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1. UvOD

1.1. Epitelne stanice i njihova staniéna membrana

Epitelne stanice predstavljaju tip stanica u organizmu koje, kada su udruzene, tvore slojeve
razli¢itih debljina koji pokrivaju povrSinu tijela 1 organa (1). Postoji viSe vrsta epitelnih
stanica koje obavljaju odredene uloge u organizmu, kao Sto su selektivna difuzija, apsorpcija,
zastita i sekrecija (2). Ovako udruzene, morfoloski i fizioloski istovrsne stanice zajednickog
porijekla tvore epitelno tkivo koje predstavlja jedno od Cetiri osnovna tipa tkiva u organizmu,

zajedno s vezivnim, misiénim 1 ziv€anim tkivom (3).

Stani¢ne su membrane strukture koje odvajaju unutarnji okoli§ stanice od njezine okoline.
Strukturni temelj stani¢nih membrana svih eukariotskih stanica, pa tako i1 epitelnih, jest
fosfolipidni dvosloj i njemu pridruzeni proteini koji mogu imati razli¢ite uloge, od kanalnih
proteina 1 proteinskih nosaca koji omogucuju selektivni transport molekula kroz membranu,
do proteina koji sluze kao receptori za izvanstani¢ne signale te nadziru komunikaciju izmedu

stanica (1).

Jedna od glavnih karakteristika epitelnih stanica viSestani¢nih organizama, posebice onih u
proksimalnim tubulima bubrega, jest istovremeni kontakt s unutrasnjosti organizma i
lumenom organa iz kojega uzimaju hranjive tvari koje dolaze iz okolisa. Za takve se stanice
kaze da su strukturno polarizirane, a stanicna membrana takvih stanica podijeljena je u dva
podrucja: bazolateralno podrudje, koje je okrenuto prema unutrasnjosti organizma i na kojem
se nalazi niz receptora koji omogucavaju komunikaciju s udaljenim dijelovima organizma i
apikalno podrucje, koje je okrenuto prema lumenu organa i sluzi kao selektivni filter. Pri
tome, apikalni dio membrane §titi organizam od Stetnih tvari, dok u isto vrijeme uzima
hranjive tvari iz okoliSa. Ovakve membrane se nazivaju ,,Cetkastim membranama® i gradene

su od gusto formiranih mikrovila (1, 4).

1.2. Uloga lipidnih splavi u stani¢noj membrani

Osim fosfolipida i proteina, glikolipidi i kolesterol takoder imaju vaznu ulogu u gradi i

normalnoj funkciji stani¢nih membrana eukariotskih stanica. Dok glikolipidi ¢ine tek 2 %

1
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ukupnih lipida stani¢nih membrana kolesterol svojim molarnim udjelom, uz fosfolipide,
predstavlja glavnu komponentu stani¢nih membrana eukariotskih stanica. Sfingomijelin
jedan je od lipidnih spojeva koji imaju vaznu strukturnu ulogu u membranama eukariotskih

stanica, a posebice u membranama aksona ziv¢anih stanica (1).

U stanicnim membranama eukariotskih stanica lipidi i1 proteini nisu uniformno rasporedeni,
ve¢ postoje podrucja na kojima dolazi do formiranja lipidnih mikrodomena koje su
organizirane oko glikolipoproteina. Te lipidne mikrodomene, koje su u najvecoj mjeri gradene

od kolesterola i sfingomijelina, nazivaju se lipidne splavi (4, 5).

Iako se u pocetku smatralo da je glavna uloga lipidnih splavi u transportu proteina i lipida,
danas se pretpostavlja da sluze kao sredista za oblikovanje signalnih domena. Takoder, imaju
vaznu ulogu u kontroliranju neurotransmisije, endocitoze, apoptoze i reguliranju proteolize
(4). Proteini lipidnih splavi mogu biti usidreni u stani¢noj membrani putem lipidnog i
glikolipidnog sidra, kakvo je recimo glikozilfosfatidilinozitolno (engl. glycosylphosphatidylin
ositol, GPI) sidro. Proteini vezani za glikozilfosfatidilinozitolno sidro (engl. glycosyl-
phosphatidyl-inositol-anchored proteins, GPI-APs) su rasprostranjeni u lipidnim splavima i

imaju vaznu ulogu u reguliranju adhezije i polarizacije leukocita (6, 7).

1.3. Gangliozidi

Gangliozidi su glikosfingolipidi (engl. glycosphingolipid, GSL) gradeni od ceramidnog
lipidnog sidra i Se¢ernog lanca s jednom ili viSe sijalinskih kiselina. GSL-ovi se mogu nalaziti
u vec¢im koli¢inama u stani¢énoj membrani, kao $to je to slu¢aj kod membrana aksona ziv¢anih
stanica gdje ¢ine viSe od 20 % ukupnih membranskih lipida, ili u manjim koli¢inama kao $to
je to u membranama eritrocita gdje ¢ine manje od 5 % ukupnih membranskih lipida. GSL-ovi
nisu podjednako rasprostranjeni u stani¢nim membranama, ve¢ su koncentrirani u lipidnim

splavima (8).

Postoji vise od 60 vrsta GSL-a koji se razlikuju jedni od drugih prema sastavu Secernog lanca,
odnosno broju i poziciji sijalinske kiseline. GSL-ovi imaju razli¢ite uloge u stanici. GM3, koji
je najzastupljeniji u bubreznom tkivu, igra vaznu ulogu u odrzavanju naboj-selektivne
filtracijske membrane glomerula. Oligosaharidne kemijske skupine GSL-a, koje se nalaze u

izvanstanicnom prostoru, sluze kao specificne determinante u stanicnom prepoznavanju i

2
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komunikaciji izmedu stanica. Zbog toga imaju vaznu ulogu u rastu i diferencijaciji stanica i

tkiva. (9). Tako je recimo GM1 odgovoran za normalnu mijelinizaciju (10).

OH OH (8] OH

H H
HAN N N Lo
(J.:—" T

Ol 0=( OH 0= OH _

R R Ho”  OH
\ \ \
Slingozin Ceramidno lipidno sidro Galaktozilceramid

Slika 1. Struktura sfingozina, ceramidnog lipidnog sidra i galaktozilceramida. Ceramidno
lipidno sidro ¢ini strukturni temelj svih glikosfingolipida (engl. glycosphingolipid, GSL)
zivotinjskih stanica. Gradeno je od aminoalkohola sfingozina na kojega je vezana odredena
masna Kiselina. Ceramidno lipidno sidro prolazi kroz proces glikozilacije pri ¢emu nastaju
glukozilceramid (engl. glucosylceramide, GlcCer) i galaktozilceramid (engl. galactosylcera-
mide, GalCer). GlcCer i GalCer su prethodnici svih GSL-ova koji se sintetiziraju u
Golgijevom aparatu eukariotskih stanica. Izradio autor.

1.4. Biosinteza glikosfingolipida

Biosinteza GSL-a zapocinje procesom kondenzacije sfingozina s molekulom acetil koenzima
A. Kao produkt reakcije nastaje ceramidno lipidno sidro koje ¢ini strukturni temelj svih GSL
zivotinjskih stanica (11). Nastanak produkta katalizira enzim koji se naziva ceramid sintaza
(engl. ceramide synthase, CerS), a koji pripada u obitelj istoimenih enzima koji dijele jednaka
svojstva kao §to je katalitiCki mehanizam, unutarstani¢ni smjestaj i kemijska struktura (12).
Ta reakcija, koja predstavlja pocetak sinteze osnovnih oblika GSL-a, odigrava se u
endoplazmatskom retikulumu (engl. endoplasmic reticulum, ER) (13). Ceramidno lipidno
sidro moze se Koristiti za sintezu galaktozilceramida (engl. galactosylceramide, GalCer) ili

glukozilceramida (engl. glucosylceramide, GlcCer). GalCer se sintetizira reakcijom
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galaktozilacije ceramidnog lipidnog sidra pri ¢emu se galaktoza prenosi s uridin difosfat
galaktoze (engl. uridine diphosphate, UDP) na prvu hidroksilnu grupu ceramidnog lipidnog
sidra pomoc¢u enzima koji se naziva GalCer sintaza. Sinteza GlcCer-a zapocinje transportom
ceramidnog lipidnog sidra u Golgijev aparat, to¢nije u nhjegov cis-odjeljak. Reakciju
glukozilacije ceramidnog lipidnog sidra katalizira GlcCer sintaza pri ¢emu nastaje GlcCer
(14). GlcCer se dalje koristi za sintezu kompleksnijih oblika GSL-a koji ¢e se sintetizirati u
stani¢noj membrani trans-odjeljka Golgijevog aparata (engl. trans Golgi network, TGN) u
nizu reakcija koje Kkataliziraju enzimi iz obitelji trans-Golgi odjeljak specifi¢nih
glikoziltransferaza (11, 14). Zadnji korak prije sinteze kompleksnijih GSL-a sinteza je
laktozilceramida (engl. lactosylceramide, LacCer). LacCer je GSL koji ¢ini srediSte sinteze
svih GSL-a iz a, b i c serije. (Slika 2.). Sintetizira se reakcijom galaktozilacije GlcCer-a koju

katalizira enzim LacCer sintaza (8, 11).

GT3

GQlb GQlba

GT3 sintaza \ /

GD3 —— GD2 ———— GD1b ——— GTi1b

GD3 sintaza
GM4 «——— GalCer \ /

GalCer sintaza GM3

C idnolipid id
eramidno lipilanosiaro - GD1 (GDIC) GD1a
GM3 sintaza

GlcCer sintaza \ /
r LacCer sintaza

GlcCer—— LacCer » GA2 » GA1 » cisGM1 (GM1b)

Slika 2. Biosinteza glikosfingolipida (engl. glycosphingolipid, GSL). Glukozilceramid (engl.
glucosylceramide, GlcCer) sintetizira se u Golgijevom aparatu te ¢e iz njega nastati
laktozilceramid (engl. lactosylceramide, LacCer) koji ¢ini metaboli¢ko srediSte za sintezu
svih ostalih, slozenijih GSL-a a, b i ¢ serija. Legenda: Zelena boja — GSL serije a, plava boja
— GSL serije b, zuta boja — GSL serije c. lzradio autor.
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1.5. St8sial gen

St8sial gen je gen koji se nalazi na p kraku 12. kromosoma. Kodira enzim gangliozid GD3
sintazu koji je zasluzan za sintezu gangliozida GD3 i GT3, koji su pretece GSL-a b i ¢ serija
(Slika 2.). Klju¢ni korak u njihovoj sintezi prijenos je sijalinske kiseline na GM3, reakcija
koju katalizira gangliozid GD3 sintaza (15). Enzim se nalazi u Golgijevom aparatu te osim u
metabolizmu sfingolipida, sudjeluje i u reakcijama posttranslacijskin modifikacija proteina,

to¢nije u reakcijama proteinske glikozilacije (16).

1.5.1. Posljedice nedostatka gena za enzim gangliozid GD3 sintazu i uloga

gangliozida u patogenezi bolesti

Prema shemi biosinteze GSL-a (Slika 2.) lako je pretpostaviti posljedice nedostatka
gangliozid GD3 sintaze. Ako nedostaje gen koji kodira taj enzim, nece do¢i do sinteze GD3 i
GT3, a pri tome niti ostalih GSL-a kojima su ti isti pretece, a to su svi GSL-i b i ¢ serija. Pri
tome ¢e doc¢i do nakupljanja GM3 i svih onih do ¢ije sinteze dolazi prije bloka, a to su GSL-i
serije a. Uloga GSL-a u patogenezi bolesti se temelji na Cinjenici da neuravnotezenost u
sintezi GSL-a, koja se dogada u sluCaju nedostatka St8sial gena, dovodi do poremecaja
raspodjele proteina lipidnih splavi kao $to su epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth
factor, EGF) i inzulinu sli¢an faktor rasta 1 (engl. insulin like growth factor, IGF-1) (9, 17).
Istrazivanja su dokazala da je odstupanje od uobicajene sinteze GSL-a prisutno u patoloskim
stanjima kao §to su tip 1 1 2 diabetesa mellitusa pri ¢emu je doSlo do povisene koncentracije
GM3 u proksimalnim i distalnim tubulima bubrega. Ovo istrazivanje pokazalo je da GM3 ima
vaznu ulogu u patogenezi dijabeticke nefropatije (9). Nadalje, dokazani su utjecaji manjka
odredenih GSL-a u patoloskim stanjima ziv¢anog sustava. Manjak GSL-a serije b, to¢nije
GT1b, dovodi do neurodegeneracije. Takoder je dokazano da manjak ili gubitak kompleksnih
GSL-a iz serije b ometa funkciju mikturicijskih sredista u mozgu. Kao posljedica toga dolazi
do mokraéne retencije i nepotpunog ispraznjavanja mokra¢nog mjehura uslijed gubitka
funkcije detruzorskog misica, koja nastaje kao posljedica deinervacije mokracnog mjehura
(10). Patoloski utjecaj manjka GSL-a b serije dokazan je i na Zivotinjskim modelima S
isklju¢enim genom (engl. knockout, KO) za enzim GD3 sintaza na kojima je pokazano da

sredi$nju ulogu u neurodegeneraciji kraljeznicne mozdine ima sustav komplementa, odnosno
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njegova aktivacija. Takoder, model je pokazivao manjak motorickih neurona te abnormalno
nakupljanje mikroglija stanica u kraljeznicnoj mozdini (18). Dokazano je takoder da
nakupljanje GM3 inhibira regeneraciju mezangijalnih stanica i bubreznih pericita te da ima
negativan uc¢inak na signalni put posredovan inzulinom i pri tome ima potencijalnu ulogu u

razvitku diabetesa mellitusa tipa 2 (17).
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2. HIPOTEZA

U miseva s iskljucenim St8sial genom dolazi do poremecaja sastava lipidnih splavi
bubreznog epitela Sto se ocituje promjenama u raspodjeli markera lipidnih splavi flotilina 1
molekula potrebnih za funkciju bubrega kao Sto su akvaporini. Promjene u raspodjeli postaju

vidljive tijekom sazrijevanja bubrega.
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3. CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

a) klasi¢nim histoloskim bojenjima prikazati morfologiju bubrega miseva s iskljuCenim
genom St8sial (KO) u odnosu na miseve divljeg tipa (engl. wild type, WT) starosti 5, 151 30
dana.

b) Izmjeriti koncentraciju proteina u urinu KO miSeva u odnosu na WT miseve.

c) Protutijelima na gangliozide prikazati raspodjelu gangliozida u bubregu KO miSeva u

odnosu na WT miSeve.

d) Protutijelima na markere lipidnih splavi i ne-splavi prikazati odnos raspodjele markera

prema raspodjeli gangliozida u KO miSeva prema WT miSevima.

e) Protutijelima na akvaporine i markere lipidnih splavi i ne-splavi odrediti polozaj

akvaporina u bubrezima starim 5, 15 i 30 dana.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1 Ustroj studije

Studija parova — zivotinje divljeg tipa prema zivotinjama s isklju¢enim genom St8sial.

4.2 Materijal

U istrazivanju je koriSteno tkivo bubrega WT miSeva i KO miSeva kojima je iskljuc¢en St8sial
gen. Obje skupine obuhvacaju zivotinje starosti 5, 15 i 30 dana. Istrazivanje je dio HRZZ
projekta ,,Patofizioloske posljedice promjene sastava lipidnih splavi® (IP-2014-09-2324)
voditeljice prof. dr. sc. Marije Heffer te ima Eticko dopustenje Ministarstva poljoprivrede,
Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane (klasa 641-01/15-01/49, broj: 525-61-07-15-07).

4.3 Metode

Nakon uzorkovanja uzorci su fiksirani 4 %-tnim paraformaldehidom, krioprotektirani u
saharozi te smrznuti u pothladenom izopentanu. Naposljetku su pohranjeni na -80 °C do
rezanja. Fiksirani uzorci su narezani na kriostatu na debljinu od 20 um te su zalijepljeni na
predmetna stakalca presvucena zelatinom. U tkivu je pokazana raspodjela gangliozida
protutijelima na gangliozide (anti-GM3, anti-GML1 i anti-Gd1a) te raspodjela biljega lipidnih
splavi (protutijelom na flotilin-1) i biljega ne-splavi (protutijelom na transferinski receptor).
Akvaporini su dokazani protutijelima na akvaporin-1 i akvaporin-2. Dvostruka
imunofluorescentna bojenja napravljena su koriStenjem sekundarnih protutijela obiljeZenih
crvenom i zelenom fluoroforom. Tkiva su slikana digitalnim fotoaparatom koji je spojen s
mikroskopom s fluorescentnim izvorom svjetlosti te su dobivene slike kvantificirane

koristenjem rac¢unalnog programa FIJI (19).

Na ostatku tkiva prikazana je morfologija bubrega klasi¢nim histoloskim bojenjem

hemalaun/eozin te su takva tkiva slikana digitalnim fotoaparatom koji je spojen sa svjetlosnim
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mikroskopom. Takoder je izmjerena koncentracija proteina u urinu KO miseva u odnosu na

WT miseve fluorometrijskom metodom te elektroforetski.

4.3.1. Rezanje tkiva na kriostatu

Uzorci fiksirani 4 %-tnim paraformaldehidom (Acros Organics, Fair Lawn, New Jersey,
SAD; kataloski broj 416780010), krioprotektirani u saharozi (Acros Organics, Fair Lawn,
New Jersey, SAD; kataloski broj 177140010) i smrznuti u pothladenom izopentanu (Fischer
scientific, UK; kataloski broj P/1031/08) ¢uvani su do rezanja na -80 °C. Nakon toga su rezani
kriostatom (CM3050S, Leica Biosystems, Njemacka) uz temperature objekta -16 °C i
kriostata -22 °C na debljinu od 20 um. Narezana tkiva zalijepljena su na predmetna stakalca
presvucena Zelatinom. Na predmetnom stakalcu tkiva su prema dobi poslagana u tri reda (30,
15 1 5 dana). Sveukupno je bilo 40 stakalaca, 20 podrijetlom iz bubrega WT misa, 20
podrijetlom iz bubrega KO miSa. Gotova stakalca spremljena su u histoloSku kutiju 1 cuvana

na4 °C.

4.3.2. Fluorescentna imunohistokemija

Predmetna stakalca s nalijepljenim tkivima rehidrirana su u vlaznoj komori pri sobnoj
temperaturi u trajanju od 20 minuta te su nakon toga tkiva obrubljena teku¢im repelentom
(Liquid blocker super PAP pen, Daido Sangyo Co., Ltd., Tokio, Japan). Stakalca s tkivima
podijeljena su u dva dijela radi lakSe izvedbe metode. Svaki dio imao je odredenu negativnu
kontrolu koja je slijedila isti protokol kao i ostala tkiva, osim $to na njih nisu stavljena
primarna protutijela. Fluorescentna imunohistokemija provedena je prema sljede¢em

protokolu:

Imunohistokemija protutijelima na gangliozide:

e inkubacija tkiva Cetiri sata pri 4 °C u vlaznoj komori s otopinom za blokiranje (5 %
kozji serum (Thermo Fisher Scientific, SAD; kataloski broj 16210072) i 1 % albumin
iz seruma goveda (Capricorn Scientific, Njemacka; kataloski broj BSA-1U) u puferu
1x PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaH2POa, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4));

10
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inkubacija tkiva preko no¢i pri 4 °C u vlaznoj komori s primarnim protutijelima na
gangliozide GM3 (razrjedenje 1:500), GMI1 (razrjedenje 1:1000) i GDla
(razrjedenje 1 : 5000) (Tablica 1.). Predmetna su stakalca s kontrolnim skupinama
preko no¢i pri 4 °C u vlaznoj komori inkubirana s otopinom za blokiranje;

ispiranje tkiva tri puta u trajanju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;
inkubacija tkiva Cetiri sata pri 4 °C u vlaznoj komori sa sekundarnim protutijelima,
to¢nije protumisjim 1gG konjugiranim s fluorescein izotiocijanatom (engl. fluorescein
isothiocyanate, FITC) (razrjedenje 1 : 300) (Tablica 2);

ispiranje tkiva tri puta u trajanju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;
inkubacija tkiva 10 minuta pri sobnoj temperaturi u vlaznoj komori sa 4’,6-diamidino-
2-fenilindolom (engl. 4’ 6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) (Sigma-Aldrich, St
Louis, Missouri, SAD; kataloski broj D9542-10MG, razrjedenje 1 : 1000);

ispiranje tkiva dva puta u trajanju od 5 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;
inkubacija tkiva 10 minuta pri sobnoj temperaturi u vlaznoj komori s bojom Sudan
black B (Merck, Burlington, Massachusetts, SAD; kataloski broj 1.15928.0025,
30 %-tna otopina u 90 %-tnom etilen glikolu);

ispiranje tkiva dva puta u trajanju od 5 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;
prekrivanje tkiva Vectashieldom (Vector Labs, Burlingame, California, SAD;

kataloski broj H-1000) i pokrovnim stakalcem.

Imunohistokemija protutijelima na biljege splavi i ne-splavi:

inkubacija tkiva Cetiri sata pri 4 °C u vlaznoj komori s otopinom za blokiranje;
inkubacija tkiva preko no¢i pri 4 °C u vlaznoj komori s primarnim protutijelima na
transferinski  receptor (razrjedenje 1:1000) i flotilin-1 (razrjedenje 1 : 500).
Predmetna su stakalca s kontrolnim skupinama preko no¢i pri 4 °C u vlaznoj komori
inkubirana s otopinom za blokiranje;

ispiranje tkiva tri puta u trajanju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;

inkubacija tkiva Cetiri sata pri 4 °C u vlaznoj komori sa sekundarnim protutijelima,
to¢nije protumisjim IgG konjugiranim s FITC (razrjedenje 1 : 300);

ispiranje tkiva tri puta u trajanju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;
inkubacija tkiva preko tri no¢i pri 4 °C u vlaznoj komori s primarnim protutijelima na
na akvaporin-1i 2 (razrjedenje 1 : 10). Predmetna su stakalca s kontrolnim skupinama
preko no¢i pri 4 °C u vlaznoj komori inkubirana s otopinom za blokiranje;

ispiranje tkiva 3 puta u trajanju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;

11
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e inkubacija tkiva cetiri sata pri 4 °C u vlaznoj komori sa sekundarnim protutijelima,
to¢nije protuzecjim 1gG konjugiranim s tetrametilrodaminom (engl. tetramethylrhoda
mine, TRITC) (razrjedenje 1 : 300);

¢ inkubacija tkiva 10 minuta pri sobnoj temperaturi u vlaznoj komori s DAPI;

e ispiranje tkiva dva puta u trajanju od 5 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;

e inkubacija tkiva 10 minuta pri sobnoj temperaturi u vlaznoj komori s bojom Sudan
black B;

ispiranje tkiva dva puta u trajanju od 5 minuta pri sobnoj temperaturi u 1x PBS-u;

e prekrivanje tkiva Vectashieldom i pokrovnim stakalcem.

Predmetna stakalca s tkivima ¢uvana su u histoloskoj kutiji na 4 °C do mikroskopiranja.

12
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Tablica 1. Primarna protutijela koriStena u fluorescentnoj imunohistokemiji.

ORGANIZAM 1Z

PROIZVODPAC I

NAZIV KOJEGA VRSTA .
KATALOSKI
PROTUTIJELA | PROTUTNELO | pROTUTIJELA 8ROJ
POTJECE
T.C.1. America,
. . Portland, Oregon,
anti-GM3 mis IgM
SAD:; kataloski broj
A2582
Zavod za
farmakologiju
) Medicinskog
anti-GM1 mis 19G
fakulteta Johns
Hopkins, Baltimore,
Maryland, SAD
anti-GD1a mis IgG
BD Biosciences,
Franklin Lakes, New
anti-Flotilin 1 mis 19G Jersey, SAD;
kataloski broj
610821
anti-Transferinski Invitrogen, kataloski
mis 19G .
receptor broj: 13-6800
anti-Akvaporin 1 zec 19G Institut za
medicinska
istrazivanja i
medicinu rada,
anti-Akvaporin 2 zec IgG Ksaverska cesta 2

HR-10001 Zagreb,
Hrvatska

13
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Tablica 2. Sekundarna protutijela koristena u fluorescentnoj imunohistokemiji

ORGANIZAM 1Z

PROIZVODAC 1
NAZIV KOJEGA VRSTA 3
KATALOSKI
PROTUTIJELA PROTUTIJELO PROTUTIJELA BROJ
POTJECE
Jackson
Protumisje IgG
Immunoresearch
konjugirano s FITC, .
koza e laboratories, SAD,
specifi¢no na g e
kataloski broj: 115-
fragment F(ab")2
095-006
Jackson
Protuzedje IgG Immunoresearch
konjugirano s koza IgG laboratories, SAD,

TRITC

kataloski broj: 115-
025-144

4.3.3. Mikroskopiranje i kvantifikacija

Tkiva su mikroskopirana uz izvor fluorescentne svjetlosti mikroskopom Axiomot 200M (Carl
Zeiss, Oberkochen, Njemacka) na ukupnom povecanju od 400 x. Slike tkiva uslikane su
digitalnim fotoaparatom Olympus D70 (Olympus, Tokio, Japan) spojenim na mikroskop te su
spremljene u tiff formatu. Intenzitet imunopozitivnih reakcija kvantificiran je racunalnim
programom F1JI (19).

4.3.4. Hemalaun-eozin bojenje tkiva i mikroskopiranje
Hemalaun-eozin bojenje tkiva provedeno je pri sobnoj temperaturi prema sljede¢em

protokolu:

e ksilen, 10 minuta

14
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hidracija u seriji etanola — po 5 minuta u otopinama etanola sljedec¢ih udjela, redom
kako je navedeno: (100 %, 100 %, 96 %, 70 %)

destilirana voda, 5 minuta

bojenje hemalaunom, 10 minuta

ispiranje destiliranom vodom, 1 minuta

razvijanje boje vodovodnom vodom, 10 minuta

destilirana voda, 1 minuta

bojenje eozinom, 1 minuta

ispiranje destiliranom vodom, 5 sekundi

dehidracija u seriji etanola — jednoli¢no uranjanje stakalaca po 5 puta u otopinama
etanola sljedecih udjela, redom kako je navedeno: (70 %, 96 %, 100 %)

100 %-tni etanol, 2-3 minute

uklanjanje etanola ksilenom, 5 minuta

Nakon zavr$enog bojenja na predmetna stakalca stavljen je medij za uklapanje Histological
Mounting Medium (National Diagnostics, Atlanta, Georgia, SAD; kataloski broj HS-103) i

stakalca su pokrivena pokrovnicama. Preparati su mikroskopirani na svjetlosnom mikroskopu

Axiomot 200M (Carl Zeiss, Oberkochen, Njemacka) i slikani digitalnim fotoaparatom

Olympus D70 (Olympus, Tokio, Japan) spojenim na svjetlosni mikroskop, a dobivene slike

sacuvane su u tiff formatu.

4.3.5. Mjerenje koncentracije proteina u urinu WT i KO miSeva

Koncentracija proteina u urinu miseva izmjerena je fluorometrom Qubit 3 (invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD; kataloski broj Q33216) prema

sljede¢em protokolu:

Pripremiti svjezu radnu otopinu (proteinski reagens i pufer u omjeru 1 : 200);
razdijeliti radne otopine u mikroepruvete (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD; kataloski broj Q32856) — 190 pl za standarde, 198 pul za uzorke;
uliti 10 ul standarda te 2 pl uzorka u mikroepruvete;

inkubacija smjese 15 minuta pri sobnoj temperaturi;

mjerenje koncentracije na fluorometru.

15
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Takoder, proteini u urinu vizualizirani su elektroforezom u TGX stain free gelu (Bio-Rad,
Hercules, California, SAD; kataloski broj 4568123). Pomijesano je 30 pl svjezeg urina
miseva starosti mjesec dana s 10 pl pufera za uzorke (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD; kataloski broj NP0007). Uzorci su inkubirani s navedenim puferom 5
minuta pri 95 °C. Zatim je 30 ul tako pripremljenog uzorka naneseno na TGX stain free gel
uronjen u tris-glicinski pufer (25mM Tris-HCI, 192 mM Gly, 0,1 % SDS, pH = 8,3). Uz
uzorke naneseno je i 5 ul proteinskog standarda SeeBlue Plus2 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD; kataloski broj LC5925). Elektroforeza je provedena pod

naponom od 60 V u trajanju od dva sata.

Nakon elektroforeze, gel je aktiviran uredajem Chemi Doc MP (Bio-Rad, Hercules,
California, SAD; kataloski broj 17001402) pri ¢emu su proteini vizualizirani. Dobivena slika

analizirana je denzitometrijski u ra¢unalnom programu FIJI (19).

4.3.6. Statisticke metode

Racunalni program Statistica 13 (inacica 12.5, Dell, SAD) koristen je za statisticku analizu, a
Shapiro-Wilkovim testom testirana je normalnost raspodjele podataka. O raspodjeli dobivenih
podataka i modelu uzorka ovisio je daljnji odabir statisticke metode. U sluc¢aju normalne
raspodjele rezultata koristeni Su parametrijski testovi, to¢nije t-test za testiranje znacajnosti
razlike izmedu dva uzorka. Odabir vrste t-testa ovisio je o veli¢ini samog uzorka i o tome jesu
li uzorci zavisni ili nezavisni. Medutim, ako raspodjela podataka nije bila normalna, koristio

se neparametrijski Mann-Whitney-Wilcoxonov test.

Za svaku statisticku analizu koristio se uzorak u minimalnom biolo§kom triplikatu, a razina

znacajnosti je u svim analizama bila odredena s p < 0,05.

16
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5. REZULTATI

5.1. Morfologija bubrega KO miSeva u odnosu na WT miSeve

Klasi¢nim histoloskim bojenjem hemalaun-eozinom prikazana je morfologija bubrega miseva
divljega tipa (WT) u odnosu na miseve s isklju¢enim (KO) St8sial genom. MisSevi su u

starosti od 30, 15i 5 dana.

Divlji tip St8sial-KO

Slika 3. Morfologija bubrega WT i KO miSeva prikazana hemalaun-eozin bojenjem.
Povecanje 400 x, skala 100 um. Legenda: 1M — 1 mjesec starosti, 2T — 2 tjedna starosti, 5D
— 5 dana starosti, WT — divlji tip, St8sial-KO — mis s iskljuc¢enim St8sial genom. lzradio
autor.

Analizom morfologije bubrega WT 1 KO miSeva bojanih hemalaun-eozinom utvrdeno je da

nema znacajnih razlika.

17
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5.2. Analiza koncentracije proteina u urinu

Analiza sadrZaja proteina u urinu miSeva pokazala je da i WT i KO misevi starosti 1 mjesec
imaju prisutne proteine u urinu. St8sial-KO misevi su imali 1,9 mg/ml, a WT 2,01 mg/ml
proteina. Natrij dodecil sulfat-poliakrilamid gel elektroforezom (engl. sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) s TGX stain free tehnologijom utvrdeno je
da KO imaju 2,6 puta veéi sadrzaj 100 kilodaltonskog proteina, 2,2 puta veci udio albumina te

otprilike 3 puta ve¢i udio lipokaina.

STANDARD
C57BL/6
ST8SIA1-KO

kDa - o

250
148

100-120 kDa
98
64 65-69 kDa albumin
50

36

19 kDa mus m1 (lipokain,
22 ' Y b prealbumin)
16 NORMALNO PRISUTAN
‘ L‘”@'.&

6

e —

Slika 4. Vizualizacija proteina u urinu misSeva. Legenda: kDa — kilodalton, C57BL/6 — divlji
tip misa, St8sial-KO — mis s isklju¢enim genom St8sial. Izradio autor.

5.3. Analiza raspodjele gangliozida u bubregu KO miSeva u odnosu na WT miSeve

Analizirana je raspodjela GSL-a u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva u starosti od 5, 151 30
dana. Shapiro-Wilkovim testom ispitana je distribucija dobivenih podataka te je utvrdeno da
raspodjela GSL-a u bubregu nije slijedila normalnu distribuciju te su se Mann-Whitney-

Wilcoxonovim testom odredile razlike izmedu varijabli.
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Divlji tip St8sial-KO

kora kora

™M
(DAPY/
GM3)

2T
(DAPY/
GM3)

5D
(DAPV/
GM3)

IM
(DAPY/
GM1)

2T
(DAPY/
GM1)

5D
(DAPV/
GM1)
20 pm

Slika 5. Raspodjela GM3 i GM1 u kori i srzi bubrega WT i KO miseva. Povecanje 400 X,
skala 20 um. Legenda: 1M — 1 mjesec starosti, 2T — 2 tjedna starosti, 5D — 5 dana starosti,
St8sial-KO — mis$ s iskljucenim St8sial genom, zelena boja — tkivo obiljezeno fluorescein
izotiocijanatom (FITC), plava boja — tkivo obiljezeno nuklearnom bojom 4',6-diamidino-2-
fenilindolom (DAPI). Izradio autor.
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Divlji tip St8sial-KO

kora kora

. . . e

Slika 6. Raspodjela GD1a u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva. Povecanje 400 x, skala 20
pm. Legenda: 1M — 1 mjesec starosti, 2T — 2 tjedna starosti, 5D — 5 dana starosti, St8sial-
KO — mi$ s isklju¢enim St8sial genom, zelena boja — tkivo obiljezeno fluorescein
izotiocijanatom (FITC), plava boja — tkivo obiljezeno nuklearnom bojom 4',6-diamidino-2-
fenilindolom (DAPI). Izradio autor.

(1) \Pl/
GDl1a)

® API/
GDla)

(D API/
GDl1a)

5.3.1. Analiza raspodjele GM3

Razlike u raspodjeli GM3 u srzi bubrega nisu bile statisticki znacajne izmedu WT 1 KO

miseva.

Medutim, razlike u raspodjeli GM3 u kori bubrega bile su statisticki znacajne izmedu WT i
KO miseva, i to u starosti od 2 tjedna. GM3 je puno vise zastupljen u KO miSu ¢iji medijan
iznosi 61,92, a u WT misu 0. U kori izmedu WT i KO miSeva starosti 1 mjesec i 5 dana

razlika u raspodjeli GM3 nije bila statisticki znac¢ajna.
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Raspodjela GM3 u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva starosti3, 151 30 dana
100

80
SWT srz
70 EWT kora
SKO srz
60 = KO kora

50
40
30

20

Integrirana gustoc¢a boje po stanici
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Slika 7. Graficki prikaz raspodjele GM3 u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva. Prikazana je
vrsta grafa koja se naziva ,kutija s brkovima“ te prikazuje sljede¢e podatke: maksimum — vrh
gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja vrijednost — X unutar Kkutije,
medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije, donja kvartila — donji rub
kutije, WT — divlji tip, KO — mi$ s isklju¢enim St8sial genom, crna crta iznad brka —
pokazatelj koje se grupe znacajno razlikuju, ** — 0,01 > p > 0,001. Izradio autor.

5.3.2. Analiza raspodjele GM1

Razlike u raspodjeli GM1 u srZi bubrega nisu bile statisticki znacajne izmedu WT i KO

miseva.

Medutim, razlike u raspodjeli GM1 u kori bubrega bile su statisti¢ki znacajne izmedu WT i
KO miSeva, 1 to u starosti od 5 dana. GM1 je viSe zastupljen u KO miSu ¢iji medijan iznosi
0,11, au WT misu 0. U kori izmedu WT i KO miseva starosti 1 mjesec i 2 tjedna razlika u

raspodjeli GM1 nije bila statisti¢ki znacajna.
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Raspodjela GM1 u kori i srii bubrega WT i KO miSeva starosti3, 151 30 dana
100

20
80

WT sri
70 EWT kora
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Slika 8. Graficki prikaz raspodjele GM1 u kori i srzi bubrega WT 1 KO miSeva. Prikazana je
vrsta grafa koja se naziva ,,kutija s brkovima“ te prikazuje sljedece podatke: maksimum — vrh
gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja vrijednost — X unutar Kkutije,
medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije, donja kvartila — donji rub
kutije, WT — divlji tip, KO — mi$ s isklju¢enim St8sial genom, crna crta iznad brka —
pokazatelj koje se grupe znacajno razlikuju, * — 0,05 > p > 0,01. Izradio autor.

5.3.3. Analiza raspodjele GDla

Razlike u raspodjeli GD1a u srzi bubrega nisu bile statisticki znacajne izmedu WT i KO

miseva.

Medutim, razlike u raspodjeli GD1a u kori bubrega bile su statisticki znacajne izmedu WT i
KO miseva, i to u starosti od 1 mjesec. GD1a je vise zastupljen u KO misu ¢iji medijan iznosi
14,08, a u WT misu 0. U kori izmedu WT i KO miSeva starosti 2 tjedna i 5 dana razlika u

raspodjeli GD1a nije bila statisticki znacajna.
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Raspodjela GD1au kori i srii bubrega WT i KO miseva starosti5, 15i 30 dana
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Slika 9. Graficki prikaz raspodjele GD1a u kori i srzi bubrega WT i KO miseva. Prikazana je
vrsta grafa koja se naziva ,,kutija s brkovima“ te prikazuje sljede¢e podatke: maksimum — vrh
gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja vrijednost — X unutar Kkutije,
medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije, donja kvartila — donji rub
kutije, WT — divlji tip, KO — mi§ s isklju¢enim St8sial genom, crna crta iznad brka —
pokazatelj koje se grupe znacajno razlikuju, ** — 0,01 > p > 0,001. Izradio autor.

Zakljuéno, GM3 je bio najzastupljeniji u bubrezima KO miseva te ga po zastupljenosti dalje
slijede GD1a i GM1.

5.4. Analiza raspodjele flotilina-1 i transferinskog receptora u bubregu KO miSeva u

odnosu na WT miSeve

Analizirana je raspodjela flotilina-1 i transferinskog receptora u kori i srzi bubrega WT i KO
miSeva u starosti od 5, 15 i 30 dana. Shapiro-Wilkovim testom ispitana je distribucija
dobivenih podataka te je utvrdeno da raspodjela flotilina-1 i transferinskog receptora u
bubregu nije slijedila normalnu distribuciju te su se Mann-Whitney-Wilcoxonovim testom

odredile razlike izmedu varijabli.
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Slika 10. Raspodjela flotilina-1 i transferinskog receptora u kori i srzi bubrega WT i KO
miseva. Povecanje 400 X, skala 20 um. Legenda: 1M — 1 mjesec starosti, 2T — 2 tjedna
starosti, 5D — 5 dana starosti, St8sial-KO — mis s iskljuc¢enim St8sial genom, zelena boja —
tkivo obiljezeno fluorescein izotiocijanatom (FITC), plava boja — tkivo obiljeZzeno
nuklearnom bojom 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Izradio autor.
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5.4.1. Analiza raspodjele flotilina-1

Razlike u raspodjeli flotilina-1 u srzi bubrega bile su statisti¢ki znacajne izmedu WT i KO
miseva, i to u starosti od 5 dana i 2 tjedna. U oba slucaja, flotilin-1 bio je vise zastupljen u
WT misu. U WT miSu starosti od 5 dana medijan je iznosio 11,57, a u KO misu 1,23. U WT
misu starosti 2 tjedna medijan je iznosio 42,48, a u KO misu 16. U srzi izmedu WT i KO

miSeva starosti 1 mjesec razlika u raspodjeli flotilina-1 nije bila statisti¢ki znacajna.

Razlike u raspodieli flotilina-1 u kori bubrega bile su statisticki zna¢ajne izmedu WT i KO
miseva, i to u starosti od 5 dana. Flotilin-1 bio je vise zastupljen u WT miSu i njegov medijan
je iznosio 16,23, a u KO misu 1,51. U kori izmedu WT 1 KO miSeva starosti 1 mjesec i 2

tjedna razlika u raspodjeli flotilina-1 nije bila statisti¢ki znacajna.

Raspodjela flotilina-1 u kori i srZi bubrega WT i KO miSeva starosti 5, 15i 30 dana
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Slika 11. Graficki prikaz raspodjele flotilina-1 u kori i srzi bubrega WT i KO miseva.
Prikazana je vrsta grafa koja se naziva ,kutija s brkovima® te prikazuje sljedece podatke:
maksimum — vrh gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja vrijednost — X
unutar kutije, medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije, donja kvartila —
donji rub kutije, WT — divlji tip, KO — mis$ s isklju¢enim St8sial genom, crna crta iznad brka
— pokazatelj koje se grupe znacajno razlikuju, * — 0,05 > p > 0,01, ** - 0,01 > p > 0,001,
*** _ 0,001 > p. Izradio autor.
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5.4.2. Analiza raspodjele transferinskog receptora

Razlike u raspodjeli transferinskog receptora u srzi bubrega nisu bile statisticki znacajne

izmedu WT i1 KO miSeva.

Medutim, razlike u raspodjeli transferinskog receptora u kori bubrega bile su statisticki
znacajne, 1 to u starosti 5 dana i 1 mjesec. U oba slucaja, transferinski receptor bio je vise
zastupljen u WT miSu. U WT miSu starosti 5 dana medijan je iznosio 9,92, a u KO misu 0,5.
U WT misu starosti 1 mjesec medijan je iznosio 51,21, a u KO misu 1,97. U kori izmedu WT
1 KO miSeva starosti 2 tjedna razlika u raspodjeli transferinskog receptora nije bila statisticki
znacajna.

Raspodjela transferinskog receptora u kori i sr7i bubrega WT i KO miSeva starosti5, 151 30 dana
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Slika 12. Grafic¢ki prikaz raspodjele transferinskog receptora u kori i srzi bubrega WT i KO
miSeva. Prikazana je vrsta grafa koja se naziva ,kutija s brkovima® te prikazuje sljedece
podatke: maksimum — vrh gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja
vrijednost — X unutar kutije, medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije,
donja kvartila — donji rub kutije, WT — divlji tip, KO — mis s isklju¢enim St8sial genom, crna
crta iznad brka — pokazatelj koje se grupe znacajno razlikuju, **-0,01 > p > 0,001,
*** 0,001 > p. lIzradio autor.
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5.4.3. Usporedba raspodjele flotilina-1 i transferinskog receptora prema

raspodjeli gangliozida izmedu WT i KO miSeva

Gledaju¢i razlike u raspodjeli GSL-a u kori i srzi bubrega koje su bile statisticki znacajne

izmedu WT 1 KO miseva vidi se da su isti vise zastupljeni u kori bubrega KO miSeva.

S druge strane, gledajuéi razlike u raspodjeli flotilina-1 i transferinskog receptora u kori i srzi
bubrega koje su bile statisticki znacajne izmedu WT i KO miSeva vidi se da je flotilin-1 bio

viSe zastupljen u srzi i kori WT misSeva, a transferinski receptor u kori WT miSeva.

Zaklju¢éno, GSL-ovi su bili viSe zastupljeni u KO misevima, dok su flotilin-1 i transferinski

receptor viSe zastupljeni u WT miSevima.

5.5. Analiza raspodjele akvaporina-1 i 2 u bubregu KO miseva u odnosu na WT

miSeve

Analizirana je raspodjela akvaporina-1 i 2 u kori i srzi bubrega WT i KO miseva u starosti od
5, 15 i 30 dana. Shapiro-Wilkovim testom ispitana je distribucija dobivenih podataka te je
utvrdeno da raspodjela akvaporina-1 i 2 u bubregu nije slijedila normalnu distribuciju te su se

Mann-Whitney-Wilcoxonovim testom odredile razlike izmedu varijabli.
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Slika 13. Raspodjela akvaporina-1 i 2 u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva. Poveéanje
400 x, skala 20 um. Legenda: 1M — 1 mjesec starosti, 2T — 2 tjedna starosti, 5D — 5 dana
starosti, St8sial-KO — mi$ s isklju¢enim St8sial genom, crvena boja — tkivo obiljezeno
tetrametilrodaminom (TRITC), plava boja — tkivo obiljezeno nuklearnom bojom 4',6-
diamidino-2-fenilindolom. Izradio autor.
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5.5.1. Analiza raspodjele akvaporina-1

Razlike u raspodjeli akvaporina-1 u srzi i kori bubrega nisu bile statisticki znac¢ajne izmedu
WT 1 KO miSeva.

Raspodjelaakvaporina-1u korii srii bubrega WT i KO miSeva starosti 5, 151 30 dana
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Slika 14. Graficki prikaz raspodjele akvaporina-1 u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva.
Prikazana je vrsta grafa koja se naziva ,kutija s brkovima“ te prikazuje sljede¢e podatke:
maksimum — vrh gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja vrijednost — X
unutar kutije, medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije, donja kvartila —
donji rub kutije, WT — divlji tip, KO — mis$ s isklju¢enim St8sial genom. Izradio autor.

5.5.2. Analiza raspodjele akvaporina-2

Razlike u raspodjeli akvaporina-2 u srzi i kori bubrega nisu bile statisticki znacajne izmedu
WT 1 KO miSeva.
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Raspodjela akvaporina-2 u kori i srii bubrega WT i KO miSeva starosti 5, 15i 30 dana
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Slika 15. Graficki prikaz raspodjele akvaporina-2 u kori i srzi bubrega WT i KO miSeva.
Prikazana je vrsta grafa koja se naziva ,kutija s brkovima® te prikazuje sljedece podatke:
maksimum — vrh gornjeg brka, minimum — donja granica donjeg brka, srednja vrijednost — X
unutar kutije, medijan — crta unutar kutije, gornja kvartila — gornji rub kutije, donja kvartila —
donji rub kutije, WT — divlji tip, KO — mis$ s isklju¢enim St8sial genom. Izradio autor.

Zakljucno, akvaporini-1 i 2 bili su podjednako raspodijeljeni u kori i srzi bubrega WT i KO

miSeva svih godista te razlika u njihovoj raspodjeli nije bila statisticki znacajna.
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6. RASPRAVA

6.1. Morfologija bubrega WT i KO miSeva

Analizirana je morfologija bubrega WT i St8sial-KO miseva hemalaun-eozin bojenjem.
Analiza je pokazala da znacajne razlike u morfologiji bubrega izmedu dvije genotipski
razliCite skupine miSeva nema. Kako se radi o mladim miSevima, ne mozemo sa sigurnoS¢u
tvrditi da ovi miSevi starenjem nece razviti bubrezni fenotip s obzirom na molekularne

promjene koje su uocene ovim istrazivanjem.

Istrazivanje provedeno nad Gal3st1-KO i Ugcg-KO miSevima, koji su KO za gene enzima
ukljucene uzvodno od GD3 sintaze u sintezi gangliozida, pokazalo je sli¢cne rezultate (20), ali

kod tih miSeva nije uocena proteinurija.

St8sial gen kodira enzim gangliozid GD3 sintazu koji je odgovoran za sintezu gangliozida
GD3 i GT3 te time i svih gangliozida b i ¢ serije (Slika 2.) (15), ali ovi miSevi imaju

gangliozide a serije i to u tolikoj koli¢ini da nadoknaduju nedostatak struktura iz b i ¢ serije.

S druge strane, Ugcg gen kodira enzim GlcCer sintazu koji je odgovoran za sintezu GlcCer
koji je kljucan za sintezu svih GSL-a a, b i ¢ serije (21). Ovi miSevi kompenzatorno
sintetiziraju gangliozide koji umjesto glukozom zapocinju galaktozom, takoder u koli¢inama

koje potpuno kompenziraju nedostatak ,,ganglio* serije GSL-a.

U istrazivanju provedenom nad Ugcg-KO i Gal3stl-KO misevima metodom floksinga
dobiveni su tkivno specifiéni KO misevi koji su pokazali normalnu morfologiju bubrega (20).
Za pretpostaviti je da oba navedena KO miSa imaju bolju kompenzaciju od St8sial modela

kojega smo mi proucavali.

6.2. Koncentracija proteina u urinu WT i KO miSeva

Analizom sadrzaja urina WT 1 KO miSeva doslo se do zaklju¢ka da i WT 1 KO miSevi imaju

proteine u urinu pri ¢emu je udio albumina 2,2 puta veci u urinu KO misa.
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Istrazivanja su pokazala da je neuravnotezenost u sintezi GSL-a, koje je karakteristicno za
ispitivani zivotinjski model, povezana s patoloSkim stanjima kao Sto su tip 1 i 2 diabetesa
mellitusa koji pogorSanjem moze dovesti do dijabeticke nefropatije i smanjene brzine
glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate, GFR) (9). Jedan od prvih znakova
dijabeti¢ke nefropatije prisustvo je albumina u urinu (22). Na temelju provedenog istrazivanja
nad C57BL/6 misevima (miSevi divljeg tipa), koji su koriSteni i u naSem istrazivanju,
pokazano je da se nakon streptozotocin (engl. streptozotocin, STZ) izazvanog dijabetesa
simptomi dijabeti¢ke nefropatije pojavljuju tek nakon 6 mjeseci. Takoder, Konzorcijum
zivotinjskih modela s dijabetickim komplikacijama (engl. Animal models of diabetic
complications consortium, AMDCC) izdao je kriterije koji potvrduju prisustvo dijabeticke
nefropatije u glodavcima. Kriteriji su utemeljeni na patoloskim i klini¢kim osobinama
dijabeticke nefropatije u ljudi i iznose tvrdnju da je za dijagnostiku dijabeti¢ke nefropatije
potrebna 10 puta veéa albuminurija u KO miSeva nego §to je to u WT miSevima (23). 1z ovih
saznanja, koncentracija albumina u urinu KO miSeva koriStenih u naSem istrazivanju nije
dovoljna da bi se mogla dijagnosticirati dijabeticka nefropatija. Jedan od mogucih razloga za
to ¢injenica je da su KO miSevi bili stari 1 mjesec te se svi simptomi dijabeticke nefropatije
nisu uspjeli razviti. Jedan od kriterija koji bi dodatno pomogli pri dijagnosticiranju dijabeticke

nefropatije je GFR.

Imunohistokemijska analiza pokazala je pove¢ane koncentracije GM3 u bubregu KO misa.
Pretopostavka u provedenim istrazivanjima bila je da GM3 ima vaZnu ulogu u odrzavanju
naboj selektivne filtracijske membrane glomerula. Poremecena raspodjela GM3, koja je
prisutna u St8sial-KO misu, moze dovesti do gubitka funkcije naboj selektivne filtracijske

membrane glomerula te pri tome dovesti do poveéane koncentracije proteina u urinu (9).

6.3. Raspodjela gangliozida u bubrezima WT i KO miSeva

Koristenjem protutijela na GM3, GM1 1 GDIla u imunohistokemijskoj analizi doSlo se do

zakljucka da su ispitivani gangliozidi vise zastupljeni u KO u odnosu na WT miseve.

U istrazivanju provedenom nad miSevima kojima je uklonjen St8sial gen pokazano je da zbog
manjka kompleksnih GSL skupina b i ¢ serije takvi misevi sintetiziraju samo GSL a serije
kojima je prekursor GM3 te su oni prisutni u ve¢im koli¢inama (20, 24). U tu skupinu GSL-a

takoder pripadaju GM1 i GDla. Ovo saznanje podudara se s dobivenim rezultatima i
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literaturom. Naime, St8sial gen kodira enzim gangliozid GD3 sintazu koji je odgovoran za
sintezu gangliozida GD3 i GT3 te time i svih gangliozida b i ¢ serija. U Zivotinjskom modelu
koriStenom u nasem istrazivanju taj gen nedostaje te stoga i gangliozidi b i ¢ serija nedostaju

te dolazi do nakupljanja gangliozida a serije (9).

Nadalje, kvantifikacijom intenziteta imunopozitivnih reakcija dobiveno je da su isti
gangliozidi zastupljeni pretezito u kori bubrega, dok u srzi razlika u raspodjeli nije bila
statisti¢ki znacajna. Od svih gangliozida, GM3 je bio najvise zastupljen nakon kojega po redu
slijede GDl1a i GM1.

Istrazivanje provedeno nad bubrezima Stakora pokazalo je da su GM3 i GD3 najzastupljeniji u
bubreznom tkivu. Pokazano je da je u manjoj mjeri prisutan i GD1a te da su koncentracije
GM1 nakon 3. postnatalnog dana bile jedva mjerljive, $to se podudara s rezultatima naseg
istrazivanja. Rezultati istrazivanja provedenog na bubrezima Stakora takoder pokazuju da je
GM3 jednoliko rasporeden u srzi i kori bubrega, dok je nase istrazivanje pokazalo da je isti
dominantan u kori, a u srzi razlika u raspodjeli izmedu WT i KO miSeva nije bila statisticki
znacajna (17, 25).

U naSem istrazivanju takoder je uoceno kako St8sial-KO u razli¢itim razvojnim fazama
bubrega koristi drugi gangliozid kao kompenzaciju vjerojatno kompleksnijih formi koje
nedostaju. Tako zivotinje stare 5 dana pretjerano eksprimiraju GM1, zivotinje stare 2 tjedna

GM3, a zivotinje stare 1 mjesec GD1a.

6.4. Raspodjela flotilina-1 i transferinskog receptora u bubrezima WT i KO miSeva

Koristenjem protutijela na flotilin-1 i transferinski receptor u imunohistokemijskoj analizi
doslo se do zakljucka da su isti viSe zastupljeni u WT nego u KO miSevima, osobito 5. dana
razvoja. S obzirom da je flotilin-1 marker lipidnih splavi, zaklju¢ujemo kako kod St8sial-KO

miSeva dolazi do znacajnog poremecaja sastava lipidnih splavi.

Istrazivanja su pokazala da je transferinski receptor jednoliko rasporeden u kori 1 srzi bubrega
WT miseva (26) pa se moze pretpostaviti da je sastav ne-splavi manje promijenjen od sastava

splavi.
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6.5. Raspodjela akvaporina-1i 2 u bubrezima WT i KO miSeva

KoriStenjem protutijela na akvaporin-1 1 2 u imunohistokemijskoj analizi doSlo se do

zakljucka da su akvaporini jednoliko raspodijeljeni u meduli i srzi bubrega WT i KO miseva.

Istrazivanja su pokazala da su akvaporini-1 i 2 podjednako prisutni u korteksu i srzi bubrega
sisavaca. Imunokemijskom analizom pokazano je da je akvaporin-1 prisutan od proksimalnog
zavijenog tubula u kori do silaznog tankog kraka Henleove petlje i same Henleove petlje u
srzi bubrega, a akvaporin-2 je raspodijeljen od spojnog tubula u kori do sabirnih kanali¢a u
srzi bubrega (27).

Oba su kanala vazna za filtraciju molekula vode pa se moze zakljuciti kako je filtracijska

sposobnost bubrega kod St8sial-KO miseva odrZzana.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e [zmedu bubrega WT i KO miSeva nema morfoloski znacajnih razlika.

e WT i KO miSevi su imali prisutne proteine u urinu te postoji mogucénost daljnjeg
razvoja nefropatije.

e GM3, GM1 i GD1a bili su vise zastupljeni u KO nego u WT miSevima $to se tumaci
kompenzacijom za forme gangliozida koje nedostaju.

e Transferinski receptor i flotilin-1 bili su vise zastupljeni u WT nego u KO misevima
pa postoji moguénost znac¢ajnog poremecaja sastava lipidnih splavi.

e Akvaporini-1 i 2 podjednako su raspodijeljeni u kori i srzi bubrega WT i KO miseva

Sto objasnjava odrzanu bubreznu filtraciju kod oba misa.
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8. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Hemalaun-eozin bojenjem prikazati morfologiju bubrega St8sial-KO i
WT miSeva starosti 5, 15 i 30 dana, izmjeriti koncentraciju proteina u urinu KO 1 WT miSeva
starosti 1 mjesec, prikazati raspodjelu GM3, GM1 i GDla gangliozida protutijelima na
gangliozide u kori i srzi bubrega KO i WT miSeva starosti 5, 15 i 30 dana, protutijelima na
flotilin-1 i transferinski receptor prikazati raspodjelu markera lipidnih splavi i ne-splavi prema
raspodjeli gangliozida u bubrezima KO 1 WT miSeva starosti 5, 15 1 30 dana i protutijelima na
akvaporine, flotilin-1 i transferinski receptor odrediti poloZzaj akvaporina u bubrezima KO i

WT miSeva starosti 5,15 1 30 dana.

Nacrt studije: Studija parova — Zivotinje divljeg tipa prema Zivotinjama s isklju¢enim genom
St8sial.

Materijal i metode: U istrazivanju je koristeno tkivo bubrega WT miseva i KO miSeva s

isklju¢enim genom St8sial te obje skupine obuhvacaju zivotinje starosti 5, 15 i 30 dana.

Rezultati: Hemalaun-eozin bojenje nije prikazalo znacanju razliku u morfologiji bubrega
izmedu WT 1 KO miSeva, analiza urina pokazala je da WT 1 KO miSevi imaju prisutne
proteine u urinu, imunohistokemijska analiza pokazala je da su gangliozidi viSe zastupljeni u
bubrezima KO, a flotilin-1 i transferinski receptor u bubrezima WT miseva te je istom
metodom dobiveno da su akvaporini-1 i 2 podjednako rasprostranjeni u Kkori i srzi bubrega
KO i WT miSeva.

Zakljucak: U bubrezima KO miseva doslo je do poremecaja raspodjele gangliozida, flotilina-

1 i transferinskog receptora, dok je raspodjela akvaporina-1 i 2 ostala nepromijenjena.

Kljuéne rije¢i: Gangliozid; hemalaun-eozin; imunohistokemijska analiza; lipidne splavi;

St8sial gen.
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9. SUMMARY

The Kidney Phenotype of St8sial Knockout Mouse

Objectives: To show the morphology of the kidneys originating from St8sial-KO and WT
mice aging from 5, 15 and 30 days using the haematoxylin-eosin staining. To measure the
concentration of protein in urine from KO and WT one-month-old mice. To show distribution
of GM3, GM1 and GD1a gangliosides in cortex and medulla of kidneys originating from KO
and WT mice aging from 5, 15 and 30 days using ganglioside antibodies. To show
distribution of flotillin-1 and transferrin receptor in cortex and medulla of kidneys originating
from KO and WT mice aging from 5, 15 and 30 days using flotillin-1 and transferrin receptor
antibodies. To compare the distribution of flotillin-1 and transferrin receptor to distribution of
GM3, GM1 and GD1la gangliosides. To determine the position of aquaporins-1 and 2 in
kidneys originating from KO and WT mice aging from 5, 15 and 30 days using aquaporin-1,

aquaporin-2, flotillin-1 and transferrin receptor antibodies.
Study design: Matched pair study — WT animals against animals with excluded St8sial gene.

Material and Methods: The study includes kidney tissue originating from WT and KO mice
with excluded St8sial gene aging from 5, 15 and 30 days.

Results: Haematoxylin-eosin staining did not present any morphological differences in WT
and KO kidneys. Urine analysis showed that both WT and KO mice had protein in their urine
samples. Immunohistochemical analysis showed that gangliosides were more present in
kidneys originating from KO mice. Same analysis showed that flotillin-1 and transferrin
receptor were more present in kidneys originating from WT mice and that aquaporins-1 and 2
were equally disseminated in the cortex and medulla of kidneys originating from KO and WT

mice.

Conclusion: A disorder in distribution of gangliosides, flotillin-1 and transferrin receptor
occurred in kidneys originating from KO mice, while at the same time aquaporin-1 and 2

distribution in kidneys stayed the same.

Keywords: Ganglioside; haematoxylin-eosin; immunohistochemical analysis; lipid rafts;

St8sial gene.
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