lee i Haber, 2001).

Stromagene ¢elije su Krupne ¢elije vretenastog oblika sa obilnom citoplazmom i ve¢im
jedrom. Ovaj prelazni tip ¢elija postaje morfoloski prepoznatljiv ubrzo nakon sto su induko-
vani prvi nefroni. Do sredine gestacije, ¢elije strome su prisutne u velikom broju, ali skoro
potpuno nestaju tokom kasne gestacije kao rezultat apoptoze velikih razmera. Mada su celije
strome morfoloski sli¢ne ostalim vrstama embrionalnog mezenhima, one ipak ne eksprimiraju
tipicne mezenhimske markere kao Sto je vimentin. Umesto toga, ove ¢elije eksprimiraju
neuronske molekule kao Sto su neurofilamenti, p75 neurotrofin receptor i FokB2 (ranije
poznat kao mozdani faktor-2 (BF-2) (Sariola i sar., 1988; Sainio i sar., 1994; Hatini i sar.,
1996). Zbog svojih neuronskih karakteristika i ¢injenice da se nervne ¢elije razvijaju unutar
strome sugerisano je da su stromalne ¢elije najverovatnije derivati nervnog grebena (Sainio i
sar., 1994), mada direktnih dokaza o tome joS uvek nema. Druga moguénost je da stromalne
¢elije predstavljaju krajnju ta¢ku razvoja za one celije blastema koje nisu indukovane i
usmerene ka nefrogenezi. Ipak, sigurno je da stromalne celije imaju uticaj na formiranje
nefrona (Bard, 1996; Hatini i sar., 1996). Istrazivanja su pokazala da bubrezna stroma ekspri-
mira GD3 gangliozid i transkripcioni faktor FoxB2 koji ometaju diferencijaciju nefrona.
Eksperimentalne studije su dokazale da miSevi sa nedostatkom FoxB2, umesto formiranja
normalnih malih epiteliziraju¢ih kondenzata, proizvode nekoliko veoma velikih mezenhim-
skih agregata koji ne uspevaju da epitelizuju (Hatini i sar., 1996). Stroma, takode, moze da
reguliSe morfogenezu grananja u sistemu sabirnih tubula. Ipak, nije poznato joS uvek koliko je

razlicitih populacija celija prisutno u bubreznoj stromi.

1.4.5. Razvoj nefrona

Nefrogeneza se odvija kao rezultat reciprocne interakcije izmedu terminalnih grana
ureternog pupoljka i mezenhimnih progenitornih ¢éelija. Tokom razvoja, ¢elije ampule termi-
nalnih grana ureternog pupoljka i okolnog mezenhima c¢ine specifi¢nu niSu (Costantini, 2012).
Prethodne studije su pokazale da nefrogene niSe ukljucuju Cetiri glavne populacije progeni-
tornih Celija, progenitorne ¢elije ureternog pupoljka, stromalne, nefrogene i endotelne proge-
nitorne celije (Al-Awgati i Oliver, 2002). Mezenhimne progenitorne ¢éelije rasporedene Su
topografski. Stromageni progenitori nalaze se blizu unutrasnje strane bubrezne kapsule, dok

su nefrogeni progenitori orjentisani prema vrhu ampule sabirnog tubula (O'Brien i sar., 2018).
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Prostorna i vremenska interakcija iznedu nekoliko razlicitih ¢elijskih populacija znacajna je za
uspesnu indukciju, odrzavanje i diferencijaciju svih tipova ¢elija u bubregu.

Nakon Sto ureterni pupoljak penetrira metanefrosni blastem, zapocinje serija njegovog
dihotomog grananja (Osathanondh i Potter, 1963; Al-Awqati i Goldberg, 1998). Vrh ampule
sabirnog tubula i nefrogene mezenhimne celije koje ga okruzuju oznacavaju mesto celijske
komunikacije, gde se odvija indukcija i pocetno formiranje nefrona (Rosenblum i sar., 2017).
Nefrogene progenitorne mezenhimne Celije imaju kapacitet da se samoobnavljaju i diferen-
ciraju da bi odrzale sopstvenu populaciju progenitora i stvorile sve tipove epitelnih celija
nefrona. Nefrogeni progenitori podlezu mezenhimno-epitelnoj tranziciji i kroz seriju morfo-
loskih promena formiraju pretubularne agregate, bubrezne vezikule, zapeta- i S-oblikovana
telaSca i definitivno zrele nefrone. Svaki nefron je sastavljen od viSe od 20 razli¢itih tipova
¢elija ukljucujucéi podocite, celije proksimalnog tubula, Henleove petlje, distalnog tubula i
spojnog tubula (Al-Awaqati i Oliver, 2002).

Nefrogena zona i komponente sadrZane u njoj su bioloska postavka celija koje treba da
uspostave i sa¢uvaju mati¢nost, morfogenezu grananja sistema sabirnih tubula, indukciju i
pocetno formiranje nefrona (Combes i sar., 2015; Da Sacco i sar., 2017). Epitelne progeni-
torne Celije integrisane u vrh ampule sabirnog tubula i GDFN'/Six2*/Cited1* nefrogene
mezenhimalne progenitorne celije ¢ine centralnu nefrogenu nisu (Combes i sar., 2015).
Prisustvo morfogena kao $to su GDNF, Wnts, FGFs i BMPs zapocinje razvice nefrona
(Lindstrém i sar., 2018). Pocetni odgovor mezenhimnih progenitornih ¢elija na induktivne
signale iz ureternog pupoljka je njihova kondenzacija. Nefrogene progenitorne ¢éelije su naj-
kondenzovanije oko vrha ampule sabirnog tubula gde formiraju polumesecasto telasce sastav-
ljeno od nekoliko koncentri¢nih slojeva ¢elija ili metanefrosnu kapu. Za razliku od mezenhim-
nih ¢elija blastema koje su nepravilnog oblika, ¢elije metanefrosne kape su pravilno izduzene
i orijentisane svojom duzom osom prema povrsSini ampule (Osathanondh i Potter, 1966a;
Potter i Osathanondh, 1966). Celije metanefrosne kape predstavljaju jedinstvenu populaciju
nefrogenih progenitornih ¢elija koje su programirane da se diferenciraju u epitelne celije
nefrona, ali imaju i sposobnost samoobnavljanja (Kopan i sar., 2014). Za uspeSnu indukciju
nefrona epitelnim celijama ampule sabirnog tubula neophodno je da se ove celije nadu u
bliskom odnosu sa GDNF*/Six2*/Cited1* mezenhimnim progenitornim ¢elijama da bi se odvi-
jala recipro¢na razmena morfogena (Oxburgh i sar., 2017).

Nakon uspesnog delovanja morfogena, grupa indukovanih mezenhimskih progeni-
tornih ¢elija izdvaja se iz metanefrosne kape i formira pretubularni agregat. Pretubularni

agregat migrira duz ampule sabirnog tubula i lokalizuje se u uglu izmedu ampule i stabla
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rastuceg tubula. Ukoliko je grananje ampule simetri¢no dihotomo, ampula se §iri bilateralno i
mezenhimni kondenzati se formiraju na svakoj strani ampule. Ukoliko je grananje asimetricno
dihotomo, ampula se $iri unilateralno i samo jedna grupa ¢elija se izdvaja iz metanefrosne
kape (Osathanondh i Potter, 1966a). Pojava neujednac¢enih meduprostora izmedu ¢elija pretu-
bularnog agregata i promena oblika celija ukazuje na pocetak polarizacije (Minuth, 2020).
Razvi¢em epitela i pojavom malog lumena u pretubularnom agregatu nastaje bubrezna vezi-
kula (Osathanondh i Potter, 1966a; Potter i Osathanondh, 1966; Saxén, 1987; Minuth, 2020,
Faa i sar., 2012). Bubrezna vezikula se prepoznaje kao ovalna masa sastavljena od jednog
sloja cilindricnih epitelnih celija koje su radijalno rasporedene oko centralne Supljine. Na
svom proksimalnom polu ona i pocetno ostvaruje kontakt sa unutrasnjim slojem nefrogenih
progenitornih ¢elija. U zavisnosti od ravni preseka, lumen je vidljiv blize proksimalnom
(orjentisanom prema meduli) polu vezikule. Detaljna analiza je pokazala da bazalna lamina
uglavnom prekriva njen proksimalni pol (Minuth, 2019). Celije vezikule se umnoZavaju i
znatno povecanje njihovog broja, koje je posebno izrazeno u predelu proksimalnog pola,
uslovljava izduzivanje prethodno sferi¢ne vezikule. Proksimalni deo vezukule se blago Siri,
formira se Zleb na donjoj trecini njene spoljaSnje povrSine i nastaje zapeta-oblik. Na zapeta-
oblikovanom telaScu razlikuju se dva segmenta, proksimalni i distalni. UmnoZavanjem epitel-
nih ¢elija proksimalnog segmenta, zleb se produbljuje i formira se duboka srpasta pukotina.
Celije vezikule ispod ove pukotine rasporedene su u dva sloja, donji i gornji. Donji sloj &ine
¢elije koje postaju pljosnate, dok se gornji sloj sastoji od kubi¢nih ¢elija. Ovi slojevi razdvo-
jeni su jedan od drugog uzanom Supljinom koja je deo originalnog lumena vezikule. Krvni
elementi i mezenhimne ¢elije iz okolne strome migriraju u pukotinu izmedu proksimalnog i
distalnog segmenta zapeta-oblikovanog telasca i pukotina postaje vaskularna. Istovremeno,
formiranjem drugog Zleba na gornjoj trecini unutrasnje strane telaSca nastaje S-oblik. Na S-
oblikovanom telaScu prepoznaju se tri segmenta, proksimalni, srednji i distalni. Svaki od
segmenata se diferencira u jedan ili viSe delova nefrona. U proksimalnom segmentu ¢elije
donjeg sloja formiraju parijetalni list Bowman-ove kapsule, a one u gornjem sloju diferen-
ciraju se u visceralni epitel ili podocite. Prostor izmedu ova dva epitelna sloja predstavlja
Bowmanov ili urinarni prostor. Srednji segment se diferencira u proksimalni tubul, Henleovu
petlju i makulu denzu, dok distalni segment formira distalni tubul. Cim se razvije S-oblik,
uspostavlja se komunikacija izmedu lumena vezikule i sabirnog tubula (Osathanondh i Potter,
1966a; Osathanondh i Potter, 1966b; Potter i Osathanondh, 1966; Saxén, 1987; Faa i sar.,
2012). S-oblikovano telasce je poslednji tranzitni stadijum nefrona koji se formira u nefroge-

noj zoni. Nakon toga, nefroni ulaze u fazu sazrevanja pra¢enu razvojem glomerularnih kapila-
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ra, diferencijacijom tubularnih segmenata i funkcionalnom diferencijacijom. Usled radijalne
ekspanzije nefrogene zone prema bubreznoj Cauri, dalje oblikovanje i sazrevanje nefrona
odvija se u dubljim delovima bubreznog tkiva (Minuth, 2020; Minuth, 2021).

Slede¢i stadijumi razvoja nefrona karakteriSu se rapidnim razvojem glomerularnog
kapilarnog sistema. Iz prvobitnog suda razvijaju se brojne kapilarne petlje. Rast i razvoj
unutar ograni¢enog prostora distalnog segmenta odgovoran je za vijugavost i visestruko
savijanje novoformiranih kapilara. Uporedo sa razvojem glomerula postepeno se suzava
vaskularni pol korpuskula. Iznad glomerula, srednji i proksimalni tubularni segment postepeno
su izduZuju. Kada je suZavanje u nivou vaskularnog pola kompletno, tipi¢ne morfoloske karak-
teristike nefrona postaju prepoznatljive. Bubrezni korpuskul ima oblik sfere, sa glomerulom
koga okruzuje Bowmanova kapsula i bubreznim tubulima koji zauzimaju sve veéi deo okolnog
intersticijuma (Osathanondh i Potter, 1966a; Potter i Osathanondh, 1966; Faa i sar., 2012).

Strukturno i funkcionalno razvijeni krvni sudovi bubrega omogucavaju protok 22%
minutnog volumena srca. Bubrezni krvotok ima dve kapilarne mreze, glomerulske i peritubu-
larne kapilare (Guyton i Hall, 2008). Tri tipa celija, endotelne celije, mezangijalne ¢elije i
visceralne epitelne ¢elije ili podociti mogu da se identifikuju u kapilarnim petljama glomerula
(Naruse i sar, 2000; Takano i sar., 2007). Razvoj glomerula je dinamic¢an proces i obuhvata
ekspanziju prvobitne kapilarne komponente u pleksus koji se sastoji od Sest do osam individu-
alnih petlji i migracijom podocita koji se rasporeduju oko kapilara (Kreidberg, 2003).
Normalna funkcija glomerula zavisi od strukturnog i funkcionalnog integriteta filtracione
barijere (Quaggin i Kreidberg, 2008). Razvoj krvnih sudova bubrega je slozen proces koji se
odvija kroz vaskulogenezu, angiogenezu ili u¢eS¢em oba procesa (Abrahamson i sar, 1998).
Vaskulogeneza podrazumeva diferencijaciju endotelnih ¢elija iz angioblasta prisutnih u meta-
nefrosnom mezenhimu, dok angiogeneza podrazumeva rast iz postojecih kapilara unutar ili
oko bubrega u razvoju. Krvni sudovi formirani vaskulogenezom ili angiogenezom remodeluju
se 1 sazrevaju prema specifiénim zahtevima tkiva (Risau, 1998). Najverovatnije oba procesa
doprinose razvoju krvnih sudova bubrega, mada je angiogeneza posebno znacajna u formira-
nju glomerularnih kapilara.

U nefrogenoj zoni, okolna mezenhimalna stroma je dobro vaskularizovana i prozeta
brojnim kapilarima sa cirkuliSu¢im eritroblastima i eritrocitima. Kapilar iz vaskularne mreze
blastema migrira u vaskularnu pukotinu u stadijumu zapeta-oblikovanog telasca (Osathano-
ndh i Potter, 1966a; Abrahamson, 1991). Pored krvnog suda, u vaskularnoj pukotini prisutno
je nekoliko mezenhimskih ¢elija koje se rasporeduju oko kapilara i zauzimaju tipi¢nu lokali-

zaciju mezangijalnih Celija. Diferencijacija glomerulskih kapilara je intenzivna u hemisferi
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donjeg kraka S-oblikovanog telaSca. U primitivnim kapilarima endotelne celije su krupne,
visoke, skoro kubi¢nog oblika. Tokom diferencijacije, endotelne celije se poravnavaju, razmic¢u
da bi formirale fenestre, a najverovatnije dolazi i do gubitka pojedinih ¢elija. U centralnom delu
kapilara formira se lumen. Istovremeno, endotelne ¢elije pocinju da stvaraju svoju bazalnu
membranu (Ballermann, 2005). Transmisiona elektronska mikroskopija je pokazala postojanje
dva tanka elektron gusta sloja, jedan ispod epitela i drugi ispod endotela, koje razdvaja sloj male
elektronske gustine. Segmentnom fuzijom bazalne membrane koju je stvorio endotel i bazalne
membrane podocita diferentuje se glomerulska bazalna membrana (Abrahamson, 1991). U
stadijumu zrelog glomerula lumen kapilara je Sirok i ispunjen eritrocitima, dok je endotel tanak
i fenestrovan. Glomerulska bazalna membrana je u najve¢em delu kapilara diferentovana i
sastoji se od centralnog sloja velike elektronske gustine, i dva sloja manje elektronske, jednog
ispod epitela i drugog ispod endotela (Abrahamson, 1987).

Tokom razvoja nefrona, podociti gube svoj prvobitni oblik i od kubi¢nih epitelnih ¢éelija
postaju zvezdasti podociti. U S-stadijumu, primitivni kubi¢ni podociti pokazuju ¢vrste apikal-
ne spojeve. Baze ovih Celija su Siroke i orijentisane prema vaskularnoj pukotini gde nalezu na
bazalnu membranu, dok su im vrhovi orijentisani prema uskom Boumanovom prostoru koji
predstavlja deo lumena vezikule. Dok okruzuju kapilarne petlje u razvoju, ove celije se
medusobno razmicu poc¢evsi od vrhova, kompleks apikalnih spojeva se progresivno gubi, dok ih
brojni lateralni spojevi povezuju na razli¢itim nivoima. Razmicanje ¢elija visceralnog epitela
prati promena njihovog oblika od poligonalnog do loptastog i poveéanje broja mikroresica na
¢elijskoj povrsini. Citoplazmatski produzeci pocinju da se razvijaju na bazi ¢elija. Od tela
podocita polaze debeli, primarni produZeci i granaju se u sekundarne, a zatim tercijalne ili
stopalaste produzetke. Stopalasti produZeci se medusobno prepli¢u, podvlace jedni ispod dru-
gog i ispod tela susednih ¢elija. Sazrevanjem kapilara, broj stopalastih produzetaka se poveca-
va, a tela Celija se poravnavaju. Kod diferentovanih kapilara spoljasnji, epitelni sloj filtracione
barijere grade zvezdasti podociti sa razgranatim stopalastim produZecima koji se na povrsini
kapilara medusobno prepli¢u. Izmedu stopalastih produzetaka je filtraciona pukotina koju pre-
moSc¢uje tanka slit dijafragma (Abrahamson, 1987; Hyodo i sar., 1997; Dakovic Bjelakovic i
sar., 2018).

1.5. NEFROGENEZA | BROJ NEFRONA

Procesi razvoja i sazrevanja organa odvijaju se kontinuirano tokom prenatalnog i

postnatalnog perioda. Rast i razvoj in utero regulisan je uticajem nutritivnih i endokrinih
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faktora na genetski potencijal ploda, uz prisustvo regulacionih mehanizama koji ukljucuje
faktore rasta. Nakon rodenja, na rast uti¢u faktori zivotne sredine i genetska pozadina (Puddu
i sar., 2009; Nikoli¢, 2010). Formiranje nefrona indukovano je granama ureternog pupoljka.
Signalizacija epitelom ureternog pupoljka neophodna je za prezivljavanje, proliferaciju i
diferencijaciju ¢elija metanefrosnog mezenhima (Yu i sar., 2002). Tokom perioda ucestalog
grananja ureternog pupoljka, vrh svake terminalne grane indukuje nefrogene progenitorne
¢elije da formiraju nefrone (Luyckx i Brenner, 2010). Vaskularizacija bubrega odvija se
sinhronizovano sa razvojem njegovih epitelnih komponenti. Svaki glomerul uspostavlja svoju
sopstvenu cirkulaciju da bi omoguéio pravilno funkcionisanje nefrona (Sequeira Lopez i
Gomez, 2011). Prvi nefroni se, kod ljudi, formiraju u 9. nedelji gestacije i oni ubrzo postaju
funkcionalni. Tokom kasnog drugog i u tre¢em trimestru, U periodu izmedu 18. i 32. nedelje
gestacije, broj nefrona se eksponencijalno povecéava (Potter i Osathanondh, 1966; Hinchliffe i
sar., 1991). Nefroni koji se prvi razvijaju nalaze se u meduli, a oni koji nastaju kasnije tokom
razvoja smesteni su u perifernim podrucjima korteksa. Shodno tome, sazrevanje nefrona poci-
nje u jukstamedularnoj zoni i napreduje prema bubreznoj kapsuli. Aktivno stvaranje novih
nefrona zavrSava se u periodu izmedu 32. i 36. nedelje gestacije (Hinchliffe i sar., 1991;
Rosenblum i sar., 2017; Ryan i sar., 2018). Nakon formiranja punog komplementa, novi
nefroni se ne formiraju (Potter i Osathanondh, 1966; Rodriguez i sar., 2004). Bubrezi done-
senog novorodencreta imaju konacan broj nefrona i svaki nefron sam za sebe moze stvarati
urin. Nakon rodenja, bubreg nastavlja da raste usled maturacije i rasta postoje¢ih nefrona.
Anatomska nezrelost nefrona smestenih povrsnije u korteksu potpuno iscezava u sledecih
nekoliko nedelja (Saxén, 1987; Hinchliffe i sar., 1991; Rosenblum i sar., 2017).

Ukupan broj nefrona limitiran je njihovim brojem formiranim tokom organogeneze.
Kod ljudi, svaki bubreg sadrzi prose¢no oko 900 000 do 1 000 000 nefrona, mada postoje zna-
¢ajne individualne varijacije (Bertram i sar., 2011). Broj nefrona moze da varira od 200 000
do 2 000 000 (Rosenblum i sar., 2017; Crump i sar., 2019). Varijacije broja nefrona znacajno
zavise od pola (prose¢no 17% vise kod muskaraca), starosti (inverzno), rase i telesne tezine na
rodenju (Hoy i sar., 2005). Broj nefrona/glomerula poveéava se za oko 257 000 po kilogram
tezine do rodenja (Hughson i sar., 2003). Kod odraslih, broj nefrona/glomerula se smanjuje za
priblizno 4500 po bubregu godisnje u periodu od 18 do 70 godina, mada su rezultati studije
Nyengaard i Bendtsen (1992) pokazali da je ovaj fenomen uglavnom uocljiv nakon 60 godina.
U tom periodu broj funkcionalnih jedinica postepeno opada za 6000-6500 svake godine
(Denic i sar., 2017). Odgovaraju¢e smanjenje stope glomerularne filtracije je proporcionalno

malo zbog kompenzatornih mehanizama hiperfiltracije u preostalim nefronima. U bubrezima

Milorad M. Anti¢ 31



s Pregled literature S

odraslih sisara, epitelne ¢elije mreze bubreznih tubula i ¢elije glomerularnih struktura podlezu
stalnom samoobnavljanju kao posledica starenja ili povreda (Vogetseder, i sar., 2005;
Humphreys i sar., 2008). Ipak, zreo bubreg sisara ne moze da kompenzuje gubitak nefrona
nastao usled ostec¢enja formiranjem novih generacija nefrona. Individualne varijacije u broju
nefrona dokazuju plasti¢nost bubrega tokom razvoja i znacajnu ulogu faktora Zivotne sredine
u odredivanju njihovog konacnog broja. Svaki nezeljeni uticaj koji se dogodi pre zavrSetka
nefrogeneze moze kompromitovati rast i razvoj bubrega i uzrokovati dugotrajne efekte na
njegov konacni potencijal. Barker i Osmond (1988) kao i Brenner i saradnici (1988) su
ukazali da suboptimalni embrionalni/fetalni razvoj koji rezultira malom telesnom tezinom
(engl. low birth weight - LBW) moZe imati za posledicu smanjen broj nefrona, bolesti bubre-

ga i hipertenziju kasnije u Zivotu.

1.5.1. Fetalno programiranje i razvojna plasti¢nost

Postoje brojni dokazi u razli¢itim oblastima istrazivanja da neki dogadaji ukljuceni u
normalan razvoj mogu imaju dugorocne efekte i imati posledice na zdravlje kod odraslih
(Ramirez-Vélez, 2012). Metabolicke promene in utero utiCu na uspostavljanje strukturnih i
fizioloSkih karakteristika koje programiraju zdravlje u kasnijim periodima Zivota (Hall, 2007;
Bloomfield, 2011; Vieau, 2011). lako je rast fetusa genetski uslovljen, studije na zivotinjama i
ljudima su ukazale da on moze biti limitiran uticajem sredine, posebno hranljivim materijama
i kiseonikom primljenim od majke. Dr David Barker je sa grupom saradnika, od sredine
osamdesetih godina proSlog veka, nizom istrazivanja pokazali da se osobe rodene sa LBW
zbog restrikcije rasta in utero (engl. intrauterine growth restriction - JIUGR) bioloski razlikuju
od osoba rodenih sa normalnom telesnom tezinom i imaju veci rizik za pojavu bolesti kasnije
u Zivotu (Barker i Osmond, 1988; Barker i sar., 1989; Barker i sar., 1993). Time je postavlje-
na hipoteza o fetalnom programiranju bolesti koja je kasnijim istraZzivanjima redefinisana u
hipotezu o razvojnom poreklu zdravlja i bolesti (engl. developmental origins of health and
disease — DOHabD). Spektar hroni¢nih bolesti kod odraslih povezanih sa fetalnim i ranim post-
natalnim razvojem ukljucuju kardiovaskularne bolesti (Ingelfinger i Nuyt, 2012; Yeung i sar.,
2014), bolesti bubrega (Luyckx i sar., 2013; Dorey i sar., 2014), gojaznost (Desai i sar., 2013;
Yajnik, 2014) i dijabetes (Thompson i Regnault, 2011; Simmons, 2012). Prema DOHaD hipo-
tezi, promene u ishrani fetusa i endokrini status vode razvojnim adaptacijama koje trajno
menjaju strukturu, fizologiju i metabolizam, $to predisponira pojavu bolesti i/ili poremecaja

kod odraslih osoba (Godfrey i Barker, 2001). U uslovima ugrozZenosti fetusa dolazi do
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adaptacije sa ciljem da se ogranici rast, podstakne razvoj vitalnih organa i ubrza maturacija.
Krv se usmerava iz donjih delova tela i ekstremiteta prema mozgu, na racun razvoja bubrega,
jetre, pankreasa, miSi¢a i kostiju. Sekrecija hormona koji uticu na rast (inzulin i IGF) i1
senzitivnost na ove hormone se ograni¢avaju, dok hipotalamo-pituitarno-adrenalna (HPA)
osovina pojacava aktivnost da bi se ubrzala maturacija. Fetus, na osnovu signala koje dobija
od majke, pokazuje "Stedljiv fenotip" ¢ija je posledica asimetricna restrikcija rasta sa
kona¢nim rezultatom da je porodajna tezina viSe smanjena nego duZzina i nalazi se ispod 10
procenata korigovano prema trajanju gestacije (engl. small for gestational age — SGA) (Hales
i Barker, 2001).

U sustini, programiranje se odnosi na proces odrZzavanja ili uticaja stimulusa/inzulta u
klju¢noj taéci razvoja. Privremena izlozenost stimulusu/inzultu u kriticnom ili senzitivnom
periodu razvoja dovodi do trajnih poremecaja u strukturi i funkciji organa. Kriti¢ni ili
senzitivni periodi su specificni za pojedine sisteme ili organe i za vecinu su vezani za razvoj
in utero. Programiranjem se ograni¢ava opseg postnatalne adaptacije i na taj nacin organizam
postaje vulnerabilan i sklon pojavi bolesti (Crews i sar., 2007).

Zajednicko za sva ziva bica, pa tako i za ljude, je plasti¢nost u ranim periodima zivota
1 ona je oblikovana uticajem sredine. Razvojna plasticnost se moze definisati kao fenomen u
kojem se jedan genotip moze izraziti u vise razliCitih fenotipova u odgovoru na razliCite
signale iz okoline za vreme kritinog perioda razvoja, specificno za svaki organ ili sistem.
Tokom embrionalnog i fetalnog perioda, tkiva i organi prolaze kroz kriticne periode, koji se
najéeSée poklapaju sa periodima brze deobe i diferencijacije ¢elija (Godfrey i Barker, 2001;
Kwon i Kim, 2017). Tokom ovih perioda sistem je plasti¢an i osetljiv na okolinu, nakon ¢ega
sledi gubitak plasti¢nosti i dolazi do fiksne funkcionalne sposobnosti (Barker, 2007). Bioloska
osnova programiranja i plasticnosti ¢ine epigenetske regulacije gena, bez promene sekvencije
nukleotida DNK.

Epigenetske modifikacije su doZivotne, sa potencijalom prenosa u slede¢u generaciju
pomocu trajnog epigenetskog imprintinga (Gluckman i sar., 2008). Najpoznatiji mehanizmi
kojima se reguliSe ekspresija gena su metilacija DNK, modifikacija histona i aktivnost
mikroRNK. Ovi procesi su od znac¢aja za embriogenezu, rast i diferencijaciju celija.

Obrazac epigenetske modifikacije prenosis se mitozom specificno za svaki tip Celija i
tkiva 1 od znaCaja je za odrzavanje profila ekspresije gena u organizmu. Epigenetske
modifikacije mogu nastati u interakciji sa faktorima okoline, posebno u toku prenatalnog i

ranog postnatalnog perioda razvoja (Dressler, 2008; Patel i Dressler, 2013).
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1.5.2. Klinic¢ki korelati nefrogeneze i broja nefrona

Prenatalno programiranje kontrolise nefrogenezu tokom faza razvoja. Broj nefrona
raste proporcionalno sa porastom gestacijske starosti (GS) i telesnom tezinom (Hughson i sar.,
2003). U normalnim uslovima, nefrogeneza se odvija in utero sa platoom koji dostize do 36.
nedelje gestacije (Hoy i sar., 2005). Iako se broj nefrona kod donesene novorodencadi ne po-
vecava nakon rodenja, bubreg uskladuje svoj kapacitet filtracije sa potrebama tela poveca-
njem veli¢ine glomerula kroz hipertrofiju (Mafalich i sar., 2000; Hoy i sar., 2003; Hughson i
sar., 2003; Hoy i sar., 2005; Hoy i sar., 2006). Kao takav, prose¢an volumen glomerula
inverzno kolerira sa brojem glomerula i direktno sa telesnom teZzinom (Hoy i sar., 2008). Kod
novorodencadi rodenih pre termina (pre navrSene 37. nedelje gestacije) nefrogeneza je joS
uvek u toku. Intrauterini stres, kao i prenatalni ili postnatalni poremecaji kod nedonoscadi
mogu imati Stetni efekat na razvojno programiranje u periodu kada je bubreg posebno
vulnerabilan i dovesti do smanjenja broja nefrona (Puddu i sar., 2009; Black i sar., 2013).

Prethodne studije su pokazale da je urodeni ili steCeni deficit nefrona potencijalni
faktor rizika za razvoj hipertenzije i hroni¢ne bolesti bubrega (engl. chronic kidney disease -
CKD) koje se mogu javiti kasnije u Zivotu (Brenner i sar., 1988; Keller i sar., 2003; Luyckx i
Brenner, 2005; Hoy i sar., 2006; Taal i Brenner, 2006; Bertram i sar., 2011; Schreuder, 2012).
U osnovi smanjenog broja nefrona leze genetska predispozicija i faktori spoljasnje sredine.
Uticaj zivotne sredine na genetski potencijal kontroliSe prenatalno programiranje bubrega.
Stalna interakcija izmedu gena i okruzenja od prenatalnog do odraslog Zivotnog doba dopri-
nosi da se razvije bubrezni potencijal kod svakog pojedinca. Signalni molekuli i transkripci-
oni faktori imaju znacaja u razvoju segmenata nefrona i funkcionalnoj diferencijaciji (EI-Dahr
I sar., 2008; Zaffanello i sar., 2008). Fetalni razvoj se sve CeS¢e prepoznaje kao vazan
modulator rizika za nastanak progresivne bolesti bubrega kod odraslih (Luyckx i Brenner,
2015). Nadovezuju¢i se na rane epidemioloske studije koje su dovele u vezu LBW i
kardiovaskularne bolesti kod odraslih, Brenner i saradnici (1988) su izneli hipotezu da reduk-
cija broja nefrona moze povecati rizik od nastanaka hipertenzije i CKD kod odraslih. Autori
su pretpostavili da bi smanjenje filtracione povrSine glomerula povecalo rizik za nastanak
sistemske hipertenzije i CKD zbog manjeg kapaciteta za izlu¢ivanje soli (Na®) i smanjenog
kapaciteta da se kompenzuje oSteCenje organa. Bubreg sa smanjenim komplementom nefrona
verovatno prolazi kroz odredeni stepen hiperfiltracije, posebno ako su telesna tezina i funkci-
onalni zahtevi visoki, i mozZe pokazati suptilne strukturne abnormalnosti $to bi sve zajedno

moglo smanjiti otpornost ili povecati podloznost na dodatni stres ili oStecenja. Prolongirana
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hiperfiltracija vodi ubrzanoj glomerularnoj hipertrofiji i intraglomerularnoj hipertenziji i
posledi¢no glomerularnoj sklerozi i eventualnom gubitku glomerula, Sto dalje moZe produbiti
bolest i dovesti do krajnjeg stadijuma bubrezne bolesti (Brenner i sar., 1996). Keller i sarad-
nici (2003) su dokazali da je kod hipertenzivnih pacijenata broj nefrona/glomerula smanjen za
46,6% 1 proseCan volumen glomerula povecan za 133% u poredenju sa kontrolnom grupom.
Konac¢no, smanjen broj nefrona na rodenju ne mora nuzno dovesti do hipertenzije. Urodena
varijabilnost u broju nefrona i samim tim filtracionoj povrSini moZe objasniti zaSto samo
neke, ali ne sve, osobe izlozene potencijalno Stetnim stimulusima eventualno manifestuju
hroni¢nu nefropatiju (Brenner i sar., 1988). Zimanyi i saradnici (2009) su analizirali odnos
izmedu broja i zapremine glomerula kod pripadnika populacija sa manjim i ve¢im rizikom za
nastanak hipertenzije i CKD. Cinilo se da veéi broj nefrona u populaciji sa manjim rizikom
stiti od glomerularne hipertrofije i heterogenosti njihove zapremine kod belaca. Heterogenost
zapremina pojedinih glomerula u odnosu na broj nefrona povezanih sa kompenzatornom
hipertrofijom u populaciji sa manjim rizikom sugeriSe da protektivni tretman, koji smanjuje
glomerularnu perfuziju, moZe minimizirati oSte¢enje najvecih glomerula i pomoci u o¢uvanju
mnogih nefrona ¢ije glomerularne zapremine ostaju relativno male. Takav tretman treba da
bude takode efikasan i kod pojedinaca sa ve¢im rizikom za nastanak bolesti bubrega, ali u
zavisnosti od prirode dodatnih stimulusa koji mogu da izazovu hiperperfuziju i hipertrofiju
glomerula, tretman treba dopuniti i drugim intervencijama.

Osim grubih procena broja nefrona primenom nuklearne magnetne rezonance ili
biopsije bubrega, tacan broj nefrona moze da se odredi samo post mortem. Prethodne studije
dovele su u vezu gestacijsku starost i porodajnu tezinu sa povecanjem sistolnog krvnog pri-
tiska (Lawlor i sar., 2007; Cooper i sar., 2009). LBW, restrikcija rasta i prevremeno rodenje
su najdosledniji klinicki korelati za smanjen broj nefrona i povezani su sa pove¢anim rizikom
od hipertenzije, proteinurije i CKD kasnije u zivotu. Manalich i saradnici (2000) su u svojoj
humanoj autopsijskoj studiji pokazali da novorodencéad rodena u terminu sa LBW imaju 20%
manji broj nefrona i ve¢u prose¢nu zapreminu glomerula u odnosu na novorodencad &ije je
telesnom tezinom bila odgovaraju¢a za datu GS (engl. appropriate for gestational age -
AGA). Hodgin i saradnici (2009) su u nalazima biopsija Sest odraslih osoba rodenih
prevremeno i sa LBW opisali konzistentne nalaze fokalne i segmentne glomeruloskleroze,
povezane sa glomerulomegalijom, najverovatnije na osnovu kongenitalno smanjenog broja
nefrona. U skladu sa tim, LBW je povezana sa loSijim ishodom kod pacijenata sa nefrotskim
sindromom, membranskom nefropatijom, IgA nefropatijom, minimalnim promenama i

dijabeti¢cnom nefropatijom (Duncan i sar., 1994; Zidar i sar., 1998; Na i sar., 2002; Teeninga i
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sar., 2008). Abnormalna adaptacija glomerula i veca oSte¢enja bubrega dokazana su ekspe-
rimentalno kod Zivotinja sa LBW i smanjenim brojem nefrona (Jones i sar., 2006; Plank i sar.,
2010). Mogu¢i celijski i molekularni mehanizmi koji povezuju LBW i CKD kod odraslih
ukljucuju neravnotezu izmedu proliferacije ¢elija i apoptoze, ubrzano starenje i mitohondri-
jalnu disfunkciju (Hershkovitz i sar., 2007).

Iako TUGR predstavlja heterogenu grupu sa razli¢itom etiologijom, istrazivanja su
pokazala da IUGR dovodi do smanjenja zapremine bubrega i broja nefrona (Hoogenboom i
sar., 2021). Painter i saradnici (2005) su koriste¢i Holandsku kohortu gladi pokazali da je
period organogeneze u kome nastaje IUGR povezan sa profilom rizika kasnije u Zivotu. Sto se
tice efekata tajminga IUGR na broj nefrona, studije na animalnim modelima su pokazale da
kod pacova IUGR u nastao ranoj trudno¢i izazvan jednostranom ligacijom umbilikalnih krv-
nih sudova, dovodi do smanjenja broja nefrona za 21% (Schreuder i sar., 2005). U modelu
ovce gde su majke tokom trudnoc¢e unosile ogranic¢enu koli¢inu hranljivih materija, zabelezen
je 11% manji broj nefrona (Gilbert i sar., 2007). Sa druge strane, IUGR nastao u kasnoj ges-
taciji dovodi do vece redukcije nefrona. Animalni model koji je koristio pacove podvrgnute
ograni¢enju hranljivih materija u poslednjoj fazi nefrogeneze pokazao je smanjenje od 35%
(Schreuder i sar., 2006). Stepen redukcije broja nefrona najverovatnije ne zavisi samo od
perioda u kome nastaje IUGR, ve¢ i etiologije, mada nema dovoljno dokaza koji bi podrzali
ovu pretpostavku. U pokuSaju da utvrde da li IJUGR ima uticaja na smanjenje broja nefrona i
veli¢inu kortikalnih i medularnih segmenata nefrona, Hinchliffe i saradnici (1992) su prime-
nom stereoloskih metoda ispitivali broj nefrona kod mrtvorodenih i novorodencadi koja su
umrla tokom prve godine Zivota u grupi sa asimetri¢cnim IUGR i AGA (kontrole) i pokazali da
IUGR moze imati snazan uticaj na razvoj bubrega. U obe starosne grupe, kod novorodencadi
sa IUGR, zabelezen je znafajno manji broj nefrona. Istovremeno, zapremine segmenata
nefrona nisu se razlikovale izmedu grupa. Osim toga, kod novorodencadi sa IUGR umrlih
tokom prve godine zivota broj nefrona nije porastao u poredenju sa mrtvorodenim, $to doka-
zuje nedostatak postnatalne kompenzacije u broju nefrona.

Epidemioloske studije su ukazale na vezu izmedu prevremenog rodenja i izmenjene
funkcije bubrega u detinjstvu i odraslom dobu (Rodriguez-Soriano i sar., 2005). Stepen reduk-
cije broja nefrona kod prevremeno rodenih zavisi od GS u kojoj se trudnoc¢a zavrSava. Pre
perioda u kome se nefrogeneza kompletira (32 - 36. nedelja gestacije), broj nefrona je u jakoj
korelaciji sa GS. Prevremeno rodenje i prestanak nefrogeneze pre tog perioda, rezultira
smanjenim komplementom nefrona i povecanim rizikom od razvoja progresivne bolesti

bubrega kasnije tokom zivota (Hoogenboom i sar., 2021). Stelloh i saradnici (2012) potvrdili
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su ovu korelaciju na modelu prevremeno rodenih miSeva. Rezultati istrazivanja na humanim
bubrezima potvrdili su da je broj zrelih nefrona, meren radijalnim glomerularnim brojem,
Znacajno smanjen u sluc¢ajevima prevremenog rodenja u odnosu na decu rodenu u terminu
(Rodriguez i sar., 2004; Faa i sar., 2010). Aktivna glomerulogeneza, koju karakterise
nefrogena zona i prisustvo nezrelih S-oblika nefrona u subkapsularnom delu bubreznog
korteksa, dokazana je postnatalno kod prevremeno rodenih beba (Rodriguez i sar., 2004; Faa i
sar., 2010; Sutherland i sar., 2011). lako se nefrogeneza nastavlja nakon prevremenog rodenja
I broj generacija nefrona raste, ona nije dovoljna da kompenzuje oligonefroniju prisutnu na
rodenju (Rodriguez i sar., 2004; Faa i sar., 2010). Rodriguez i saradnici (2004) i Sutherland i
saradnici (2011) nasli su povec¢anu prose¢nu areu bubreznih korpuskula u prvim mesecima
nakon rodenja kao morfolosku indikaciju glomerularne hiperfiltracije u uslovima smanjenog
broja nefrona. Brennan i Kandasamy (2017) su u pokuSaju da vizualizuju nefrogenezu nakon
prevremenog rodenja merili ultrazvu¢no ukupnu debljinu bubreznog parenhima i utvrdili da
se kod nedonos¢adi (< 32 nedelje gestacije) debljina bubreznog parenhima povecava post-
natalno, mada nikada ne dostize vrednosti kao kod donesene novorodencadi. Takode, bio je
povecan odnos debljine parenhima i zapremine bubrega, §to ukupno ukazuje na vizualizaciju

glomerularne hiperfiltracije.

1.5.3. Koncepti terapijski prolongirane nefrogeneze

Fizioloska adaptacija novorodenceta na vanmatericni zivot zavisi od mnogih parame-
(Sulemanji i Vakili, 2013). Kompleksni procesi indukcije nefrona obi¢no su zavrSeni u vreme
rodenja. Medutim, kada se beba rodi prevremeno ili sa LBW, bubrezi su jos uvek u procesu
nefrogeneze (Black i sar., 2013; Luyckx i sar., 2017; Stritzke i sar., 2017). Sada je sve vise
dokaza da prevremeno rodenje rezultira smanjenim brojem nefrona za koji se procenjuje da se
krece izmedu 8 i 24% (Luyckx i sar., 2017; Stritzke i sar., 2017). Nekoliko humanih studija je
dokazalo da se nefrogeneza moZe nastaviti nakon prevremenog porodaja (Rodriguez i sar.,
2004; Faa i sar., 2010; Sutherland i sar., 2011). Nefrogeneza je uocena i 40 dana postnatalno
kod ekstremno prevremeno rodenih beba (Rodriguez i sar., 2004). Ipak, postnatalnu nefroge-
nezu kod prematurusa karakteriSe ubrzana maturacija i prisustvo veéeg broja abnormalnih
bubreznih korpuskula, sa dilatiranim Boumanovim prostorom i skvréenim glomerulom, Koji
su obi¢no primeceni u spoljadnjem korteksa (Rodriguez i sar., 2004; Sutherland i sar., 2011).
Rezultati istrazivanja Sutherland i saradnika (2011) pokazali da se broj abnormalnih
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korpuskula kre¢e do 13,7 %, pri ¢emu je najveci broj zabelezen kod prevremeno rodenih kod
kojih je istovremeno dijagnostikovan IUGR. Njihova lokacija ukazuje da su nefrogena zona,
stem Celijske niSe 1 poslednje generacije nefrona pogodene. Pretpostavlja se da su to korpus-
kuli nefrona koji su novoformirani u vanmatericnom okruzenju i stoga vulnerabilni. Gubhaju i
saradnici (2009) su koristili model prevremeno rodenih pavijana (ekvivalentno 27 nedelja
gestacije kod ljudi) za proucavanje eventualnog uticaja na postnatalnu nefrogenezu. Dokazano
je da se glomerulogeneza nastavlja nakon rodenja sa velikom varijabilno$¢u u udelu abnor-
malnih glomerula, koja se kretala u rasponu od 0,2 do 18,3%. Njihovi rezultati sugerisu da
abnormalnosti mozda nisu nastale samo kao rezultat prevremenog rodenja, ve¢ su verovatno
povezane sa faktorima njihove postnatalne nege koja je varirala izmedu novorodencadi.
Izlaganje nefrotoksi¢nim lekovima (nesteroidnim antiinflamatornim lekovima i antibioticima)
povezano je sa strukturnim i funkcionalnim oste¢enjima bubrega (Zaffanello i sar., 2010). S
obzirom na obim abnormalnosti, mogucée je da zahvacéeni glomeruli mozda nikada nece
postati funkcionalni $to dovodi do deficita funkcionalnih nefrona, koji je potvrden u predhod-
nim studijama na humanim fetusima.

Mogu¢i terapijski pristup za prevremeno rodene bebe i bebe sa LBW trebao bi da ima
za cilj da stimuliSe morfogenu aktivnost u nefrogenoj zoni da bi se time produzila nefroge-
neza postnatalno, produZio rasta i razvoja nefrona i eventualna kompenzovala oSte¢enja
nefrogeneze lekovima tokom ranog postnatalnog perioda (Fanos i sar., 2015). Medutim, svi
dostupni podaci ukazuju da je takav pristup tesko sprovesti, s obzirom da mora biti prilagoden
personalnim strukturnim i funkcionalnim karakteristikama sadrzanim u nefrogenoj zoni
(Minuth i Denk, 2012; Minuth, 2017). S obzirom da podaci za primenu lekova u ovom poseb-
nom okruzenju nedostaju, obecavaju¢i koncept za produzenje nefrogeneze ceka solidnu
implementaciju. Pre toga, postoji potreba za istrazivanjima na humanim fetalnim bubrezima
koja se odnose na sve aspekte, ukljuc¢ujuc¢i morfogenezu, sintezu, sekreciju i transport morfo-
gena lokalno ukljucenih u odrzanje mati¢nosti i nefrogenezu (Krause i sar., 2015). Do danas
nije razvijena metoda koja omogucava rano otkrivanje redukovane rezerve nefrona. U skladu
sa tim, dijagnoza poremecaja rasta treba da se zasniva na razlici izmedu izmerenih i pretpos-

tavljenih vrednosti za odredenu GS, Sto zahteva dodatna istrazivanja u ovoj oblasti.
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2. H1POTEZA ISTRAZIVANJA

U istrazivanje su postavljene hipoteze:

NULTA HIPOTEZA

Ho: U humanom fetusnom bubregu ne postoje razlike u proliferativnom kapacitetu ¢elija
(procenjenim imunoekspresijom Ki-67 markera), imunoekspresiji proapoptotskih (Bax) i
antiapoptotskih (Bcl-2) markera tokom nefrogeneze, kao ni razlike u veli¢ini, broju i distribu-
ciji korpuskularne i tubularne porcije nefrona u odnosu na GS.

RADNA HIPOTEZA

Ha: U humanom fetusnom bubregu postoje razlike u proliferativnom kapacitetu ¢elija (proce-
njenim imunoekspresijom Ki-67 markera), imunoekspresiji proapoptotskih (Bax) i antiapo-
ptotskih (Bcl-2) markera tokom nefrogeneze, kao i razlike u veli€ini, broju i distribuciji

korpuskularne i tubularne porcije nefrona u odnosu na GS.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Radi utvrdivanja hipoteze postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

Da se histoloSkom analizom, na tkivnim presecima bojenim hematoksilin-eozin (HE) i
perjodna kiselina-Shiff metodom (PAS), utvrde specifi¢ne morfoloske karakteristike bub-
reznog tkiva i dinamika razvojnih promena u odnosu na GS;

Da se imunohistohemijskom analizom, primenom monoklonskog antitela za Ki-67 prote-
in, analizira proliferativna aktivnost celija razli¢itih populacija u odnosu na stadijume
nefrogeneze i GS;

Da se imunohistohemijskom analizom, primenom monoklonskog antitela za Bcl-2 prote-
in, detektuje prisustvo i nivo antiapoptotske aktivnosti u razli¢itim populacijama ¢elija u
odnosu na stadijume nefrogeneze i GS;

Da se imunohistohemijskom analizom, primenom monoklonskog antitela za Bax, detek-
tuje prisustvo i nivo proapoptotske aktivnosti u razli¢itim populacijama ¢elija u odnosu
na stadijume nefrogeneze i GS;

Da se kvantifikuju razvojne promene bubreznog tkiva koje su uslovljene nefrogenezom,
Sirina nefrogene zone, broj glomerularnih generacija i debljina korteksa, u sluc¢ajevima
razlicite GS;

Da se morfometrijskim metodama, merenjem aree, perimetra, Feretovog dijametra, kao i
izraGunavanjem numericke arealne gustine kvantifikuju promene veli¢ine i broja bubrez-
nih korpuskula u slu¢ajevima razliite GS;

Da se morfometrijskim metodama, merenjem aree, kao i izracunavanjem numericke are-
alne gustine kvantifikuju promene veli¢ine i broja bubreznih tubula u slu¢ajevima razli-
Cite GS;

Da se statistickim testovima utvrde periodi najznacajnijih razvojnih promena analiziranih
komponenti bubreznog tkiva;

Da se ispita moguca povezanost i stepen povezanosti izmedu vrednosti ispitivanih para-

metara i GS primenom metoda statisti¢ke analize.
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4. M ATERIJAL I METODE

Istrazivanje je sprovedeno na Institutu za anatomiju, Institutu za histologiju i embrio-
logiju, Institutu za biologiju i humanu genetiku, Odeljenju za ¢elijsko i tkivno inZinjerstvo
Medicinskog fakulteta u NiSu i Institutu za patologiju Klini¢kog centra u NiSu koji je nastavna

1 nau¢na baza Medicinskog fakulteta u NiSu.

4.1. MATERIJAL

Materijal su predstavljali uzorci bubrega 38 humanih fetusa oba pola (20 zenskog i 18
muskog pola) GS od 13 do 40 nedelja. Materijal je nabavljen legalnim putem, nakon
obdukcija uradenih na Institutu za patologiju Klinickog centra u Nisu, uz postovanje eti¢kih
principa. Eticki komitet Medicinskog fakulteta u NiSu odobrio je nauc¢no istrazivanje (odluka
broj-12-6329/4) u skladu sa etickim normama propisanim za upotrebu humanog materijala u
biomedicinskim istrazivanjima.

Obdukcije su radene prema standardnom protokolu. Podaci o istoriji bolesti majke 1
fetusa bili su dostupni iz izvestaja o obdukciji. Uzroci fetalne smrti bili su spontani pobacaj,
legalni pobacaj koji je uraden u skladu sa etickim principima da bi se zastitilo zdravlje majke,
kao i intrapartalna fetalna smrt nastala zbog prevremenog porodaja ili asfiksije. Svi fetusi su
makroskopski pregledani i izmereni. Osnovni kriterijum za izbor materijala bili su odsustvo
makroskopski vidljivin anomalija ploda, makroskopskih dokaza o anomalijama i patoloSkim
promenama na bubregu i znakova maceracije. Za sve fetuse utvrdeni Su osnovni parametri,
pol, temeno-trticna duzina (TTD), tezina i GS. Starost fetusa je procenjivana prema
akuSerskim kriterijjumima na osnovu podataka majke o poslednjem menstrualnom ciklusu i
anatomskim kriterijumima na osnovu TTD ploda uporedivanjem dobijenih vrednosti sa
podacima iz literature (Patten, 1968). U istrazivanje su uklju¢eni samo oni fetusi ¢ija je teZina
bila odgovaraju¢a za GS. Na osnovu GS uzorci su podeljeni u sedam starosnih grupa, pri

¢emu je svaka grupa odgovarala jednom lunarnom mesecu (Tabela 4.1.).
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4.2. METODE

Tokom obdukcije, bubrezi su makrodisekcijom izolovani u bloku zajedno sa okolnim

masnim i vezivnim tkivom. Nakon toga su pazljivo oslobodeni okolnog tkiva. Svaki bubreg je

presecen na pola, u srednjoj frontalnoj ravni. Bubrezi su zasecani duz spoljasnje ivice, uprav-

no na bubreznu ¢auru, nakon ¢ega je rez nastavljan prema sredini hilusa. Kod starijih fetusa,

svaka polovina je presecana jo$ jedanput upravno na prvi presek. Nakon rutinske obrade,

uzorci su kalupljeni u parafinske blokove sa prvom reznom povrSinom usmerenom na dole,

¢ime su obezbedeni izotropni preseci optimalni za histoloSku i morfometrijsku analizu.

Tabela 4.1. Distribucija fetusnog materijala u odnosu na gestacijsku starost, temeno-trticnu

duzinu i pol.
Gestacijska starost Dol
0
(nedelje) Temeno-trti¢na duzina
n %
Prose¢na (mm) . )
Grupe B Muski | Zenski
gestacijska starost
144+11 115,0+ 15,1
13-16 3 4 7 18,4
(14,0) (115,0)
185+1,1 166,1 £ 21,3
17 - 20 3 5 8 21,1
(18,5) (165,0)
225+13 207,5+9,3
21-24 4 4 8 21,1
(22,5) (205,0)
26,3+1,1 248,8 + 16,7
25-28 3 1 4 10,5
(26,0) (247,5)
30,3+0,9 281,7+10,3
29 - 32 1 2 3 7,9
(31,0) (280,0)
34,7+0,5 321,0+£10,3
33-36 2 1 3 7,9
(35,00) (320,0)
392+1,0 407,0 + 55,6
37-40 2 3 5 13,1
(40,0) (365,0)
) 18 20 38 100

Vrednosti su prikazane kao srednje + standardna devijacija (medijana).
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4.2.1. HistoloSke metode

Histoloska analiza uzoraka fetusnih bubrega u razli¢itim periodima gestacije, kao i
utvrdivanje razvojnih promena, bazirana je na svetlosno mikroskopskoj analizi.

Uzorci bubreznog tkiva fiksirani su u 10% puferisanom formalinu u trajanju od 24h.
Nakon fiksacije, uzorci su dalje rutinski obradivani i kalupljeni u parafin sa prvom reznom
povrsinom na dole. Tkivni preseci debljine 4 um seceni su sa parafinskih kalupa uz pomo¢
mikrotoma (LEICA RM2255) i montirani na predmetna stakla. Za identifikaciju struktura
bubreznog tkiva primenjena je hematoksilin-eozin (HE) i PAS metoda bojenja. Obojeni tkivni
preseci su analizirani svetlosnim mikroskopom Leica DMLS (Leica) pod razli¢itim uveca-
njem objektiva (x 5, x 10, x 20 i x 40). Digitalne slike analiziranih preseka dobijene su koris-
¢enjem digitalne kamere CMEX-10 Pro (Euromex Microscope BV, Netherlands).

Rutinsko histolosko ispitivanje potvrdilo je optimalnu morfologiju bubreznog tkiva
svih uzoraka koji su ukljuceni u istrazivanje. Fragmenti bubreznog tkiva obuhvatali su punu

debljinu korteksa i celu ili ve¢i deo susedne medule.

4.2.2. Imunohistohemijske metode

Za imunohistohemijsku analizu koriS¢eni su izabrani uzorci bubreznog tkiva fetusa
razli¢ite GS koji su fiksirani u formalinu i ukalupljeni u parafin. Utvrdeno je prisustvo
struktura bubrega sa pozitivnom reakcijom ¢elija na primenjene imunohistohemijske markere
uz primenu monoklonskih antitela za identifikaciju proliferativne aktivnosti ¢elija (anti-Ki67
antitelo; Clone MIB-1; Dako; 1:75), antiapoptozne aktivnosti ¢elija (anti-Bcl-2-Oncoprotein;
Clone bcl-2/100/D5; Leica; 1:100) i proapoptozne aktivnosti ¢elija (anti-Bax; Clone SP47;
Abcam; 1:50). UltraVision LP Detecion System: HRP polymer (Thermo Scientific, USA; Cat.
No. TL-125-HL) tehnika primenjena je za svako primarno antitelo (Tabela 4.2).

Tkivni preseci debljine 4 um seceni su sa parafinskih blokova i montirani na Super-
Frost Ultra Plus predmetna stakla (ThermoScientific, USA). SuSeni su jedan sat na 60°C u
termostatu, a zatim preko noc¢i na sobnoj temperaturi. Nakon toga, tkivni preseci su depara-
finisani provodenjem kroz ksilol (2x5min) i hidrirani u opadaju¢im koncentracijama etanola
(100% - 2x3min, 96% - 3min i 70% - 3min) do destilovane vode. Aktivnost endogene perok-
sidaze blokirana je inkubacijom u 3% rasvoru H202 u vodi 5 minuta na sobnoj temperaturi,

nakon Cega su isprani u destilovanoj vodi. Procedura je nastavljena demaskiranjem antigena,
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Sto se postize izlaganjem tkivnih preseka potopljenih u odgovarajuci pufer za demaskiranje

visokoj temperaturi.

Tabela 4.2. Procedura imunohistohemijskog bojenja za primenjena antitela.

Tehnika Ultravision LP- HRP polymer detekciona tehnika
Primarno antitelo Ki-67, Bcl-2 Oncoprotein, Bax,
Clone MIB-1 Clone bcl-2/100/D5 | Clone SP47
Proizvodad Dako Leica Abcam
Katalo3ki broj M7240 BCL-2-L-CE ab81083
RazblaZzenje 1:75 1:100 1:50
0,01M citratni pufer | Epitope retrieval 0,01M citratni pufer
Pretretman pH=6,20 min, solution pH=9,20 pH=6,20 min,
mikrotalasna pe¢nica | min, mikrotalasna mikrotalasna pe¢nica
pecnica
Inkubacija
primarnim 60 min na sobnoj T 60 min na sobnoj T preko noc¢i na +4°C
antitelom
Kit Ultravision LP- HRP polymer
Proizvodac ThermoScientific, USA
Kataloski broj Cat. No. TL-125-HL

Da bi se to postiglo, tkivni preseci su potopljeni u 0,01M citratni pufer (pH 6,2) za Ki-
67 1 Bax, ili Epitope retrieval solution (pH 9,2) za Bcl-2, i kuvani 20 min na 780W u
mikrotalasnoj pecnici. Nakon kuvanja, hladili su se u istom puferu 20 minuta, a potom su
isprani u destilovanoj vodi 5 minuta i potopljeni u 0,1M rastvor fosfatnog pufera (PBS) (pH
7,2). Inkubacija sa primarnim antitelom vrsena je 60 min na sobnoj temperaturi za Ki-67 i
Bcl-2, ili preko no¢i na 4°C za Bax u vlaznoj komori, nakon ¢ega su preseci ispirani u PBS-u
3x3 minuta. Sledila je inkubacija sa Primary Antibody Enhancer komponentom Kkita 12
minuta na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori, nakon ¢ega su ponovo isprani u PBS-u 3x3
minuta. Slede¢i korak je podrazumevao inkubaciju sa HRP Polymer reagensom 15 minuta na
sobnoj temperaturi u vlaznoj komori. (Napomena: HRP Polymer je foto-senzitivan zbog ¢ega
treba izbegavati nepotrebno izlaganje svetlosti.) Nakon toga, uzorci su ponovo isprani u PBS-
u 3x3 minuta. Imunohistohemijska reakcija ispitivanih antigena dobijena je inkubacijom u

rastvoru 3,3-diamino benzidin (DAB) primenjenim kao hromogeni supstrat (Liquid DAB+
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Substrate Chromogen System, Cat. No. K3467, Dako) 3-5 minuta na sobnoj temperaturi. Za
svako antitelo, kao negativna kontrola, sluzili su uzorci tkiva kod kojih je tokom tretmana
izostavljeno primarno antitelo, dok su ostale faze imunohistohemijske procedure sprovedene.

Tkivni preseci su zatim isprani teku¢om vodom, kontrastirani Mayer-ovim hemato-
ksilinom 1 minut i ponovo isprani u tekuc¢oj vodi. Dehidrirani su u rastu¢im koncentracijama
etanola do 100% (70%, 96% i 100%), potapani u ksilol, a zatim pokrivani odgovaraju¢om
sintetskom smolom (DPX Mountant for histology, Cat. No. 06522, Sigma-Aldrich) i pokrov-
nim staklom.

Ukoliko je trazeni antigen prisutan uocava se precipitat hromogena na mestu koje je
braon obojeno, za razliku od okolnog tkiva koje je plavo. Pozitivna imunoreaktivnost za Ki-
67 protein procenjivana je kao jasna ili intenzivna nuklearna prebojenost, dok je u proceni
ekspresije Bcl-2 i Bax proteina kao pozitivna rekcija vrednovana kompletna citoplazmatska
prebojenost razlicitog intenziteta (slaba, umerena i jaka).

Ekspresija Ki-67, Bcl-2 i Bax analizirana je pojedina¢no unutar strukturnih kompo-
nenti bubreznog korteksa i medule. Ekspresija ispitivanih markera detaljno je analizirana u
razli¢itim populacijama celija nefrona razvoja distribuiranih u zonama korteksa, koje su na
osnovu mikromorfoloskih kriterijuma definisane kao nefrogena zona, zona maturacije i zona
zrelih glomerula (Minuth, 2020; Minuth, 2021).

4.2.3. Morfometrijske metode

Morfometrijska analiza sprovedena je na tkivnim presecima bojenim PAS metodom,
uz pomo¢ sistema za analizu digitalne slike Image J v. 1.53v (Wayne Rasband, national
Institute of Health, USA). Mikroskopski preparati su analizirani, vidna polja selektovana i
fotografisana digitalnom kamerom, a fotodokumentacija je sacuvana u TIFF (Tagged Image
File Format) formatu kompjuterskog fajla i podvrgnuta metrickoj kalibraciji za odgovarajuce
mikroskopsko poveéanje u programu Image J.

Da bi se odredila Sirina nefrogene zone, broj generacija glomerula i debljina korteksa,
mikroskopski preparati su fotografisani pod uve¢anjem objektiva X 5. Vidna polja su uzorko-
vana na tri lokacije koje su odgovarale bubreznim lobusima. Nefrogena zona se pruzala u
vidu Sire ili uze trake bubreznog tkiva duz unutras$nje strane bubrezne Caure, koja se na
mikroskopskim preparatima bojila intenzivnije. Unutrasnja granica nefrogene zone, prema

ostalom delu korteksa, definisana je nepravilnom linijom koja se protezala duz parijetalnih
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epitelnih ¢celija na proksimalnom polu (orijentisan prema meduli) kasnih S-formi nefrona
(Slika 4.1.).

Slika 4.1. Histoloski presek humanog fetusnog bubrega u 14. nedelji gestacije obojen perjod-
nom kiselinom-Shiff metodom. a.) Formiranje i sazrevanje nefrona u zonama korteksa;
proksimalni pol kasnih S-formi nefrona oznac¢ava unutrasnju granicu nefrogene zone (tackasta
linija); glomeruli i tubuli su selektovani po¢evsi od unutra$nje granice nefrogene zone prema
najdubljem sloju korteksa (isprekidana linija). b.) Nepristrasni stereoloSki ram za brojanje sa
linijama ukljucivanja (tanja linija) i zabranjenim linijama (deblja linija) postavljen je na sliku
histoloskog preseka; glomerularni i tubularni profili unutar rama ili dodirujuci linije inkluzije,
su prebrojani dok su oni profili izvan okvira za brojanje ili dodirivanje zabranjenih linija
zanemareni. K, kapsula; NZ, nefrogena zona; S, telo u obliku slova S; (razmera 50um).

Sirina nefrogene zone odredivana je povladenjem merne linije od duboke strane
bubreZne ¢aure do najnize tacke proksimalnog pola S-forme nefrona. Debljina korteksa odre-
divana je merena je povlacenjem merne linije od duboke strane bubrezne ¢aure do najnize tac-

ke na parijetalnom listu Boumanove kapsule najdubljeg jukstamedularnog korpuskula. Broj
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generacija glomerula dobijen je brojanjem sferi¢nih glomerula u prostoru izmedu donje
granice nefrogene zone i medule, duz linija paralelnih sa tokom sabirnih tubula (kod mladih
fetusa gde medularni zraci nisu diferentovani) ili tokom medularnih zraka. Rani glomerularni
oblici koji su pripadali nefrogenoj zoni nisu bili uklju¢eni u analizu.

Bubrezni korpuskuli i tubuli analizirani su na mikrofotografijama koji su dobijene pod
uvecanjem objektiva x 40. Merenja su uradena na 25 vidnih polja za svaki analizirani uzorak,
koja su sistematski uzorkovana Sirinom bubreZznog korteksa pocevsi od unutrasnje granice
nefrogene zone prema najdubljem delu korteksa, u oblastima izmedu sabirnih tubula.
Bubrezni korpuskuli i tubuli su selektovani pomeranjem kursora duz obrisa parijetalnog lista
Boumanove Caure i obrisa tubularnog preseka.

Numericka arealna gustina (NA) izraCunavana je kao koli¢nik broja ispitivanih struk-
tura (N) sa povrsinom (A) korteksa (mm?) prema formuli: NA= N/A. Bubrezni korpuskuli i
tubuli su brojani na povrsini korteksa od 1,45 mm?. Na svakom vidnom polju brojani su svi
profili osim onih koji su prelazili zabranjenu liniju (Gundersen, 1977). Numericka arealna
gustina je prikazana kao broj bubreznih korpuskula ili tubula po jedinici povrSine kortikalnog
tkiva izrazena u mm2,

Vrednosti svih ispitivanih parametara po svakom analiziranom slucaju dobijeni su kao

prosek vrednosti za sva analizirana vidna polja.

4.2 4. Statisticke metode

Podaci dobijeni tokom istrazivanja statisticki su obradivani uz pomo¢ aplikacionog
programa SPSS 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY). Osnovna statisticka obrada dobijenih rezul-
tata izvrSena je odredivanjem srednje vrednosti, standardne varijacije i medijane za numericka
obelezja. Da bi se proverilo da li distribucija podataka u varijablama znacajno odstupa ili ne
od modela normalne distribucije, primenjivan je Shapiro-Wilk test. Statisticka zna¢ajnost raz-
like izmedu dve sukcesivne starosne grupe utvrdivana je Studentovim t-testom za nezavisne
uzorke u slucajevima normalnih distribucija ili Mann-Whitney U testom u slucajevima kada
su distribucije varijabli odstupale od normale.

Za testiranje zavisnosti ispitivanih morfometrijskih parametara od pripadnosti staros-
nim grupama kori$¢ena jednofaktorska analiza varijanse (One-Way ANOVA). Naknadnom
analizom obavljeni su nizovi poredenja i istrazene razlike izmedu svih starosnih grupa ponao-
sob primenom odgovarajucih post hoc testova. U okviru ANOVA testa, homogenost varijansi

u grupama koje u poredene ispitivana je Leveneovim testom. Za naknadna viSestruka pore-
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denja koriscen je Tukey HSD test u slucajevima kada Leveneovog testa pokazivao statisticku
znacajanost, dok je u slucaju statisticki znacajnog Leveneovog testa primenjivan Dunnettov
test.

Korelacionom analizom ispitivana je jaina uzajamne povezanosti izmedu ispitivanih
morfometrijskih parametara i GS. S obzirom da GS nije pokazala normalnu distribuciju,
koris¢en je Spearmanov (p) koeficijent korelacije ranga. Povezanost iznedu odgovarajucih
morfometrijskih parametara, kao zavisnih varijabli, i GS, kao nezavisne varijable, ispitana je
univarijantnom linearnom regresionom analizom (Enter metodom). Statisticka zaklju¢ivanja
izvedena su na nivou znacajnosti p < 0,05. Rezultati morfometrijske i statisticke analize

prikazani su tabelarno i graficki u programu MS Excel.
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Istrazivanje je sprovedeno na uzorcima bubrega 38 humanih fetusa, od kojih je 20 bilo
zenskog pola Sto je €inilo 52,6% ispitivanog uzorka i1 18 muSkog pola Sto je Cinilo 47,4%
ispitivanog uzorka. Proseéna GS ispitivanih fetusa iznosila je 24,34+8,35 nedelja, sa
medijanom od 22.50 gestacijskih nedelja. Prose¢na GS za fetuse Zenskog pola iznosila je
23,9048,81 nedelja, a za fetuse muskog pola 24,83+8,04 nedelja (Tabela 5.1). Nije utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu GS fetusa Zenskog i muskog pola (p > 0,05). Shapiro-Wilk
test je pokazao da je raspodela GS u celom uzorku odstupa od normalne.

Tabela 5.1. Prose¢na gestacijska starost u odnosu na pol i u ukupnom ispitivanom uzorku

Pol n % Gestacijska starost (nedelje)
Zenski 20 52,6 23,90 + 8,81 (21,00)
Muski 18 47,4 24,83 £ 8,04 (23,50)
Ukupno 38 100,0 24,34 + 8,35 (22,50)

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija (medijana);

5.1. HISTOLOSKA ANALIZA

Svetlosnomikroskopska analiza preparata bojenih HE omogucéila je da se sagleda celo-
kupna morfologija bubreznog tkiva u odnosu na GS. U ranim stadijumima razvoja, korteks i
medula nisu diferentovani. Lobulisanje korteksa bubrega je prepoznatljivo. Fetalni bubrezi
pokazuju prostorni i vremenski gradijent diferencijacije nefrona sa karakteristicnim zonama
korteksa. Spoljasnji deo korteksa izgraduju nefrogena zona i susedna zona maturacije. Obe
zone se pruzaju duz cele povrsine svakog bubreznog lobusa. U svim starosnim grupama kod
kojih je nefrogeneza bila u toku, nefrogena zona se prostire duz unutradnje povrsSine bubrezne
kapsule u vidu Sireg ili uzeg pojasa koji se boji intenzivnije. Distalne grane ureternog pupolj-
ka dominiraju u nefrogenoj zoni. Njihovi terminalni krajevi, proSireni u ampulu, vidljivi su

subkapsularno. U zavisnosti od ravni preseka mogu se videti mesta grananja sabirnih tubula.
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Mezenhimne progenitorne celije 1 tranzitni stadijumi nefrona u nastajanju, pretubularni
agregati, bubrezne vezikule, zapeta- i S-forme, prisutni su u nefrogenoj zoni (Slika 5.1.).
Formiranje nefrona zapocinje u perifernom delu nefrogene zone. Nekoliko slojeva
mezenhimnih progenitornih ¢elija ispunjava prostor izmedu unutraSnje povrsSine bubrezne
kapsule i ampularnih krajeva sabirnih tubula. Stromalne progenitorne ¢elije rasporedene su
neposredno ispod kapsule, dok su nefrogene progenitorne c¢elije usmerene prema vrhu ampu-
le. Izdvojene grupe kondenzovanih nefrogenih mezenhimnih ¢elija u vidu pretubularnih agre-

gata uocavaju se pored ampule sabirnih tubula.
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Slika 5.1. Formiranje i sazrevanje nefrona u zonama bubreznog korteksa (13. nedelja
razvoja). Fibrozna kapsula prekriva spoljasnju povrsSinu organa; nefrogena zona se prostire
duZ unutradnje strane kapsule i prikazuje se kao tkivna traka koja se boji intenzivnije; sabirni
tubul se dihotomo grana prema povrSini bubrega; distalni kraj sabirnog tubula proSiren je u
ampulu; mezenhimske progenitorne ¢elije se vide izmedu vrha ampule i unutraSnje strane
bubrezne kapsule; pocetni stadijumi nefrona u nastajanju vidljivi u nefrogenoj zoni ukazuju
na aktivnu nefrogenezu; nezreli nefroni prisutni su u susednoj maturacionoj zoni; nefroni koji
pokazuju morfoloSke karakteristike definitivnih nefrona nalaze se u unutrasSnjem delu
korteksa.; ST, sabirni tubul; A, ampula sabirnog tubula; NZ, nefrogena zona; ZM, zona
maturacije; mG, nezreo glomerul u zoni maturacije; G, zreo glomerul; (razmera = 50um).
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Razvojem epitela i pojavom malog lumena u proksimalnom delu pretubularnog agre-
gata formiraju se primitivne bubrezne vezikule. Primitivna vezikula se postepeno izduZuje,

savija i transformise, preko razli¢itih stadijuma vezikule, u zapeta- i S-formu.
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Slika 5.2. Bubreg u 13. nedelji razvoja. a) Uocava se aktivna nefrogeneza u perifernom delu
korteksa; ispod kapsule je kontinuirani sloj nefrogene zone; u dubljim delovima korteksa
uocavaju se formirani bubrezni korpuskuli i tubuli; u meduli su formirani delovi sabirnog sis-
tema (strelica); HE x 50. b) U korteksu, na periferiji, vide se nezrele S-forme (gore desno,
strelice); ispod nefrogene zone su glomeruli u fazi sazrevanja i formirani renalni korpuskuli,
proksimalni (strelice) i distalni (glava strelice) tubuli; definisan je i jukstaglomerulski aparat
(zvezdica). U dubljem delu korteksa uocavaju se formirani bubrezni korpuskuli i bubrezni
tubuli; HE x 250. ¢) Ogranak ureternog pupoljka se grana i zavrSava ampulom (zvezdica) oko
koje su bubrezne vezikule (glava strelice); formirani bubrezni korpuskuli su u unutrasnjem
delu korteksa; izmedu parenhimskih struktura uocavaju se intersticijumske celije; HE x 200.
d) Epitel prelaznog tipa - urotel (strelica) oblaze bubreznu karlicu; izmedu urotela i korteksa
je Sirok intersticijum (zvezdica) koga ¢ine mezenhimske ¢elije (glava strelice); HE x 100.

Razvoj nefrona se odvija upravno na bubreznu kapsulu, paralelno sa sabirnim tubuli-
ma. Nastavljaju¢i S-stadijum, nefroni napustaju nefrogenu zonu i spustaju se dublje u korteks
gde sazrevaju. U susednoj zoni maturacije, diferencijacija bubreznih korpuskula i tubula je

dominantna. Glomerularni kapilari se progresivno razvijaju $to je praceno produbljivanjem
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Boumanove caure i postepenim suzavanjem njene baze. Visceralni list Boumanove caure
izgraduju primitivni podociti kubi¢nog oblika koji grade kontinuirani sloj oko nezrelog glo-
merula. U dubokom delu korteksa, jukstamedularno, prisutni su formirani bubrezni korpu-
skuli sa jasnom lobulacijom glomerularnih kapilara i brojni tubuli koji pokazuju tipi¢ne
morfolo3ke karakteristike definitivnih nefrona. Ipak, na nepotpunu zrelost ukazuje kubiéni iz-
gled podocita.

U 13. nedelji razvoja, nefrogena zona je dosta Siroka u odnosu na ostale delove
bubreznog tkiva. Ona sadrzi zgusnute ¢elije metanefricnog blastema i1 rane morfoloske stadi-
jume razvoja nefrona. U spoljasnjem delu nefrogene zone, celije metanefrosnog mezenhima
su organizovane u gomilice oblika ,,kape" iznad ampularnih krajeva sabirnih tubula. Ispod
toga, prisutni su razli¢iti rani morfoloski stadijumi razvoja nefrona, pretubularni agregati,
vezikule, zapeta- i S- forme (Slika 5.2. a, ¢). Nepotpuno vaskularizovani bubrezni korpuskuli
sadrZze nezreli glomerul i dvolisnu Boumanovu kapsulu. Oba lista Boumanove kapsule ¢ine
kockaste celije. Formirani bubrezni korpuskuli imaju jednoslojni plocasti epitel u parijetal-
nom listu i kockaste ¢elije, buduée podocite, u visceralnom listu Boumanove kapsule. Evi-

dentna je razlika u veli¢ini bubreznih korpuskula (Slika 5.2. b).

Slika 5.3. Bubreg u 15. nedelji razvoja. Na povrs$ini nefrogene zone uocava se metanefrosni
mezenhim; kondenzovane c¢elije mezenhima nalaze se iznad ampula ureteralnog pupoljka
(strelice); oko ampula su vezikule i S-forme; dublje u korteksu vide se proksimalni i distalni
tubuli i formirani renalni korpuskuli; jukstamedularno lokalizovani renalni korpuskuli su veéi
u poredenju sa korpuskulima spolja$nje zone korteksa; medulu karakteriSe Sirok intersticCi-
jumski prostor (zvezdica) koga ¢ine mezenhimske ¢elije, 1 bubrezne ¢aSice obloZzene urotelom
(glava strelice); HE x100.

Renalni korpuskuli lokalizovani jukstamedularno su veéi u poredenju sa onima koji su

smeSteni u povrsnijim delovima korteksa, mada kortikomedularni spoj nije jasno prepoznat-
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ljiv (Slika 5.2. c). Pored nefrona, u bubregu se razvija sabirni sistem. Bubrezna karlica i bub-
rezne CaSice obloZzene su epitelom prelaznog tipa - urotelom (Slika 5.2. d). Intersticijumski
prostor ispunjavaju mezenhimske celije.

Do 15. nedelje razvoja, u unutrasnjem delu korteksa prisutni su malobrojni formirani
nefroni sa jasno definisanim renalnim korpuskulima, diferentovanim proksimalnim tubulima i
ne sasvim diferentovanim distalnim tubulima. Proksimalni tubuli imaju specifi¢an epitel sa
visokim prizmati¢nim ¢elijama koje karakteriSe izrazito acidofilna citoplazma, dok distalni tu-
buli sadrze niske kockaste ¢elije bazofilne citoplazme, koje su morfoloski sli¢ne epitelnim
¢elijama ogranaka ureteralnog pupoljka. Intersticijumski prostor ispunjavaju mezenhimske
¢elije. Pored nefrona, bubreg formira sabirni sistem. Medularni deo bubrega karakterisu tubu-
larne strukture obloZene niskim kockastim epitelom. U ovom periodu razvoja postoji Sirok
intertubularni prostor, bududi intersticijum bubrega, sa mezenhimskim ¢éelijama koje mu daju

izgled mreZaste strukture (Slika 5.3.).

ST 3
ae ¢ o
: y ey

uocavaju se strukturni delovi nefrona i sabirni kanali koji formiraju medularne zrake; HE x
100; b) U meduli se vide popre¢ni preseci sabirnih kanala (strelice) i Sirih i uzih delova
Henleovih petlji (glave strelica); HE x 200.

Od 19. do 28. nedelje razvoja bubrega, nefrogena zona se istanjuje, ali je i dalje uoclji-
va kao kontinuirani sloj na povrsini kore bubrega. Ostali deo bubreZznog tkiva pokazuje histo-
losku gradu formiranog bubrega. Najveci deo kore bubrega sadrzi zrele nefrone i delove
sabirnih kanala koji formiraju medularne zrake (Slika 5.4. a). Medulu bubrega ¢ine sabirni
kanali, Siri i uzi delovi Henleovih petlji i intersticijum (Slika 5.4. b).

U 22. nedelji razvoja bubreg ima definisan korteks (Slika 5.5. a) i medulu u kojoj jo$
uvek dominira intersticijum u odnosu na tubularnu, tj. parenhimsku komponentu (Slika 5.5.
b).
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nog pupoljka (strelica) i renalni korpuskuli razli¢itog stepena zrelosti; dublje u korteksu su
formirani renalni korpuskuli; HE x100; b) U meduli se uoc¢avaju uzduzni preseci sabirnih ka-
nala (strelice) izmedu kojih je Sirok intersticijum; HE x100.

Posle 28. nedelje razvoja, nefrogena zona predstavlja sasvim tanak, isprekidan povrsinski
sloj kore bubrega u kome se jo$ uvek vide nezrele forme nefrona (Slika 5.6. a). Na granici prema
meduli formirano je vezivno tkivo u kome su prisutni ve¢i arterijski i venski krvni sudovi. Medulu
karakteriSe, pored sabirnih tubula, Sirih i uzih delova Henleove petlje, znatno redukovano vezivno

tkivo intersticijuma.

nefrogenoj zoni, uocavaju se nezrele forme nefrona (strelice); dublje u korteksu vide se formi-
rani svi strukturni delovi nefrona; HE x200; b) Bubrezni korteks ¢iji morfoloski izgled odgo-
vara morfoloSkom izgledu adultnog bubrega; HE x100.

Posle 32. nedelje razvoja nefrogena zona is¢ezava. Bubreg sadrzi sve gradivne kom-
ponente kore i medule zrelog bubrega, sa bubreznim korpuskulima razli¢ite veli¢ine. Najveci
pripadaju jukstamedularnim nefronima, srednje veli¢ine su u srednjem korteksu, a najmanji su

najmladi bubreZni korpuskuli na povrsini kore bubrega (Slika 5.6. b).
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5.2. IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA

Uzimaju¢i u obzir Ki-67, Bcl-2 i Bax protein, zapaza se razlika u njihovoj ekspresiji u
odnosu na GS. lzrazena ekspresija Ki-67 i Bcl-2 uocena je u ranim periodima razvoja
bubrega. Takode, uocena je znacajna razlika u ekspresiji ovih markera u odnosu na slojeve
korteksa, sa dominantno izraZenom imunopozitivno$¢u celija koje pripadaju strukturama
spoljasnjeg dela korteksa. Sa porastom GS i sazrevanjem nefrona, ekspresije Ki-67 i Bcl-2 se
postepeno smanjuju. Suprotno, ekspresija Bax proteina je veoma slaba i sporadi¢na u ranim
stadijumima razvoja. Kasnije, Bax se jace eksprimira samo u bubreznim tubulima. Razvoj
medule bubrega zapocinje kasnije, u odnosu na korteks. U drugoj polovini gestacije prisutna
je karakteristicna ekspresija Ki-67 u malobrojnim epitelnim ¢elijama sabirnih kanala i uzih
delova Henleovih petlji. U istom periodu, ¢elije Henleovih petlji eksprimiraju Bcl-2, dok su

epitelne ¢elije sabirnih kanala imunonegativne.

5.2.1. Imunoekspresija Ki-67

U prvim nedeljama razvoja, Ki-67 antigen se jako eksprimira u brojnim ¢elijama spo-
ljaSnjeg korteksa dok je imunopozitivnost Celija unutrasnjeg korteksa i medule slabija po
intenzitetu (Slika 5.7. a).

Jaka Ki-67 imunopozitivna reakcija prisutna je u Cetkastom pokrovu na apikalnoj
povrsini epitelnih ¢elija proksimalnih tubula nefrona (Slika 5.7. b). Takva lokalizacija imuno-
pozitivne reakcije olakSava razlikovanje proksimalnih od distalnih tubula nefrona i ogranaka
ureteralnog pupoljka, ¢ije ¢elije sporadi¢no pokazuju standardnu nuklearnu lokalizaciju pozi-
tivne reakcije na bojenje Ki-67 antigena.

Mali broj mezenhimskih ¢elija u intersticijumu bubrega pokazuje pozitivnu reakciju
na Ki-67 antigen. Celije epitela bubrezne karlice i bubreznih ¢agica ne eksprimiraju Ki-67
antigen (Slika 5.7. c i d).
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Slika 5.7. Ekspresua Ki-67 antlgena u tkivu bubrega u 13. nedeljl razvoja. a) Jaka ekspre-
sija Ki-67 antigena prisutna je u nefrogenoj zoni; slabija imunopozitivnost uocava se u osta-
lom delu korteksa; epitelne Celije urotela bubrezne karlice (zvezdica) i bubreznih caSica ne
eksprimiraju Ki-67 antigen; x 50. b) jaka imunopozitivnost uoc¢ava se u c¢elijama vezikula
(glava strelice), dok se pojedina¢ne imunopozitivne ¢elije vide u ampulama ureteralnog pupo-
ljka (strelica) i renalnim korpuskulima; apikalna povrSina epitelnih Celija, pre svega, proksi-
malnih tubula nefrona, pokazuje jaku imunopozitivnu reakciju; x 200. ¢) U meduli, na poprec-
nim presecima sabirnih kanala, uocavaju se retke imunopozitivne epitelne Celije; mezenhim-
ske celije u okolnom intersticijumu su imunonegativne; x 200. d) Vidi se slaba imunopo-
zitivnost u retkim epitelnim ¢elijama sabirnih kanala; x 400.

Najjaca Ki-67 imunopozitivnost ispoljava se u nefrogenoj zoni, u ¢elijama metanef-
rosnog mezenhima, nefronima u nastajanju i ampuli sabirnih tubula. Imunopozitivnost poste-
peno opada prema dubljim delovima korteksa i formiraju¢oj meduli prateé¢i prostorni gradijent

sazrevanje nefrona (Slika 5.8.)
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ja Ki-67 antigena uocava se u povrsinskom sloju korteksa; u dubljim delovima korteksa imu-
nopozitivna reakcija se vidi kao kontinuirana linija u apikalnom regionu epitelnih ¢elija prok-

simalnih tubula nefrona i u pojedinacnim celijama unutar renalnih korpuskula (strelica); x
100.

Unutar nefrogene zone, Ki-67 antigen eksprimiran je u brojnim mezenhimalnim pro-
genitornim celijama, kako stromalnim tako i nefrogenim, ¢elijama pretubularnih agregata i
ampuli sabirnih tubula (Slika 5.9. a, b, c, d).

Vecina ¢elija vezikula, zapeta-oblikovanog telasca i ranog S-oblikovanog telasca eks-
primira Ki-67 antigen (Slika 5.9. a, b i c).

Tokom daljeg razvoja S-forme nefrona, njegove konverzije u napredniji stadijum i
istovremene prostorne ekspanzije prema zoni maturacije, broj Ki-67 pozitivnih ¢elija postepe-
no se smanjuje u proksimalnom segmentu koji se diferencira u glomerul i Boumanovu kap-
sulu. Ki-67 nuklearni antigen eksprimira se kako u ¢elijama glomerula, tako i u ¢elijama pari-
jetalnog i visceralnog lista Boumanove kapsule. 1znad glomerula koji se razvija, u srednjem i
distalnom segmentu koji se diferenciraju u delove bubreznog tubula, prisutan je primetno veéi
broj Ki-67 pozitivnih ¢elija (Slika 5.9. c i d).

Milorad M. Antié¢ 57



Rezuliali ==

. S
lg! Rt D ;

R IR
[ pe g
R UAS

Slika 5.9. Ekspresija Ki-67 antigena u razli¢itim stadijumima razvoja nefrona (16. ne-
delja). a) Nefrogena zona; brojne Ki-67 pozitivne ¢elije (braon obojena jedra) prisutne su u
metanefrosnom mezenhimu; Ki-67 pozitivne ¢éelije zapaZzaju se u ampuli sabirnog tubula i
metanefrosnoj kapi (strelica); velika gustina Ki-67 pozitivnih celija je u vezikulama. b)
Brojne ¢elije nefrona u stadijumu zapeta-forme (vrh strelice) i rane S-forme (strelica) su Ki-
67 imunopozitivne. ¢) Bubrezna vezikula nalazi se pored sabirnog tubula; brojne ¢elije vezi-
kule pokazuju Ki-67 imunopozitivnost; S-forma vidi se desno; proksimalni segment (strelica);
tubularni segmenti (glava strelice). d) Nefrogena zona i deo susedne zone maturacije; jako
velika gustina imunopozitivnih ¢éelija evidentna je u pretubularnim agregatima i vezikulama;
manji broj Ki-67 pozitivnih ¢elija prisutan je u delovima bubreznog korpuskula (strelica). €)
U zoni maturacije, broj Ki-67 pozitivnih ¢elija je znacajno smanjen u bubreznim korpuskuli-
ma i tubulima (strelice). f) Formirani bubrezni korpuskuli dubokog dela korteksa; samo neko-
liko Ki-67 pozitivnih ¢elija prisutno je u bubreznim korpuskulima i okolnim proksimalnim i
distalnim tubulima. ST, sabirni tubul; A, ampula; MM, metanefrosni mezenhim; PTA, pretu-
bularni agregat; V, vezikula; G, glomerul; (razmera = 50um).
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U zoni maturacije, kapilarni sistem glomerula podleze brzim razvojnim promenama i
formira nezreli, ali postepeno suzen bubreZni korpuskul. Broj ¢éelija koje eksprimiraju Ki-67
antigen primetno opada kako u komponentama bubreznih korpuskula tako i u okolnim tu-
bulima (Slika 5.9. e). U dubokom delu korteksa prisutni su krupni bubezni korpuskuli sfe-
ri¢nog oblika. Razvijene glomerularne kapilarne petlje okruZene su podocitima. Samo nekoli-
ko Ki-67 pozitivnih ¢elija je prime¢eno u bubreznim korpuskulima i okolnim proksimalnim i
distalnim tubulima (Slika 5.9. f).
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Slika 5.10. Ekspresija Ki-67 antigena u

nopozitivnost uoc¢ava se u najpovrsnijem delu nefrogene zone; manji broj imunopozitivnih
¢elija je prisutno u korteksu i meduli; x 100. b) Deo nefrogene zone pokazuje ekspresiju Ki-
67 antigena u ¢elijama S-forme nefrona i renalnom korpuskulu u stadijumu sazrevanja; x 400;
¢) U meduli, epitelne celije sabirnih kanala (strelice) uglavnom su Ki-67 imunonegativne;
¢elije intersticijuma sporadi¢no eksprimiraju Ki-67 antigen; x 200. d) Medula bubrega; na po-
pre¢nom preseku, pojedinaéne epitelne Celije sabirnih kanala jako eksprimiraju Ki-67 antigen;
u epitelnim ¢elijama tankih i debelih delova Henleove petlje uocava se sporadi¢na i slabija
imunopozitivna reakcija; x 400.

Do 21. nedelje razvoja bubrega, najintenzivnija Ki-67 imunopozitivna reakcija zadrza-
va se u nefrogenoj zoni. Od 21. do 28. nedelje razvoja slabi intenzitet Ki-67 imunopozitivno-

sti u tkivu bubrega.
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Samo malobrojne mezenhimske ¢elije na povrsini nefrogene zone pokazuju slabu eks-
presiju Ki-67 antigena, dok su nesto brojnije imunopozitivne celije prisutne unutar nezrelih
renalnih korpuskula (Slika 5.10. a i b). U formiranim renalnim korpuskulima rasporedenim
jukstamedularno Ki-67 antigen eksprimiraju pojedinacne ¢elije glomerula, koje po lokalizaciji
odgovaraju endotelnim ¢elijama glomerularnih kapilara (Slika 5.10. b). Slaba pozitivna reak-
cija je i dalje prisutna u apikalnom regionu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula, dok su ostale
tubularne strukture uglavnom Ki-67 imunonegativne. Medulu karakteriSu pojedina¢ne imuno-
pozitivne celije sabirnih kanala i Henleove petlje i mezenhimske celije intersticijuma koje

sporadicno eksprimiraju Ki-67 antigen (Slika 5.10. c i d).
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Slika 5.11. Ekspresija Ki-67 antigena u tkivu bubrega u 28. nedelji razvoja. a) Imunopo-
zitivna reakcija je najjac¢a u nezrelim formama nefrona u redukovanoj nefrogenoj zoni; x 200.
b) U meduli, imunopozitivne ¢elije pripadaju sabirnim kanalima i uZzim delovima Henleove
petlje; x 400.
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Slika 5.12. Ekspresija Ki-67 antigena u tkivu bubrega u 36. nedelji razvoja. a) Slaba
sitnozrnasta citoplazmatska Ki-67 imunopozitivna reakcija uocava se u epitelnim celijama
distalnih tubula nefrona i epitelnim ¢elijama sabirnih kanala koji formiraju medularne zrake;
x 100. b) U bubreznim korpuskulima nema ekspresije Ki-67 antigena; x 200.
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Tokom 28. nedelje razvoja nefrogeneza je jo$ uvek u toku. U skladu sa ovom karakteristikom,
najjaca imunopozitivna reakcija prisutna je u tankom perifernom sloju nefrogene zone (Slika
5.11. a). U meduli imunopozitivnost pokazuju pojedinacne celije sabirnih kanala i uzih delova
Henleove petlje (Slika 5.11. b). 1zmedu 32. i 36. nedelje razvoja nestaju ampule i is¢ezava
nefrogena zona. U bubregu donesenog novorodenceta, imunopozitivna reakcija se moze uociti

samo u pojedinacnim ¢elijama svih strukturnih delova bubrega (Slika 5.12. a i b).

5.2.2. Imunoekspresija Bcl-2
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Slika 5.13. Ekspresija Bcl-2 proteina u tkivu bubrega u 13. nedelji razvoja. a) Jaka imu-
nopozitivna reakcija uocava se u ¢elijama metanefrosnog blastema i1 ¢elijama parijetalnog i
visceralnog lista Boumanove kapsule nezrelih renalnih korpuskula; x 100; b) Celije ampula
ureteralnog pupoljka su Bcl-2 imunonegativne; x 200. ¢) U formiranim renalnim korpuskulima
Bcl-2 imunopozitivnost je prisutna samo u parijetalnom listu (strelica) Boumanove kapsule; inter-
sticijumske ¢elije (zvezdica) su uglavnom imunonegativne; X 320. d) Celije urotela bubreznih
¢asica ne eksprimiraju Bcl-2 protein; okolne mezemhimne ¢elije sporadicno eksprimiraju Bcl-2
protein; x 160.

U periodu od 13. do 15. nedelje razvoja, pored Bcl-2-imunopozitivnosti u ¢elijama

metanefrosnog mezenhima koji je prisutan subkapsularno, ekspresija Bcl-2 proteina uocava se
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I u dubljim delovima korteksa i to u parijetalnom i visceralnom listu Boumanove kapsule bub-
reznih korpuskula nezrelih nefrona (Slika 5.13. a, b i ¢). Intersticijumske mezenhimske ¢elije
uglavnom ne eksprimiraju Bcl-2 protein (Slika 5.13. c). Celije urotela bubrezne Kkarlice i
bubreznih ¢aSica, sli¢no intersticijumskim ¢elijama, nisu imunoreaktivne za Bcl-2 protein
(Slika 5.13. d).

Jaku Bcl-2 imunopozitivnost pokazuju samo indukovane nefrogene mezenhimske celije
koji u vidu polumesecastog telasca ili kape okruzuju vrhove ampula sabirnih kanala. Stromalne
mezenhimske ¢elije su, uglavnom, Bcl-2 imunonegativne, kao i ¢elije u ampulama sabirnih
tubula (Slika 5.14 a). Sli¢cno indukovanim mezenhimskim ¢elijama, Bcl-2 se eksprimira jako
u ¢elijama pretubularnih agregata, vezikulama i zapeta-formama (Slika 5.14 b, c).

Nakon prodiranja kapilara i mezenhimnih ¢elija iz okolne strome u vaskularnu pukotinu
formiranu izmedu celija proksimalnog i srednjeg segmenta, nefron ulazi u stadijum S-forme i
nastavlja da se oblikuje. U proksimalnom segmentu S-forme, epitelne ¢elije su rasporedene u dva
sloja. Bcl-2 protein se jako eksprimira u citoplazmi ¢elija oba sloja, gornjem ili visceralnom i
donjem ili parijetalnom. Ekspresija progresivno opada prema tubularnim segmentima, ¢ije Ce-
lije veoma slabo esprimiraju Bcl-2 (Slika 5.14 c, d).

U susednoj zoni maturacije, jaka Bcl-2 imunopozitivnost je joS uvek prisutna je u
citoplazmi primitivnih podocita koji u jednom redu okruzuju glomerul koji se razvija. Nesto
niza ekspresija, jaka do umerena, primecuje se u sloju parijetalnih epitelnih ¢elija Boumanove
kapsule. Suprotno, ¢elije unutar razvijaju¢eg glomerula ne pokazuju Bcl-2 imunoreaktivnost
(Slika5.14. ¢) .

Tokom dalje diferencijacije korpuskularne i tubularne porcije nefrona, lokalizacija i
nivoi ekspresije Bcl-2 proteina se menjaju. Podociti koji okruzuju formirane glomerularne
kapilarne petlje ne eksprimiraju Bcl-2. Umerena do slaba ekspresija ograni¢ena je na parijetal-

ni sloj Boumanove kapsule.
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Slika 5.14. Ekspresija Bcl-2 u razli¢itim stadijumima razvoja nefrona (14. nedelja). a)
Jaka Bcl-2 imunoreaktivnost zapaZza se u indukovanom mezenhimu metanefrosne kape i vezi-
kuli; ampule ureternog pupoljka su imunonegativne. b) Jaka Bcl-2 imunoreaktivnost je prisut-
na u ¢elijama pretubularnih agregata i ¢elija vezikule (strelica). ¢) Jaku Bcl-2 imunoreaktiv-
nost pokazuju celije zapeta-forme (glava strelice) i celije distalnog segmenta S-forme
(strelica). d) S-forma nefrona u nastajanju presecena je duz uzduzne ose; jako Bcl-2 imuno-
bojenje pokazuju celije parijetalnog (strelica) i visceralnog sloja distalnog segmenta; Bcl-2 se
slabije eksprimira u srednjem (vrh strelice) i proksimalnom segmentu. e) Dva glomerula u
stadijumu maturacije; Bcl-2 se jako eksprimira u sloju nezrelih podocita (strelica); ¢elije pari-
jetalnog lista Boumanove kapsule pokazuju jaku do umerenu ekspresiju (vrh strelice). f) For-
mirani bubrezni korpuskul lokalizovan u dubokom delu korteksa; parijetalni epitel Bouma-
nove kapsule (vrh strelice) i epitel proksimalnih tubula pokazuju umerenu do slabu Bcl-2
imunoreaktivnost; u distalnim tubulima Bcl-2 imunoreaktivnost je umerena do jaka. ST, sa-
birni tubul; A, ampula; MM, metanefrosni mezenhim; G, glomerul; PT, proksimalni tubul;
DT, distalni tubul; (razmera = 50um).
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Pored toga, okolni proksimalni tubuli pokazuju umerenu do slabu Bcl-2 imunoreak-

tivnost. Jaka do umerena imunoreaktivnost primecuje se u distalnim tubulima (Slika 5.14. f)
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Slika 5.15. Ekspresija Bcl-2 proteina u tkivu bubrega u 15. nedelji razvoja. a) Intenzitet
imunopozitivne reakcije se progresivno smanjuje od nefrogene zone do jukstamedularne zone
korteksa i medule; x 160; b) U meduli se uocava ekspresija Bcl-2 proteina u tubularnim struktu-
rama, dok su intersticijumske mezenhimske celije i celije epitela bubreznih ¢asSica Bcl-2 imuno-
negativne; x 160.

U periodu od 15. do 19. nedelje starosti, jaka Bcl-2 imunopozitivnost prisutna je i da-
lje u ¢elijama indukovanog metanefrosnog mezenhima i manjeg intenziteta u ¢elijama razli-
¢itih morfoloskih stadijuma razvijajucih nefrona (Slika 5.15. a). Epitelne celije tubularnih
struktura u formirajucoj meduli su Bcl-2 imunopozitivne (Sika. 5.15. b).

U dubljim delovima bubreznog korteksa, gde su prisutni formirani nefroni, ¢elije pari-
jetalnog lista Boumanove kapsule renalnih korpuskula zadrzavaju ekspresiju Bcl-2 proteina,
dok se u visceralnom listu, samo sporadi¢no, mogu uociti retke Bcl-2 imunopozitivne celije
(Slika 5.15. a).

U bubregu fetusa oko 22. nedelje razvoja, jaka imunopozitivnost se zadrZzava u meta-
nefrosnom mezenhimu (Slika 5.16. a), dok dublje u korteksu, tubuli nefrona sadrze pojedina-
¢ne celije koje slabo eksprimiraju Bcl-2 protein (Slika 5.16. b).

Intenzivna ekspresija Bcl-2 proteina moze se uociti u pojedinim sabirnim kanalima
koji formiraju medularne zrake (Slika 5.16. ¢). Medulu karakterise Bcl-2 imunopozitivnost
¢elija Sirih delova Henleove petlje, dok u sabirnim kanalima nema ekspresije Bcl-2 proteina

(Slika 5.16. d). Intersticijumske stromalne celije su, uglavnom, Bcl-2 imunonegativne.
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vu bubrega u
imunopozitivnost prisutna je u nefrogenoj zoni (strelica); ampule ureteralnog pupoljka su
imunonegativne (glava strelice); x 200. b) Imunopozitivnost je karakteristicna samo za parije-
talni list (glava strelice) Boumanove kapsule; x 400. c) Tubularne strukture u korteksu i
meduli pokazuju razlike u intenzitetu i lokalizaciji ekspresije Bcl-2 proteina; x 100. d) U
meduli, Bcl-2 ekspresija se uocava u epitelnim ¢elijama uzih i Sirih delova Henleove petlje
(strelice); sabirni kanali su Bcl-2 imunonegativni; x 200.

QORI T

Slika 5.17. Ekspresija Bcl-2 proteina u tkivu bubrega u 28. nedelji razvoja. a) Umerena
do slaba imunopozitivnost prisutna je u parijetalnom listu Boumanove ¢aure jukstamedularnih
nefrona; epitel sabirnih kanala je umereno imunopozitivan; x 200. b) Epitelne ¢elije sabirnih
kanala pokazuju imunopozitivnu reakciju umerenog intenziteta; x 400.
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Nakon 28. nedelje razvoja, a pre svega izmedu 32. i 36. nedelje, sa nestajanjem nefrogene

zone dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2 proteina u korteksu (Slika 5.17. a i Slika 5.18.) i u
meduli (Slika 5.17. b).
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Slika 5.18. Ekspresija Bcl-2 proteina u tkivu bubrega u 36. nedelji razvoja. Celije distalnih
tubula i malobrojnih sabirnih tubula koji grade medularne zrake pokazuju Bcl-2 imunopozitivnu
reakciju slabog intenziteta; veoma slaba imunopozitivnost prisutna je u parijetalnom listu Bouma-
nove Caure; zapaza Se odsustvo imunopozitivne reakcije u glomerulima i proksimalnim tubulima.
x 100.

5.2.3. Imunoekspresija Bax

U 13. nedelji razvoja, veoma slaba citoplazmatska Bax imunopozitivna reakcija uoce-
na je u retkim pojedina¢nim ¢elijama unutar nefrogene zone i pojedinaénim ¢elijama unutar
bubreznih korpuskula i malobrojnim tubulima (Slika 5.19. a).

Na periferiji urotela formiraju¢ih bubreznih casica uocena je Bax imunopozitivna
reakcija (Slika 5.19. b). I u narednim periodima razvoja, u svim bubrezima kod kojih je nefro-
geneza bila u toku, ¢elije koje slabo eksprimiraju Bax pojedina¢no su rasute kroz spoljasnji

korteks u kome se nefroni razvijaju i sazrevaju.
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Slika 5.19. Ekspresija Bax proteina u tkivu bubrega u 13. nedelji razvoja. a) Celije meta-
nefrosnog mezenhima i parenhimskih struktura u spoljaSnjem delu nefrogene zone su veéi-
nom Bax imunonegativne; retke rasute pojedina¢ne cCelije pokazuju slabu Bax imunoreakt-
ivnost (strelica); x 200; b) Imunopozitivna reakcija u vidu sitnozrnastih depoa uocava se
neposredno uz bazalni sloj urotela bubreznih ¢asica; x 400.

Analiza komponenata nefrogene zone pokazala je da se Bax slabo eksprimira u ¢éelija-
ma raStrkanim unutar metanefrosnog mezenhima, kako neindukovanom tako i indukovanom,
pretubularnim agregatima, ali i ampulama sabirnih tubula (Slika 5.20. a). U ranim stadijumi-
ma razvijaju¢ih nefrona, stadijumu vezikule, zapeta- i S-formama, Bax pozitivne éelije su,
takode, prisutne pojedina¢no ili u gomilicama koje sadrze dve do tri ¢elije. Imunopozitivne
¢elije su ravnomerno rasporedene i u korpuskularnom i tubularnom segmentu tranzitnih obli-
ka nefrona (Slika 5.20. b i ¢). Tokom prostorne ekspanzije nefrona prema zoni maturacije i
morfoloskog uobli¢avanja nefrona, niski nivoi Bax ekspresije se odrzavaju (Slika 5.20. d i e).
Samo nekoliko ¢elija unutar glomerula i u blizini vaskularnog pola Boumanove ¢aure pokazu-
je slabu Bax imunoekspresiju. 1znad glomerula u razvoju, u nezrelim tubulima, slaba citoplaz-
matska Bax imunopozitivna reakcija jos uvek je prisutna u pojedina¢nim ¢éelijama tubularnog
epitela (Slika 5.20. e).

Tokom dalje diferencijacije nefrona, lokalizacija i nivoi ekspresije Bax proteina se
menjaju. U unutradnjoj, jukstamedularnoj zoni korteksa, korpuskularna i tubularna porcija
nefrona pokazuju karakteristike definitivnih nefrona. Primeceno je intenzivnije citoplazmat-
sko Bax imunobojenje. Brojne epitelne ¢elije u proksimalnim i distalnim tubulima pokazuju
umerenu imunoreaktivnost. Bubezni korpuskuli su krupni, sferi¢cnog oblika, sa razvijenim
kapilarnim petljama koje okruZuju podociti i izrazenom lobulacijom glomerularnih kapilara.
Ipak, ¢elije bubreznih korpuskula u ovom stadijumu razvoja ne eksprimiraju Bax protein.
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Slika 5.20. Ekspresija Bax u razlif¢itim stadijumima razvoja nefrona (14. nedelja). a)
Veoma slaba Bax imunoreaktivnost prisutna je u pojedina¢nim ¢elijama raStrkanim unutar
metanefrosnog mezenhima, pretubularnim agregatima, vezukulama i ampulama sabirnih
tubula b) i ¢) S-forme nefrona; pojedinacne ¢elije rasute u svim segmentima nefrona pokazuju
slabu Bax imunoreaktivnost (strelice). d) i €) U fazi sazrevanja nefrona, slaba Bax imunore-
aktivnost prisutna je u malobrojnim ¢elijama unutar glomerula i u ¢elijama tubularnog epitela
(strelice). f) Na slici su prikazana dva formirana glomerula; umerena Bax imunoreaktivnost je
vidljiva u epitelu okolnih tubula. ST, sabirni tubul; A, ampula; MM, metanefrosni mezenhim;
PTA, pretubularni agregat; V, vezikula; G, glomerul; DT, distalni tubul; (razmera = 50um).
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Do 22. nedelje razvoja, distribucija Bax imunopozitivnih ¢elija i nivoi ekspresije se
odrzavaju. Ipak, zapazen je nesto veéi broj diferentovanih renalnih korpuskula u unutradnjem
sloju korteksa, u poredenju sa mladim renalnim korpuskulima u zoni maturacije (Slika 5.21.

a). Bax eksprimiraju i malobrojne ¢elije u kortikalnoj stromi (Slika 5.21. b).
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Slika 5.21. Ekspresija Bax proteina u tkivu bubrega u 14. nedelji razvoja. a) Imunopozi-
tivna reakcija uocava se samo u pojedinacnim c¢elijama unutar renalnih korpuskula u zoni
maturacije i jukstamedularnoj zoni korteksa; x 200. b) U kortikalnoj stromi, u lumenu krvnog
suda (racvasta strelica) vide se dve imunopozitivne ¢éelije; x 400.

Od 22. nedelje razvoja, Bax imunopozitivne ¢elije su prisutne kao pojedina¢ne unutar
glomerula i, retko, u visceralnom listu Boumanove kapsule, dok su celije parijetalnog lista

Boumanove kapsule Bax imunonegativne.
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Slika 5.22. Ekspresija Bax proteina u tkivu bubrega u 22. nedelji razvoja. a) Imunopozi-
tivnost se uocava u malobrojnim celijama renalnih korpuskula i retkim kortikalnim stro-
malnim ¢elijama; x 320; b) U meduli, imunopozitivnost pokazuju retke stromalne celije, dok
su sabirni tubuli i papilarni kanali Bax imunonegativni; x 200.

Celije proksimalnih i distalnih tubula nefrona pokazuju slabu do umerenu imunopozi-
tivnost (Slika 5.22. a). U meduli bubrega, celije sabirnih kanala i Henleove petlje su
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uglavnom Bax-imunonegativne; u pojedinacnim stromalnim ¢elijama i kore i medule uocena

je imunopozitivna reakcija (Slika 5.22. b).
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Slika 5.23. Ekspresija Bax proteina u tkivu bubrega u 28. nedelji razvoja. a) Uocava se
umerena do jaka imunopozitivna reakcija u epitelnim ¢elijama proksimalnih i distalnih tubula
nefrona; bubrezni korpuskuli su imunonegativni; x 200. b) Na preseku medule bubrega jaka
imunopozitivnost je prisutna u ¢elijama uzih i Sirih delova Henleovih petlji; u ¢elijama sabir-
nih kanala imunopozitivnost je veoma slaba ili izostaje; x 400.

Od 28. do 36. nedelje razvoja, kortikalne strukture u bubregu, ¢ija morfologija odgo-
vara izgledu zrelog bubrega, pokazuju umerenu do jaku Bax imunopozitivnu reakciju u vidu
mrko obojenih depoa u citoplazmi epitelnih celija proksimalnih i distalnih tubula nefrona, dok
su renalni korpuskuli Bax imunonegativni (Slika 5.23. a). U meduli, epitelne ¢elije Sirih i uzih
delova Henleove petlje su jako Bax imunopozitivne, dok u sabirnim kanalima uglavnom
nema, ili je prisutna slaba sitnozrnasta imunopozitivna reakcija (Slika 5.23. b). I u kori i u me-

duli uocene su brojne Bax imunopozitivne stromalne ¢elije.

5.3. MORFOMETRIJSKA ANALIZA

Rezultati morfometrijskih merenja potvrduju rezultate histoloSke analize o prisustvu
znacajno Sire zone nefrogeneze kod mladih fetusa i debljem korteksu kod starijih fetusa.
Vrednosti prosec¢ne Sirine nefrogene zone, broja generacija glomerula i prosec¢ne debljine
bubreznog korteksa u razli¢itim periodima gestacije prikazane su u Tabeli 5.2. Kod najmladih
fetusa, starosti od 13—16 nedelja, prosec¢na Sirina nefrogene zone iznosi 253,86+19,85 um. Sa
porastom GS i napredovanjem nefrogeneze, Sirina nefrogene zone pokazuje tendenciju
opadanja do perioda od 33-36 nedelja, kada se beleZi najniZza prosecna vrednost od
114,33+10,26 pum.
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Tabela 5.2. Varijacije prosecne Sirine nefrogene zone, broja generacija glomerula i debljine

korteksa bubrega fetusa razlicite gestacijske starosti

Gestacijska starost SNZ DK
BGG
(nedelje) (Hm) (Hm)
13-16 253,86 + 19,85 3,16 £0,48 KMS
(257,00) (3,10) nije definisan
17-20 242,88 + 22,66 4,06 + 0,47 954,88 +58,05
(241,00) (3,95) (966,00)
21-24 221,75 + 14,89 4,66 + 0,44 1072,88 + 78,89
(223,50) * (4,70 (1070,00) ™
25-28 181,00 £ 27,39 5,45+ 0,62 1264,00 + 69,80
(189,00) ™ (5,60) (1277,00) ™
29-32 147,33 £ 17,21 6,67 £0,71 1346,00 + 402,34
(153,00) (6,80)* (1221,00)
33-36 114,33 = 10,26 7,53+0,40 1395,67 + 314,99
(117,00) * (7,60) (1242,00)
37-40 Nema 8,32 £0,66 1586,20 + 196,12
NZ (8,20) (1557,00)

Vrednosti ispitivanih parametara prikazane su kao srednja vrednost + standardna devijacija (medijana);
*—p<0,05, "~ p<0,01, ™~ p <0,001, statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na prethodnu starosnu grupu;
SNZ - $irina nefrogene zone; BGG — broj generacija glomerula; DK — debljina korteksa; NZ — nefrogena

zona; KMS — kortikomedularni spoj.

Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje Siri-
ne nefrogene zone u odnosu na prethodnu starosnu grupu na nivou p < 0,05 u periodu od
21-24 nedelja i na nivou p < 0,01 u periodu od 25-28 nedelja, Sto ukazuje na veliki potencijal
bubrega prema stvaranju novih nefrona u ovim gestacijskim periodima. Statisticki znacajno
smanjenje prosecne Sirine nefrogene zone u odnosu na prethodnu starosnu grupu na nivou p <
0,05, ponovo je zabelezeno u periodu od 33-36 nedelja. Kod donesenih plodova, u periodu od
37-40 nedelja, nefrogena zona nije prisutna na povrsini korteksa Sto ukazuje na gubitak potenci-
jala prema stvaranju novih nefrona.

Suprotno smanjenju Sirine nefrogene zone, broj generacija glomerula i debljina korteksa
poveéavaju se tokom razvoja. Broj generacija glomerula povecava se od 3,16 £ 0,48 u periodu

od 13-16 nedelja do 8,32 + 0,66 u periodu od 37-40 nedelja, statisticki znac¢ajno na nivou p < 0,01
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u periodima od 17-20, 21-24 i 25-28 nedelja i na nivou p < 0,05 u periodu od 37-40 nedelja.
Prose¢na debljina bubreznog korteksa povecava se od 954,88+58,05 um u periodu od 17-20
nedelja do 1586,20+£196,12 um u periodu od 37-40 nedelja. Studentovim t-testom utvrdeno je
statisticki znac¢ajno povecanje (p < 0,01) prosecne debljine korteksa u odnosu na prethodnu
starosnu grupu u periodu od 21-24 nedelja i periodu od 25-28 nedelja.

Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) primenjena sa ciljem da se utvrdi zavisnost
vrednosti ispitivanih parametara od pripadnosti starosnim grupama pokazala je da GS predstavlja
statisticki znacajan prediktor Sirine nefrogene zone (F(5,27) = 33,56; p = 0,000), broja generacija
glomerula (F(6,31) = 69,48; p = 0,000) i debljine korteksa (F(5,25) = 10,22; p = 0,000) (Tabela
5.3).

Tabela 5.3. Rezultati analize varijanse vrednosti Sirine nefrogene zone, broja generacija

glomerula i debljine bubreznog korteksa

Parametar F p

SNZ 33,56 <0,001""
BGG 69,48  <0,001"
DK 10,22  <0,001™

“*_ <0,001 (ANOVA)

SNZ - $irina nefrogene zone; BGG - broj generacija glomerula; DK — debljina korteksa.

Post hoc testovima obavljeni su nizovi poredenja i naknadno utvrdene razlike izmedu svih
mogucih starosnih grupa ponaosob. U tabeli 5.4. prikazani su rezultati visestrukih poredenja vred-
nosti Sirine nefrogene zone, broja generacija glomerula i debljine bubreZznog korteksa. Naknadna
poredenja vrednosti Sirine nefrogene zone i broja generacija glomerula primenom Tukey HSD
testa utvrdila su da postoji statisticki znacajna razlika u srednjim vrednostima izmedu veceg broja
kombinacija, Sto je otkrilo velike efekte porasta GS na smanjenje Sirine nefrogene zone i
povecanje broja generacija glomerula. Visoko signifikantne razlike (p < 0,001) utvrdene su u sta-
rosnim grupama koje odgovaraju razvojnom periodu od 25 do 36 nedelja (25-28, 29-32, 33-36
nedelja) u odnosu na 13-16 nedelja i 17-20 nedelja, kao i izmedu 29-32 i 21-24 nedelja.
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Tabela 5.4. Rezultati visestrukih poredenja vrednosti Sirine nefrogene zone, broja generacija

glomerula i debljine bubreznog korteksa izmedu starosnih grupa ponaosob sledstvenom Post

Hoc analizom
Gestacijska starost SNZ BGG DK
(nedelje) (Hm) (Hm)
Grupa A Grupa B p p
13-16 17-20 0,8878 20,031" -
21-24 20,0425 4<0,001™" -
25-28 2.<0,001™ 2<0,001™" -
29-32 2.<0,001™ 2<0,001™ -
33-36 2.<0,001™ 2<0,001™ -
37-40 - 4<0,001™" -
17-20 21-24 20,2997 20,276 b 0,0586
25-28 2.<0,001™ 20,002" b 0,0050™
29-32 4<0,001™" 4<0,001™" b0,7420
33-36 4<0,001™" 4<0,001™" b0,5032
37-40 - 2<0,001™" b0,0124"
21-24 25-28 20,0252 20,207 b0,0397"
29-32 2<0,001™" 2<0,001™" 0,9178
33-36 20,0018™ 2<0,001™" b0,7131
37-40 - 3<0,001™" b0,0250"
25-28 29-32 20,2588 20,062 b1,0000
33-36 20,0018™ 2.<0,001™ b 0,9949
37-40 - 4<0,001™" b0,1445
29-32 33-36 20,3455 20,415 b1,0000
37-40 - 20,002 b0,708
33-36 37-40 - 40,398 b0,9775

*—p<0,05 " -p<0,01, " —p<0,001 (2 Tukey HSD test; °* Dunnett test)

SNZ - &irina nefrogene zone; BGG — broj generacija glomerula; DK — debljina korteksa.
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Naknadna poredenja vrednosti debljine bubreznog korteksa primenom Dunnettovog testa
utvrdila su statisticki znacajne razlike izmedu perioda od 25-28 nedelje u odnosu na periode od
17-20 i 21-24 nedelja, kao i perioda od 27-40 nedelja u odnosu na periode od 17-20 i 21-24
nedelja. Statisticki znacajna razlika na nivou p < 0,01 utvrdena je u periodu od 25-28 u odnosu na
period od 17-20 nedelja.

Na osnovu Spearmanovog koeficijenta korelacije ranga utvrdena je izuzetno jaka i stati-
sti¢ki visoko signifikantna korelacija izmedu Sirine nefrogene zone i GS, broja generacija glo-
merula i GS, kao i izmedu debljine bubreznog korteksa i GS. Sirina nefrogene zone pokazuje
jaku i negativnu korelaciju sa GS (p = - 0,88; p < 0,001) (Grafikon 5.1). Utvrdena je jaka i
pozitivna korelacija (p = 0,98; p < 0,001) izmedu broja generacija glomerula i GS (Grafikon
5.2.). Takode, jaka i pozitivna korelacija (p = 0,88; p < 0,001) utvrdena je izmedu debljine
bubreznog korteksa i GS (Grafikon 5.3).
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Grafikon 5.1. Korelacija izmedu Sirine nefrogene zone i gestacijske starosti

*

™ —p < 0,001 (p — Spearmanov koeficijent korelacije ranga)
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Tabela 5.5. Uticaj gestacijske starosti na Sirinu nefrogene zone, broj generacija glomerula i

debljinu bubreznog korteksa: rezultati univarijantne linearne regresione analize

Parametar R? b 95% CI p

SNz 0,843 -7,02 [-8,27 —-5,91] <0,001""
BGG 0,959 0,21 [0,20 - 0,23] <0,001™"
DK 0,672 29,96 [22,01 - 37,91] <0,001™"

R? — koeficijent determinacije, B — koeficijent regresije, 95% Cl — 95% interval poverenja, ™" —p <0,001.

SNZ - &irina nefrogene zone; BGG — broja generacija glomerula; DK — debljina korteksa.

Linearna regresiona analiza (Enter metod) potvrdila je da porast GS za jednu nedelju ima
statisticki znacajan uticaj na promenu vrednosti Sirine nefrogene zone -7,02 (-5,91 — -8,27;
p = 0,000), broj generacija glomerula 0,21 (0,20 — 0,23; p = 0,000) i debljinu korteksa 29,96
(22,01 — 37,91; p = 0,000) (Tabela 5.5). Sirina nefrogene zone opada statisticki zna¢ajno sa po-
rastom GS, $to se moze predstaviti sledecom jednadinom regresije SNZ = 367,23 — 7,02xGS.
Prema navedenom modelu, GS determini3e 84,30 % varijabilnosti (R?= 0,843) vrednosti prosec-
ne Sirine nefrogene zone i predstavlja veliki efekat. Suprotno, broj generacija glomerula i debljina
korteksa povecavaju se statisticki znacajno, Sto se moze predstaviti slede¢im jednacinama regre-
sije, BGG = 0,02 + 0,21xGS i DK = 411,30 + 29,96xGS. Prema navedenim modelima, GS deter-
minise 95,90 % varijabilnosti (R? = 0,959) vrednosti prose¢nog broja generacija glomerula i
67,20% varijabilnosti (R?>= 0,672) vrednosti proseéne debljine korteksa i u oba slu¢aja predstavlja
veliki efekat veliCine.

Vrednosti ispitivanih morfometrijskih parametara za bubrezne korpuskule u bubrezima
fetusa razli¢itih GS prikazani su u Tabeli 5.6. Prosecna area, perimetar i Feretov dijametar
bubreznih korpuskula pokazuju najvece vrednosti u prvoj starosnoj grupi, u periodu 13-16
nedelje gestacije. U ovom periodu razvoja proseCna area bubreznih korpuskula iznosi
5254,85+297,43 uym?, perimetar 328,49+9,59 um i Feretov dijametar 102,49+3,45 pum. Sa
porastom GS, u periodu od 17-20 do 29-32 nedelje, belezZi se trend opadanja vrednosti ovih
parametra. U naredne dve starosne grupe, u periodu od 33-36 nedelja i u periodu od 37-40 nede-
lja, uocen je porast vrednosti. Kod najstarijh fetusa, u periodu od 37-40 nedelja, prosecna area
bubreznih korpuskula dostize vrednost od 5370,74+166,71 um?, proseéni perimetar

339,66+10,72 um, a prosecan Feretov dijametar 105,31£3,68 pm.
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Tabela 5.6. Morfometrijske karakteristike bubreznih korpuskula u korteksu bubrega

fetusa razlicite gestacijske starosti

Gestacijska BK
starost A Bk B Bk DF Bk NA Bk
(nedelje) (um?) (Hm) (Hm) (L/mm?)
13-16 5254,85 £ 297,43  328,02+12,75 102,49 £ 3,45 3384+ 1,71
(5286,69) (327,44) (102,88) (33,80)
17-20 4818,08 + 425,64 311,80+ 16,88 96,80 = 5,36 39,18 + 1,66
(4934,64) ~ (309,47) (98,66) * (39,23) ™
21-24 4281,87 + 422,52 286,28 + 16,66 88,48 + 4,84 40,58 + 1,19
(4296,86) ~ (286,79) (89,41) ™ (40,12)
25-28 3069,56 £171,21 278,66+ 9,23 86,04 + 2,52 36,49 + 1,65
(4030,47) (277,72) (85,58) (35,86) "
29-32 3920,23 £284,58 271,12+ 16,92 84,33+ 3,72 33,82+ 0,71
(3839,95) (269,72) (83,35) (33,80)
33-36 4294,09 £172,97 293,40+ 11,12 90,69 + 2,74 28,58 + 0,84
(4263,00) (292,48) (90,42) (37,01) ™
37-40 5370,74 £ 166,71 339,66 £ 10,72 105,31+ 3,68 28,72 + 0,58
(5328,75) ™" (338,86) (105,90) (28,74)

Vrednosti ispitivanih parametara su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija (medijana).

*—p<0,05," —p<0,01, ™ — p <0,001, statisticki znatajna razlika u odnosu na prethodnu starosnu grupu.

BK — Bubrezni korpuskul, A s« — Area bubreZnih korpuskula, B sk — Perimetar bubreZnih korpuskula,

DF gk — Feretov dijametar bubreZnih korpuskula, NA gk — Numeri¢ka arealna gustina bubreZnih

korpuskula.

Medusobnim poredenjem sukcesivnih starosnih grupa, starije sa mladom, utvrdene su
statisticki znacajno nize vrednosti aree bubreznih korpuskula u periodu od 17-20 nedelje
(p<0,05) i u periodu od 21-24 nedelja (p<0,01). Statisticki znacajno poveéanje prosecne aree
korpuskula belezi se u periodu od 37-40 nedelja (p<0,001). Statisticki znacajno nize vrednosti
prosec¢nog perimetra bubreznih korpuskula u odnosu na prethodnu starosnu grupu utvrdene su u
periodu 21-24 nedelja (p<0,01), dok se u periodu od 37-40 nedelja prosecni perimetar statisticki
znacajno povecava (p<0,01). Vrednosti prosecnog Feretovog dijametra bubreznih korpuskula

pokazuju slican trend promene kao i prosecna area i perimetar, sa statisticki nizim vrednostima
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u periodu od 17-20 nedelja (p<0,05) i periodu od 21-24 nedelja (p<0,01), dok se u periodu od

37-40 nedelja belezi statisticki znacajno povecanje (p<0,01).

Tabela 5.7. Morfometrijske karakteristike bubreznih tubula u korteksu bubrega

fetusa razlicite gestacijske starosti

Gestacijska BT
starost A BT NA BT
(nedelje) (um?) (1/mm?)
241161 + 163,79 91,75 + 11,49
13-16
(2402,32) (91,46)
17-20 227199 + 72,32 133,82 + 11,84
(2260,21) * (139,04) ™
2124 2265,31 + 102,94 179,06 = 4,90
(2239,50) (179,39) ™
2407,67 = 97,08 167,11 £+ 9,39
25_28 * *
(2435,36) (163,57)
203 2486,47 + 172,12 166,19 * 11,72
(2560,84) (169,91)
2609,33 + 56,98 163,62 = 5,85
33-36
(2344,42) (159,62)
2830,02 + 259,54 191,94 = 5,02
37-40 -
(2932,48) (192,94)

Vrednosti ispitivanih parametara su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija(medijana).
“— p<0.05, ™ — p<0.01, ™ — p<0.001, statisticki znatajna razlika u odnosu na prethodnu starosnu grupu.
BT — Bubrezni tubul, A st — Area bubreZnih tubula, NA sr — Numericka arealna gustina bubreznih

tubula.

Prose¢na numericka arealna gustina bubreznih korpuskula pokazuje porast od
33,84+1,71 (1/mm?) u periodu od 13-16 nedelja do 40,58+1,19 (1/mm?) u periodu od 21-24
nedelja. Statisti¢ki znacajno povecanje zabelezeno je u periodu od 17-20 nedelja (p<0,001).
Nakon perioda porasta, zabelezen je trend opadanja vrednosti ovog parametra sve do kraja
gestacije. U periodu od 37-40 nedelja prose¢na numericka arealna gustina bubreZnih korpu-
skula iznosi 28,72+0,58 (1/mm?). Statisticki zna¢ajno niZe vrednosti utvrdene su u periodu od
25-28 nedelja (p<0,001), u periodu od 29-32 nedelje (p<0,05) i u periodu od 33-36 nedelja
(p<0,01).
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Vrednosti ispitivanih morfometrijskih parametara za bubrezne tubule u korteksu bubre-
ga fetusa razlicitih GS prikazani su u Tabeli 5.7.

U periodu od 1316 nedelja, proseéna area bubreznih tubula iznosi 2411,61+163,79 um?. U
naredne dve starosne grupe, u periodu od 17-20 nedelje i u periodu od 21-24 nedelje, zabelezene
su nesto nize vrednosti prosecne aree bubreznih tubula, statisticki znacajno u periodu od 17-20
nedelja (p < 0,05). Tokom daljeg razvoja bubrega, prosecna area bubreznih tubula se povecava
sve do kraja gestacije, kada dostize vrednost od 2830,02+259,54 um? u periodu od 37-40 nedelja.
Statisticki znacajno povecanje u odnosu na prethodnu starosnu grupu zabelezeno je u periodu od
25-28 nedelja (p < 0,05). Prose¢na numericka arealna gustina bubreznih tubula beleZi porast od
91,75+11,49 (1/mm?) u periodu od 13-16 nedelja do 179,06+4,90 (1/mm?) u periodu od
21-24 nedelja. Statisticki znacajano povecanje (p < 0,001) u odnosu na prethodnu starosnu
grupu utvrdeno je u periodu od 17-20 nedelja i u periodu od 21-24 nedelja. U periodu od 25-
28 nedelja prosec¢na numericka arealna gustina bubreznih tubula pokazuje blagi, ali statisticki
znaCajan pad vrednosti (p<0,05), nakon Cega se odrzava na priblizno istom nivou sve do
kasne gestacije, do perioda od 33-36 nedelje. U periodu od 37-40 nedelja belezi se statisticki
znacajan (p < 0,001) porast vrednosti i prosecna numeric¢ka arealna gustina bubreznih tubula
dostize 191,94+5,02 (1/mm?).

ANOVA analiza pokazala je da GS predstavlja statisti¢ki znacajan prediktor vrednosti aree
(F(6,31) = 14,57; p = 0,000), perimetra (F(6,31) = 15,53; p = 0,000), Feretovog dijametra (F(6,31)
= 19,31; p = 0,000) i numericke arealne gustine (F(6,31) = 63,46; p = 0,000) bubreznih korpu-
skula, kao i vrednosti aree (F(6,31) = 7,21; p = 0,000) i numeri¢ke arealne gustine bubreznih
tubula (F(6,31) = 85,41; p = 0,000) (Tabela 5.8).

Sledstvenom Post hoc analizom obavljeni su nizovi poredenja vrednosti svih ispitivanih
parametara na osnovu kojih su pracene razvojne karakteristike bubreznih korpuskula i bubreznih
tubula 1 naknadno su utvrdene razlike izmedu svih moguc¢ih starosnih grupa ponaosob. Rezultati
viSestrukih poredenja vrednosti aree, perimetra i Feretovog dijametra bubreznih korpuskula,
numericke arealne gustine bubreznih korpuskula, kao i aree bubreznih tubula i numericke arealne
gustine bubreznih tubula prikazani su u Tabeli 5.9.

Naknadna poredenja vrednosti aree, perimetra i Feretovog dijametra bubreznih korpuskula,
numericke arealne gustine bubreznih korpuskula, aree bubreznih tubula i numericke arealne
gustine bubreznih tubula primenom Tukey HSD testa pokazala su da postoji statisticki znacajna
razlika u srednjim vrednostima izmedu veceg broja kombinacija merenja, Sto je otkrilo velike

efekte GS na promene vrednosti ovih parametara u pojedinim periodima razvoja.
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Tabela 5.8. Rezultati analize varijanse vrednosti ispitivanih morfometrijskih parametara

bubreznih korpuskula i bubreznih tubula

Parametar F p

A Bk 14,57 <0,001""
B sk 15,63 <0,001""
Dr sk 19,31 <0,001""
NA gk 63,46 <0,001""
Agt 7,21 <0,001""
NAgT 85,41 <0,001""

™ —p<0,001 (ANOVA)
A sk — Area bubreznih korpuskula, B sk — Perimetar bubreZnih korpuskula, DF gk — Feretov dijametar
bubreznih korpuskula, NA sk — Numeri¢ka arealna gustina bubreznih korpuskula, A gt — Area

bubreznih tubula, NA gr — Numeri¢ka arealna gustina bubrezZnih tubula.

Statisticki znacajne razlike vrednosti aree, perimetra i Feretovog dijametra bubreznih
korpuskula, na nivou p < 0,001, utvrdene su u starosnim grupama koje odgovaraju periodu od 21
do 32 nedelje (21-24, 25-28, 29-32 nedelja) u odnosu na 13-16 nedelja, kao i u periodu od 37-40
nedelja u odnosu na periode 21-24, 25-28 i 29-32 nedelje. Statisticki znacajne razlike numericke
arealne gustine bubreznih korpusula, na nivou p < 0,001, zabelezene su izmedu vecéeg broja
kombinacija poredenja.

Naknadna poredenja vrednosti aree bubreZnih tubula utvrdila su statisticki znacajne razlike
na nivou p < 0,001 utvrdene su u periodu od 37-40 nedelje u odnosu na periode od 13-16, 17-20
I 21-24 nedelja, a na nivou p < 0,01 u odnosu na periode od 25-28 i 29-32 nedelje. Statisticki
znacajne razlike numericke arealne gustine bubreznih tubula, na nivou p < 0,001, zabelezene su

svim starosnim grupama poredenim sa periodima od 13-16 i 17-20 nedelja.
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Tabela 5.9. Rezultati viSestrukih poredenja vrednosti ispitivanih morfometrijskih parametara

izmedu starosnih grupa ponaosob sledstvenom Post Hoc analizom

Gestacijska starost BK BT
(nedelje) A Bk B Bk DF Bk NA Bk Agt NA BT
(um?) (Hm) (Hm) @/mm?)  (um?) (1/mm?)
Grupa A GrupaB p p p p p p
13-16 17-20  0,1861 0,3382 0,2149 <0,001""  0,5049 <0,001™"
21-24 0,000 <0,001™ <0,001™" <0,001™" 0,4498 <0,001"
25-28  0,0001™ <0,001™" <0,001™" 0,0597 1,0000 <0,001™"
29-32  <0,001™ <0,001™" <0,001™" 1,0000 0,9873 <0,001™"
33-36  0,0039™ 0,0229°  0,0061™  <0,001™ 0,4338 <0,001™"
37-40  0,9966 0,8091 0,8060 <0,001™" <0,001™ <0,001"
17-20 21-24  0,0439"  0,0197°  0,0052™  0,4173 1,0000 <0,001™"
25-28 0,0148"  0,0115°  0,0028™ 0,0443°  0,7147 <0,001™"
29-32  0,0066™ 0,0039™ 0,0016™ <0,001™ 0,3177 <0,001™"
33-36  0,2697 0,5051 0,3235 <0,001™" 0,0227"  <0,001""
37-40  0,0875 0,0285°  0,0153"  <0,001™ <0,001"" <0,001™"
21-24 25-28  0,9413 0,9755 0,9558 <0,001™ 0,6685 0,3717
29-32  0,6852 0,7121 0,7437 <0,001™" 0,2842 0,4025
33-36  1,0000 0,9896 0,9836 <0,001™" 10,0192  0,2065
37-40  0,0001™ <0,001™ <0,001"" <0,001™ <0,001™" 0,2149
25-28 29-32  0,9968 0,9926 0,9978 0,1806 0,9902 1,0000
33-36  0,9732 0,8289 0,7499 <0,001""  0,5299 0,9988
37-40 <0,001™ <0,001™ <0,001™" <0,001™ 0,0021™  0,0060™
29-32 33-36  0,8137 0,5006 0,4938 0,0010™" 0,9374 0,9999
37-40 <0,001™ <0,001™ <0,001™" <0,001™" 0,0363™ 0,0098™
33-36 37-40  0,0020™  0,0021 0,0005™"  1,0000 0,3714 0,0036™

“—p<0,05 " -p<0,01," - p<0,001 (Tukey HSD test)

A sk — Area bubreZnih korpuskula, B sk — Perimetar bubreZnih korpuskula, DF gk — Feretov dijametar

bubreznih korpuskula, NA sx — Numeri¢ka arealna gustina bubreZznih korpuskula, A st — Area

bubreznih tubula, NA gr — Numeri¢ka arealna gustina bubreznih tubula.
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Grafikon 5.4. Korelacije izmedu aree bubreznih korpuskula i gestacijske starosti
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Grafikon 5.5. Korelacije izmedu perimetra bubreznih korpuskula i gestacijske starosti
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Grafikon 5.6. Korelacije izmedu Feretovog dijametra bubreznih korpuskula i gestacijske
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Grafikon 5.7. Korelacije izmedu numericke arealne gustine bubreznih korpuskula
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Grafikon 5.8. Korelacije izmedu aree bubreznih tubula i gestacijske starosti

“—p <0,01 (p — Spearmanov koeficijent korelacije ranga)

250

2 p = 0.82%**

9 200 e
S5 o . o0 o . '
2 ® ee* 8 e

e o ® .o’
J =™ .2 [ ]
+ o E150 g L ]
c o LY AL
£5E :
@ © ::T ....... ’.
s 2= :
5 0 100 o
) H

£

= 50

0
0 10 20 30 40 50

Gestacijska starost (nedelje)

Grafikon 5.9. Korelacije izmedu numericke arealne gustine bubreznih tubula
I gestacijske starosti

*

" —p < 0,001 (p — Spearmanov koeficijent korelacije ranga)

Milorad M. Anti¢ 84



e e Rezulfali S

Spearmanov koeficijent korelacije ranga je pokazao da area, perimetar i Feretov
dijametar bubreznih korpuskula ne koreliraju statisticki znacajno sa GS. Area bubreznih
korpuskula korelira slabo negativno sa GS (p = - 0,27; p = 0,0978) (Grafikon 5.4). Slaba
negativna korelacija neznatno niZzeg nivoa utvrdena je izmedu perimetra i gestacijske starosti
(p =-0,21; p = 0,2052) (Grafikon 5.5), kao i izmedu Feretovog dijametra i GS (p =- 0,22; p
= 0,1807) (Grafikon 5.6). Suprotno ovome, numeric¢ka arealna gustina bubreznih korpuskula
korelira umereno negativno, ali statisti¢ki znacajno sa GS (p = - 0,40; p < 0,05) (Grafikon
5.7).

Na osnovu Spearmanovog koeficijenta korelacije ranga utvrdeno je da area bubreznih
tubula korelira pozitivno, umerenim intenzitetom i statisticki znacajno sa GS (p = 0,48; p <
0,01) (Grafikon 5.8). Numeri¢ka arecalna gustina bubreznih tubula pokazuje jaku pozitivnu i

statisti¢ki znacajnu korelaciju sa GS (p = 0,82; p < 0,001) (Grafikon 5.9).

Tabela 5.10. Uticaj gestacione starosti na ispitivane morfometrijske parametre

bubreznih korpuskula i bubreznih tubula: rezultati univarijantne linearne regresione analize

Parametar R? b 95% CI p

A Bk 0,015 -8,77 [-32,82 — 15,26] 0,464

B Bk 0,002 0,13 [-1,20 — 0,94] 0,808

DF Bk 0,003 -0,05 [-0,38 — 0,27] 0,751
NA i 0,359 0,33 [-0,48 — -0,18] <0,001""
A BT 0,381 22,51 [12,88 — 32,20] <0,001""
NA g1 0,605 3,30 [2,40 —4,20] <0,001™"

*

R? — koeficijent determinacije, B — koeficijent regresije, 95% CI — 95% interval poverenja, ™ —p <0,001.
A sk — Area bubreznih korpuskula, B sk — Perimetar bubreZnih korpuskula, DF gk — Feretov dijametar
bubreznih korpuskula, NA sk — Numericka arealna gustina bubreznih korpuskula, A gr — Area

bubreZnih tubula, NA sr — Numeric¢ka arealna gustina bubreZnih tubula.

Rezultati linearne regresione analize (Enter metod) potvrdili su da porast GS za jednu
nedelju nema statisticki znacajan uticaj na promene vrednosti aree, perimetra i Feretovog dija-
metra bubreznih korpuskula, ali statisticki znacajno utice na vrednost njihove numericke
arealne gustine. Takode, GS statisticki znac¢ajno uti¢e na promene vrednostii aree i numericke

arealne gustine bubreznih tubula (Tabela 5.10.).
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Porast GS za jednu gestacijsku nedelju povezan je sa promenom vrednosti aree bubreznih
korpuskula za -8,77 (15,26 — -32,82; p = 0,464), perimetra za -0,13 (0,94 — -1,20; p= 0,808) i
Feretovog dijametra za -0,05 (0,27 — -0,38; p = 0,751). Porast GS determinise 1,5% varijabilnosti
(R?=0,015) vrednosti prose¢ne aree bubreznih korpuskula, 0,2% varijabilnosti (R? = 0,002)
vrednosti prose¢nog perimetra i 0,3% varijabilnosti (R? = 0,003) vrednosti proseénog Fere-
tovog dijametra, $to u sva tri slucaja predstavlja mali efekat veli¢ine. Porast GS za jednu gesta-
cijsku nedelju povezan je sa promenom vrednosti numeric¢ke arealne gustine bubreznih korpu-
skula za 08,33 (-0,18 — -0,48; p = 0,000). GS determinise 35,9% varijabilnosti (R? = 0,359) vred-
nosti prose¢ne numeric¢ke arealne gustine bubreznih korpuskula, sto predstavlja veliki efekat.

Linearna regresiona analiza je, takode, pokazala da porast GS za jednu gestacijsku ne-
delju uzrokuje porast prosecne aree bubreznih tubula za 22,51 (12,88 — 32,20; p = 0,000), pri
gemu je 38,10% varijabilnosti vrednosti (R?= 0,381) ovog parametra determinisano promenama
GS i predstavlja veliki efekat. Porast fetalne starosti za jednu gestacijsku nedelju dovodi do
porasta numericke arealne gustine bubreznih tubula za 3,30 (2,40 — 4,20; p= 0,000).
Gestacijska starost determinise 60,50% varijabilnosti (R? = 0,605) vrednosti numeric¢ke arealne

gustine bubreznih tubula i, takode, predstavlja veliki efekat veli¢ine.
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Razvoj 1 rast bubrega podrazumeva neprekidno i dinami¢no remodelovanje tkivnih
komponenti. Ovaj bioloski proces odvija se tokom Ccitavog fetusnog perioda pod uticajem
brojnih genetskih i epigenetskih faktora. Rezultat su razlike u strukturi kortikalnog i medu-
larnog tkiva, individualno prisutne razlike u broju nefrona, veli€ini i1 distribuciji segmenata
nefrona i posledi¢no svim aspektima brojnih bubreznih funkcija. Bubreg je organ ¢ije se mik-
roanatomske karakteristike tokom razvoja in utero znacajno razlikuju zavisno od GS. Razvoj
bubrega i nefrogeneza odvijaju se radijalno sa zavrSnim, novijim granama sabirnih tubula i
novim generacijama nefrona koji se formiraju na krajnjoj periferiji korteksa oznacenom kao
nefrogena zona. Tokom fetalnog zivota, bubrezni korpuskuli nefrona koji se postepeno formi-
raju u nefrogenoj zoni pridodaju se osnovnom korteksu u razvoju. Nefrogena zona je morfo-
loSki prepoznata kao Siri ili uzZi pojas tkiva neposredno ispod duboke strane bubrezne kapsule,
koji se na preparatima bojenim metodom HE i PAS intenzivnije prebojava. Ova zona bubrez-
nog korteksa predstavlja polje aktivne nefrogeneze. U njoj se prepoznaju distalni krajevi
sabirnih tubula prosireni u ampulu, mezenhimne progenitorne ¢elije i rani stadijumi nefrona u
razvoju. Stromalne mezenhimalne progenitorne ¢elije rasporedene su neposredno ispod bub-
rezne kapsule, dok su nefrogene mezenhimalne progenitorne ¢elije orijentisane prema vrhu
ampule sabirnog tubula. U nefrogenoj zoni, nefroni se postepeno oblikuju duz grana sabirnih
tubula prolazeci kroz tranzitne stadijume, pocevsi od pretubularnih agregata, razlicitih stadi-
juma bubreznih vezikula, zapeta- i S-oblikovanih telaSaca. Nastavljaju¢i stadijum S-obliko-
vanog telaSca, nefroni napustaju nefrogenu zonu i spustaju se dublje u korteks, u zonu
maturacije, gde postepeno sazrevaju. U najdubljem, jukstamedularnom delu korteksa, nefroni
sticu morfoloske karakteristike definitivnih nefrona. Nefrogena zona se tokom vremena pro-
gresivno istanjuje i razreduje zbog postepenog iscrpljivanja nefrogenih prekursora i defini-
tivno nestaje kada i1 poslednje mezenhimne cCelije dostignu kompletnu epitelizaciju. Istovre-
meno se broj nefrona povecava do postizanja punog komplementa.

U nasem istraZivanju proucavane su razvojne karakteristike bubrega kod humanih
fetusa primenom imunohistohemijskih i morfometrijskih metoda. Komparativno je analizira-
na ekspresija proliferativnog markera Ki-67 i markera povezanih sa apoptozom, Bcl-2 i Bax,

kroz stadijume nefrogeneze. Takode, morfometrijski su analizirane razvojne karakteristike
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bubreznog korteksa i njegovih komponenti, nefrogene zone, korpuskularne i tubularne porcije
nefrona u razli¢itim periodima gestacije. Rezultati istrazivanja su pokazali prostorni i
vremenski gradijent diferencijacije nefrona sa razli¢itim nivoima ekspresije markera prolifera-
cije Ki-67, antiapoptotskog markera Bcl-2 i proapoptotskog markera Bax u zavisnosti od
stadijuma razvoja nefrona, Sto je ukazalo da oni mogu biti znacajne determinante morfogene-
ze. Ki-67 se eksprimirao u brojnim mezenhimnim ¢elijama, pretubularnim agregatima, bub-
reznim vezikulama, zapeta- i ranim S-formama. Tokom maturacije i prostorne ekspanzije
nefrona prema dubljim delovima korteksa, ekspresija Ki-67 se znacajno smanjivala pocevsi
od korpuskularne prema tubularnoj porciji nefrona. Sli¢no, Bcl-2 se jako eksprimirao u indu-
kovanim nefrogenim progenitornim ¢elijama, pretubularnim agregatima, bubreznim vezikula-
ma i zapeta-formama. Kako je vaskularizacija i maturacija nefrona napredovala, Bcl-2 bojenje
postalo je manje intenzivno i1 ograni¢eno na parijetalni sloj Boumanove kapsule i bubrezne
tubule. Slaba Bax ekspresija zabeleZena je u pojedina¢nim ¢elijama rasutim kroz segmenate
nefrona u svim razvojnim stadijumima. Bax se intenzivnije eksprimirao samo u epitelnim
¢elijama bubreznih tubula nefrona rasporedenih u dubokom delu korteksa. Sa napredovanjem
nefrogeneze, Sirina nefrogene zone opada, uz jaku negativnu korelaciju sa GS. Suprotno, broj
generacija glomerula i debljina korteksa rastu, uz jaku pozitivhu korelaciju sa GS.
Morfometrijska analiza je ukazala na postepene i od GS zavisne razvojne promene korpusku-
larne 1 tubularne porcije nefrona. Utvrdene su brojne statisticki znacajne razlike izmedu uza-
stopnih starosnih grupa. Area, perimetar i Feretov dijametar bubreznih korpuskula nisu statis-
ticki znacajno korelirali sa GS. Medutim, postojala je statisticki zna¢ajna negativna korelacija
izmedu numericke arealne gustine bubreznih korpuskula i GS. Nasuprot tome, area i nume-
ricka arealna gustina bubreznih tubula su statisticki znacajno 1 pozitivno korelirale sa GS.
NasSe istrazivanje znacajno je sa viSe aspekata. Hipoteza da zbog relativno manjeg
broja nefrona osoba postaje podloznija za razvoj hipertenzije i hroni¢ne bolesti bubrega, ili
oba (Brenner i sar., 1988), potkrepljena je poslednjih godina velikim brojem eksperimentalnih
podataka. Medutim, podaci o znacaju oligonefronije kod ljudi bili su uglavnom posredni i
indirektni. Keller i saradnici (2003) medu prvima su prezentovali pazljivo izvedene dokaze
koji potkrepljuju ovu hipotezu. Ovi autori su postobduktivno uporedivali bubrege osoba stra-
dalih akcidentalno i koje su imale hipertenziju, sa bubrezima osoba sa normalnim krvnim
pritiskom. Odredivan je broj i volumen glomerula i procenjivana morfologija glomerula i
tubula. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da bubrezi osoba sa hipertenzijom imaju
signifikantno manje glomerula u poredenju sa uskladenom kontrolom. U isto vreme, volumen

glomerula bio je vec¢i kod hipertenzivnih osoba, §to je ukazivalo da su glomeruli kod osoba sa

Milorad M. Anti¢ 88



s

hipertenzijom bili preopterec¢eni, odnosno da su hiperfiltrirali. Istovremeno, nisu pronadeni
glomeruli sa znacima starenja, Sto bi eventualno ukazivalo na kontinuirani gubitak nefrona sa
godinama Zivota. Na osnovu toga izveden je zakljuCak da osobe sa hipertenzijom najve-
rovatnije nisu izgubile glomerule tokom vremena, ve¢ da su verovatno imale mali broj pri
rodenju. Takva zapazanja su pruzila podrsku konceptu da smanjen broj nefrona moze sam po
sebi biti povezan sa primarnom hipertenzijom.

Prenatalno programiranje, termin koji opisuje zapazanje da dogadaji tokom gestacije
mogu imati dalekoseZne posledice u odraslom dobu, je posebno znacajno. Ovaj koncept su
prvi razmotrili Barker i saradnici (1989) posmatrajuci inverzan odnos izmedu porodajne
tezine i kardiovaskularnih bolesti u kohortu muskaraca srednjih godina u Britaniji. Postoje
dokazi da nepovoljno okruZenje tokom intrauterinog Zivota moZze biti uzrok suboptimalnog
fetalnog rasta, ¢ime se povecava rizik za niz bolesti i poremecaja u kasnijem Zivotu
(Hershkovitz i sar., 2007; Gjerde i sar., 2020). Veliki broj klinickih i eksperimentalnih podata-
ka sugerisali su da promene u ishrani tokom intrauterinog razvoja, posebno ograni¢en unos
proteina, mogu programirati fetus i povecati njegovu predispoziciju za razvoj bolesti bubrega.
Studije na eksperimentalnim Zivotinjama su direktno pokazale da relativno mali insulti, kao
Sto je ogranicen unos proteina, moze rezultirati manjim brojem nefrona. Dodatno, prema kon-
ceptu koji su izlozili Brenner i saradnici (1988), osobe sa manjim brojem nefrona verovatno
imaju relativno visoku stopu glomerularne filtracije u svakom dostupnom nefronu. Tokom
vremena, hiperfiltracija vodi suptilnoj disfunkciji, oSte¢enju bubrega i kona¢no hipertenziji.
Iako bi se vecina slozila da je esencijalna hipertenzija slozen fenotip, kojoj doprinose genet-
ske osobine i negenetski faktori, sve je viSe dokaza da deSavanja tokom intrauterinog Zivota
mogu imati dalekosezne posledice (Ingelfinger, 2003).

Broj nefrona u svakom bubregu ograni¢en je njihovim formiranim brojem tokom
organogeneze. Kod ljudi, nefrogeneza se zavrSava pre termina porodaja, najkasnije do 36.
nedelje gestacije (Hinchliffe i sar., 1991; Hoy i sar., 2005; Rosenblum i sar., 2017; Ryan i
sar., 2018). Bubrezi naknadno rastu primarno usled tubularnog i intersticijalnog rasta, ali ne i
usled razvoja novih glomerula. Sve studije do danas, medutim, pokazuju da postoje varijacije
medu fenotipski normalnim osobama, pri ¢emu neke imaju viSe nefrona od drugih (Ingelfin-
ger, 2003). U slucaju prevremenog porodaja, pre 37. nedelje gestacije, vecina beba se rada sa
nefrogenezom koja je jos uvek u toku. Nekoliko studija na ljudima pokazalo je da se nefroge-
neza moze nastaviti nakon prevremenog rodenja, ali nije dovoljna da nadoknadi oligonefro-
niju koja postoji na rodenju (Rodriguez i sar., 2004; Faa i sar., 2010). Ipak, nefrogeneza nakon

rodenja pracena je ubrzanim sazrevanja glomerula sa zastupljenos$¢u abnormalnih glomerula
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do 13,7% (Sutherland i sar., 2011). Rodriguez i saradnici (2004) i Sutherland i saradnici
(2011) utvrdili su povecanu prose¢nu areu bubreznih korpuskula u prvim danima nakon
rodenja kao morfoloski pokazatelj glomerularne hipertrofije. Gubhaju i saradnici (2009) su na
modelu pavijana pokazali da se glomerulogeneza nastavlja nakon prevremenog porodaja sa
povecanjem veli¢ine bubrega u odnosu na telesnu tezinu i istovremenim smanjenjem arealne
gustine glomerula. S obzirom da je ukupan broj nefrona bio u normalnom opsegu i da veli¢ina
bubreznih korpuskula nije bila promenjena u odnosu na kontrolnu grupu, oni su implicirali da
smanjenje arealne gustine glomerula najverovatnije odrazava postnatalne promene u rastu
bubreznih tubula. Koncept smanjenog komplementa nefrona je znacajan, jer ukazuje na
mogucu prevenciju u smislu poboljsanje ishrane trudnica i druge strategije koje mogu smanjiti
ucestalost hipertenzije kod potomstva koje je pod rizikom kasnije tokom zivota. U skladu sa
tim, moguc¢i terapijski cilj za prevremeno rodene bebe i bebe rodene sa LBW mogao bi biti
stimulisanje morfogene aktivnosti u nefrogenoj zoni, produzavanje rasta nefrona lekovima i
kompenzacija poremecene nefrogeneze tokom ranog postnatalnog zivota (Fanos i sar., 2015),
Sto zahteva dodatna istraZivanja u ovoj oblasti.

Proliferacija igra veoma vaznu ulogu u ranom razvoju bubrega. To je osnova drama-
ticnog povecanja njegove ukupne veli€ine i deSava se paralelno sa talasima formiranih
nefrona, njihovom ekspanzijom prema dubljim delovima korteksa i terminalnom diferencija-
cijom (Goedbloed, 1972; Chang i sar., 2008; Lui i Baron, 2011). Nefrogeneza prestaje usled
iscrpljivanja nefrogenih progenitornih ¢elija prisutnih u mezenhimu metanefrosne kape
(Hinchliffe, 1991; Hartman i sar., 2007; Rumballe i sar., 2011). Proliferacija u bubrezima se,
medutim, nastavlja dok svi nefroni ne dostignu svoju konacnu veli¢inu i time organogeneza
bude kompletna. Ekspresija humanog Ki-67 proteina striktno je povezana sa proliferacijom
¢elija. Ki-67 je prisutan tokom svih aktivnih faza ¢elijskog ciklusa (Gy, S, G2 i mitoze), ali je
znacajno smanjen u ¢elijama u fazi mirovanja (Go) (Gerdes i sar., 1984). Distribucija Ki-67
proteina u ¢eliji znacajno se menja tokom progresije ¢elijskog cikusa. Tokom interfaze, Ki-67
antigen moze se detektovati iskljucivo u jedru, dok se u mitozi vec¢ina proteina premesta na
povrsinu hromozoma (Scholzen i Gerdes, 2000). Njegova lokalizacija je u korelaciji sa razli-
¢itim funkcijama. Tokom interfaze, Ki-67 je neophodan za normalnu distribuciju heterohro-
matina u ¢eliji i za kondenzovanje heterohromatina u jedru. Tokom mitoze, Ki-67 je neopho-
dan za formiranje perihromozomskog sloja ribonukleoproteinskog omotaca koji oblaze kon-
denzovane hromozome i ¢ini prose¢no jednu tre¢inu mase mitotskih hromozoma. Prisutan u
ovom sloju, on deluje tako $to spreava agregaciju mitotskih hromozoma (Sun i Kaufman,

2018). Zbog svojih karakteristika, Ki-67 je odli¢an marker za utvrdivanje frakcije rasta
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odredene celijske populacije. Ki-67 je prvi put identifikovan kao antigen u jedrima celija
Hockinovog limfoma (Gerdes i sar., 1983). Njegova karakteristika da je visoko eksprimiran u
¢elijama koje su u ciklusu, S toga je postao klini¢ki vazan marker proliferacije za gradiranje
mnogih tipova karcinoma sa dobro utvrdenom prognostickom vrednos¢u (Gerdes i sar., 1987,
Dowsett i sar., 2011). Frakcija Ki-67-pozitivnih tumorskih ¢elija (proliferativni indeks) ¢esto
je u korelaciji sa klinickim tokom bolesti. Priprema novih monoklonskih antitela koja reaguju
sa Ki-67 ekvivalentnim proteinom glodara prosirila je upotrebu Ki-67 proteina kao markera
proliferacije na laboratorijske zivotinje koje se rutinski koriste u bazicnim istrazivanjima.
Uprkos dugogodiSnjem klini¢kom benefitu, mnogo manje paznje je posve¢eno molekularnim
funkcijama Ki-67. Ono Sto se sada zna o Ki-67 genu i strukturi proteina, spajanju mRNK,
ekspresiji kao i celijskoj lokalizaciji tokom ciklusa ¢elijske deobe, omogucilo je da se Ki-67
protein u velikoj meri Kkoristi kao marker proliferacije, mada njegov funkcionalni znacaj i
dalje ostaje nejasan. Medutim, postoje indikacije da je ekspresija proteina Ki-67 apsolutno
neophodna za progresiju kroz ciklus ¢elijske deobe (Scholzen i Gerdes, 2000).

U dostupnoj literaturi postoje podaci o obrascima ekspresije proteina povezanih sa
proliferacijom ¢elija u humanom bubregu tokom perioda razvoja. Carev i saradnici (2006)
proucavali su obrazac ekspresije mitotskih, antiapoptotskih i proapoptotskih faktora tokom
razvoja bubrega kod embriona i fetusa starosti od 5. do 9. nedelje gestacije. Dokazana je
veoma jaka proliferativna aktivnost ¢elija, procenjena ekspresijom Ki-67 markera, tokom rane
metanefrogeneze. Brojne Ki-67 pozitivne ¢elije bile su prisutne u tkivu metanefrosa tokom 5.
I 6. nedelje, posebno u ampuli ureternog popoljka i metanefrosnom mezenhimu. Razultati ove
studije su opisali karakteristicne razvojne promene u metanefrosu tokom 7., 8. i 9. nedelje
razvoja. Ureterni pupoljak formira primordijum sabirnog sistema. 1z metanefrosnog mezen-
hima kondenzovanog oko ampule formiraju se bubrezne vezikule, S-oblici i zreliji nefroni sa
korpuskulima na kojima se jasno diferencira glomerul i Boumanova ¢aura. Delovi mezenhima
izmedu nefrona formiraju intersticijum. Brojne Ki-67 pozitivne ¢elije bile su prisutne u sabi-
rnim kanalima, posebno u ampuli. Takode, nefroni u razvoju i intersticijum sadrzali su veliki
broj Ki-67 pozitivnih ¢elija. Intenzivna nefrogeneza bila je praéena signifikantnim porastom
ekspresije Ki-67. Sa porastom GS, proliferativne aktivnosti u metanefrosnom mezenhimu i
sabirnim tubulima signifikantno je opadala. Combs i saradnici (1988) su analizirali obrasce
ekspresije markera proliferacije, Ki-67 i proliferiSu¢eg nuklearnog antigena (PCNA), u
bubrezima humanih fetusa starosti od 8. od 14. nedelje. Dokazali su da je ekspresija Ki-67
veoma izraZzena u nefrogenoj zoni, u ranim stadijumima diferencijacije nefrona. Mnoge epi-

telne celije vezikula i slede¢ih ranih stadijuma razvoja nefrona, zapeta- i S-oblikovanih
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telasaca, eksprimirale su Ki-67. Ipak, S-oblikovana telasca pokazivala su manji broj Ki-67
pozitivnih ¢elija u odnosu na prethodne stadijume. Uopsteno, broja ¢elija koje eksprimiraju
Ki-67 progresivno se smanjivao paralelno sa maturacijom nefrona. U dobro diferenciranim
bubreznim korpuskulima, proliferativna aktivnost nije bila uoc¢ena u visceralnom sloju
Boumanove kapsule. U fazi pune glomerularne diferencijacije, neujednacena Ki-67 ekspresija
bila je prisutna u nekim parijetalnim epitelima ¢elijama i u ¢elijama unutar glomerularnog
kapilarnog klupka koji po lokalizaciji odgovaraju mezangijalnim ili endotelnim celijama.
PCNA ekspresija je bila najjace koncentrisana u nefrogenoj zoni sa opadaju¢im gradijentom
kako se maturacija glomerula povecavala. Obrasci ekspresije Ki-67 i PCNA sustinski se nisu
razlikovali.

Rezultati naseg istrazivanja potvrdili su da se broj ¢elija koje eksprimiraju Ki-67 u
humanom fetalnom bubregu progresivno smanjuje prostorno, i sa napredovanjem GS. Ki-67
pozitivne ¢elije bile su najbrojnije u nefrogenoj zoni i njihova brojnost postepeno je opadala
prema formiraju¢oj meduli. Veliki broj imunopozitivnih ¢elija detektovan je u svim delovima
metanefrosnog mezenhima i ampulama sabirnih tubula. Ipak, najjve¢a gustina ¢elija koje su
eksprimirale ovaj marker proliferacije uocena je u pocetnim stadijumima oblikovanja nefrona,
bubreznim vezikulama, zapeta-oblicima i ranim S-oblicima nefrona. Tokom daljeg razvoja
nefrona, broj Ki-67 pozitivnih celija postepeno se smanjivao u proksimalnom segmentu S-
telaSca, u kome su morfoloSke karakteristike bubreznih korpuskula postale vidljive. Srednji i
distalni segment S-telaSca, koji su se diferencirali u segmente bubreznog tubula, sadrzali su
nesto veci broj imunopozitivnih ¢elija. Kako su nefroni sazrevali u dubljim delovima kortek-
sa, broj ¢elija koje eksprimiraju Ki-67 se smanjivao u svim segmentima nefrona. U formi-
ranim renalnim korpuskulima jukstamedularne zone korteksa, Ki-67 su eksprimirale samo
pojedinacne Celije lokalizovane unutar glomerula. Slaba pozitivna reakcija je 1 dalje bila pri-
sutna u apikalnom delu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula, dok su ostale tubularne strukture
uglavnom bile Ki-67 imunonegativne. Medula, je takode, eksprimirala Ki-67 antigen. Pojedi-
nac¢ne imunopozitivne celije bile su prisutne u Henleovim petljama, sabirnim kanalima i
intersticijumu. U bubregu donesenog novorodenceta imunopozitivna reakcija je bila uocena
samo u pojedinacnim ¢elijama svih strukturnih delova bubrega.

Nekoliko studija je ukazalo da je ravnoteza izmedu prezivljavanja ¢elija i apoptoze
neophodna za normalnu funkciju progenitora nefrona (Grobstein, 1953; Saxén, 1987; Bard,
2002). Mehanizmi ukljuceni u regulaciju apoptoze intenzivno su proucavani tokom poslednjih
nekoliko decenija. Centralnu ulogu u kontroli apoptoze ima porodica kaspaza proteina cCija se

aktivacija odvija kaskadno i regulisana je razli¢itim faktorima ukljucujuci i porodicu Bcl-2
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proteina (Hardwick i Soane, 2013; Green i Llambi, 2015). Antiapoptotski protein Bcl-2 i
proapoptotski protein Bax deluju suprotno u regulaciji apoptoze. Bcl-2 je povezan sa spo-
[jaSnjom mitohondrijalnom membranom Zivih ¢elija i sprecava Bax da razvije proputljivost
mitohondrijalne membrane i tako pospeSi otpustanje citohroma ¢ (Marchetti i sar., 1996;
Yang i sar., 1997; Mikhailov i sar., 2001; Kuwana i sar., 2002). Kada citohrom ¢ ude u
citoplazmu, vezuje se za faktor 1 koji aktivira apoptotsku proteazu (Apaf-1) Sto dovodi do
aktivacije kaspaze 9 i posledi¢no do apoptoze (Li i sar., 1997; Riedl i sar., 2005). Medutim,
od nedavno je evidentno da funkcija ¢lanova porodice Bcl-2 nije ograni¢ena samo na reguli-
sanje apoptoze, ve¢ da oni imaju ulogu u regulaciji mitohondrijalne fuzije i fisije, a time 1
morfogenezu (Autret i Martin, 2009; Rolland, 2010; Westermann, 2010).

Ekskretorna i regulatorna funkcija bubrega ostvaruje se filtracijom na glomerularnom
nivou, selektivnom reapsorpcijom iz filtrata koji prolazi duz bubreznih tubula i sekrecijom od
strane celija tubula u filtrat. Ovi procesi troSe energiju, posebno na nivou proksimalnih i
distalnih tubula gde su epitelne ¢elije bogate mitohondrijama (Williams i sar., 1995; Madsen i
Tisher, 2008). Razvoj bubrega je sloZen proces koji se deSava kao rezultat reciprocnog induk-
tivnog delovanja ureternog pupoljka i metanefrosnog mezenhima i uklju¢uje morfogenezu
sistema sabirnih kanala i nefrona (Costantini, 2006; Rosenblum i sar., 2017). Razvojni procesi
su strogo kontrolisani kako bi se osiguralo da se dogode u pravo vreme i pravilnim redosle-
dom, sve sa ciljem da se diferenciraju i odrze razli¢ite populacije ¢elija u strukturama bubrega
(Clarke, 1990; Hammerman, 1998; Foley i Bard, 2002). Tako, prekomerna ili nedovoljna
apoptoza tokom razvoja mogu izazvati abnormalnu morfogenezu (Chen i sar., 1994).
Ekspresija Bcl-2 i ¢lanovi porodice kaspaze ispitivana je in vivo i in vitro kako bi se istrazila
njihova antiapoptotska i proapoptotska funkciju tokom morfogeneze struktura bubrega
(Novack i Korsmeyer, 1994; Hayashi i Araki, 2002; Carev i sar., 2006). Osim toga, sugerisano
je da su ¢lanovi porodica Bcl-2 i kaspaza ukljuceni u celijsku adheziju, migraciju, diferenci-
jaciju, prezivljavanje i proliferaciju interakcijom sa drugim faktorima tokom razvoja bubrega
(Ziehr i sar., 2004; Lamkanfi i sar., 2007; Sheibani i sar., 2007). Medutim, analiza antiapop-
totske uloge Bcl-2 i proapoptotske uloge Bax proteina zahteva precizne podatke o lokalizaciji
njihove ekspresije u svim stadijumima normalnog razvoja.

Proteini Bcl-2 porodice regulisani su viSestrukim mehanizmima. Njihovi nivoi
ekspresije se veoma razlikuju u zavisnosti od tipa tkiva, ¢elijske loze, faze razvoja i starosti
organizma (LeBrun i sar., 1993; Prochazkova i sar., 2004; Singh i sar., 2019). LeBrun i sarad-
nici (1993) prvi su proucavali distribuciju Bcl-2 u razlicitim fetalnim tkivima u nastojanju da

razjasne potencijalnu ulogu ovog proteina tokom razvoja. Distribucija ekspresije Bcl-2
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proteina u fetalnim tkivima bila je u skladu sa njegovom opisanom ulogom u promovisanju
prezivljavanja celija, verovatno sprecavanjem apoptoze u limfoidnim i drugim tkivima gde
¢elijska smrt predstavlja aktivan regulatorni proces. Ekspresija Bcl-2 proteina bila je raspro-
stranjenija u fetalnim tkivima u poredenju sa tkivima odraslih, Sto je vaZilo i za bubreg. Bcl-2
je otkriven u subkapsularno rasporedenim kondenzatima nefrogenih progenitornih celija i
nefronima u nastajanju. Glomeruli koji su pripadali zrelijim i dublje u korteksu lokalizovanim
nefronima pokazivali su slabiju Bcl-2 imunoekspresiju. Rezultati ove studije su potkrepili
prethodne stavove o znacaju induktivnog prezivljavanja celija kao regulatornog procesa u
normalnoj homeostazi i morfogenezi mnogih fetalnih struktura i tkiva. Bilo je ocigledno da je
Bcl-2 ukljucen u morfogenezu nefrona i drugih tkiva koja se karakterisu induktivnom inter-
akcijom izmedu epitela i mezenhima, verovatno posredovanjem u formiranju mezenhimnih
kondenzata koji su programirani da se diferentuju u viSe tipova ¢elija definitivnih bubreZnih
struktura. Kasnije imunohistohemijske studije sprovedene na humanim fetalnim bubrezima
pokazale su sli¢nu lokalizaciju i intenzitet imunoekspresije za Bcl-2 (Chandler i sar., 1994;
Lichnovsky i sar., 1999; Carev i sar., 2006).

U naSem istrazivanju, poredenjem imunoekspresije Bcl-2 i Ki-67 na prate¢im prese-
cima, dokazana je priblizno recipro¢na distribucija ¢elija koje eksprimiraju ova dva markera u
vecini strukturnih delova nefrogene zone. Ipak, Bcl-2 se nije eksprimirao u subkapsularno
lokalizovanom neindukovanom mezenhimu i ampulama sabirnih tubula, gde su brojne éelije
bile Ki-67 pozitivne. Jaka Bcl-2 ekspresija bila je rasprostranjena u indukovanim nefrogenim
progenitornim ¢elijama, mezenhimnim agregatima, bubreznim vezikulama i zapeta-oblicima
nefrona. Tokom formiranja S-oblikovanog telasca i prostorne ekspanzije razvijajucih nefrona
prema susednoj zoni maturacije, jaka Bcl-2 imunoreaktivnost dokazana je u c¢elijama
parijetalnog sloja Boumanove kapsule i sloju primitivnih podocita. Celije tubularnih segme-
nata nefrona slabije su eksprimirale ovaj marker. Kako su vaskularizacija i maturacija nefrona
napredovali, Bcl-2 bojenje je bilo manje intenzivno i ograniceno samo na parijetalni sloj
Boumanove kapsule i bubrezne tubule. Suprotno, Bax se veoma slabo eksprimirao u pojedi-
nacnim celijama rasutim kroz ¢itav metanefrosni mezenhim, kako neindukovani tako i indu-
kovani, u mezenhimnim agregatima, ampulama sabirnih tubula, vezikulama, zapeta-oblicima i
svim segmentima S-oblikovanog telasca. U zoni maturacije, samo nekoliko ¢elija unutar glo-
merularnog kapilarnog klubeta i okolnim tubulima bojile su se slabo na Bax. U dubokom,
jukstamedularnom delu korteksa, bubrezni korpuskuli i tubuli su pokazivali morfoloske
karakteristike definitivnih nefrona. Intenzivnije Bax imunobojenje primeceno je u proksimal-

nim i distalnim tubulima.
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Podaci o ekspresiji proapoptotskih c¢lanova porodice Bcl-2 proteina u ¢elijskim
komponentama bubreznog tkiva tokom razvoja i dalje su veoma ograniceni, $to se posebno
odnosi na Bax. Do sada, ni jedno istrazivanje nije sprovedeno na humanom fetusnom bub-
regu. Medutim, nedavna studija Song-a i saradnika (2012) na eksperimentalnim Zivotinjama
imala je za cilj da uporedi lokalizaciju imunoekspresije Bcl-2 i Bax proteina tokom razvoja
bubrega. Ovi autori su analizirali fetalne bubrege pacova i bubrege Stenadi postnatalno i
dokazali da se Bcl-2 i Bax jako eksprimiraju u ¢elijama zrelih proksimalnih tubula u svim
periodima razvoja. Najjace su se bojili zreli proksimalni vijugavi tubuli jukstamedularne zone
korteksa. Nesto slabija imunoekspresija dokazana je u proksimalnim pravim tubulima, medu-
larnim zracima i u meduli, dok su se veoma slabo bojile ¢elije nezrelih proksimalnih i
distalnih tubula. Uporedo sa rastom i razvojem, oblasti sa jakom ekspresijom Bcl-2 i Bax
postepeno su se Sirile od jukstamedularnog prema srednjem i kona¢no superficijalnom
korteksu, Sto je odgovaralo obrascu postepenog sazrevanja nefrona. Bcl-2 i Bax su se, takode,
razli¢ito eksprimirali u proksimalnim i distalnim tubulima iako ova dva segmenta nefrona
skoro podjednako sadrze mitohondrije. Nalazi ove studije su sugerisali da se funkcija mito-
hondrija ocigledno razlikuje izmedu zrelih proksimalnih i ostalih tubula. U skladu sa tim,
funkcionalni znacaj razlicite ekspresije Bcl-2 1 Bax u proksimalnim i distalnim tubulima
ostaje nepoznat i svakako zahteva dodatna istrazivanja. NaSi rezultati su potvrdili nalaze
dobijene na prethodnom eksperimentalnom modelu da jaka imunoekspresija Bcl-2 i Bax
proteina prati postepenu maturaciju tubularne porcije nefrona vremenski i prostorno u
korteksu, kao i da su Bcl-2 i Bax svakako uklju¢eni u bubreznu morfogenezu.

Faktori spoljasnje sredine mogu delovati na specificno genetsko programiranje i uti-
cati na rast i razvoj. lzmene genetskog obrasca tokom fetalnog razvoja nastaju u zavisnosti od
prirode, vremena, trajanja i ozbiljnosti inzulta koji deluje na bubreg. Delovanje Stetnih faktora
u nekom od perioda gestacije pre zavrsSetka nefrogeneze moze uticati na konacan broj nefrona
(Hotoura i sar., 2005). Pothranjenost uzrokovana niskom proteinskom ishranom tokom
intrauterinog i neonatalnog Ziviota i loSe navike u ishrani u kasnijem zivotnom dobu ispolja-
vaju Stetno dejstvo na bubreg (Ingelfinger, 2003; Rostand, 2003). Dodatni faktori koji uti¢u na
strukturu i funkciju bubrega su LBW, IUGR, deficit vitamina A, malformacije urinarnog
trakta kao Sto su opstruktivna uropatija i infekcije, kao i upotreba nefrotoksi¢nih lekova kod
majke ili novorodenceta. Ovi faktori mogu delovati i uzajamno da bi povecali potencijal za
oste¢enje nefrona (Amann i sar., 2004; Hoy i sar, 2005). Akison i saradnici (2020) su
proucavali uticaj alkohola na razvoj bubrega. Efekti izloZenosti umerenim koli¢inama

alkohola ispitivani su na modelu pacova. Pacovi su tokom trudnoce hranjeni tenom hranom
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koja je sadrzala 6% alkohola. Bubrezi su analizirani na dan embriona (E) 20 ili postnatalni
dan (PN) 30. Ukupan broj nefrona/glemerula odredivan je primenom stereoloskih metoda. Na
E20, fetusi izloZeni alkoholu imali su manje nefrona sa pove¢anom apoptozom. lzloZenost
alkoholu prouzrokovala je disregulaciju antiapoptotskih (Bcl-2) i proapoptotskih (Bax)
faktora i smanjenu ekspresiju markera celijske proliferacije Ki-67 u bubregu. Dejstvo
alkohola u prenatalnom periodu uticalo je na smanjene ekspresije Gdnf i Tgfbl, vaznih
regulatora morfogeneze grananja ureternog pupoljka kod muskih fetusa. Kod PN30,
zapremina bubrega i broj nefrona bili su manji kod potomaka koji su prenatalno bili izloZeni
dejstvu alkohola. lako je uticaj na funkciju bubrega odraslih bila relativno mala, konzumacija
umerenih koli¢ina alkohola tokom trudnoc¢e imala je za posledicu trajno oStecenje bubrega i
deficit nefrona. Prethodne studije su, takode, pokazale da je apoptoza mehanizam koji preo-
vladuje u hroni¢no oSte¢enom bubregu nakon opstrukcije i da abnormalni obrasci ¢elijske
kinetike mogu doprineti patogenezi bolesti u fetalnom bubregu. Liapis i saradnici (2000) su
primenili potpunu opstrukciju uretera kod mladunaca oposuma, koji su zrtvovani nakon dve
nedelje, da bi procenili ulogu gena celijske proliferacije, apoptoze i apoptoza regulatornih
gena, Bcl-2 i Bax. Utvrdeno je da bubrezi fetusa nakon opstrukcije pokazuju visoku apoptozu
u bubreznoj karlici i tubulointersticijumu, u poredenju sa kontrolnom grupom lazno operisa-
nih zivotinja. Apoptoza je bila pracena statisticki znac¢ajnim poveéanjem proliferacije ¢elija u
intersticijumu, ali ne i u tubulima. Istovremeno, apoptozu u tubulima pratila je smanjena Bcl-
2 1 povecana Bax ekspresija. U nefrogenoj zoni apoptoza je bila u porastu, ali ne statisticki
znacajno. Ekspresija Bcl-2 1 Bax u nefrogenoj zoni bila je nepromenjena, dok je stopa prolife-
racija bila povecéana.

Bubreg je organ ¢ije se anatomske karakteristike znacajno razlikuju u zavisnosti od
GS. Duzina fetalnog bubrega, merena ultrazvucno, pokazuje linearni porast sa napredovanjem
trudnoce i od velikog je znacaja za procenu normalnog razvoja fetalnog bubrega. Kriva rasta
duZine bubrega ima slian trend kao i kriva rasta biparijetalnog dijametra i, zajedno sa ovim
parametrom, od znacaja je za procenu GS (Sagi, Vagman i sar., 1987). Studije realizovane sa
ciljem da se utvrdi zrelosti bubrega u razli¢itim fazama razvoja radene su dugi niz godina.
Ipak, malo je njih analiziralo razvoj u odnosu na GS u svetlu tehnoloskog napretka u oblasti
morfometrije. Znacaj pouzdanog odredivanja GS na obdukcijama dobro je utvrdeno, jer saz-
nanja o razli¢itim fazama razvoja fetusa omogucavaju karakterizaciju patoloskih procesa koji
su eventualno otkriveni (dos Santos i sar., 2006). Iako je razvoj bubrega dosta proucavan na
eksperimentalnim modelima, joS uvek su dosta oskudni podaci koji opisuju razvojne karak-

teristike bubrega kod ljudi. U protekle tri do Cetiri decenije objavljeno je nekoliko studija koje
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su kvantifikovale razvoj segmenata nefrona u humanim fetalnim bubrezima. Glomerulogene-
za je Cesto bila predmet istrazivanja ovih studija (Souster i Emery, 1980; Hinchliffe, 1991;
Hinchliffe i sar., 1992; Almeida i Mandarim-de-Lacerda, 2002; Dakovi¢-Bjelakovié¢ i sar.,
2006; dos Santos i sar., 2006; Takano i sar., 2007; Fonseca Ferraz i sar., 2008; Chikkannaiah i
sar., 2012; Dakovic Bjelakovic i sar., 2018; Ryan i sar., 2018). Medutim, tubulogeneza je vrlo
retko kvantifikovana (Dakovié-Bjelakovié i sar., 2005).

Nakon prvih nekoliko generacija grananja ureternog pupoljka i istovremene indukcije
nefrona iz metanefrosnog mezenhima, u bubregu koji se razvija diferencira se spoljasnji
korteks i unutrasnja medula (Blake i Rosenblum, 2014; Rosenblum i sar., 2017; Dakovic
Bjelakovic i sar., 2018). Glomeruli, proksimalni i distalni tubuli rasporedeni su u korteksu
zajedno sa najdistalnijim delom nefrona, spojnim tubulom, koji se povezuje direktno sa sabir-
nim sistemom. Henleove petlje i ostatak sistema sabirnih tubula su epitelne strukture lokalizo-
vane u meduli (Jacobson, 1981; Madsen i Tisher, 2008; O'Brien i McMahon, 2014). Rast
bubrega i nefrogeneza se odvijaju radijalno sa novim generacijama sabirnih tubula i novim
nefronima formiranim na krajnjoj periferiji, u delu korteksa koji je oznacen kao nefrogena
zona. Sabirni kanali nastali grananjem ureternog pupoljka zrakasto se pruzaju prema nefroge-
noj zoni u kojoj se odvija indukcija nefrona.

Nefrogena zona je morfoloski identifikovana kao uska traka bubreznog tkiva koja lezi
neposredno ispod bubrezne Caure. SpoljaSnja granica nefrogene zone stupa u kontakt sa
dubokom stranom bubrezne kapsule. Njena unutraSnja granica, prema ostalom delu korteksa,
definisana je nepravilnom linijom koja se proteze duz proksimalnog pola (orijentisan prema
meduli) S-oblikovanih telasaca. Preko svoje unutrasnje granice, nefrogena zona je u odnosu
sa susednom zonom maturacije. Komponente sadrZzane u nefrogenoj zoni su distalni krajevi
sabirnih tubula proSireni u ampulu, nefrogene i stromagene progenitorne ¢elije i nefroni u
nastajanju kao Sto su pretubularni agregati, bubrezne vezikule, zapeta-oblikovana i S-obli-
kovana telasca.

Samo nekoliko radova u dostupnoj literaturi predstavili su morfometrijsku analizu
nefrogene zone uz prikaz varijacija njene Sirine prema GS (Barbet i sar., 1988; Barinov i
Sulaeva 2003; dos Santos i sar., 2006; Fonseca Ferraz i sar., 2008, Ryan i sar., 2018). U rezul-
tatima svih navedenih istrazivanja zabeleZena je Cinjenica da kod donesene novorodencadi
nefrogena zona nije prisutna (Barbet i sar., 1988; Rodriguez i sar., 2004). Nefrogena zona
tokom vremena progresivno postaje uZza zbog postepenog iscrpljivanja nefrogenih prekursora

i definitivno nestaje kada broj nefrona dostigne pun komplement. Ovaj relativno nov parame-
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tar koristitan za procenu GS analiziran je kod eksperimentalnih Zivotinja za interpretaciju
podataka o brzina formiranja nefrona (Barinov i Sulaeva, 2003).

Na histoloskim preparatima, stadijum nefrogeneze moze pomo¢i u proceni GS bro-
janjem slojeva glomerula duz uzduzne ose, odnosno brojanjem glomerula duz prave linije
koja pocinje u dubokoj, jukstamedularnoj zoni korteksa i nastavlja se postepeno prema bub-
reznoj kapsuli, u dobro ograni¢enim poljima izmedu medularnih zraka (Hinchliffe i sar.,
1992; Rodriguez i sar., 2004). Prvi nefroni se formiraju oko 9. nedelje gestacije i u 20. nedelji
ima otprilike 4 generacije zrelih glomerula (Barbet i sar., 1988; dos Santos i sar., 2006). Sa
pocCetkom indukcije nefrona, formirana je nefrogena zona u kojoj nefroni pocinju da se
razvijaju i gde se postepeno oblikuju. Iz nefrogene zone nastaju uzastopne generacije glome-
rula koje postepeno sazrevaju i migriraju prema najdubljoj zoni korteksa u vidu stubova.
Izmedu 20. 1 25. nedelje, nefrogena zona sadrzi tri reda primitivnih glomerula dok dublje u
korteksu postoje 2-4 generacije zrelih glomerula. Izmedu 25. i 28. nedelje, u nefrogenoj zoni
postoje dva reda primitivnih glomerula i 4-6 generacija zrelih glomerula u korteksu. Izmedu
28. 1 30. nedelje postoji samo jedan red primitivnih glomerula i 6-8 generacija zrelih glome-
rula. Nakon 30. nedelje, red primitivnih glomerula je inkompletan i kona¢no nestaje oko 36.
nedelje (Barbet i sar., 1988).

Dos Santos i saradnici (2006) su procenjivali bubreznu zrelost primenom kompjuter-
ske asistirane morfometrije kod fetusa starosti od 20 do 40 nedelja gestacije i korelirali dobi-
jene partametre sa GS koja je procenjivana merenjem duzine haluks-kalkaneus na obdukcija-
ma. Njihovi rezultati su se razlikovali od onih koji se nalaze u literaturi, s obzirom na brzinu
kojom se broj slojeva zrelih glomerula povecavao. Oni su, takode, primetili da sa povec¢anjem
GS dolazi do opadanja Sirine nefrogene zone i linearnog povecanja broja slojeva zrelih
glomerula. Zabelezena je jaka negativna 1 statisticki znaCajna korelacija izmedu Sirine
nefrogene zone i GS. Korelacija izmedu broja slojeva zrelih glomerula i GS bila je jaka
pozitivna i statisticki znacajna. Ipak, ovi autori su u GS fetusa od oko 22 nedelje pronasli Ceti-
ri sloja glomerula i u svakom narednom periodu od viSe od 4 nedelje joS po jedan novi sloj
glomerula koji je pridodat korteksu sve do termina, kada je proseéno osam slojeva zrelih
glomerula izbrojano. Signifikantne razlike u broju slojeva glomerula zabelezene su u 22., 25.,
35., 36., 1 39. nedelji gestacije. Kao mogucée objasnjenje za dobijene razlike u odnosu na
prethodna istrazivanja, ovi autori su naveli metodu na osnovu koje je procenjivana GS. U
studijama pronadenim u literaturi (Barbet i sar., 1988; Rodriguez i sar., 2004) podaci 0 pos-

lednjem menstrualnom periodu i ultrazvuénog nalaza koris¢eni su za procenu GS. U jo$
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jednoj od prethodnih studija, u GS od oko 20 nedelja, pronadeno je Sest slojeva zrelih glome-
rula (Rodriguez i sar., 2004).

Rezultati naSeg istraZzivanja su potvrdili da je Sirina nefrogene zone u humanom fetal-
nom bubregu inverzno korelira sa GS. U periodu od 13-16 nedelja, prose¢na Sirina nefrogene
zone iznosila je 253,86 pum. Sa porastom GS i napredovanjem nefrogeneze, zabelezen je
statisticki znaCajan pad prosecne Sirine nefrogene zone u periodu od 21-24 nedelja i periodu
od 25-28 nedelja, Sto ukazuje na znacajno iscrpljivanje potencijala bubrega prema stvaranju
novih nefrona u ovim gestacijskim periodima. Statisti¢ki zna¢ajno smanjenje prosecne Sirine
nefrogene zone u odnosu na prethodnu starosnu grupu ponovo je zabelezeno u periodu od
33-36 nedelja, kada je zabeleZena najniza prose¢na vrednost od 114,33 um. | u naSem uzorku,
kao i u drugim studijama, u periodu od 37-40 nedelja gestacije nefrogena zona nije bila
prisutna, a ispod kapsule mogli su se videti bubrezni tubuli i vezivno tkivo. Suprotno Sirini
nefrogene zone, broj generacija glomerula i debljina korteksa bili su u direktnoj korelaciji sa
GS. Broj generacija glomerula povecavao se od 3,16 u periodu od 13-16 nedelja do 8,32 u
periodu od 37-40 nedelja. Statisticki znacajno povecéanje zabeleZeno je u 17-20, 21-24, 25-28 i 37-
40 nedelja. Sa razvojem paremhimskih struktura, prosecna debljina bubreznog korteksa raste od
954,88 um u periodu od 17-20 nedelja do 1586,20 um u periodu od 37- 40 nedelja. Statisti¢ki
znacajno povecéanje u odnosu na prethodnu starosnu grupu zabeleZili smo u periodu od 21-24 i
25-28 nedelja.

Ryan i saradnici (2018) su proucavali razvoj bubrega kod humanih fetusa oba pola
tokom drugog i tre€eg trimestra. Oni su pokazali da prosecna area bubreznih korpuskula kod
zenskog pola raste od 3631 + 594 um? u 23. nedelji do 5136 + 235 um? u terminu, uz signifi-
kantnu pozitivnu korelaciju sa GS. Kod muskog pola, ovaj odnos je bio drugaciji. Prose¢na
area je pokazala samo blagi porast od 4677 + 238 um? u 23. nedelji do 5021 + 158 pm? u
terminu, uz veoma slabu korelaciju sa GS. Mishra i saradnici (2006) su sproveli morfolosko i
morfometrijsko istrazivanje razvoja bubrega kod humanih fetusa GS od 14 do 28 nedelja.
Njihovi rezultati su pokazali da se prosecna area glomerula postepeno povecava u pocetnim
stadijumima fetalnog razvoja, sve do perioda od 16-18 nedelja. Tokom daljeg razvoja i sa
napredovanjem GS, vrednosti proseCne aree glomerula postepeno opadaju. U studiji koja je
ovde prezentovana, analizirali smo znacajno duzi period fetalnog rasta. U istraZivanje su
ukljuceni fetusi starosti od 13 do 40 nedelja. Analizirali smo promene u veli¢ini bubreznih
korpuskula odredivanjem tri morfometrijska parametra. Rezultati su pokazali da nakon pocet-
nih vrednosti proseéne aree, perimetra i Feretovog dijametra bubreznih korpuskula koje smo

utvrdili u periodu od 13-16 nedelja gestacije, sva tri parametara veli¢ine postepeno opadaju do
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perioda od 29-32 nedelje, nakon Cega je zabelezen porast sve do termina. Slican nalaz je bio
zabelezen u prethodnoj studiji Mishra i saradnika (2006). NaSi rezultati su potvrdili da su
area, perimeter i Feretov dijametar obrnuto proporcionalni GS tokom perioda eksponenci-
jalnog rasta broja nefrona, na $ta je ukazala i histoloska analiza. Kod ljudi, najveci broj nefro-
na se formira u periodu izmedu 18. i 32. nedelje gestacije (Hinchliffe, 1991). Smanjenje pro-
secne veli¢ine bubreznih korpuskula posledica je razvojnih promena strukture korteksa i
promenom odnosa elemenata parenhima i strome. Kako nefrogeneza napreduje, novoformi-
rani korpuskuli koja su nezreli i manji pridodaju se povrSinim delovima bubreznog korteksa
Sto dovodi do smanjenja njihove prosecne veli¢ine. Kao rezultat ovakvog obrasca razvoja,
postoje regionalne razlike u veli¢ini glomerula unutar korteksa fetusa i donesene dece. Juksta-
medularni glomeruli su znaéajno veci (prvo formirani) od povrSinskih glomerula (poslednje
formirani). Naknadna diferencijacija nefrona nastavlja se posle rodenja. Glomeruli dostizu
veli¢inu odrasle osobe u prve 3 do 5 godina Zivota, kada glomeruli u svim zonama bubreznog
korteksa dostizu istu veli¢inu (Souster and Emery 1980). Ranije objavljena studija na
humanim fetusima razli¢itih GS pokazala je da se pre¢nik glomerula raste od superficijalne ka
jukstamedularnoj zoni korteksa (Dakovi¢-Bjelakovi¢ i sar., 2006). Pre¢nik superficijalnih
glomerula postepeno je rastao sa napredovanjem GS uz jaku i statisticki znac¢ajnu korelaciju
sa GS, dok je pre¢nik intermedijalnih i jukstamedularnih glomerula bio relativno konstantan.
Ovi autori su utvrdili slabu korelaciju izmedu precnika intermedijalnih i jukstamedularnih
glomerula i GS. Nasuprot tome, Fonseca Ferraz i saradnici (2008) su pokazali da prose¢na
area 1 pre¢nik glomerula superficijalne i1 intermedijalne zone ostaju relativno konstantni i ne
koreliraju statisticki znacajno sa GS. U pogledu glomerula intermedijalne zone, area i pre¢nik
glomerula rastu sa nepredovanjem GS uz pozitivnu i statisticki znacajnu korelaciju sa GS. U
literaturi je opisano da intermedijalni glomeruli trpe varijacije prema stepenu razvoja (Mafia-
lich i sar., 2000; Rodriguez i sar., 2004; Pusztaszeri i sar., 2006). Ipak, bilo je teSko uporediti
rezultate naseg istrazivanja sa dve prethodne studije s obzirom da nismo kvantifikovali bub-
rezne korpuskule prema lokaciji u korteksu. Ipak, histoloska analiza preparata bojenih HE
koja je predhodila kvantifikaciji, potvrdila je heterogenost veli¢ine bubreznih korpuskula u
odnosu na zone korteksa, i bila je dominantna karakteristika u ranim fazama fetalnog razvoja.
U literaturi je pronadena samo jedna studija u kojoj su autori, slicno nasem istraziva-
nju, koristili tri parametra za analizu veli¢ine glomerula. Moore i saradnici (1993) su pratili
promene veli¢ine glomerula kod dece starosti do 16. godine. Area, perimetar i maksimalni
glomerularni dijametar odredivani su primenom kompijuterski asistirane morfometrije. Njiho-

vi rezultati su pokazali da kod dece rodene u terminu, tokom prve godine zivota, prose¢na
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area glomerula iznosi 7934 pm?, prose¢an perimetar 362 pm i maksimalni glomerularni dija-
metar 112 pm.

Proucavanje arealne gustine bubreznih korpuskula ili samo glomerula je najpragmatic-
niji pristup za procenu broja nefrona. Poprecni preseci korpuskula/glomerula uo€eni na histo-
loSkim presecima se broje i zatim izrazavaju kao korpuskularni/glomerularni broj po jedinici
povrsine preseka. Ipak, broj preseka korpuskula na histoloSkom preseku zavisi ne samo od
broja prisutnih korpuskula, ve¢ i od njihove veli¢ine i oblika (Bertram, 1995; Nyengaard,
1999). Uprkos ¢injenici da je numericka arealna gustina moze biti informativna u odredenim
uslovima, ona je retko primenjivana u bazi¢nim istrazivanjima bubreznog razvoja. Almeida i
Mandarim-de-Lacerda (2002) su medu prvima kvantifikovali nefrogenezu u humanom bub-
regu. Njihova stereoloSka studija ukljucila je malu grupu fetusa ¢ija se GS kretala u rasponu
od 8 do 30 nedelja. Uzorci su bili rasporedeni u dve starosne grupe koje su odgovarale dru-
gom i treCem trimestru. Kroz vrednosti tri parametra, volumenske gustine, povrSinske gustine
1 numericke arealne gustine analiziran je odnos razvojnih oblika nefrona. Utvrdeno je sma-
njenje numericke arealne gustine nefrona u stadijumu zareza i S-oblika koji su bili prisutni u
nefrogenoj zoni od drugog do treceg trimestra. Istovremeno, postojao je porast numericke
arealne gustine vaskularizovanih glomerula koji su bili lokalizovani nize u korteksu za vise od
80%. Mi smo pokusali preciznije da kvantifikujemo promene u numeric¢koj arealnoj gustini
bubreznih korpuskula koriste¢i vec¢i broj uzoraka, tipi¢no rasporedenih u gestacijske periode
koji odgovaraju lunarnim mesecima. Tako smo utvrdili statisticki znacajno povecanje
numericke arealne gustine bubreznih korpuskula sve do perioda od 21-24 nedelje i nakon toga
znacajno smanjenje do perioda od 36-40 nedelja. S obzirom da je nefrogeneza aktivna sve do
GS u rasponu od 32. do 36. nedelje, smanjenje numericke arealne gustine bubreznih korpus-
kula moZe se objasniti promenom odnosa korpuskularne i tubularne porcije nefrona u kor-
teksu u korist tubularne porcije (Dakovic Bjelakovic i sar., 2018). Kona¢no, u poslednjim
nedeljama gestacije, na vrednosti numericke arealne gustine bubreznih korpuskula/glomerula
moze da utie i signifikantno povecanje njihove veli¢ine koje je dokazano u ovom istrazi-
vanju.

Na razumevanje morfoloskih karakteristika razvoja nefrona kod ljudi i pojedina¢no
njegovih strukturnih segmenata u velikoj meri su doprinele anatomska mikrodisekcijska
istrazivanja Edith Potter i Vitoon Osathanondh-a sprovedene sredinom 60-tih godina proslog
veka (Osathanondh i Potter; 1963; Potter, 1965; Osathanondh i Potter; 1966; Osathanondh i
Potter, 1966, Potter i Osathanondh, 1966). Kasnije su i drugi autori bazirali svoja istrazivanja
na ovim odnosima (Saxén i Sariola, 1987; Song i sar., 2012; Minuth, 2019; Minuth, 2020;
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Minuth, 2021; Faa i sar., 2012). Ipak, samo jedna studija je kvantifikovala razvoj bubreznih
tubula u korteksu bubrega humanih fetusa i prikazala postepen rast njihove volemenske gus-
tine (Dakovi¢-Bjelakovi¢ i sar., 2005). Sliéno tome, mi smo dokazali trend rasta proseéne aree
1 numericke arealne gustine bubreznih tubula tokom celog ispitivanog perioda razvoja, uz
statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju sa GS. Medutim, zabeleZen je razliCit stepen promene
ovih parametara u pojedinim gestacijskim periodima. Rezultati morfometrijske analize sumi-
rani u nasoj studiji pokazali su da period postepenog opadanja vrednosti proseéne arcalne
gustine bubreznih korpuskula pocinje nakon perioda signifikantnog porasta arealne gustine
bubreznih tubula i nastavlja se dalje do termina. Smanjenje vrednosti prose¢ne numericke are-
alne gustine bubreznih korpuskula moze biti povezano kako sa pove¢anjem bubreznih korpus-
kula tako i rastom kortikalnih segmenata tubularne porcije nefrona.

Osathanondh i Potter (1966) su na osnovu rezultata svojih istrazivanja podelili razvoj
nefrona u tri karakteristicna perioda. Prvi period zapocinje separacijom grupe mezenhimnih
¢elija od metanefrosnog blastema koje u narednim fazama diferencijacije formiraju epitelne
vezikule, zapeta- i S-oblike i zavrSava se kada se uspostavi komunikacija izmedu tubularne
porcije razvijaju¢eg nefrona i ampule sabirnog tubula. Drugi period se karakteriSe diferen-
cijacijom tubularne porcije nefrona u segmente. Treci period razvoja nefrona traje dok Henle-
ova petlja ne dostigne svoju punu duzinu i vijugavi tubuli svoju maksimalnu izvijuganost.
Hinchliffe i saradnici (1991) su predlozili tri uzastopna perioda u razvoju humanog bubrega.
Populacioni period traje od 15. do 25. nedelje gestacije i dominantno se karakteriSe formira-
njem novih generacija nefrona i progresivno ve¢im prisustvom nezrelih kortikalnih struktura.
Period stagnacije traje od 25. do 36. nedelje. Tokom ovog perioda efekat formiranja novih,
nezrelih nefriona je uravnoteZzen povecanjem rasta kortikalnih segmanata nefrona. Treci
period je period rasta, koji traje od 36. do 40. nedelje. Ovaj period se dominantno karakterisSe
rastom kortikalnih segmenata nefrona u odnosu na indukciju nefrona koja je ve¢ dostigla
plato. Period stagnacije i period rasta poklapaju se sa Potter-ovim drugim i tre¢im periodom
razvoja nefrona, mada se promene u obrascu bubreznog rasta deSavaju nesto kasnije, izmedu
25. i 36. nedelje gestacije. U skladu sa prethodnim studijama, utvrdili smo zna¢ajno povecanje
numericke arealne gustine bubreznih korpuskula i tubula do perioda od 21-24 nedelja Sto
odgovara (populacioni period). Nakon toga, numericka arealna gustina bubreznih korpuskula
je opadala do perioda od 33-36 nedelja, dok je istovremeno numeri¢ka arealna gustina
bubteZnih tubula odrzavala relativno konstantno (period stagnacije). Nasi rezultati su pokazali

da se period od 37-40 nedelje karakteriSe znacajnim povecanjem prosecne aree bubreznih
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korpuskula uz smanjenje njihove numericke arealne gustine i znacajnim porastom prosecne
arealne gustine bubreznih tubula (period rasta).

Nasa studija omogucila je da se prikazu novi morfoloski podaci vezani za normalan
rast i razvoj bubrega u odnosu na GS. Uspostavljanje normalnih imunohistohemijskih i mor-
fometrijskih parametara za procenu nefrogeneze i stadijuma zrelosti bubrega, mogu da pos-
luze za poredenje sa obdukcijskim materijalom bubrega kod kojih postoji sumnja na patoloske

promene u ispitivanim oblastima bubreZznog tkiva i povecaju dijagnosti¢ku preciznost.
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7. ZARLJUCCT

Na osnovu dobijenih rezultata u ovom istrazivanju moze se zakljuditi sledece:

e Mikroanatomske karakteristike bubrega coveka tokom razvoja znacajno se razlikuju
zavisno od GS. Fetalni bubrezi pokazuju prostorni i vremenski gradijent razvoja i
diferencijacije sa prolaznim stadijumima novoformiranih nefrona koji se razvijaju u
perifernoj nefrogenoj zoni i nefronima koji sazrevaju u susednoj zoni maturacije. U unu-
traSnjem delu korteksa, nefroni uspostavljaju morfoloske karakteristike definitivnih

nefrona.

e Nefrogena zona prisutna je u svim starosnim grupama kod kojih je nefrogeneza u toku,
najkasnije do 36. nedelje gestacije. Indukcija nefrona odvija se na vrhu ampule sabirnog
tubula. Nefroni se postepeno oblikuju u bliskom odnosu sa sabirnim tubulom.

e Tokom razvoja menja se odnos izmedu elemenata parenhima i strome, kao 1 odnos
izmedu korpuskularne i tubularne porcije nefrona. Razvoj medularnih struktura pocinje

kasnije u odnosu na korteks, znac¢ajno nakon perioda od 17-20 nedelja gestacije.

e Nuklearni protein Ki-67 i apoptoza regulatorni proteini, Bcl-2 i Bax, eksprimiraju se
razli¢itim intenzitetom u ¢elijskim populacijama bubrega tokom razvoja. Stepen imuno-
ekspresije proporcionalan je stadijumima nefrogeneze i GS. Imunoekspresija se menja
paralelno sa talasima novoformiranih nefrona, njihovom ekspanzijom prema dubljim

delovima korteksa i terminalnom diferencijacijom dokazuju¢i ulogu u morfogenezi.

e Proliferativni kapacitet ¢elija, procenjen ekspresijom Ki-67 markera, jako je veliki u
strukturnim komponentama nefrogene zone. U metanefrosnom mezenhimu, neindukova-
nom i indukovanom, i sabirnim tubulima prisutne su brojne ¢elije koje eksprimiraju Ki-
67. Gustina imunopozitivnih ¢elija najveca je u ranim stadijumima novoformiranih nefro-

na, od pretubularnih agregata do ranih S-formi.
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Paralelno sa razvojem glomerula, diferencijacijom i maturacijom nefrona u dubljim
delovima korteksa postoji kontinuirani trend smanjenja proliferativnog kapaciteta celija
razliCitog intenziteta u pojedinim segmentima nefrona. Broj Ki-67 imunopozitivnih ¢elija
opada brZe u bubreznim korpuskulima u odnosu na tubule. Veci broj epitelnih ¢elija koje

eksprimiraju Ki-67 marker prisutan je u okolnim tubulima.

Jaka imunoekspresija antiapoptotskog markera Bcl-2 rasprostranjena je u indukovanim
nefrogenim progenitornim ¢elijama i1 u ranim stadijumima novoformiranih nefrona od
pretubularnih agregata do zapeta-oblika. U proksimalnom segmentu S-forme i nefronima
koji sazrevaju dublje u korteksu jaka ekspresija prisutna je u ¢elijama parijetalnog lista
Boumanove kapsule i sloju primitivnih podocita. Epitelne ¢elije tubularnih segmenata

progresivno slabije eksprimiraju Bcl-2. Sabirni tubuli nisu imunoreaktivni za Bcl-2.

U dobro vaskularizovanim i diferentovanim bubreznim korpuskulima, Bcl-2 se ekspri-
mira samo u epitelnim ¢elijama parijetalnog sloja Boumanove kapsule. Umerena do slaba
imunoekspresija prisutna je u epitelnim ¢elijma proksimalnih tubula i jaka do umerena

imunoekspresija u ¢elijama distalnih tubulia.

Proapoptotski marker Bax slabo se eksprimira u pojedinacnim c¢elijama nepravilno
rasutim kroz metanefrosni mezenhim, sabirne tubule, pretubularne agregate, vezikule,
zapeta-oblike i kroz sve segmente S-forme. U nefronima koji sazrevaju dublje u kortek-
su, samo nekoliko ¢elija unutar glomerularnog kapilarnog klubeta i okolnim tubulima

slabo eksprimiraju Bax.

U diferentovanim nefronima rasporedenim u unutraSnjem delu korteksa, Bax se jace

eksprimira samo u proksimalnim i distalnim tubulima.

Nefrogena zona se tokom vremena postepeno istanjuje i razreduje usled iscrpljivanja
nefrogenih prekursora. Njena Sirina opada statisticki znacajno u periodima od 21-24, 25-

28 i 32-36 nedelje i korelira jakom negativnom korelacijom sa GS.

Nastavljajuci stadijum S-forme, nefroni napustaju nefrogenu zonu i spustaju se dublje u
korteks gde postepeno sazrevaju. Broj generacija morfoloski uoblicenih glomerula raste
statisti¢ki znacajno u periodima od 17-20, 21-24, 25-28 i 29-32 nedelje uz jaku pozitivnu
korelaciju sa GS.
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e Proporcionalno sa GS, talasima novoformiranih nefrona i terminalnom diferencijacijom

korpuskularne i tubularne porcije, debljina korteksa kontinuirano raste. Statisti¢ki zna-

¢ajno povecanje utvrdeno je u periodima od 21-24 i 25-26 nedelje. Debljina bubreznog

korteksa korelira jakom pozitivnom korelacijom sa GS.

e Parametri veli¢ine bubreznih korpuskula, prosec¢na area, perimetar i Feretov dijametar,

postepeno opadaju do perioda od 29-32 nedelje gestacije, nakon Cega sledi znacajan

porast do perioda od 37-40 nedelje. Svi parametri veli¢ine bubreznih korpuskula koreli-

raju slabom negativnom korelacijom sa GS.

e Numericka arealna gustina bubreznih korpuskula raste kontinuirano do perioda od 21-24

nedelje gestacije i zatim opada do termina, uz umerenu negativnu korelaciju sa GS.

e Prose¢na area bubreznih tubula pokazuje tendenciju blagog opadanja do perioda od 21-

24 nedelje i nakon toga znacajno raste do termina. Area bubreznih tubula korelira ume-

renom pozitivnom korelacijom sa GS.

e Numeri¢ka arealna gustina bubreznih tubula znacajno raste do perioda od 21-24 nedelje,

odrzava se relativno konstantno do perioda od 33-36 nedelje i ponovo znacajno raste do

termina, uz jaku pozitivnu korelaciju sa GS.

e U periodima eksponencijalnog povecanja broja nefrona, mladi i manji korpuskuli prido-

daju se korteksu §to za posledicu ima rast prosecnih vrednosti numericke arealne gustine

bubreznih korpuskula i smanjenje prosenih vrednosti parametara veli¢ine. Duzina bub-

reznih tubula kontiuirano raste do termina. Odnos izmedu korpuskularne i tubularne

porcije se menja sa porastom GS u korist bubreznih tubula Sto je prepoznatljivo kroz

prizmu relativnog smanjenja numericke arealne gustine bubreznih korpuskula nakon

perioda zna¢ajnog povecanja numericke arealne gustine bubreznih tubula.
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