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1. UvOD

1. UVOD
1.1. Bubrezno tkivo

Bubrege, zajedno s mokracovodom, mokraénim mjehurom te mokra¢nom cijevi,
ubrajamo u mokracni sustav. Mokracni sustav sudjeluje u odrzavanju homeostaze, buduéi da
uz pomoc¢ filtracije, aktivne i pasivne apsorpcije i sekrecije stvara mokra¢u kojom se uklanjaju
otpadni proizvodi organizma. U 24 sata nastaje oko 1500 mL mokrac¢e. Osim $to bubrezi
reguliraju ravnotezu tjelesnih tekucina i elektrolita, izlucuju renin koji sudjeluje u odrzavanju

krvnog tlaka te eritropoetin, ¢imbenik rasta eritrocita (1).

Svaki bubreg na konkavnoj, medijalnoj strani ima hilus kroz koji ulaze Zivci, ulaze i
izlaze krvne limfne Zile te izlazi mokracovod, dok se na lateralnoj strani nalazi konveksna
povrsina. Gornji dio mokra¢ovoda naziva se bubrezna nakapnica. Histoloski se bubreg sastoji
od kore i srzi, dok je glavna funkcionalna jedinica bubrega nefron (u jednom bubregu ima ih
izmedu jednog i Cetiriju milijuna). Nefron se sastoji od bubreznog tjelesca, proksimalnog
zavijenog kanalica, tankog i debelog kraka Henleove petlje, distalnog zavijenog kanalica te

sabirnih cjev¢ica i cijevi (1).

Bubrezno tjelesce, promjera oko 200 pm, sastoji se od klupka krvnih kapilara,
glomerula, okruzenog dvostrukom ovojnicom nazvanom glomerularna (Bowmanova) ¢ahura.
Unutrasnji (visceralni) list ¢ahure obavija kapilare glomerula, dok vanjski (parijetalni) list ¢ini
vanjsku granicu bubreznog tjelesca, a ta dva lista omeduju mokraéni, tj. interkapsularni,
prostor u koji ulazi filtrat plazme glomerularnih kapilara sli¢an krvnoj plazmi, s tim da gotovo

uopce ne sadrzi bjelancevine (1).

Epitel parijetalnog lista ¢ini jednoslojni plocasti epitel s bazalnom laminom i tankim
slojem retikulinskih vlakana. Izmedu endotelnih stanica kapilara glomerula i podocita, stanica
unutra$njeg lista, nalazi se bazalna membrana koja odjeljuje mokra¢ni prostor od krvi u
kapilarama. Razlikuje se elektronski gusti sloj (lamina densa) sa svake strane omeden

svjetlijim slojem (lamina rara) (1).

Stanice kubi¢nog ili cilindricnog epitela proksimalnog zavijenog kanali¢a posjeduju
brojne mikrovile koje ¢ine Cetkastu prevlaku, dok izmedu polazista mikrovila pronalazimo
pinocitotske mjehurice koji sadrze makromolekule koje su prosle filtracijsku barijeru.
Proksimalni kanali¢ apsorbira iz filtrata svu glukozu i aminokiseline te oko 85 % natrijeva

klorida i vode te izluCuje kreatinin iz plazme u filtrat (tubularna sekrecija) (1).



1. UvOD

Henleova petlja u obliku slova U sudjeluje u zadrzavanju vode u organizmu, a sastoji
se od tankog i debelog dijela silaznog kraka te tankog i debelog dijela uzlaznog kraka.
Kortikalni nefroni imaju vrlo kratke tanke silazne dijelove i nemaju tankih uzlaznih dijelova,
dok su jukstamedularni nefroni smjesteni blizu kortikomedularne granice te su vazni za

stvaranje hipertoni¢ne mokrace (1).

Debeli krak Henleove petlje prelazi u koru i nastavlja se u distalni zavijeni kanalic,
oblozen kubi¢nim epitelom. Od proksimalnog kanali¢a razlikuje se po tome §to ne sadrzi
Cetkastu prevlaku ni apikalne kanali¢e, stanice su manje i imaju svjetliju citoplazmu. U
distalnom se kanali¢u vr$i izmjena iona uz prisutnost aldosterona te se apsorbira natrij, a
izlucuje kalij. Macula densa je promijenjeni odsjecak stijenke distalnog kanali¢a u kojem se
umjesto kubi¢nih stanica nalaze cilindri¢ne, a stanice macule dense stvaraju signale koji

pomazu pri oslobadanju renina u krvotok (1).

Jukstaglomerularne stanice, odnosno promijenjene glatke misi¢ne stanice tunike
medije dovodne arteriole, izluCuju tvari koje sudjeluju u odrzavanju krvnog tlaka. Macula
densa distalnog kanali¢a, dio dovodne arteriole koji sadrzava jukstaglomerularne stanice i
svijetlo obojene ekstaglomerularne mezangijske stanice (lacis stanice) ¢ine jukstaglomerularni
aparat. Jukstaglomerularne stanice izlu¢uju renin koji djeluje na angiotenzinogen te tako

nastaje angiotenzin I, odnosno angiotenzin 11 (1).

Dalje mokraca ulazi u male sabirne cjevcice obloZene kubi¢nim epitelom koji putem
do srzi prelazi u cilindri¢ni epitel. Glavna je uloga odvodnih kanala u srzi koncentriranje
mokrace. Epitel sabirnih cijevi djeluje pod utjecajem arginin vazopresina ili antidiuretskog
hormona. U slu¢aju manjka vode u organizmu izluCuje se antidiuretski hormon, a epitel
sabirnih cijevi postaje propustan za vodu te se apsorbiranjem iz glomerularnog filtrata voda

zadrzava u organizmu (1).

Svaki bubreg dobiva krv iz bubrezne arterije. Njezini ogranci u hilusu Stvaraju arterije
koje se granaju. Od njih odlaze dovodne arteriole koje dovode krv u kapilare glomerula i
obrnuto: iz njih krv odlazi u odvodne arteriole koje Cine peritubularnu mrezu koja opskrbljuje

krvlju proksimalni i distalni kanali¢ (1).

Intersticij bubrega zauzima malen volumen u kori, a veéi u srzi. To je prostor izmedu

mokraénih kanali¢a te krvnih 1 limfnih zila. Hormoni, kao Sto je aldosteron, povecavaju
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upijanje natrija iz filtrata u distalnom kanali¢u i smanjuju gubitak natrija mokra¢om te su bitni

za odrzavanje ravnoteze elektrolita u tijelu (1).
1.2. Obitelj Tff proteina

U obitelj trefoil faktor proteina (engl. Trefoil Factor Family, Tff) ubrajamo male
proteine Tffl, Tff2 i Tff3, a njihovi geni nalaze se na dugom kraku 21. kromosoma u
genomskoj regiji 21.922.3 (2, 3). Zbog smjestaja gena te obitelji proteina istrazivano je postoji
li veza izmedu navedenih proteina i Downovog sindroma, no takva veza nije uo¢ena (4). U
pocetku su se Tff proteini istrazivali u probavnom sustavu jer ih luce vréaste stanice sluznice
probavne cijevi, a kasnije se utvrdilo da se nalaze i u drugim epitelnim stanicama koje luce
mucine, kao npr. u respiracijskom epitelu, dijelovima zlijezda slinovnica, ali i u bubreznim
kanali¢ima te nekim neuronima sredi$njeg zivéanog sustava (5,6). U probavnom sustavu Tff
proteini utjeCu na viskoznost sluzi na povrsini sluznice, npr. Tff2 protein nakon intravenske
primjene visestruko povecava viskoznost sluzi u zelucu (7, 8). Takoder, Tff proteini pomazu u
zastiti i obnovi epitela ukoliko je doslo do ozljede sluznica. Tffl, Tff2 i Tff3 razli¢ito su
izrazeni u razli¢itim tkivima: dok su Tffl i Tff2 veoma izraZeni u sluznici Zeluca, Tff3 je
izrazen slabo. Medutim, Tff3 protein veoma je izraZzen u vrastim stanicama crijeva, za
razliku od Tffl i Tff2 koji su izrazeni slabo ili uopce nisu prisutni (9). Kod zdravih ljudi sva
tri proteina pronalaze se u serumu, slini, urinu, amnionskoj i sjemenoj tekucini te u sekretima
cerviksa, dok je u serumu trudnica koncentracija navedenih triju proteina izrazito povisena
(10).

1.3. Tff3 protein u fizioloskim i patoloskim procesima

Tff3 protein prvenstveno nalazimo u tankom i debelom crijevu, a vaZzan je za
obnavljanje sluznica. Sukladno tome, nedostatak navedenog proteina izaziva otezano
zacjeljivanje rana, kao i oste¢enja na sluznicama tih dijelova probavne cijevi. Osim toga, Tff3
protein djeluje i na druge organe probavnog sustava, kao na primjer na zeludac. Razina Tff3
proteina dobar je biomarker za pracenje raka zeluca, S$toviSe, navodi se da je bolji od
pepsinogenskog testa. Kombinacijom testiranja serumskog pepsinogena i Tff3 proteina moze

se poboljsati probir na karcinom Zeluca i njegovu klasifikaciju u populaciji (11).

Tff3 protein nalazimo i u zdravoj gusteraci, u Langerhansovim oto¢i¢ima, a dokazano

je da inzulin i glukagon utje¢u na razinu Tff3 proteina. Pacijenti s dijabetesom tipa | imaju
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snizene vrijednosti Tff3 proteina u serumu, a terapija inzulinom smanjuje razinu glukoze u

krvi te povecava razinu Tff3 proteina u serumu (12, 13).

Respiracijski epitel takoder sadrzava Tff3 protein koji se luci u sluz, a povisene razine
uocene su kod bolesnika s upaljenom sluznicom u alergijskim bolestima disnog sustava, kao i

kod onih koji boluju od karcinoma pluéa (14, 15).

PoviSene vrijednosti Tff3 proteina povezana su s loSom prognozom u pacijenata
oboljelih od karcinoma dojke. Poticanjem njegove ekspresije olakSava se napredovanje i
metastaziranje tumora dojke. Suprotno tomu, smanjivanjem ili blokiranjem njegove ekspresije
dolazi do boljeg odgovora na terapiju te se rast tumora usporava. Slijedom navedenog, neki su
istrazivaci zakljucili da je Tff3 onkogen (16, 17).

ZnaCajna ekspresija Tff3 proteina zabiljezena je u hipokampusu, temporalnom
korteksu i cerebelumu, dok prema nedavnim istrazivanjima spomenuti protein olaksava
ucenje, prepoznavanje predmeta i zadrzavanje pamcenja. Stoga se istrazuje i njegova uloga u

zivéanom sustavu (18, 19).

Kad je rije¢ o mokraénom sustavu, najveca je ekspresija Tff3 proteina u bubregu pa se
pretpostavlja da Tff3 protein pomaze u procesu oporavka ostecenja epitela bubreznih kanalica
sve do starije Zivotne dobi, u kojoj se njegova ekspresija smanjuje (20, 21). U istrazivanjima
je promatrana i povezanost izmedu rizika od smrtnosti od karcinoma s povisenim razinama
Tff3 u urinu. Patoloska ekspresija uocena je u nekoliko karcinoma, ukljucujuéi karcinom

endometrija i adenokarcinom prostate, rak Zeluca i nekoliko podtipova raka pluca (22).
1.4. Uloga Tff3 proteina u mokra¢nom sustavu

U kulturi stanica bubreznog karcinoma Tff3 proteini poticu invazivnost malignih
stanica (23). Kroni¢na bolest bubrega ima za posljedicu znatno povisenje razine Tff3 proteina
u urinu i krvi. Novija istrazivanja analize mokra¢nih biomarkera, kao S$to su ol-
mikroglobulini, KIM-1 i Tff3 protein, pokazala su da je razina Tff3 proteina snazno povezana
sa smrtno$¢u od bubreznih bolesti te da je razina Tff3 proteina u urinu visa kod osoba s

dijabetesom, crne rase i osoba koje koriste antihipertenzivne lijekove (24, 25).
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2. HIPOTEZA

HistomorfoloSka obiljezja bubrega miSeva s isklju¢enim genom Tff3 razlikuju se od

miSeva divljeg tipa.
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3. CILJEVI
Ciljevi su ovog istrazivanja:

1) usporediti povrSinu presjeka glomerula miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom

Tff3,
2) usporediti promjer kanali¢a kod miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3 te

3) usporediti visinu epitela i promjer lumena kanalica miSeva divljeg tipa i miSeva s

isklju¢enim genom Tff3.
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4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao presje¢na studija U kojoj su koristeni misji bubrezi iz
arhive Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Uzorci su uzeti
u sklopu projekta MZOS ,,Uloga malih zastitnih TFF proteina u zdravlju i bolesti* (§ifra 219-
0982914-2179, voditeljica prof. dr. sc. Mirela Baus Loncar), koji je dobio odobrenje
nadleznog etickog povjerenstva. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (Klasa: 602-04/20-
08/07).

4.2. Materijal

Za istrazivanje su koristeni bubrezi miseva divljeg tipa te miSeva s isklju¢enim Tff3
genom starih Sest mjeseci. KoriSteni su uzorci pet zivotinja po skupini (ukupno deset miseva).
Misevi su uzgojeni u vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku i zrtvovani u sklopu prethodno
navedenog projekta te su uzorci organa fiksirani 4-postotnim paraformaldehidom, uklopljeni u

parafin te pohranjeni u arhivu Zavoda.

4.3. Metode

Fiksirani mi$ji bubrezi uklopljeni u parafinske blokove izrezani su na rotacijskom
mikrotomu CUT 4060 marke Slee (Mainz, Njemacka). Rezovi su bili debljine 5-6 pum. Nakon
toga rezovi su naneseni na predmetna stakalca i obojani metodom PAS (perjodna kiselina i
Schiff-ov reagens, engl. Periodic Acid Shiff reaction), nakon ¢ega su analizirani na temelju

histomorfoloske grade i parametara.

Protokol PAS metode bojenja

Otopine za bojenje metodom PAS:

1. 0,5 %-tna vodena otopina perjodne kiseline
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a) otopiti 0,5 g perjodne kiseline u 100 mL destilirane vode.
2. Schiff-ov reagens:

a) otopiti 1,0 g bazi¢nog fuksina (pararosalina) u 200 mL vruce destilirane vode,

b) ohladiti na 50 °C i dodati 20 ml u 36,5 g HCI (hladiti dalje i dodati 1 g Na-
metabisulfita),

c) spremiti u hladnjak na tamno mjesto na 48 sati, dok otopina ne dobije Zuto-slamnatu
boju,

d) dodati 5 g aktivnog drvenog ugljena, mijesati i filtrirati nekoliko puta dok otopina ne

bude bistra.
- bistri filtrat je Shiff-ov reagens
- Cuvati u tamnoj boci u hladnjaku

Postupak bojenja metodom PAS:

1. Deparafinirati rezove te ih provesti kroz alkohole do destilirane vode,
2. Postaviti ih u 0.5 %-tnu vodenu otopinu perjodne Kiseline - 5 min,

3. Dobro isprati nekoliko puta u destiliranoj vodi,

4. Postaviti ih u Shiff-ov reagens - 15 minuta,

5. Isprati u tekucoj, mlakoj vodi - 5-10 minuta,

6. Bojiti jezgre Mayer-ovim haematoksilinom,

7. Isprati u tekucoj vodi,

8. Uroniti u apsolutni alkohol Xylol i staviti Canada balsam.

Digitalne fotografije kore i srzi misjih bubrega fotografirane su digitalnim
fotoaparatom marke Olympus® (model C-5050) (Olympus, Tokyo, Japan), spojenim na
mikroskop marke Olympus® (model BX-50) uz pomo¢ racunalnog programa QuickPHOTO
Pro (Promicra s.r.o, Prag, Republika Ceska). Fotografije preparata obojenih PAS metodom

obradene su uz pomo¢ racunalnog programa FIJI (FIJI is Just Imagel) (26). Uz pomo¢
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navedenog programa izmjereni su povrSina presjeka glomerula, promjer proksimalnih,

distalnih i sabirnih kanali¢a, visina epitela te Sirina lumena kanalica.

Od svakog preparata fotografirano je pet fotografija kore bubrega te tri fotografije srzi
bubrega. Iznimka je jedna zivotinja kojoj nije bilo moguce fotografirati srz zbog nekakve
tvorevine na njezinu uzorku. Na svakoj fotografiji izvrSena su mjerenja zadanih struktura te je
iz tih vrijednosti za svaki uzorak izraunata aritmeti¢ka sredina za svaku izmjerenu strukturu

kako bi se dobile prosjecne vrijednosti koje su koriStene u statistickoj analizi.

4.4, StatistiCke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numericki podatci opisani su artimeticCkom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim slucajevima medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Razlike izmedu skupina testirane su Mann-Whitney U testom za
nezavisne uzorke. Razina znacajnosti postavljena je na «=0,05. Sve su P-vrijednosti
dvostrane. Za statisticku analizu koriSten je program MedCalc Statistical Software, verzija
19.2.6. (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2020).
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U svrhu izrade ovog rada koristeno je pet uzoraka bubrega miseva s isklju¢enim Tff3
genom i pet uzoraka bubrega miseva divljeg tipa. Usporedivani Su povrSina presjeka
glomerula, promjer kanali¢a, visina epitela i promjer lumena kanali¢ca u objema skupinama
uzoraka. Bojenjem metodom PAS ugljikohidrati su se obojili ljubi¢astom, citoplazma raznim
oblicima ruzicaste, a jezgra plavom bojom. Morfoloskim pregledom preparata nisu uocene
vece razlike u gradi glomerula niti kanali¢a kore i srzi izmedu ispitivanih skupina. Pronadeno

je normalno tkivo kore i srzi bubrega. Slike 1 1 2 prikazuju preparate kore bubrega, a Slika 3

preparat srzi bubrega. Na slikama su oznacene strukture mjerene u ovom istrazivanju.

Slika 1. Kora bubrega misa divljeg tipa u kojoj se vidi glomerul (G) kojemu su izmjereni
povrsina i proksimalni kanali¢i (PK), a u kojima su mjereni promjer (P), visina epitela (E) i

Sirina lumena (L). Mjerilo: 60 um (fotografirala autorica).

10



5. REZULTATI

Slika 2. Kora bubrega misa s isklju¢enim Tff3 genom u kojoj se vidi glomerul (G) kojemu su
izmjereni povrSina i distalni kanali¢i (DK), a njima promjer (P), visina epitela (E) i Sirina

lumena (L); mjerilo: 60 um (fotografirala autorica).

11
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Slika 3. SrZz bubrega misa s isklju¢enim Tff3 genom u kojoj se vidi sabirni kanali¢ (SK) u
kojem su izmjereni promjer (P), visina epitela (E) te Sirina lumena (L); mjerilo: 60 um

(fotografirala autorica).

12
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U Tablici 1 i 2 prikazani su rezultati mjerenja zadanih struktura u kori, odnosno srzi

bubrega, kori i srzi miSeva divljeg tipa te miSeva s iskljuc¢enim Tff3 genom (u obliku medijana

I interkvartilnog raspona).

Tablica 1. Rezultati mjerenja u kori u miseva divljeg tipa i miSeva s iskljuenim

genom Tff3
KORA Medijan (interkvartilni raspon) pP*
Mjerena vrijednost Misevi divljeg tipa MisSevi s isklju¢enim genom Tff3
Povrsina glomerula (um?) 3331,56 (2100,30 - 3779,67 (2609,91 - 3992,60) P>0,95

5255,77)

Promjer proksimalnog 29,75 (29,42 - 35,22) 39,32 (37,23 - 40,15) P =0,03
kanali¢a (um)
Visina epitela proksimalnog 12,20 (11,23 - 13,70) 13,77 (13,27 - 15,1) P=0,15
kanalic¢a (um)
Sirina lumena proksimalnog 3,95 (3,67 - 4,24) 5,35 (4,31 - 6,43) P =0,03
kanalic¢a (um)
Promjer distalnog kanali¢a 26,73 (25,03 - 29,49) 25,63 (23,27 - 28,95) P=0,84
(Hm)
Visina epitela distalnog 10,41 (9,17 - 10,60) 10,33 (9,12 - 11,07) P >0,95
kanali¢a (um)
Sirina lumena distalnog 6,28 (4,64 - 7,17) 5,41 (5,21 -7,20) P> 0,95

kanali¢a (um)

*Mann-Whitney U test

Vrijednosti promjera proksimalnog kanali¢a te S$irine njegova lumena znacajno su se

razlikovale, s tim da su miSevi s isklju¢enim Tff3 genom imali vec¢i promjer proksimalnog

kanali¢a i $irinu lumena nego miSevi divljeg tipa. Za vrijednosti povrSine glomerula, visine

epitela proksimalnog kanalic¢a, promjera, visine epitela i Sirine lumena distalnog kanali¢a nije

uocena statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina.
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Tablica 2. Vrijednosti izmjerenih parametara u srzi u miSeva divljeg tipa i miSeva s

isklju¢enim genom Tff3 zaokruzene na dvije decimale

SRZ Medijan (interkvartilni raspon) pP*
Mjerena vrijednost Misevi divljeg tipa Misevi s isklju¢enim genom Tff3

Promjer sabirnog 26,02 (23,88 - 27,77) 24,09 (23,65 - 25,03) P=0,29
kanalic¢a (um)

Visina epitela sabirnog 8,38 (7,48 - 9,23) 8,46 (7,48 - 8,79) P=0,73
kanalic¢a (um)

Sirina lumena sabirnog 8,31 (7,93 - 9,60) 7,93 (7,36 - 8,63) P =0,56

kanali¢a (um)

*Mann-Whitney U test

Nije uocCena statistiCki znacajna razlika promjera sabirnog kanali¢a, visine njegova epitela te

Sirine lumena izmedu ispitivanih skupina.
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Svrha ovoga istrazivanja bila je usporediti histomorfolosku gradu bubrega miSeva s
isklju¢enim Tff3 genom i miseva divljeg tipa te ispitati postoje li razlike izmedu ispitivanih
skupina. lako su do sad poznate uloge Tff proteina u mokraénom sustavu potaknule brojna
istrazivanja u tom podrucju, do sada nije istrazivan utjecaj nedostatka Tff3 proteina na
histomorfologiju bubrega. S obzirom da je od cijele obitelji Tff proteina Tff3 protein najvise
izrazen u bubregu i bubreznim kanali¢ima, 0sobito u proksimalnim i distalnim kanali¢ima te
sabirnim cjevCicama kore, za ovo istrazivanje odabrani su miSevi kojima je iskljucen gen za

taj protein. (20, 21).

U ovom istrazivanju uocena je statisticki znacajna razlika u rezultatima mjerenja dviju
od deset mjerenih struktura — promjer proksimalnog kanali¢a te $irina lumena proksimalnog
kanali¢a. Obje vrijednosti bile su povecane u miSeva s isklju¢enim genom Tff3. Takoder,
visina epitela proksimalnog kanali¢a bila je visa u toj skupini, iako ne statisti¢ki znac¢ajno.
Ukupno gledano, sve mjere proksimalnog zavijenog kanali¢a bile su povecane u miseva s
isklju¢enim genom Tff3. U tom kontekstu zanimljivo je da je upravo proksimalni kanalié

jedno od glavnih mjesta ekspresije Tff3 proteina u bubregu.

Neka patoloska stanja i bolesti uzrokuju hipertrofiju odredenih dijelova nefrona
bubrega. Na primjer, u jednom istraZivanju zabiljeZeni su povecani glomeruli, proSireni
mokraéni prostor, povecana povrSina presjeka proksimalnog zavijenog kanali¢a te njegovog
lumena u pretilih bolesnika s proteinurijom, a autori smatraju da su te promjene ukljuc¢ene u
patogenezu bubrezne bolesti povezane s pretilos¢u (27). Opisana je povezanost Tff3 proteina i
metabolizma glukoze, a u zivotinjskih modela pretilosti smanjena je ekspresija Tff3 gena u
jetri (28). Ipak, ostaje otvoreno pitanje ima li nedostatak Tff3 proteina u bubreznom tkivu
neki izravan ucinak na metabolizam koji bi mogao imati za posljedicu poveéanje

proksimalnog kanalica.

Hipertrofija bubreznog tkiva moze biti posljedica bolesti ili kirurSkog zahvata koji
rezultira smanjenjem koli¢ine bubreznog tkiva. (29). Povecani promjeri proksimalnih kanali¢a
miseva s isklju¢enim Tff3 genom mogli bi ukazivati na hipertrofiju tkiva. Kako bi potvrdili ili
opovrgnuli tu pretpostavku, potrebna su daljnja istrazivanja na bubrezima miSeva s
isklju¢enim genom Tff3, koja bi mogla ukljucivati vaganje bubrega, mjerenje ukupnog

volumena bubrega i detaljnu morfometrijsku analizu koja bi obuhvatila i udio povrSine
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pojedinih struktura (npr. proksimalnih kanali¢a) na presjeku tkiva. Istrazivanje bi trebalo
provesti i na miSevima razli¢ite starosti, budu¢i da se takve promjene na bubrezima Cesto
mijenjaju s vremenom. Isto tako, bilo bi korisno provesti pokuse koji bi ispitali utjecaj
povecanog opterecenja bubrega tekuc¢inom ili izazivanja hipertrofije farmakoloskim putem,

npr. furosemidom u miseva s isklju¢enim genom Tff3 (29).

Tff proteini sudjeluju u zacjeljivanju sluznica i koriste se kao biomarkeri u prac¢enju
raznih bolesti, pa tako i mokra¢nog sustava. Na primjer, Tff2 i Tff3 proteini dobri su
prognosticki markeri nekih upalnih stanja mokra¢nog sustava. (9, 20). Povisena razina Tff3
proteina u tkivu, serumu ili urinu povezana je s obiljezjima i tijekom raznih malignih bolesti
(17, 22). Stoga bi se mogao ispitati i utjecaj nedostatka Tff3 proteina na morfologiju i

funkciju bubrega pomocu Zivotinjskih modela bubreznih bolesti, ukljucujuéi tumore.

Iskljuc¢ivanje Tff3 gena ne dovodi do velikih promjena histomorfologije bubrega u
inac¢e zdravih miSeva, medutim, rezultati koje smo zabiljezili na proksimalnim kanali¢ima
svakako su dobra polazisna tocka za daljnja istrazivanja u skladu s gore navedenim

prijedlozima.
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Provedenim istrazivanjem dolazimo do sljedecih zakljucaka:

1) povrsina presjeka glomerula miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3 ne

razlikuje se znacajno,

2) promjer proksimalnih kanali¢a kod miseva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3

znacajno se razlikuju, dok se promjer distalnih i sabirnih kanali¢a ne razlikuju znac¢ajno,

3) promjer lumena proksimalnih kanali¢a kod miSeva divljeg tipa i miSeva s iskljuéenim
genom Tff3 znacajno se razlikuju, dok se visina epitela proksimalnih, distalnih i sabirnih

kanalic¢a te promjer lumena distalnih i sabirnih kanali¢a ne razlikuju znacajno.

17



8. SAZETAK

8. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA. Ciljevi ovog istrazivanja bili su usporedivanje povriine
presjeka glomerula, kao i usporedivanje promjera kanali¢a, visine epitela i promjera lumena
kanali¢a kod miseva divljeg tipa i miSeva s iskljucenim genom Tff3 te ispitivanje postojanja

razlika u navedenim parametrima izmedu tih dviju skupina miseva.

USTROJ STUDIJE. Istrazivanje je provedeno kao presjecna studija u kojoj su koristeni

uzorci misjih bubrega iz arhive Zavoda za histologiju i embriologiju.

MATERIJAL | METODE. Za istrazivanje su koriSteni bubrezi miSeva divljeg tipa te miSeva
s isklju¢enim Tff3 genom. Koristeni su uzorci pet zivotinja po skupini (ukupno deset miseva).
Preparati su obojeni metodom PAS (Perjodna kiselina i Schiff-ov reagens), nakon ¢ega su
analizirani na osnovi histomorfoloske grade i parametara. Mjerenja parametara izvrSena su

pomocu programa FIJI na pet fotografija kore i trima fotografijama srzi za pojedinu Zivotinju.

REZULTATI. Misevi s iskljuc¢enim Tff3 genom imali su veéi promjer proksimalnog kanalica
i Sirinu njegova lumena nego misevi divljeg tipa. Analizom ostalih vrijednosti nije uocena

znacajna razlika mjerenih vrijednosti u kori i srzi bubrega.

ZAKLJUCAK. Postoje znadajne razlike u promjeru proksimalnih kanali¢a te $irini lumena
proksimalnih kanali¢a kod miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3, za razliku
od povrsine presjeka glomerula, promjera distalnih 1 sabirnih kanali¢a te visine epitela 1 Sirine

lumena proksimalnih, distalnih te sabirnih kanalica.

KLJUCNE RIJECI: bubreg; bubrezni kanali¢i; glomerul; histologija; Tff3 protein
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HISTOMORPHOLOGICAL ANALYSIS OF KIDNEY TISSUE OF WILD-TYPE AND
TFF3 KNOCK-OUT MICE

OBJECTIVES: The objectives of this study were to compare the cross-sectional area of the
glomeruli as well to compare tubular diameter, epithelial height and tubular lumen diameter in
wild-type mice and Tff3 knock-out mice and to examine whether there are differences in

these parameters between the two groups of mice.

STUDY DESIGN: The study was done as a cross-sectional study using samples of mice

kidneys from the archives of the Department for Histology and Embryology.

MATERIAL AND METHODS: Five samples of mice kidneys of wild type and five
samples of Tff3 knock-out mice were used for this research (ten mice in total). The kidney
slides were stained by PAS (Periodic Acid Schiff reaction) after which they were analyzed on
the basis of histomorphological structure and parameters. Parameter measurements were
performed using the FIJI program on five photographs of cortex and three photographs of the

marrow for each animal.

RESULTS: Tff3 knock-out mice had a larger proximal tubule diameter and lumen width than
wild-type mice. The analysis of other values did not show a significant difference between the

measured values in the cortex and marrow of the kidney.

CONCLUSION: There are significant differences in the diameter of the proximal tubules
and the width of the lumen of the proximal tubules in wild-type mice and Tff3 knock-out
mice, unlike to the glomerular cross-sectional area, distal and collecting duct diameter,

epithelial height and lumen width of proximal, distal and collecting ducts.

KEYWORDS: kidney; renal tubules; glomerulus; histology; Tff3 protein
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