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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

ABBA - eng. antibrush border antibody 

AKI - eng. acute kidney injury 

AMN - eng. amnionless 

APP - eng. amyloid-³ precursor protein 

ARH - eng. autosomal recessive hypercholesterolemia 

CAKUT - eng. congenital anomalies of the kidney and urinary tract 

Cav-1 - Caveolin-1 

Cerebellum - lat. mali mozak 

CIC-5 - kloridni kanal pet  (eng. chloride channel 5) 

CKD -  eng. chronic kidney disease 

DAB1- intracelularni adapterski protein (eng. disabled 1) 

DAB2IP - eng. disabled homolog 2-interacting protein 

DKD - eng. diabetic kidney disease 

EGF - eng. epidermal growth factor 

GIPC1 - eng. GAIP interacting protein C-terminus 1 

GPCR - eng. G protein-coupled receptor 

IGF-1R - eng. insulin-like growth factor-1 receptor 

LDLR - lipoproteinski receptor niske gusto�e (eng. low density lipoprotein receptor)   

PTB - eng. phosphotyrosine binding 

PTECs - eng. proximal tubular epithelial cells 

RAP - eng. receptor associated protein 

RCC - eng. renal cell carcinoma 

ROMK - eng. renal outer medullary potassium 

TGF-β - eng. transforming growth factor beta 

VEGFR - eng. vascular endothelial growth factor 

Yot - Yotari mib 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. UVOD 



1.1. Yotari mibevi i CAKUT 

 
Mibevi Yotari dobiveni su spontanom mutacijom u genu Dab1 i pokazuju abnormalnosti u sredibnjem 

~iv�anom sustavu (1,2,3). Stoga, rije� je o neurolobki mutiranom mibu �ija se mutacija prenosi na 

autosomno recesivan na�in. Prepoznatljivi su po nestabilnom hodanju, tremoru i ranoj smrti, otprilike 

u vrijeme odvikavanja od dojenja. Cerebellum yotarija je hipoplasti�an i nema folijacije. Mo~e se 

uo�iti zrnati i molekularni dio stanica, to�nije vanjski i unutrabnji sloj, ali Purkinjeove stanice su 

rasprbene po bijeloj tvari te zrnatom sloju. Laminarna struktura cerebralnog korteksa i hipokampalne 

formacije su iskrivljene (2). Odrasli glodavci podi~u se za rep i polako spubtaju prema vodoravnoj 

povrbini, pri tome pru~aju sva �etiri uda o�ekuju�i kontakt. Mibji mutant umjesto toga pokazuje 

reakciju savijanja, �esto karakteriziranu stiskanjem bape i dr~anjem poput bibmiba (4). Homozigotni 

Dab1scm mibevi nakon rođenja imaju tjelesni tremor, anomalije hoda i manju tjelesnu te~inu. 

Petnaestog postnatalnog dana deficiti motori�ke koordinacije bili su vidljivi na testovima vodoravne 

i okomite rebetke u kombinaciji sa slabijom snagom stiska. Sli�no, mutanti su se razlikovali od 

kontrola na testovima ispravljanja i stezanja stra~nje bape. Daljnje razlike otkrivene su postnatalnog 

dvadeset i drugog dana u obliku slabijeg vizualnog postavljanja, izbjegavanja dodira, savijanja trupa, 

smrzavanja, smanjenog odgovora na vokalizaciju, kao i prijeđene kvadrati�e na otvorenome. Procjena 

u odrasloj dobi pokazala je sli�na obte�enja, bto ukazuje na trajne motori�ke promjene (5). 

 

DAB1 je intracelularni adapterski protein. Va~an je za put prijenosa signala koji koordinira 

formiranje neuronskih mre~a i pozicioniranje neurona u mozgu tijekom razvoja (6). Također, 

aktiviran DAB1 poti�e stani�ne procese koji su bitni za razvojne aktivnosti stanica (7). Mutacije u 

genu DAB1 mogu potaknuti klini�ku prezentaciju spinocerebelarne ataksije (8) i uvjetovati 

Alzheimerovu bolest (9). DAB1 je povezan s neurorazvojnim poreme�ajima, uklju�uju�i shizofreniju 

i poreme�aje iz spektra autizma u mnogim genetskim, ~ivotinjskim, kao i postmortalnim studijama 

(10).  

 

Uo�eno je kako je DAB1 smanjen u tkivima primarnog tumora, osobito kod raka mozga i endometrija 

(11,12). Ustanovljeno je da kod karcinoma dojke umanjenje DAB1 pridonosi trostruko negativnom 

fenotipu raka dojke, slabijoj diferencijaciji i metastazama u limfnim �vorovima (13). S pove�anim 

izra~ajem DAB1inaktivira stani�no sjedinjavanje, migraciju i kolonizaciju stanica raka prostate (11). 

Povezanost Dab1 proteina s  Reelin signalnim putem smatra se jednim od va~nijih molekularnih 

puteva povezanih s migracijom kortikalnih neurona tijekom procesa neurogeneze. Izvanstani�ni 



Reelin ve~e lipoproteinske receptore iz obitelji LDLR te se internalizira. Internalizacija kompleksa 

Reelin-lipoprotein receptora u endocitne vezikule rezultira pove�anom tirozinskom fosforilacijom 

Dab1 regrutiranjem neidentificirane kinaze i pove�anim prometom Dab1. Dab1 se također povezuje 

s drugim transmembranskim proteinima. Reelinom inducirana modifikacija Dab1 fosforilacije mo~e 

predstavljati kriti�an korak u prijenosu Reelin signala iz izvanstani�nog okoliba u unutarstani�ne 

događaje, kao bto je aktivacija drugog glasnika i promijenjena ekspresija gena (14). 

DAB1 je izra~eno zastupljen u mibjim podocitima, kao i u bubrezima ljudskog fetusa (15,16). Novija 

istra~ivanja su otkrila da yotari mibevi imaju nepotpun razvoj bubrega, poreme�aj u spektru 

kongenitalnih anomalija bubrega i urinarnog trakta (CAKUT). Nadalje, yot mibevi imaju izravnanje 

nastavaka stanica podocita u glomerulima, bto mo~e utjecati na gubitak funkcije bubrega i posljedi�no 

preranu smrt (1,17,18). 

 

CAKUT se javlja u 3 - 6 na 1 000 ~ivorođene djece, te �ini ve�inu slu�ajeva zavrbnog stadija bubre~ne 

bolesti kod djece i stvara predispoziciju za hipertenziju i kardiovaskularne bolesti tijekom ~ivota (19). 

Uvjetuju 34 – 59 % kroni�nih bubre~nih bolesti (eng. CKD) (19). Predstavlja birok raspon poreme�aja 

koji su posljedica razvojnih abnormalnosti donjeg urinarnog trakta, urinarnog sabirnog sustava, 

pogrebne embrionalne migracije bubrega ili abnormalnog razvoja bubre~nog parenhima (20). 

Anomalije donjeg dijela mokra�nog sustava identificiraju se u oko 50 % oboljelih pacijenata i 

uklju�uju vezikoureteralni refluks (25 %), opstrukciju ureteropelvi�nog spoja (11 %) i opstrukciju 

ureterovezikalnog spoja (11 %) (21,22). Malformacije bubrega obi�no se identificiraju u prenatalnom 

razdoblju i �ine 20-30 % svih detektabilnih anomalija (22,23,24).  

 

 

 

 

 

 

 

 



Tablica 1. Fenotipska podjela CAKUT-a (20) 

Aplazija bubrega 

Bubre~na displazija 

Bubre~na hipoplazija 

Dvostruki bubreg 

Potkovasti bubreg 

Opstrukcija ureteropelvi�nog spoja 

Duplikacija uretera 

Vezikoureteralni refluks 

Ektopi�ni ureter 

 

Patogeneza CAKUT-a nije dobro definirana. Fenotipska heterogenost CAKUT-a mo~e proiza�i iz 

sljede�ih mehanizama: mutacije u jednom ili vibe gena povezanih s ljudskim CAKUT-om, genetski 

ili epigenetski modifikatori, na�in nasljeđivanja i okolib (19). Podatci pokazuju da otprilike 20 % 

pacijenata mo~e imati genetski poreme�aj koji se obi�no ne otkriva standardnim klini�kim 

procjenama, bto implicira mnoge razli�ite mutacijske mehanizme i patolobke molekularne putove 

(25). Međutim, autosomno dominantni i autosomno recesivni defekti jednog gena, poligensko 

nasljeđe i veliki citogenetski defekti (tj. varijacije broja kopija) povezani su s CAKUT-om (26,27). 

 

Iako se mnogi oblici CAKUT-a javljaju u kontekstu sindroma multiorganske malformacije, ve�ina 

slu�ajeva CAKUT-a je nesindromska (28).  

 

Ve�ina slu�ajeva CAKUT-a dijagnosticira se prenatalnim ultrazvu�nim snimanjem, kojim se 

pregledavaju bubrezi, mokra�ni putevi i volumen amnionske teku�ine. Prenatalni ultrazvuk ispravno 

dijagnosticira poreme�aje bubrega/mokra�nih puteva u oko 85 % dojen�adi, osobito ako se snimanje 

izvodi u zadnjem tromjese�ju (29). Preostali slu�ajevi CAKUT-a uglavnom se dijagnosticiraju nakon 

bto se dojen�e ili dijete pojavi s infekcijom mokra�nog sustava, bto zahtijeva ultrazvuk i/ili druge 

slikovne studije za pregled bubrega i mokra�nih puteva. Pojedinci rođeni s jednim ili dva bubrega, 



ali niskim brojem nefrona, mo~da ne�e pokazivati nikakve znakove ili simptome sve do adolescencije 

ili odrasle dobi kada se mo~e dijagnosticirati rana hipertenzija i/ili CKD (30).  

Razumijevanjem uzroka CAKUT-a mogu se zapo�eti preventivni postupci i uspostaviti klini�ke 

smjernice o tome kako treba lije�iti, odnosno pratiti ove pacijente. 

 

1.2. Signalni proteini 

Postoji mnogo razli�itih proteina koji prenose signalne informacije do stanica. Djelovanje je preko 

liganda koji se ve~u na receptore izra~ene na ciljnim stanicama. Takvi membranski proteini 

predstavljaju vibe od 30 % ljudskog proteoma i sudjeluju u bitnim biolobkim procesima, kao bto su 

stani�na signalizacija, transport i prepoznavanje stanica. Defekti u prometu izlu�enih ili membranskih 

proteina doprinose patogenezi mnogih ljudskih bolesti (31). U ovoj doktorskoj disertaciji cilj je bio 

istra~iti neke od tih signalnih markera tijekom razvoja bubrega i njihovu potencijalnu funkciju u 

patologiji bubrega. 

 

Slika 1. Megalin, Cubilin, Caveolin-1, GIPC1 i DAB2IP su receptori liganada u strukturama bubrega. 

U proksimalnim tubularnim epitelnim stanicama, Megalin sa svojim citoplazmatskim repom daje 



signal za endocitozu posredovanu klatrinom. Cubilin se mora pridru~iti Megalinu ili AMN za 

uspjebno signaliziranje. Nakon preuzimanja, ligandi se oslobađaju u vezikulama i prenose u druge 

strukture stanice dok se receptori vra�aju na apikalnu membranu (32). Caveolin-1 je glavna struktura 

kaveola u plazma membrani koja je klju�na za stani�ni metabolizam, a posljedi�no i za bubre~ne 

bolesti (33). GIPC1 stupa u interakciju s mnogo transmembranskih receptora (na primjer GPCR) za 

međustani�nu signalizaciju (34). DAB2IP je signalni adaptor koji se ve~e s upalnim citokinima i 

faktorima rasta (35). Izrađeno s BioRender.com. 

Megalin 

Megalin je multifunkcionalni endocitni receptor koji pripada obitelji receptora lipoproteina niske 

gusto�e. Ve~e niz strukturno vrlo razli�itih proteina. Megalin je izvorno identificiran kao antigen u 

Heymannovom nefritisu, btakorskom modelu membranoznog glomerulonefritisa (36). Najvibe se 

nalazi u �etkastom rubu proksimalnih tubula bubrega (eng. ) i luminalnom endocitnom aparatu 

(36,37,38,39), kao i u lizosomskim strukturama u manjim koli�inima. Također, identificiran je u 

glomerularnim podocitima Lewis btakora (40). Ekstrarenalna ekspresija Megalina uklju�uje niz 

drugih apsorpcijskih epitela (poput ileuma, ~umanj�ane vre�e glodavaca) te se nalazi u mozgu, 

plu�ima, posteljici i btitnja�i (41). Sadr~i veliku amino-terminalnu izvanstani�nu domenu, jednu 

transmembransku domenu i kratki karboksi-terminalni citoplazmatski rep. Potonji sadr~i dvije NPXY 

sekvence koje posreduju u vezivanju na adaptorske proteine i grupiranju u jamice oblo~ene klatrinom, 

uz nekoliko mjesta prepoznavanja Src homologije 3 i jedne Src homologije 2. Izvanstani�na domena 

sastavljena je od �etiri cisteinom bogate skupine ponavljanja receptora lipoproteina niske gusto�e tipa 

A koji �ine regije vezanja liganda odvojene i nakon kojih slijedi ukupno 17 ponavljanja tipa 

epidermalnog faktora rasta (eng. EGF) i osam razmaknutih regija koje sadr~e YWTD ponavljanja. 

Op�enito, vezanje na Megalin ovisi o Ca2+, a sam Megalin vrlo sna~no ve~e kalcij (42). 

 

Mehanizam endocitoze je sustav koji je neophodan za stani�nu signalizaciju i pre~ivljavanje. Smatra 

se da je to jednostavan mehanizam pomo�u kojeg stanice unose hranjive i druge tvari (43,44). 

Reapsorpcija i metabolizam proteina u glomerularnim filtratima ovisi o endocitozi posredovanoj 

receptorima u PTEC. Proteinurija je klini�ki marker bolesti bubrega i srca. Kod bolesti bubrega, osim 

abnormalne glomerularne propusnosti, proteinurija se također razvija kada su endocitozni mehanizmi 

patolobki izmijenjeni. Endocitoza koju posreduju receptori zahtijeva koordinaciju nekoliko proteina 

i molekula prijenosa signala (45). Megalin ima klju�nu ulogu u endocitozi razli�itih liganda filtriranih 

kroz glomerul ili PTEC-om (46).  Megalin reapsorbira va~ne tvari, poput vitamina D, vitamina A i 

B12 (47) te proteina koji ve~e retinol (48). Također, reapsorbira nefrotoksi�ne tvari, poput 



antimikrobnih ili lijekova protiv raka, kao bto je gentamicin (49), vankomicin (50) i cisplatin (51). 

Klju�an je u reapsorpciji proteina i peptida koji se odnose na sustav renin-angiotenzin (52), albumina 

oboga�enih masnim kiselinama, kao i krajnjeg proizvoda glikacije (53). Velik dio nabeg znanja o 

funkcijama Megalina temelji se na podatcima dobivenim prou�avanjem mibeva s nedostatkom 

Megalina (54,55). Stanice proksimalnih tubula bez Megalina karakterizirane su gubitkom endocitnih 

invaginacija, vezikula i odjeljka za recikliranje membrane, gustim apikalnim tubulima (56) te 

pove�anom koli�inom niskomolekularnih serumskih proteina (42). Normalna ekspresija Megalina 

ovisi o proteinu povezanom s receptorom (eng. RAP) koji btiti novosintetizirani receptor od ranog 

vezanja liganada (57). Brojne bolesti karakterizirane proteinurijom otkrivaju smanjenu bubre~nu 

ekspresiju Megalina (42). Mutacija gena koji kodira ClC-5 uzrokuje poreme�aj proksimalnih tubula 

poznat kao Dentova bolest, koju karakterizira, osim proteinurija niske molekularne te~ine, job 

hiperkalciurija, nefrolitijaza, aminoacidurija, fosfaturija i zatajenje bubrega (58). Mutacije gena koji 

kodira Megalin uzrokuje Donnai–Barrowov sindrom (DBS), to�nije facio-okulo-akusti�no-renalni 

sindrom, koji je autosomno recesivni poreme�aj karakteriziran vibestrukim abnormalnostima 

uklju�uju�i malformaciju prednjeg mozga i o�iju, kao i defekt reapsorpcije u PTEC-ima (59). Postoji

serija slu�ajeva bolesti koju karakteriziraju protutijela protiv �etkastog ruba i posljedi�no zatajenje 

bubrega (ABBA bolest). Bolesnici s ABBA boleb�u imaju subnefrotsku proteinuriju, razvijaju akutnu 

ozljedu bubrega i pokazuju obte�enje proksimalnih tubula s naslagama IgG u apikalnim i tubularnim 

bazalnim membranama u proksimalnim tubulima. Imunolobko bojenje otkrilo je da se Megalin 

specifi�no kolonizira s IgG u tubularnim imunolobkim naslagama (60). Razumijevanje fiziologije i 

signalizacije Megalina iskoribteno je kao cilj za ubla~avanje nekih bolesti bubrega (32). Osim toga, 

ligandi Megalina koribteni su kao sustav za isporuku lijeka s vrsnom u�inkovitosti (61). 

 

Cubilin 

Cubilin je multiligand, endocitni receptor također poznat kao intestinalni intrinzi�ni faktor (IF)-B12 

receptor (62). Izvorno je identificiran kao meta teratogenih protutijela kod btakora (42). Visoko je 

izra~en u PTEC i endocitnom aparatu (62,63). Također se mo~e identificirati u lizosomima. Normalna 

ekspresija Cubilina ovisi o transmembranskom proteinu bez amniona (eng. AMN), ~45 kDa 

identificiran kao va~an �imbenik za normalan razvoj srednjeg dijela primitivne pruge kod mibeva 

(64). Ukoliko AMN nije prisutan, Cubilin se zadr~ava u unutarstani�nim strukturama (32). Mutacije 

u genu Cubilin ili AMN identificirane su u Imerslund-Gräsbeckovoj bolesti (65,66). Rije� je o 

nasljednome sindromu nedostatka vitamina B12 karakteriziran neispravnom intestinalnom 

apsorpcijom IF-B12 (67,68). Cubilin, zajedno s Megalinom, izra~en je u apikalnim endocitnim 



odjeljcima proksimalnog tubula (62), a također se nalazi u podocitima btakora i ljudi (69). Cubilin je 

izvanstani�ni protein i stupa u interakciju s drugim membranskim proteinima radi endocitoze. Tako 

u proksimalnom tubulu se spaja s Megalinom, tvore�i multireceptorski kompleks koji pokre�e 

internalizaciju vezanih liganada (70,71,72). Dosadabnje studije o cjelokupnom genomu povezale su 

varijacije unutar gena za Cubilin s razvojem zavrbne faze bubre~ne bolesti i rizikom razvoja 

albuminurije (74,75).  

 

Tablica 2. Tablica liganda za Cubilin (73) 

Proteini nosa�i vitamina 

Intrizi�ni faktor vitamina B12 

Vitamin D-ve~u�i protein 

Ostali proteini nosa�i 

Albumin 

Mioglobin 

Hemoglobin 

Transferin 

Lipoproteini 

Apolipoprotein A-I 

Lipoprotein visoke gusto�e 

Hormoni i signalni proteini 

Fibroblast faktor rasta 

Enzimi i inhibitori enzima 

Rekombinantni aktivirani faktor VIIa 

Proteini povezani s imunitetom i stresom 



Ig laki lanci 

Sekretorni protein Klara stanica 

α1-Mikroglobulin 

Lijekovi i toksini 

Aminoglikozidi 

Receptori 

Megalin 

Ostali 

Protein povezan s receptorom 

Faktor koagulacije VII 

 

Caveolin-1 

Caveolin-1 (Cav-1) je identificiran 1989. kao prvi �lan obitelji kaveolinskih proteina Izoliran je 

protein citoskeleta od 22 kDa iz pile�ih fibroblasta transformiranih virusom Rousovog sarkoma, koji 

je bio supstrat za fosforilaciju tirozina (76). CAV1 se nalazi na ljudskom kromosomu 7q31.1 (77). 

Cav-1 postoji u dva izoforma (α i ³), a svaki monomer ima ukosnu konformaciju sposobnu za 

dimerizaciju (78,79). Protein Cav-1 sastoji se od �etiri domene: N-terminalne, domene 

oligomerizacije, intramembranske i C-terminalne domene (80,81,82). Ekspresija Cav-1 regulirana je 

na tri na�ina: genomskom epigeneti�kom modifikacijom, transkripcijom i posttranskripcijskim 

regulacijskim mehanizmima (33). Va~na fiziolobka funkcija Cav-1 je da djeluje kao sredibnja 

komponenta kaveola i sudjeluje u njezinoj biogenezi. Kaveole se sastoje od posebne membranske 

invaginacije na lipidnom sloju i nalaze se u plazma membrani mnogih stanica sisavaca (83).  

 

Cav-1 regulira razli�ite aktivnosti enzima ili ekspresiju receptora i usmjerava ih na stani�ne 

membrane. Utvrđeno je da pove�ana ekspresija Cav-1 djeluje na glikoliti�ke enzime (kao bto su 

fosfofruktokinaza i aldolaza) te receptore povezane sa ~iv�anim sustavom (npr. receptor eurotrofina 

i nukleotidni receptor P2Y2) premjebtaju�i ih u stani�nu membranu, potom posreduju�i u transdukciji 



signalne molekule, bto na kraju utje�e na stani�ni metabolizam (33). Caveolin-1 također posreduje u 

endocitozi nekih virusa, enzima, makromolekularnih tvari i receptora. Nakon koeksprimiranosti s 

Cav-1 i transendocitoze, dolazi do upale, fibroze i prijenosa signala, djeluju�i na stani�ni metabolizam 

(84), rast i starenje (85). atovibe, Cav-1 također regulira transdukciju signala T i B-stani�nog 

antigenskog receptora utje�u�i na urođeni upalni imunolobki odgovor (86). Cav-1 negativno regulira 

membranske receptore obitelji tirozin kinaze, bto posljedi�no modulira stani�nu proliferaciju i 

metastaze (87,88). Također je dokazano da regulira funkciju mitohondrija i metabolizam stani�ne 

energije (89,90,91). Trenutno je poznato da je Cav-1 uklju�en u regulaciju metabolizma glukoze, bto 

ukazuje da ima klju�nu ulogu u unosu glukoze u bubre~nim tubulima (92,93). Sudjelovanje u 

regulaciji autofagije je također funkcija Cav-1. Mo~e se vezati na kompleks proteina povezani s 

autofagijom u epitelnim stanicama te inhibirati stvaranje i funkciju autofagosoma (94). Bliski odnos 

između Cav-1 i autofagije ima va~nu ulogu u regulaciji metabolizma lipida (95). Oksidativni stres 

klju�ni je �imbenik u stani�nom metabolizmu. Dokazano je da Cav-1 regulira oksidativni stres i 

sudjeluje u procesu stani�nog ~ivota (96). Cav-1 je uklju�en i u patofiziologiju akutne ozljede bubrega 

(eng. AKI). Istra~ivanje je potvrdilo da je ekspresija Cav-1 pove�ana kod mibeva AKI izazvanih 

ishemijom ± reperfuzijom i potvrdili da je unibtenje kaveola kod obte�enih epitelnih stanica bubre~nih 

tubula uzrokovalo odvajanje kolesterola i Cav-1 od plazma membrane. Posljedi�no je doblo do 

oslobađanja naslaga kolesterola u lumenu bubre~nih tubula i pove�anu razinu Cav-1 u urinu (97). 

Ima antifibroti�ka svojstva reguliranjem stani�ne proliferacije, migracije i adhezije, kao i inhibicijom 

TGF-³ signalnog puta kod dijabeti�ke bubre~ne bolesti (eng. DKD) (98,99). Uz to, Cav-1 također 

mo~e regulirati unos glukoze i posredovati u endocitozi urinarnog albumina, stoga se smatra 

potencijalnim terapijskim ciljem za DKD (100). Prepoznato je metaboli�ko reprogramiranje u 

svijetlostani�nom karcinomu bubre~nih stanica (eng. RCC) (101). Zabilje~eno je da Cav-1 inhibira 

mati�ne stanice raka dojke upravo metaboli�kim reprogramiranjem (102). Cav-1, koji je zna�ajno 

pove�an u RCC tkivu bubrega, mo~e regulirati rast i metastaze stanica raka (103). 

GIPC1 

GAIP interakcijski protein C, GIPC/GIPC1, također poznat kao sinektin (104) klju�ni je �lan PDZ 

obitelji (105) koji funkcionira kao esencijalni adaptor za promet membranskih receptora, signalnih 

endocitnih puteva i proteinskih kompleksa. Kao takav, GIPC1 se smatra vrlo svestranom molekulom 

koja kontrolira raznolike stani�ne i patofiziolobke procese. Do danas su poznate  interakcije s vibe od 

50 proteina, uklju�uju�i VEGFR, IGF-1R i GPCR, od kojih mnogi imaju klju�nu ulogu u neuronskom 

i kardiovaskularnom razvoju (34). U posljednjih nekoliko godina GIPC je dobio sve ve�u pozornost 

zbog svoje uloge u karcinogenezi. Ne samo da slu~i kao antigen kod raka dojke i jajnika (106,107), 



ve� je sna~no upleten u napredovanje brojnih zlo�udnih bolesti uklju�uju�i gubtera�u (108), debelo 

crijevo (109), ko~u (110), karcinom plu�a (111) i ~eludca (112)  potenciranjem rasta tumora, invazije, 

metastaza i pre~ivljavanja stanica. Nasuprot tome, GIPC1 je smanjen kod raka grli�a maternice (113), 

primarnog tumora bubrega, kolorektalnog karcinoma, kao i  raka prostate (112) te mo~e promicati 

tumorske supresivne u�inke u takvim okru~enjima. Ovi suprotni u�inci vjerojatno proizlaze iz 

razli�itih signalnih konteksta, vrste liganda te ukupne snage i trajanja njihovih interakcija s GIPC1. 

Sukladno tome, disregulacija aktivnosti GIPC1, bilo kroz gubitak ili prekomjernu ekspresiju, mo~e 

poremetiti vibestruke signalne mre~e faktora rasta i pre~ivljavanja stanica koje u kona�nici poma~u u 

pokretanju onkogeneze i progresije tumora.  

 

GIPC1 sudjeluje u regulaciji metabolizma jetrenih lipida i kolesterola (114). Također, mutacije 

GIPC1 se povezuju s bolestima poreme�aja kretanja (115).  

 

DAB2IP 

DAB2IP je novi �lan obitelji Ras GTPaze, uklju�en u regulaciju stani�ne proliferacije, apoptoze i 

metastaza (116). Prvi put je prijavljen 2002. kao gen za kodiranje proteina koji se nalazi na ljudskom 

kromosomu 9q33.1-q33.3 (117). Također, smatra se tumor supresorskim genom koji je povezan s 

rakom jajnika (118), prostate (119), dojke (120) te koriokarcinomom (121). Posljednjih je godina sve 

vibe studija otkrilo da je DAB2IP zna�ajno smanjen u mnogim vrstama raka, a niska ekspresija 

DAB2IP u tumorima mo~e predvidjeti lobu prognozu malignih tumora (116,122). Također, dokazano 

je kako mutacija gena za Dab2IP uvjetuje kroni�ni psiholobki stres (123). Velika studija povezanosti 

ljudskog genoma je otkrila da varijante gena za DAB2IP pridonose razvoju kardiovaskularnih bolesti 

uklju�uju�i aneurizmu abdominalne aorte, perifernu vaskularnu bolest, rani po�etak infarkta 

miokarda i plu�nu emboliju (35,124). Dokazano je kako Dab2IP ima va~nu ulogu u razvoju dendrita 

i regulira broj sinapsi u malom mozgu (125). Njegova aktivacija pokre�e razli�ite biolobke reakcije, 

kao bto su upala, diferencijacija, pre~ivljavanje u razli�itim vrstama stanica (126), angiogeneza (127), 

migracija te sazrijevanje stanica (128).  



 

Slika 2. Inaktivacija ili smanjena regulacija DAB2IP u stanicama karcinoma. Gubitak DAB2IP u 

tumorskim stanicama podr~ava aktivaciju i regrutiranje pro-tumorogenih makrofaga, pove�ava 

otpornost na kemoterapiju i radioterapiju, poti�e proliferaciju stanica, usporava apoptozu i pridonosi 

metastatskom birenju. Gubitak DAB2IP u endotelnim stanicama poti�e neoangiogenezu i pogoduje 

metastazama (129). 

 

ZNANSTVENI DOPRINOS 

ARH  

ARH je protein koji ve~e fosfotirozin (eng. PTB) protein  (130). Otkriven je kod pacijenata s 

autosomno recesivnom obiteljskom hiperkolesterolemijom (eng. ARH). Pacijenti, koji su homozigoti 

za defekt, u ovom genu ne uspijevaju internalizirati lipoprotein niske gusto�e (eng. LDL) u jetri i 

pokazuju tebku hiperkolesterolemiju i preuranjenu koronarnu bolest srca, bto implicira da je ARH 

potreban za u�inkovito preuzimanje LDL-a. U nekim tkivima, kao bto su bubrezi i placenta, ARH je 

jako izra~en, a ekspresija LDL-a je relativno niska, bto pove�ava mogu�nost da ARH mo~e imati 

druge partnere vezanja (131). ARH se ve~e na prvu sekvencu u citoplazmatskom repu Megalina i 

prati ga kroz njegov intracelularni recikliraju�i put od jamica oblo~enih klatrinom do i kroz rane 

endosome te na povrbinu stanice. Također, olakbava transport Megalina kroz endosomalni sustav 

(132). Povrbinska ekspresija vanjskog medularnog kalijskog kanala u bubrezima (eng. ROMK) 

DAB2IP↓



kontrolirana je endocitozom ovisnom o klatrinu u distalnom nefronu, ograni�avaju�i izlu�ivanje 

kalija u stanjima nedostatka kalija (133). ARH stimulira ROMK endocitozu na na�in koji je ovisan o 

internalizacijskom signalu. Endocitoza, ovisna o ARH-u, osigurava mehanizam za regulaciju 

ROMK-a u skladu sa zahtjevima ravnote~e kalija (134). 

Slika 3. Endocitoza posredovana ARH-om i Megalinom. Plazma membrane po�inje invaginirati i 

kona�no pupa tijekom endocitne internalizacije i dose~e rane endosome, gdje se odluka o daljnjoj 

obradi liganda donosi ovisno o sadr~aju tereta. U nedostatku ARH-a Megalin se reciklira natrag u 

plazma membranu putem ranog puta recikliranja, dok se u prisutnosti ARH-a Megalin reciklira natrag 

u membranu putem puta kasnog recikliranja. Ovisno o specifi�nim interakcijama proteina i procesima

razvrstavanja temeljenima na domeni, rani endosomi također mogu biti usmjereni na kasne 
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endosome, koji zatim sazrijevaju u kasni endosomalni odjeljak i formiraju multivezikularna tijela. 

Kada multivezikularna tjelebca dođu u dodir s plazma membranom, njihov se sadr~aj izlu�uje u obliku 

egzosoma. Ligandi mogu biti podvrgnuti lizosomskoj degradaciji, a metabolizirani ligandi tada 

prolaze kroz bazolateralnu transcitozu (135). 



2. CILJ RADA I HIPOTEZA



Cilj rada 

Cilj istra~ivanja je definiranje uzoraka proteinske imunoekspresije Megalina, Cubilina, Caveolina-1, 

Gipc1 i Dab2IP u razdoblju razvoja (E13.5 i E15.5) i ranom postnatalnom (P4 i P14) razvoju u 

bubrezima yotari (Dab1 2/2) mibeva usporedno s mibevima divljeg tipa. 

Hipoteza 

Proteini Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipc1 i Dab2IP pojavljuju se u razvoju i postnatalno u mibjim 

bubrezima, a njihova klju�na funkcija međusobnog djelovanja zna�ajno doprinosi o�uvanju njihove 

strukture i aktivnosti.  



3. METODE I MATERIJALI



3.1. Ispitanici 

Pokusne ~ivotinje 

U istra~ivanju su koribteni Dab12/2(yotari) mibevi kao Dab1 nulti konvencionalni mutanti razvijeni 

prema dosadabnjim opisanim postupcima. C57BL/6N mibevi su uzgajani i grupno smjebteni u 

standardnim polikarbonatnim kavezima, s 3 – 4 ~ivotinje u svakom kavezu, osiguravaju�i najmanje 

jednu od svakog genotipa. Imali su stalni pristup hrani i vodi u prostoriji s kontroliranom 

temperaturom (oko 23° C). Fotoperiod se sastojao od 12 sati umjetne svjetlosti i 12 sati tame. Za 

genotipizaciju, PCR analizu, koribtene su po�etnice: yotari -GCCCTTCAGCATCACCATGCT i 

CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC, divlji tip -GCCCTTCAGCATCACCATGCT i 

CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT. Gravidni mibevi su eutanazirani 13.5 i 15.5 dana razvoja, a 

njihovi embriji su prikupljeni. Ostale skupine mibeva ~rtvovane su u određenim postnatalnim danima 

(4. i 14.). Ukupno tri do �etiri ~ivotinje koribtene su za svaku ispitivanu skupinu (broj ~ivotinja je 

određen pomo�u Meadove jednad~be). 

3.2. Postupci 

Mibevi su duboko anestezirani intraperitonealnom injekcijom pentobarbitala kako bi se osiguralo da 

su potpuno bez svijesti i ne reagiraju na bol. Nakon toga su transkardijalno perfundirani otopinom 

soli s fosfatnim puferom (PBS, pH 7.2) kako bi se o�istila krv iz krvo~ilnog sustava i dobro fiksirali 

s 4 % paraformaldehidom (PFA) u 0,1 M PBS-a. Bubrezi su pa~ljivo ekstrahirani i tretirani s 4 % 

PFA u 0,1 M PBS-a preko no�i kako bi se pripremili za naknadnu histolobku procjenu, uklju�uju�i 

hematoksilin-eozin i imunofluorescentno bojenje.  

Tkivo je ugrađeno u parafinske blokove nakon zavrbetka fiksacije i dehidracije pomo�u stupnjevanih 

otopina etanola. Sekcije debljine pet mikrona serijski su izrezane i zatim pri�vrb�ene na stakalce. 

Integritet tkiva je verificiran bojanjem hematoksilin-eozinom svake desete sekcije. Nakon 

deparafinizacije u ksilolu i rehidracije u stupnjevanim otopinama voda-etanol, postavljeni uzorci 

tkiva podvrgnuti su vodenoj pari 30 minuta na 95° C u 0,01 M citratnom puferu (pH 6,0) prije nego 

su progresivno ohlađeni na sobnu temperaturu. Reagens za blokiranje proteina primijenjen je 20 

minuta nakon ispiranja u 0,1 M PBS-a s ciljem sprje�avanja nespecifi�nog bojanja. Primarna 

protutijela koribtena su na rezovima, nakon �ega je uslijedio period inkubacije preko no�i u vla~noj 

komori. Sljede�i dan su isprani PBS-om, inkubirani jedan sat s odgovaraju�im sekundarnim 

protutijelima. Naposljetku, jezgre su vizualizirane pomo�u DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindola) 



bojenja nakon bto su uzorci isprani u PBS-u. Uzorci su osubeni i pokriveni stakalcima. Prije 

provođenja predapsorpcijskog testa to�no je određena koncentracija svakog primarnog protutijela u 

otopini za blokiranje. Nakon dodavanja odgovaraju�eg peptidnog antigena dobivena smjesa je 

nanesena u rezove. U rezultatima nije bilo dokaza o bilo kakvom bojanju antitijela. Odsutnost 

primarnih protutijela u fazi imunofluorescencije nije rezultirala pojavom la~no pozitivnih rezultata ili 

nespecifi�nog vezivanja sekundarnih protutijela. Isje�ci su analizirani uporabom fotoaparata Nikon 

DS-Ri2 (Nikon Corporation, Tokio, Japan) u kombinaciji s imunofluorescentnim mikroskopom 

(BX51, Olympus, Tokio, Japan). Kako bi se kvantificirala imunoekspresija ciljanih proteina, 

analizirana su konstantna vremena izlaganja dok su vidna polja koja se ne preklapaju snimljena pri 

pove�anju od 40x. Dobiveno je najmanje deset slika koje prikazuju strukture bubrega tijekom 

embrionalnog razvoja: nezreli glomeruli (g), metanefrogeni mezoderm (mm), bubre~ni mjehuri�i 

(rv), ampule (A), zavijeni tubuli (Ct) i sabirni kanali�i (Cd) u embrionalnim danima (E13.5 i E15.5). 

Uz to, dobiveno je dvadeset slika bubre~nih struktura tijekom postnatalnog razvoja, uklju�uju�i 

glomerule (g), proksimalno zavijene (pct) i distalno zavijene tubule (dct) u danima P4 i P14. Lotus 

tetragonolobus lektin (LTL) koribten je kao marker za proksimalne kanali�e, Dolichos biflorus 

aglutinin (DBA) kao marker za razvoj bubre~nih sabirnih kanali�a i distalnih tubula u postnatalnom 

korteksu bubrega te Aquaporin 2 (AQP2) kao marker za  razvijaju�e sabirne kanali�e i distalne tubule 

te sabirne tubule u postnatalnom korteksu bubrega. Adobe Photoshop verzija 21.0.2. i softver ImageJ 

software verzija 1.530  koribteni su za analizu svake snimljene slike. Određen je broj imunoreaktivnih 

stanica za Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipc1 i Dab2IP, a dobiveni postotak ukupnih stanica je 

izra�unat za sve skupine ~ivotinja. Pozitivni rezultati su uzeti u obzir za bilo koji stupanj bojanja 

citoplazme, jezgre ili membrane s koribtenim markerima. Uzimaju�i u obzir varijacije među 

promatra�ima, snimljene mikrofotografije neovisno su analizirala tri istra~iva�a. Analiza 

međurazredne korelacije pokazala je međuocjenjiva�ko slaganje s koeficijentom ve�im od 0,8, bto 

ozna�ava izvanredno slaganje (136). 

 

etiri stupnja semi-kvantitativne procjene primijenjena su na intenzitete bojanja razli�itih struktura 

bubrega: nema reaktivnosti (2), blaga reaktivnost (+), umjerena reaktivnost (++) i jaka reaktivnost 

(+++). Potonju analizu je proveo histolog koji je pa~ljivo pregledao rezove s potvrdom podataka. 

 

 

 



3.2.1. Statisti�ka rab�lamba 

 
Za statisti�ku analizu je koribten GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD). 

Normalnost distribucije podataka procijenjena je pomo�u Shapiro-Wilkovog testa. Imunoekspresija 

ciljanih proteina je uspoređena koribtenjem dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom 

vibestruke usporedbe kako bi se identificirale zna�ajne razlike u postotku pozitivnih stanica između 

E15.5 i E13. 5 za mm, g/rv, Ct i A/Cd te P4 i P14 za g, pct i dct. Dva parametra koribtena u analizi 

ANOVE su bili fenotip u kombinaciji s promatranom vremenskom to�kom (divlji tip mibeva i yotari 

na E13.5, 15.5 ili P4 i P14) i substrukture bubrega (mm, rv/g, A /Cd, Ct, G, PCT i DCT). Ekspresija 

za postotak pozitivnih stanica bila je srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Razina 

zna�ajnosti utvrđena je na p < 0,05. 

 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI 

 



Megalin i Cubilin imunoekspresija 

 
Megalin i Cubilin su bili visoko imunoeksprimirani u ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim 

tubulima u svim ispitanim stadijima (Slike 4 a–d). Imunoekspresija Megalina i Cubilina bila je 

najizra~enija u zavijenim tubulima i parijetalnom sloju Bowmanove kapsule (Slika 4 c,d). Postotak 

stanica pozitivnih na Megalin kod E13.5 bio je ve�i kod divljeg tipa (wt) u ampuli/sabirnim 

kanali�ima i zavijenim tubulima u usporedbi s yotom (p < 0,0001) (Slika 4 e). Na E15.5, 

imunoekspresija Megalina bila je ve�a u ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim tubulima wta, nego 

u yotu, ali bez statisti�ke zna�ajnosti. Postotak stanica pozitivnih na Cubilin kod E13.5 bio je ve�i u 

ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim tubulima usporedno s yotom (p < 0,0001) (Slika 4 e). Kod 

E15.5 imunoekspresija Cubilina bila je ve�a u ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim tubulima yota, 

nego kod wta, ali je bila bez statisti�ke va~nosti. 

 

Uo�eno je da se imunoekspresija Megalina i Cubilina smanjivala kako je razvoj napredovao u 

ampuli/sabirnim kanali�ima, dok je u zavijenim tubulima postojao druga�iji obrazac s pove�anjem 

Megalina i smanjenjem imunoekspresije Cubilina (Slika 4 e). Koekspresija Megalina i Cubilina 

opa~ena je na apikalnoj membrani zavijenih tubula i parijetalnom epitelu Bowmanove kapsule (Slika 

4 c,d). 



 

 

Slika 4. Dvostruko imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba 

provedeno je pomo�u markera Megalin (a–d) i Cubilin (a–d). Strelice pokazuju obrasce 

imunoekspresije Megalina i Cubilina u metanefri�kom mezenhimu (mm), glomerulima (g), 

bubre~nim mjehuri�ima (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima (Ct) i sabirnim kanali�ima (Cd), kao 

bto je prikazano na slici bojenja jezgri 4′,6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija bojenja 

Megalin, Cubilin, DAPI i spojene slike Megalina, Cubilina i DAPI primije�ena je u embrionalnim 



danima E13.5 i E15.5 kod divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d) bubrega. Zvjezdica ozna�ava regiju u kojoj 

je otkrivena koekspresija. Slike su snimljene pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm 

za sve slike. Postotci Megalina (e) i Cubilina (f) pozitivnih stanica u metanefri�kom mezenhimu 

(mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv) ili glomerulima (g), zavijenim tubulima (Ct) i ampulama (A) ili 

sabirnim kanali�ima (Cd) bubrega divljeg tipa i yotari u embrionalnim danima 13,5 i 15,5. Podatci 

su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE 

pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s * p < 0,05 i **** 

p < 0,0001. Deset podstruktura procijenjeno je u svakoj vremenskoj to�ki. 

 

Intenzitet bojenja Megalina kod wt mibeva na E13.5 bio je najja�i u ampuli/sabirnom kanalu, dok 

smo kod yota primijetili umjereni intenzitet bojenja u svim promatranim strukturama. Na E15.5 

najja�a reaktivnost pronađena je u zavijenim tubulima wt mibeva i ampulama/sabirnim kanali�ima u 

yota (Tablica 3). 

 

Tablica 3. Intenzitet bojenja specifi�nih protutijela u bubrezima yotari i divljeg tipa miba u 

embrionalnim danima E13.5 i E15.5. 

 
Embrionalni 

dan (E) }ivotinja Struktura Megalin Cubilin Caveolin -1 Dab2IP GIPC1 ARH 

E13.5 

divlji tip 

mm + +++ +++ + ++ +++

rv/g + + 2 + + +

Ct ++ + 2 + + +

A/Cd +++ + 2 + + +

yotari 

mm + + ++ + +++ +

rv/g ++ + 2 2 2 +

Ct ++ + 2 + + +

A/Cd ++ + 2 + + +

E15.5 divlji tip 

mm + + ++ 2 2 +

rv/g + + + 2 2 +

Ct +++ + + + ++ +

A/Cd + + + + 2 +



yotari 

mm + + + 2 2 +

rv/g + + + 2 2 +

Ct + +++ + 2 2 +

A/Cd +++ + + 2 ++ +++

+++ jaka reaktivnost; ++ umjerena reaktivnost; + blaga reaktivnost; 2 nema reaktivnosti; mm-

metanefri�ni mezenhim, rv-bubre~ni mjehuri�, g-nezreli glomeruli, Ct-zavijeni tubul, A-

ampula, Cd-sabirni kanal, E-dan embrionalnog razvoja. 

 

U postnatalnim razvojnim fazama bojanje Megalinom i Cubilinom bilo je najizra~enije u apikalnim 

membranama stanica proksimalnih zavojitih tubula (Slike 5 a,b). Postotak stanica pozitivnih na 

Megalin i Cubilin bio je najve�i na P4 kod wt i yot mibeva te se statisti�ki se smanjio u kasnijoj 

razvojnoj fazi (P14) (Slika 5 c,d). Nije uo�ena zna�ajna razlika između wt i yot mibeva u promatranim 

strukturama u svim razvojnim fazama (Slika 5 c,d). Koekspresija Megalina i Cubilina primije�ena je 

u proksimalnim zavijenim tubulima (Slika 5 a,b). 

 

 

Slika 5. Dvostruko imunofluorescentno bojenje postnatalnih divljih i yotari mibjih bubrega 

provedeno je pomo�u markera Megalin (a,b) i Cubilin (a,b). Strelice pokazuju uzorke 



imunoekspresije Megalina i Cubilina u glomerulima (g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i 

proksimalnim zavijenim tubulima (pct), nazna�enim na slici bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-

fenilindolom (DAPI). Imunoekspresija bojanja Megalina i Cubilina te spojenih Megalina, Cubilina i 

DAPI-ja nakon 4 dana (P4) i 14 dana (P14) u divljem tipu. Divlji tip i yotari mibevi u postnatalnom 

danu 4. i 14. dana razvoja bubrega prete~no su odgovarali lokalizaciji i intenzitetu Megalina i 

Cubilina. Stoga su reprezentativne slike uzete od mibeva divljeg tipa. Zvjezdica ozna�ava regiju u 

kojoj je otkrivena koekspresija. Slike su snimljene pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 

μm za sve slike. Postotci Megalina (c) i Cubilina (d) pozitivnih stanica u glomerulima (G), distalnim 

zavijenim tubulima (DCT) i proksimalnim zavijenim tubulima (PCT) postnatalnih bubrega divljeg 

tipa i yotari ~ivotinja tijekom vremena (P4 i P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost ± 

SD (okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke 

usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s **** p < 0,0001. U svakoj vremenskoj to�ki procijenjeno 

je dvadeset podstruktura.  

 

ato se ti�e intenziteta bojenja, najve�a reaktivnost zabilje~ena je u proksimalnim zavijenim tubulima 

u oba fenotipa u svim postnatalnim razvojnim fazama (Tablica 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tablica 4. Intenzitet bojenja specifi�nih protutijela u bubrezima yotari i divljeg tipa mibeva u 

postnatalnim danima P4 i P14. 

 
Postnatalni 

dan  }ivotinje Strukture Megalin Cubilin Caveolin-1 Dab2IP GIPC1 ARH 

P4 

divlji 
tip 

g 2 2 + 2 + +

pct +++ +++ 2 2 2 +

dct + + 2 + + ++

yotari 

g 2 2 + + 2 +

pct +++ +++ 2 + + +

dct + + 2 + + ++

P14 

divlji 
tip  

g 2 2 + 2 2 +

pct +++ +++ 2 2 + +

dct + + 2 + + ++

yotari 

g 2 2 + 2 2 +

pct +++ +++ 2 2 2 +

dct 2 2 + + + ++

+++ jaka reaktivnost; + blaga reaktivnost; 2 nema reaktivnosti; g-glomeruli, pct-proksimalni 

zavijeni tubuli, dct-distalni zavijeni tubuli, p-dan postnatalnog razvoja 

 

Caveolin-1 imunoekspresija 

Visoka imunoekspresija Caveolina-1 primije�ena je u metanefri�kom mezenhimu, u krvnim ~ilama i 

grani�nom podru�ju između metanefri�kog mezenhima i bubre~nih mjehuri�a u svim ispitivanim 

stadijima (Slike 6 a–d). Udio Caveolin-1 pozitivnih stanica na E13.5 i E15.5 bio je ve�i u masi u 

metanefri�kom mezenhimu u usporedbi s yotom (p < 0,0001 odnosno p < 0,001) (Slika 6 e). 

Imunoekspresija Caveolina-1 smanjivala se s napredovanjem razvoja (Slika 6 e). Intenzitet bojenja 

bio je najja�i u metanefri�kom mezenhimu u oba fenotipa u svim ispitivanim stadijima (Tablica 3). 

 



 

 

Slika 6. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba provedeno je 

pomo�u markera Caveolin-1 (a–d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Caveolina-1 u 

metanefri�kom mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubre~nim vezikulama (rv), ampulama (A), 

zavijenim tubulima (Ct) i sabirnim kanali�ima (Cd), kao bto je prikazano na 4 slike bojenja jezgri 

4′,6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija Caveolina-1, bojanje DAPI-ja te spojene slike 

Caveolina-1 i DAPI-ja opa~ene su u embrionalnim danima E13.5 i E15.5 u bubrezima divljeg tipa 

(a,c) i yotari (b,d). Slike su snimljene pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve 

slike. Postotci Caveolin-1 (e) pozitivnih stanica u metanefri�kom mezenhimu (mm), bubre~nim 



mjehuri�ima (rv) ili glomerulima (g), zavijenim tubulima (Ct) i ampulama (A) ili sabirnim kanali�ima 

(Cd) divljeg tipa i yotari bubrezi u embrionalnim danima 13.5 i 15.5 su prikazani. Podatci su 

predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE 

pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s * p < 0,05 i **** 

p < 0,0001. Deset podstruktura procijenjeno je u svakoj vremenskoj to�ki. 

 

U postnatalnim razvojnim fazama bojanje Caveolinom-1 bilo je najizra~enije u krvnim ~ilama, 

glomerulima i parijetalnom sloju Bowmanove kapsule (Slike 7 a-c). Udio Caveolin-1 pozitivnih 

stanica bio je najve�i kod P14 kod wta, kao i kod mibeva yot, a postojala je i statisti�ki zna�ajna 

razlika između P14 wta i yota  (Slika 7 d). Također je postojala statisti�ki zna�ajna razlika u yot 

mibeva u usporedbi s wt na P14 (p < 0,00001). 

 

 



Slika 7. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba izvedeno je 

pomo�u markera Caveolin-1 (a–c). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Caveolina-1 u 

glomerulima (g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct), 

nazna�enim na slici bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Imunoekspresija bojenja 

Caveolinom-1 i spojenog Caveolina-1 i DAPI-ja nakon 4 dana (P4) i 14 dana (P14) kod mibeva 

divljeg tipa (b) i yotari (a,c). Divlji tip i yotari mibevi na postnatalnom danu 4 razvoja bubrega 

prete~no su odgovarali lokalizaciji i intenzitetu Caveolina-1. Stoga su reprezentativne slike uzete od 

mibeva divljeg tipa. Slike su snimljene pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve 

slike. Postotci Caveolin-1 pozitivnih stanica (d), pozitivnih stanica u glomerulima (G), distalnim 

uvijenim tubulima (DCT) i proksimalnim zavijenim tubulima (PCT) postnatalnih bubrega divljeg tipa 

i yotari ~ivotinja tijekom vremena (P4 i P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD 

(okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke 

usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s **** p < 0,0001. U svakoj vremenskoj to�ki procijenjeno 

je dvadeset podstruktura. 

Intenzitet bojenja Caveolina-1 bio je najja�i u glomerulima oba fenotipa u svim ispitivanim stadijima 

dok su ostale strukture bile negativne (Tablica 4). 

 

Gipc1 imunoekspresija 

Gipc1 uo�en je kao difuzno citoplazmatsko bojenje u metanefri�kom mezenhimu, zavijenim tubulima 

i sabirnim kanali�ima (Slike 8 a–d). Udio pozitivnih Gipc1 stanica na E13.5 bio je najve�i u yotu u 

metanefri�kom mezenhimu u usporedbi s wtom (p < 0,0001) (Slika 8 e). Na E15.5 postotak pozitivnih 

Gipc1 stanica bio je najve�i u yotu u ampuli/sabirnim kanali�ima u usporedbi s wt mibevima (Slika 8 

e). Dodatno, primijetili smo statisti�ki zna�ajno pove�anje broja Gipc1 pozitivnih stanica u zavijenim 

tubulima wt mibeva u usporedbi s yotom (p <0,0001) (Slika 8 e). Intenzitet bojenja bio je najja�i u 

metanefri�kom mezenhimu u oba fenotipa na E13.5 (Tablica 3). U kasnijoj razvojnoj fazi umjerena 

reaktivnost bojenja primije�ena je u zavijenim tubulima wta i ampulama/sabirnim kanali�ima yot 

mibeva (Tablica 3). 

U postnatalnom razdoblju Gipc1 je promatran kao punktuativni signal u citoplazmi svih promatranih 

struktura (Slika 9 a). Nije bilo statisti�ki zna�ajne razlike u promatranim strukturama između 

ispitivanih fenotipova u svim promatranim vremenskim to�kama (Slika 9 b). Blagi intenzitet bojenja 

Gipc1 primije�en je u glomerulima i distalnim zavijenim tubulima kod wt mibeva na P4 i P14 (Tablica 

4). U yot mibeva blagi intenzitet bojenja Gipc1 primije�en je u zavijenim tubulima (Tablica 4). 



 

 



Slika 8. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba provedeno je 

koribtenjem markera Gipc1 (a–d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Gipc1 u metanefri�kom 

mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubre~nim mjehuri�ima (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima 

(Ct) i sabirnim kanali�ima (Cd), kao bto je prikazano bojenja jezgri 4′,6-diamidino-2-fenilindola 

(DAPI). Imunoekspresija Gipc1, DAPI bojanje i spojene slike Gipc1 i DAPI opa~ene su u 

embrionalnim danima E13.5 i E15.5 u bubrezima divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d). Slike su snimljene 

pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve slike. Postotci Gipc1 (e) pozitivnih 

stanica u metanefri�kom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv) ili glomerulima (g), 

uvijenim tubulima (Ct) i ampulama (A) ili sabirnim kanali�ima (Cd) divljeg tipa i yotari prikazani su 

bubrezi u embrionalnim danima 13,5 i 15,5. Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD 

(okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke 

usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s **** p < 0,0001. Deset podstruktura procijenjeno je u 

svakoj vremenskoj to�ki. 

 

 

 

Slika 9. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba izvedeno je 

koribtenjem markera Gipc1 (a). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Gipc1 u glomerulima (g), 

distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct), nazna�enim na slici 



bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija Gipc1 bojenja i spojenih Gipc1 

i DAPI-ja nakon 14 dana (P14) u mibeva divljeg tipa. Divlji tip i yotari mibevi u postnatalnom danu 

4. i 14. dana razvoja bubrega prete~no su odgovarali lokalizaciji i intenzitetu Gipc1. Stoga, su 

reprezentativne slike uzete od mibeva divljeg tipa. Slike su snimljene pri pove�anju ×40, a traka 

mjerila predstavlja 100 μm za sve slike. Postotak starosti Gipc1 pozitivnih stanica (b), pozitivnih 

stanica u glomerulima (G), distalnim zavijenim tubulima (DCT) i proksimalnim zavijenim tubulima 

(PCT) postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari ~ivotinja tijekom vremena (P4 i P14). Podatci su 

predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE 

pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Dvadeset podstruktura je procijenjeno u svakoj 

vremenskoj to�ki. 

Dab2IP imunoekspresija 

Najistaknutije bojenje Dab2IP primije�eno je u bubre~nim mjehuri�ima/glomerulima i 

ampuli/sabirnim kanali�ima u wt mibeva na E13.5 (Slike 10 a,c). U yotu je primije�eno bojenje u 

zavijenim tubulima i metanefri�kom mezenhimu u istom razvojnom stadiju (Slika 10 b,d). Na E15.5 

nije bilo reaktivnosti Dab2IP ni u jednoj strukturi ili bilo kojem promatranom stadiju (Slika 10 e). 

Uo�ili smo statisti�ki zna�ajnu razliku u postotku Dab2IP pozitivnih stanica u bubre~nim 

mjehuri�ima/glomerulima i ampuli/sabirnim kanalima wt mibeva u usporedbi s yotom na E13.5 (p < 

0,0001) (Slika 10 e). Blagi intenzitet bojenja primije�en je u oba fenotipa i svim strukturama na E13.5 

(Tablica 3). U kasnijoj razvojnoj fazi blaga reaktivnost bojenja primije�ena je u zavojitim tubulima i 

ampuli/sabirnim kanalima kod wt mibeva, dok nikakva reaktivnost nije primije�ena kod yot mibeva 

(Tablica 3). 

 



 

 

Slika 10. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba provedeno je 

pomo�u markera Dab2IP (a–d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Dab2IP u metanefri�kom 

mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubre~nim vezikulama (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima 



(Ct) i sabirnim kanali�ima (Cd), kao bto je prikazano bojenja jezgri 4'6-diamidino-2-fenilindola 

(DAPI). Imunoekspresija Dab2IP, DAPI bojanje i spojene slike Gipc1 i DAPI-ja primije�ene su u 

embrionalnim danima E13.5 i E15.5 u bubrezima divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d). Slike su snimljene 

pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve slike. Postotci Dab2IP (e) pozitivnih 

stanica u metanefri�kom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv) ili glomerulima (g), 

zavijenim tubulima (Ct) i ampulama (A) ili sabirnim kanali�ima (Cd) divljeg tipa i yotari bubrezi u 

embrionalnim danima 13.5 i 15.5 su prikazani. Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD 

(okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke 

usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001. Deset 

podstruktura procijenjeno je u svakoj vremenskoj to�ki. 

 

Postnatalno Dab2IP je opa~en kao punktuativno bojenje u distalnim zavijenim tubulama i 

parijetalnom sloju Bowmanove kapsule (Slike 11 a–c). Postotak Dab2IP pozitivnih stanica bio je 

najvibi na P14 kod wt i yot mibeva, a postojala je i statisti�ki zna�ajna razlika u postotku Dab2IP 

pozitivnih stanica u distalnim zavijenim tubulima na P4 i P14 kod wt i yot mibeva (p < 0,00001 

odnosno p < 0,01) (Slika 11 d). Intenzitet bojenja Dab2IP bio je blag u distalnim zavijenim tubulima 

u oba fenotipa u svim promatranim stadijima (Tablica 4), dok u drugim strukturama nije bilo 

reaktivnosti. 



 

 

Slika 11. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba izvedeno je 

koribtenjem markera Dab2IP (a–c). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Dab2IP u 

glomerulima (g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct), 

nazna�enim na slici bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija bojenja 

Dab2IP i spojenih Dab2IP i DAPI nakon 4 dana (P4) i 14 dana (P14) kod divljeg tipa (b) i yotari (a,c) 

mibeva. Divlji tip i yotari mibevi na postnatalnom 4. danu razvoja bubrega prete~no su odgovarali 

lokalizaciji i intenzitetu Dab2IP. Stoga su reprezentativne slike uzete od mibeva yot tipa. Slike su 

snimljene pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve slike. Postotci Dab2IP 

pozitivnih stanica (d) u glomerulima (G), distalnim zavijenim tubulima (DCT) i proksimalnim 

zavijenim tubulima (PCT) postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari ~ivotinja tijekom vremena (P4 i 

P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani pomo�u 

dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene 

su s ** p < 0,01, **** p < 0,0001. U svakoj vremenskoj to�ki procijenjeno je dvadeset podstruktura. 



ARH imunoekspresija (znanstveni doprinos) 

Najizra~enije ARH bojenje na E13.5 primije�eno je u metanefri�kom mezenhimu u wt i yot mibeva 

(Slike 12  a-d). Na E15.5 najistaknutiji uzorak bojenja primije�en je u ampuli/sabirnim kanali�ima 

kod mibeva divljeg tipa (Slika 12 c). Uo�ili smo statisti�ki zna�ajnu razliku u postotku ARH 

pozitivnih stanica u metanefri�kom mezenhimu na E13,5 wt mibeva u usporedbi s yotom (p < 0,001) 

(slika 12 e) i ampulom/sabirnim kanali�ima na E15,5 wt mibeva u usporedbi s yotom (p < 0,0001). 

Jak intenzitet to�kastog bojenja opa~en je u metanefri�kom mezenhimu na E13.5 wt ~ivotinja 

(Tablica 3). U kasnijoj razvojnoj fazi primije�ena je jaka reaktivnost bojenja u ampulama/sabirnim 

kanali�ima yot mibeva (Tablica 3). 

 



 

Slika 12. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba provedeno je 

pomo�u markera ARH-a (a–d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije ARH-a u metanefri�kom 

mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubre~nim vezikulama (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima 

(Ct) i sabirnim kanali�ima (Cd), kao bto je prikazano bojenja jezgri 4′,6-diamidino-2-fenilindola 

(DAPI). Imunoekspresija ARH-a, bojanje DAPI-ja i spojene slike ARH-a i DAPI-ja opa~ene su u 

embrionalnim danima E13.5 i E15.5 u bubrezima divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d). Slike su snimljene 

pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve slike. Postotci ARH-a (e) pozitivnih 

stanica u metanefri�kom mezenhimu (mm), bubre~nim mjehuri�ima (rv) ili glomerulima (g), 

zavijenim tubulima (Ct) i ampulama (A) ili sabirnim kanali�ima (Cd) divljeg tipa i yotari bubrezi u 

embrionalnim danima 13.5 i 15.5 su prikazani. Podacti su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD 

(okomita crta) i analizirani pomo�u dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke 

usporedbe. Zna�ajne razlike ozna�ene su s * p < 0,05 i **** p < 0,0001. Deset podstruktura 

procijenjeno je u svakoj vremenskoj to�ki. 

 

ARH pozitivnih stanica bilo je najvibe u distalnim zavojitim tubulima na P4 i zna�ajno se pove�ao u 

kasnijim razvojnim fazama u yot mibeva (Slika 13 a-c). Uo�ena je zna�ajna razlika između wt i yot 

mibeva u distalnim zavijenim tubulima na P14 (p < 0,001) (Slika 13 d). 

 

 

 

 

 



 

 

Slika 13. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari miba izvedeno je 

koribtenjem markera ARH (a-c). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije ARH-a u glomerulima 

(g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct), nazna�enim na slici 

bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija ARH-a bojenja i spojenih ARH-

a i DAPI-ja nakon 4 dana (P4) kod yotari i 14 dana (P14) u mibeva divljeg tipa te yotari. Slike su 



snimljene pri pove�anju ×40, a traka mjerila predstavlja 100 μm za sve slike. Postotak ARH-a 

pozitivnih stanica (d) u glomerulima (G), distalnim zavijenim tubulima (DCT) i proksimalnim 

zavijenim tubulima (PCT) postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari ~ivotinja tijekom vremena (P4 i 

P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost ± SD (okomita crta) i analizirani pomo�u 

dvosmjerne ANOVE pra�ene Tukeyjevim testom vibestruke usporedbe. Dvadeset podstruktura 

procijenjeno je u svakoj vremenskoj to�ki. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RASPRAVA 



Postoji niz endocitnih proteina koji prenose signalne informacije do stanica. To�nije, oni djeluju 

preko liganda koji se ve~u na receptore imunoeksprimirane na njihovim ciljnim stanicama (137). 

Stoga smo u ovoj studiji ~eljeli istra~iti neke od tih signalnih proteina tijekom razvoja bubrega i 

njihovu potencijalnu funkciju u CAKUT-u. CAKUT je spektar embrionalnih poreme�aja u bubrezima 

i izlaznom mokra�nom traktu (30). Mnogi geni i mutacije upleteni su u nastanak ovih stanja. 

Prethodne studije s yotari mibevima otkrile su razli�ite markere i kako poreme�aj pra�enja 

signalizacije mo~e uzrokovati CAKUT (1,17,18,138). 

 

U nabem istra~ivanju koristili smo model miba Dab12/2 i pretpostavili smo da ekspresija endocitnih 

receptora, kao bto su Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipc1 i Dab2IP ima razli�ite obrasce u 

embrionalnom i postnatalnom razvojnom razdoblju. 

 

Megalin i Cubilin pokazali su razli�ite obrasce imunoekspresije u razli�itim fazama razvoja wta i yota 

bubrega unutar bubre~nih struktura. U studiji koju su proveli De i sur. utvrđeno je da je Megalin 

imunoeksprimiran na granici �etke proksimalnih tubula bubrega, sustavu recikliranja membrane i 

endocitnim odjeljcima (135). Megalin se mo~e na�i u lizosomima, ali nakon endocitoze, gusti 

apikalni tubuli vra�aju glavne koli�ine Megalina u apikalnu membranu (46,139). Sli�no tome, naba 

je studija uo�ila visoku imunoekspresiju Megalina u ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim 

tubulima u svim ispitivanim stadijima u embrionalnom razdoblju i proksimalnim zavijenim tubulima 

u postnatalnim fazama. Dodatno, promatrali smo imunoekspresiju Megalina u parijetalnom sloju 

Bowmanove kapsule i glomerula. Istra~ivanje Prabakarana i sur. pokazalo je da je imunoekspresija 

Megalina u podocitima identificirana kod btakora i ljudi (69). Svi ovi nalazi sugeriraju da ovaj protein 

ima zna�ajnu ulogu u ovim bubre~nim strukturama tijekom razvoja i ukazuje na njegovu uklju�enost 

u va~ne fiziolobke procese unutar bubrega. 

 

Zanimljivo je da je naba studija otkrila smanjeni postotak Megalin-pozitivnih stanica u 

ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim tubulima yot mibeva u usporedbi s wt mibevima na E13.5. 

Ovaj je nalaz u skladu sa studijom koju su proveli Motoyoshi i sur., koji je dokumentirao da je 

glomerularna ozljeda prisutna kod mibeva sa smanjenom imunoekspresijom Megalina (140). U 

postnatalnom razdoblju postotak pozitivnih megalinskih stanica bio je najve�i na P4 kod wt i yot 

mibeva i smanjio se u kasnijoj razvojnoj fazi (P14). Ovo otkri�e ukazuje na va~nost Megalina tijekom 

nefrogeneze i pravilne diferencijacije nefrona. Osobito je va~no za endocitozni proces unutar 

proksimalnih zavijenih tubula budu�i da gubitak takvog Megalina mo~e pridonijeti razvoju 

proteinurije, va~nog klini�kog pokazatelja bolesti bubrega (135). Dodatno, Megalin igra va~nu ulogu 



u endocitozi razli�itih liganada, koji posreduju u prometu Megalina u proksimalnim tubularnim 

epitelnim stanicama. To bi mogao biti potencijalni terapijski cilj za nefrotoksi�nost uzrokovanu 

lijekovima ili metaboli�ku bolest bubrega (46). 

 

Imunoekspresija Cubilina bila je viba kod wt mibeva u usporedbi s yotom kod E13.5 dok kod E15.5 

imunoekspresija Cubilina bila je niska u wta, kao i u yota. To bi moglo upu�ivati na slo~eno 

međudjelovanje između imunoekspresije Cubilina i razvojnih faza, potencijalno ukazuju�i na potrebu 

za kompenzacijskim mehanizmima u yot mibeva s manjkavom imunoekspresijom Cubilina na E13.5 

u usporedbi s wtom. U postnatalnim razvojnim fazama bojanje Cubilinom bilo je najizra~enije na 

apikalnim membranama stanica proksimalnih zavojitih tubula. Ovo otkri�e u skladu je s ulogom 

Cubilina u bubrezima budu�i da je to klju�ni protein potreban za reapsorpciju tubularnog proteina, 

uklju�uju�i albumin (139). Naime, Cubilin se obilno imunoeksprimira na proksimalnom tubulu i ve~e 

se s Megalinom posljedi�no pove�avaju�i njihovu multiligandnu sposobnost. Stoga, koekspresija 

Megalina i Cubilina na apikalnoj membrani zavojitih tubula ukazuje na njihovu va~nost u reapsorpciji 

i pravilnoj funkciji nefrona. Naime, dokazano je da Cubilin stupa u interakciju s razli�itim 

unutarstani�nim proteinima za promet, kao i s drugim membranskim molekulama, poput Cubilin–

AMN kompleksa (135). 

 

Primijetili smo visoku imunoekspresiju Caveolina-1 u metanefri�kom mezenhimu, krvnim ~ilama i 

grani�nom podru�ju između metanefri�kog mezenhima i bubre~nog mjehuri�a u svim ispitivanim 

stadijima razvoja. Ovaj biroko rasprostranjeni obrazac imunoekspresije sugerira da Caveolin-1 mo~e 

imati klju�nu ulogu u raznim procesima klju�nima za razvoj bubrega, uklju�uju�i mezenhimalno-

epitelni prijelaz, vaskularizaciju i međustani�ne interakcije unutar nefrona. Zanimljivo je da je 

postotak pozitivnih stanica s Caveolinom-1 u metanefri�kom mezenhimu bio zna�ajno vibi u wt 

mibeva u usporedbi s yot mibevima i na E13.5 i na E15.5, bto ukazuje na potencijalne razlike u 

regulaciji Caveolina-1 između dva fenotipa tijekom ranog razvoja bubrega. Osim toga, 

imunoekspresija Caveolina-1 smanjivala se s napredovanjem razvoja, bto ukazuje na dinami�ku 

regulaciju imunoekspresije Caveolina-1 tijekom organogeneze bubrega. Nabi su rezultati u skladu sa 

studijom Luoa i sur., koji su otkrili da Caveolin-1 ima va~nu ulogu u stani�nom metabolizmu tijekom 

autofagije. Naime, autofagija je usko povezana s metabolizmom i pre~ivljavanjem stanica, bto je 

va~no za pravilnu nefrogenezu (138,141). Nadalje, bojanje Caveolinom-1 bilo je najizra~enije u 

krvnim ~ilama, glomerulima i vanjskom sloju Bowmanove kapsule u postnatalnim razvojnim fazama. 

Ovaj obrazac distribucije sugerira potencijalne uloge Caveolina-1 u biolobkim aktivnostima stanica, 

uklju�uju�i metabolizam i rast stanica. Najve�i postotak Caveolin-1 pozitivnih stanica primije�en je 



na P14 u wt i u yot mibeva, sa statisti�ki zna�ajnom razlikom između dva fenotipa u ovoj fazi. Ovo 

otkri�e ukazuje na potencijalne implikacije disregulacije Caveolina-1 u kontekstu postnatalnog 

razvoja i funkcije bubrega. Naime, Caveolin-1 mo~e imati mogu�u ulogu u patofiziologiji akutne 

ozljede bubrega reguliranjem stani�nog metabolizma i aktivnosti u vezi sa stani�nim ~ivotom (33). 

Ovi su nalazi koribteni za razvoj Caveolin-1 ciljanih tretmana za razli�ite bolesti, uklju�uju�i bolesti 

bubrega. atovibe, intenzitet bojenja Caveolina-1 bio je najja�i u glomerulima oba fenotipa u svim 

ispitivanim stadijima, bto ukazuje na specifi�nu ulogu Caveolina-1 u fiziologiji glomerula. Nabi 

rezultati su u skladu s istra~ivanjem glomerulonefritisa koje je pokazalo dosljedne promjene u 

transkriptomu bubrega, bto mo~e ukazivati na to kako abnormalni stani�ni metabolizam igra va~nu 

ulogu u ovoj bolesti (142). Odsutnost bojenja Caveolin-1 u drugim strukturama u naboj studiji 

sugerira na selektivan obrazac imunoekspresije Caveolina-1 unutar bubrega. 

 

Gipc1 je pokazao difuzno citoplazmatsko bojenje tijekom razvoja bubrega u metanefri�kom 

mezenhimu, zavijenim tubulima i sabirnim kanali�ima. Ova rasprostranjena distribucija sugerira 

potencijalnu uklju�enost Gipc1 u razli�ite stani�ne procese unutar ovih bubre~nih struktura, kao bto 

je stani�na signalizacija, citoskeletna organizacija i unutarstani�no djelovanje. Gipc1 je spona koja 

organizira signalizaciju posredovanu receptorima, a nakon internalizacije receptora povezuje se s 

endocitnim vezikulama u blizini plazma membrane (143). Zanimljivo je da je postotak Gipc1 

pozitivnih stanica kod E13.5 bio najve�i u yot mibeva u usporedbi s wt mibevima u metanefri�kom 

mezenhimu, bto ukazuje na potencijalne razlike u regulaciji Gipc1 između dva fenotipa tijekom ranog 

razvoja bubrega. Međutim, do E15.5 postotak Gipc1 pozitivnih stanica bio je najve�i u yot mibeva u 

ampuli/sabirnim kanali�ima u usporedbi s wt mibevima, bto ukazuje na kompenzacijske promjene u 

Gipc1 imunoekspresiji u kasnijim fazama. Nadalje, primije�eno je pove�anje broja Gipc1 pozitivnih 

stanica u zavijenim tubulima wt mibeva u usporedbi s yot mibevima na E15.5, bto ukazuje na 

potencijalne dinami�ke razlike u Gipc1 imunoekspresiji unutar specifi�nih bubre~nih struktura 

tijekom razvoja. Intenzitet bojenja Gipc1 bio je najja�i u metanefri�kom mezenhimu u oba fenotipa 

na E13.5, bto ukazuje na potencijalnu ulogu Gipc1 u ranim razvojnim procesima bubrega koji se 

odvijaju unutar ove strukture. U kasnijim razvojnim fazama primije�ena je umjerena reaktivnost 

bojenja u zavijenim tubulima wt mibeva i ampulama/sabirnim kanalima yot mibeva, bto pokazuje 

mogu�e promjene u imunoekspresiji i distribuciji Gipc1 kako razvoj napreduje. Tijekom postnatalnog 

razdoblja, Gipc1 opa~en je kao isprekidani signal u citoplazmi svih promatranih struktura. Lou i sur. 

pokazali su da se Gipc1 mo~e na�i u jamicama oblo~enim klatrinom, kao i u apikalnim tubulima 

endocitnih odjeljaka bubre~ne �etke (144). Pojava i interakcija Gipc1 s Megalinom u endosomskim 



odjeljcima proksimalnih tubula ukazuje da bi to mogao biti model koji regulira endocitnu funkciju 

Megalina (144). 

 

DAB2IP je uklju�en u regulaciju niza razli�itih biolobkih procesa, uklju�uju�i proliferaciju (145) i 

prijelaz epitela u mezenhim (146). Nabi rezultati pokazali su da je uzorak imunoekspresije Dab2IP 

varirao tijekom razvoja bubrega i postnatalnih faza između wt i yot mibeva. Na E13.5 Dab2IP bojanje 

vidljivo je u bubre~nim mjehuri�ima/glomerulima i ampuli/sabirnim kanalima kod wt mibeva, dok je 

kod yot mibeva bojanje prete~no primije�eno u zavojitim tubulima i metanefri�kom mezenhimu. Ovo 

ukazuje na razli�itu lokalizaciju Dab2IP u tim razvojnim fazama zbog odgođene imunoekspresije 

Dab2IP u yot mibeva u mezenhimskim strukturama kao prekursori budu�ih nefrona. Nadalje, na 

E15.5 doblo je do odsutnosti Dab2IP reaktivnosti u svim strukturama i stadijima, bto ukazuje na 

stabilnu regulaciju Dab2IP imunoekspresije tijekom ove faze. U postnatalnom stadiju, bojanje 

Dab2IP uo�eno je kao punktuativno bojenje u distalnim zavijenim tubulima i parijetalnom sloju 

Bowmanove kapsule. Najve�i postotak Dab2IP pozitivnih stanica primije�en je na P14 u wt i u yot 

mibeva, sa zna�ajnim razlikama između P4 i P14 u oba fenotipa i gotovo dvostruko ve�im postotkom 

imunoekspresije u yot mibeva. Ovo sugerira odgođenu regulaciju imunoekspresije Dab2IP 

postnatalno zbog uklju�enosti Dab2IP u signaliziranje protein kinaza aktiviranih mitogenom. Naime, 

pokazalo se da Dab2IP regulira RAS-ERK signalni put, gdje smanjenje Dab2IP dovodi do aktivacije 

MAPK puta koji odgovara na proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu nu~nu za kona�nu nefrogenezu 

bubrega (18,147,148). Stoga, visoka imunoekspresija Dab2IP u yot mibeva u postnatalnom stadiju 

mo~e implicirati neregulirano pre~ivljavanje i puteve apoptoze. 

 

ARH ima klju�nu ulogu u razvoju i funkciji bubrega s mnogim obrascima ekspresije i funkcijama 

uo�enima u razli�itim razvojnim fazama. Tijekom embrionalnog razvoja primije�eno je izra~eno 

ARH bojenje u metanefri�kom mezenhimu na E13.5 i u ampuli/sabirnim kanali�ima na E15.5, s vibim 

postotkom ARH pozitivnih stanica u mibeva divljeg tipa u usporedbi s yot mutantima (134). Ovaj 

diferencijalni izraz sugerira da je ARH uklju�en u ranu morfogenezu nefrona te da pridonosi 

strukturnoj organizaciji klju�nih komponenti bubrega. Postnatalno se ekspresija ARH-a pomi�e na 

apikalne membrane distalnih zavojitih tubula s primjetnim porastom ARH pozitivnih stanica u yot 

mibeva, posebno na P14. Ovaj prijelaz u ekspresiji vjerojatno odra~ava rastu�u ulogu ARH-a u 

regulaciji funkcije bubrega. Funkcionalno, ARH je bitan za endocitnu trgovinu i transport iona budu�i 

da olakbava internalizaciju proteina, poput Megalina i ROMK-a du~ puta posredovanog klatrinom 

(149). U distalnom nefronu ARH se lokalizira zajedno s ROMK-om reguliraju�i njegovu endocitozu 

kao odgovor na fluktuacije kalija u prehrani. Ova je regulacija klju�na za odr~avanje homeostaze 



kalija s nokaut modelima ARH-a koji pokazuju oslabljenu ekspresiju ROMK-a kao odgovor na 

promjene unosa kalija (150). Sna~na ekspresija ARH-a u bubre~nom tkivu, posebno u distalnom 

nefronu, naglabava njegovu dvostruku ulogu u razvojnom sastavljanju struktura nefrona i postnatalnoj 

regulaciji ionske ravnote~e. atovibe, uklju�enost ARH-a u centrosomalno sastavljanje i citokinezu 

ukazuje na bire stani�ne funkcije koje nadilaze njegovu ulogu u metabolizmu lipida (151) dodatno 

naglabavaju�i njegovu vibestruku va~nost u fiziologiji bubrega. Izmijenjena ekspresija ARH-a u 

yotari mibeva pokazuje kako je njegov doprinos va~an u razvoju bubrega i odr~avanju funkcionalnih 

transportnih sustava iona (132). 

 

Primarno ograni�enje nabe studije je njezin promatra�ki dizajn. Nismo proveli kvantitativne analize 

imunoekspresije proteina, poput proto�ne citometrije ili Western blottinga. Job jedno ograni�enje je 

u tome bto nismo potvrdili protutijela u stani�noj kulturi kako bismo naglasili njihovu specifi�nost. 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUAK 



Nabi rezultati daju vrijedan uvid u prostorno-vremenski obrazac imunoekspresije i potencijalne uloge 

Megalina, Cubilina, Caveolina-1, Gipc1, Dab2IP i ARH-a u razvoju bubrega i postnatalnom 

sazrijevanju wt i yot mibeva isti�u�i dinami�ku prirodu njihove regulacije i potencijalne implikacije 

za bubre~nu patologiju u gubitku funkcije Dab1. Ovi nalazi pridonose razumijevanju molekularnih 

mehanizama koji le~e u pozadini razvoja bubrega i CAKUT-a pru~aju�i vrijedan uvid u potencijalne 

terapijske ciljeve i dijagnosti�ke markere za bubre~ne bolesti i abnormalnosti u razvoju. Daljnje 

studije, koje razjabnjavaju to�ne uloge i interakcije ovih proteina, mogle bi doprinijeti boljem 

razumijevanju razvoja bubrega i mogu ponuditi terapijske ciljeve za bubre~ne poreme�aje. 
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8. SA}ETAK  



Uvod: Yotari (yot) mibevi su karakterizirani mutacijom DAB1 gena s abnormalnostima sredibnjeg 

~iv�anog sustava. Specifi�ni su po nestabilnom hodu, tremoru i postnatalnoj smrti. Dosadabnja 

istra~ivanja su dokazala kako imaju izra~enu hipoplaziju bubrega bto spada u grupu razvojnih 

abnormalnosti bubrega i mokra�nih puteva (eng. CAKUT). Također, otkriveno je kako su im 

poravnate no~ice u glomerulu bubrega s gubitkom funkcionalnog tkiva bubrega i posljedi�noj 

preranoj smrti. U ovoj studiji se htjelo istra~iti razli�ite vezaju�e transportne proteine i njihovu ulogu 

u funkciji bubrega. To�nije, imunoekspresiju Megalina, Cubilina, Caveolina-1, Gipc1 i Dab2IP u 

embrionalnom (E) i postnatalnom (P) razvoju mibjeg bubrega s fokusom na razli�ite obrasce između 

divljeg tipa i yotari Dab12/2 (yot) mibeva. 

Metode i materijali: Ispitanici su Dab1-/- (yotari) i divljeg tipa mibevi ~rtvovani gestacijskog dana 

E13.5 i E15.5. Također, mibevi su ~rtvovani postnatalnog  4. i 14. dana. Nakon pripreme i prikupljanja 

uzoraka tkiva bubrega, urađena je histolobka analiza uz hematoksilin-eozin bojanje. Uz primjenu 

primarnih i sekundarnih protutijela, u�injeno je imunofluorescencijsko bojanje uzoraka. 

Mikroskopiranjem i mikrofotografijama je određena tkivna raspodjela i ja�ina signala proteina. 

Rezultati: Imunofluorescencija otkrila je pove�anu imunoekspresiju receptora Megalina i Cubilina u 

ampuli/sabirnim kanali�ima i zavijenim tubulima u svim razvojnim fazama s najizra~enijom 

imunoekspresijom uo�enom u zavijenim tubulima i parijetalnom epitelu Bowmanove �ahure. 

Kvantitativna analiza pokazala je ve�i postotak Megalina i Cubilina kod divljeg tipa usporedno s yot 

mibevima na E13.5. Koekspresija Megalina i Cubilina opa~ena je na apikalnoj membrani zavijenih 

tubula i parijetalnom sloju Bowmanove kapsule. Intenzitet bojenja Megalina varirao je u razli�itim 

razvojnim fazama s najja�om reaktivnob�u uo�enom na ampuli i sabirnim kanali�ima na dan embrija 

(E13.5) u wt mibeva. Nasuprot tome, Caveolin-1 pokazao je visoku imunoekspresiju u metanefri�kom 

mezenhimu, krvnim ~ilama i grani�nom podru�ju između metanefri�kog mezenhima i bubre~nih 

mjehuri�a sa smanjenjem imunoekspresije kako je razvoj napredovao. Gipc1 je pokazao difuzno 

citoplazmatsko bojenje u metanefri�kom mezenhimu, zavijenim tubulima i sabirnim kanali�ima, sa 

zna�ajnim razlikama u imunoekspresiji između divljeg tipa i yot mibeva u obje istra~ivane 

embrionalne vremenske to�ke. Imunofluorescentno bojenje Dab2IP bilo je najizra~enije u bubre~nim 

vezikulama/glomerulima i ampuli/sabirnim kanalima na E13.5, s blagim intenzitetom bojenja 

uo�enim u distalnim zavijenim tubulima postnatalno.  

Zaklju�ak: Nabi rezultati razjabnjavaju razli�itu imunoekspresiju uzoraka i potencijalnih dijelova 

ovih proteina u razvoju i funkciji bubrega, naglabavaju�i va~nost daljnjeg istra~ivanja njihovih 

regulatornih mehanizama. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. SUMMARY 

 



Immunoexpression Patterns of Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipc1 and Dab2IP in the 

Embryonic and Postnatal Development of the Kidneys in Yotari (Dab1-/-) Mice 

Introduction: In this study, we wanted to examine the immunoexpression patterns of transport 

proteins Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipc1, and Dab2IP in embryonic (E) and postnatal (P) mouse 

kidney development with a focus on different patterns between wild type and yotari Dab12/2 mice. 

Materials and methods: Sample collection  were Dab1-/- (yotari) and wild type mice sacrificed on 

gestational day (E13.5, E15.5) and  postnatally  (P4, P14). Histological analysis was done with 

hematoxylin-eosin staining. With the use of primary and secondary antibodies, immunofluorescence 

staining was also performed.  

Results: Immunofluorescence revealed raised immunoexpression of receptors Megalin and Cubilin 

at the ampulla/collecting ducts and convoluted tubules across all developmental stages. Caveolin-1 

exhibited high immunoexpression in the metanephric mesenchyme, blood vessels with a decrease in 

immunoexpression as development progressed. Gipc1 showed diffuse cytoplasmic staining in 

metanephric mesenchyme, convoluted tubules and collecting ducts, with significant differences in 

immunoexpression between wild type and yot mice. Dab2IP was most prominent in renal 

vesicle/glomeruli and ampulla/collecting ducts at E13.5, with mild staining intensity observed in the 

distal convoluted tubules postnatally.  

Conclusion: Our findings elucidate distinct immunoexpression of patterns and potential parts of these 

proteins in the development and function of the kidney, highlighting the importance of further 

investigation into their regulatory mechanisms. 
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