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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

αSMA   alfa aktin glatkih mišićnih stanica (eng. alpha smooth muscle actin) 

ADH   antidiuretski hormon 

AGE    napredni završni produkti glikacije (eng. Advanced Glycation End products)  

ANOVA  analiza varijance (eng. analysis of variance) 

AQP1    akvaporin 1 (eng. aquaporine 1) 

AQP2    akvaporin 2 (eng. aquaporine 2) 

ATP    adenozin trifosfat (eng. adenosine triphosphate)  

Ca2+
   ion kalcija 

cAMP   ciklički adenozin monofosfat (eng. cyclic adenosine-monophosphate) 

c-Met   receptor faktora rasta hepatocita (eng. hepatocyte growth factor receptor) 

COC    kumulus-oocita kompleks (eng. cumulus-oocyte complex) 

COOH-kraj  karboksi kraj 

Cl-   ion klora 

CTX.    kora (eng. cortex) 

Cx   koneksin (eng. connexin) 

DAPI  4′,6-diamidino-2-fenilindol (eng. 4′,6-diamidino-2-phenylindole)  

DBA    Dolichos biflorus aglutinin  

DCT   distalni zavijeni kanalić (eng. distal convoluted tubule) 

DNA   deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid) 

DTC   stanice distalnih tubula (eng. distal tubular cells) 

EGFR   receptor za epidermalni faktor rasta (eng. epidermal growth factor receptor) 

ER    endoplazmatski retikulum 

GBM   glomerularna bazalna membrana 

GJ    tijesni spoj (eng. gap junction) 

GJA    alfa protein tijesnih spojeva  (eng. gap junction alpha protein)  
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GlcCer   glukozilceramid 

GSL   glikosfingolipid 

HIV-1    virus humane imunodeficijencije-1 (eng. Human Immunodeficiency Virus-1) 

I.D.   integrirana gustoća (eng. integrated density) 

IFN-γ    interferon gama 

IGF1R receptor faktora rasta nalik inzulinu 1 (eng. insulin-like growth factor 1 

receptor) 

IN.MED.   unutarnja medula (eng. inner medulla) 

IN.S.    unutarnji sloj vanjske medule (eng. inner stripe) 

InsR   inzulinski receptor (eng. insulin receptor) 

IP3   inozitol trifosfat (eng. inosiol triphosphate) 

JGA   jukstaglomerularni aparat 

K+   ion kalija 

KO    isključenje gena (eng. knock out) 

LacCer  laktozilceramid 

LTL    Lotus Tetragonolobus lektin 

mRNA   glasnička ribonukleinska kiselina (eng. messenger ribonucleic acid) 

Na+   ion natrija 

NAD+   nikotinamid adenin dinukleotid (eng. nicotinamide adenine dinucleotide) 

NH2-kraj  amino kraj 

O.S.    vanjski sloj vanjske medule (eng. outer stripe) 

Panx   paneksin (eng. pannexin) 

PBS    otopina fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer saline) 

PCT   proksimalni zavijeni kanalić (eng. proximal convoluted tubule) 

PDGFR receptor faktora rasta porijeklom iz trombocita  (eng. Platelet Derived 

Growth Factor Receptor) 

PTC   stanice proksimalnih tubula (eng. proximal tubular cells) 

RFU    relativne jedinice za intenzitet fluorescencije (eng. relative fluorescence units) 
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RNA   ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid) 

RT-PCR  lančana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (eng. Real Time Polymerase 

Chain Reaction) 

tsm    biljeg tubularnog segmenta (eng. tubular segment marker) 

UUO    jednostrana opstrukcija uretera (eng. unilateral ureteral obstruction) 

VEGFR receptor vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng. vascular endothelial 

growth factor receptor) 

WT   divlji tip (eng. wild type) 
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1. UVOD 



5 
 

1.1. Bubreg 

1.1.1.  Anatomija bubrega 

Bubrezi su parni organi, kod ljudi smješteni retroperitonealno uz stražnju trbušnu stijenku s 

obje strane kralježnice. Položeni su između transverzalnih nastavaka 12. prsnog kralješka 

proksimalno i 3. slabinskog kralješka distalno. Izgledom podsjećaju na zrno graha, imaju prednju 

konveksnu i stražnju plosnatu površinu, medijalni konkavni i lateralni konveksni rub te gornji i donji 

pol. Gornji pol bubrega je okruglast, deblji je od donjeg pola te je u odnosu na njega položen bliže 

središnjoj liniji (1). Oba gornja pola su obično usmjerena blago medijalno i posteriorno u odnosu na 

donje polove (2). Medijalni rubovi oba bubrega su rotirani prema naprijed, zbog čega su lateralni 

rubovi smješteni posteriorno (3). Zbog veličine jetre u desnom hipohondriju desni bubreg je niže 

položen od lijevog. Lijevi bubreg je položen medijalnije te je nešto duži i uži od desnog (1).  

Gornji polovi oba bubrega sprijeda su prekriveni nadbubrežnim žlijezdama. Desnom bubregu 

sprijeda se nalazi desni zavoj debelog crijeva i jetra, a medijalno mu se nalazi dvanaesnik i donja 

šuplja vena. Lijevi bubreg se nalazi iza lijevog zavoja debelog crijeva, njegov hilus je lateralno od 

repa gušterače, gornji medijalni dio je uz veliku krivinu želuca, a gornji pol se nalazi uz slezenu (4-

6). Straga ošit prekriva gornju trećinu oba bubrega. Preko gornjeg pola desnog bubrega prolazi 12. 

rebro, a preko gornjeg pola lijevog bubrega prolaze 11. i 12. rebro. Bubrezi obično leže na medijalnom 

dijelu slabinskog mišića (lat. m. psoas major) i lateralnom dijelu četvrtastog slabinskog mišića (lat. 

m. quadratus lumborum) (4).  

Težina bubrega varira od 150 do 200 grama kod muškaraca i od 120 do 135 grama kod žena. 

Dužina bubrega je između 10 i 12 cm, širina od 5 do 7 cm i debljina od 3 do 5 cm (2). Bubrežni 

parenhim obavijen je čvrstom fibroznom čahurom. Oba bubrega u svojim čahurama okružuje sloj 

perirenalnog masnog tkiva, u koji je osim bubrega uklopljena i nadbubrežna žlijezda. Bubrežna 

ovojnica (lat. fascia renalis) obavija masno tkivo oko bubrega i nadbubrežne žlijezde. Bubregu se 

sprijeda nalazi peritoneum, a straga se između bubrežne i slabinske ovojnice nalazi pararenalno 

masno tkivo (7).  

Na medijalnom rubu svakog bubrega se nalazi bubrežni hilus, mjesto na kojem u bubreg ulaze i 

iz njega izlaze krvne i limfne žile i živci. U bubrežnom hilusu se ispred bubrežne arterije nalazi 

bubrežna vena, a iza bubrežne arterije se nalazi bubrežna nakapnica, koja u hilusu izlazi iz bubrega i 

dalje se nastavlja u mokraćovod (8). Arterijska opskrba svakog bubrega potječe iz bubrežne arterije. 

Ona se prije ulaska u hilus dijeli na prednji i stražnji ogranak, koji se u hilusu granaju u segmentalne, 

a ove u interlobarne arterije. Interlobarne arterije prolaze između bubrežnih piramida, a na granici 

između kore i srži se granaju u arteriae arcuatae. Od njih pod pravim kutem prema bubrežnoj čahuri 
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polaze lobularne arterije, iz kojih nastaju dovodne arteriole koje dovode krv u kapilare glomerula (9). 

U glomerularnoj kapilarnoj mreži se krv ultrafiltrira i ultrafiltrat prelazi u mokraćni prostor prije 

prolaska kroz tubularni sustav. Djelomično filtrirana krv napušta glomerul kroz odvodnu arteriolu 

koja grananjem tvori peritubularnu kapilarnu mrežu te osigurava opskrbu tubularnog sustava 

oksigeniranom krvlju (10, 11). Ova kapilarna mreža je odgovorna i za povratak reapsorbirane 

slobodne vode, iona i drugih sastojaka plazme poput aminokiselina i glukoze u cirkulaciju (10). 

Odvodne arteriole iz jukstamedularnih nefrona tvore ravne žile (lat. vasa recta), koje iz kore odlaze 

ravno u srž, oblikuju petlju i vraćaju se na granicu kore i srži, a odgovorne su za opskrbu srži kisikom 

i hranjivim tvarima. Kapilare vanjskog dijela kore bubrega i čahure čine zvjezdolike vene (lat. venae 

stellatae), koje potom prelaze u interlobularne vene. Prateći tok arterija, interlobularne vene odvode 

krv u venae arcuatae, potom u interlobarne vene i konačno u bubrežnu venu koja u hilusu izlazi iz 

bubrega (9). Limfne žile bubrega dreniraju se u limfne čvorove u hilusu i slabinske limfne čvorove. 

U inervaciji bubrega sudjeluju aferentna i eferentna vlakna bubrežnog pleksusa, pri čemu je aferentna 

inervacija važna u prepoznavanju nociceptivnih podražaja, dok je eferentna inervacija primarno 

simpatička (7, 12). 

Na frontalnom presjeku bubrega makroskopski se razlikuju kora i srž. Oba dijela sadrže različite 

dijelove nefrona, koji je funkcionalna jedinica bubrega. Kora se nalazi s vanjske strane ispod vezivne 

čahure i granularnog je izgleda, a čine je glomeruli, zavijeni, ravni i sabirni kanalići. Srž bubrega se 

nalazi s unutarnje strane te je ispruganog izgleda zbog ravnih i sabirnih kanalića od kojih se sastoji. 

Sabirni kanalići u srži formiraju konične strukture, bubrežne piramide, koje  međusobno razdvajaju 

izdanci kore (Bertinijeve kolumne) (13). Bubrežna piramida s pripadajućim dijelom kore koja je 

okružuje čini bubrežni režanj (8). Svaki bubreg sadrži 5-11 piramida, čije baze su usmjerene prema 

kori, a vrhovi (papile) su usmjereni prema bubrežnom sinusu. Papile su perforirane otvorima sabirnih 

kanalića kojima se urin usmjerava u male vrčeve (7). Bubreg sadrži 4-12 malih vrčeva, koji se stapaju 

u 2-3 velika vrča. Veliki vrčevi se nastavljaju u bubrežni sinus koji služi kao početni rezervoar 

mokraće, odakle mokraća prolazi u bubrežnu nakapnicu i dalje u mokraćovod (7, 8). 

1.1.2. Građa i funkcija nefrona 

Nefron je strukturna i funkcionalna jedinica bubrega. Svaki bubreg kod čovjeka sadrži oko milijun 

nefrona. Dijelovi nefrona su bubrežno tjelešce koje čine glomerul i Bowmanova čahura, proksimalni 

zavijeni kanalić (PCT), silazni i uzlazni krak Henleove petlje, distalni zavijeni kanalić (DCT), sabirne 

cjevčice i cijevi (14). Glomerul filtrira velike količine krvi, koju tubularni sustav pretvara u urin 

reapsorpcijom i izlučivanjem slobodne vode i otopljenih tvari (15). 
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Prema položaju unutar kore razlikuju se kortikalni nefroni s glomerulima smještenim blizu 

kortikalne površine i kratkim Henleovim petljama te jukstamedularni nefroni čiji glomeruli su 

smješteni blizu kortikomedularne granice, a Henleove petlje su im duge i prodiru duboko u srž 

bubrega (14). Kod čovjeka su najzastupljeniji kortikalni nefroni koji čine 85% svih nefrona, a 

preostalih 15% su jukstamedularni nefroni (15).  

Bubrežno tjelešce (glomerul) je klupko kapilara, promjera 200 µm, okruženo dvoslojnom 

epitelnom Bowmanovom čahurom. Bowmanovu čahuru čine unutarnji visceralni list koji obavija 

kapilare glomerula i vanjski parijetalni list, između kojih se nalazi interkapsularni (mokraćni) prostor 

u koji se filtrira glomerularni filtrat (10). Svako bubrežno tjelešce ima vaskularni i mokraćni pol. Na 

vaskularnom polu ulazi dovodna i izlazi odvodna arteriola, a na mokraćnom polu mokraćni prostor 

Bowmanove čahure prelazi u PCT (9). Parijetalni list Bowmanove čahure čini jednoslojni pločasti 

epitel, osim u blizini mokraćnog pola, gdje epitelne stanice postaju kuboidnije i nalikuju epitelnim 

stanicama PCT (11). Nasuprot tome, epitelne stanice visceralnog lista Bowmanove čahure koje 

oblažu glomerularno kapilarno klupko su veće, visoko specijalizirane stanice neobične strukture, a 

nazivaju se podociti (11). Ove su stanice građene od trupa koji ima nekoliko primarnih izdanaka, a 

od svakog od njih polaze brojni sekundarni izdanci (nožice). Sekundarni izdanci susjednih podocita 

se međusobno isprepliću i dodiruju bazalnu membranu glomerularnih kapilara na pravilnoj 

udaljenosti tvoreći tako filtracijske pukotine široke oko 25 nm (slit membrana) (9). Endotel 

glomerularnih kapilara je fenestriran, s otvorima promjera između 70 nm i 100 nm (16). Stapanjem 

podocita i bazalnih lamina kapilare nastaje glomerularna bazalna membrana (GBM). To je oko 0,1 

μm debela filtracijska barijera koja razdvaja krv u kapilarama od mokraćnog prostora (9). GBM ima 

selektivna svojstva potrebna za stvaranje primarnog glomerularnog filtrata (10, 16). Elektronskim 

mikroskopom jasno se mogu razlikovati tri sloja GBM, središnji gusti sloj (lat. lamina densa), 

sastavljen od kolagena tipa IV i laminina te unutarnji i vanjski svijetli sloj (lat. lamina rara interna i 

lamina rara externa) koji sadrže fibronektin (9) (Slika 1).  

Uz stijenke endotelnih stanica kapilara i podocita u glomerulu se nalaze intraglomerularne 

mezangijske stanice koje imaju višestruke funkcije. Strukturna su potpora glomerula, sintetiziraju 

međustaničnu tvar, vrše endocitozu i imaju sposobnost kontrakcije, a osim toga posreduju mehanizme 

koji utječu na glomerularni protok (17). Sadržavaju receptore za angiotenzin II, čija aktivacija dovodi 

do smanjenja glomerularnog protoka. Također sadržavaju receptore za atrijski natriuretski čimbenik, 

čija aktivacija dovodi do povećanja protoka krvi (17). Na žilnom polu izvan glomerula se nalaze 

ekstraglomerularne mezangijske stanice, a dio su jukstaglomerularnog aparata (JGA) koji sudjeluje 

u održavanju krvnog tlaka (17).  
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Slika 1. Glomerularna filtracijska membrana bubrega štakora slikana transmisijskim 

elektronskim mikroskopom. Ljubaznošću izv. prof. dr. sc. Natalije Filipović i prof. dr. sc. Ivane 

Bočine. 

 

Na mokraćnom polu bubrežnog tjelešca započinje tubularni sustav nefrona. Tu se pločasti epitel 

parijetalnog lista Bowmanove čahure nastavlja u kubični ili niski cilindrični epitel PCT. Stanice ovog 

kubičnog epitela su velike i sadrže brojne mitohondrije koji oblažu bazalni dio stanice. Na slobodnoj 

plohi stanice se nalazi četkasta prevlaka koju čini mnošto mikrovila dužine oko 1μm, a služe za 

povećanje površine u kontaktu s glomerularnim ultrafiltratom (10). Među polazištima mikrovila 

nalaze se pinocitotski mjehurići, povezani sa sposobnošću stanice da apsorbira makromolekule. Na 

bazolateralnim dijelovima epitelnih stanica PCT smještene su natrijeve pumpe koje služe za aktivni 

prijenos iona natrija (17). Na PCT se nastavlja Henleova petlja koja se sastoji od debelog i tankog 

dijela silaznog kraka, te tankog i debelog dijela uzlaznog kraka. Oblika je slova U, a stijenku joj čine 

pločaste epitelne stanice kojima je dio s jezgrom izbočen u lumen. U svom silaznom toku tubul 

postaje uži, a stanice manje, s nekoliko mitohondrija i kratkim mikrovilima. Tubul zatim skreće gore 

prema kori, prelazi u debeli uzlazni krak koji oblažu veće stanice s brojnijim mikrovilima i 

mitohondrijima kako bi se uključile u aktivni transport natrija za razrjeđivanje urina (10). Na debeli 

uzlazni krak Henleove petlje nastavlja se DCT, koji je obložen jednoslojnim kubičnim epitelom. Ove 

epitelne stanice sadrže najveći broj mitohondrija među svim stanicama u nefronu (14). Nemaju 

četkastu prevlaku ni apikalne pinocitotske mjehuriće što ih razlikuje od epitelnih stanica PCT. 

Sudjeluju u prijenosu iona. DCT u kori bubrega priliježe uz žilni pol bubrežnog tjelešca nefrona iz 
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kojeg je potekao (17). Dodirno mjesto se nalazi u jukstaglomerularnom području, koje je zaduženo 

za regulaciju glomerularne filtracije putem tubuloglomerularne povratne sprege (18). Na ovom 

mjestu se stijenka DCT mijenja, stanice postaju cilindrične sa zbijenim jezgrama, što se pod 

mikroskopom doima tamnije, pa se taj izmijenjeni dio zove macula densa (10). U 

jukstaglomerularnom području stijenka dovodne arteriole sadrži jukstaglomerularne stanice sa 

sekretnim zrncima u citoplazmi koje izlučuju enzim renin (9). Macula densa DCT i 

jukstaglomerularne stanice dovodne arteriole funkcionalno i strukturno povezuju ekstraglomerularne 

mezangijske stanice te zajedno čine JGA (19). Na DCT se dalje nastavljaju kortikalne sabirne 

cjevčice, obložene kubičnim epitelom, a na putu kroz bubrežnu srž stanice sabirnih cjevčica postaju 

cilindrične. Sabirne cjevčice se dalje udružuju u sabirne cijevi. Stanice koje čine ove cjevčice i cijevi 

dijele se na glavne i umetnute (interkalirane). Pojava glavnih stanica označava prijelaz u sabirne 

tubule i kraj nefrona (14). Epitel sabirnih cijevi je pod utjecajem antidiuretskog hormona (ADH), koji 

djeluje na propusnost ovog dijela za vodu i tako doprinosi zadržavanju vode u tijelu (17).  

U prostoru između krvnih i limfnih žila te mokraćnih kanalića nalazi se bubrežni intersticij čiji 

volumen zauzima mali dio kore, a povećava se u srži. Intersticij je građen od vezivnog tkiva s 

fibroblastima, kolagenih vlakana i proteoglikana. Žljezdane stanice u intersticiju srži zovu se 

intersticijske stanice, a sudjeluju u sintezi prostaglandina i prostaciklina (9).  

 

1.1.3. Funkcija bubrega 

Bubrezi obavljaju nekoliko funkcija važnih za održavanje homeostaze organizma, uključujući 

izlučivanje otpadnih tvari poput amonijaka i ureje, regulaciju elektrolita i acidobazne ravnoteže. 

Imaju vitalnu ulogu u kontroli krvnog tlaka i održavanju unutaržilnog volumena putem sustava renin-

angiotenzin-aldosteron. Odgovorni su za reapsorpciju aminokiselina, elektrolita, kalcija, fosfata, vode 

i glukoze, kao i za lučenje hormona kalcitriola i eritropoetina (13, 20, 21).  

Protok krvi kroz oba bubrega kod odraslog čovjeka je 1,2-1,3 L u minuti, iz čega proizlazi da 

sva krv koja se nalazi u tijelu svako 4-5 minuta prođe kroz bubrege (9). U glomerulu se ta krv filtrira 

pri čemu nastaje 120 ml glomerularnog filtrata u minuti, odnosno 160 do 180 L dnevno (16). 

Glomerularni filtrat (primarna mokraća) nastaje kao rezultat razlike između hidrostatskog tlaka krvi 

te onkotskog tlaka plazme i hidrostatskog tlaka Bowmanove čahure (9). Krv se filtrira kroz slojeve 

endotela, bazalne membrane i podocita, te se pritom vrši selekcija po naboju i veličini molekula. Po 

kemijskom sastavu glomerularni filtrat je sličan sastavu plazme, gotovo uopće ne sadrži bjelančevine, 

jer kroz glomerularni filtar ne prolaze makromolekule veće od 70 kDa (9). Najveći dio primarne 
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mokraće se prolaskom kroz kanalni sustav nefrona reapsorbira te se dnevno proizvede i u bubrežnu 

nakapnicu izluči ukupno oko 2 L sekundarne mokraće (22).  

Iz mokraćnog prostora Bowmanove čahure primarna mokraća ulazi u PCT. To je mjesto gdje 

se reapsorbira 60-70% slobodne vode i natrijevog klorida, većina kalija, fosfata i HCO3 te gotovo sve 

hranjive tvari poput glukoze i aminokiselina (22). Apsorpcija glukoze, aminokiselina i natrija odvija 

se aktivnim prijenosom pomoću natrijeve pumpe. Voda se apsorbira pasivno difuzijom u smjeru 

osmotskog gradijenta (17). Na ovom segmentu nefrona se osim apsorpcije odvija i aktivna sekrecija 

otopljenih tvari, konverzija 25-hidroksi-vitamina D u 1,25-dihidroksi-vitamin D, kao i bubrežna 

glukoneogeneza (22).  

Prolaskom glomerularnog filtrata dalje kroz Henleovu petlju dolazi do reapsorpcije 30 do 40% 

natrija uz važne promjene u osmolarnosti urina (23). Tanki dio silaznog kraka Henleove petlje je 

propustan za vodu i male otopljene tvari, dok su oba dijela uzlaznog kraka nepropusni za vodu, ali su 

propusni za otopljene tvari (9). U debelom dijelu uzlaznog kraka nalazi se Na+K+2Cl- kotransporter 

kojim se ove otopljene tvari aktivno apsorbiraju iz tubularne tekućine u intersticij, povećavajući 

njegovu osmolarnost. To dovodi do protoka slobodne vode iz tankog dijela silaznog kraka u bubrežni 

intersticij. Prolazeći kroz tanki silazni dio Henleove petlje mokraća postaje hipertonična, dok 

prolaskom kroz debeli dio uzlaznog kraka postaje hipotonična. Reapsorbirana voda se vraća u 

cirkulaciju duž vasa recta (24).  

Dalje na svom putu glomerularni filtrat dolazi do DCT koji je odgovoran za fino podešavanje 

sastava mokraće. Sudjeluje u apsorpciji 5 do 10% filtriranog natrija i klorida, kao i u izlučivanju 

kalija. Kao i uzlazni krak Henleove petlje, DCT je nepropustan za vodu te tako dodatno razrjeđuje 

urin (25). Na ovom dijelu nefrona najizraženija je aktivnost Na+K+ATP-aze koja doprinosi 

reapsorpciji natrija (14). DCT je jedini dio nefrona u kojem je izražen Na-Cl kotransporter koji 

posreduje u većini reapsorpcije Na+ i Cl- (26). Stanice macule dense DCT su osjetljive na ionski 

sadržaj i volumen vode u tekućini kanalića te kao odgovor na primljene signale pospješuju 

oslobađanje enzima renina u krvotok (10). Enzim renin izlučuju jukstaglomerularne stanice. To su 

promijenjene glatke mišićne stanice tunicae mediae dovodne arteriole. On djeluje na angiotenzinogen 

pri čemu nastaje angiotenzin I, koji se djelovanjem pretvorbenog enzima aktivira i nastaje angiotenzin 

II. Angiotenzin II djeluje na povišenje krvnog tlaka sužavanjem arteriola i stimuliranjem izlučivanja 

hormona aldosterona iz kore nadbubrežne žlijezde (17). Aldosteron svojim djelovanjem na stanice 

DCT-a potiče reapsorpciju natrija i vode te izlučivanje kalija, pa tako regulira ukupnu količinu soli i 

vode u tijelu (25).  

Sabirne cijevi imaju glavnu ulogu u koncentriranju mokraće. Pod utjecajem su ADH koji 

izlučuje hipofiza. Ograničeni unos vode dovodi do lučenja ADH, koji povećava propusnost epitelnih 
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stanica sabirnih cijevi za vodu. Voda se tako apsorbira i zadržava u tijelu (9). Na ovom dijelu nefrona 

se odvija i izlučivanje vodika i amonijevih iona kroz interkalirane (umetnute) stanice, što je važno za 

održavanje acidobazne ravnoteže u krvi (27).  

1.1.4. Usporedba bubrega miša i čovjeka 

Prilikom interpretacije rezultata istraživanja provedenih na pokusnim laboratorijskim životinjama 

potrebno je uzeti u obzir razlike u makroskopskoj i mikroskopskoj anatomiji te funkciji bubrega u 

odnosu na ljude. Postoje neke razlike u fiziologiji i morfologiji bubrega između miševa i ljudi koje je 

važno naglasiti (28).  

Bubrezi miša su kao i kod čovjeka parni organi, smješteni retroperitonealno. Okruženi su bijelim 

masnim tkivom s umetnutim džepovima smeđeg masnog tkiva. Oba bubrega se nalaze u gornjem 

srednjem abdomenu. Desni bubreg je smješten kranijalnije uz desni režanj jetre, dok je lijevi više 

kaudalno (29). Nadbubrežne žlijezde miša su kao i kod čovjeka usko povezane s kranijalnim polom 

bubrega. Muški miševi imaju relativno veće bubrege nego ženke, a težina bubrega varira među 

sojevima (29). Parenhim mišjeg bubrega se dijeli na koru, vanjsku srž, koja ima vanjski i unutarnji 

dio te unutarnju srž koju čini bubrežna papila. Bubreg miša je za razliku od čovjeka unilobaran 

(unipiramidalan) sa samo jednom papilom koja se proteže duboko u bubrežnu nakapnicu (28). 

Prokrvljenost i inervacija bubrega slična je u obje vrste (29).   

Osnovna funkcionalna jedinica bubrega miša je nefron kao kod ljudi. Mišji bubrezi imaju oko 14 

000 nefrona (29). Osim po broju nefrona, ove se vrste razlikuju po tome što miševi imaju veći broj 

nefrona dugih segmenata od kratkih (3:1), dok ljudi imaju veći broj nefrona kratkih segmenata nego 

dugih (7:1). Zbog toga mišji bubrezi imaju veću sposobnost koncentriranja mokraće, što rezultira 

visokom specifičnom težinom (~1,0341 g/ml) i proteinurijom (29). Ultrastrukturne značajke 

glomerula miša i čovjeka su uglavnom slične, s razlikom u veličini glomerula, koji su u miševa mnogo 

manji te u debljini bazalne membrane. Kod miševa je ona debela između 80-200 nm (28). Bubrege 

miševa karakterizira varijabilni spolni dimorfizam koji ovisi o soju i dobi, a uključuje veću veličinu 

bubrega, kuboidni parijetalni epitel Bowmanove čahure, površinsku kortikalnu tubularnu 

vakuolizaciju te veću proteinuriju kod mužjaka (28). Segmenti bubrežnih tubula miševa slični su kao 

kod ljudi. Ravni segmenti proksimalnih tubula se kod miševa dijele prema funkcionalnom kapacitetu 

u segmente S1, S2 i S3, koji se mogu identificirati elektronskim mikroskopom. JGA je sličan u obje 

vrste (29).  

Funkcija bubrega miša odgovara funkciji bubrega čovjeka. Bubrezi miša proizvedu 0,5 - 1 ml 

mokraće na dan. Mokraća miša je koncentriranija od mokraće čovjeka zbog složenije vaskulature 

bubrega i većeg broja jukstamedularnih nefrona u odnosu na kortikalne, čije izrazito duge Henleove 



12 
 

petlje doprinose stvaranju visoko koncentriranog urina (29). Također, za razliku od drugih vrsta, 

miševi izlučuju velike količine proteina u mokraći u fiziološkim uvjetima, njihov urin sadrži taurin i 

nedostaje mu triptofan, a izlučuju i kreatinin mokraćom (28).  

1.2.  Koneksini 

Koneksini (eng. connexins, Cx) su obitelj transmembranskih proteina koji imaju važnu ulogu 

u međustaničnoj komunikaciji u mnogim tkivima, uključujući bubrege (30). Obitelj ovih proteina se 

sastoji od 21 izoforme kod ljudi i 20 izoformi kod glodavaca, s izrazitom homologijom između 

različitih Cx kod ljudi, štakora i miševa (30, 31). Svi Cx dijele istu molekularnu strukturu, uključujući 

četiri α-spiralne transmembranske domene povezane dvjema izvanstaničnim petljama i jednom 

unutarstaničnom petljom te jednu citoplazmatsku amino-terminalnu regiju (NH2-kraj) i jednu 

citoplazmatsku karboksi-terminalnu regiju (COOH-kraj) (31) (Slika 2). Dvije izvanstanične petlje su 

ključne za interakciju sa susjednim stanicama, dok citoplazmatski amino i karboksi krajevi podliježu 

posttranslacijskim modifikacijama kojima se kontrolira aktivnost međustaničnih kanala (30, 32).  

 

Slika 2. Prikaz građe koneksina. Slika je izrađena u programu BioRender.com.  

 

Pojedinačni Cx se obično opisuju svojom molekulskom masom u kilodaltonima (primjerice, 

Cx43 je koneksin koji ima molekulsku masu od 43 kDa) (33, 34). Izražaj svakog Cx je visoko 

specifičan za pojedina tkiva ili tipove stanica, a većina organa i mnoge vrste stanica izražavaju više 

od jednog Cx (35).  

Životni poluvijek Cx je kratak i iznosi svega nekoliko sati. Njihov životni ciklus započinje 

sintezom u endoplazmatskoj mrežici (ER), nakon čega oligomeriziraju u Golgijevom aparatu (36). 

Šest Cx oligomerizira kako bi stvorili prstenasti hemikanal s centralnom porom, konekson (30). 
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Heksamer koneksona može se sastojati od jedne ili više izoformi Cx te se prema tome dijele na 

homomerne i heteromerne koneksone (37) (Slika 3A).  

 

 

Slika 3. Koneksoni i međustanični kanali. A: Homomerni i heteromerni koneksoni. B: Međustanični 

kanali tijesnih spojeva, podjela na homotipne i heterotipne kanale. Slika je izrađena u programu 

BioRender.com. 

 

Koneksoni se potom transportiraju do površine stanice, gdje se nalaze unutar specijaliziranih 

mikrodomena nazvanih lipidne splavi (36). Lipidne splavi su funkcionalne nakupine kolesterola, 

glikosfingolipida i proteina, a dio su membrane stanica kao i unutarstaničnih organela (primjerice 

ER) (38-40). Iako se ranije smatralo da je uloga lipidnih splavi sudjelovanje u transportu proteina i 

lipida, danas se pretpostavlja da su one središta za oblikovanje signalnih domena, uz važnu ulogu u 

kontroli neurotransmisije, endocitoze, apoptoze i regulaciji proteolize (41). Neki Cx kanali su osim u 

lipidnim splavima lokalizirani i u kaveolama, subpopulaciji lipidnih splavi, koji se razlikuju od drugih 

tipova po invaginiranoj morfologiji i monotopičnom proteinu kaveolinu-1 koji veže kolesterol (42-
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44). Distribucija pojedinih Cx kanala se razlikuje u splavima s različitim sastavom lipida. Štoviše, 

pokazano je da specifična biofizička svojstva splavi mogu utjecati na funkciju Cx kanala (45), a tako 

i na međustaničnu komunikaciju posredovanu tijesnim spojevima koje tvore Cx kanali (46). 

Koneksoni u staničnoj membrani mogu postojati kao hemikanali ili se mogu spojiti sa koneksonom 

susjedne stanice i tvoriti međustanični kanal tijesnih spojeva (36).  

Koneksonski hemikanali posreduju u komunikaciji stanične citoplazme s izvanstaničnim 

okolišem. Smatra se da su ovi kanali u fiziološkim uvjetima zatvoreni kako bi osigurali tkivnu 

homeostazu. Aktiviraju se ili moduliraju svoju aktivnost kao odgovor na mehanički ili ishemijski 

stres (47-50), a osjetljivi su i na promjene u unutarstaničnoj koncentraciji kalcija (Ca2+) (51). Prema 

novijim istraživanjima koneksinski hemikanali doprinose patogenezi različitih upalnih bolesti, 

srčanoj ishemiji/reperfuziji kao i odgođenom cijeljenju rana (52-54). Oni također formiraju put za 

oslobađanje adenozin trifosfata (ATP-a), glutamata, NAD+ i prostaglandina E2 iz stanica, koji tada 

djeluju kao parakrini glasnici (55). Omogućavaju izmjenu iona (Ca2+, Na+, K+) između stanice i 

izvanstaničnog prostora. Provodljivost, propusnost i regulatorna svojstva hemikanala ovise o sastavu 

koneksinskih podjedinica od kojih su sačinjeni (56).  

Kada se konekson spoji sa koneksonom susjedne stanice nastaje međustanični kanal tijesnih 

spojeva koji omogućuje direktnu međustaničnu komunikaciju. Spajanjem dva jednaka koneksona 

nastaju homotipni kanali, a spajanjem dva različita koneksona nastaju heterotipni kanali (57) (Slika 

3B). Više međustaničnih kanala se organizira u nakupine i tako tvore tijesne spojeve (eng. gap 

junctions, GJ) (58). Tijesni spojevi osiguravaju put za razmjenu malih hidrofilnih molekula (manjih 

od 1 kDa) među susjednim stanicama, poput  glukoze, aminokiselina, cikličkog adenozin monofosfata 

(cAMP), ATP-a, inozitol trifosfata (IP3) te iona kalcija, natrija i kalija (31, 59, 60). Prolaz ovih 

molekula kontroliran je otvorenom i zatvorenom konfiguracijom kanala (61). Aktivnost koneksinskih 

kanala i njihov životni ciklus kontroliraju brojni mehanizmi. Precizna trenutna kontrola 

funkcionalnosti koneksinskih kanala putem usmjeravanja protoka i provodljivosti samih kanala 

događa se u rasponu od nekoliko sekundi do nekoliko minuta, a regulirana je transmembranskim 

naponom, kalcijevim (Ca2+) i vodikovim (H+) ionima te fosforilacijom, koja se uglavnom događa na 

karboksi-terminalnom dijelu Cx (62-65). Dugoročna kontrola aktivnosti koneksinskih hemikanala i 

kanala koji tvore tijesne spojeve događa se u rasponu od nekoliko sati, a regulirana je kontrolom 

izražaja Cx, dominantno peritranskripcijskom (31, 35). Različiti kontrolni mehanizmi koji reguliraju 

izražaj koneksinskih gena rezultiraju izražajem svakog Cx u uzorku specifičnom za tip stanice i 

razvojne promjene (35).  

Na kraju svog životnog vijeka koneksini se internaliziraju u stanicu putem koneksosoma ili 

endosoma te se razgrađuju autofagijom ili pomoću lizosoma ili proteasoma. Objavljena istraživanja 
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sugeriraju da preferencija jednog razgradnog puta u odnosu na drugi ovisi o tipu stanice i da unutar 

istog tipa stanice odabrani razgradni put može ovisiti o metaboličkom ili patološkom stanju stanice 

(30).  

Regulacija izražaja Cx se odvija u različitim fazama njihovog životnog ciklusa, počevši od 

DNA (transkripcija), preko RNA (translacija, lokalizacija, razgradnja) i konačno do proteina 

(transport do stanične membrane, organiziranje u hemikanale ili kanale tijesnih spojeva, usmjeravanje 

protoka, posttranslacijske modifikacije). Ovi regulacijski mehanizmi u konačnici utječu na broj 

kanala u staničnoj membrani te njihovu funkcionalnost i propusnost (66, 67). Kontinuirana sinteza i 

razgradnja koneksinima omogućava lakšu prilagodbu na fiziološke zahtjeve okoline u kojoj se nalaze 

(36, 47). 

 Koneksini su važni za normalan razvoj i fiziologiju širokog spektra organa, uključujući 

živčani sustav, kardiovaskularni sustav, reproduktivne organe i kožu (68-70). Njihova važnost 

proučavana je u različitim istraživanjima s isključivanjem gena za pojedine koneksine u 

eksperimentalnih životinja. Tako je primjerice pokazano da miševi s isključenim genom za Cx43 

umiru pri rođenju zbog poremećenog razvoja srca, dok miševi s isključenim genom za Cx37 imaju 

poremećaj u sazrijevanju folikula i ovulaciji, što dovodi do neplodnosti (71, 72). Kod ljudi su mutacije 

različitih Cx identificirane kao uzrok nekoliko genetskih bolesti, uključujući kataraktu, gluhoću, X-

vezanu Charcot-Marie-Tooth bolest, kožne bolesti i okulodentodigitalnu displaziju (73, 74). 

Koneksinski hemikanali i međustanični kanali tijesnih spojeva također su uključeni u regulaciju 

različitih fizioloških procesa, zbog čega svaka njihova promjena doprinosi homeostatskoj neravnoteži 

i patologiji (47). U brojnim je istraživanjima potvrđena ključna uloga međustanične komunikacije 

putem tijesnih spojeva u održavanju tkivne homeostaze (62-64). Tijesni spojevi sudjeluju u mnogim 

fiziološkim i patofiziološkim procesima, kao što su rast ili hiperplazija stanica (75), regeneracija 

tkiva, karcinogeneza (76) te izlučivanje i djelovanje hormona (77), zbog čega je važno poznavati 

sposobnost regulacije izražaja i funkcije koneksina. 

1.2.1.  Izražaj koneksina u bubrezima 

Devet je različitih izoformi Cx izraženo u bubrezima: Cx26, Cx30.3, Cx31, Cx32, Cx37, 

Cx40, Cx43, Cx45 i Cx46. Njihov izražaj varira u različitim regijama bubrega i različitim dijelovima 

nefrona (33).  

Pretpostavlja se da su hemikanali i tijesni spojevi u bubrežnim tubulima uključeni u 

reapsorpciju soli i vode. U proksimalnom tubulu su izraženi Cx26 i Cx32 (78, 79), u tankom kraku 

Henleove petlje izražen je Cx30.3 (80),  u debelom uzlaznom kraku Henleove petlje Cx37 (81), čiji 

izražaj se mijenja ovisno o unosu soli, dok su na apikalnim dijelovima interkaliranih stanica distalnih 
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tubula i sabirnih kanalića izraženi Cx30.3 i Cx30 (80, 82), od kojih Cx30 potencijalno ima važnu 

ulogu u kontroli krvnog tlaka (83). Tijesni spojevi su kao takvi pronađeni samo u proksimalnom 

zavijenom tubulu, dok u preostalim dijelovima tubularnog sustava nefrona unatoč snažnom izražaju 

koneksina nisu potvrđeni (84). Mogući razlog je da u tubulima izraženi Cx ne tvore tijesne spojeve, 

nego funkcioniraju kao hemikanali, a također je moguće i da tvore tijesne spojeve, ali im je broj toliko 

mali da nije detektabilan korištenim tehnikama (33).  

Za razliku od tubularnog sustava, u bubrežnoj vaskulaturi je dokazana prisutnost brojnih 

tijesnih spojeva, kao i unutar svih stanica glomerula (85-87). Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 su izoforme 

koneksina izražene u bubrežnoj vaskulaturi (33). U endotelnim stanicama izraženi su Cx37, Cx40 i 

Cx43 (88, 89), dok su u glatkim mišićnim stanicama krvnih žila izraženi predominantno Cx45 i Cx43 

(33). Stanice koje luče renin uglavnom izražavaju Cx45, i u nešto manjoj mjeri Cx37 (89-91), dok su 

o izražaju Cx43 u ovim stanicama različiti rezultati istraživanja (92, 93). Ekstraglomerularne stanice 

izražavaju Cx40, dok o izražaju Cx37 i Cx45 postoje proturječni rezultati istraživanja (90, 92, 94). U 

intraglomerularnim mezangijskim stanicama izraženi su Cx40, Cx37 i povremeno Cx45 (89, 91, 92), 

dok su među podocitima tijesni spojevi građeni uglavnom od Cx43 (95).  

U bubrezima ovi Cx imaju funkcionalnu ulogu u nekoliko regulacijskih mehanizama, 

uključujući regulaciju lučenja renina, tubuloglomerularnu povratnu spregu i reapsorpciju soli i vode. 

Na sistemskoj razini, bubrežni Cx mogu doprinijeti regulaciji krvnog tlaka i sudjelovati u patogenezi 

hipertenzije i dijabetesa (33). 

1.3.  Paneksini 

Paneksini (eng. pannexins, Panx) su transmembranski proteini, strukturno slični koneksinima. 

Čine ih četiri transmembranske domene povezane dvjema izvanstaničnim petljama i jednom 

unutarstaničnom petljom te unutarstanični amino i karboksi krajevi (96). Tri su člana obitelji ovih 

proteina, Panx1, Panx2 i Panx3, sa značajnom homologijom u ljudi i miševa (97).  

Najzastupljeniji  je Panx1 koji je izražen u različitim tkivima i vrstama stanica, kao što su 

mozak, srce, skeletni mišići, koža, timus, testisi, jajnici, placenta, prostata, pluća, tanko i debelo 

crijevo, jetra, gušterača, slezena, eritrociti, limfociti, endotelne i epitelne stanice, dok je izražaj ostalih 

paneksina ograničen na pojedina tkiva, s istaknutim izražajem Panx2 u središnjem živčanom sustavu 

i Panx3 u tkivima kože i skeleta (98, 99). Samo Panx1 i Panx3 su izraženi u bubrezima (100).  

Pojedinačni Panx oligomeriziraju i tako tvore prstenasti kanal panekson (101, 102). Potrebno 

je šest podjedinica za formiranje Panx1 kanala, dok Panx2 kanale najvjerojatnije čini sedam ili osam 

podjedinica (98, 101). Ovi kanali stanične membrane ne tvore tijesne spojeve, za razliku od Cx, od 
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kojih ih također razlikuje značajno duže vrijeme poluživota (103). Panx1 kanale može aktivirati 

mehanička stimulacija, aktivacija kaspaze, citoplazmatski Ca2+, depolarizacija membrane te 

izvanstanične razine ATP i K+ (104-110), dok ih deaktiviraju citoplazmatska acidifikacija 

posredovana CO2 (107), negativna povratna sprega od oslobađanja ATP-a (111), mimetički peptidi 

(112) i blokatori kanala kao što su karbenoksolon, probenecid i flufenaminska kiselina (113, 114). 

Ovisno o načinu podražaja paneksoni imaju dvije konformacije te se tako razlikuju kanali velike 

vodljivosti i neselektivne propusnosti za molekule manje od 1,5 kDa i kanali male vodljivosti, 

selektivni za kloride (115). 

 Panx1 kanali omogućavaju komunikaciju stanice s izvanstaničnim okolišem. Kontroliraju 

oslobađanje ATP-a i drugih nukleotida iz mnogih tipova stanica, a poznato je da njihova aktivacija 

pokreće parakrinu signalizaciju koja kontrolira vazokonstrikciju i vazodilataciju, kalcijsku 

signalizaciju, mukocilijarno čišćenje dišnih putova i funkcioniranje okusnih pupoljaka te se pokazalo 

da u gliomima djeluju kao tumorski supresori (106, 116-119). Također sudjeluju u apoptozi, aktivaciji 

i migraciji stanica imunološkog sustava, a njihova uloga je dokazana u epileptičkim napadajima i 

olakšavanju HIV-1 infekcije (119, 120).  

1.3.1.  Izražaj paneksina u bubrezima 

Panx1 je izražen u bubrežnim krvnim žilama i tubularnom sustavu. U bubrezima miševa je 

utvrđen njegov izražaj u apikalnom dijelu stanica bubrežnih tubula, uključujući PCT, tanke silazne 

krakove Henleove petlje i sabirne kanaliće, dok je u bubrežnim krvnim žilama izražen u glatkim 

mišićnim stanicama bubrežnih arterija, uključujući aferentne i eferentne arteriole, kao i u podocitima 

(100, 121, 122). U postnatalnom ljudskom bubregu pronađen je izražaj Panx1 u proksimalnim 

tubulima, stanicama koje proizvode renin i medularnim i kortikalnim sabirnim kanalićima, u manjoj 

mjeri u distalnim tubulima i tankim silaznim krakovima Henleove petlje te u podocitima. Za razliku 

od mišjih bubrega, nije pronađen izražaj Panx1 u glatkim mišićnim stanicama krvnih žila, dok je bio 

prisutan u endotelu (123).  

Smatra se da Panx1 u bubrezima regulira otpuštanje ATP-a u lumen tubula i krvnih žila te 

tako sudjeluje u kontroli funkcije krvnih žila i bubrežnog epitelnog transporta tekućine i elektrolita 

(121). Također sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka, s obzirom na to da je dokazano da Panx1 kanali u 

stanicama koje luče renin kontroliraju lučenje renina u fiziološkim uvjetima (124). 

Osim njegove važnosti u kontroli krvnog tlaka, postoje dokazi o ulozi Panx1 u patofiziologiji 

inzulinske rezistencije i šećerne bolesti. Aktivnost Panx1 kanala regulira unos glukoze stimuliran 

inzulinom u adipocitima, čime doprinosi kontroli metaboličke homeostaze, a također je dokazano da 

je kod pretilih ljudi u masnom tkivu izražaj Panx1 povećan i izravno korelira sa stupnjem inzulinske 
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rezistencije (98). Prema nedavnom istraživanju glomerularni izražaj Panx1 je potencijalni indikator 

pogoršanja bubrežne funkcije u pacijenata sa šećernom bolesti tip 2 (123).  

1.4. Gangliozidi 

Gangliozidi su podrazred glikosfingolipida (GSL), a karakterizira ih građa od ceramidnog 

lipidnog sidra i šećernog lanca s jednom ili više sijalinskih kiselina. Važan su dio stanične membrane, 

gdje u interakciji s fosfolipidima, kolesterolom i transmembranskim proteinima čine lipidne splavi 

(125). Kao ključne komponente membrane, gangliozidi su uključeni u regulaciju stanične 

signalizacije, međustanične komunikacije, invazije patogena, apoptozu/preživljavanje stanica, 

proliferaciju/diferencijaciju i funkciju imunoloških stanica (126). Pojedinačni gangliozidi su 

definirani Svennerholmovom nomenklaturom, prema kojoj slovo G označava gangliozid, slova M, 

D, T, Q i P označavaju broj sijalinskih kiselina na molekulama (M=1 sijalinska kiselina, D=2 

sijalinske kiseline...), dok se brojevi 1, 2, 3, itd. odnose na redoslijed migracije gangliozida na 

tankoslojnoj kromatografiji (127). Glikosfingolipidi ganglio-serija klasificirani su u gangliozide 

asialo-, a-, b- i c-serije, ovisno o tome imaju li 0, 1, 2 ili 3 ostatka sijalinske kiseline pričvršćena na 

unutarnji ostatak galaktoze (128).  

  Do sada je poznato više od 200 gangliozida koji se međusobno razlikuju po sastavu šećernog 

lanca (129). Sveprisutni su u tkivima, a posebno su obilno izraženi u središnjem živčanom sustavu 

sisavaca (130). Njihova prisutnost u stanicama je čvrsto regulirana uravnoteženim izražajem i 

funkcijom gangliozid sintaza, enzima odgovornih za njihovu biosintezu, i glikozidaza, enzima 

odgovornih za njihovu razgradnju (126). Strukturni temelj svih GSL je ceramid, iz kojeg u ER 

glikozilacijom nastaje glukozilceramid (GlcCer). U Golgijevom aparatu galaktozilacijom GlcCer 

nastaje laktozilceramid (LacCer), metaboličko središte za sintezu svih složenijih GSL (131). Sinteza 

gangliozida uključuje postupno djelovanje različitih glikozil i sijaliltransferaza (128, 132, 133) (Slika 

4). Dodavanjem sijalinske kiseline na LacCer djelovanjem GM3 sintaze nastaje najjednostavniji 

gangliozid u ovom sintetskom putu, GM3, koji je tako i prekursor svih gangliozida a-, b- i c- serije 

(131). Izražaj glikoziltransferaza uključenih u sintezu gangliozida je prostorno i vremenski reguliran 

na transkripcijskoj i posttranslacijskoj razini, a promjene njihovog izražaja u velikoj mjeri utječu na 

promjene izražaja gangliozida tijekom razvoja ili bolesti (134). Blokiranje biosintetskih puteva 

gangliozida u određenom koraku sinteze rezultira promjenom gangliozidnog profila, što može 

uzrokovati nedostatak i/ili nakupljanje određenih gangliozida ovisno o blokiranom mjestu u sintezi 

(135).  
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Slika 4. Shematski prikaz biosinteze 0-, a-, b- i c-serija gangliozida i mjesto djelovanja GD3 sintaze 

(GD3S). Izradila autorica. 

 

Kroz interakciju s drugim komponentama membrane, molekulama susjednih membrana i 

izvanstaničnim matriksom gangliozidi su uključeni u vitalne stanične procese, poput rasta stanica, 

međustaničnog prepoznavanja, stanične adhezije, provođenja signala, proliferacije, diferencijacije i 

autofagije (128, 136-138). Djelovanjem na različite transmembranske receptore, uključujući receptor 

za epidermalni faktor rasta (EGFR), receptor faktora rasta porijeklom iz trombocita (PDGFR), 

receptor vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGFR), receptor faktora rasta hepatocita (c-Met), 
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inzulinski receptor (InsR), receptor faktora rasta nalik inzulinu 1 (IGF1R) i leptinski receptor, 

reguliraju njihovu funkciju u putevima provođenja signala (139-142). Tako primjerice GM3 regulira 

signaliziranje EGFR i InsR lateralnim interakcijama s ovim receptorima, a povećan izražaj GM3 

utječe na razvoj inzulinske rezistencije (143-146). Stoga, promjene u sastavu gangliozida, 

modifikacije gangliozida i prisutnost ili odsutnost određenih vrsta gangliozida mogu dovesti do 

promjena u staničnom metabolizmu. 

Učinci promijenjenog sastava gangliozida mogu se analizirati selektivnim isključivanjem 

određenih enzima biosintetskog puta kod miševa. Primjerice, miševima koji nemaju gen St8sia1 koji 

kodira α-N-acetilneuraminat-α-2,8-sijaliltransferazu (EC 2.4.99.8; St8sia1 knockout miševi [KO]) 

nedostaje enzim GD3 sintaza. Ovaj nedostatak dovodi do nakupljanja gangliozida a-serije (GM3, 

GM2, GM1, GD1a) i manjka gangliozida b- i c-serije (GD3, GD2, GD1b, GT1b, GT3, GT2, GT1c) 

(147). Iako ukupna koncentracija gangliozida u KO miševa ostaje ista kao u miševa divljeg tipa (WT), 

gubitak određenih gangliozida značajno mijenja njihov sastav (135). 

St8sia1 gen se nalazi na p kraku 12. kromosoma. Kodira GD3 sintazu, jedini enzim koji 

katalizira prijenos sijalinske kiseline na GM3, pri čemu nastaje GD3 (148) (Slika 4). Stoga je GD3 

sintaza ključni enzim koji kontrolira biosintezu kompleksnih gangliozida iz b- i c- serije (149, 150). 

St8sia1 gen je jako izražen u nekoliko tumora, uključujući melanom, gliom, karcinom dojke i 

svjetlostanični karcinom bubrega te igra važnu ulogu u razvoju i napredovanju karcinoma (151, 152). 

Blokiranjem GD3 sintaze blokirala bi se biosinteza GD3 i GD2, dva vrlo važna gangliozida koji imaju 

bitnu ulogu u nastanku tumora i njegovom razvoju i metastaziranju, zbog čega su u tijeku istraživanja 

blokatora GD3 sintaze za svrhu ciljanog liječenja karcinoma kod ljudi (151).  

Najzastupljeniji bubrežni gangliozid je GM3, koji čini tri četvrtine ukupnih gangliozida 

prisutnih u bubrezima, a nakuplja se pojačano kod miševa s nedostatkom enzima GD3 sintaze (153). 

Zajedno s gangliozidom GM1 čini lipidne splavi (154). Analizom uzoraka ljudskih bubrega potvrđena 

je specifična prisutnost GM3 u nožicama podocita (155). GM3 u lipidnim splavima na površini 

ljudskih podocita pospješuje adheziju i brzu reorganizaciju aktina (156). Zbog njegove visoke 

zastupljenosti u podocitima smatra se da je uključen u održavanje naboj-selektivne filtracijske 

barijere glomerula putem regulacije funkcije podocita (126), a njegov izmijenjeni izražaj može biti 

važan čimbenik u pogoršanju bubrežne funkcije u patogenezi dijabetičke nefropatije (126, 157-162). 

Obilje GM3 u podocitima također sugerira njegovu ulogu u patofiziologiji glomerulopatija (126).  

U šećernoj bolesti je utvrđena pozitivna korelacija između povećanja razine završnih 

produkata glikacije (eng. Advanced Glycation End products - AGE) i povećanih razina gangliozida 

a-serije u mezangijalnim stanicama bubrega štakora, s posebnim povećanjem izražaja GM3, GM2 i 

GM1 (160). Porast koncentracije gangliozida je praćen značajnim povećanjem izražaja gangliozid 
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sintaza potrebnih za proizvodnju odgovarajućih gangliozida te inhibicijom sintaza koje posreduju 

proizvodnju gangliozida izvedenih iz GM3, što dodatno povećava razine GM3 s obzirom na to da se 

u tom slučaju ne koristi kao prekursor za druge vrste gangliozida. Pretpostavlja se da upravo 

gangliozidi a-serije posreduju učinke AGE na proliferaciju bubrežnih mezangijalnih stanica i tako 

utječu na razvoj mikrovaskularnih komplikacija šećerne bolesti, u prvom redu dijabetičke retinopatije 

i dijabetičke nefropatije (160). Pronađen je povećan izražaj GM3 u tubulima bubrega štakora s oba 

tipa šećerne bolesti u odnosu na kontrolne životinje, što implicira njegovu ulogu u ranoj patogenezi 

dijabetičke nefropatije (163). O ulozi GM3 u kaskadi koja vodi do dijabetičke nefropatije govore i 

rastući dokazi o njegovim negativnim modulatornim učincima na signalne putove posredovane 

inzulinom (157, 159, 161, 162). To potvrđuje povećana osjetljivost na inzulin u miševa kojima 

nedostaje GM3 (162). Pretpostavlja se da nakupljanje GM3 u hiperglikemiji dovodi do iscrpljivanja 

funkcionalnog bubrežnog parenhima kroz aktivnosti koje uključuju grupiranje gangliozida u lipidnim 

splavima (157).  

Uzimajući u obzir sve navedeno, poremećaj sastava gangliozida u bubrezima St8sia1-KO 

miševa može biti dobar model za proučavanje promjene sastava gangliozida i svojstava lipidnih splavi 

u dijabetičkim uvjetima. 

 

1.5. Miševi s isključenim genom St8sia1 

St8sia1-KO miševi se uglavnom normalno razvijaju i trajanje životnog vijeka im je 

uobičajeno, uz neke suptilne nedostatke, poput smanjenog obnavljanja oštećenih podjezičnih živaca, 

toplinske hiperalgezije (povećane osjetljivosti na toplinski bolni podražaj), alodinije (smanjenog 

praga podražljivosti na bol, pri čemu podražaji koji inače ne izazivaju bol bivaju percipirani kao 

bolni) te smanjenog odgovora na produljeni štetni podražaj (147, 164). Gangliozidi b-serije koji 

uključuju GD3, GD2, GD1b, GT1b i GQ1b imaju ključnu ulogu u održavanju osjetnog dijela 

živčanog sustava, obnavljanju podjezičnih živaca nakon ozljede i lučenju leptina u masnom tkivu 

(147, 164, 165). Ovi gangliozidi su također identificirani kao antigeni povezani s karcinomom i 

poznati su po povećavanju malignih svojstava tumora, poput proliferacije stanica i invazije u 

melanomu, osteosarkomu i sitnostaničnom karcinomu pluća (166-168). Razina izražaja mRNA GD3 

sintaze i/ili GD2 sintaze je često povećana kod karcinoma u usporedbi sa zdravim kontrolama i može 

se uzeti u obzir kao marker malignosti povezan s histopatološkim stupnjevanjem i/ili prognozom 

(169, 170). Iz navedenog bi se moglo zaključiti da će miševi s isključenim St8sia1 genom biti manje 

skloni razvoju ranije nabrojanih tumora zbog nedostatka gangliozida b-serije. Promotorska regija 

gena St8sia1 opisana je u melanomu (171, 172), glioblastomu (173) i staničnim linijama raka dojke 
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(174). Sve to čini gangliozide obećavajućim metama za imunoterapiju raka, posebno u kombinaciji s 

već poznatim lijekovima. Sastav gangliozida za svaki tip tumora ima veliki utjecaj na učinkovitost 

tretmana, koji se mora prilagoditi specifičnom molekularnom uzorku tumora (175).  

Pri nedostatku gangliozida b-serije smanjena osjetljivost osjetnih živaca koja nastaje kao 

posljedica degeneracije živaca može izazvati prekomjerno češanje i lezije kože (176), što je 

primijećeno kod St8sia1-KO miševa. Nadalje, podaci nove studije na St8sia1-KO miševima 

istraživali su utjecaj nedostatka ovog gena na metabolizam kosti te su pokazali da nedostatak GD3 

sintaze smanjuje gubitak koštane mase koji se javlja starenjem (177). Nakupljanje gangliozida serije-

a pozitivno regulira signale posredovane leptinom/leptinskim receptorom u hipotalamusu miševa s 

nedostatkom GD3 sintaze (141).  
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA  
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Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi distribuciju Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u različitim 

subpopulacijama stanica bubrega kao i učinke specifično promijenjenog sastava gangliozida na 

izražaj Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u različitim dijelovima bubrega miševa s isključenim 

St8Sia1 genom. 
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3. HIPOTEZA 
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S obzirom na to da promijenjeni sastav gangliozida utječe na raspodjelu proteina u lipidnim splavima 

različitih staničnih membrana te tako vjerojatno utječe na distribuciju, transport i funkciju različitih 

izoformi koneksina, za pretpostaviti je da će nedostatak enzima GD3 sintaze kod St8sia1-KO miševa 

dovesti do promjena u izražaju Cx 37, 40, 43 i 45 te Panx1 u bubregu, što je vjerojatno povezano s 

promjenom sastava gangliozida. 
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4. MATERIJALI I METODE 
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4.1. Eksperimentalne životinje 

U pokus je bilo uključeno dvanaest mužjaka miševa starih šest mjeseci: četiri kontrolna miša 

divljeg tipa (C57BL/6 soj, WT) i osam miševa s isključenim St8sia1 genom (St8sia1-KO). St8Sia1-

KO miševi izvorno su dobiveni od Centra za resurse i istraživanje mutantnih miševa Sveučilišta 

Missouri (St8sia1tm1Rlp). Životinje su bile smještene u samoventilirajuće kaveze, s pet izmjena zraka 

u minuti, u kontroliranim uvjetima okoliša (na stabilnoj sobnoj temperaturi (21 ± 2 °C) i vlažnosti 

zraka 40%-60%), s ciklusom svjetla/tame od 12/12 sati. Hranjeni su standardnom laboratorijskom 

hranom (4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italija). 

4.2. Postupci  

4.2.1. Uzimanje uzoraka i priprema bubrežnog tkiva za imunohistokemiju 

Nakon primjene opće anestezije (Narketan®, 80 mg/kg + Xylapan®, 12 mg/kg, Vétoquinol, 

Bern, Švicarska), miševi su eutanazirani dekapitacijom. Bubrezi su odmah uklonjeni i fiksirani 

uranjanjem u puferirani 4% formalin. Tijekom pripreme za imunohistokemiju tkiva su isprana u 

fiziološkoj otopini fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer saline-PBS, pH 7,2), zatim dehidrirana u 

otopinama etanola rastuće koncentracije (od 75% do 100%), razbistrena u ksilenu i uklopljena u 

parafin. Parafinski blokovi su izrezani na rezove debljine 5 μm pomoću mikrotoma (Leica RM2155, 

Pittsburgh, PA, SAD) i zatim postavljeni na stakalca. Korišten je standardni postupak deparafinacije 

u ksilenu (tri puta po 5 minuta), nakon čega je slijedila rehidracija tkiva u otopinama etanola padajuće 

koncentracije (2 puta po 10 minuta u 100%, zatim jednom u 95% i jednom u 70%) uz kratko ispiranje 

destiliranom vodom. Presjeci bubrega su zatim grijani u citratnom puferu (pH 6,0) u parnoj kupelji 

tijekom 30 minuta za otkrivanje antigena, ohlađeni na sobnu temperaturu i isprani PBS-om. 

4.2.2. Imunohistokemija 

Nakon hlađenja na sobnu temperaturu i ispiranja u PBS-u, rezovi su prekriveni otopinom za 

blokiranje nespecifičnog vezanja (ab64226, Abcam, Cambridge, UK) tijekom 20 minuta i zatim 

inkubirani preko noći s primarnim protutijelima na sobnoj temperaturi (Tablica 1). Nakon inkubacije 

s primarnim protutijelima, uzorci su tri puta isprani PBS-om i inkubirani s odgovarajućim 

sekundarnim protutijelima jedan sat na sobnoj temperaturi (Tablica 1). Uzorci su zatim isprani u PBS-

u. Provedeno je dvominutno DAPI (4′6-diamidino-2-fenilindol) bojenje kako bi se vizualizirale 

jezgre. Nakon ispiranja destiliranom vodom, stakalca su osušena na zraku i prekrivena pokrovnim 

stakalcem uz korištenje medija za uklapanje (Immu-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). 

 



29 
 

Tablica 1. Korištena primarna i sekundarna protutijela. 

 Protutijelo 
Kataloški 

broj 
Domaćin  Razrjeđenje Proizvođač  

 

 

 

 

Primarna 

protutijela 

Anti-

Cx37/GJA4  
ab181701 Kunić 1:100 

Abcam, 

Cambridge, 

UK 

Anti-

Cx40/GJA5  

 

ab213688 Kunić 1:100 

Abcam, 

Cambridge, 

UK 

Anti-

Cx43/GJA1  
ab87645 Koza  1:100 

Abcam, 

Cambridge, 

UK 

Anti-Connexin 

45/GJA7/Cx45 
ab135474 Kunić 1:100 

Abcam, 

Cambridge, 

UK 

 
Anti-pannexin 

1/PANX1  
ABN242 Kunić 1:100 

Merck KGaA, 

Darmstadt, 

Germany 

 

Anti-

Aquaporin 

1/AQP1 (B-11) 

sc-25287 Miš  1:50 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Santa 

Cruz, 

CA,USA 

 

Anti-

Aquaporin 

2/AQP2 (E-2) 

sc-

515770 
Miš 1:50 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Santa 

Cruz, 

CA,USA 

 
Anti-Smooth 

Muscle Actin 
M0851 Miš 1:300 

Dako, 

Glostrup, 

Denmark 

 

 

Lektini 

Fluorescein 

labeled 

Dolichos 

Biflorus 

agglutinin 

(DBA) 

FL-1031 - 1:400 

Vector 

Laboratories 

Ltd., 

Peterborough, 

UK 

Fluorescein 

labeled Lotus 

Tetragonolobus 

lectin (LTL) 

FL-1321 - 1:400 
Vector 

Laboratories 

Ltd., 
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Peterborough, 

UK 

 

 

 

 

Sekundarna 

protutijela 

 

 

Alexa 

Fluor®488 

AffiniPure 

Anti- 

Goat  

lgG (H+L) 

705-545-

003 

Magarac 

 
1:400 

Jackson 

Immuno 

Research 

Laboratories, 

Inc., 

Baltimore, 

PA, USA 

Alexa 

Fluor®488 

AffiniPure 

Anti- 

Rabbit  

lgG (H+L) 

711-545-

152 

Magarac 

 
1:400 

Jackson 

Immuno 

Research 

Laboratories, 

Inc., 

Baltimore, 

PA, USA 

Rhodamine 

Red™-X 

(RRX) 

AffiniPure 

Anti-Mouse 

IgG (H+L)  

715-295-

151 

Magarac 

 
1:400 

Jackson 

Immuno 

Research 

Laboratories, 

Inc., 

Baltimore, 

PA, USA 

Rhodamine 

Red™-X 

(RRX) 

AffiniPure 

Donkey Anti-

Rabbit  

IgG (H+L) 

711-295-

152 

Magarac 

 
1:400 

Jackson 

Immuno 

Research 

Laboratories, 

Inc., 

Baltimore, 

PA, USA 

 

Rhodamine 

Red™-X 

(RRX) 

AffiniPure 

Anti-Goat 

IgG (H+L) 

705-295-

003 

Magarac 

 
1:400 

Jackson 

Immuno 

Research 

Laboratories, 

Inc., 

Baltimore, 

PA, USA 

 

 

 



31 
 

4.2.3. Prikupljanje i analiza podataka 

Obojeni presjeci bubrega pregledani su fluorescencijskim mikroskopom (BX61, Olympus, 

Tokyo, Japan) uz povećanje objektiva od 40x te su fotografirani hlađenom digitalnom kamerom DS-

Ri2 (Nikon, Tokyo, Japan) sa softverom NIS-Elements F (Nikon, Tokyo, Japan). Kako bi se 

kvantificirala imunoekspresija Cx i Panx1, analizirana su nepreklapajuća vidna polja dobivena pri 

povećanju od 40x uz konstantno vrijeme izlaganja. Ovisno o području veličine presjeka, snimljeno je 

18-20 vidnih polja za analizu kore (CTX.); 6 za vanjski sloj vanjske medule (O.S.); 3-4 za unutarnji 

sloj vanjske medule (IN.S.) i 2-4 za unutarnju medulu (IN.MED.). Zelene granularne nakupine 

interpretirane su kao pozitivna imunoekspresija Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1. 

Kako bi se opisala distribucija pojedinih Cx i Panx1 u različitim staničnim subpopulacijama 

bubrega, korištena su dvostruka imunofluorescentna bojanja s biljezima za pojedine vrste stanica: za 

epitel proksimalnih tubula korišten je Lotus tetragonolobus lektin (LTL), za epitel distalnih tubula 

korišten je Dolichos biflorus aglutinin (DBA), za tanki krak Henleove petlje korišten je akvaporin 1 

(AQP1), a za sabirne kanaliće korišten je akvaporin 2 (AQP2).  

Kvantifikacija imunoreaktivnosti provedena je pomoću ImageJ Software (National Institutes 

of Health, Bethesda, MD, SAD). Slike su pripremljene za analizu oduzimanjem crvenog signala od 

zelene fluorescencije. Zatim je primijenjen filtar medijana s radijusom od 7,0 piksela te je na crno-

bijelim 8-bitnim fotografijama postavljen granični prag pomoću standardnog („default“) algoritma. 

Za svako vidno polje izmjeren je postotak površine pokrivene Cx/Panx imunofluorescencijom te 

integrirana gustoća, a za statističku analizu korištena je prosječna vrijednost svih odgovarajućih polja. 

Za potrebe slikovne prezentacije provedeno je oduzimanje pozadine i kontrasta. 

4.3. Statistička analiza 

Za statističku analizu korišten je softver PAST 3.22 (Øyvind Hammer, Natural History 

Museum, University of Oslo, Norveška). Normalnost podataka testirana je Shapiro-Wilkovim testom. 

Razlika između dvije skupine testirana je Studentovim t-testom za nejednake varijance. Kako bi se 

usporedili različiti medularni i kortikalni dijelovi presjeka, korištena je jednosmjerna analiza 

varijance (ANOVA) s Tukey-Kramer testom za višestruke usporedbe za zavisne uzorke. p<0,05 

smatran je statistički značajnom razlikom. 

Izračun potrebne veličine uzorka proveden je korištenjem mrežnog programa koji se nalazi na 

mrežnoj stranici http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/. Za izračun su korišteni preliminarni 

podaci dobiveni analizom fotografija kore bubrega za Cx37, sa sljedećim parametrima; mu1 = 13, 

mu2 = 11, sigma = 1, power = 80%, p = 0,05. 

http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/
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5.1. Izražaj koneksina 37 u bubrezima miševa divljeg tipa i St8sia1-KO miševa 

Raspodjela različitih biljega tubularnih segmenata koje smo koristili za lokalizaciju izražaja Cx u 

različitim dijelovima bubrega miševa prikazana je na Slici 5. Utvrđeno je da je Cx37 obilno izražen 

u svim tubularnim strukturama u kori i unutarnjoj i vanjskoj meduli te glomerulima u bubrezima i 

WT i St8sia1-KO miševa (Slike 6 i 7). Dvostrukim fluorescentnim bojenjem LTL-om prikazana je 

prisutnost Cx37 u epitelnim stanicama proksimalnih tubula, dok je kolokalizacija s biljegom distalnih 

tubula – DBA, otkrila njegovu prisutnost u epitelu distalnih tubula. U meduli, dvostruko 

fluorescentno bojenje AQP1 pokazalo je najjači izražaj Cx37 u AQP1-imunoreaktivnom epitelu 

tankog silaznog kraka Henleove petlje i u AQP1-negativnom epitelu debelog uzlaznog kraka, dok je 

rijetko prisutan bio u AQP2-imunoreaktivnim stanicama sabirnih kanalića (Slika 6). Analizom je 

verificiran značajno niži postotak površine prekriven imunofluorescencijom Cx37 (p = 0,0110) i 

integrirana gustoća (I.D.; p = 0,0231) u CTX.; O.S. (% površine p = 0,0012; I.D. p = 0,0273) i u IN.S. 

(% površine p = 0,0097; I.D. p = 0,0018) u St8sia1-KO miševa, u usporedbi s miševima divljeg tipa 

(Slika 7). U WT miševa, najviša integrirana gustoća Cx37 pronađena je u IN.MED. Bila je značajno 

veća u usporedbi s CTX (p = 0,0084), O.S. (p = 0,0048) i IN.S. (p = 0,0274). Isto je verificirano i za 

St8sia1-KO miševe (p < 0,0001 za sve tri odgovarajuće usporedbe). 
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Slika 5. Raspodjela biljega tubularnih segmenata u različitim dijelovima mišjih bubrega. CTX. – 

kora; O.S. – vanjski sloj vanjske medule, IN.S. – unutarnji sloj vanjske medule; IN.MED. – unutarnja 

medula. Vezanje Lotus tetragonolobus lektina (LTL) bilo je specifično za proksimalne tubule 

smještene u kori i vanjskom dijelu vanjske medule (zeleno; prvi red). Vezanje Dolichos biflorus 

aglutinina (DBA) pronađeno je posebno u distalnim tubulima smještenim u kori te u vanjskim i 

unutarnjim dijelovima vanjske medule (zeleno; drugi red). Antitijelo protiv akvaporina 1 (AQP1) 

obojilo je proksimalne tubule u kori i vanjskom dijelu vanjske medule i tanki silazni krak Henleove 

petlje u unutarnjem dijelu vanjske medule i u unutarnjoj meduli (crveno; treći red), dok je antitijelo 

protiv akvaporina 2 (AQP2) obojilo različite segmente sabirnih kanalića u kori, vanjskoj meduli i 

unutarnjoj meduli (crveno; četvrti red). Mjerna skala = 40µm, odnosi se na sve (uvećanje 200×). 
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Slika 6. Kolokalizacija koneksina 37, 40 i 43 s različitim biljezima tubularnih segmenata u bubrezima 

miševa. Rezovi miševa divljeg tipa. Lotus tetragonolobus lektin (LTL), biljeg proksimalnih tubula 

(zeleno; prvi stupac); Dolichos biflorus aglutinin (DBA), biljeg distalnih tubula (zeleno; drugi 

stupac); akvaporin 1 (AQP1), biljeg tankog silaznog kraka Henleove petlje (crveno; treći stupac); 

akvaporin 2 (AQP2), biljeg sabirnih kanalića (crveno; četvrti stupac). Jezgre su obojene DAPI (plavo 

u trećem i četvrtom stupcu; magenta – pseudobojno u prvom i drugom stupcu); tsm – biljeg 

tubularnog segmenta. Mjerna skala = 20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 
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Slika 7. Izražaj koneksina 37 u različitim dijelovima bubrega miševa divljeg tipa i St8sia1-KO 

miševa. WT - miševi divljeg tipa; St8sia1-KO – miševi s isključenim St8sia1 genom; CTX. - kora; 

O.S. – vanjski sloj vanjske medule; IN.S. – unutarnji sloj vanjske medule; IN.MED. - unutarnja 

medula; % area - postotak površine presjeka prekriven Cx37 imunofluorescencijom; int.den. (RFU) 

- integrirana gustoća (relativne jedinice za intenzitet fluorescencije). Stupac a - reprezentativne 

mikrofotografije označenih područja bubrega obojene antitijelima na Cx37 (zeleno) i alfa aktin 

glatkih mišićnih stanica (αSMA, crveno); stanične jezgre obojene su plavom bojom. Stupac b - (isti 

dio kao a) obrađene mikrofotografije s postavljenim graničnim pragom pripremljene za analizu 

(zamijenjena crna za bijelu na zelenoj slici s postavljenim graničnim pragom). Statistički značajna 

razlika između WT i St8sia1-KO: * p < 0,05; ** p < 0,01 (t-test za nejednake varijance). Usporedba 

između različitih područja bubrega u istoj skupini – WT: & p < 0,05; &&  p < 0,01; ili St8Sia1 – ####  

p < 0,0001 (jednosmjerna ANOVA praćena Tukeyjevim testom za ovisne uzorke). Mjerna skala = 

20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 

5.2. Izražaj koneksina 40 u bubrezima miševa divljeg tipa i St8sia1-KO miševa 

Izražaj Cx40 pronađen je u svim tubularnim strukturama u kori i unutarnjoj i vanjskoj meduli 

bubrega, kao i u glomerulima oba soja miševa, ali imunoreaktivne točkice Cx40 nisu bile tako guste 

kao imunoreaktivne točkice Cx37 (Slika 8). Izravnu usporedbu treba raditi s oprezom, budući da su 

korištena dva različita protutijela s različitim svojstvima. Upravo iz tog razloga smo izbjegavali 

izravnu usporedbu različitih Cx, iako se iz grafičkih prikaza mogu jasno uočiti različite gustoće (15 

u odnosu na 5% površine). Najveći izražaj Cx40 pronađen je u LTL-pozitivnim stanicama 

proksimalnih tubula (PTC) u kori i u AQP1-neimunoreaktivnim stanicama debelog uzlaznog krka 

Henleove petlje u meduli; također je bio prisutan, ali manje, u DBA-pozitivnim stanicama distalnih 

tubula (DTC) i AQP1-imunoreaktivnim stanicama tankog silaznog kraka Henleove petlje. Rjeđi, ali 

različiti točkasti uzorci od Cx37 jasno su pronađeni u AQP2-imunoreaktivnim stanicama sabirnih 

kanalića (Slika 6). Kvantifikacija je otkrila značajno niži postotak površine prekriven 

imunofluorescencijom Cx40 (p = 0,0489) u O.S. St8sia1-KO miševa u usporedbi s WT. U WT miševa 

nije bilo značajne razlike u postotku površine ili I.D. Cx40 među proučavanim dijelovima bubrega. 

Međutim, kod St8sia1-KO miševa, najniži postotak površine Cx40 pronađen je u IN.MED. što je 

značajno niže u usporedbi s CTX. (p = 0,0014), O.S. (p < 0,0001), i IN.S. (p = 0,0002). Cx40 I.D. u 

IN.MED. je bio značajno niži u usporedbi s O.S. (p = 0,0124) i IN.S. (p = 0,0012). 
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Slika 8. Izražaj koneksina 40 u različitim dijelovima bubrega miševa divljeg tipa i St8sia1-KO 

miševa. WT – miševi divljeg tipa; St8sia1-KO – miševi s isključenim St8sia1 genom; CTX. - kora; 

O.S. – vanjski sloj vanjske medule; IN.S. – unutarnji sloj vanjske medule; IN.MED. - unutarnja 

medula; % area – postotak površine presjeka prekriven Cx40 imunofluorescencijom; int.den. (RFU) 

– integrirana gustoća (relativne jedinice za intenzitet fluorescencije). Stupac a - reprezentativne 

mikrofotografije označenih područja bubrega obojene antitijelima na Cx40 (zeleno) i alfa aktin 

glatkih mišićnih stanica (αSMA, crveno); stanične jezgre obojene su plavom bojom. Stupac b - (isti 

dio kao a) obrađene mikrofotografije s postavljenim graničnim pragom pripremljene za analizu 

(zamijenjena crna za bijelu na zelenoj slici s postavljenim graničnim pragom). Statistički značajna 

razlika između WT i St8sia1-KO: * p < 0,05 (t-test za nejednake varijance). Usporedba između 

različitih područja bubrega u istoj skupini: WT – nije bilo značajne razlike; za St8Sia1 – # p < 0,05, 

## p < 0,01, ### p < 0,001 (jednosmjerna ANOVA praćena Tukeyjevim testom za ovisne uzorke). 

Mjerna skala = 20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 

 

5.3. Izražaj koneksina 43 u bubrezima miševa divljeg tipa i St8sia1-KO miševa 

Iako je Cx43 bio najmanje zastupljen u usporedbi s izražajem svih ostalih koneksina ispitivanih u 

ovom istraživanju, bio je izražen u većini tubularnih struktura u kori te unutarnjoj i vanjskoj meduli 

i glomerulima oba soja miševa, ali je bio jedva prisutan u usporedbi sa svim ostalim ispitivanim 

koneksinima (Slika 9). Dvostrukim imunohistokemijskim bojenjem verificiran je izražaj Cx43 u 

PTC-ama, DTC-ama i APQ2-imunoreaktivnim stanicama sabirnih kanalića. Najjasnija prisutnost 

Cx43 pronađena je u AQP1-imunoreaktivnim stanicama tankog silaznog kraka Henleove petlje, dok 

su za razliku od svih ostalih istraživanih koneksina i Panx1, Cx43-imunoreaktivne točkice bile rijetke 

(ako ne i odsutne) u AQP1-neimunoreaktivnim stanicama debelog uzlaznog kraka Henleove petlje 

(Slika 6). Nije bilo značajnih razlika u postotku površine Cx43 ili I.D. između St8sia1-KO i WT 

miševa u bilo kojem od ispitivanih područja bubrega. U WT miševa nije bilo značajne razlike u 

postotku površine Cx43 ili I.D. među istraživanim područjima bubrega. Međutim, kod St8sia1-KO 

miševa najniži postotak površine prekriven imunofluorescencijom Cx43 pronađen je u IN.MED. što 

je značajno niže u usporedbi s O.S. (p = 0,01101), ali usporedbom I.D. nije bilo značajne razlike 

između različitih područja presjeka bubrega. 
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Slika 9. Izražaj koneksina 43 u različitim dijelovima bubrega kod miševa divljeg tipa i St8sia1-KO 

miševa. WT – miševi divljeg tipa; St8sia1-KO – miševi s isključenim St8sia1 genom; CTX. – kora; 

O.S. – vanjski sloj vanjske medule; IN.S. – unutarnji sloj vanjske medule; IN.MED. - unutarnja 

medula; % area - postotak površine presjeka prekriven Cx43 imunofluorescencijom; int.den. (RFU) 

- integrirana gustoća (relativne jedinice za intenzitet fluorescencije). Stupac a - reprezentativne 

mikrofotografije označenih presjeka bubrega obojenih antitijelima na Cx43 (zeleno) i alfa aktin 

glatkih mišićnih stanica (αSMA, crveno); jezgre su obojene plavo. Stupac b - (isti dio kao a) obrađene 

mikrofotografije s postavljenim graničnim pragom pripremljene za analizu (zamijenjena crna za 

bijelu na zelenoj slici s postavljenim graničnim pragom). Nije bilo značajne razlike u ekspresiji Cx43 

između WT i St8sia1-KO miševa. Usporedba između različitih područja bubrega u istoj skupini WT 

– nije bilo značajne razlike; za St8Sia1 – # p < 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Tukeyjevim 

testom za ovisne uzorke). Mjerna skala = 20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 

 

5.4. Izražaj koneksina 45 u bubrezima miševa divljeg tipa i St8sia1-KO miševa 

Slično izražaju Cx37, Cx45 je obilno izražen u svim tubularnim strukturama u kori te unutarnjoj i 

vanjskoj meduli. Također je pronađen u glomerulima bubrega oba soja WT i St8sia1-KO miševa, a 

čini se da je najgušće izražen u proksimalnim tubulima (Slike 10 i 11). Izražaj Cx45 bio je najveći u 

meduli – osobito u AQP2-imunoreaktivnim stanicama sabirnih kanalića i AQP1-neimunoreaktivnim 

stanicama debelog uzlaznog kraka Henleove petlje. Značajno manje izražen je bio u PTC-ama i 

rijedak u DTC-ama (DBA-pozitivnim) i tankom silaznom kraku Henleove petlje (AQP1-

imunoreaktivnim) (Slika 10). Analiza je pokazala značajno niži postotak površine prekrivene Cx45 

imunofluorescencijom (p = 0,0045) i I.D. (p = 0,0114) u CTX; i O.S. (% površine p = 0,0007; I.D. - 

P = 0,0082) u St8sia1-KO miševa, u usporedbi s WT. Postotak površine prekrivene Cx45 

imunofluorescencijom i I.D. značajno su varirali između različitih dijelova presjeka bubrega, najviši 

su bili u O.S., a najniži u IN.MED. (p od 0,0151 do p < 0,0001 u usporedbi s drugim dijelovima 

presjeka bubrega) i kod WT miševa i kod St8sia1-KO miševa (Slika 11). 
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Slika 10. Kolokalizacija koneksina 45 i paneksina 1 s različitim biljezima tubularnih segmenata u 

bubrezima miševa. Rezovi miševa divljeg tipa. Lotus tetragonolobus lektin (LTL), biljeg 

proksimalnih tubula (zeleno; prvi stupac); Dolichos biflorus aglutinin (DBA), biljeg distalnih tubula 

(zeleno; drugi stupac); akvaporin 1 (AQP1), biljeg tankog silaznog kraka Henleove petlje (crveno; 

treći stupac); akvaporin 2 (AQP2), biljeg sabirnih kanalića (crveno; četvrti stupac). Jezgre su obojene 

DAPI (plavo u trećem i četvrtom stupcu; magenta – pseudobojno u prvom i drugom stupcu); tsm - 

biljeg tubularnog segmenta. Mjerna skala = 20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 
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Slika 11. Izražaj koneksina 45 u različitim dijelovima bubrega kod miševa divljeg tipa i St8sia1-KO 

miševa. WT – miševi divljeg tipa; St8sia1-KO – miševi s isključenim St8sia1 genom; CTX. – kora; 

O.S. – vanjski sloj vanjske medule; IN.S. – unutarnji sloj vanjske medule; IN.MED. - unutarnja 

medula; % area - postotak površine presjeka prekriven Cx45 imunofluorescencijom; int.den. (RFU) 

- integrirana gustoća (relativne jedinice za intenzitet fluorescencije). Stupac a - reprezentativne 

mikrofotografije označenih presjeka bubrega obojenih protutijelima na Cx45 (zeleno) i alfa aktin 

glatkih mišićnih stanica (αSMA, crveno); jezgre su obojene u plavo. Stupac b - (isti dio kao a) 

obrađene mikrofotografije s postavljenim graničnim pragom pripremljene za analizu (zamijenjena 

crna za bijelu na zelenoj slici s postavljenim graničnim pragom). Statistički značajna razlika između 

WT i St8sia1-KO: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 (t-test za nejednake varijance). Usporedba 

između različitih područja bubrega u istoj skupini miševa WT: & p < 0,05, && p < 0,01, &&& p < 

0,0001; ili St8Sia1 – # p < 0,05. ## p  < 0,01, #### p < 0,0001 (jednosmjerna ANOVA praćena 

Tukeyjevim testom za ovisne uzorke). Mjerna skala = 20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 

 

5.5. Izražaj paneksina 1 u bubrezima miševa divljeg tipa i St8sia1-KO miševa. 

Izražaj Panx1 smo pronašli u gotovo svim tubularnim strukturama kore i medule bubrega u oba soja 

miševa. Međutim, za razliku od Cx, najopsežniji izražaj Panx1 uočen je u IN.S. (Slika 12). Panx1 

imunoreaktivnost također je pronađena u glomerulima. Dvostrukim imunohistokemijskim bojenjem 

pokazano je da je Panx1 bio najizraženiji u AQP2-imunoreaktivnim stanicama sabirnih kanalića te je 

također bio uočljiv u epitelu debelog uzlaznog kraka Henleove petlje (AQP1-neimunoreaktivne 

stanice). Bio je rijedak u AQP1-imunoreaktivnom epitelu tankog silaznog kraka Henleove petlje 

(Slika 10). Značajno niži izražaj Panx1 (% površine – p = 0,0394) pronađen je u CTX St8sia1-KO 

miševa u usporedbi s WT te u O.S. (% površine – p = 0,0144; I.D. – p = 0,0245). Najveća razlika 

pronađena je u IN.S. (% površine – p = 0,0028; I.D. – p = 0,0048), dok za IN.MED. nije bilo značajne 

razlike u ekspresiji Panx1 niti bilo kojeg od ispitivanih Cx (Slika 12). Osim toga, izražaj Panx1 

značajno je varirao među različitim dijelovima bubrega. Postotak površine prekrivene Panx1 

imunofluorescencijom i I.D. bili su najviši u IN.S. i značajno veći u usporedbi sa svim ostalim 

dijelovima bubrega (p od 0,0099 do p < 0,0001) u WT i St8sia1-KO miševa. Izražaj Panx1 bio je 

najniži u IN.MED. – postotak površine prekriven Panx1 imunofluorescencijom je bio značajno niži 

u usporedbi sa svim ostalim područjima (p od 0,0040 do p < 0,0001), dok je Panx1 I.D. bio značajno 

niži u IN.MED. u usporedbi s IN.S. u WT (p = 0,0005) i St8sia1-KO miševa (p = 0,0008). 
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Slika 12. Izražaj paneksina 1 u različitim dijelovima bubrega miševa divljeg tipa i St8sia1-KO 

miševa. WT – miševi divljeg tipa; St8sia1-KO – miševi s isključenim St8sia1 genom; CTX. – kora; 

O.S. – vanjski sloj vanjske medule; IN.S. – unutarnji sloj vanjske medule; IN.MED. – unutarnja 

medula; % area - postotak površine presjeka prekriven Panx1 imunofluorescencijom; int.den. (RFU) 

- integrirana gustoća (relativne jedinice za intenzitet fluorescencije). Stupac a - reprezentativne 

mikrofotografije označenih presjeka bubrega obojenih protutijelima na Panx1 (zeleno) i alfa aktin 

glatkih mišićnih stanica (αSMA, crveno); jezgre su obojene u plavo. Stupac b - (isti dio kao a) 

obrađene mikrofotografije s postavljenim graničnim pragom pripremljene za analizu (zamijenjena 

crna za bijelu na zelenoj slici s postavljenim graničnim pragom). Statistički značajna razlika između 

WT i St8sia1-KO: * p < 0,05; ** p < 0,01; (t-test za nejednake varijance). Usporedba između različitih 

područja bubrega u istoj skupini miševa WT: && p < 0,01, &&& p < 0,001, &&&& p < 0,0001; ili 

St8Sia1 – ## p < 0,01. ### p  < 0,001, #### p < 0,0001 (jednosmjerna ANOVA praćena Tukeyjevim 

testom za ovisne uzorke). Mjerna skala = 20µm, odnosi se na sve (povećanje 400×). 
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6. RASPRAVA 
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U ovom istraživanju smo pronašli imunoreaktivnost svih proučavanih koneksina u većini 

tubularnih struktura u kori, unutarnjoj i vanjskoj meduli te u glomerulima bubrega i WT i St8sia1-

KO miševa. 

Iako nismo pronašli razliku između različitih dijelova presjeka bubrega u smislu postotka 

površine prekrivene Cx37 imunofluorescencijom, najveći intenzitet fluorescencije Cx37 pronađen je 

u IN.MED. IN.MED. bubrega odraslog miša sadrži tanke silazne i tanke uzlazne krakove Henleove 

petlje, sabirne kanaliće i krvne žile (178). Najjači izražaj Cx37 pronašli smo u tankim silaznim i 

debelim uzlaznim krakovima Henleove petlje, dok je u sabirnim kanalićima bio rijedak. Snažan 

intenzitet bojenja Cx37 u IN.MED. proizašao je iz izražaja u epitelu Henleove petlje. Budući da je 

izražaj Cx37 bio rijedak u sabirnim kanalićima, koji također tvore IN.MED., postotak površine 

prekriven imunofluorescencijom nije bio veći u usporedbi s drugim dijelovima bubrežnog presjeka. 

Pronašli smo obilan izražaj Cx37 u glomerulima i epitelnim stanicama proksimalnih i distalnih tubula, 

iako manje u usporedbi s izražajem u epitelu Henleove petlje. Ovi rezultati su u skladu s prethodnim 

nalazima kod miševa i štakora koji ukazuju na snažan bazolateralni izražaj Cx37 u epitelu debelog 

uzlaznog kraka Henleove petlje i u distalnom tubulu, dok je izražaj Cx37 bio manji u proksimalnim 

tubulima i sabirnim kanalićima (33, 81). Tijesni spojevi koje tvore različiti tipovi Cx prisutni su u 

svim stanicama glomerula (33). Naši se rezultati djelomično slažu s prethodnim studijama koje su 

pokazale izražaj Cx37 samo u mezangijalnim stanicama vaskularnog glomerularnog pola (33, 91). U 

prilog tome, nedavna studija na miševima otkrila je mRNA Cx37 u vaskularnom endotelu i stanicama 

glatkih mišića, u endotelu glomerularnog kapilarnog klupka lokaliziranog oko vaskularnog pola 

glomerula i u medularnim zrakama (179). Međutim, za razliku od naših rezultata autori prethodno 

spomenute studije nisu detektirali izražaj mRNA Cx37 ni u jednom tubularnom segmentu (179). Ovi 

nepodudarni rezultati bi mogli biti posljedica ograničenja tehnike korištene u istraživanju, budući da 

izražaj mRNA može biti ispod granice detekcije RNAskopa, a i dalje dovoditi do sinteze proteina. 

Unatoč snažnom izražaju Cx37 u IN.MED., nije bilo razlike između St8sia1-KO miševa i WT 

miševa u ovom dijelu bubrežnog presjeka. Međutim, izražaj Cx37 bio je niži u CTX. te u O.S. i IN.S. 

vanjske medule St8sia1-KO miševa u usporedbi s WT miševima. Bubrežni CTX. sadrži glomerule, 

proksimalne i distalne tubule, spojne tubule i sabirne kanaliće. Debeli uzlazni krakovi Henleove petlje 

i pars recta proksimalnih tubula, pored sabirnih kanalića, uglavnom se nalaze u O.S., dok IN.S. sadrži 

tanke silazne i debele uzlazne krakove Henleove petlje i sabirne kanaliće (178). S obzirom na uočenu 

raspodjelu Cx37 u različitim tubularnim segmentima, možemo zaključiti da poremećaj sastava 

gangliozida uzrokovan nedostatkom GD3 sintaze ima najveći utjecaj na ekspresiju/promet Cx37 u 

proksimalnim i distalnim tubulima i debelim uzlaznim krakovima Henleove petlje. 
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Izražaj Cx40 u bubrezima je bio manji u odnosu na izražaj Cx37. Pronađen je u glomerulima, 

DTC-ama i tankom silaznom kraku Henleove petlje. Rjeđe, ali različite točkice Cx40 jasno su 

verificirane u stanicama sabirnih kanalića. Međutim, Cx40 je bio najobilnije izražen u PTC-ama i 

stanicama debelog uzlaznog kraka Henleove petlje u meduli. Naš nalaz imunofluorescencije Cx40 u 

glomerulima u skladu je s prethodnim podacima Hwan Seula i Beyera (89), koji su pronašli obilan 

izražaj Cx40 u endotelu glomerularnog kapilarnog klupka. Osim toga, Zhang i suradnici (91) su 

pronašli izražaj Cx40 u mezangijalnim stanicama cijelog glomerularnog područja, iako nisu pronašli 

Cx40 u glomerularnom endotelu. U skladu s našom studijom, Silverstein i suradnici pronašli su 

izražaj mRNA Cx40 u proksimalnom i distalnom nefronu koristeći in situ RT-PCR, te su otkrili da 

se izražaj mRNA Cx40 povećao 12 dana nakon jednostrane opstrukcije uretera (eng. unilateral 

ureteral obstruction, UUO) u novorođenih štakora (180). Međutim, za razliku od naših rezultata, 

mRNA Cx40 nije pronađena u glomerulima štakora u navedenoj studiji (180). U prilog našim 

rezultatima, Kundu i suradnici također su otkrili povećani glomerularni i tubularni izražaj Cx40 u 

bubrezima dijabetičnih AKITA miševa (181). Nedavna studija na bubrezima miševa je otkrila izražaj 

mRNA Cx40 u endotelu krvnih žila (intraglomerularne endotelne stanice na glomerularnom hilusu), 

glomerulima i medularnim zrakama. Koizražaj mRNA Cx40 i mRNA PDGFR u glomerulima ukazuje 

na izražaj mRNA Cx40 u mezangijalnim stanicama, ali autori nisu pronašli izražaj mRNA Cx40 ni u 

jednom tubularnom segmentu. Slično rezultatima ove studije na miševima, rezultati studije iz našeg 

laboratorija također su pokazali jaki izražaj Cx40 u proksimalnim tubulima štakora (182).  

U našem istraživanju nismo pronašli razliku u izražaju Cx40 među proučavanim dijelovima 

bubrega miševa divljeg tipa (WT). Međutim, najniži postotak površine prekriven Cx40 

imunofluorescencijom pronađen je u IN.MED. u St8sia1-KO miševa. Ova razlika je vjerojatno 

rezultat smanjenog izražaja u tankim krakovima Henleove petlje, jer smo pronašli svega nekoliko 

točkica Cx40 u sabirnim kanalićima. Također ne možemo isključiti promjenu izražaja Cx40 u 

endotelu peritubularnih kapilara u IN.MED. Osim toga, rezultati našeg istraživanja pokazali su da su 

odsutnost GD3 sintaze i poremećaj sastava gangliozida u St8sia1-KO miševa rezultirali smanjenim 

izražajem Cx40 isključivo u O.S. Kao što je ranije spomenuto, O.S. sadrži uglavnom ravne dijelove 

(S3 segment) proksimalnih tubula i debele uzlazne krakove Henleove petlje, kao i sabirne kanaliće 

(178). Budući da smo pronašli obilan izražaj Cx40 u proksimalnim tubulima i debelim uzlaznim 

krakovima Henleove petlje, možemo zaključiti da je izražaj Cx40 u tim dijelovima nefrona 

najosjetljiviji na promjene u sastavu gangliozida. 

Izražaj Cx43 bio je najniži u usporedbi sa svim ostalim ispitivanim koneksinima. U skladu s 

našim rezultatima, nedavna studija je također otkrila slabiji signal mRNA Cx43 u usporedbi s drugim 

konneksinima (Cx37, 40 i 45) u bubrezima miša (179). Međutim, izražaj mRNA Cx43 u spomenutoj 
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studiji je bio ograničen samo na intersticijski kapilarni endotel i autori nisu mogli pronaći izražaj 

mRNA Cx43 ni u jednom tubularnom segmentu ili glomerularnim stanicama (179). Mi smo pronašli 

prisutnost Cx43 u glomerulima, PTC-ama, DTC-ama i stanicama sabirnih kanalića. Štoviše, Cx43 je 

bio najzastupljeniji u tankim silaznim krakovima Henleove petlje, dok su za razliku od svih ostalih 

Cx i Panx1, Cx43-imunoreaktivne točkice bile rijetke (ako ne i odsutne) u stanicama debelih uzlaznih 

krakova Henleove petlje. Naši rezultati su u skladu s rezultatima Kundua i suradnika, koji su također 

otkrili povećan glomerularni i tubularni izražaj Cx43 u bubrezima dijabetičnih AKITA miševa (181). 

Prethodne studije su pokazale izražaj Cx43 u glomerularnom kapilarnom klupku i u ljudskim 

podocitima, gdje su oni glavne komponente tijesnih spojeva među podocitima (33, 95). Međutim, u 

nekim studijama izražaj Cx43 također nije pronađen u glomerulu (91). Što se tiče tubularnog izražaja, 

podaci su donekle proturječni u pogledu izražaja u medularnim sabirnim kanalićima (33, 91, 183-

185). U našoj smo studiji uočili imunoreaktivne točkice Cx43 u kortikalnim i medularnim sabirnim 

kanalićima. Slično našim i ranije spomenutim rezultatima kod miševa (181), izražaj Cx43 je također 

je verificiran u proksimalnim tubulima ljudskog bubrega (33, 186, 187). Rezultati naše spomenute 

studije provedene na štakorima također su potvrdili izražaj Cx43 u proksimalnim tubulima (182). 

Međutim, kod St8sia1-KO miševa, najniži postotak površine prekriven Cx43 imunofluorescencijom 

pronađen je u IN.MED., ali nije bilo razlike u izražaju Cx43 između St8sia1-KO i WT miševa ni u 

jednom od ispitivanih područja. 

Izražaj Cx45 bio je obilan u glomerulima i tubularnim strukturama u kori i meduli, s najvećom 

gustoćom u sabirnim kanalićima i debelim uzlaznim krakovima Henleove petlje, nižom u PTC-ama, 

a rijetkom u DTC-ama i tankim silaznim krakovima Henleove petlje. Naš nalaz Cx45 u glomerulima 

u skladu je s rezultatima prethodnih studija (33). Pretpostavlja se da je Cx45 izražen u podocitima i 

mezangijalnim stanicama (92, 188). Podaci o izražaju Cx45 u distalnim tubulima su proturječni, 

vjerojatno zbog razlika među ispitivanim vrstama (33, 180, 184). Međutim, izražaj Cx45 pronađen je 

u proksimalnom nefronu bubrega štakora (180). Osim toga, prethodne studije iz našeg laboratorija 

otkrile su dosljedan izražaj Cx45 u proksimalnim tubulima bubrega miša i štakora (182, 189, 190). 

Izražaj Cx45 varirao je među različitim dijelovima bubrega, najveći je bio u O.S. vanjske medule, a 

najmanji u IN.MED., u WT i St8sia1-KO miševa. Budući da O.S. sadrži uglavnom ravne dijelove 

proksimalnih tubula i debele uzlazne krakove Henleove petlje (178), to se vjerojatno odražava na 

nalaz da je najveći izražaj Cx45 pronađen u debelom uzlaznom kraku Henleove petlje. S druge strane, 

zbog toga što se IN.MED. sastoji od tankih uzlaznih i silaznih krakova, sabirnih kanalića i 

peritubularnih kapilara (178), najniža gustoća Cx45 u ovom dijelu bubrega odraz je našeg nalaza da 

su najrjeđe Cx45-imunoreaktivne točkice pronađene u tankom silaznom kraku Henleove petlje. U 

St8sia1-KO miševa, izražaj Cx45 je smanjen u CTX. i O.S. Budući da ova dva područja sadrže 
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uglavnom proksimalne tubule, možemo pretpostaviti da ovo smanjenje odražava promjenu u ovom 

segmentu tubula, uz debeli uzlazni krak Henleove petlje u O.S. 

U CTX. je imunoreaktivnost Panx1 pronađena u glomerulima, proksimalnim i distalnim 

tubularnim epitelnim stanicama i sabirnim kanalićima. Za razliku od Cx, najopsežniji izražaj Panx1 

pronađen je u IN.S., što odražava najzastupljeniji izražaj u AQP2-imunoreaktivnim stanicama 

sabirnih kanalića i u epitelu debelog uzlaznog kraka Henleove petlje. Međutim, izražaj Panx1 bio je 

najniži u IN.MED., što odražava rijetke nalaze u AQP1-imunoreaktivnom epitelu tankog silaznog 

kraka Henleove petlje. Stanično-specifičnu lokalizaciju izražaja Panx1 u bubrezima miša proučavali 

su Hanner i suradnici te je u skladu s našim rezultatima, osim Panx1 izražaja u glomerulu, koji oni 

nisu uspjeli detektirati (121). Druga razlika je u tome što smo pronašli samo rijetke Panx1-

imunoreaktivne točkice u AQP1-imunoreaktivnom epitelu tankog silaznog kraka Henleove petlje. 

Nedostatak GD3 sintaze u St8sia1-KO miševa i posljedični poremećaj sastava gangliozida rezultirali 

su nižim izražajem Panx1 u CTX. i O.S. bubrega, što vjerojatno odražava smanjenje u proksimalnim 

tubulima i sabirnim kanalićima. Međutim, najveće smanjenje izražaja Panx1 uočeno je u IN.S., što 

vjerojatno odražava smanjenje u sabirnim kanalićima i debelom uzlaznom kraku Henleove petlje. 

Kao važna komponenta međustanične signalizacije, Panx1 je uključen u parakrinu signalizaciju 

preko oslobađanja ATP-a iz stanica kroz kanale sastavljene od Panx1 (113, 191, 192). Uključen je u 

nekoliko metaboličkih poremećaja i doprinosi patofiziologiji šećerne bolesti tipa 2, budući da njegov 

povećan izražaj u masnom tkivu korelira sa stupnjem inzulinske rezistencije  (98, 193, 194). Također 

je utvrđeno da Panx1 regulira oslobađanje kemoatraktanata za fagocitne stanice tijekom apoptoze, 

dok za aktivaciju inflamasoma nije neophodan  (195). Smatra se da Panx1 kanali igraju važnu ulogu 

u regulaciji transporta soli i vode u bubrežnim tubulima, a time i homeostaze tjelesnih tekućina, zbog 

svoje sposobnosti da reguliraju oslobađanje ATP-a u lumen tubula i bubrežnu vaskulaturu (121). 

Promijenjen sastav gangliozida koji mijenja izražaj Panx1 može utjecati na višestruke funkcije koje 

Panx1 ima u bubrezima. 

U ovom istraživanju smo koristili miševe kojima nedostaje enzim GD3 sintaza kao model za 

istraživanje mogućih promjena u izražaju Cx i Panx1 zbog specifično promijenjenog sastava 

gangliozida. St8sia1-KO miševi imaju manjak gangliozida b-serije (GD3, GD1b, GT1b) i c-serije 

(GT3, GT2, GT1c), a akumuliraju gangliozide a-serije (GM1, GM2, GM3 i GD1a). Kao što je ranije 

spomenuto, koneksinski kanali su u staničnoj membrani povezani s lipidnim splavima i kaveolama. 

Raspodjela koneksinskih kanala u splavima i njihova funkcija ovise o lipidnom sastavu i specifičnim 

biofizičkim svojstvima splavi (38, 39, 42-45). Stoga je za očekivati promjene u izražaju, distribuciji 

i prometu Cx u lipidnom mikrookolišu s poremećenim sastavom gangliozida i svojstvima lipidnih 

splavi. Prema našim rezultatima, izražaj Cx37, Cx40, Cx45 i Panx1 je smanjen u različitim dijelovima 
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bubrega St8sia1-KO miševa u usporedbi s WT. Najdosljednije smanjenje pronađeno je u O.S., gdje 

je izražaj svih biljega (Cx 37, 40, 45 i Panx1) poremećen u St8sia1-KO miševa; u CTX. je pronađeno 

smanjenje izražaja Cx37, Cx45 i Panx1, dok je u IN.S. smanjen izražaj Cx37 i Panx1.  

Kratki životni vijek Cx uključuje njihovo kotranslacijsko umetanje u ER (gdje neki od 

novosintetiziranih Cx podliježu degradaciji povezanoj s ER), transport do stanične membrane 

paralelno s oligomerizacijom do koneksona, alternativno spajanje na koneksone susjednih stanica, ili 

postojanje kao hemikanali. Osim toga, endocitozom mogu oblikovati koneksosome, koji se 

razgrađuju autofagijom, ili se mogu reciklirati pomoću endosomalne mašinerije (196).  Stoga bi 

prekid bilo kojeg koraka u tim procesima mogao dovesti do izmijenjene dinamike stanične sinteze i 

degradacije Cx, što bi zauzvrat rezultiralo izmijenjenim profilom Cx. Promjene u izražaju Cx koje 

smo pronašli u promijenjenom gangliozidnom mikrookruženju bubrega St8sia1-KO miša mogle bi 

se barem djelomično objasniti prethodno dokazanim utjecajem gangliozidnog profila na autofagiju. 

Autofagija je bitan homeostatski proces kojim stanice razgrađuju i recikliraju nepotrebne ili 

nefunkcionalne komponente i organele, osiguravajući stanici značajne izvore energije. Poremećena 

autofagija može dovesti do nakupljanja sfingolipida i doprinosi patogenezi nekih bolesti (197-199). 

Garofalo i suradnici su izvijestili o važnoj ulozi GD3 gangliozida, paradigmatske komponente 

lipidnih splavi, u formiranju autofagosoma kroz međusobnu komunikaciju mitohondrija i ER u ranim 

fazama procesa autofagije. U njihovom eksperimentu, nedostatak St8sia1 gena rezultirao je 

ometanjem nukleacije autofagosoma (138). Stoga, promijenjeni sastav gangliozida kod St8sia1-KO 

miševa može dovesti do poremećaja autofagije kroz promjene u sastavu lipidnih splavi. 

S druge strane, pokazalo se da je razgradnja kanala GJ posredovana grupiranjem Cx43 u 

mikrodomenama lipidnih splavi u kumulus-oocita kompleksima (COC) (200). Stoga bi se moglo 

očekivati da bi promjena u sastavu lipidnih splavi mogla dovesti do smanjene degradacije GJ (i Cx). 

Iako su Panx proteini podvrgnuti sličnim putevima sinteze, ER obrade i sastavljanja heksamera, te 

proteasomske razgradnje krivo savijenih Panx proteina, za razliku od Cx, oni imaju dulji poluživot i 

ne koriste klasičnu endocitotsku mašineriju (103, 119, 201, 202). Međutim, razgradnja 

internaliziranih Panx je lizosomski ovisna (202). Stoga, promjena u izražaju Panx1 koju smo pronašli 

kod St8sia1-KO miševa također može biti povezana s mogućim poremećajem sinteze, prometa i 

razgradnje Panx1.  

Najzastupljeniji bubrežni gangliozid GM3 zajedno s drugim gangliozidom a-serije GM1 tvori 

lipidne splavi, a u njihovoj stabilnosti i formiranju sfingolipidi imaju važnu ulogu (154, 203). Kod 

St8sia1-KO miševa nakupljaju se gangliozidi a-serije (147), te je neizbježno da se sastav gangliozida 

u lipidnim splavima mijenja. Lipidne splavi djeluju kao platforme koje koordiniraju putove prijenosa 

signala u stanicama. Koneksini su prvenstveno lokalizirani u lipidnim splavima, koje mogu utjecati 
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na njihovu preraspodjelu između koneksonskih hemikanala plazma membrane i GJ plakova. Nedavni 

dokazi pokazuju da se distribucija Cx kanala razlikuje u splavima s različitim lipidnim sastavom te 

da specifična biofizička svojstva splavi mogu utjecati na funkciju Cx kanala (45). To bi moglo 

objasniti različite "odgovore" različitih Cx u bubregu na isključenje St8sia1 gena, uočene u našoj 

studiji. Primjerice, razina Cx43 nije se promijenila u bubrezima St8sia1-KO miševa u usporedbi s 

WT, a poznato je da su Cx43 prvenstveno kaveolarni Cx koji su netopivi u Tritonu X-100 (43, 204). 

Regulacija funkcije Cx lipidnim splavima također je očita u progresiji tumora, gdje sudjelovanje Cx 

u migraciji/invaziji stanica ovisi o lokalizaciji kanala u lipidnim splavima kao što su kaveole (46). 

Naši su podaci u skladu s prethodnim prijedlozima da su lipidne splavi ključni igrači u dinamičkoj 

preraspodjeli i ravnoteži Cx između GJ plakova i hemikanala plazma membrane, te da različite lipidne 

splavi također mogu biti uključene u njihov unutarstanični promet (45).  

Glavno ograničenje našeg istraživanja bilo je to što smo koristili samo imunohistokemiju kao 

metodu za kvantificiranje različitih Cx u dva soja miševa. Međutim, fluorescencijska mikroskopija 

osim fluorescencije kvantificira i prostornu informaciju o distribuciji proteina u tkivu ili stanici. 

Potonje je ključno u našim rezultatima, jer smo također željeli otkriti distribuciju proteina u različitim 

područjima bubrega (CTX., O.S. i IN.S. i IN.MED.) te različitim strukturama bubrega, stoga je 

imunohistokemija, koja omogućuje otkrivanje prostorne distribucije, odabrana kao najadekvatnija 

metoda. Iako western blot i qRT-PCR omogućuju kvantifikaciju proteina/genskih proizvoda, gubi se 

prostorna rezolucija, što je bilo od velike važnosti u našem istraživanju. 

6.1. Značenje rezultata istraživanja na animalnom modelu za humanu dijabetičku 
nefropatiju i hipertenziju 

Šećerna bolest je globalni zdravstveni problem koji pogađa gotovo 10% odraslih, a očekuje 

se da će prevalencija porasti na 783 milijuna ljudi u svijetu do 2045. godine (205). Karakterizirana je 

povišenom razinom glukoze u krvi i kroničnom upalom koja prethodi nastanku višestrukih 

sekundarnih komplikacija te je vodeći uzrok završnog stadija bubrežne bolesti i sljepoće u radnoj 

populaciji (206). Komplikacije šećerne bolesti se dijele na makrovaskularne, koje uključuju moždani 

udar (207), koronarnu arterijsku bolest (208) i perifernu arterijsku bolest (209) te mikrovaskularne 

komplikacije koje uključuju retinopatiju (210, 211), nefropatiju (212, 213)  i usporeno cijeljenje rana 

(214). Komplikacije nastaju kao odgovor na dugotrajnu hiperglikemiju i sistemsku upalu niskog 

stupnja (206). Pokazano je da hiperglikemija uz IFN-γ (u proupalnim uvjetima) djeluje na endotelne 

hemikanale koje tvori Cx43 povećavajući njihovu aktivnost, uzrokojući tako oštećenje i disfunkciju 

endotelnih stanica (215). Od svih izoformi Cx, upravo je Cx43 snažno povezan s patogenezom 

višestrukih sekundarnih komplikacija dijabetesa (216-219). Zbog toga su lijekovi koji ciljaju 
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hemikanale Cx43 identificirani kao potencijalni protuupalni lijekovi (220, 221). Kronična upala je 

obilježje dijabetičke retinopatije (222) i nefropatije (223), a upravo blokiranje Cx43 hemikanala se u 

najnovijoj literaturi opisuje kao efektivna ciljana terapija za liječenje upale u sekundarnim 

komplikacijama bubrega i oka u šećernoj bolesti (206). Blokatori koneksinskih hemikanala 

predstavljaju obećavajuće buduće terapijske opcije u liječenju nefropatije i retinopatije, a kako bi se 

odredila djelotvornost i dugoročna korist od ovih lijekova potrebna su daljnja istraživanja (206). 

Promjene Cx kod ljudi istraživane su i kao prognostički biljezi progresije dijabetičke nefropatije. 

Primjerice, promjena izražaja Cx43 u podocitima je usko povezana s napredovanjem dijabetičke 

nefropatije, te bi izražaj Cx43 mogao biti prikladan način za predviđanje pogoršanja bubrežne 

funkcije (95). Koneksini imaju važnu ulogu u pravilnoj funkciji većine organa ključnih za regulaciju 

razine glukoze u krvi i arterijskog tlaka, što implicira da promjenom međustanične komunikacije 

ključnih stanica ili nekog drugog puta u ovim organima, defekti koneksina mogu pridonijeti 

abnormalnim međuorganskim interakcijama koje se opažaju u svim oblicima dijabetesa i 

metaboličkog sindroma (224).  

U bubrezima St8sia1-KO miševa dolazi do nakupljanja gangliozida a-serije, i nedostatka 

gangliozida b- i c-serije. AGE koji su povišeni u šećernoj bolesti, uključeni su u razvoj 

mikrovaskularnih komplikacija, uključujući dijabetičku retinopatiju i dijabetičku nefropatiju. 

Pokazano je da uzrokuju inhibiciju proliferacije retinalnih pericita goveda i mezangijskih stanica 

bubrega štakora, što je barem djelomično povezano s porastom gangiozida a-serije, posljedično 

povećanju aktivnosti GM3 sintaze i smanjenju aktivnosti GD3 sintaze (160). Čini se da upravo 

gangliozidi a-serije posreduju štetne učinke AGE na ove stanice, te mogu predstavljati zajednički 

mehanizam uključen u stanične promjene koje se javljaju tijekom razvoja dijabetičke retinopatije i 

dijabetičke nefropatije (160).  

Osim u šećernoj bolesti, čini se da signalizacija putem Cx ima središnju ulogu u kontroli 

tonusa krvnih žila i arterijskog tlaka (225). Tako funkcioniranje sustava renin-angiotenzin ovisi o 

signalizaciji posredovanoj Cx40 (224). Ovaj Cx povezuje stanice koje luče renin, a koje u kori 

bubrega tvore jukstaglomerularni dijelovi aferentne arteriole. Miševi kojima nedostaje Cx40 su 

kronično hipertenzivni zbog pojačane aktivacije renin-angiotenzin sustava (226). Vaskularna 

komponenta hipertenzije izazvana nedostatkom Cx40 vjerojatno nastaje kao posljedica prekida 

međustanične komunikacije između različitih stanica JGA (226). Polimorfizam promotora gena za 

Cx40 u ljudi je povezan s povećanim rizikom od hipertenzije kod muškaraca (227). 

Slijedom svega navedenog, izmijenjen sastav gangliozida u bubrezima St8sia1-KO miševa 

može biti dobar model za proučavanje posljedičnih promjena izražaja Cx u dijabetičkim uvjetima. 

Iako miševi korišteni u ovom istraživanju nisu imali dijabetes, promjene gangliozidnog sastava 
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imitiraju dijabetičke uvjete te se posljedične promjene u izražaju koneksina i paneksina mogu tumačiti 

u tom kontekstu. Navedeni model za proučavanje je iznimno važan i u razvoju lijekova koji djeluju 

na upalni odgovor bez ozbiljnih nuspojava, za što je potrebno puno detaljnih informacija o 

događajima na staničnoj razini (220). Također, razina funkcionalnih tijesnih spojeva koje čine Cx 

samim starenjem se mijenja, što zahtjeva pažljivo razmatranje svih lijekova koji bi djelovali na razinu 

Cx, a za to je važno poznavati događaje na staničnoj razini (220), čemu svakako doprinose rezultati 

našeg istraživanja.  
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7. ZAKLJUČCI 
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Rezultati ovog istraživanja pokazali su da nedostatak GD3 sintaze kod St8sia1-KO miševa 

dovodi do poremećaja bubrežnog izražaja koneksina što je vjerojatno povezano s promjenom sastava 

gangliozida. Promjena nije uočena za sve ispitivane tipove koneksina u različitim dijelovima bubrega 

koji su proučavani. Naši podaci u skladu su s prethodno opisanom ulogom lipidnih splavi u 

distribuciji i transportu koneksina. Opaženi poremećaj izražaja koneksina u bubrezima St8sia1-KO 

miševa može biti jedan od mehanizama nastanka prethodno utvrđenog iscrpljivanja funkcionalnog 

bubrežnog parenhima koje je uzrokovano akumulacijom GM3 u hiperglikemijskim uvjetima. 
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8. SAŽETAK 
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U miševa s isključenim St8sia1 genom (St8sia1-KO), kojima nedostaje enzim GD3 sintaza, 

nakupljaju se gangliozidi a-serije, a nedostaju gangliozidi b- i c-serije. Iako se sastav gangliozida 

značajno mijenja, ukupna koncentracija gangliozida u KO miševa ostaje ista kao u miševa divljeg 

tipa (WT). Gangliozidi u staničnoj membrani nisu uniformno raspoređeni, nego su grupirani u 

lipidnim splavima, kao i transmembranski proteini koneksini (Cx), koji su ključni za međustaničnu 

komunikaciju u mnogim organima, a u nekoliko regulatornih mehanizama u bubrezima igraju 

funkcionalnu ulogu. S obzirom na to da promijenjeni sastav gangliozida utječe na distribuciju 

proteina u lipidnim splavima različitih staničnih membrana i tako vjerojatno utječe na distribuciju, 

transport i funkciju različitih izoformi Cx, cilj ovog istraživanja bio je utvrditi učinke promijenjenog 

sastava gangliozida na izražaj Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u različitim regijama bubrega 

St8sia1-KO miševa. Pokusi su provedeni na dvanaest mužjaka miševa u dobi od 6 mjeseci: četiri miša 

divljeg tipa (C57BL/6-tip, WT) i osam St8sia1-KO miševa. Uzorci mišjih bubrega su obrađeni za 

imunohistokemiju i potom analizirani. Izražaj Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 ispitivan je 

imunofluorescentnim mikroskopom (BX61, Olympus, Tokio, Japan), dok je kvantitativna procjena 

imunoreaktivnosti provedena pomoću ImageJ softvera(National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

SAD). Kako bi lokalizirali izražaj koneksina i Panx1 u različitim dijelovima bubrega miša, uradili 

smo dvostruko imunohistokemijsko bojenje s različitim biljezima tubularnih segmenata. Izražaj 

koneksina i Panx1 je određen u različitim regijama bubrega: kora (CTX.), vanjski sloj vanjske medule 

(O.S.), unutarnji sloj vanjske medule (IN.S.) i unutarnja medula (IN.MED. ). Cx37, Cx40, Cx45 i 

Panx1 značajno su niže izraženi u različitim dijelovima bubrega St8sia1-KO miševa u usporedbi s 

WT. Svi ovi ranije navedeni koneksini smanjenog su izražaja najkonzistentnije u O.S. u St8sia1-KO 

miševa, pa možemo zaključiti da su proksimalni tubuli i debeli uzlazni krakovi Henleove petlje 

dijelovi nefrona koji su najosjetljiviji na promjene u sastavu gangliozida. U CTX. regiji je zabilježen 

smanjen izražaj Cx37, Cx45 i Panx1, dok su u IN.S. regiji Cx37 i Panx1 bili smanjeno izraženi. 

Rezultati ovog istraživanja sugeriraju da nedostatak GD3 sintaze u St8sia1-KO miševa dovodi do 

poremećaja izražaja Cx u bubrezima, što je vjerojatno povezano s promjenom sastava gangliozida. 

Uočeni poremećaj izražaja Cx u bubrezima St8sia1-KO miševa daje važan uvid u promjene na 

staničnoj razini koje se mogu vidjeti u hiperglikemijskim stanjima, a time i vrijedne informacije za 

buduća istraživanja. Izmijenjen sastav gangliozida u bubrezima St8sia1-KO miševa može biti dobar 

model za proučavanje posljedičnih promjena izražaja Cx u dijabetičkim uvjetima. 
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9. SUMMARY 
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In St8sia1 gene knockout mice (St8sia1-KO) lacking the GD3 synthase enzyme, a-series gangliosides 

accumulate, and  b- and c-series gangliosides are deficient. Total concentration of gangiosides in the 

KO mice remains the same as in wild-type (WT) mice, while the ganglioside composition markedly 

changes.  In the plasma membrane gangliosides are clustered in lipid rafts, same as connexins (Cx), 

that are transmembrane proteins critical for intercellular communication in many organs, and play a 

functional role in several regulatory mechanisms in kidney. Considering that altered ganglioside 

composition affects the distribution of proteins in lipid rafts of different cell membranes and in this 

way probably influences the distribution, transport, and function of different Cx isoforms, the aim of 

this study was to determine the effects of altered ganglioside composition on the expression of Cx37, 

Cx40, Cx43, Cx45, and Panx1 in different kidney regions of St8sia1-KO mice. Experiments were 

performed in twelve male 6-month-old mice: four wild-type (C57BL/6-type, WT) and eight St8sia1-

KO mice. Mice kidney samples were processed for immunohistochemistry and analyzed. The 

expression of Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 and Panx1 was examined by immunofluorescence 

microscopy (BX61, Olympus, Tokio, Japan), while quantitative evaluation of immunoreactivity was 

performed using ImageJ Software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). To localize 

expression of connexins and Panx1 in different parts of the mice kidney, we performed double 

fluorescent staining with different tubular segment markers. The expression of connexins and Panx1 

was determined in different regions of the kidney: cortex (CTX.), outer stripe of outer medulla (O.S.), 

inner stripe of outer medulla (IN.S.), and inner medulla (IN.MED.). Cx37, Cx40, Cx45, and Panx1 

are significantly lower expressed in different parts of the kidneys of St8sia1-KO mice compared with 

WT. All of the above mentioned markers are decresased the most consistent in the O.S. in St8sia1-

KO mice, so we can conclude that proximal tubules and thick ascending limbs are parts of the nephron 

most sensitive to changes in ganglioside composition. In the CTX. region reduced expression for 

Cx37, Cx45 and Panx1 was observed, while in the IN.S. region Cx37 and Panx1 were lower 

expressed. The results of the present study suggest that deficiency of GD3 synthase in St8sia1-KO 

mice leads to disturbance in renal Cx expression, which is probably related to alteration of ganglioside 

composition. The observed disruption of Cx expression in the kidney of St8sia1-KO mice gives 

important insight in changes on cellular level that can be seen in hyperglycemic conditions, and thus 

valuable informations for future studies. The disruption of ganglioside composition in the kidney of 

St8sia1-KO mice may be a good model for the alteration of ganglioside composition and properties 

of lipid rafts under diabetic conditions. 
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