Imunohistokemijski izrazaj vezajucih proteina
Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipcl i Dab2ip tijekom
embrionalnog i postnatalnog razvoja bubrega u yotari
miSeva

ul, Sani

N<

Zu

Doctoral thesis / Disertacija
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, School of Medicine / Sveuciliste u Splitu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:629778

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-30

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
MEDICINSKI FAKULTET

UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS _
FACULTAS MEDICA MEFST Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJL

% UNIVERSITY OF SPLIT G O r



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:629778
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:2503
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:2503

SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

SANI ZUZUL, dr. med.

IMUNOHISTOKEMIJSKI IZRAZAJ VEZAJUCIH PROTEINA
MEGALIN, CUBILIN, CAVEOLIN-1, GIPC1 I DAB2IP TIJEKOM
EMBRIONALNOG I POSTNATALNOG RAZVOJA BUBREGA U

YOTARI MISEVA

Doktorski rad

Mentorica: Prof. dr. sc. biomed. Katarina Vukojevi¢, dr. med.

u Splitu 2024.



Doktorska disertacija se temelji na objavljenom znanstvenom ¢lanku:

Zuzul, S., Kelam, N., Racetin, A., Kovadevié, P., Konjevoda, S., Filipovi¢, N.,
Pavlovi¢, N., Vukojevi¢. K. Immunoexpression Patterns of Megalin, Cubilin,
Caveolin-1, Gipcl and Dab2IP in the Embryonic and Postnatal Development of
the Kidneys in Yotari (Dab1-/-) Mice. Biomedicines. 2024 Jul 11;12(7):1542.
doi: 10.3390/biomedicines12071542. PMID: 39062115; PMCID:
PMC11274389.



Doktorski rad je izraden u Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta Sveucili§ta u Splitu pod mentorstvom voditeljice prof. dr.

sc. biomed. Katarine Vukojevi¢, dr. med.



“Snovi se ostvaruju, ali ne bez pomo¢i drugih, dobrog obrazovanja, jake radne

etike 1 hrabrosti da se oslonite na njih.” Ursula Burn, CEO Xerox

Hvala najvec¢a ¢udotvornim molitvama brata Ante 1 divnome Bozjem putu na
koji je poslao jedinstvenu osobu koja svojim ohrabruju¢im pogledom, toplim
osmijehom, srda¢noScu, jednostavno§c¢u, iznimnom inteligencijom, znanjem,
sposobnos¢u, mudros¢u 1 prednoscu radu moZe uiniti sve, pa i ostvarenje moga
sna. RijeC je o mentorici, vrsnoj znanstvenici prof. dr. sc. Katarini Vukojevic,

kojoj se neizmjerno zahvaljujem.

Takoder, hvala velika prof. dr. sc. JosSku BozZi¢u te dr. sc. Neli Kelam na

velikoduSnoj 1 uvijek prisutnoj pomoci.



SADRZAJ

POPIS OZNAKA I KRATICA

1.1.

1.2.

3.1.

3.2.

3.2.1.

10.

11.

UVOD .o 1
Yotari misevi i CAKUT 2
Signalni proteini 4
CILJ RADA T HIPOTEZA ..o 14
METODE I MATERIJALL ... . e 16
ISPILANICT . o.neie ettt e 17
PSP ettt 17
Statisticka raS€lamba ... 19
REZULTATI ... e, 20
RASPRAV A 40
ZAKLIUCAK ..ottt 46
LITERATURA ... 48
SAZETAK ..ottt 68
SUMMARY ..o 70
ZIVOTOPIS ....oooiiiiiiiiiiiiiii e 72
DODATAK .. 78



POPIS OZNAKA I KRATICA

ABBA - eng. antibrush border antibody

AKI - eng. acute kidney injury

AMN - eng. amnionless

APP - eng. amyloid-f precursor protein

ARH - eng. autosomal recessive hypercholesterolemia
CAKUT - eng. congenital anomalies of the kidney and urinary tract
Cav-1 - Caveolin-1

Cerebellum - /at. mali mozak

CIC-5 - kloridni kanal pet (eng. chloride channel 5)
CKD - eng. chronic kidney disease

DABI- 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 gustoce (eng. low density lipoprotein receptor)
PTB - eng. phosphotyrosine binding

PTEC:S - eng. proximal tubular epithelial cells

RAP - eng. receptor associated protein

RCC - eng. renal cell carcinoma

ROMK - eng. renal outer medullary potassium

TGF-B - eng. transforming growth factor beta

VEGFR - eng. vascular endothelial growth factor



Yot - Yotari mi$



1. UVOD



1.1. Yotari miSevi i CAKUT

MiSevi Yotari dobiveni su spontanom mutacijom u genu Dab1 i pokazuju abnormalnosti u srediSnjem
ziv€anom sustavu (1,2,3). Stoga, rije¢ je o neuroloski mutiranom miSu ¢ija se mutacija prenosi na
autosomno recesivan nacin. Prepoznatljivi su po nestabilnom hodanju, tremoru i ranoj smrti, otprilike
u vrijeme odvikavanja od dojenja. Cerebellum yotarija je hipoplastican i nema folijacije. Moze se
uociti zrnati 1 molekularni dio stanica, to¢nije vanjski i unutra$nji sloj, ali Purkinjeove stanice su
rasprSene po bijeloj tvari te zrnatom sloju. Laminarna struktura cerebralnog korteksa i hipokampalne
formacije su iskrivljene (2). Odrasli glodavci podizu se za rep i polako spustaju prema vodoravnoj
povrsini, pri tome pruzaju sva Cetiri uda ocekujuci kontakt. Mi§ji mutant umjesto toga pokazuje
reakciju savijanja, Cesto karakteriziranu stiskanjem Sape i drzanjem poput SiSmiSa (4). Homozigotni
Dablscm miSevi nakon rodenja imaju tjelesni tremor, anomalije hoda i manju tjelesnu tezinu.
Petnaestog postnatalnog dana deficiti motoricke koordinacije bili su vidljivi na testovima vodoravne
1 okomite reSetke u kombinaciji sa slabijom snagom stiska. Sli¢no, mutanti su se razlikovali od
kontrola na testovima ispravljanja i stezanja straznje Sape. 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 prijedene kvadrati¢e na otvorenome. Procjena

u odrasloj dobi pokazala je slicna oStecenja, Sto ukazuje na trajne motoricke promjene (5).

DABI je intracelularni adapterski protein. Vazan je za put prijenosa signala koji koordinira
formiranje neuronskih mreza i pozicioniranje neurona u mozgu tijekom razvoja (6). Takoder,
aktiviran DABI potice stani¢ne procese koji su bitni za razvojne aktivnosti stanica (7). Mutacije u
genu DAB1 mogu potaknuti klini¢ku prezentaciju spinocerebelarne ataksije (8) i1 uvjetovati
Alzheimerovu bolest (9). DAB1 je povezan s neurorazvojnim poremecajima, ukljucujuci shizofreniju
1 poremecaje iz spektra autizma u mnogim genetskim, Zivotinjskim, kao i postmortalnim studijama

(10).

Uoceno je kako je DABI 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 povecanim

izrazajem DAB linaktivira stani¢no sjedinjavanje, migraciju i kolonizaciju stanica raka prostate (11).

Povezanost Dabl proteina s Reelin signalnim putem smatra se jednim od vaznijih molekularnih
puteva povezanih s migracijom kortikalnih neurona tijekom procesa neurogeneze. Izvanstanicni
Reelin veze lipoproteinske receptore iz obitelji LDLR te se internalizira. Internalizacija kompleksa

Reelin-lipoprotein receptora u endocitne vezikule rezultira pove¢anom tirozinskom fosforilacijom
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Dabl regrutiranjem neidentificirane kinaze i pove¢anim prometom Dabl. Dabl se takoder povezuje
s drugim transmembranskim proteinima. Reelinom inducirana modifikacija Dab1 fosforilacije moze
predstavljati kritican korak u prijenosu Reelin signala iz izvanstani¢nog okoliSa u unutarstani¢ne

dogadaje, kao $to je aktivacija drugog glasnika i promijenjena ekspresija gena (14).

DABI je izrazeno zastupljen u mi§jim podocitima, kao i u bubrezima ljudskog fetusa (15,16). Novija
istrazivanja su otkrila da yotari miSevi imaju nepotpun razvoj bubrega, poremecaj u spektru
kongenitalnih anomalija bubrega i urinarnog trakta (CAKUT). Nadalje, yof miSevi imaju izravnanje
nastavaka stanica podocita u glomerulima, $to moze utjecati na gubitak funkcije bubrega i posljedi¢no

preranu smrt (1,17,18).

CAKUT sejavljau 3 - 6 na 1 000 zivorodene djece, te €ini vecinu slucajeva zavrSnog stadija bubrezne
bolesti kod djece i stvara predispoziciju za hipertenziju i kardiovaskularne bolesti tijekom Zivota (19).
Uvjetuju 34 — 59 % kroni¢nih bubreznih bolesti (eng. CKD) (19). Predstavlja Sirok raspon poremecaja
koji su posljedica razvojnih abnormalnosti donjeg urinarnog trakta, urinarnog sabirnog sustava,
pogresne embrionalne migracije bubrega ili abnormalnog razvoja bubreznog parenhima (20).
Anomalije donjeg dijela mokra¢nog sustava identificiraju se u oko 50 % oboljelih pacijenata i
ukljucuju vezikoureteralni refluks (25 %), opstrukciju ureteropelvicnog spoja (11 %) 1 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

Bubrezna displazija

Bubrezna 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 moZze proizaci iz
sljede¢ih mehanizama: mutacije u jednom ili viSe gena povezanih s ljudskim CAKUT-om, genetski
ili epigenetski modifikatori, nacin nasljedivanja i okoli§ (19). Podatci pokazuju da otprilike 20 %
pacijenata moze imati genetski poremecaj koji se obicno ne otkriva standardnim klini¢kim
procjenama, $to implicira mnoge razli¢ite mutacijske mehanizme i patoloske molekularne putove
(25). Medutim, autosomno dominantni i autosomno recesivni defekti jednog gena, poligensko

nasljede 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, vecina

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

Vecina sluajeva CAKUT-a dijagnosticira se prenatalnim ultrazvuénim snimanjem, kojim se
pregledavaju bubrezi, mokraéni putevi i volumen amnionske tekucine. Prenatalni ultrazvuk ispravno
dijagnosticira poremecaje bubrega/mokraénih puteva u oko 85 % dojencadi, osobito ako se snimanje
izvodi u zadnjem tromjesecju (29). Preostali slu¢ajevi CAKUT-a uglavnom se dijagnosticiraju nakon
Sto se dojence ili dijete pojavi s infekcijom mokraénog sustava, Sto zahtijeva ultrazvuk i/ili druge
slikovne studije za pregled bubrega i mokraénih puteva. Pojedinci rodeni s jednim ili dva bubrega,
ali niskim brojem nefrona, mozda nece pokazivati nikakve znakove ili simptome sve do adolescencije

ili odrasle dobi kada se moze dijagnosticirati rana hipertenzija i/ili CKD (30).

Razumijevanjem uzroka CAKUT-a mogu se zapoceti preventivni postupci i uspostaviti klinicke

smjernice o tome kako treba lijeciti, odnosno pratiti ove pacijente.

1.2. Signalni proteini

Postoji mnogo razlicitih proteina koji prenose signalne informacije do stanica. Djelovanje je preko
liganda koji se vezu na receptore izrazene na ciljnim stanicama. Takvi membranski proteini
predstavljaju vise od 30 % ljudskog proteoma i sudjeluju u bitnim bioloskim procesima, kao §to 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
istraziti neke od tih signalnih markera tijekom razvoja bubrega i njihovu potencijalnu funkciju u

patologiji bubrega.



/ j Cubilin
Megalin |

_}‘5
’ - GPCR
Caveolae
r‘ Ly DAB2IP
e of GIPC1
Caveolin-1

Vezikula

: ..

Povratak

receptora

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 pridruziti Megalinu ili AMN za
uspjesno signaliziranje. Nakon preuzimanja, ligandi se oslobadaju u vezikulama i prenose u druge
strukture stanice dok se receptori vracaju na apikalnu membranu (32). Caveolin-1 je glavna struktura
kaveola u plazma membrani koja je kljuna za stani¢ni metabolizam, a posljedi¢no i za bubrezne
bolesti (33). GIPC1 stupa u interakciju s mnogo transmembranskih receptora (na primjer GPCR) za
medustani¢nu signalizaciju (34). DAB2IP je signalni adaptor koji se veze s upalnim citokinima i

faktorima rasta (35). Izradeno s BioRender.com.
Megalin

Megalin je multifunkcionalni endocitni receptor koji pripada obitelji receptora lipoproteina niske
gustoce. Veze niz strukturno vrlo razlicitih proteina. Megalin je izvorno identificiran kao antigen u
Heymannovom nefritisu, Stakorskom modelu membranoznog glomerulonefritisa (36). Najvise se
nalazi u ¢etkastom rubu proksimalnih tubula bubrega (eng. PTECs) i luminalnom endocitnom aparatu
(36,37,38,39), kao i u lizosomskim strukturama u manjim koli¢inima. Takoder, identificiran je u

glomerularnim podocitima Lewis Stakora (40). Ekstrarenalna ekspresija Megalina ukljucuje niz



drugih apsorpcijskih epitela (poput ileuma, Zumanjcane vrece glodavaca) te se nalazi u mozgu,
plu¢ima, posteljici i Stitnjaci (41). Sadrzi veliku amino-terminalnu izvanstani¢nu domenu, jednu
transmembransku domenu i kratki karboksi-terminalni citoplazmatski rep. Potonji sadrzi dvije NPXY
sekvence koje posreduju u vezivanju na adaptorske proteine i grupiranju u jamice obloZene klatrinom,
uz nekoliko mjesta prepoznavanja Src homologije 3 1 jedne Src homologije 2. Izvanstani¢na domena
sastavljena je od Cetiri cisteinom bogate skupine ponavljanja receptora lipoproteina niske gustoce tipa
A koji Cine regije vezanja liganda odvojene i nakon kojih slijedi ukupno 17 ponavljanja tipa
epidermalnog faktora rasta (eng. EGF) i osam razmaknutih regija koje sadrze YWTD ponavljanja.

Opéenito, vezanje na Megalin ovisi o Ca2+, a sam Megalin vrlo snazno veze kalcij (42).

Mehanizam endocitoze je sustav koji je neophodan za stani¢nu signalizaciju i prezivljavanje. Smatra
se da je to jednostavan mehanizam pomocu 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 takoder razvija kada su endocitozni mehanizmi
patoloski 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 vazne tvari, poput vitamina D, vitamina A i
B12 (47) te proteina koji veze retinol (48). Takoder, reapsorbira nefrotoksi¢ne tvari, poput
antimikrobnih ili lijekova protiv raka, kao §to je gentamicin (49), vankomicin (50) i cisplatin (51).
Kljucan je u reapsorpciji proteina i peptida koji se odnose na sustav renin-angiotenzin (52), albumina
obogacenih masnim kiselinama, kao i krajnjeg proizvoda glikacije (53). Velik dio naSeg znanja o
funkcijama Megalina temelji se na podatcima dobivenim proucavanjem miSeva 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
povec¢anom koli¢inom niskomolekularnih serumskih proteina (42). Normalna ekspresija Megalina
ovisi o proteinu povezanom s receptorom (eng. RAP) koji Stiti novosintetizirani receptor od ranog
vezanja liganada (57). Brojne bolesti karakterizirane proteinurijom otkrivaju smanjenu bubreznu
ekspresiju Megalina (42). Mutacija gena koji kodira CIC-5 uzrokuje poremecaj proksimalnih tubula
poznat kao Dentova bolest, koju karakterizira, osim proteinurija niske molekularne tezine, jo$
hiperkalciurija, nefrolitijaza, aminoacidurija, fosfaturija i zatajenje bubrega (58). Mutacije gena koji
kodira Megalin uzrokuje Donnai—Barrowov sindrom (DBS), to¢nije facio-okulo-akusticno-renalni
sindrom, koji je autosomno recesivni poremecaj karakteriziran viSestrukim abnormalnostima
ukljucujuéi malformaciju prednjeg mozga i o€iju, kao i defekt reapsorpcije u PTEC-ima (59). Postoji

serija slucajeva bolesti koju karakteriziraju protutijela protiv Cetkastog ruba i posljedi¢no zatajenje
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bubrega (ABBA bolest). Bolesnici s ABBA bole$¢u imaju subnefrotsku proteinuriju, razvijaju akutnu
ozljedu bubrega i pokazuju oSte¢enje proksimalnih tubula s naslagama IgG u apikalnim i tubularnim
bazalnim membranama u proksimalnim tubulima. ImunoloSko bojenje otkrilo je da se Megalin
specificno kolonizira s IgG u tubularnim imunoloS§kim naslagama (60). Razumijevanje fiziologije i
signalizacije Megalina iskoriSteno je kao cilj za ublazavanje nekih bolesti bubrega (32). Osim toga,

ligandi Megalina koriSteni su kao sustav za isporuku lijeka s vrsnom uc¢inkovitosti (61).
Cubilin

Cubilin je multiligand, endocitni receptor takoder poznat kao intestinalni intrinzi¢ni faktor (IF)-B12
receptor (62). Izvorno je identificiran kao meta teratogenih protutijela kod Stakora (42). Visoko je
izrazen u PTEC i endocitnom aparatu (62,63). Takoder se moze identificirati u lizosomima. Normalna
ekspresija Cubilina ovisi o transmembranskom proteinu bez amniona (eng. AMN), ~45kDa
identificiran kao vazan ¢imbenik za normalan razvoj srednjeg dijela primitivne pruge kod miseva
(64). Ukoliko AMN nije prisutan, Cubilin se zadrzava u unutarstani¢nim strukturama (32). Mutacije
u genu Cubilin ili AMN identificirane su u Imerslund-Gréisbeckovoj bolesti (65,66). Rije¢ je o
nasljednome sindromu nedostatka vitamina B12 karakteriziran neispravnom intestinalnom
apsorpcijom IF-B12 (67,68). Cubilin, zajedno s Megalinom, izrazen je u apikalnim endocitnim
odjeljcima proksimalnog tubula (62), a takoder se nalazi u podocitima Stakora 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 pokrece
internalizaciju vezanih liganada (70,71,72). Dosadasnje studije o cjelokupnom genomu povezale su
varijacije unutar gena za Cubilin s razvojem zavrSne faze bubrezne bolesti i rizikom razvoja

albuminurije (74,75).



Tablica 2. Tablica liganda za Cubilin (73)

Proteini nosaci vitamina

Intriziéni faktor vitamina B12

Vitamin D-vezu¢i protein

Ostali proteini nosaci

Albumin

Mioglobin

Hemoglobin

Transferin

Lipoproteini

Apolipoprotein A-I

Lipoprotein visoke gustoce

Hormoni i signalni proteini

Fibroblast faktor rasta

Enzimi i inhibitori enzima

Rekombinantni aktivirani faktor

Vlla

Proteini povezani s

imunitetom i stresom

Ig laki lanci

Sekretorni protein Klara stanica

al-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 (a i B), a svaki monomer ima ukosnu konformaciju sposobnu za
dimerizaciju (78,79). Protein Cav-1 sastoji se od cetiri domene: N-terminalne, domene
oligomerizacije, intramembranske i C-terminalne domene (80,81,82). Ekspresija Cav-1 regulirana je
na tri nacina: genomskom epigenetickom modifikacijom, transkripcijom i posttranskripcijskim
regulacijskim mehanizmima (33). Vazna fizioloska funkcija Cav-1 je da djeluje kao sredi$nja
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 razlic¢ite aktivnosti enzima ili ekspresiju receptora i usmjerava ih na stanicne
membrane. Utvrdeno je da povecana ekspresija Cav-1 djeluje na glikoliticke enzime (kao §to su
fosfofruktokinaza i aldolaza) te receptore povezane sa ziv€anim sustavom (npr. receptor eurotrofina
i nukleotidni receptor P2Y?2) premjestajuci ih u stanicnu membranu, potom posredujuci u transdukeiji
signalne molekule, $to na kraju utjeCe na stani¢ni metabolizam (33). Caveolin-1 takoder posreduje u
endocitozi nekih virusa, enzima, makromolekularnih tvari i receptora. Nakon koeksprimiranosti s
Cav-1 itransendocitoze, dolazi do upale, fibroze i prijenosa signala, djelujuci na stani¢ni metabolizam
(84), rast i starenje (85). Stovide, Cav-1 takoder regulira transdukciju signala T i B-stani¢nog
antigenskog receptora utjecuéi na urodeni upalni imunoloski odgovor (86). Cav-1 negativno regulira
membranske receptore obitelji tirozin kinaze, Sto posljediéno modulira stani¢nu proliferaciju i

metastaze (87,88). Takoder je dokazano da regulira funkciju mitohondrija i metabolizam stani¢ne
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energije (89,90,91). Trenutno je poznato da je Cav-1 ukljucen u regulaciju metabolizma glukoze, Sto
ukazuje da ima klju¢nu ulogu u unosu glukoze u bubreznim tubulima (92,93). Sudjelovanje u
regulaciji autofagije je takoder funkcija Cav-1. MozZe se vezati na kompleks proteina povezani s
autofagijom u epitelnim stanicama te inhibirati stvaranje i funkciju autofagosoma (94). Bliski odnos
izmedu Cav-1 1 autofagije ima vaznu ulogu u regulaciji metabolizma lipida (95). Oksidativni stres
kljuéni je ¢imbenik u stanicnom metabolizmu. Dokazano je da Cav-1 regulira oksidativni stres i
sudjeluje u procesu stani¢nog zivota (96). Cav-1 je ukljucen i u patofiziologiju akutne ozljede bubrega
(eng. AKI). Istrazivanje je potvrdilo da je ekspresija Cav-1 povecana kod miSeva AKI izazvanih
ishemijom = reperfuzijom i potvrdili da je uniStenje kaveola kod oSte¢enih epitelnih stanica bubreznih
tubula uzrokovalo odvajanje kolesterola i Cav-1 od plazma membrane. Posljedi¢no je doslo do
oslobadanja naslaga kolesterola u lumenu bubreznih tubula i poveé¢anu razinu Cav-1 u urinu (97).
Ima antifibroticka svojstva reguliranjem stani¢ne proliferacije, migracije i adhezije, kao i inhibicijom
TGF-p signalnog puta kod dijabeticke bubrezne bolesti (eng. DKD) (98,99). Uz to, Cav-1 takoder
moze regulirati unos glukoze i posredovati u endocitozi urinarnog albumina, stoga se smatra
potencijalnim terapijskim ciljem za DKD (100). Prepoznato je metabolicko reprogramiranje u
svijetlostanicnom karcinomu bubreznih stanica (eng. RCC) (101). Zabiljezeno je da Cav-1 inhibira
maticne stanice raka dojke upravo metaboli¢kim reprogramiranjem (102). Cav-1, koji je znacajno

povecan u RCC tkivu bubrega, moze regulirati rast i metastaze stanica raka (103).

GIPC1

GALIP interakcijski protein C, GIPC/GIPCI1, takoder 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 patofizioloSke procese. Do danas su poznate interakcije s vise od
50 proteina, ukljuc¢uju¢i VEGFR, IGF-1R i GPCR, od kojih mnogi imaju klju¢nu ulogu u neuronskom
1 kardiovaskularnom razvoju (34). U posljednjih nekoliko godina GIPC je dobio sve vecu pozornost
zbog svoje uloge u karcinogenezi. Ne samo da sluZzi kao antigen kod raka dojke i jajnika (106,107),
vec je snazno upleten u napredovanje brojnih zlo¢udnih bolesti ukljucujuéi gusteracu (108), debelo
crijevo (109), kozu (110), karcinom pluc¢a (111) i zeludca (112) potenciranjem rasta tumora, invazije,
metastaza i prezivljavanja stanica. Nasuprot tome, GIPC1 je smanjen kod raka grli¢a maternice (113),
primarnog tumora bubrega, kolorektalnog karcinoma, kao i raka prostate (112) te moze promicati
tumorske supresivne ucinke u takvim okruzenjima. Ovi suprotni ucinci vjerojatno proizlaze iz
razli¢itih signalnih konteksta, vrste liganda te ukupne snage i trajanja njihovih interakcija s GIPCI.

Sukladno tome, disregulacija aktivnosti GIPC1, bilo kroz gubitak ili prekomjernu ekspresiju, moze
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poremetiti viSestruke signalne mreze faktora rasta i prezivljavanja stanica koje u kona¢nici pomazu u

pokretanju onkogeneze i progresije tumora.

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

GIPC1 se povezuju s bolestima poremecaja 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). Takoder, smatra se tumor supresorskim genom koji je povezan s
rakom jajnika (118), prostate (119), dojke (120) te koriokarcinomom (121). Posljednjih je godina sve
viSe studija otkrilo da je DAB2IP znacajno smanjen u mnogim vrstama raka, a niska ekspresija
DAB2IP u tumorima moze predvidjeti loSu prognozu malignih tumora (116,122). Takoder, dokazano
je kako mutacija gena za Dab2IP uvjetuje kroni¢ni psiholoski stres (123). Velika studija povezanosti
ljudskog genoma je otkrila da varijante gena za DAB2IP pridonose razvoju kardiovaskularnih bolesti
uklju¢ujuéi aneurizmu abdominalne aorte, perifernu vaskularnu bolest, rani pocetak infarkta
miokarda i pluénu emboliju (35,124). Dokazano je kako Dab2IP ima vaznu ulogu u razvoju dendrita
i regulira broj sinapsi u malom mozgu (125). Njegova aktivacija pokrece razlicite bioloske reakcije,
kao $to su upala, diferencijacija, prezivljavanje u razli¢itim vrstama stanica (126), angiogeneza (127),

migracija te sazrijevanje stanica (128).
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Slika 2. Inaktivacija ili smanjena regulacija DAB2IP u stanicama karcinoma. Gubitak DAB2IP u
tumorskim stanicama podrzava aktivaciju i1 regrutiranje pro-tumorogenih makrofaga, povecava
otpornost na kemoterapiju i radioterapiju, potice proliferaciju stanica, usporava apoptozu i pridonosi
metastatskom Sirenju. Gubitak DAB2IP u endotelnim stanicama poti¢e neoangiogenezu i pogoduje

metastazama (129).

ZNANSTVENI DOPRINOS
ARH

ARH je protein koji veze 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 gustoce (eng. LDL) u jetri i
pokazuju teSku hiperkolesterolemiju i preuranjenu koronarnu bolest srca, $to implicira da je ARH
potreban za ucinkovito preuzimanje LDL-a. U nekim tkivima, kao §to su bubrezi i placenta, ARH je
jako izrazen, a ekspresija LDL-a je relativno niska, §to povecava moguénost da ARH mozZe imati
druge partnere vezanja (131). ARH se veZe na prvu sekvencu u citoplazmatskom repu Megalina i
prati ga kroz njegov intracelularni recikliraju¢i put od jamica oblozZenih klatrinom do i kroz rane
endosome te na povrsinu stanice. Takoder, olakSava transport Megalina kroz endosomalni sustav
(132). PovrSinska ekspresija vanjskog medularnog kalijskog kanala u bubrezima (eng. ROMK)
kontrolirana je endocitozom ovisnom o klatrinu u distalnom nefronu, ogranicavajuéi izlu¢ivanje
kalija u stanjima nedostatka kalija (133). ARH stimulira ROMK endocitozu na nacin koji je ovisan o
internalizacijskom signalu. Endocitoza, ovisna o ARH-u, osigurava mehanizam za regulaciju

ROMK -a u skladu sa zahtjevima ravnoteze kalija (134).

Ligand
£
s
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Bazolateralni
transport
RENN metaboliziranih
endosom liganada

Slika 3. Endocitoza posredovana ARH-om i Megalinom. Plazma membrane poc€inje invaginirati i
konacno pupa tijekom endocitne internalizacije i doseze rane endosome, gdje se odluka o daljnjoj
obradi liganda donosi ovisno o sadrzaju 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 takoder mogu biti usmjereni na kasne
endosome, koji zatim sazrijevaju u kasni endosomalni odjeljak i formiraju multivezikularna tijela.
Kada multivezikularna tjelesSca dodu u dodir s plazma membranom, njihov se sadrzaj izlu¢uje u obliku
egzosoma. Ligandi mogu biti podvrgnuti lizosomskoj degradaciji, a metabolizirani ligandi tada

prolaze kroz bazolateralnu transcitozu (135).
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2. CILJ RADA 1 HIPOTEZA
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Cilj rada

Cilj istrazivanja je definiranje uzoraka proteinske imunoekspresije Megalina, Cubilina, Caveolina-1,
Gipcl 1 Dab2IP u razdoblju razvoja (E13.5 1 E15.5) i ranom postnatalnom (P4 i P14) razvoju u

bubrezima yotari (Dabl —/—) miSeva usporedno s miSevima divljeg tipa.

Hipoteza

Proteini Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipcl i Dab2IP pojavljuju se u razvoju i postnatalno u misjim
bubrezima, a njihova klju¢na funkcija medusobnog djelovanja znacajno doprinosi ocuvanju njihove

strukture 1 aktivnosti.
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3. METODE I MATERIJALI
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3.1. Ispitanici

Pokusne zivotinje

U istrazivanju su koristeni Dab1—/—(yotari) miSevi kao Dab1 nulti konvencionalni mutanti razvijeni
prema dosadasnjim opisanim postupcima. C57BL/6N miSevi su uzgajani i grupno smjesteni u
standardnim polikarbonatnim kavezima, s 3 — 4 Zivotinje u svakom kavezu, osiguravajuci 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 1 12 sati tame. Za
genotipizaciju, PCR analizu, koriStene su pocetnice: yotari -GCCCTTCAGCATCACCATGCT i
CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC, divlji tip -GCCCTTCAGCATCACCATGCT i
CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT. Gravidni miSevi su eutanazirani 13.5 1 15.5 dana razvoja, a
njihovi embriji su prikupljeni. Ostale skupine miSeva Zrtvovane su u odredenim postnatalnim danima
(4. 1 14.). Ukupno tri do cetiri Zivotinje koristene su za svaku ispitivanu skupinu (broj Zivotinja je

odreden pomo¢u Meadove jednadzbe).
3.2. Postupci

MiSevi 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 ocistila krv iz krvozilnog sustava i dobro fiksirali
s 4 % paraformaldehidom (PFA) u 0,1 M PBS-a. Bubrezi su pazljivo ekstrahirani i tretirani s 4 %
PFA u 0,1 M PBS-a preko no¢i kako bi se pripremili za naknadnu histolosku procjenu, ukljucujuci

hematoksilin-eozin i imunofluorescentno bojenje.

Tkivo je ugradeno u parafinske blokove nakon zavrsetka fiksacije i dehidracije pomocu stupnjevanih
otopina etanola. Sekcije debljine pet mikrona serijski su izrezane i zatim pric¢vrS¢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 ohladeni na sobnu temperaturu. Reagens za blokiranje proteina primijenjen je 20
minuta nakon ispiranja u 0,1 M PBS-a s ciljem sprjeavanja nespecificnog bojanja. Primarna
protutijela koriStena su na rezovima, nakon ¢ega je uslijedio period inkubacije preko no¢i u vlaznoj
komori. Sljede¢i dan su isprani PBS-om, inkubirani jedan sat s odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelima. Naposljetku, jezgre su vizualizirane pomocéu DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindola)

bojenja nakon $to su uzorci isprani u PBS-u. Uzorci su osuSeni i pokriveni stakalcima. Prije
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provodenja predapsorpcijskog testa to¢no je odredena 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 lazno pozitivnih rezultata ili
nespecifi¢nog vezivanja sekundarnih protutijela. Isjecci 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
povecanju od 40x. Dobiveno je najmanje deset slika koje prikazuju strukture bubrega tijekom
embrionalnog razvoja: nezreli glomeruli (g), metanefrogeni mezoderm (mm), bubrezni mjehurici
(rv), ampule (A), zavijeni tubuli (Ct) i sabirni kanali¢i (Cd) u embrionalnim danima (E13.5 1 E15.5).
Uz to, dobiveno je dvadeset slika bubreznih struktura tijekom postnatalnog razvoja, ukljucujuci
glomerule (g), proksimalno zavijene (pct) i distalno zavijene tubule (dct) u danima P4 i P14. Lotus
tetragonolobus lektin (LTL) koriSten je kao marker za proksimalne kanali¢e, Dolichos biflorus
aglutinin (DBA) kao marker za razvoj bubreznih sabirnih kanali¢a i distalnih tubula u postnatalnom
korteksu bubrega te Aquaporin 2 (AQP2) kao marker za razvijajuce sabirne kanalice i distalne tubule
te sabirne tubule u postnatalnom korteksu bubrega. Adobe Photoshop verzija 21.0.2. i softver ImageJ
software verzija 1.530 koristeni su za analizu svake snimljene slike. Odreden je broj imunoreaktivnih
stanica za Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipcl i Dab2IP, a dobiveni postotak ukupnih stanica je
izraCunat za sve skupine Zivotinja. Pozitivni rezultati su uzeti u obzir za bilo koji stupanj bojanja
citoplazme, jezgre ili membrane s koriStenim markerima. Uzimaju¢i u obzir varijacije medu
promatra¢ima, snimljene mikrofotografije neovisno su analizirala tri istraZzivaca. Analiza
medurazredne korelacije pokazala je meduocjenjivacko slaganje s koeficijentom ve¢im od 0,8, §to

oznacava izvanredno slaganje (136).

Cetiri stupnja semi-kvantitativne procjene primijenjena su na intenzitete bojanja razli¢itih struktura
bubrega: nema reaktivnosti (—), blaga reaktivnost (+), umjerena reaktivnost (++) i jaka reaktivnost

(+++). Potonju analizu je proveo histolog koji je pazljivo pregledao rezove s potvrdom podataka.
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3.2.1. Statisti¢cka ras¢lamba

Za statisticku analizu je koriSten GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).
Normalnost distribucije podataka procijenjena je pomocu Shapiro-Wilkovog testa. Imunoekspresija
ciljanih proteina je usporedena koriStenjem dvosmjerne ANOVE pracene Tukeyjevim testom
viSestruke usporedbe kako bi se identificirale znacajne razlike u postotku pozitivnih stanica izmedu
E15.51E13. 5 za mm, g/rv, Cti A/Cd te P4 1 P14 za g, pct i dct. Dva parametra koriStena u analizi
ANOVE su bili fenotip u kombinaciji s promatranom vremenskom to¢kom (divlji tip miSeva 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

znacajnosti utvrdena je na p < 0,05.
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4. REZULTATI
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Megalin i Cubilin imunoekspresija

Megalin i Cubilin su bili visoko imunoeksprimirani u ampuli/sabirnim kanali¢ima 1 zavijenim
tubulima u svim ispitanim stadijima (Slike 4 a—d). Imunoekspresija Megalina i Cubilina bila je
najizrazenija u zavijenim tubulima i parijetalnom sloju Bowmanove kapsule (Slika 4 c,d). Postotak
stanica pozitivnih na Megalin kod E13.5 bio je veéi 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 statisticke znacajnosti. Postotak stanica pozitivnih na Cubilin kod E13.5 bio je veé¢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 veca u ampuli/sabirnim kanali¢ima i zavijenim tubulima yota,

nego kod wta, ali je bila bez statisticke vaznosti.

Uoceno je da se imunoekspresija Megalina i Cubilina smanjivala kako je razvoj napredovao u
ampuli/sabirnim kanali¢ima, dok je u zavijenim tubulima postojao drugaciji obrazac s povecanjem
Megalina i smanjenjem imunoekspresije Cubilina (Slika 4 e). Koekspresija Megalina i Cubilina
opazena je na apikalnoj membrani zavijenih tubula i parijetalnom epitelu Bowmanove kapsule (Slika

4 c,d).
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Slika 4. Dvostruko imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari miSa
provedeno je pomocéu markera Megalin (a—d) i1 Cubilin (a—d). Strelice pokazuju obrasce
imunoekspresije Megalina i Cubilina u metanefrickom mezenhimu (mm), glomerulima (g),
bubreznim mjehuri¢ima (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima (Ct) i sabirnim kanali¢ima (Cd), kao
Sto je prikazano na slici bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija bojenja

Megalin, Cubilin, DAPI i spojene slike Megalina, Cubilina i DAPI primijecena je u embrionalnim
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danima E13.5 1 E15.5 kod divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d) bubrega. Zvjezdica oznacava regiju u kojoj
je otkrivena koekspresija. Slike su snimljene pri povec¢anju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um
za sve slike. Postotci Megalina (e) i Cubilina (f) pozitivnih stanica u metanefrickom mezenhimu
(mm), bubreznim 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 1 15,5. Podatci
su predstavljeni kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) i analizirani pomoc¢u dvosmjerne ANOVE
pra¢ene Tukeyjevim testom visSestruke usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s * p < 0,05 1 ****

p < 0,0001. Deset podstruktura procijenjeno je u svakoj vremenskoj tocki.

Intenzitet bojenja Megalina kod wt miSeva na E13.5 bio je najjaci u ampuli/sabirnom kanalu, dok
smo kod yota primijetili umjereni intenzitet bojenja u svim promatranim strukturama. Na E15.5
najjaca reaktivnost pronadena je u zavijenim tubulima wt miSeva i ampulama/sabirnim kanali¢ima u

yota (Tablica 3).

Tablica 3. Intenzitet bojenja specificnih protutijela u bubrezima yotari i divljeg tipa misa u

embrionalnim danima E13.51 E15.5.

Embrionalni

dan (E) Zivotinja Struktura Megalin Cubilin Caveolin-1 Dab2IP  GIPC1 ARH
mm + +++ +++ + ++ +++
rv/g + + - + + +
divlji tip
Ct ++ + - + + +
A/Cd +++ + - + + +
E13.5
mm + + ++ + +++ +
rv/g ++ + - - - +
yotari
Ct ++ + - + + +
A/Cd ++ + - + + +
mm + + ++ - - +
rv/g + + + - - +
divlji tip
Ct +++ + + + ++ +
E15.5
A/Cd + + + + - +
mm + + + - - +
yotari
rv/g + + + - - +
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Ct + +++ + - - +

A/Cd +++ + + - ++ +++

+++ jaka reaktivnost; ++ umjerena reaktivnost; + blaga reaktivnost; — nema reaktivnosti; mm-
metanefricni mezenhim, rv-bubrezni mjehurié, 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 najizrazenije u apikalnim
membranama stanica proksimalnih zavojitih tubula (Slike 5 a,b). Postotak stanica pozitivnih na
Megalin i Cubilin bio je najveci na P4 kod wt i yot miSeva te se statisticki se smanjio u kasnijoj
razvojnoj fazi (P14) (Slika 5 c,d). Nije uo¢ena znacajna razlika izmedu wt i yof miSeva u promatranim

strukturama u svim razvojnim fazama (Slika 5 ¢,d). Koekspresija Megalina i Cubilina primijecena je

u proksimalnim zavijenim tubulima (Slika 5 a,b).
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Slika 5. Dvostruko imunofluorescentno bojenje postnatalnih divljih 1 yotari misjih bubrega
provedeno je pomocu markera Megalin (a,b) i Cubilin (a,b). Strelice pokazuju uzorke

imunoekspresije Megalina i Cubilina u glomerulima (g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i
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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 1 yotari miSevi u postnatalnom
danu 4. i 14. dana razvoja bubrega pretezno su odgovarali lokalizaciji i intenzitetu Megalina i
Cubilina. Stoga su reprezentativne slike uzete od miSeva divljeg tipa. Zvjezdica oznaCava regiju u
kojoj je otkrivena koekspresija. Slike su snimljene pri poveéanju x40, a traka mjerila predstavlja 100
um 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 1 yotari Zivotinja tijekom vremena (P4 i P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost +
SD (okomita crta) i analizirani pomoc¢u dvosmjerne ANOVE pracene Tukeyjevim testom visestruke
usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s **** p <(,0001. U svakoj vremenskoj tocki procijenjeno

je dvadeset podstruktura.

Sto se tiGe intenziteta bojenja, najveéa reaktivnost zabiljezena 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 1 divljeg tipa miSeva u

postnatalnim danima P4 i P14.

Post(;l:lialm Zivotinje Strukture Megalin Cubilin Caveolin-1 Dab2IP  GIPC1 ARH
g - - + - + +
dggjl pct +++ +++ - - - +
det + + - + + ++
P4
g - - + + - +
yotari pet +++ +++ - + + +
det + + - + + ++
g - - + - - +
dggjl pct +++ +++ - - + +
det + + - + + ++
P14
g - - + - - +
yotari pet +++ +++ - - - +
det - - + + + ++

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

tubuli, dct-distalni zavijeni tubuli, p-dan postnatalnog razvoja
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Caveolin-1 imunoekspresija

Visoka imunoekspresija Caveolina-1 primije¢ena je u metanefrickom mezenhimu, u krvnim Zilama i
grani¢nom podrucju izmedu metanefrickog mezenhima i bubreznih 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
metanefrickom 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 najjaci u metanefriCkom mezenhimu u oba fenotipa u svim ispitivanim stadijima (Tablica 3).

Caveolin merged

s »

E15.5 yot
Y
e Caveolin «
ook ok
»
— L L2 3
o 40 T
2 . 1 E13.5wt
:E 30 ‘ B E13.5 yot
3
g‘ B E155wt
g B 155 yot
[}
g
& 10 m
k-] LIz R l LIT
) T T T T
g /g AlCd Ct mm

structures

26



Slika 6. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari misa provedeno je
pomoc¢u markera Caveolin-1 (a—d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Caveolina-1 u
metanefrickom mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubreznim vezikulama (rv), ampulama (A),
zavijenim tubulima (Ct) i sabirnim kanali¢ima (Cd), kao S§to 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 opazene su u embrionalnim danima E13.5 1 E15.5 u bubrezima divljeg tipa
(a,c) 1 yotari (b,d). Slike su snimljene pri povecanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um za sve
slike. Postotci Caveolin-1 (e) pozitivnih stanica u metanefrickom mezenhimu (mm), bubreznim
mjehuri¢ima (rv) ili glomerulima (g), zavijenim tubulima (Ct) i ampulama (A) ili sabirnim kanali¢ima
(Cd) divljeg tipa i1 yotari bubrezi u embrionalnim danima 13.5 i 15.5 su prikazani. Podatci su
predstavljeni kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) i analizirani pomoc¢u dvosmjerne ANOVE
pra¢ene Tukeyjevim testom viSestruke usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s * p < 0,05 1 ****

p <0,0001. Deset podstruktura procijenjeno je u svakoj vremenskoj tocki.

U postnatalnim razvojnim fazama bojanje Caveolinom-1 bilo je najizraZenije u krvnim Zilama,
glomerulima 1 parijetalnom sloju Bowmanove kapsule (Slike 7 a-c). Udio Caveolin-1 pozitivnih
stanica bio je najveci kod P14 kod wta, kao 1 kod miSeva yot, a postojala je i statisticki znacajna
razlika izmedu P14 wta i yota (Slika 7 d). Takoder je postojala statisticki znacajna razlika u yot

miSeva u usporedbi s wt na P14 (p < 0,00001).
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Slika 7. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yofari misa izvedeno je
pomoc¢u markera Caveolin-1 (a—c). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Caveolina-1 u
glomerulima (g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct),
naznacenim 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 miseva
divljeg tipa (b) i1 yotari (a,c). Divlji tip i yotari miSevi na postnatalnom danu 4 razvoja bubrega
pretezno su odgovarali lokalizaciji 1 intenzitetu Caveolina-1. Stoga su reprezentativne slike uzete od
miseva divljeg tipa. Slike su snimljene pri povecanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um 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
1 yotari zivotinja tijekom vremena (P4 1 P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost + SD
(okomita crta) i analizirani pomoc¢u dvosmjerne ANOVE pra¢ene Tukeyjevim testom viSestruke
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usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s **** p <(,0001. U svakoj vremenskoj tocki procijenjeno

je dvadeset podstruktura.

Intenzitet bojenja Caveolina-1 bio je najjaci u glomerulima oba fenotipa u svim ispitivanim stadijima

dok su ostale strukture bile negativne (Tablica 4).
Gipcl imunoekspresija

Gipcl uocen je kao difuzno citoplazmatsko bojenje u metanefrickom mezenhimu, zavijenim tubulima
i sabirnim kanali¢ima (Slike 8 a—d). Udio pozitivnih Gipcl stanica na E13.5 bio je najveéi u yotu u
metanefrickom mezenhimu u usporedbi s wtom (p < 0,0001) (Slika 8 e). Na E15.5 postotak pozitivnih
Gipcl stanica bio je najveci u yotu u ampuli/sabirnim kanali¢ima u usporedbi s wt miSevima (Slika 8
e). Dodatno, primijetili smo statisticki znac¢ajno povecanje broja Gipcl pozitivnih stanica u zavijenim
tubulima wt miSeva u usporedbi s yotom (p <0,0001) (Slika 8 e). Intenzitet bojenja bio je najjaci u
metanefrickom mezenhimu u oba fenotipa na E13.5 (Tablica 3). U kasnijoj razvojnoj fazi umjerena
reaktivnost bojenja primijecena je u zavijenim tubulima wta i ampulama/sabirnim kanali¢ima yot

miSeva (Tablica 3).

U postnatalnom razdoblju Gipcl je promatran kao punktuativni signal u citoplazmi svih promatranih
struktura (Slika 9 a). Nije bilo statisticki znacajne razlike u promatranim strukturama izmedu
ispitivanih fenotipova u svim promatranim vremenskim tockama (Slika 9 b). Blagi intenzitet bojenja
Gipcl primijecen je u glomerulima i distalnim zavijenim tubulima kod wt miSeva na P4 i P14 (Tablica

4). U yot miSeva blagi intenzitet bojenja Gipcl primijecen je u zavijenim tubulima (Tablica 4).
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Slika 8. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari misa provedeno je
koriStenjem markera Gipcl (a—d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Gipcl u metanefriCkom
mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubreznim mjehuri¢ima (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima
(Ct) 1 sabirnim kanali¢ima (Cd), kao §to je prikazano bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola
(DAPI). Imunoekspresija Gipcl, DAPI bojanje i spojene slike Gipcl i DAPI opaZene su u
embrionalnim danima E13.5 i E15.5 u bubrezima divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d). Slike su snimljene
pri poveéanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um za sve slike. Postotci Gipcl (e) pozitivnih
stanica u metanefrickom mezenhimu (mm), bubreznim 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 pomoc¢u dvosmjerne ANOVE pra¢ene Tukeyjevim testom viSestruke

usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s **** p < 0,0001. Deset podstruktura procijenjeno je u

svakoj vremenskoj tocki.
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Slika 9. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yofari misa izvedeno je
koristenjem markera Gipcl (a). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Gipcl u glomerulima (g),
distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct), naznacenim na slici
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bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI). Imunoekspresija Gipcl bojenja i spojenih Gipcl
1 DAPI-ja nakon 14 dana (P14) u miSeva divljeg tipa. Divlji tip 1 yotari miSevi u postnatalnom danu
4. 1 14. dana razvoja bubrega pretezno su odgovarali lokalizaciji i intenzitetu Gipcl. Stoga, su
reprezentativne slike uzete od miSeva divljeg tipa. Slike su snimljene pri poveéanju x40, a traka
mjerila predstavlja 100 um za sve slike. Postotak starosti Gipcl pozitivnih stanica (b), pozitivnih
stanica u glomerulima (G), distalnim zavijenim tubulima (DCT) i proksimalnim zavijenim tubulima
(PCT) postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari zivotinja tijekom vremena (P4 i P14). Podatci su
predstavljeni kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) i analizirani pomoc¢u dvosmjerne ANOVE
pra¢ene Tukeyjevim testom visestruke usporedbe. Dvadeset podstruktura je procijenjeno u svakoj

vremenskoj tocki.
Dab2IP imunoekspresija

Najistaknutije bojenje Dab2IP primije¢eno je u bubreznim mjehuri¢ima/glomerulima i
ampuli/sabirnim kanali¢ima u wt miSeva na E13.5 (Slike 10 a,c). U yotu je primije¢eno bojenje u
zavijenim tubulima i metanefrickom 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).
Uocili smo statisticki zna€ajnu razliku u postotku Dab2IP pozitivnih stanica u bubreznim
mjehuri¢ima/glomerulima i ampuli/sabirnim kanalima wt miSeva u usporedbi s yofom na E13.5 (p <
0,0001) (Slika 10 e). Blagi intenzitet bojenja primijecen je u oba fenotipa i svim strukturama na E13.5
(Tablica 3). U kasnijoj razvojnoj fazi blaga reaktivnost bojenja primijecena je u zavojitim tubulima i
ampuli/sabirnim kanalima kod wt miSeva, dok nikakva reaktivnost nije primije¢ena kod yot miseva

(Tablica 3).
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Slika 10. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari misa provedeno je
pomocu markera Dab2IP (a—d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Dab2IP u metanefrickom

mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubreznim vezikulama (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima
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(Ct) 1 sabirnim kanali¢ima (Cd), kao $to je prikazano bojenja jezgri 4'6-diamidino-2-fenilindola
(DAPI). Imunoekspresija Dab2IP, DAPI bojanje i spojene slike Gipcl 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 povecanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um za sve slike. Postotci Dab2IP (e) pozitivnih
stanica u metanefrickom mezenhimu (mm), bubreznim 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 pomoc¢u dvosmjerne ANOVE pra¢ene Tukeyjevim testom viSestruke
usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001. Deset

podstruktura procijenjeno je u svakoj vremenskoj tocki.

Postnatalno Dab2IP je opaZen kao punktuativno bojenje u distalnim zavijenim tubulama i
parijetalnom sloju Bowmanove kapsule (Slike 11 a—c). Postotak Dab2IP pozitivnih stanica bio je
najvisi na P14 kod wt i yot miSeva, a postojala je i statisticki znacajna razlika u postotku Dab2IP
pozitivnih stanica u distalnim zavijenim tubulima na P4 i P14 kod wt i yot miSeva (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.
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Slika 11. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari misa izvedeno je
koristenjem markera Dab2IP (a—c). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije Dab2IP u
glomerulima (g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct),
naznac¢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) 1 yotari (a,c)
misSeva. Divlji tip i yotari miSevi na postnatalnom 4. danu razvoja bubrega pretezno su odgovarali
lokalizaciji 1 intenzitetu Dab2IP. Stoga su reprezentativne slike uzete od miSeva yot tipa. Slike su
snimljene pri povecanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um 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 Zivotinja tijekom vremena (P4 i
P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) i analizirani pomocu
dvosmjerne ANOVE prac¢ene Tukeyjevim testom viSestruke usporedbe. Znacajne razlike oznacene

sus ** p<0,01, **** p <0,0001. U svakoj vremenskoj tocki procijenjeno je dvadeset podstruktura.
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ARH imunoekspresija (znanstveni doprinos)

Najizrazenije ARH bojenje na E13.5 primije¢eno je u metanefrickom mezenhimu u wt i yot miSeva
(Slike 12 a-d). Na E15.5 najistaknutiji uzorak bojenja primijec¢en je u ampuli/sabirnim kanali¢ima
kod miseva divljeg tipa (Slika 12 c). Uocili smo statisticki znacajnu razliku u postotku ARH
pozitivnih stanica u metanefrickom mezenhimu na E13,5 wt miSeva u usporedbi s yotom (p < 0,001)
(slika 12 e) i ampulom/sabirnim kanali¢ima na E15,5 wt miSeva u usporedbi s yotom (p < 0,0001).
Jak intenzitet toCkastog bojenja opaZen je u metanefrickom mezenhimu na E13.5 wt Zivotinja
(Tablica 3). U kasnijoj razvojnoj fazi primijecena je jaka reaktivnost bojenja u ampulama/sabirnim

kanali¢ima yot miSeva (Tablica 3).
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Slika 12. Imunofluorescentno bojenje embrionalnih bubrega divljeg tipa i yotari misa provedeno je
pomoc¢u markera ARH-a (a—d). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije ARH-a u metanefrickom
mezenhimu (mm), glomerulima (g), bubreznim vezikulama (rv), ampulama (A), zavijenim tubulima
(Ct) 1 sabirnim kanali¢ima (Cd), kao §to je prikazano bojenja jezgri 4',6-diamidino-2-fenilindola
(DAPI). Imunoekspresija ARH-a, bojanje DAPI-ja i spojene slike ARH-a i DAPI-ja opazene su u
embrionalnim danima E13.5 i E15.5 u bubrezima divljeg tipa (a,c) i yotari (b,d). Slike su snimljene
pri povecanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 um za sve slike. Postotci ARH-a (e) pozitivnih
stanica u metanefrickom mezenhimu (mm), bubreznim 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 pomoc¢u dvosmjerne ANOVE pra¢ene Tukeyjevim testom viSestruke
usporedbe. Znacajne razlike oznacene su s * p < 0,05 1 **** p < 0,0001. Deset podstruktura

procijenjeno je u svakoj vremenskoj tocki.

ARH pozitivnih stanica bilo je najviSe u distalnim zavojitim tubulima na P4 i znacajno se povecao u
kasnijim razvojnim fazama u yof miSeva (Slika 13 a-c). UoCena je znacajna razlika izmedu wt 1 yot

miSeva u distalnim zavijenim tubulima na P14 (p < 0,001) (Slika 13 d).
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Slika 13. Imunofluorescentno bojenje postnatalnih bubrega divljeg tipa i yotari misa izvedeno je
koriStenjem markera ARH (a-c). Strelice pokazuju obrasce imunoekspresije ARH-a u glomerulima
(g), distalnim zavijenim tubulima (dct) i proksimalnim zavijenim tubulima (pct), naznacenim 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 miSeva divljeg tipa te yotari. Slike su
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snimljene pri povecanju x40, a traka mjerila predstavlja 100 pm 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 Zivotinja tijekom vremena (P4 i
P14). Podatci su predstavljeni kao srednja vrijednost £ SD (okomita crta) i1 analizirani pomocu
dvosmjerne ANOVE praéene Tukeyjevim testom visestruke usporedbe. Dvadeset podstruktura

procijenjeno je u svakoj vremenskoj tocki.
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5. RASPRAVA
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Postoji niz endocitnih proteina koji prenose signalne informacije do stanica. Toc¢nije, oni djeluju
preko liganda koji se vezu na receptore imunoeksprimirane na njihovim ciljnim stanicama (137).
Stoga smo u ovoj studiji zeljeli istraziti neke od tih signalnih proteina tijekom razvoja bubrega i
njihovu potencijalnu funkciju u CAKUT-u. CAKUT je spektar embrionalnih poremecaja u bubrezima
1 izlaznom mokra¢nom traktu (30). Mnogi geni i mutacije upleteni su u nastanak ovih stanja.
Prethodne studije s yofari miSevima otkrile su razliite markere i kako poremecaj pracenja

signalizacije moze uzrokovati CAKUT (1,17,18,138).

U nasem istrazivanju koristili smo model miSa Dab1—/— i pretpostavili smo da ekspresija endocitnih
receptora, kao §to su Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipcl 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 bubreznih struktura. U studiji koju su proveli De i sur. utvrdeno je da je Megalin
imunoeksprimiran na granici ¢etke proksimalnih tubula bubrega, sustavu recikliranja membrane i
endocitnim odjeljcima (135). Megalin se moze na¢i u lizosomima, ali nakon endocitoze, gusti
apikalni tubuli vracaju glavne koli¢ine Megalina u apikalnu membranu (46,139). Sli¢no tome, naSa
je studija uocila visoku imunoekspresiju Megalina u ampuli/sabirnim kanali¢ima 1 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. Istrazivanje Prabakarana i sur. pokazalo je da je imunoekspresija
Megalina u podocitima identificirana kod Stakora i ljudi (69). Svi ovi nalazi sugeriraju da ovaj protein
ima znacajnu ulogu u ovim bubreznim strukturama tijekom razvoja i ukazuje na njegovu ukljucenost

u vazne fizioloske procese unutar bubrega.

Zanimljivo je da je naSa studija otkrila smanjeni postotak Megalin-pozitivnih stanica u
ampuli/sabirnim kanali¢ima i zavijenim tubulima yot miSeva u usporedbi s wt miSevima 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 miSeva sa smanjenom imunoekspresijom Megalina (140). U
postnatalnom razdoblju postotak pozitivnih megalinskih stanica bio je najve¢i na P4 kod wt i yot
miseva i smanjio se u kasnijoj razvojnoj fazi (P14). Ovo otkri¢e ukazuje na vaznost Megalina tijekom
nefrogeneze i pravilne diferencijacije nefrona. Osobito je vazno za endocitozni proces unutar
proksimalnih zavijenih tubula budu¢i da gubitak takvog Megalina moze pridonijeti razvoju
proteinurije, vaznog klini¢kog pokazatelja bolesti bubrega (135). Dodatno, Megalin igra vaznu ulogu

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

41



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

lijekovima ili metabolicku bolest bubrega (46).

Imunoekspresija Cubilina bila je viSa kod wt miSeva 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 upuéivati na slozeno
medudjelovanje izmedu imunoekspresije Cubilina i razvojnih faza, potencijalno ukazujuéi na potrebu
za kompenzacijskim mehanizmima u yot miSeva s manjkavom imunoekspresijom Cubilina na E13.5
u usporedbi s wtom. U postnatalnim razvojnim fazama bojanje Cubilinom bilo je najizrazenije na
apikalnim membranama stanica proksimalnih zavojitih tubula. Ovo otkri¢e u skladu je s ulogom
Cubilina u bubrezima budu¢i da je to kljucni protein potreban za reapsorpciju tubularnog proteina,
ukljucujuéi albumin (139). Naime, Cubilin se obilno imunoeksprimira na proksimalnom tubulu i veze
se s Megalinom posljedi¢no povecavajuci njihovu multiligandnu sposobnost. Stoga, koekspresija
Megalina i Cubilina na apikalnoj membrani zavojitih tubula ukazuje na njihovu vaznost u reapsorpciji
i pravilnoj funkciji nefrona. Naime, dokazano je da Cubilin stupa u interakciju s razlicitim
unutarstani¢nim proteinima za promet, kao i s drugim membranskim molekulama, poput Cubilin—

AMN kompleksa (135).

Primijetili smo visoku imunoekspresiju Caveolina-1 u metanefrickom mezenhimu, krvnim Zzilama i
grani¢nom podrucju izmedu metanefrickog mezenhima i1 bubreznog mjehuri¢a u svim ispitivanim
stadijima razvoja. Ovaj Siroko rasprostranjeni obrazac imunoekspresije sugerira da Caveolin-1 moze
imati klju¢nu ulogu u raznim procesima klju¢nima za razvoj bubrega, ukljucuju¢i mezenhimalno-
epitelni prijelaz, vaskularizaciju i medustani¢ne interakcije unutar nefrona. Zanimljivo je da je
postotak pozitivnih stanica s Caveolinom-1 u metanefrickom mezenhimu bio znacajno visi u wt
miSeva u usporedbi s yot miSevima i na E13.5 i na E15.5, Sto ukazuje na potencijalne razlike u
regulaciji Caveolina-1 izmedu dva fenotipa tijekom ranog razvoja bubrega. Osim toga,
imunoekspresija Caveolina-1 smanjivala se s napredovanjem razvoja, Sto ukazuje na dinamicku
regulaciju imunoekspresije Caveolina-1 tijekom organogeneze bubrega. Nasi su rezultati u skladu sa
studijom Luoa i sur., koji su otkrili da Caveolin-1 ima vaznu ulogu u stani¢cnom metabolizmu tijekom
autofagije. Naime, autofagija je usko povezana s metabolizmom i prezivljavanjem stanica, $to je
vazno za pravilnu nefrogenezu (138,141). Nadalje, bojanje Caveolinom-1 bilo je najizrazenije u
krvnim Zilama, glomerulima i vanjskom sloju Bowmanove kapsule u postnatalnim razvojnim fazama.
Ovaj obrazac distribucije sugerira potencijalne uloge Caveolina-1 u bioloskim aktivnostima stanica,
ukljucujuéi metabolizam i rast stanica. Najveci postotak Caveolin-1 pozitivnih stanica primijecen je
na P14 u wt i u yot miSeva, sa statisticki zna¢ajnom razlikom izmedu dva fenotipa u ovoj fazi. Ovo

otkri¢e ukazuje na potencijalne implikacije disregulacije Caveolina-1 u kontekstu postnatalnog
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razvoja i funkcije bubrega. Naime, Caveolin-1 moze imati moguéu ulogu u patofiziologiji akutne
ozljede bubrega reguliranjem stani¢nog metabolizma i aktivnosti u vezi sa stani¢nim zivotom (33).
Ovi su nalazi koriSteni za razvoj Caveolin-1 ciljanih tretmana za razlicite bolesti, ukljuc¢ujuci bolesti
bubrega. Stovise, intenzitet bojenja Caveolina-1 bio je najja¢i u glomerulima oba fenotipa u svim
ispitivanim stadijima, $to ukazuje na specificnu ulogu Caveolina-1 u fiziologiji glomerula. NaSi
rezultati su u skladu s istrazivanjem glomerulonefritisa koje je pokazalo dosljedne promjene u
transkriptomu bubrega, $to moZe ukazivati na to kako abnormalni stani¢ni metabolizam igra vaznu
ulogu u ovoj bolesti (142). Odsutnost bojenja Caveolin-1 u drugim strukturama u naSoj studiji

sugerira na selektivan obrazac imunoekspresije Caveolina-1 unutar bubrega.

Gipcl je pokazao difuzno citoplazmatsko bojenje tijekom razvoja bubrega u metanefrickom
mezenhimu, zavijenim tubulima i sabirnim kanali¢ima. Ova rasprostranjena distribucija sugerira
potencijalnu ukljucenost Gipcl u razli¢ite stani¢ne procese unutar ovih bubreznih struktura, kao §to
je stani¢na signalizacija, citoskeletna organizacija i unutarstani¢no djelovanje. Gipcl 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 Gipcl
pozitivnih stanica kod E13.5 bio najvec¢i u yof miSeva u usporedbi s wt miSevima u metanefriCkom
mezenhimu, $to ukazuje na potencijalne razlike u regulaciji Gipcl izmedu dva fenotipa tijekom ranog
razvoja bubrega. Medutim, do E15.5 postotak Gipcl pozitivnih stanica bio je najveci u yot miSeva u
ampuli/sabirnim kanali¢ima u usporedbi s wt miSevima, S$to ukazuje na kompenzacijske promjene u
Gipcl imunoekspresiji u kasnijim fazama. Nadalje, primijeceno je povecanje broja Gipcl pozitivnih
stanica u zavijenim tubulima wt miSeva u usporedbi s yot miSevima na E15.5, $to ukazuje na
potencijalne dinamicke razlike u Gipcl imunoekspresiji unutar specifi¢nih bubreznih struktura
tijekom razvoja. Intenzitet bojenja Gipcl bio je najjaci u metanefrickom mezenhimu u oba fenotipa
na E13.5, §to ukazuje na potencijalnu ulogu Gipcl u ranim razvojnim procesima bubrega koji se
odvijaju unutar ove strukture. U kasnijim razvojnim fazama primijecena je umjerena reaktivnost
bojenja u zavijenim tubulima wt miSeva i ampulama/sabirnim kanalima yot miSeva, §to pokazuje
moguce promjene u imunoekspresiji i distribuciji Gipcl kako razvoj napreduje. Tijekom postnatalnog
razdoblja, Gipcl opazen je kao isprekidani signal u citoplazmi svih promatranih struktura. Lou i sur.
pokazali su da se Gipcl moze naéi u jamicama obloZenim klatrinom, kao i1 u apikalnim tubulima
endocitnih odjeljaka bubrezne cetke (144). Pojava i interakcija Gipcl s Megalinom u endosomskim
odjeljcima proksimalnih tubula ukazuje da bi to mogao biti model koji regulira endocitnu funkciju

Megalina (144).
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DAB2IP je ukljucen u regulaciju niza razli€itih bioloSkih procesa, ukljucujuci proliferaciju (145) i
prijelaz epitela u mezenhim (146). Nasi rezultati pokazali su da je uzorak imunoekspresije Dab2IP
varirao tijekom razvoja bubrega i postnatalnih faza izmedu wt i yot miSeva. Na E13.5 Dab2IP bojanje
vidljivo je u bubreznim mjehuri¢ima/glomerulima i ampuli/sabirnim kanalima kod wt miSeva, dok je
kod yot miSeva bojanje pretezno primijeceno u zavojitim tubulima i metanefrickom mezenhimu. Ovo
ukazuje na razli¢itu lokalizaciju Dab2IP u tim razvojnim fazama zbog odgodene imunoekspresije
Dab2IP u yot miSeva u mezenhimskim strukturama kao prekursori buducih nefrona. Nadalje, na
E15.5 doslo je do odsutnosti Dab2IP reaktivnosti u svim strukturama i stadijima, Sto ukazuje na
stabilnu regulaciju Dab2IP imunoekspresije tijekom ove faze. U postnatalnom stadiju, bojanje
Dab2IP uoceno je kao punktuativno bojenje u distalnim zavijenim tubulima i parijetalnom sloju
Bowmanove kapsule. Najveci postotak Dab2IP pozitivnih stanica primijecen je na P14 u wt i u yot
miseva, sa znacajnim razlikama izmedu P4 i P14 u oba fenotipa i gotovo dvostruko ve¢im postotkom
imunoekspresije u yot miSeva. Ovo sugerira odgodenu regulaciju imunoekspresije Dab2IP
postnatalno zbog ukljucenosti 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 nuznu za konacnu nefrogenezu
bubrega (18,147,148). Stoga, visoka imunoekspresija Dab2IP u yot miSeva u postnatalnom stadiju

moze implicirati neregulirano prezivljavanje i puteve apoptoze.

ARH ima klju¢nu ulogu u razvoju i funkciji bubrega s mnogim obrascima ekspresije i funkcijama
uoCenima u razli¢itim razvojnim fazama. Tijekom embrionalnog razvoja primijeceno je izrazeno
ARH bojenje u metanefrickom mezenhimu na E13.5 1 u ampuli/sabirnim kanali¢ima na E15.5, s vi§im
postotkom ARH pozitivnih stanica u miSeva divljeg tipa u usporedbi s yot mutantima (134). Ovaj
diferencijalni izraz sugerira da je ARH ukljuen u ranu morfogenezu nefrona te da pridonosi
strukturnoj organizaciji klju¢nih komponenti bubrega. Postnatalno se ekspresija ARH-a pomice na
apikalne membrane distalnih zavojitih tubula s primjetnim porastom ARH pozitivnih stanica u yot
misSeva, posebno na P14. Ovaj prijelaz u ekspresiji vjerojatno odrazava rastu¢u ulogu ARH-a u
regulaciji funkcije bubrega. Funkcionalno, ARH je bitan za endocitnu trgovinu i transport iona buduci
da olakSava internalizaciju proteina, poput Megalina i ROMK-a duz puta posredovanog klatrinom
(149). U distalnom nefronu ARH se lokalizira zajedno s ROMK-om regulirajuci njegovu endocitozu
kao odgovor na fluktuacije kalija u prehrani. Ova je regulacija klju¢na za odrzavanje homeostaze
kalija s nokaut modelima ARH-a koji pokazuju oslabljenu ekspresiju ROMK-a kao odgovor na
promjene unosa kalija (150). Snazna ekspresija ARH-a u bubreznom tkivu, posebno u distalnom
nefronu, naglasava njegovu dvostruku ulogu u razvojnom sastavljanju struktura nefrona i postnatalnoj

regulaciji ionske ravnoteze. Stovise, ukljué¢enost ARH-a u centrosomalno sastavljanje i citokinezu
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ukazuje na Sire stani¢ne funkcije koje nadilaze njegovu ulogu u metabolizmu lipida (151) dodatno
naglaSavaju¢i njegovu visestruku vaznost u fiziologiji bubrega. Izmijenjena ekspresija ARH-a u
yotari miSeva pokazuje kako je njegov doprinos vazan u razvoju bubrega i odrzavanju funkcionalnih

transportnih sustava iona (132).

Primarno ogranic¢enje nase studije je njezin promatracki dizajn. Nismo proveli kvantitativne analize
imunoekspresije proteina, poput protocne citometrije ili Western blottinga. Jo§ jedno ogranicenje je

u tome $to nismo potvrdili protutijela u stani¢noj kulturi kako bismo naglasili njihovu specifi¢nost.
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6. ZAKLJUCAK
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Nasi rezultati daju vrijedan uvid u prostorno-vremenski obrazac imunoekspresije i potencijalne uloge
Megalina, Cubilina, Caveolina-1, Gipcl, Dab2IP i ARH-a u razvoju bubrega i postnatalnom
sazrijevanju wt i1 yot miseva isticu¢i dinamicku prirodu njihove regulacije i potencijalne implikacije
za bubreznu patologiju u gubitku funkcije Dabl. Ovi nalazi pridonose razumijevanju molekularnih
mehanizama koji leze u pozadini razvoja bubrega i CAKUT-a pruzajuéi vrijedan uvid u potencijalne
terapijske ciljeve i dijagnosticke markere za bubrezne bolesti i abnormalnosti u razvoju. Daljnje
studije, koje razjasnjavaju to¢ne uloge i interakcije ovih proteina, mogle bi doprinijeti boljem

razumijevanju razvoja bubrega i mogu ponuditi terapijske ciljeve za bubrezne poremecaje.
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Uvod: Yotari (yof) miSevi su karakterizirani mutacijom DAB1 gena s abnormalnostima sredi$njeg
ziv€anog sustava. Specifi¢ni su po nestabilnom hodu, tremoru i postnatalnoj smrti. Dosadasnja
istrazivanja su dokazala kako imaju izrazenu hipoplaziju bubrega Sto spada u grupu razvojnih
abnormalnosti bubrega i mokraénih puteva (eng. CAKUT). Takoder, otkriveno je kako su im
poravnate nozice u glomerulu bubrega s gubitkom funkcionalnog tkiva bubrega i posljedi¢noj
preranoj smrti. U ovoj studiji se htjelo istraziti razli¢ite vezajuce transportne proteine i njihovu ulogu
u funkciji bubrega. Toc¢nije, imunoekspresiju Megalina, Cubilina, Caveolina-1, Gipcl 1 Dab2IP u
embrionalnom (E) i postnatalnom (P) razvoju misjeg bubrega s fokusom na razlicite obrasce izmedu

divljeg tipa i yotari Dabl—/— (yof) miSeva.

Metode i materijali: Ispitanici su Dab1-/- (yotari) i divljeg tipa miSevi Zrtvovani gestacijskog dana
E13.51E15.5. Takoder, miSevi su Zrtvovani postnatalnog 4.1 14. dana. Nakon pripreme i prikupljanja
uzoraka tkiva bubrega, uradena je histoloska analiza uz hematoksilin-eozin bojanje. Uz primjenu
primarnih 1 sekundarnih protutijela, ucinjeno je imunofluorescencijsko bojanje uzoraka.

Mikroskopiranjem i mikrofotografijama je odredena tkivna raspodjela i jaCina signala proteina.

Rezultati: Imunofluorescencija otkrila je pove¢anu imunoekspresiju receptora Megalina i Cubilina u
ampuli/sabirnim kanali¢ima 1 zavijenim tubulima u svim razvojnim fazama s najizraZzenijom
imunoekspresijom uo¢enom u zavijenim tubulima i parijetalnom epitelu Bowmanove cahure.
Kvantitativna analiza pokazala je veci postotak Megalina i Cubilina kod divljeg tipa usporedno s yot
miSevima na E13.5. Koekspresija Megalina i Cubilina opaZena je na apikalnoj membrani zavijenih
tubula i parijetalnom sloju Bowmanove kapsule. Intenzitet bojenja Megalina varirao je u razli¢itim
razvojnim fazama s najjacom reaktivnoséu uo¢enom na ampuli i sabirnim kanali¢ima na dan embrija
(E13.5) u wt miseva. Nasuprot tome, Caveolin-1 pokazao je visoku imunoekspresiju u metanefrickom
mezenhimu, krvnim Zilama i grani¢nom podrucju izmedu metanefrickog mezenhima i bubreznih
mjehurica sa smanjenjem imunoekspresije kako je razvoj napredovao. Gipcl je pokazao difuzno
citoplazmatsko bojenje u metanefrickom mezenhimu, zavijenim tubulima i sabirnim kanali¢ima, sa
znaCajnim razlikama u imunoekspresiji izmedu divljeg tipa i yof miSeva u obje istrazivane
embrionalne vremenske tocke. Imunofluorescentno bojenje Dab2IP bilo je najizraZenije u bubreznim
vezikulama/glomerulima i ampuli/sabirnim kanalima na E13.5, s blagim intenzitetom bojenja

uocenim u distalnim zavijenim tubulima postnatalno.

Zakljucak: Nasi rezultati razjasnjavaju razli¢itu imunoekspresiju uzoraka i potencijalnih dijelova
ovih proteina u razvoju i funkciji bubrega, naglasavaju¢i vaznost daljnjeg istrazivanja njihovih

regulatornih mehanizama.
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Immunoexpression Patterns of Megalin, Cubilin, Caveolin-1, Gipcl 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, Gipcl, and Dab2IP in embryonic (E) and postnatal (P) mouse

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

Materials and methods: Sample collection were Dabl-/- (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. Gipcl 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.

71



10. ZIVOTOPIS

72



OSOBNI PODATCI

Ime i prezime: Sani Zuzul

Drzavljanstvo: Hrvatsko

Datum i mjesto rodenja: 09. 09. 1985. g., Split

Podrudje rada: specijalist vaskularne kirurgije, dr. med.

Radno iskustvo

09/2018. — Specijalist vaskularne kirurgije, dr. med.

Zavod za torakalnu i vaskularnu kirurgiju; Odjel za vaskularnu kirurgiju
KBC Split

Spinciceva 1, 21000 Split

04/2013. - 08/2018. — Specijalizant vaskularne kirurgije, dr. med.
Klinika za kirurgiju
KBC Split

Spinciceva 1, 21000 Split

04/2013. - 08/2018. — lijecnica primarne medicine (dr. med.) u timu hitne pomo¢i

Zavod za hitnu medicinu Sibensko-kninske Zupanije

73



Karla Vipauca 8, 22000 Sibenik

12/2012. — Lije¢nica primarne medicine (dr. med.), zamjena u obiteljskoj medicini
Ambulanta dr. Korine Runti¢ Vukadin

Bana J. Jelagiéa 23, 21223 Okrug Gornji, Ciovo

06/2012. - 09/2012. — Lijecnica primarne medicine (dr. med.), turisticka ambulanta

Bana J. Jelagié¢a 23, 21223 Okrug Gornji, Ciovo

11/2011. - 03/2012. — dr. med.— zamjenica ravnatelja Ustanove za medicinsku njegu i fizikalnu

terapiju u ku¢i ,,Vita“

MiSina 28, 21000 Split

10/2010. - 10/2011. — dr. med. — stazist (pripravnik)
KBC Split

Spinciceva 1, 21000 Split

Obrazovanje i osposobljavanje

04/2021. - Predavanje ,,Na vrijeme sprijeciti ili kirurski lijeciti*

03/2021. - Predavanje ,, Kroni¢na venska bolest - od nastanka do progresije*

03/2021. - Predavanje ,,Kroni¢na venska insuficijencija“

03/2021. - Predavanje ,,Specifi¢na nutritivna intervencija kod otezanog cijeljenja rana*

12/2020. - Predavanje ,,Periferna arterijska bolest - prikaz slucajeva‘®

74



10/2020. - Sudjelovanje na radnome sastanku ,,Klini¢ka nutricija u vaskularnoj kirurgiji*
04/2020. - Sudjelovanje na sastanku ,,Klinicka nutricija u kirurgiji®, Motovun

02/2020. - Sudjelovanje na tecaju ,,Treatment of chronic wounds, lymphedema and lipedema®,

Crikvenica
10/2019. - Simpozij ,,Potkoljeni¢ni vrijedovi®, predavac ,,Osvrt na sve vrste vrijedova®, Trogir
05/2019. - Sudjelovanje na 11. OktaEduka s predavanjem ,,Kroni¢na venska bolest, Sibenik

03/2019. - Sudjelovanje na tecaju “Surgical techniques in the formation of cardiovascular

anastomosis”, Osijek

05/2018. - Aktivni sudionik kongresa “The Annual Congress of the Croatian Society”, predavanje

,LijeCenje simptomatske aneurizme trbusne aorte EVAR-om u KBC-u Split®, Pore¢
7/2017. - Zavrsen tecaj “Ultrasound of blood vessels”, Beograd, Srbija

06/2017. - Aktivni sudionik ,,Godi$nji kongres hrvatskog drustva za Vaskularnu kirurgiju s

medunarodnim sudjelovanjem®, predavanje ,,A. Lusoria®“, Vodice

12/2016. - Sudjelovanje ,,6t" Munich Vascular Conference® s te¢ajem ,,Revision course on technical

skills — preparation for the European examination as a FEBVS®, Njemacka

06/2016. - Sudjelovanje na kongresu ,,European Society for Cardiovascular and Endovascular

Surgery*, Beograd, Srbija

05/2016. - Sudjelovanje ,,International Research Interdiscplinary School IRIS Catalonia Spain 2016
01/2016. - Sudjelovanje na tecaju ,,Sivanje vaskularnih graftova®, Opatija

7/2015. - Sudjelovanje "3 rd IUA Course for Young Vascular Specialists”, Ceska

4/2015. - Sudjelovanje "VATS lobectomy course", Split

9/2014. - Zavrsen tecaj iz osnove laparoskopske kirurgije, Zagreb

9/2014. - Sudjelovanje na tec¢aju "Anastomosis in cardiac and vascular surgery", Poljska

5/2014. - Sudjelovanje na radionicama "European Vascular Workshop" i "European Venous Master

Class; Varicose veins treatment", Maastricht, Nizozemska

75



3/2014. - Sudjelovanje na tecaju "Procedures and the treatment of wounds", Zagreb
2/2014. - Sudjelovanje na tecaju "New sewing materials, grafts and local flaps", Zagreb

10/2013. - Sudjelovanje na tec¢aju "The central venous catheters for long-term use", Split

11/2011. doktorand doktorskog studija- ,,Klinicka medicina utemeljena na dokazima“, Medicinski

fakultet Split, Soltanska 2, 21000 Split

10/2011. ZavrSen tecaj "Advanced Life Support"

10/2004. - 07/2010. Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu,

Salata 2, 10000 Zagreb

2000. —2004. Prva gimnazija Split,

Nikole Tesle 10, 21000 Split

Publikacije

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

Embryonic and Postnatal Development of the Kidneys in Yotari (Dab1-/-) Mice*
Biomedicines
2. ,,Globus Pharyngeus: symptom of increased thyroid or laryngopharyngeal reflux”
Acta Clinica Croatica

3. ,,Endovascular Repair of Sympmatic (Non-ruptured) Abdominal Aortic Aneurysm in the

University Hospital Centre Split

Journal of Pharmacy and Pharmacology

76



4. ,,The Effect of Extracellular Matrix Patch on Femoral Artey after Endarterectomy*
Journal of Vascular Surgery
5. ,,Guidelines for treatment of carotid artery stenosis*

Lijecnicki vjesnik

MATERINSKI JEZIK

- hrvatski jezik

OSTALI JEZICI
- engleski jezik (B2)
-talijanski jezik (B2)

- njemacki jezik (A2)

OSTALE AKTIVNOSTI
Digitalne vjestine - Microsoft Office program
Vozacka dozvola - B

Hobi - putovanja, aerobik



11. DODATAK

78



Dijagram istraZivanja

Eti¢ka nacela

Koristenje Zivotinja u ovoj studiji odobreno je Smjernicama za njegu i koriStenje laboratorijskih
zivotinja SveuciliSta medicinske znanosti Shiga, Japan. Istrazivanje je u skladu s nacelima Helsinske
deklaracije 1 dobilo je odobrenje Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu
(klasa: 003-08/23-03/0015, sifra protokola broj: 2181-198-03-04-23-0073; datum odobrenja: 27.
rujna 2023.).

79



