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POPIS KRATICA

Akt — protein-kinaza B

ER — endoplazmatski retikulum

ERAD - ER povezana razgradnja (engl. ER associated degradation)

KO — misevi s isklju¢enim genom Tff3 (engl. knockout)

PAS — perjodna kiselina — Schiff bojanje (engl. Periodic acid — shiff reaction)
P13K — fosfatidil-inozitol 3-kinaza

TFF — obitelj trefoil factor proteina (engl. trefoil factor family)

TFF3 — trefoil factor family 3 protein

UPR — odgovor nesmotanih proteina (engl. unfolded protein response, UPR)

WT — miSevi divljeg tipa (engl. wild type)
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1.1.  Bubreg

Bubrezi su organi smjesteni retroperitonealno. Imaju medijalni rub koji je konkavan i kroz
koji ulaze krvne i limfne zile i1 Zivci, a izlaze zile i mokracovod te konveksnu lateralnu
povrSinu. Zajedno s mokra¢ovodom, mokra¢nim mjehurom i mokraénom cijevi c¢ine

mokraéni sustav (1).

Na prerezu bubrega moze se razlikovati kora i srz. Sirina kore je oko 1 cm, a boja kore je
bljedosmeda. Medulu oblikuju isprugane piramide crvene i sivkaste boje. Kora bubrega ulazi i
u dio srzi pa na taj nacin odjeljuje piramide. Vrsci piramida ili papile str§e u male vréeve

nakapnice. Na njima se nalaze otvori kroz koje se izvodni kanali¢i otvaraju u nakapnicu (2).

Svaki bubreg sastoji se od 1 do 4 milijuna nefrona, a nefron predstavlja funkcionalnu jedinicu
bubrega. Sastoji se od bubreznog tjelesca, proksimalnih i distalnih zavijenih kanali¢a, debelog
i tankog kraka Henleove petlje te sabirnih cijevi. Bubrezno tjeleSce sastoji se od klupka
kapilara koje nazivamo glomerul. Glomerul je okruzen Bowmanovom cahurom koju ¢ini
dvostruka stijenka. Visceralni, odnosno unutarnji list ¢ahure, obavija kapilare glomerula dok
parijetalni, vanjski list, ¢ini vanjsku granicu glomerula (1). Bubreg ima razli¢ite uloge u
organizmu od kojih je najvaznija filtracija krvi i uklanjanje Stetnih tvari iz organizma. Uz to,
sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka pomocu enzima kojeg izlucuje, a to je enzim renin. Renin
izluCuju stanice jukstaglomerularnog aparata i on je dio renin angiotenzinskog sustava.

Takoder, bubreg izlucuje i eritropoetin koji regulira stvaranje eritrocita (1).

Proksimalni zavijeni kanali¢ polazi od mokra¢nog pola bubreznog tjelesca. OblozZen je niskim
cilindricnim ili kubi¢nim epitelom koji sadrzi Cetkastu prevlaku koju pak Cine brojni
mikrovili. Za resorpciju 60 % glomerularnog filtrata odgovoran je proksimalni kanali¢ jer
apsorbira sve aminokiseline i glukozu te 85 % vode i natrijeva klorida te kalcij i fosfat.
Proksimalni kanali¢ se nastavlja na Henleovu petlju, a ona ima ulogu u koncentriranju
mokrace te zadrzavanju vode u organizmu. Henleova petlja sastoji se od tankog i debelog
dijela silaznog kraka te tankog i debelog dijela uzlaznog kraka. Debeli uzlazni krak Henleove
petlje ulazi u koru, polako se zavija i postaje distalni zavijeni kanali¢. Distalni zavijeni kanali¢
oblozen je jednim slojem kubi¢nih stanica i razlikuje se od proksimalnog kanali¢a jer nema

Cetkastu prevlaku ni apikalne kanali¢e. U distalnom zavijenom kanali¢u vr$i se izmjena iona,

1
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apsorbira se natrij i izlucuju se ioni Kkalija. Distalni kanali¢i izlu¢uju u mokracu vodik i
amonijeve ione. Sve navedeno djeluje na ukupnu koli¢inu vode i soli u tijelu. Iz distalnih
kanalica mokrac¢a odlazi u sabirne cjevCice koje se potom udruzuju u vece sabirne cijevi.
Manje sabirne cjevCice oblazu kubi¢ne stanice koje na putu kroz srz postupno prelaze u

cilindri¢ne. Glavna je uloga sabirnih kanala u srzi koncentriranje mokrace (1,3)

1.2.  Tff proteini

Tff1, Tff2 i Tff3 proteini pripadaju obitelji trefoil factor proteina (TFF, engl. Trefoil Factor
Family). Svi navedeni proteini mali su proteini koji imaju vaznu ulogu u razli¢itim tjelesnim
sustavima poput mokra¢nog, probavnog, diSnog i zivéanog sustava. Geni za ova tri proteina

nalaze se na dugom kraku 21. kromosoma (4).

Tff proteini najprije su se istrazivali u probavnom sustavu jer ih luce vréaste stanice tog
sustava, ali daljnjim istrazivanjima uocena je njihova sinteza u razli¢itim stanicama epitela
koji lu¢e mucine poput onih u respiratornom sustavu, zlijezdama slinovnicama i uterusu (4,5).
Tff proteini imaju sredi$nju ulogu u odrzavanju cjelovitosti povrsine epitela kao sastojci sluzi
koja pokriva sluznice, a poznati su i po svojim antiapoptoti¢kim svojstvima (5). Nadalje,

poti¢u stvaranje Krvnih Zila u tkivu te imaju utjecaj na imunoloski sustav (4).

Ekspresija Tff proteina razliCita je u razliCitim tkivima. U sluznici Zeluca najvise su
eksprimirani Tffl i Tff2, a oba proteina mogu se pronaci i u Brunnerovim Zlijezdama. Tffl
protein takoder se nalazi i u ljudskoj konjunktivi. Za razliku od navedena dva proteina, Tff3
ima izrazito razlicitu lokalizaciju. Njegova ekspresija u probavnom sustavu vrlo je slaba, ali
se moze pronaci u ostalim epitelima koji lu¢e mucine u kojima nema Tff1 i Tff2 proteina. Na
primjer Tff3 protein jako je eksprimiran u vréastim stanicama crijeva, a Tff2 gotovo uopce
nije eksprimiran. Tff3 takoder se nalazi i u ljudskoj maternici gdje se ve¢inom otpusta iz

povrsinskog epitela (4,5).
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1.3.  Tff proteini u patoloskim procesima

Tff proteini i njihova uloga istrazivani su u razli¢itim patoloskim procesima. U probavnom
sustavu uocena je izmijenjena ekspresija Tff proteina u karcinomu Zeluca, debelog crijeva i
upalnim bolestima crijeva. U nekim slucajevima smatra se da imaju zastitnu ulogu (Tff2
pomaze u cijeljenju zelucane sluznice), a u drugim da poticu Sirenje malignih promjena (Tff1
doprinosi nastanku karcinoma debelog crijeva). Dugo je istrazivana i povezanost Tff proteina
s tumorom dojke. Prisutnost Tff3 proteina, ¢ija je ekspresija potaknuta estrogenom, upucuje
na vecu sklonost stvaranju metastaza zbog povecavanja invazivnosti i1 proliferacije tumorskih
stanica dojke. Blokiranje aktivnosti Tff3 proteina dovodi do poveéanja apoptoze i Sporijeg
rasta tumora. Povecana koncentracija Tff proteina uofena je i u plazmi bolesnika s

karcinomom prostate (4).

1.4.  Tff3 protein

Tff3 protein ¢lan je obitelji trefoil factor proteina i tipi¢ni je sekretorni produkt epitela
sluznice (6,7). Njegova dominantna ekspresija je u vréastim stanicama crijeva, ali eksprimiran
je i u zlijezdama slinovnicama, jednjaku, respiratornom traktu, maternici, vagini, mokra¢nom
sustavu i konjunktivi (6). Pored svega navedenog, Tff3 protein eksprimiran je i u endokrinom

dijelu gusterace, sredisSnjem zZiv€anom sustavu te ima utjecaj i na imunoloski sustav (6,8).

Tff proteini pojacavaju crijevnu barijeru, a neki od na¢ina dobro su razjasnjeni te ukljucuju
djelovanje Tff3 proteina i Toll-like receptora 2 na P13K/Akt signalni put. U miSeva kojima je

onesposobljen gen za Tff3 protein naruSena je mogucnost cijeljenja sluznice debelog crijeva

(4).

Tff3 protein smjesten je u Langerhansovim oto¢i¢cima gdje njegova ekspresija potice
proliferaciju beta-stanica (4,9). SmjeSten je u stanicama koje luce inzulin i glukagon, ¢ija

razina u krvi moze utjecati na razinu Tff3 proteina (4).

U mokraénom sustavu, najizrazenija ekspresija Tff3 proteina je u tkivu bubrega. Smatra se da
Tff3 1 Tff2 pomazu u procesu cijeljenja ostecenja epitela bubreznih kanali¢a. Takoder, brojna
istrazivanja pokazala su da Tff proteini imaju ulogu u patologiji mokra¢nog sustava. Znacajna

je i uloga u poticanju invazivnosti stanica karcinoma bubrega, a Tff3 nalazi se medu genima
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koji su eksprimirani u karcinomu bubrega potaknutom oksidativnim stresom. Povisenu razinu
Tff3 u urinu i krvi nalazimo u kroni¢nim bubreznim bolestima, a brojne su studije pokazale

povezanost povisene razine sa smrtno$¢u od bubreznih bolesti (4).

1.5.  Stres endoplazmatske mreZice

Endoplazmatski retikulum (ER) je intracelularni organel razli¢itih funkcija. Regulira
homeostazu proteina, pridonosi skladistenju i regulaciji kalcija, sintezi i skladistenju lipida i
metabolizmu glukoze (10). Regulaciju homeostaze proteina obavlja razli¢itim mehanizmima
poput smatanja, transporta, modifikacije i degradacije proteina. Kako bi se proteini pravilno
smotali, pomazu im Saperoni, a u modificiranju im pomazu enzimi iz skupina izomeraza,
transferaza, oksidoreduktaza (11). ER osigurava da se samo pravilno smotani proteini posalju
na odredeno mjesto djelovanja jer pogresno smotani proteini potencijalno Stetno djeluju na
stanicu te ih je bitno strogo kontrolirati. PogreSno smatanje proteina dogada se neprestano pa
je ER razvio sustav kontrole kvalitete koji mu pruza mogucénosti popravka pogresno smotanih
proteina ili u krajnjem slucaju eliminaciju tih proteina procesom koji nazivamo degradacija

povezana s ER (engl. ER associated degradation, ERAD) (10).

U slucaju pojaCane sinteze proteina i poremecaja njihove degradacije, zbog razlicitih
endogenih ili egzogenih faktora (upala, hipoksija, suficit ili deficit nutrijenata itd.), dolazi do
nakupljanja pogresno smotanih proteina zbog smanjene efikasnosti ER-a i njegove
mogucénosti da pravilno smota proteine. Ti se proteini nakupljaju u lumenu gdje izazivaju
stres ER-a. Nakon $to se izazove stres ER-a, aktivira se poseban mehanizam kojim stanica
pokuSava smanjiti stres i ponovno uspostaviti homeostazu. Taj mehanizam nazivamo odgovor
nesmotanih proteina (engl. unfolded protein response, UPR). UPR ¢ine signalni putovi kojima
se prikupljaju informacije iz lumena ER-a i prenose u citoplazmu i jezgru stanice kako bi se
povecao kapacitet endoplazmatskog retikuluma za smatanje proteina, a ukoliko to bude

neuspjesno, UPR vodi stanicu u apoptozu (11).
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Nakon izazivanja stresa endoplazmatske mrezice, histomorfoloska obiljezja bubrega miseva s

isklju¢enim genom Tff3 razlikuju se od miSeva divljeg tipa.
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

1) usporediti povrSinu presjeka glomerula miseva divljeg tipa i miSeva s iskljuenim genom

Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice

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

isklju¢enim genom Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice

3) usporediti promjer kanali¢a U miSeva divljeg tipa i miseva s isklju¢enim genom Tff3 kojima

je induciran stres endoplazmatske mrezice
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4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao presjecna studija u kojoj su se koristili uzorci misjih bubrega iz

arhiva Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.

4.2. Materijal

Za istrazivanje su koriSteni histoloski preparati bubrega miSeva divljeg tipa 1 onih s
isklju¢enim genom Tff3 kojima je tunikamicinom induciran stres endoplazmatske mrezice 24
h prije zrtvovanja. MiSevi su uzgojeni na Institutu Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu 1 Zrtvovani u
sklopu HRZZ projekta ,,Tff3 protein na raskrizju metabolizma i neurodegeneracije” (Sifra
2717, akronim ,,Inter MeNe-3“, voditeljica prof. dr. sc. Mirela Baus Loncar) te je projekt
dobio odobrenje nadleznog eti¢kog povjerenstva (HR-POK-003). Prikupljeni organi fiksirani
su u 4 %-tnom paraformaldehidu i uklopljeni u parafinske blokove standardnim parafinskim
postupkom te pohranjeni u arhivu Zavoda. Istrazivanje na arhivskom materijalu odobrilo je
Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku (Ur. broj 2158-61-07-20-59).

4.3. Metode

Fiksirani bubrezi uklopljeni su u parafinske blokove te su izrezani rotacijskim mikrotomom
CUT 4060 marke Slee (Mainz, Njemacka) na rezove debljine 5-6 um. Rezovi su nakon
rezanja naneseni na predmetna stakalca i obojeni pomoc¢u PAS metode (engl. Periodic acid —

shiff reaction).

Otopine za bojenje PAS metodom:
1. 0,5 %-na vodena otopina perjodne kiseline

- otopiti 0,5 g perjodne kiseline u 100 mL destilirane vode
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2. Shiff-ov reagens

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

prokuha)

- ohladiti na 50 °C i dodati 20,0 ml u 36,5 g HCI (hladiti dalje i dodati 1,0 g Na-
metabisulfita)

- spremiti u hladnjak na tamno 48 sati, dok otopina ne dobije slamnatozutu boju

- dodati 5 g aktivnog drvenog ugljena, mijesati i filtrirati nekoliko puta dok otopina ne
bude bistra

Bistri filtrat je Schiff-ov reagens.

Postupak bojenja PAS metodom:

1. deparafinirati rezove i provesti kroz alkohole do destilirane vode
2. 0,5 %-na perjodna kiselina 5 min

3. isprati dobro nekoliko puta u destiliranoj vodi

4. Schiff-ov reagens 15 min

5. isprati u teku¢oj vodi (mlaka voda) 5-10 min

6. bojati jezgre Mayer-ovim hematoksilinom

7. isprati u tekucoj vodi

8. apsolutni alkohol, Xylol i Canada balsam

Na ovaj nacin, PAS bojenjem, jezgre su obojene plavo, a glikogen i drugi ugljikohidrati

grimiznoljubicasto jer reagiraju s perjodnom kiselinom.

Digitalne fotografije kore i srzi bubrega nacinjene su digitalnim fotoaparatom marke
Olympus®, model C-5050, spojenim na mikroskop marke Olympus®, model BX-50 uz
pomoé radunalnog programa QuickPHOTO Pro (Promicra s.r.o, Prag, Republika Ceska).
Ukupno je nacinjeno 5 fotografija kore 1 3 fotografije srZi za svaki preparat odnosno Zivotinju,
osim za jedan bubreg , za Kkoji su ucinjene samo fotografije kore zbog artefakta preparata. Na
svakoj dobivenoj fotografiji izmjerene su zadane strukture u kori i srzi bubrega te su iz

dobivenih vrijednosti izracunate aritmeticke sredine mjerenja za svaku mjerenu strukturu koje
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su koristene u daljnjoj statistickoj analizi. Mjerenja su izvrSena u ra¢unalnom programu FIJI
(F1J1'is Just ImageJ) (12).

4.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike izmedu skupina
testirane su Mann-Whitney U testom za nezavisne uzorke. Sve P vrijednosti su dvostrane.
Razina znacajnosti postavljena je na a = 0,05. Za statistiCku analizu koriSten je program
MedCalc Statistical Software verzija 18 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org;2019).
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Kako bi se ispitalo postoji li razlika u histomorfoloskim obiljezjima miSeva divljeg tipa i
miSeva s iskljuenim genom Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice,
analizirano je 5 uzoraka iz svake skupine miSeva. Uzorci su obojeni PAS metodom.
Morfoloskim pregledom preparata nisu uocena veéa oStecenja struktura kore i srzi, osim
mjestimi¢ne vakuolizacije 1 oSteCenja apikalne povrsSine stanice proksimalnih zavijenih
kanali¢a te mjestimi¢nih oStecenja apikalnih dijelova stanica sabirnih cijevi. Stupanj oStecenja
nije se razlikovao izmedu skupina. U kori bubrega promatralo se postoji li razlika u povrsini
glomerula, promjeru, visini stanica i promjeru lumena proksimalnih i distalnih kanali¢a, dok
se u srzi promatralo postoji li razlika u promjeru, visini stanica i promjeru lumena sabirnih

cijevi. Mjerene strukture kore i srzi bubrega prikazane su na slikama 1 — 3.

60 pym:

Slika 1. Kora bubrega misa s iskljuenim genom Tff3 kojemu je induciran stres
endoplazmatske mrezice u kojoj je vidljiv glomerul (1), distalni kanali¢ (2) 1 proksimalni

kanali¢ (3). Mjerilo: 60 um (fotografirala autorica).

10
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Slika 2. Kora bubrega misa s iskljuenim genom Tff3 kojemu je induciran stres
endoplazmatske mrezice u kojoj su vidljivi mjereni parametri: visina epitela (1), promjer
lumena (2), promjer kanali¢a (3); gore lijevo strelice 1 brojevi oznacavaju mjerenja distalnog,
a dolje desno proksimalnog zavijenog kanali¢a (fotografirala autorica, isjecak iz sredine slike
1).
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5. REZULTATI

Slika 3. Srz bubrega divljeg tipa misa u kojoj su vidljivi (oznaceno kruzi¢em) sabirni kanaliéi.

Mjerilo: 60 um (fotografirala autorica).

Slika 4. Kora srzi divljeg tipa misa u kojoj su vidljivi mjereni parametri: visina epitela (1),
promjer lumena (2), promjer kanalica (3) (fotografirala autorica, isje¢ak iz desnog kuta slike
3).
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5. REZULTATI

Izmjerene vrijednosti za mjerene strukture u kori bubrega obje skupine miseva prikazane su u
tablici 1, za one u srzi u tablici 2, a sve su vrijednosti prikazane u obliku medijana i

interkvartilnog raspona.

Tablica 1. Rezultati mjerenja struktura kore bubrega miseva divljeg tipa i onih s isklju¢enim

genom Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice.

KORA Medijan (interkvartilni raspon) P>
Mjerena vrijednost Divlji tip MisSevi s isklju¢enim genom Tff3
Povrsina glomerula (um?) | 3919,44 (3468,68 — 4312,39) 4647,22 (4509,10 — 5011,69) 0,06
Promjer proksimalnog
37,62 (36,36 — 40,18) 40,66 (38,58 — 40,93) 0,30
kanali¢a (um)
Visina epitela proksimalnog
11,16 (10,43 — 12,24) 13,33 (12,35 - 13,90) 0,06
kanali¢a (um)
Promjer lumena
) 11,48 (11,07 — 11,99) 11,36 (8,20 — 13,24) > 0,95
proksimalnog kanali¢a (um)
Promjer distalnog kanali¢a
24,62 (22,31 — 25,23) 23,28 (21,98 — 26,49) > 0,95
(nm)
Visina epitela distalnog
6,61 (6,21 — 6,93) 6,98 (6,48 — 8,56) 0,42
kanali¢a (um)
Promjer lumena distalnog
9,03 (8,51-19,79) 9,55 (7,45 - 10,73) > 0,95
kanali¢a (um)

*Mann-Whitney U test

Obradom statisti¢kih podataka Mann-Whitneyjevim testom i pregledom svih dobivenih P
vrijednosti, utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u povrSini presjeka
glomerula, visini epitela i promjeru lumena, kako proksimalnog tako i distalnog kanali¢a u
kori bubrega niti razlika u promjeru proksimalnog i distalnog kanalica miseva divljeg tipa i
miseva s isklju¢enim genom Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice, iako je P

vrijednost za povrSinu glomerula i visinu epitela proksimalnog kanali¢a bila grani¢na (tablica

1),
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5. REZULTATI

Tablica 2. Rezultati mjerenja struktura srzi bubrega miseva divljeg tipa i onih s iskljuenim

genom Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mreZice.

SRZ Medijan (interkvartilni raspon) P>
. B o MiSevi s isklju¢enim genom
Mjerena vrijednost Divlji tip
Tff3
Promjer sabirnih
23,73 (22,26 — 25,55) 23,27 (22,82 — 23,45) > 0,95
kanali¢a (um)
Visina epitela sabirnih
5,66 (5,48 — 6,00) 5,6953 (5,57 — 5,91) 0,90
kanali¢a (um)
Promjer lumena
o 13,02 (11,86 — 14,12) 11,3543 (11,30 — 12,00) 0,06
sabirnih kanali¢a (um)

*Mann-Whitney U test

Obradom statistickih podataka Mann-Whitneyjevim testom i pregledom svih dobivenih P
vrijednosti, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u visini epitela sabirnog
kanali¢a, promjeru lumena sabirnih kanali¢a, a ni promjeru samog kanali¢a u srzi bubrega
miSeva divljeg tipa i miSeva s iskljuenim genom Tff3 kojima je induciran stres
endoplazmatske mrezice iako je P vrijednost za promjer lumena sabirnih kanali¢a bila

grani¢na (tablica 2).
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6. RASPRAVA

6. RASPRAVA

Tff3 protein najjace je izrazen Tff protein u bubrezima, a i istrazivanja pokazuju da pomaze u
procesu oporavka epitelnih oSte¢enja bubreznih kanali¢a (4). Provedbom ovog istrazivanja
nije uoCena statisticki znacajna razlika u histomorfoloskim obiljezjima bubrega divljeg tipa
miseva i onih kojima je iskljuéen Tff3 gen te izazvan stres endoplazmatske mrezice
tunikamicinom. Nakon tretmana tunikamicinom i Zrtvovanja Zivotinja 24 h nakon tretmana,

izgled kanalica kore 1 srzi u skladu je s o¢ekivanim.

Iz rezultata je vidljivo da se reakcija na stres ER-a u smislu morfoloskog izgleda bubreznog
tkiva ne razlikuje u WT i KO miseva. To upucuje na zakljucak da nedostatak Tff3 proteina ne
utjeCe bitno na staniéne mehanizme koji su odgovorni za promjene nakon stresa
endoplazmatskog retikuluma. S druge strane, ovo istrazivanje bilo je prvenstveno
morfoloSkog karaktera, stoga se detaljniji uvid u stani¢ne mehanizme moze dobiti daljnjim

istrazivanjima.

Ranije provedena istraZivanja pokazala su da stres endoplazmatskog retikuluma pridonosi
tubularnim i1 glomerularnim oSteCenjima u bubreznim bolestima. Dokazano je da nakon
injekcije tunikamicina miSevi razvijaju akutnu nekrozu bubreznih tubula, a tunikamicin je
induktor stresa ER-a na koji su stanice tubula posebno osjetljive. Tunikamicin remeti

glikozilaciju proteina u ER i uzrokuje stres endoplazmatskog retikuluma (13).

lako je dokazano da stres ER-a pridonosi oste¢enjima bubrega i da Tff3 protein sudjeluje u
obnovi oSteCenog epitela, do sada nije istrazeno utjece li iskljuéenje gena za Tff3 protein u
miseva na histomorfoloSke karakteristike bubreznog tkiva nakon tunikamicinom induciranog
stresa ER-a. Premda u ovom istrazivanju nije uoCena statisticki znalajna razlika u
histomorfoloskim obiljezjima bubrega izmedu WT miseva i KO miSeva, treba uzeti u obzir da
je analiza izvrSena na uzorcima miseva zrtvovanih 24 h nakon induciranja stresa. Neka druga
istrazivanja koristila su razdoblje od 72 h nakon stresa ER-a za uzimanje uzoraka (14).
Mogucée je da bi u slucaju duljeg djelovanja tunikamicina doSlo do znacajnijih razlika,
pogotovo kad se uzme u obzir da su neke vrijednosti bile grani¢ne (P = 0,06). Grani¢no vece
vrijednosti visine epitela proksimalnih kanali¢a, odnosno manje vrijednosti promjera lumena
sabirnih cijevi, mogle bi upucivati na protektivni u¢inak iskljucenja gena Tff3, stoga su daljnja

istrazivanja potrebna kako bi se dodatno razjasnilo je li doista tako.

15



6. RASPRAVA

Istrazivanja na miSevima s iskljuéenim genom Tff3 pokazala su da nedostatak tog gena nema
znacajan utjecaj na akutni odgovor stanica jetre na stres ER-a, no da je izrazaj nekih
proinflamatornih gena nakon stresa ER-a smanjen u miseva s isklju¢enim genom Tff3 (15).
Buduca istrazivanja trebala bi pokazati dogada li se neSto slicno i u tkivu bubrega i bi li
oSte¢enja u kanali¢ima bila manje izrazena na veéem uzorku i nakon duljeg vremena

izloZenosti tunikamicinu.
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7. ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Provedenim istrazivanjem dosli smo do sljedecih zakljucaka:

1) Povrsina presjeka glomerula miSeva divljeg tipa i miseva s iskljuéenim genom Tff3 kojima

je induciran stres endoplazmatske mrezice ne razlikuje se znacajno.

2) Visina epitela i promjer lumena kanali¢a miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom

Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice ne razlikuje se znacajno.

3) Promjer kanali¢a u miSeva divljeg tipa i miSeva s iskljuenim genom Tff3 kojima je

induciran stres endoplazmatske mrezice ne razlikuje se znacajno.
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8. SAZETAK
8. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA: Cilj ovog istrazivanja usporedivanje je razli¢itih morfoloskih
karakteristika bubreznog tkiva izmedu miSeva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3

kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice.

USTROJ STUDIJE: Istrazivanje je provedeno kao presjecna studija u kojoj su se koristili

uzorci mi$jih bubrega iz arhiva Zavoda za histologiju i embriologiju.

MATERIJAL | METODE: Za istrazivanje su koristeni histoloski preparati bubrega miSeva
divljeg tipa i onih s iskljuenim genom Tff3 kojima je tunikamicinom induciran stres
endoplazmatske mrezice 24h prije zrtvovanja. Preparati su bojani PAS metodom. Koristeno je
5 miSeva iz svake skupine 1 na¢injeno 5 fotografija kore 1 3 fotografije srzi za svaku zivotinju
na kojoj su mjerene vrijednosti povrsine presjeka glomerula, promjera kanali¢a, visine epitela

kanali¢a i promjera lumena kanalica.

REZULTATI: Nije bilo statisticki znacajne razlike u povrsini presjeka glomerula, promjeru
kanali¢a niti u visini epitela 1 promjeru lumena kanalica miSeva divljeg tipa 1 miSeva s

isklju¢enim genom Tff3 kojima je induciran stres endoplazmatske mrezice.

ZAKLJUCAK: Ne postoje zna¢ajne razlike u ispitivanim morfoloskim obiljeZjima tkiva
bubrega u miseva divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom Tff3 kojima je induciran stres
endoplazmatske mrezice. Nedostatak Tff3 proteina ne utjeCe znacCajno na odgovor stanica

bubrega na stres endoplazmatske mrezice.

KLJUCNE RIJECI: bubreg; stres endoplazmatske mreZice; Tff3; glomerul; promjer kanali¢a
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

Histomorphological analysis of kidney tissue of wild-type and Tff3 knock-out mice with

induced endoplasmic reticulum stress

OBJECTIVES: The objective of this study was to compare different morphological
characteristics of kidney tissue between wild-type mice and Tff3 knock-out mice with induced

endoplasmic reticulum stress.

STUDY DESIGN: This research was done as a cross-sectional study using mouse kidney

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

MATERIAL AND METHODS: Histological samples of the kidneys of wild-type mice and
Tff3 knock-out mice with tunicamycin induced endoplasmic reticulum stress 24 h before
sacrifice were used for this study. The samples were stained with the PAS method. 5 mice
from each group were used for the study and 5 pictures of the medulla and 3 pictures of the
cortex for each animal were taken on which values of glomerular area, tubular diameter,

tubular cell height and tubular lumen diameter were measured.

RESULTS: There weren't any significant differences in the glomerular area, tubular diameter,
tubular cell height and tubular lumen diameter between wild-type mice and Tff3 knock-out

mice with induced endoplasmic reticulum stress.

CONCLUSION: There are no significant differences in examined morphological
characteristics of kidney tissue between wild-type mice and Tff3 knock-out mice with induced
endoplasmic reticulum stress. Tff3 protein deficiency does not affectt cellular mechanisms

responsible for changes after endoplasmic reticulum stress.

KEYWORDS. kidney; endoplasmic reticulum stress; Tff3; glomerulus; tubular diameter
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